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1 Einleitung

1.1 Perioperatives Risiko nicht-kardiochirurgischer Eingriffe

Operative Eingriffe werden meist aufgrund spezifischer Pathologien durchgefiihrt. Diese
Pathologien beinhalten ein gesundheitliches Risiko fiir die Erkrankten. Dartber hinaus
beinhaltet der gesamte perioperative Prozess und insbesondere die damit verbundenen,
notwendigen anasthesiologischen und operativen Mal3Bhahmen, die zur Behandlung dieser
Pathologien notwendig sind, eigene Risiken. So erleiden beispielsweise bei 5% aller
Patient*innen bei nicht-kardiochirurgischen Eingriffen eine kardiovaskulare Komplikation
(MINS — Myocardial Injury after Non-Cardiac Surgery) im Verlauf des perioperativen
Prozesses [1]. Ursachen flur das perioperative Auftreten von MINS konnen Blutungen,
Gerinnungsstoérungen, Aktivierung des sympathischen Nervensystems und auch
Inflammationsreaktionen sein [2]. Diese Entstehungswege verdeutliche, dass perioperative

Risiken sowohl patient*innen- als auch eingriffsimmanent sein kénnen.

Tabelle 1: Die verschiedenen ASA PS Kategorien mit Beschreibung und Haufigkeit des

Auftretens von perioperativen Komplikationen (modifiziert nach [3, 4])

ASA PS | Beschreibung Haufigkeit perioperative

Komplikationen | Sterblichkeit

I Gesunde*r Patient*in 2% 0,02%

I Patient*in mit milder systemischer 5% 0,14%
Erkrankung

i Patient*in  mit schwerer systemischer 14% 1,41%
Erkrankung

\Y] Patient*in mit schwerer systemischer 37% 11,14%

Erkrankung, welche konstant lebens-
bedrohend ist

V Moribunde*r Patient*in, bei dem*r kein 71% 50,87%
Uberleben ohne Operation erwartet wird

v Hirntote*r Patient*in mit geplanter - -
Organspende

Aktuelle Leitlinien versuchen diese Zusammenhdnge und das damit einhergehende
kumulative Risiko durch verschiedene Scoring-Systeme zu quantifizieren und so Risikoprofile
mit entsprechenden Handlungsempfehlungen zu erstellen [5]. Ein im perioperativen Prozess

zentral genutztes Scoring System ist das 1941 eingefuhrte Klassifikationssystem des



Einleitung 7

patient*innen-spezifischen Risikoprofils ASA PS (American Society of Anesthesiologists
Physical Status). Wie in Tabelle 1 dargestellt, bildet dieses System auch in seinen aktuellen
Weiterentwicklungen eine gute Differenzierung in der Pradiktion von perioperativen
Komplikationen ab und zeigt mit der Pradiktion der perioperativen Sterblichkeit die

Outcomerelevanz des patient*innen-spezifischen Risikos auf [3, 6].

Unabhangig vom patient*innen-spezifischen Risiko, stellt die Schwere des operativen
Eingriffes einen eigenstandigen Risikofaktor dar, perioperative Komplikationen zu erleiden.
Dementsprechend werden in der Risikoevaluation ahnlich wie bei der ASA PS Klassifikation
dem Risiko entsprechend die verschiedenen operativen Eingriffe in drei Schwerekategorien
nach der Haufigkeit des Auftretens von kardiovaskularen perioperativen Komplikationen
eingeteilt [5]. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht mit Beispielen zu Eingriffen, nach denen in die
einzelnen Risikokategorien unterteilt wird. Das Risiko fiir rein eingriffsbezogene
kardiovaskulare Komplikationen bis hin zum Versterben liegt dabei je nach Eingriffskategorie
unter 1% bis hin zu Uber 5%. Dies verdeutlicht die separate Outcomerelevanz der Schwere
des operativen Traumas im perioperativen Prozess. Das perioperative Gesamtrisiko der
Patient*innen ergibt sich demnach aus dem personlichen, begleiterkrankungsabhangigen
Risiko und dem Eingriffsassoziierten-Risiko, welche sich beide addieren. Um diesem mdglichst
adaquat zu begegnen, werden anasthesiologische Malhahmen entsprechend dieses

kumulativen Risikos perioperativ geplant und durchgefihrt.

Tabelle 2: Einteilung chirurgischer Eingriffe und Interventionen bzgl. des perioperativen
Risikos fir das Auftreten von Myokardinfarkt, Schlaganfall oder kardiovaskulér assoziiertes

Versterben (madifiziert nach [5])

Geringes chirurgisches Risiko Intermedidres chirurgisches Risiko Hohes chirurgisches Risiko

(< 1%)

(1-5%)

(> 5 %)

Brusteingriffe

Zahneingriffe
Schilddrusenchirurgie
Augeneingriffe

Kleine gynékologische Eingriffe
Kleine orthopédische Eingriffe
Rekonstruktive Eingriffe
Oberflachliche Chirurgie

Kleine urologische Eingriffe

VATS/kleine Lungenresektionen

Asymptomatische Karotischirurgie
Asymptomatisches Karotisstenting
Symptomatische Karotischirurgie
Endovaskulare Aortenchirurgie
Kopf oder Halschirurgie
Intraperitoneale Chirurgie

Kleine intrathorakale Chirurgie
Neurologische Chirurgie
Orthopéadische Chirurgie
Angioplastie peripherer Arterien
Nierentransplantation

Grof3e urologische Eingriffe
GroRRe gynakologische Eingriffe

Symptomatisches Karotisstenting
Aortenchirurgie, gro3e Gefalichirurgie
Nebennierenresektionen
Duodenum-Pankreas Chirurgie
Leber-/Bilio-duktale Chirurgie
Osophagus Resektion

Offene Revaskularisierung der unteren
Extremitaten (Ischamien/ Amputationen)
Pneumektomie (VATS oder offen)
Lungen- oder Lebertransplantation
Chirurgie bei Hohlorganperforation

Totale Zystektomie
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1.2 Perioperatives Risiko kardiochirurgischer/kardiologischer Eingriffe

Die Herzchirurgie und katheterbasierte kardiale Interventionen sind bei den vorherig
vorgestellten Modellen zur Pradiktion des perioperativen Risikos ausgenommen, da hier die
kardiale Pathologie der Grund des Eingriffes ist und sie verfahrensspezifische, zuséatzliche
perioperative Risiken beinhalten kann. Dementsprechend kann das perioperative Risiko nach
eigenen Klassifikationssystemen, wie z.B. dem 1999 etablierten EuroSCORE und 2012
aktualisierten EuroSCORE I, eingeschatzt werden [7, 8]. Folgende Evaluierungen des
EuroSCORE Modells zeigten zum einen eine gute Korrelation der vorherigen
Risikoeinschatzung mit der tatsachlichen perioperativen Sterblichkeit und zum anderen, dass
diese mit 3-11% deutlich Uber der oben dargestellten perioperativen Sterblichkeit nicht-
kardiochirurgischer Eingriffe liegt [7, 9]. Dies verdeutlicht das besondere Risiko, dem
Patient*innen bei kardialen Eingriffen ausgesetzt sind, welches sich aus dem eigentlichen
operativen Trauma, der zur Operation fihrenden Pathologie sowie vorliegenden
Begleiterkrankungen und auch notwendiger apparativer Unterstlitzungssysteme zum
Ermoglichen des Eingriffes zusammensetzt. Ein solches Unterstiitzungssystem ist die Herz-
Lungen-Maschine (HLM), mit deren Hilfe bei einem fir den Eingriff notwendigen temporéaren
Herzstillstand die Versorgung der weiteren Organe aufrecht gehalten wird. Die HLM, welche
als kardiopulmonaler Bypass angelegt wird, Ubernimmt sowohl die Pumpfunktion des
Kreislaufes als auch Oxygenierung und Decarboxylierung des Blutes. Trotz dieser so
geschaffenen Moglichkeit der Versorgung der weiteren Organe nimmt der kardiopulmonale
Bypass mittels HLM eine besondere Rolle mit eines spezifischen Risiko ein, da er selbst einen
perioperativen myokardialen Schaden zu bedingen scheint und auch zu einer gesteigerten

Immunreaktion des Organismus fiihren kann [10, 11].

1.3 Perioperative Inflammation

Ein operativer Eingriff triggert eine Akute-Phase-Reaktion, welche in ihrem Ausmalfd von der
Auspragung des chirurgischen Eingriffes und der damit notwendigen Gewebeverletzung
abhangig ist [12]. Neben dem operative Eingriff fiihrt auch ein Trauma an sich sowie auch eine
Infektion zu einer Aktivierung des Immunsystems mit Zellschaden, gestérten Organbarrieren
und beeintrachtigter Gerinnungsfunktion [13]. Dies erschwert die Unterscheidung zwischen

einer operationsassoziierten Inflammationsreaktion und einer Erreger-induzierten Infektion.
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Das Ausmal’ des Eingriffes beeinflusst dabei direkt das Ausmal’ der Immunreaktion, wobei
aber auch bei geringer invasiven Eingriffsarten eine Immunaktivierung festzustellen ist. So
zeigen beispielsweise Vergleiche von laparoskopischen mit offenen Eingriffen am Magen eine
reduzierte, aber vorhandene Immunaktivierung bei dem weniger invasiven, laparoskopischen
Verfahren [14]. Tierexperimentelle Untersuchungen haben dabei gezeigt, dass eine
chirurgische Inzision der Haut alleine schon zu einer systemischen und lokalen
Inflammationsreaktion durch Chemokinfreisetzung und konsekutiver Neutrophilen-Aktivierung
und Infiltration fuhrt [15].

Wie Abbildung 1 verdeutlicht, fuhrt jede Verletzung von Gewebe zu einer
Inflammationsreaktion, die von spezifischen Geweben deutlich unterschiedlich ausfallen kann.
Zudem existieren organspezifische Unterschiede in der Interaktion mit dem Immunsystem bei
Schadigung. So wurden fur Leber, Nieren oder Lunge Unterschiede im Ausmald und auch im
Weg der Leukozyten-Rekrutierung und Aktivierung nachgewiesen [16]. Fir die Leber wurde
beispielsweise im Mausversuch gezeigt, dass es bei einem spezifischen Leberschaden zu
einer besonders ausgepragten Aktivierung neutrophiler Leukozyten kommt [17]. Dabei ist das
Ausmald der Immunaktivierung innerhalb derselben Organart aber nicht zwangslaufig gleich.
Dies verdeutlicht eine Arbeit an Patient*innen mit vergleichbaren Lebereingriffen welche ein
unterschiedliches Ausmalf an perioperativer Inflammationsreaktion zeigte. Dieses individuelle
Ausmal der Inflammationsreaktion am selben Organ bei vergleichbaren Eingriffen hat auch
eine prognostische Relevanz, da damit einhergehend vermehrte postoperative
Komplikationen bei h6herem postoperativen oxydativem Stress und erhdhten Interleukinen
festgestellt wurden [18]. Diese beispielhaft aufgefliihrten Untersuchungen bei
Leberschadigungen verdeutlichen, dass die perioperative Inflammationsreaktion sowohl durch
das Ausmalfl des Schadens als auch von der Art des geschadigten Gewebes und Organs
beeinflusst wird, dartber hinaus aber von weiteren Faktoren abh&ngig ist und sich so
individuell unterschiedlich auf perioperative Komplikationen und das Patient*innen-Outcome

auswirken kann.
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Abbildung 1: Durch Haut und tieferem Gewebe bei einer chirurgischen Inzision initiierte
Immunreaktion und freigesetzte immunkompetente Zellen. (KC: keratinocyte chemoattractant,
MIP: macrophage inflammatory protein, TNFa: tumor necrosis factor alpha, DAMP: damage
associated molecular pattern; Aus [13], mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer
Health, Inc., Lizenz Nummer 5555231245235)

Ein zentraler Schritt in der Initiierung und Unterhaltung einer Inflammationsreaktion mit
Aktivierung weiterer immunkompetenter Zellen ist die Aktivierung von Leukozyten. Aktivierte
Leukozyten kénnen dabei Ausgangspunkt und Mediator weiterer Immunreaktionen sein.
Neutrophile Leukozyten kénnen sowohl ihre eigene Immunantwort verstarken und so weitere
Leukozyten anlocken und aktivieren als auch einen Organschaden einleiten oder verandern,
indem auch potentiell reparative Prozesse an Organen beeinflussen werden [19-21].
Dementsprechend nehmen sie eine zentrale Rolle in der komplexen Inflammationsreaktion ein
und kénnen mit den verschiedensten pro- und antiinflammatorischen Mechanismen einen

Ansatzpunkt darstellen, therapeutisch regulativ in die Inflammationsreaktion einzugreifen.

Die Aktivierung des Leukozyten kann durch unterschiedliche Stimuli erfolgen. Sie lauft als eine
Kaskade von Ereignissen ab, die mit dem Kontakt zu aktiviertem Endothel, welches Selectine
exprimiert, beginnt und dadurch den Leukozyten in der Blutbahn beim Endothelkontakt
aktiviert. Das Verbleiben des Leukozyten am Endothel nach diesem Kontakt wird als
~capturing” bezeichnet. Nach dem Capturing rollt der Leukozyt auf der Zelloberflache und
verlangsamt durch die Interaktion mit weiteren zellmembranstindigen Rezeptoren seine
Rollgeschwindigkeit bis zum vdlligen Stillstand auf der Endotheloberflache. Demnach sind ein
initial vorliegendes schnelleres Rollen, gefolgt von einem langsameren Rollen bis hin zu einem
Arrest auf der Endotheloberflache weitere Schritte der Leukozytenaktivierung. Diese Schritte
werden durch Konformitatsdnderungen von zellwandstandigen Rezeptoren und deren damit

verbundene Zell-Zell Interaktion moduliert. Dem Arrest folgt ein ,Crawling®, bei dem der
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anhaftende Leukozyt durch eine Kriechbewegung entlang des Endothels geeignete Stellen fir
einen Durchtritt durch das Endothel sucht. Dieser Durchtritt stellt den letzten Schritt der
Aktvierungskaskade dar und kann sowohl para- als auch transzellular durch das Endothel
erfolgen [22]. Abbildung 2 verdeutlicht die gesamte Abfolge dieser Schritte mit den dabei

involvierten membranstandigen Rezeptor-Interaktionen.

LFAI-ICAMI1

VLA4-VCAMI M

o,f,-integrin-MADCAMI PECAMI
Selectins SRC kinases CD9%9
PSGLI Selectin PI3K MACI JAMs ICAM1
VLA4 signalling Chemokines VAV], VAV2, VAV3 ICAMI ESAM PECAMI?

Activation J

Capture Paracellular and transcellular

transmigration

Slow Adhesion [
Rolling rolling strengthening,  Intravascular Paracellular

\ i y
0 000 s 8 -
(o o o] ol o] o o of or é@

Arrest

@

Endothelial cells Basement membrane

Abbildung 2: Die einzelnen Schritte der Leukozyten Aktivierungskaskade mit initialem
Endothelkontakt, schnellen und langsamen Rollen, Adhasion, Kriechen und schlussendlich
Transmigration. (ESAM: endothelial cell-selective adhesion molecule, ICAM1: intercellular
adhesion molecule 1, JAM: junctional adhesion molecule, LFAL: lymphocyte function-
associated antigen 1, MAC1: macrophage antigen 1, MADCAML1: mucosal vascular addressin
cell-adhesion molecule 1, PSGL1l: P-selectin glycoprotein ligand 1, PECAML1:
platelet/endothelial-cell adhesion molecule 1, PI3K: phosphoinositide 3-kinase, VCAM1:
vascular cell-adhesion molecule 1, VLA4: very late antigen 4; Aus [22], mit freundlicher
Genehmigung von Springer Nature, Lizenz Number 5554120266992)
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Wie schon angedeutet, konnen die Aktivierungsschritte der Inflammation dabei vielféaltig sein.
Neben der initialen Aktivierung des Immunsystems durch eine spezifische Einwirkung eines
Schadens von ,auflen* auf den Organismus kann auch die Inflammationsreaktion selbst zu
einem weiteren Schaden fuhren und sich somit selber unterhalten oder auch andernorts
initiieren. Die endotheliale Glykokalyx ist ein weiterer Teil dieser komplexen Zusammenhange.
Sie ist ebenfalls ein Faktor in der Auspragung der perioperativen Inflammationsreaktion und
kann sowohl Ursache als auch Angriffspunkt einer Schadigung sein. Die Glykokalyx befindet
sich an der AuRenseite der Zellobeflache und beinhaltet sogenannte DAMPs (damage
associated molecular pattern) wie z.B. HMGB-1 (High-Mobility-Group-Protein B1) als
Komponenten ihrer Integritat, die bei entsprechender Schadigung freigesetzt werden und eine
Inflammationsreaktion auslésen und unterhalten kénnen [23]. Bei Traumapatient*innen konnte
fur DAMPs und proinflammatorische Interleukine ein zweigipfliger Peak, einmal direkt nach
erfolgtem Trauma und dann zu einem spateren Zeitpunkt ohne weiteres Trauma
nachgewiesen werden [24], was die Hypothese einer zweiten, durch das Immunsystem selbst

getriggerten Schadigung nach stattgehabtem Gewebetrauma unterstreicht.

Die endotheliale Gylkokalyx kann in ihrer Integritit demnach auch unabhangig von einer
Zerstérung der zugehorigen Endothelzelle durch Trauma auch durch andere Stimuli
beeinflusst werden. Sie ist somit als ein weiterer, separater Modulator der
Inflammationsreaktion mit Einfluss auf die Leukozytenaktivierung zu verstehen. Neben der
Interaktion zwischen Leukozyten und Glykokalyx und auch zwischen Leukozyten selbst, wird
die Inflammationsreaktion noch durch weitere, bei Gewebeschaden typischerweise aktivierte
Zellen beeinflusst. So fuhrt eine direkte Interaktion vom ebenfalls durch das Trauma aktivierten
Thrombozyten mit Leukozyten zu einer Aktivierung von immunkompetenten Zellen und triggert
die weitere Expression von Chemokinen und von proinflammatorischen, wiederum potentiell
leukozytenaktivierenden Adhasionsmolekilen auf der Endotheloberflache [25, 26]. Die
Zusammenhange dieser Interaktionen zwischen Endothel, Leukozyten, Glykokalyx und
Thrombozyten bei einem Gewebeschaden mit den zentralen Mediatoren ihrer Interaktionen
sind in Abbildung 3 verdeutlicht.
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Abbildung 3: Auswirkungen des chirurgischen Schadens mit Schadigung der Glycocalyx,
Zellschwellung, Verlust der Barrierefunktion, Gerinnungsaktivierung und konsekutiver
Odembildung und Migration von Leukozyten (VWF: von Willebrand Factor, PSGL-1: P-selectin
glycoprotein ligand-1, fMLP: N-formyl-methionylleucyl-phenylalanine, CXCL-1: C-X-C maotif
ligand - 1, CXCR2: CXC-motif chemokine receptor 2, IL8: Interleukin 8; Aus [13], mit
freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc., Lizenz Nummer 5555231245235)

Neben dem chirurgisch induzierten Trauma durch eine direkte und sterile Gewebsverletzung
existieren weitere, im operativen Prozess notwendige MalRnahmen, die zu einer
Immunaktivierung flihren kdnnen. Ist es beispielsweise aufgrund des Eingriffes notwendig,
einzelne Bereiche des Korpers oder Organsysteme von der Blutzirkulation zu unterbinden, so
kann es bei Wiedereroffnen der Durchblutung zu einem Reperfusionssyndrom mit
Immunaktivierung und im Extremfall einem sogenannten Zytokinsturm kommen [27]. Diese
Immunaktivierung kann dann ihrerseits wieder zu den in Abbildung 3 beschriebenen
Mechanismen der Endothelschadigung mit u.a. konsekutivem Kapillarleck aufgrund des
Verlustes von endothelialen Verbindungen fihren. Diese, auch als endotheliares Leck
bezeichnete erhdhte vaskuldre Durchlassigkeit in das umgebende Gewebe kann Uber
verschiedene Mediatoren wie u.a. Interleukine und TNF-a vermittelt sein und sowohl
parazellular als auch transzellular erfolgen [28, 29].
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1.3.1 Hamodynamik und Inflammation

Zwischen der perioperativ vorliegenden Hamodynamik der Patient*innen und der Auspragung
einer Inflammationsreaktion liegen verschiedene, wechselseitige Beziehungen vor. So kann
eine nicht ausreichende Hamodynamik im Sinne einer inadaquaten Oxygenierung von
Organen und Geweben ein eigener Ausloser einer Organschadigung mit Zelluntergang sein
und dadurch die schon vorab beschriebenen Mechanismen der Inflammationsreaktion
ausldsen. Dieser Zusammenhang mit der Notwendigkeit der perioperativen Aufrechterhaltung
einer adaquaten Perfusion und damit Sauerstoffversorgung der Organe ist zwar seit langerem
bekannt, stellt aber eine weiterhin vorhandene perioperative Herausforderung dar. Es sind in
der Vergangenheit verschiedene Ansatze entwickelt worden, welche versuchen dieses
Problem anhand Zielparameter gesteuerter, spezifischer Therapiekonzepte zur
Aufrechterhaltung einer adaguaten Hamodynamik (GDT - goal directed therapy) zu
adressieren [30-33]. Bislang konnte aber kein spezifisches hamodynamisches Konzept
identifiziert werden, welches dieses Ziel sicher erreicht, so dass dies weiterhin Gegenstand

der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion ist [30, 33].

Ebenso wie eine kompromittierte Hamodynamik zu einer Aktivierung des Immunsystems
fuhren kann, kann eine Inflammationsreaktion die Hamodynamik negativ beeinflussen. So
kann eine Inflammationsreaktion sowohl zu einem FlUssigkeitsverlust aus dem Intravasalraum
fuhren als auch die kardiale Funktion direkt beeinflussen und somit tber beide Wege separat
oder auch kombiniert zu einer verminderten Organperfusion durch beeinflusste Hamodynamik
fuhren. Eine zentrale Rolle nimmt hierbei das Endothel ein, welches auch entsprechend der
schon vorab beschriebenen Mechanismen sowohl Ziel der Schadigung als auch Aktivator des
Pathomechanismus und somit ein unterhaltender Faktor sein kann [34, 35]. Das
immunaktivierte und geschadigte Endothel verringert bzw. verliert seine Barrierefunktion und
es kommt durch eine Aufweitung der endothelialen Verbindungen zu einem Flissigkeitsverlust
vom Intravasalraum in das Interstitium und Verlust von osmotisch wirksamen Substanzen,
denen wiederrum Flussigkeit folgt [36, 37]. Wie auch Abbildung 4 verdeutlicht, kann dieser
Mechanismus Uber die reine Odementstehung hinaus zu weiteren Schadigungen von

Organen, bis hin zum Multiorganversagen und Versterben fuhren [35, 37].
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Abbildung 4: Mdgliche Endorganschadigungen durch einen Verlust von osmotisch wirksamen

Substanzen aus dem Intravasalraum heraus aufgrund eines inflammatorisch induzierten
Herabsetzung der Barrierefunktion des vaskularen Endothels (aus [37], mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier, Lizenz Nummer 5555250164168)

Zusatzlich zu der Entstehung einer endothelialen Dysfunktion mit ihren beschriebenen
Konsequenzen kann eine Immunaktivierung zu einer direkten, sowohl rechts- als auch
linksventrikularen kardialen Beeintréchtigung fuhren, was ebenfalls wieder ein Risiko fiir eine
nicht ausreichende Hamodynamik darstellt und zur weiteren Organ-Minderperfusion mit
zusatzlicher Inflammation beitragen kann [38]. Neben weiteren verschiedensten Mechanismen
die als potentielle Ausléser der myokardialen Schadigung identifiziert wurden, nimmt hier die
Aktivierung von immunkompetenten Zellen und die vermehrte Freisetzung von Zytokinen wie

TNF-a und proinflammatorischen Interleukinen eine entscheidende Rolle ein [39, 40].

Dementsprechend tragt die Inflammationsreaktion sowohl zu einer intravasalen Hypovolamie
als auch Beeintrachtigung der kardialen Funktion bei und kann so das Erreichen einer
adaquaten Hamodynamik kompromittieren. Ein Surrogatparameter der perioperativ
adaquaten Hamodynamik ist der Blutdruck, welcher wahrend anasthesiologischer oder
intensivmedizinischer Behandlung mit einem mittleren arteriellen Druck (MAD) von 60 —
70mmHg als adaquat fir eine ausreichende Organperfusion angesehen wird [41]. Dieser Ziel-
MAD kann, unter anderem bedingt durch die vorab geschilderten, inflammationsgetriggerten

Mechanismen, perioperativ haufig nicht ohne regulierende Malinahmen erreicht werden. Auch
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entsprechend der schon dargestellten GDT-Protokolle sind die dazu durchgefiihrten
therapeutischen Maflihahmen zur Aufrechterhaltung des adaquaten MAD meist eine Volumen-
und Katecholaminapplikation. Wie auch schon in Abbildung 4 verdeutlicht wird, kann eine
forcierte Volumenzufuhr auch ein Risiko flr verschiedenste Organe sein. Neben der
Volumenzufuhr ist die vermehrte Nutzung von Vasopressoren, wie beispielsweise
Norepinephrin, zum Erreichen eines Ziel MAD perioperativ haufig notwendig. Dabei kénnen
aber Vasopressoren, ebenso wie eine Volumenzufuhr, die Organfunktion selber gefahrden
und damit das gesamte Outcome negativ beeinflussen [42-44]. Auch unabhangig von einer
generellen Beeinflussung des Patient*innen-Uberlebens beinhaltet eine Immunaktivierung und
eine in diesem Zusammenhang notwendige Vasopressortherapie Risiken flr weitere
Komplikationen im Behandlungsverlauf, wie Dbeispielsweise ein erhdhtes Auftreten von
Anastomoseninsuffizienzen nach Darmchirurgie [45, 46]. Demnach scheint nicht nur die
Aufrechterhaltung eines perioperativen Ziel-MAD, sondern auch die dazu verwendeten
Mallhahmen relevant zu sein, das Patient*innen Risiko zu beeinflussen. In diesem
Zusammenhang ist zu verstehen, dass zuséatzliche wechselseitige Beeinflussungen zwischen
dem Immunsystem und dem autonomen Nervensystem existieren und sich beide Systeme
gegenseitig, unter anderem durch Zytokine und Bindung von Neurotransmittern an
immunkompetenten Zellen, aktivieren kdonnen [47]. In dieser Interaktion beider Systeme
spielen Katecholamine eine zentrale Rolle. Sie sind sowohl endogene Neurotransmitter auch
als Therapeutika, die zur Aufrechterhaltung des adaquaten MAD eingesetzte werden [47, 48].
Norepinephrin ist ein zentraler Neurotransmitter des autonomen Nervensystems und ein
haufig genutztes und empfohlenes Katecholamin in hamodynamisch instabilen Situationen
und ist darliber hinaus in der Lage, die Leukozytenfunktion direkt zu beeinflussen [49].
Insgesamt kdénnen Katecholamine sowohl potentiell positive als auch negative
inflammatorische Effekte ausldsen und es fehlen bislang Strategien zu Alternativen oder der

optimalen Art und Menge der Anwendung in der kritischen Erkrankung [48].

In Zusammenschau existierten demnach verschiedene Interaktionen zwischen Inflammation
und Hamodynamik sowie dem autonomen Nervensystem und Katecholaminen, welche bislang
nicht ausreichend verstanden sind. Da aktuell sichere Strategien fehlen, diese
Wechselwirkungen perioperativ positiv zu beeinflussen, erscheint es sinnvoll im Sinne einer
risikominimierenden Strategie, perioperative Behandlungskonzepte zu entwickeln und
anzuwenden, die diese einzelnen Systeme und damit die Interaktionen insgesamt so wenig

wie moglich aktivieren.
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1.3.2 Respiration und Inflammation

Neben den vorab dargestellten hamodynamischen Komplikationen besteht perioperativ auch
ein Risiko fur pulmonale Komplikationen, welche in verschiedenen Auspragungen auftreten
und ebenfalls die perioperative Morbiditat erhéhen sowie die Gesamtsterblichkeit negativ
beeinflussen koénnen [50, 51]. Pulmonale Komplikationen treten dabei in einer
Gesamthaufigkeit von ungefahr 6-7% bei nicht-kardiochirurgischen Eingriffen auf und sind
ebenso wie die kardialen Komplikationen von verschiedenen Risikofaktoren abh&ngig, wie u.a.
Begleiterkrankungen und Eingriffsschwere [52, 53]. Ist eine Allgemeinanasthesie fur die
Durchfiihrung eines chirurgischen Eingriffes notwendig, so ist meist eine mechanische,
invasive Ventilation unumganglich. Hierbei sind das Patientenalter und auch die Dauer der
Andasthesie sowie weiteren, insbesondere die individuellen Vorerkrankungen betreffenden
Faktoren, Risiken fur postoperative pulmonale Komplikationen [54, 55]. Die mechanische
Ventilation stellt selber ebenfalls ein Risiko fur einen beatmungsassoziierten Lungenschaden
(VILI = Ventilator Induced Lung Injury) als perioperative Komplikation dar [56]. Sowohl VILI als
auch weitere perioperative pulmonale Komplikationen wie Aspiration, Pneumonie oder
Atelektasenbildung kénnen in ihrem Schweregrad und ihrer Auspragung bis hin zum akuten

Lungenversagen (ARDS - acute respiratory distress syndrome) fiihren [54, 57].

Perioperative pulmonale Komplikationen kénnen potentiell pulmonales Gewebe schéadigen
und so ebenfalls wieder eine Inflammationsreaktion ausldosen. Neben den durch
infektiologische Ursachen hervorgerufenen perioperativen pulmonalen Komplikationen, wie
z.B. der Pneumonie, sind auch nicht-infektiologische, perioperativ entstehende pulmonale
Komplikationen dazu in der Lage. So scheint beispielsweise das dem VILI zugrunde liegende
mechanische Trauma des pulmonalen Gewebes weitere Organdysfunktionen auf3erhalb der
Lunge zu verursachen [58]. Ein mdglicher Mechanismus ist dabei eine durch den
Respiratorhub ausgeldste mechanische Schadigung, die sowohl zu einer inflammatorischen
Aktivierung der alveolarseitigen als auch kapillarseitigen Zellen fihrt, konsekutiv
proinflammatorische Zytokinen freisetzt und Leukozyten aktiviert [56, 59]. Entsprechend der
schon oben beschriebenen Mechanismen (1.3) kann sich diese Aktivierung dann selber
unterhalten und zu einer weiteren Schadigung der Lunge, sowie durch die zerstorte
endotheliale Barriere und systemische Inflammationsreaktion zur Schédigung weiterer

Organe, bis hin zum Multiorganversagen fuhren [60].

Entsprechend der schon dargestellten Komplexitat der Aktivierungskaskade fehlt bislang ein
ausreichendes Verstandnis aller relevanter, wechselseitiger Signalwege in dem

Zusammenhang zwischen Inflammation und Lungenschaden mit konsekutivem
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Multiorganschaden. Erst wenn etablierte perioperative Strategien vorliegen, die Signalwege
so zu beeinflussen, dass es trotz vorhandener Noxe zu keiner inflammatorisch assoziierten
weiteren Organschadigung kommt, ware dieses perioperative Risiko entsprechend adressiert.
Auch hier scheint es sinnvoll das inflammationsassoziierte Risiko zu reduzieren in dem
Behandlungsstrategien etabliert werden, die regulierend in diese Sighalwege eingreifen oder

die auslésende Noxe moglichst vermeiden.

1.3.3 Perioperative Inflammation durch Erreger

Im Gegensatz zu den bislang dargestellten erregerunabhangigen Wegen der Inflammation
kénnen die Patient*innen zusatzlich durch perioperativ vorliegende Infektionen und eine
dadurch stattfindende weitere Aktivierung des Immunsystems gefahrdet sein. Eine maximale
Auspragung einer erregerassoziierten Inflammationsreaktion ist die Sepsis, welche
perioperativ neu auftreten oder bei unvermeidbaren Operationen bereits zeitgleich vorliegen

kann.

Die Sepsis ist in ihrer aktuellen Definition beschrieben als eine lebensbedrohliche
Organdysfunktion, verursacht durch eine dysregulierte Immunantwort des Organismus auf
eine Infektion [61]. Trotz der nun schon in der dritten Version vorliegenden Definition und einer
seit Jahrzehnten bekannten Relevanz des Erkrankungsbildes hat sich die Sterblichkeit in an
der Sepsis in den letzten Jahren nur gering positiv verandert und weist mit Gber 30% eine hohe
90 Tages-Sterblichkeit auf [62]. In der schwersten Form der Sepsis, dem septischen Schock,
welche als eine Sepsis mit anhaltender Hypotonie und Laktatanstieg definiert ist, steigt die
Sterblichkeit noch deutlich an und liegt in aktuellen Untersuchungen bei 40% und hoéher [61-
63]. Die pathophysiologische Grundlage des septischen Krankheitsgeschehens bildet eine
unkontrollierte proinflammatorische Reaktion [64]. Diese, auch als Systemisches Inflammation
Response Syndrom (SIRS) beschriebene Reaktion erfolgt tGber eine u.a. DAMP vermittelte
Zytokin und Komplementaktivierung mit wechselseitiger Beeinflussung des Immun- und
Gerinnungssystems und kann sich, einmal begonnen, selbst unterhalten und verstarken [65].
Ein Bestandteil dieser Reaktion ist die im vorherigen Abschnitt (1.3) beschriebene Selectin
vermittelte Aktivierung des Leukozyten, welche moglicherweise auch Einfluss auf die Schwere
der Auspragung des septischen Krankheitsverlaufes bis hin zum Entstehen eines septischen
Schock haben kann [66]. Norepinephrin ist dabei das Katecholamin der Wahl zur Stabilisierung
der Hamodynamik in der Sepsis und insbesondere im septischen Schock [67]. Entsprechend
der schon dargestellten Wechselwirkungen (1.3.1) kénnen demnach auch die empfohlenen
und notwendigen therapeutischen Malhahmen bei der Sepsis zu einer weiteren

Beeinflussung der Inflammationsreaktion fiihren.
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Unterschiedliche Erreger konnen dabei auf unterschiedlichen Wegen Einfluss auf die
Inflammationsreaktion nehmen. Trotzdem ist ihnen aber der schlussendliche Mechanismus
der Inflammationssteigerung im Falle eines Organschadens als ein mdglicher Mediator
weiterer Organschadigung gemeinsam. Im Gegensatz zur haufig bakteriell induzierten Sepsis
ist das SARS-CoV-2 induzierte ARDS ein Beispiel flr eine primar viral verursachte Infektion,
welche ebenfalls Uber die Beeinflussung des Immunsystems zu Endorganschaden und
Versterben fuhren kann [68, 69]. Als moglicher Pathomechanismus fur diese Schadigungen
ist ebenfalls eine Zytokinsturm-artige Aktivierung von Interleukinen und weiteren
proinflammatorischen Faktoren identifiziert worden [70, 71]. Fur diese Erkrankung wurde eine
perioperativ erhdhte Mortalitdét nachgewiesen, die Uber den Zeitraum des eigentlichen
Vorliegens aktiver Erreger hinaus geht [72]. Hier kann eine, Uber das Vorhandensein des
eigentlichen Erregers hinaus unterhaltende Inflammationsreaktion als eine mogliche Ursache
hypothetisiert werden. Gemeinsam ist allen perioperativ vorhandenen erregerassoziierten
Inflammationsreaktionen, das sie schon zum Zeitpunkt des Eingriffes vorliegen und somit
Strategien zur Vermeidung der Noxe im Falle zwingen notwendiger Eingriffe nicht sinnvoll
anwendbar sein kdnnen. Demnach sollten in diesen Fallen Strategien zur Modulation der
schon vorhandenen Inflammationsreaktion erarbeitet werden. Zudem sollten Verfahren
etabliert werden, den Erkrankungsverlauf mit assoziierten Risiken adéaquat zu Monitoren um

mdoglichst friihzeitig therapeutisch eingreifen zu kénnen.

Zusammenfassend zeigen diese hier dargestellten Entstehungswege der unterschiedlichen
Organdysfunktionen den zentralen Stellenwert der Inflammationsreaktion als perioperativen
Risikofaktor. Dabei kann die Inflammationsreaktion durch MalRhahmen wéahrend eines
notwendigen Eingriffes ,steril“ ausgeldst werden oder aufgrund einer bestehenden Infektion
schon verkomplizierend zum Eingriff vorliegen. In diesem Zusammenhang stellen potentielle
Beeintrachtigungen der Respiration sowie Hamodynamik, welche durch eine invasive
Beatmung, intravasalen Flussigkeitsverlust oder auch durch eine kardiale
Funktionsbeeinflussung ausgeldst sein kdnnen, weitere perioperative Risikofaktoren fir
Organdysfunktionen dar. Diese kénnen ebenfalls selbst durch eine Inflammationsreaktion
hervorgerufen oder auch in ihrer Auspragung gesteigert werden. Demnach ist die perioperative
Inflammationsreaktion ein relevanter Ansatzpunkt, das perioperative Risiko fur Patient*innen
zuklnftig durch Modulation dieser Reaktion oder MaRnahmen zur Vermeidung der

Entstehung, zu reduzieren.
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1.4 Perioperatives Risiko und Kompetenz

Die adaquate Durchfiihrung einer arztlichen Mal3nahme erfordert ein hohes Mal3 an
Kompetenz. Diese notwendige Kompetenz beinhaltet theoretisches Wissen und praktische
Fahigkeiten zur spezifisch durchzufihrenden MaRnahme und dariiber hinaus auch hohe
Fahigkeiten in Kommunikation und Management [73]. Dies gilt nicht nur fir einzelne
Maflnahmen, sondern auch fir das Etablieren und Umsetzen komplexer, mitunter
multiprofessioneller Behandlungspfade, wie es beispielsweise die schon dargestellten GDT-
Strategien sind. Dementsprechend erscheint es logisch, dass das Risiko flr perioperative
Komplikationen und ein schlechteres Behandlungsergebnis bei komplexen chirurgischen und
auch anasthesiologischen MalRnahmen von der Kompetenz der Behandelnden abhangig ist,
was auch jingere Arbeiten bestétigt haben [74-76]. Dabei ist es relevant, dass eine hohe
Kompetenz nicht allein durch eine Anzahl an Berufsjahren zu erlangt ist. So geben éaltere
Arbeiten Hinweise darauf, dass weiter fortgeschrittene Berufsjahre nicht zwangslaufig zu einer
Verbesserung der Behandlungsergebnisse fuhren, sondern das Gegenteil der Fall sein kann
[77]. Ein Erklarungsansatz fur diese Veranderung tber die Zeit ist, dass Behandlungsverfahren
und auch das Wissen um Erkrankungen sich stéandig weiterentwickeln und somit auch ein
kontinuierliches weiteres Lernen der Behandelnden erforderlich ist. Diesen Erkenntnissen
folgend, sind in der Vergangenheit Programme und auch die Pflicht zur kontinuierlichen
berufsbegleitenden Fortbildung geschaffen worden und konnten positive Effekte auf die

Patientenbehandlung nachweisen [78].

Dementsprechend kann zusammengefasst werden, dass insb. bei komplexen Behandlungen
die individuelle Kompetenz der Behandelnden abhangig von entsprechenden Fortbildungen
und Trainings in den spezifischen medizinischen Bereichen ist und eine reine Anzahl an
Berufsjahren solche Kompetenzen weniger hervorbringt. Daher sollten Strategien im Sinne
einer perioperativen Risikoreduktion sowohl das theoretische als auch praktische Training der
Behandelnden mit einbinden und ebenso nicht origindr fachliche Fahigkeiten, wie
Kommunikation- und Teamfahigkeiten mit einschlieRen, umso das perioperative Ergebnis

bestmdglich zu verbessern.
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1.5 Problemstellung und wissenschaftliche Zielsetzung

Aufgrund behandlungsbediirftiger Pathologien sind oftmals operative Eingriffe notwendig. Um
diese Eingriffe zu ermoglichen, sind anasthesiologische MalRnahmen in der perioperativen
Phase notwendig. Dabei sind die Patient*innen Risiken fir Organschaden ausgesetzt, welche
durch die fur den Eingriff notwendigen Malinahmen beeinflusst werden. Das Risiko dieser
Organschadigung wird mafigeblich durch das Vorhandensein und die Auspragung einer
perioperativen Inflammationsreaktion beeinflusst, die direkt durch das operative Trauma aber
auch durch anasthesiologische Maflinahmen, wie eine invasive Beatmung, hervorgerufen und
beeinflusst werden kann. Unabhéngig von diesen Entstehungsmechanismen kann
perioperativ auch eine Inflammation durch eine schon bestehende Infektion zum Zeitpunkt des
notwendigen Eingriffes vorliegen. Demnach ist das gesamte Ausmald einer perioperativen
Inflammationsreaktion und der damit einhergehenden Organschadigungen ein Risiko, das

Patient*innen-Outcome negativ zu beeinflussen.

Die in dieser Zusammenfassung dargestellten wissenschaftlichen
Arbeiten sind mit der Idee entstanden, das perioperative Patient*innen
Risiko insbesondere im Hinblick auf inflammationsinduzierte
perioperative Organschadigungen zu reduzieren. Dazu sollen
spezifische  Signalwege der unvermeidbaren perioperativen
Inflammation, mit moéglichen Ansatzen hier regulierend einzugreifen,
sowie Methoden zur Vermeidung oder Verminderung der Entstehung
einer Inflammationsreaktion oder deren Organkomplikationen

untersucht werden.

Die perioperative Inflammationsreaktion wird auf verschiedenen Wegen wechselseitig
beeinflusst. Sie kann durch kardiale und vaskulare Beeintréachtigungen zu einer instabilen
Hamodynamik fihren. Sie kann auch selbst durch eine instabile Hamodynamik oder
Organschaden ausgeltst werden und sich selber unterhalten oder verstarken. Operative
Ansétze, die perioperative Inflammationsreaktion zu reduzieren zielen darauf ab, das operative
Trauma als Noxe der Inflammationsreaktion zu reduzieren. So fuhrte die Etablierung weniger
invasiver Verfahren bis hin zur aktuellen roboterassistierten Chirurgie zu einer Reduktion der
perioperativen Inflammation, kdnnen diese aber nicht génzlich verhindern [79, 80]. Zudem
ermoglicht die Entwicklung neuer, ,schonender® operativer Verfahren auch den Einsatz bei

immer alteren und multimorbideren Patient*innen, was wieder neue Risiken mit sich bringt.
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Gleiches gilt fur anasthesiologische Verfahren, die ebenfalls eine Tendenz zur geringeren
Beeinflussung der Patientenhomdostase zeigen, aber analog des immer alter werdenden
operativen Patientenkollektives ebenso fur immer altere und vermehrt begleiterkrankte
Patient*innen mit entsprechendem hamodynamischen und pulmonalen Risiko angeboten
werden [81].

Daher sind im Sinne des spezifischen Fokus dieser Arbeit perioperative anasthesiologische
MalRnahmen zu untersuchen und zu implementieren, die den spezifischen operativen Eingriff
ermoglichen, dabei aber die perioperative Inflammationsreaktion so gering wie maoglich
aktivieren oder sogar in der Lage sind, diese zu reduzieren. Dies gilt sowohl fir eine
perioperativ induzierte als auch fir eine perioperativ schon vorliegende Inflammationsreaktion.
Um dies zu erreichen, ist ein besseres pathophysiologisches Verstandnis der auslésenden
und unterhaltenen Mechanismen der Inflammationsreaktion notwendig. So kdnnen
Ansatzpunkte identifiziert und getestet werden, um hier positiv regulatorisch einzugreifen.
Zudem ist es notwendig, weniger hAmodynamische, pulmonale oder inflammatorische Noxen
setzende Verfahren als Alternativen zu bisherigen anasthesiologische Verfahren zu
untersuchen und zu etablieren. Uber die Strategie der direkten Beeinflussung der
Inflammationsreaktion hinaus sind Monitoringverfahren zu etablieren, die potentielle
Organkomplikationen der Inflammation méglichst friihzeitig detektieren, um diese somit auch
frlhzeitig behandeln zu kdnnen. Neben der Entwicklung solcher Verfahren bedarf es
entsprechender Trainingsstrategien zur breiten Anwendung in der klinischen Praxis, um das

Risiko auch im Behandlungsalltag entsprechend zu reduzieren.

Mit der hier vorliegenden Arbeit soll demnach langfristig die Basis fiir eine Verbesserung der
perioperativen Versorgung im Sinne einer Reduktion des Patient*innen-Risikos durch die
Untersuchung von moglichen Wegen und MalRhahmen zur Reduktion der perioperativen

Inflammationsreaktion und Organschaden gesetzt werden.
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2 Eigene Arbeiten

2.1 Originalarbeit 1: Der kardiopulmonale Bypass mittels Herz-Lungen-
Maschine beeinflusst die Leukozytenaktivierung bei herzchirurgischen

Eingriffen

Rossaint J*, Berger C*, Van Aken H, Scheld HH, Zahn PK, Rukosujew A, Zarbock A.
Cardiopulmonary bypass during cardiac surgery modulates systemic inflammation by affecting
different steps of the leukocyte recruitment cascade. PLoS One. 2012;7(9):e45738. doi:
10.1371/journal.pone.0045738.

Ziel dieser prospektiv durchgefiihrten Arbeit war es, den Einfluss der Herz-Lungen Maschine
(HLM) bei kardiochirurgischen Eingriffen auf einzelne Phasen der Aktivierungskaskade

neutrophiler Leukozyten als Teil der Inflammationsreaktion zu untersuchen.

Der kardiopulmonale Bypass mittels HLM wird bei kardialen Eingriffen angewendet, um eine
Perfusion des Organismus ohne funktionellen Herzschlag zu ermdglichen und so verbesserte
Operationsbedingungen am Herz zu schaffen. Diese Technik ist 1953 erstmalig erfolgreich
genutzt worden und zeigte im Verlauf der weiteren Jahre, dass sie neben den verbesserten
operativen Bedingungen auch potentiell negative Begleiteffekte, wie eine Aktivierung des
Immunsystems hat [82, 83]. Altere Arbeiten haben einen HLM-assoziierten Anstieg
verschiedener proinflammatorischer Mediatoren mit genereller Aktivierung von Endothelzellen
und Leukozyten nachgewiesen [11]. Es war aber unklar, ob die HLM zu spezifischen
Veradnderungen in einzelnen Schritten der Leukozyten-Aktivierung fiihrt. Verschiedenste
pharmakologische Therapieansatze wurden in der Vergangenheit untersucht, diese
assoziierte Inflammationsreaktion insgesamt zu vermindern, ohne dabei eine eindeutig
vorteilhafte Malinahme zu identifizieren [84]. Aufgrund der anhaltenden Problematik und
weiterer, damit potentiell auch assoziierter outcomerelevanter Beeintréchtigungen von
Organsystemen bei HLM-Anwendung, wurde als eine mogliche Losungsstrategie bei einem
Teil der kardialen Eingriffe wieder zum eigentlich &alteren Verfahren, der off-pump Herzchirurgie
gewechselt [10, 83, 85]. Da aber nicht jede kardiale Pathologie ohne HLM behandelt werden

kann, ist eine komplette Abkehr im klinischen Alltag nicht mdglich.

Basierend auf dieser Ausgangslage wurde der Mechanismus der leukozytédren Aktivierung

wéhrend intraoperativer HLM-Anwendung bei kardiochirurgischen Eingriffen untersucht. Ein
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besseres Verstandnis dieses Mechanismus und seiner Signalwege kann moglicherweise zu
spezifischen und damit besseren Therapieansatzen zur Reduktion der HLM-assoziierten
Inflammationsreaktion fihren. Um zwischen operativen als auch anasthesiologischen
Einflissen und dem direkten Einfluss der HLM auf den Leukozyten zu unterscheiden, wurden
Patienten mit HLM bei herzchirurgischen Eingriffen mit sowohl off-pump Eingriffen als auch
gesunden Probanden prospektiv verglichen. Diese Untersuchungen fanden an sowohl vor und
wahrend der HLM-Phase, als auch postoperativ, 24h nach beendeter HLM-Phase
abgenommenen Patient*innenblut statt. Als Ansatzpunkt dafur diente die schon in der
Einleitung dargestellte Aktivierungskaskade des Leukozyten mit E-Selectin, P-Selectin und
ICAM-1 vermittelte Aktivierung und Bindung an das Endothel mit den entsprechenden, auf der
Leukozytenoberflache exprimierten Rezeptoren [22, 86]. Die einzelnen Aktivierungsschritte
Rollgeschwindigkeit, ~Arrest sowie Transmigration wurden mittels beschichteter
Flusskammerkapillaren und Endothelzellen von Nabelschnurvenen untersucht [87, 88]. Zur
moglichen  Ursachenfindung bei detektierten Effekten wurde zuséatzlich die
Oberflachenexpression der leukozytaren Adhasionsmolekile (PSGL1, LFA1, MAC1) mittels
fluoreszenzaktivierter Flusszytometrie quantifiziert und sowie die Aktivierung einzelner in einer
vorherigen Arbeit der Arbeitsgruppe identifizierten, an der intrazellularen Signalkaskade zur
Aktivierung des Leukozyten beteiligten Enzyme (PLCy2, p38 MAPK und Akt) mittels Western
Blotting untersucht [89].

Als Ergebnis konnte mit diesem Untersuchungsansatz zusammenfassend gezeigt werden,
dass wahrend der HLM-Phase bei herzchirurgischen Eingriffen das langsame Rollen als
Schritt der Leukozytenaktivierung aufgehoben ist, zusatzlich aber die Menge an adharenten
und transmigrierenden Leukozyten im Vergleich zu gesunden Probanden und off-pump
operierten Patient*innen, im Sinne einer vermehrten Aktivierung, erhoht ist. Dieser Effekt hielt
auch noch 24h nach HLM-Ende an. Eine durch die HLM verursachte Verminderung der im
aktiven Stadium vorliegenden, am langsamen Rollen beteiligten intrazellularen Enzyme
PLCgamma2, p38 MAPK und Akt sowie eine erhohte MAC1 Oberflachenexpression als
Mediator der Adhé&sion und Transmigration, konnten als mogliche Mechanismen der

veranderten Aktivierung identifiziert werden.
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Abstract

Background: It is known that the use of a cardiopulmonary bypass (CPB) during cardiac surgery leads to leukocyte
activation and may, among other causes, induce organ dysfunction due to increased leukocyte recruitment into different
organs. Leukocyte extravasation occurs in a cascade-like fashion, including capturing, rolling, adhesion, and transmigration.
However, the molecular mechanisms of increased leukocyte recruitment caused by CPB are not known. This clinical study
was undertaken in order to investigate which steps of the leukocyte recruitment cascade are affected by the systemic
inflammation during CPB.

Methods: We investigated the effects of CPB on the different steps of the leukocyte recruitment cascade in whole blood
from healthy volunteers (n=9) and patients undergoing cardiac surgery with the use of cardiopulmonary bypass (n=7) or
in off-pump coronary artery bypass-technique (OPCAB, n=9) by using flow chamber experiments, transmigration assays,
and biochemical analysis.

Results: CPB abrogated selectin-induced slow leukocyte rolling on E-selectin/ICAM-1 and P-selectin/ICAM-1. In contrast,
chemokine-induced arrest and transmigration was significantly increased by CPB. Mechanistically, the abolishment of slow
leukocyte rolling was due to disturbances in intracellular signaling with reduced phosphorylation of phospholipase C (PLC)
v2, Akt, and p38 MAP kinase. Furthermore, CPB induced an elevated transmigration which was caused by upregulation of
Mac-1 on neutrophils.

Conclusion: These data suggest that CPB abrogates selectin-mediated slow leukocyte rolling by disturbing intracellular
signaling, but that the clinically observed increased leukocyte recruitment caused by CPB is due to increased chemokine-
induced arrest and transmigration. A better understanding of the underlying molecular mechanisms causing systemic
inflammation after CPB may aid in the development of new therapeutic approaches.
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Introduction activation are reported in acute complications after CPB [5].
Experimental and clinical studies implicate the activation of
neutrophils - both acute and chronic vascular complications
tion which is caused by an increase in the blood concentration of [6,7,8,9]

Cardiopulmonary bypass (CPB) triggers a systemic inflamma-

inflammatory markers and activation of immune cells [1,2]. Organ Various treatment strategies have been tested to reduce the
dysfunction is atuibuted o a multitude ol factors involving severity of the systemic inflammation induced by CPB and to
a cascade of inflammatory responses culminating i the in- mmprove the treatment, including anti-inflammatory drugs, novel
appropriate recruitment of leukocytes from the circulation [3]. components of the CPB, and new surgical n‘rlm'iqm‘s_. but no
Cellular indicators of inflammation include neutrophil activation single strategy has been proven eflective vet [10,11].
and can be detected by measuring release of inflammatory Leukocyte adhesion constitutes an_ essential process in the
cytokines as well as upregulation and release of adhesion molecules mmune s"\'slvllx one that enables the accumulation of immune
|4]. Increased blood cytokine concentrations and neutrophil '
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cells at sites of infection and mflammation [12]. Leukocyte

recruitment occurs in a cascade of events that involves a series of’

adhesion and homing receptors [12]. In order to leave the vessel at
sites of tissue damage or inflammation, leukocytes have to interact
with and roll along the endothelium before they arrest and
transmigrate into mflamed tissue [12]. Leukocyte capturing and
rolling is mediated by selectins expressed on inflamed endothelial
cells and their counter-receptors on neutrophils [13]. Slow rolling
and arrest is predominantly mediated by integrins interacting with
their ligands expressed on endothelial cells [14]. Integrins are
members of a large family of functionally conserved adhesion

receptors, which occur in low affinity conformational states on
circulating leukocytes [13]. During rolling, leukocytes collect
different inflammatory signals that activate intracellular signaling
pathways [16]. Selectin engagement activates a signaling pathway
in neutrophils causing the conformational change of integrins and
the mitiation of slow rolling [17]. This signaling pathway consists
of the signaling molecules phospholipase (PLC) v2, p38 mitogen-
activated protein kinase (p38 MAPK), and Akt [18]. The binding
of chemokines to their receptors induces the activation of signaling
pathways in leukocytes which activates integrins (high affinity
state) and mduces leukocyte arrest [19]. Following arrest, integrins
bound to their ligands transduce signals into leukocytes, which
strengthen adhesion and mduce transmigration.

The aim of this study was to clucidate how the CPB during

cardiac surgery alters the different steps of the
recruitment cascade. By using flow chamber assays with human

leukocyte

whole blood samples, @ vifro transmigration assays, and bio-
chemical phosphorylation experiments, we demonstrate that CPB
during cardiac surgery abolishes selectin-mediated slow leukocyte
rolling by altering intracellular signaling including the phosphor-
ylation of PLCy2, Akt, and p38 MAPK while increasing
chemokine-induced arrest and transmigration of neutrophils.

Materials and Methods
Reagents
Unlike otherwise stated, all reagents were obtained from Sigma

Aldrich (Taufkirchen, Germany).

Observational study

To investigate the effects of CPB on the different steps of

leukocyte recruitment, we conducted a prospective observational
study in patients undergoing cardiac surgery for bypass grafting.
This study was approved by the local ethic committee of the
University of Minster (Institutional Rev

*w Board). Informed
written consent for inclusion into the study was obtained from
every patient more than 24 hours before enrollment. Patients
received cardiac surgery for bypass grafting and were scheduled
either for operation with the use of CPB (on-pump group) or
surgery in off-pump coronary artery bypass-technique (OPCAB
group). Two experienced, skilled cardiac surgeons were involved
mn this study and all on-pump and OPCAB patients were operated
by these surgeons. The decision regarding the operation technique
(on-pump or OPCAB) was only made by the surgeons based on
the planned positions of the bypass grafts and overall patient
status. 25 patients (7 on-pump, 9 OPCAB, 9 healthy volunteers)
were included in this study and analyzed. The patients in both
groups received the same anesthesia regiment with sodium
thiopental, sufentanil, and cisatracurium for induction of anesthe-
sia and sevoflurane or isoflurane to maintain general anesthesia.
duction of general
anesthesia, immediately following protamine administration (on-
pump and OPCAB), and 24 hours after the end of the surgical

Blood samples were obtamed after the
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procedure. Healthy volunteers did not receive anesthesia or any
type of surgery and donated whole blood samples at the
corresponding time points. Patients were excluded from the study
if they met one of the following exclusion criteria: age <18 years,
pregnancy, immunosuppressive therapy within the last 7 days,
chronic renal msufficiency (eGFR <260 ml/min), renal replace-
ment therapy, pre-existing hematologic diseases and/or HIV-
mfection, acute of chronic mflammatory condition, organ trans-
plantation or any malignancy in patient medical history.

Blood-perfused human microflow chamber

To investigate sclectin-mediated slow neutrophil rolling, we
used a whole blood perfused human microflow chamber
described previously [20,21]. Briefly, glass capillaries were coated
with  E-selectin (3,5 ug/ml, R&D tems, Minneapolis, MN,
USA), P-selectin (20 pg/ml, R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA), E-selectin/ICAM-1 (3.5/3.5 ug/ml, R&D Systems, Min-
neapolis, MN, USA) or P-selectin/ICAM-1 (20/5 ug/ml, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) for 2 hours. Chambers were
blocked with casein 1% (Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for
I hour and afterwards perfused with heparinised whole blood
samples at a constant shear stress of 56 (ly‘m‘s‘/(‘mQ. It has been

*m as

demonstrated before, that =90% of rolling cells in this system are
polymorphonuclear neutrophils [20]. To investigate the chemo-
kine-induced arrest of rolling neutrophils, a separate set of flow
chambers was used. This flow chambers were coated with P-
selectin (20 pwg/ml), ICAM-1 (5 ug/ml) and Interdeukin-8 (50 ug/
ml, Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) or P-selectin and ICAM-1 as
a control. Rolling and adhering cells per field of view were counted
after 2 minutes of perfusion with whole blood at 5 6 (l}'m‘s/(‘m2
and the ratio of adhering to rolling cells was calculated.

In vitro transmigration assay

The transendothelial migration of isolated human neutrophils
through a monolayer of cultured human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) was performed as previously described [22].
Briefly, the 6.5 mm transwell filters (Corning Life Sciences,
Corning, NY, USA) were coated with fibronectin (0.01%) for
1 hour. 4x10* HUVECs were sceded per well and grown to
confluence for 2 days. HUVECs were stimulated with TNEF-
o (5> nM, Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) for 16 hours. Human
neutrophils were isolated from whole blood by Histopaque density
centrifugation, resuspended i control plasma or plasma obtained
from on-pump or OPCAB patients after administration  of
protamine and incubated at 37°C for 30 minutes in the presence
or absence of a blocking antibody directed against Mac-1 (clone
ICRF44, Biolegend, San Diego, CA, USA). 5%10° neutrophils
were applied on top of each transwell filter. Transmigration was
allowed for 30 minutes and the number of transmigrated cells in
the outer well was counted.

FACS-analysis of neutrophils from human whole blood

The surface expression of leukocyte surface adhesion molecules
on neutrophils was analyzed by flow Human
neutrophils were incubated with different antibodies (anti-human
PSGL-1l-antibody, clone KPL-1, BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ. USA: anti-human LFA-l-antibody, clone MEM-25, Immu-
no'lools, Friesoythe, Germany; anti-human Mac-1-antibody,
clone MEM-174, ImmunoTools) for 20 minutes. Samples were
analyzed on a FACSCanto flow cytometer (BD  Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA). FACS data was processed using Flow]Jo
(version 7.5.5; Tree Star Inc., Ashland, OR, USA).

('}1(]1“(‘tq’.
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Western blotting

For biochemical assays, 1solated neutrophils from human whole
blood were stimulated with immobilized E-selectin as described
previously [23,24]. Following stimulation, cells were lysed using
RIPA bufter [23]. Lysate was boiled with Laemmli sample butter
at 95°C for 10 minutes, run on a 10% PAGE-SDS gel and
mmmunoblotted with antibodies against Akt, phospho-Akt, PLCy2,
phospho-PLCy2, p38 MAPK and phospho-p38 MAPK (all from
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Blots were
developed using the Amersham ECL Prime detection system (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS (version 20.0) using
one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls test, post-hoc correc-
tion or t-test where appropriate. All data are represented as means
+ SEM. A p-value <0.05 was taken as statistically significant.

Results

Selectin-mediated slow leukocyte rolling is abolished in
patients after CPB

One of the first steps of the leukocyte recruitment cascade is the
selectin-mediated transition from rolling to slow rolling [12].
Binding of selectins to their ligands on neutrophils induces the
activation of an intracellular signaling pathway leading to
activation of the Bo-integrin LFA-1 which mediates slow leukocyte
rolling [25]. In order to investigate the eftect of cardiopulmonary
bypass (CPB) on neutrophil slow rolling, we conducted a pro-
spective  observational study In patients undergomg cardiac
surgery. There were no significant differences regarding de-
mographic data, including age, weight and serum electrolytes
between the patient groups (Table 1). There were no differences
with respect to the clinical severity of the underlying cardiovas-
cular disease, as detected by preoperative EuroSCORE, acute or

previous myocardial infarctions, ejection fraction, presence of

cerebrovascular diseases, and history of cerebral stroke (Table 1).
We also included the NYHA and ASA scores.

To mvestigate the effect of CPB on selectin-mediated slow
leukocyte rolling, we used a previously published flow chamber
system [20,21]. The advantage of the flow chamber system is that
the neutrophil rolling behavior can be investigated in whole blood
without isolating neutrophils. This is important, because it has
been shown that the isolation process might alter the activation
status and rolling ability of neutrophils [26,27.28]. After the
mduction of anesthesia, neutrophils from both patient groups and
healthy volunteers showed the same rolling velocity on E-selectin
or P-selectin alone and a reduction of the rolling velocity on E-
selectin or P-selectin in the presence of the LFA-1 ligand ICAM-1
(Figure | A+B). After the administration of protamine, neutrophils
from on-pump patients failed to reduce their rolling velocity on E-
or P-selectin when ICAM-1 was added to the substrate, whereas
neutrophils from OPCAB patients and healthy volunteers showed
a reduction of the rolling velocity on E-selectin and ICAM-1 or P-
selectin and ICAM-1 (Figure 1 C+D). During cardiac surgery with
the use of CPB and in OPCAB technique, systemic antic-
oagulation with heparin was antagonized with protamine.
Onpump patients were anticoagulated before connection to the
cardio-pulmonary bypass with heparin at a dose of 400 L.U./kg
bodyweight. OPCADB patients received heparin at a dose of 200
[.U./kg bodyweight. Heparin was antagonized with protamine at
a ratio of 1 LU, protamine per 1 LU. heparin. Onpump patients
received 3458372770 LU. protamine, whereas OPCAB patients
received 1637521849 LU. protamine (p =0.00). In an additional
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Table 1. Demographic and clinical patient data.
On-pump OPCAB
patients patients p-value

No. of patients 7 9
Gender (m/f) 6/1 6/3
Age [yrs] 71+4 67+3 ns.
Body weight [kg] 85.8+5.7 84.6+6.3 ns.
Body surface area [m?] 2.05+0.08 1.99+0.09 n.s.
CPB time [min] 95+6 -
Aortic-clamp time 62+7 -
[min]
Procedure duration 230+20 181+61 ns.
[min]
Preoperative NYHA 20+026 2.38+0.18 ns.
score
ASA score 2.83+0.31 2.88+0.23 ns.
Cardiovascular diseases

Previous Ml 2/7 4/9 n.s.
(>90d)

Acute Ml (<90d) 2/7 4/9 n.s.

Ejection fraction 54+7 50+3
[%]

Cerebrovascular disease /7 2/9

Stroke 0/7 2/9

EuroSCORE 3.67 £1.02 4.25+1.01
No. of treated vessels 2.8+0.20 2.0+0.26 ns.
ICU days 8*5 5+2 ns.
Transfused blood products 219+88 292+77 ns.
[mi]
Values are presented as mean +/— SEM or numbers of patients. MI: myocardial
infarction. ICU: intensive care unit. n.s.: not significant.
doi:10.1371/journal.pone.0045738.t001

experiment we investigated whether protamine
mfluence selectin-mediated slow leukocyte rolling. In order to
show that protamine has no direct eflect on neutrophil rolling and
adhesion, whole blood samples from some healthy volunteers were
treated with protamine at a dose of 0, 16 or 32 LU./ml,
corresponding to the administration of protamine at 0, 200 or 400
L.U.7kg bodyweight in patients (as calculated from the assumption
of 80 ml blood per 1 kg bodyweight). No difterence in neutrophil
rolling and arrest was observed between the groups (data not

can directly

shown).

Interestingly, slow neutrophil rolling in on-pump paticnts was
still defective 24 hours after the end of the surgical procedure
(Figure | E+F). These data suggest that the use of CPB during
cardiac surgery abolishes selectin-mediated integrin activation and
subsequently alters neutrophil recruitment.

CPB during cardiac surgery increases chemokine-induced
arrest of neutrophils

During rolling along the endothelium, neutrophils are activated
by difterent chemokines presented by inflamed endothelial cells
[12]. Binding of chemokines to their receptors on neutrophils
induces integrins activation and leads to leukocyte arrest [19].
Similar to selectin-mediated slow leukocyte rolling, chemokine-
induced neutrophil arrest is LFA-1 dependent [29]. This process
occurs partly overlapping with selectin-mediated slow rolling. To
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Figure 1. Selectin-mediated slow leukocyte rolling is abolished in
from healthy control volunteers (dashed line), on-pump patients (straight

P-selectin

P-selectin
ICAM-1

OPCAB

patients after CPB. The rolling velocity of neutrophils in whole blood
line) and OPCAB patients (dotted line) was measured after induction of

anesthesia (A, B), following administration of protamine (C, D), and 24 hours after the end of surgery (E, F) using microflow chambers coated with E-

selectin or P-selectin alone and in combination with ICAM-1. The average r
wall shear stress in all flow chamber experiments was 5-6 dynes/cmz. p
doi:10.1371/journal.pone.0045738.g001

investigate the effect of CPB on chemokine-induced arrest, we
performed experiments with flow chambers coated with P-selectin,
[CAM-1 After inducing
anesthesia, the ratio of adherent neutrophils to rolling neutrophils

and mmobilized mnterleukin (11)-8.

in flow chambers coated with P-selectin and ICAM-1 was low in
both patient groups and i healthy volunteers at the corresponding
time point (Figure 2A). The ratio of adherent neutrophils to rolling
neutrophils in flow chambers coated with P-selectin, ICAM-1, and

PLOS ONE | www.plosone.org

olling velocity of neutrophils is presented as mean *= SEM (n =7-9). The
<0.05.

IL-8 significantly increased in all three groups (Figure 2A). After
administration of protamine, the ratio of adherent to rolling
neutrophils was increased in on-pump patients compared to
OPCAB patients and controls at the corresponding time point
(Figure 2B). This effect was still present 24 hours after the end of
the surgical procedure (Figure 2C). These data show that the use of
CPB increases chemokine-induced arrest of circulating neutro-
phils.
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with whole blood from healthy control volunteers (black bars) or from cardiac surgery patients operated with the use of CPB (on-pump patients, grey
bars) or from patients operated in OPCAB technique (OPCAB patients, white bars) after induction of anesthesia (A), after the administration of
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a constant wall shear stress of 5-6 dynes/cm2 (n=7-9). # p<<0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0045738.g002

CPB does not alter the expression of adhesion molecules
on neutrophils involved in slow leukocyte rolling and
chemokine-induced arrest, but increases Mac-1
expression

Activation of neutrophils might be associated with the change of

the surface expression of different adhesion molecules mcluding
PSGL-1 and integrins [30,31,32]. To elicidate whether the eftects
ol CPB on neutrophil slow rolling and chemokine-induced arrest is
caused by an altered expression profile of surface adhesion
molecules involved in leukocyte recruitment, we investigated the
surface expression of PSGI-1, LFA-1, and Mac-1 on neutrophils
by flow cytometry. The expression of PSGL-1 (Figure 3A) and
LFA-1 (Figure 3B) on neutrophils from both patient groups and
from healthy volunteers was not significantly different afier
inducing anesthesia, following protamine administration, and
24 hours after the end of the surgical procedure. In contrast, the
expression level of Mac-1 on neutrophils from on-pump patients
was significantly elevated after the end of CPB compared to the
other groups (Figure 3C). However, the increased Mac-1
expression on neutrophils from on-pump patients cannot explain
the altered selectin-mediated slow leukocyte rolling and chemo-

PLOS ONE | www.plosone.org

kine-induced arrest, because both steps are dependent on the [o-
integrin  LFA-1 [29,33]. In order to show that Mac-1 is not
involved in slow leukoeyte rolling and chemokine-induced arrest,
we blocked Mac-1 in whole blood samples obtained from healthy
volunteers with a monoclonal antibody and showed that the
blockade of Mac-1 has no eftect on selectin-mediated slow rolling
and chemokine-induced adhesion (data not shown).

CPB affects intracellular signaling

It 1s known that binding of selectins to their counter ligands on
neutrophils induces the activation of an intracellular signaling
cascade leading to integrin activation and slow leukocyte rolling in
vivo | 13,34]. Following selectin engagement, Btk is phosphorylated
in a Syk-dependent manner, and the signaling pathway down-
stream  of Btk divides into PLCy2- and PISKy-dependent
branches, which both regulate Bo-integrin mediated slow rolling
[35]. p38 MAPK is located downstream of PLCy2 [24.36]. To
study, whether the observed eftects of CPB on neutrophil rolling
velocity might be caused by a disruption of intracellular signal
transduction, we mvestigated the phosphorylation of PLCy2, Akt
(as a readout for PI3K activation), and p38 MAPK. Phosphory-

September 2012 | Volume 7 | Issue 9 | e45738
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Figure 3. CPB does not alter the expression of adhesion molecules on neutrophils involved in slow leukocyte rolling and
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the surgery. The mean fluorescence intensity as a measure for surface expression of PSGL-1 (A), LFA-1 (B), and Mac-1 (C) was quantified (n=7-9)

p<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0045738.g003

lation of PLCy2, Akt, and p38 MAPK after E-selectin stimulation
could be detected in neutrophils from OPCAB patients and on-
pump patients after inducing anesthesia (Figure 4). However,
immediately after the administration of protamine, E-selectin-
induced phosphorylation of PLCy2, Akt, and p38 MAPK was
completely abolished m neutrophils from on-pump  patients,
whereas E-selectin induced phosphorylation of these molecules
was normal in neutrophils from OPCAB patients (Figure 4). The

PLOS ONE | www.plosone.org 6

abolished phosphorylation of PLCy2, Akt and p38 MAPK
following stimulation in neutrophils from on-pump patients was
still present 24 hours after the end of the surgical procedure
(Figure 4). These data suggest that CPB inhibits selectin-mediated
mntegrin activation by interfering with mtracellular signaling

pathways.
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Figure 4. CPB affects intracellular signaling. The phosphorylation
of PLCy2, Akt, and p38 MAPK was investigated by western blot.
Neutrophils derived from patients undergoing cardiac surgery with CPB
(ON) or without CPB (OFF) obtained after induction of anesthesia, after
administration of protamine, and 24 hours after the end of the surgery
were left unstimulated or stimulated by rolling on E-selectin-coated
wells for 10 minutes. Lysates were prepared and immunoblotted with
antibodies against phosphorylated PLCy2 (phospho PLCy2 (Tyr1217)),
total PLCy2, phosphorylated Akt (phospho Akt (S473)), total Akt,
phosphorylated p38 MAPK (phospho-p38), or total p38 MAPK
(exemplary blot of 3 experiments).
doi:10.1371/journal.pone.0045738.g004

CPB causes increased Mac-1 dependent neutrophil
transmigration in vitro

The last step in the leukocvte recruitment cascade is trans-
migration, when the leukocytes leave the vessel and emigrate into
the mflamed tissue [12]. To investigate the effect of CPB on the
transmigration process, we performed an n vt transmigration
assay using a transwell system with TNF-o-stimulated human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and 1solated neutrophils
from healthy volunteers incubated with plasma from on-pump
patients, OPCAB patients, or healthy volunteers. Neutrophils
incubated with plasma from healthy volunteers and OPCADB
patients (obtained after protamine administration) show similar
TNF-g-stimulated HUVEC-

monolayer (Figure 5). However, the number of transmigrated

transmigration rates through the

neutrophils increased after 30 minutes of incubation with plasma
obtammed from on-pump patients (obtamed after protamine
administration, Figure 5). This effect could be nearly completely
reversed by pre-incubation with a blocking Mac-1 antibody
(Figure 5), suggesting that CPB increases the Mac-1 dependent
transmigration by a direct effect on neutrophils.

Discussion

Lamy and colleagues have shown that the overall 30-day
mortality 1s not different between cardiac surgery patients with ofl-
artery bypass grafting [37]. However,
this study and other studies demonstrated a significantly lower

pump or on-pump Coronary

incidence of acute kidney injury, respiratory complications, and
postoperative delirium in the off-pump groups compared to on-
pump patients. These postoperative complications have multifac-
torial causes, including hypoperfusion, hypoxia and inflammation.
The CPB circuit induces a release of pro-imflammatory cytokines
and activation of leukocytes resulting in systemic inflammation
[2.3]. The inflammatory response and the inappropriate displace-
ment of leukocytes frequently induces organ dystunction afier
using a CPB circuit [38]. These organ dysfunctions may contribute
to postoperative complications and procedure-associated mortality
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Figure 5. CPB causes increased Mac-1 dependent neutrophil
transmigration /n vitro. Isolated neutrophils from healthy volunteers
were preincubated with control serum (black bars) or serum obtained
from cardiac surgery patients operated with the use of CPB (grey bars)
or in OPCAB technique (white bars) at 37°C for 30 minutes in the
presence or absence of a blocking Mac-1 antibody. The neutrophils
were allowed to transmigrate through a confluent HUVEC monolayer in
a transwell system in vitro. The endothelial cell layer has been
stimulated with TNF-o for 16 hours. After 30 minutes, the number of
transmigrated neutrophils was determined (n=3). # p<<0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0045738.g005

[1.39.,40]. Although cardiac surgery without CPB reduces the
imflammatory response [41], it does not modulate hypoperfusion
and hypoxia during the procedure. This goes along with our
results, showing that cardiac surgery with CPB 1s associated with
imcreased leukocyte recruitment. As the pathogenesis of the organ
dysfunction i1s multifactorial, it is not surprising that modulating
milammation does not translate into a survival benelit. However,
reducing mflammation and additional causes promoting organ
dysfunction (e.g. hypoxia and hypopertusion) may reduce mortal-
ity under these conditions.

The mechanisms by which CPB alters leukocyte recruitment
remain unknown. A better understanding of the molecular
pathways causing systemic inflammation might be valuable for
the improvement of the clinical management of patients with
cardiac surgery. By performing a clinical trial, we here show that
CPB alters different steps of the leukocyte recruitment cascade.
The use of a CPB circuit during cardiac surgery abolished selectin-
mediated  slow  leukoeyte rolling. This effect appears to be
mediated by altered mtracellular signaling rather than by changing
the surface expression of adhesion molecules. However, chemo-
kine-induced arrest and transmigration was significantly increased
after cardiac surgery with CPB, showing that the different steps of
the recruitment cascade are differently affected by the use ot a CPB
circuit.

During CPB-induced inflammation, selectins expressed on
milamed endothelial cells mediate the first contact between
leukocytes and endothelial cells and nitiate leukocyte recruitment.
The subsequent activation of neutrophils by a number of pro-
mflammatory mediators, including platelet-activating factor (PAF)
and IL-8, provokes an increase of CD11b/CD18 (Mac-1) integrin
levels on the leukocyte surface [42].
chemokines upregulate the expression of mtercellular adhesion
molecule (ICAM)-1, vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1,
and platelet-endothelial cell adhesion molecule (PECAM)-1 on the
surface of endothelial cells [43]. The bmnding of mtegrins to
ICAM-1 and VCAM-1 initiates firm adhesion of leukocytes to
endothelial cells, leading to their transendothelial migration into
the tissue. Here, leukocytes release their lysosomal contents

Released cytokines and
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|44.,45]. These agents stimulate Lipid peroxidation of endothelial
cells and myocyte membranes, causing cellular dysfunction, edema

and cell death [46]. CPB is associated with increased levels of

soluble adhesion molecules [47]. Higher levels of  adhesion
molecules are briefly expressed and return to normal within
a few hours but they are believed to be responsible for the
dysfunction of multiple organ systems observed in the post-
operative period [47]. A relationship between adhesion molecule
expression and inflammatory mediators has also been shown [48].

To further study the underlying mechanisms of the altered
leukocyte recruitment during cardiac surgery with CPB, we used
a newly developed microfluidic whole blood perfusion system

originally developed for mouse blood [25,49]. The advantage of

this system is that neutrophils can be mvestigated in whole blood
without isolation. This is important, because it has been shown
that the isolation process might alter the activation status and
rolling ability of neutrophils.

We studied the rolling of neutrophils from on-pump patients,
OPCAP patients, and healthy volunteers in the autoperfused flow
chamber assay. Neutrophils from all patients demonstrated similar
rolling velocities on P-selectin and E-selectin. Neutrophils from on-
pump patients, however, did not display reduced rolling velocities
on P-selectin/ICAM-1 or E-selectin/ICAM-1 after protamine
administration. These data suggest that the signaling pathway
linking PSGI-1 to integrin activation is disturbed. It has been
demonstrated that this pathway is important for Geg-independent
leukocvte recruitment [18,23,25,50].

Leukoeyte adhesion molecules, inchiding selecting and  their

ligands, pl a crucial role in leukocyte recruitment [51].

Nonetheless, we could not detect changes in surface expression
of adhesion molecules involved in selectin-mediated integrin
activation on neutrophils (PSGL-1 and LFA-1).

Smce CPB  drastically affeets selectin-dependent  leukocyte
rolling, we next investigated the intracellular, selectin-dependent
signaling pathways. Both the PI3Ky- and PLCy2-dependent
pathways and their phosphorylation are crucial for leukocyte
recruitment |[18]. Whereas we could find E-selectin-stimulated
phosphorylation in neutrophils from OPCAP patients, we could
not detect E-selectin-stimulated phosphorylation in neutrophils
from on-pump patients. We therefore hypothesize that CPB
inhibits selectin-mediated integrin activation by means of in-
terference  with intracellular signaling pathways and thereby
ultimately impairs slow leukocyte rolling. Similar to these findings,
we could recently show that acute uremia also abolishes selectin-
mediated slow leukocyte rolling [21]. However, the molecular
mechanisms of disturbed selectin-induced intracellular signaling
remain elusive.

However, in contrast to other adhesion molecules, Mac-1
(CD11b) was up-regulated on neutrophils from on-pump patients.
Neutrophil CDI1b expression is up-regulated during systemic
mflammation caused by different stimuli [52,53.54]. and positively
correlates with indicators of disease severity [35] and adverse

outcomes [56,57]. Our data are in accordance to the findings of

another study showing that the surface expression of CD11b 1s up-
regulated following cardiac surgery with CPB [42]. However,
mcreased CDILIDb expression does not necessarilly equate to
augmented CD11b-dependent adhesion [58,59] which is requisite
for neutrophil-endothelial mteractions [60]. Increased expression
of conformationally active CD11b is seen on circulating leukocytes
during CPB [61] and systemic inflammation [57,62,63]. Based on
these data and the fact that neutrophil transmigration is Mac-1

dependent, [64] our observation of an increased transmigration of

neutrophils incubated with plasma from on-pump patients can be
explained. Blocking Mac-1 by a blocking antibody completely
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mhibited neutrophil transmigration in the transwell assay, showing
that the increased transmigration of neutrophils incubated with
plasma from on-pump patients is Mac-1 dependent. The increased
chemokine-induced arrest and transmigration may be implicated
in inadvertent tissue injury during cardiac surgery with CPB. The
reasons why anti-Mac-1 strategies failed to improve outcomes in
human trails may be a result of the failure of” antibodies to
specifically inhibit conformationally active CD11b on circulating
leukocytes [65]. The effectiveness of blocking GPIIa/IlIb m acute
coronary syndromes may be partially attributed to its ability to
bind conformationally active CD11b and inhibit Mac-1 mediated
leukocyte adhesion [66].

It is known that hypoxia, which may occur during cardiac

surgery, can cause an inflammatory response by signaling

pathways involving the hypoxia-inducible transcription factor
(HIF) [67]. It has been demonstrated that HIF-1a, a key sensor of
ischemia-reperfusion, is up-regulated in cardiac surgery patients
during CPB and 1s associated with mcreased release ol m-
flammatory mediators [68]. However, the precise molecular
signaling pathways leading to Mac-1 up-regulation on neutrophils
during CPB are stll unknown. A possible mechanism for this
observations is that the different proinflammatory mediators
released during CPB directly activate neutrophils [69] and induce
the up-regulation of Mac-1 on the cell surface. Another possible
mechanism 1s that the exposition of blood to non-physiological
surfaces during CPB activates platelets [70] which subsequently
may mteract with neutrophils and form platelet-neutrophil
aggregates [71]. It 1s known that this mnteraction induces the up-
regulation of Mac-1 on neutrophils [72].

The expression of HIF-1a during hypoxic conditions has been
shown to trigger the production and release of adenine nucleotides
[67,73]. These mediators cause an increased expression of Mac-1
on the cell surface of neutrophils, similar to our observations
during CPB [74]. In addition, HIF-la enhances the endothelial
production of TNF-ot by activation of NF-kB [67,75]. which may
cause the enhanced recruitment of neutrophils into different
organs in response to CPB. TNF-o can also directly activate
neutrophils and up-regulate Mac-1 on the cell surface |76].

Our study has some limitations. Although the transtused blood
products did not significantly differ between the groups, it has to
be considered that blood transfusion may have an influence on
milammaton [77]. In addition, the low number of patients
mcluded n this study does not entirely rule out the possibility of
additional factors aflecting leukocyte activation. The regulation of
proteins involved in circadian rhythmicity has recently been shown
to play a role in the control of HIF (hypoxia-inducible factor)-
dependent cardiac metabolism and ischemia tolerance [78].
However, since all patients underwent surgery in the morning
and experiments with blood from healthy volunteers were
conducted at the same time point, we can exclude a possible
effect of circadian rhythmicity on the observed results.

To this end, our data show that CPB during cardiac surgery
impairs leukocyte slow rolling, but significantly elevates chemo-
kine-induced arrest and transmigration. The defect in selectin-

mediated integrin activation appears to be, at least partially, due to

decreased  phosphorylation  of  selectin-dependent  intracellular

sed

signaling. The increased transmigration is caused by an incre
Mac-1 expression on circulating neutrophils atter CPB. These data
suggest that the mappropriate leukocyte displacement during
CPB-induced mflammation 1s caused by an mncreased chemokine-
mduced arrest and transmigration.

The pharmacological blockade of Mac-1 could be a promising
target for a novel therapeutic approach to reduce leukocyte
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recruitment  during CPB-induced  systemic  inflammation  and
dampen the severity of this condition in cardiac surgery patients.
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2.2 Originalarbeit 2: Lidocain beeinflusst die Leukozytenaktivierung in der
Sepsis durch eine Verminderung von Chemokin-induziertem Arrest und

Transmigration.

Berger C*, Rossaint J*, Van Aken H, Westphal M, Hahnenkamp K, Zarbock A. Lidocaine
reduces neutrophil recruitment by abolishing chemokine-induced arrest and transendothelial
migration in  septic patients. J Immunol. 2014 Jan 1;192(1):367-76. doi:
10.4049/jimmunol.1301363.

Ziel dieser prospektiv, randomisiert und verblindet durchgefuhrten Arbeit war es, in einem
translationalem Ansatz den Einfluss einer Lidocain Gabe auf die Leukozytenaktivierung und
den entsprechenden Wirkmechanismus, verglichen mit Placebo, in der Sepsis assoziiert

gesteigerten Inflammationsreaktion an kritisch kranken Patient*innen zu untersuchen.

Das septische Krankheitsbild ist in seinen verschiedenen Auspragungen mit einer hohen
Sterblichkeit assoziiert. Der Verlauf der Sepsis unterliegt dabei mehreren Phasen, beginnend
mit einer initialen Phase der gesteigerten Immunaktivierung, gefolgt von einer spateren Phase
der Immunsuppression [90, 91]. In der Vergangenheit wurden verschiedene Ansatze
untersucht, vor allem die Initialphase der Sepsis, die gesteigerte inflammatorische Reaktion
zu modulieren und damit den septischen Krankheitsverlauf potentiell positiv zu beeinflussen
[92]. Bislang zeigte aber keine der Ansatze eine deutliche Verbesserung der Sterblichkeit in
der Sepsis [92, 93]. Zudem gaben friihere Arbeiten mit Lokalandsthetika Hinweise auf ein
Potential zur positiven Beeinflussung einer Inflammationsreaktion. Dabei zeigten sich auch
nachgewiesene positive Effekte auf einzelne Organsysteme, sowohl bei kritisch Kranken als
auch bei der perioperativ auftretenden Inflammationsreaktion [94, 95]. Der genaue
Mechanismus der Lokalanasthetika vermittelten Beeinflussung der Inflammationsreaktion war
bislang unklar, es wurde aber vermutet, dass diese Effekte nicht durch die Beeinflussung des

Natrium-Kanals vermittelt wurden.

Auf Basis dieser Ausgangslage und den bisherigen Erkenntnissen zu Signalwegen der
Leukozytenaktivierung, wurde die hier dargestellte prospektive Studie konzipiert und
durchgefihrt. In einem translationalem Untersuchungsansatz wurden ein potentieller Einfluss
auf die verschiedenen Stufen der Aktivierungskaskade durch die Verabreichung von Lidocain
in der Sepsis untersucht. Zudem wurden in einem weiteren Schritt die Wirkweise des Lidocains
auf die intrazellulare Signalkaskade des Leukozyten untersucht. Dazu wurden Patient*innen
wéhrend der initialen Phase der Sepsis auf der Intensivstation zu einer Lidocain oder Placebo

Therapie randomisiert und doppelt verblindet untersucht.
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Patient*innen wurden bei einem vermuteten oder nachgewiesenen Infekt und zusatzlichen,
seit weniger als 24h erflllten Sepsis-Kriterien in Anlehnung an die zum Zeitpunkt der
Studienplanung aktuellen Sepsis-Definition eingeschlossen [96]. Verum randomisierte
Patient*innen erhielten einen Lidocain-Bolus von 1,5 mg pro kg Korpergewicht gefolgt von
einer kontinuierlichen, 48h andauernden Infusion von 100mg/h Lidocain bei Patient*innen Uber
70 kg Korpergewicht und 70 mg/h fir 48h bei weniger als 70 kg Kdrpergewicht. Bei akut
auftretendem Nierenversagen oder moglicherweise beeintrachtigender Begleitmedikation
(Beta-Blocker, Amiodaron, Norepinephrin Uber 0,2 ug/kg/min) wurde die Dauerinfusion auf
40mg/h bzw. bei niedrigerem Koérpergewicht 20mg/h reduziert. Um ein einheitliches Vorgehen
im Rahmen der Verblindung zu ermdéglichen wurden alle Dosierungsschritte entsprechend der
Konzentration der verwendeten Lidocain-Lsung in ml/h umgerechnet und angegeben. Als
Placebo wurde eine isoosmolare Kochsalzlésung in entsprechenden Mengen infundiert. Vor
Beginn der Infusion des Studienmedikamentes, 4h und 24h nach Beginn sowie 24h nach Ende
der Infusion wurden den Patient*innen Blutproben abgenommen. Diese wurden dann zu jedem
Zeitpunkt mit den schon bei der vorherigen Arbeit beschriebenen Methoden hinsichtlich der
Leukozyten-Aktivierungsstadien  Rollen, Arrest und Transmigration sowie der

Rezeptorexpression auf der Zelloberflache untersucht.

Als Ergebnis zeigte sich, dass das leukozytare Rollen nicht durch Lidocain beeinflusst wird, es
aber durch die Lidocain Infusion zu einem reduzierten Arrest 4h und 24h nach Infusionsbeginn
kommt. 24h nach Infusionsende war dieser Unterschied nicht mehr nachweisbar. Um diesen
Effekt tatsachlich auf die Lidocain-Infusion zurtickfihren zu kdnnen, wurden in einem weiteren
Untersuchungsschritt Leukozyten von gesunden Probanden mit drei verschiedenen Lidocain-
Konzentrationen inkubiert und ebenfalls hinsichtlich des Arrests untersucht. Die Lidocain-
Konzentrationen wurden entsprechend der Bandbreite der in der Verum-Gruppe
nachgewiesenen Lidocain-Plasmakonzentrationen gewéhlt und betrugen 1,5, 2, und 3 pg/ml.
Dabei zeigte sich eine konzentrationsabhangige Verminderung des Arrests. Auch die
Transmigration war bei Lidocain Behandlung 4h und 24h nach Infusionsbeginn erniedrigt und
blieb aber, im Gegensatz zum Arrest, auch noch 24h nach Infusionsende niedriger als in der
Placebo-behandelten Gruppe. Die Analyse der Expression von L-Selectin, PSGL-1 und LFA-
1 an der Zelloberflache zeigte keine Unterschiede zwischen Placebo und Lidocain. Um den
moglichen Mechanismus des beeinflussten Arrestes zu untersuchen, wurden in weiteren
Schritten die Aktivierung (Phosphorilierung) der, die fir den Arrest relevante LFA-1
Konformitatsdnderung herbeifihrende Phosphokinase C Theta (PKC-8) und RAP-1, als ein
am intrazelluldren Signalweg beteiligtes Enzym untersucht. Sowohl PKC-6 als auch RAP-1
waren bei Lidocain-Behandlung vermindert phosphoriliert. Fur die PKC-8 existiert ein
spezifischer Inhibitor (R0-31-8220). Um eine direkte Beeinflussung dieses Signalweges

nachzuweisen und Nebeneffekte auszuschlieRen, wurde der Arrest zusatzlich mit Lidocain,
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RO-31 und Lidocain+Ro0-31 inkubierten Zellen untersucht. Hier zeigte sich eine vergleichbare
Inhibition des Arrestes bei allen drei Varianten. Eine Zugabe von schon aktiviertem RAP-1 war
in der Lage diesen Effekt aufzuheben und eine Arresthaufigkeit wie bei Placebo behandelten
Zellen wieder herbeizufiihren. Diesem Ansatz folgend wurde die Transmigration ebenfalls mit
Lidocain, Ro-31 und Lidocain+Ro-31 inkubierten Zellen untersucht. Auch hier zeigte sich die

gleiche Verminderung der Transmigration bei allen drei Varianten im Vergleich zu Placebo.

Zusammenfassend zeigen die Erkenntnisse dieser Arbeit, dass Lidocain dosisabhangig den
Arrest als auch die Transmigration als Schritte der Aktivierungskaskade neutrophiler
Leukozyten in der Sepsis herabsetzt. Als méglicher, an diesem Mechanismus beteiligter Weg
konnte eine durch Lidocain hervorgerufene verminderte Aktivierung der PKC-6 ermittelt
werden, welche sowohl bei der Einleitung des Arrests als auch der Transmigration involviert

ist.
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Lidocaine Reduces Neutrophil Recruitment by Abolishing
Chemokine-Induced Arrest and Transendothelial Migration
in Septic Patients

Christian Berger,1 Jan Rossaint,’ Hugo Van Aken, Martin Westphal, Klaus Hahnenkamp,
and Alexander Zarbock

The inappropriate activation, positioning, and recruitment of leukocytes are implicated in the pathogenesis of multiple organ failure
in sepsis. Although the local anesthetic lidocaine modulates inflammatory processes, the effects of lidocaine in sepsis are still un-
known. This double-blinded, prospective, randomized clinical trial was conducted to investigate the effect of lidocaine on leukocyte
recruitment in septic patients. Fourteen septic patients were randomized to receive either a placebo (n = 7) or a lidocaine (n = 7)
bolus (1.5 mg/kg), followed by continuous infusion (100 mg/h for patients >70 kg or 70 mg/h for patients <70 kg) over a period of
48 h. Selectin-mediated slow rolling, chemokine-induced arrest, and transmigration were investigated by using flow chamber and
transmigration assays. Lidocaine treatment abrogated chemokine-induced neutrophil arrest and significantly impaired neutrophil
transmigration through endothelial cells by inhibition of the protein Kinase C-0 while not affecting the selectin-mediated slow
leukocyte rolling. The observed results were not attributable to changes in surface expression of adhesion molecules or selectin-
mediated capturing capacity, indicating a direct effect of lidocaine on signal transduction in neutrophils. These data suggest that
lidocaine selectively inhibits chemokine-induced arrest and transmigration of neutrophils by inhibition of protein kinase C-0 while
not affecting selectin-mediated slow rolling. These findings may implicate a possible therapeutic role for lidocaine in decreasing

the inappropriate activation, positioning, and recruitment of leukocytes during sepsis.

367-376.

epsis is a major healthcare problem, affecting millions of

individuals around the world each year. and is associated

with a high morbidity and mortality (1). The immune system
combats microbial infections. In severe sepsis, however, circulating
bacteria and LPS exposition may lead to an uncontrolled release
of proinflammatory cytokines (e.g., TNF-«, IL-1, IL-6, and IL-8)
from immune cells, including monocytes and macrophages. In
response to this cytokine release and bacterial shedding of LPS
during the initial phase of sepsis, leukocytes become inappropri-
ately activated, get stuck in the microcirculation, and may subse-
quently be recruited into different organs, where they can cause
tissue damage and organ failure (2). However, sepsis can also be
caused by Gram-positive bacteria lacking LPS (3). Interestingly,
although the inappropriate activation of leukocytes occurs in the
early phase of sepsis, the later stage may be characterized by im-
mune paralysis (4).
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The mechanism by which inappropriately activated and recruited
leukocytes induce injury is indicated by in vitro studies showing that
endotoxin and other proinflammatory mediators directly and potently
activate neutrophils to produce elastase (5) and superoxide ions (6).
In vitro and in vivo data provide evidence that activated neutrophils
may induce considerable endothelial injury via combined action of
these agents, probably acting synergistically (7). Neutrophils incu-
bated with endotoxin are capable of causing acute lung injury when
reinjected into animals (8). Furthermore, endotoxin primes neu-
trophils to produce an enhanced respiratory burst in response to
a second activating stimulus (9). This priming effect is characterized
by the ability of trace amounts of endotoxin to act synergistically in
producing lung injury in animals whose neutrophils have been ex-
posed to small amounts of a chemotactic peptide (10). Injection of
either agent alone does not cause lung injury in this model, dem-
onstrating that sublethal doses of endotoxin can still provoke sig-
nificant injury in the presence of other predisposing factors.

Neutrophil migration from the intravascular to the extravascular
compartment predominantly occurs in the posteapillary venules,
which proceeds in a cascade-like fashion (11-14). The first steps of
this cascade are mediated by endothelial P- and E-selectin inter-
acting with their counterreceptor P-selectin glycoprotein ligand
(PSGL)-1 on leukocytes (14). Selectin engagement triggers the
activation of an intracellular signaling pathway inducing the ex-
tended conformation of the B, integrin LFA-1 (integrin oy 32) on
neutrophils (15). The extended conformation of LFA-1 enables the
integrin to interact with [CAM-1 on endothelia, and this interaction
leads to a reduction of the rolling velocity (14). During slow rolling
on endothelial cells, neutrophils are exposed to different chemo-
kines (14). Binding of chemokines to their receptors on neutrophils
induces the high-affinity conformation of LFA-1, which mediates
neutrophil adhesion to the endothelium. Following adherence,
leukocytes require a chemokine gradient to complete the process of
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transmigration. The CXC-family chemokines, including IL-8 (CXCL-8)
and growth-related oncogene, attract mainly neutrophils, whereas
the C-C chemokines, such as MCP-1, are chemotactic for a variety
of leukocytes. The excessive activation of neutrophils by chemo-
kines contributes to uncontrolled leukocyte recruitment and organ
damage in critically ill patients during sepsis (2).

The local anesthetic lidocaine has a variety of actions, including
modulation of the inflammatory response, in addition to sodium
channel blockade to relieve pain (16). In vivo, local anesthetics
prevent or reduce inflammatory disorders such as reperfusion in-
jury in heart, lung, and brain, as well as endotoxin- or hypoxia-
induced pulmonary injury (16). In vitro, local anesthetics inhibit
cellular functions of neutrophils that mediate early steps of the
inflammatory response (16-21). However, the mechanisms behind
these potentially beneficial effects of local anesthetics are largely
unknown. It is clear that these actions do not result primarily from
sodium channel blockade. The putative anti-inflammatory mecha-
nisms of lidocaine and its exact effects on neutrophil recruitment in
septic patients are completely unknown. The aim of this double-
blinded, prospective, randomized clinical trial was to investigate
the effects of lidocaine on neutrophil recruitment in septic patients.

Materials and Methods

Blinded, prospective, randomized clinical trial

To investigate the effects of lidocaine on the different steps of leukocyte
recruitment, we conducted a prospective interventional study in septic
patients. This study was approved by the local ethic committee of the
University of Miinster (Institutional Review Board). Patients were eligible
for enrollment if they met all of the following inclusion criteria: 1) early
sepsis due to suspected or proven infection and at least two of the following
clinical signs of a systemic inflammatory response syndrome: hypothermia
(=36°C) or hyperthermia (=38°C): tachycardia (=90/min); tachypnoe
(=20/min) and/or paCO, =33 mmHg and/or mechanical ventilation; leu-
cocytosis (=12 X IOEIMI) or leukopenia (=4 X lUslul): diagnosis of sepsis
within the past 24 h; and written informed consent.

Patients were excluded from the study if they met one of the following
exclusion criteria: age <18 y; pregnancy: known or suspected allergy to
local anesthetics; severe sinus-atrial, atrial-ventricular, or intraventricular
arrhythmias; terminal multiorgan failure; myocardial infarction during the
past 3 months: cardiac ejection fraction <35%: cardiogenic shock: renal
replacement therapy or chronic kidney disease; and liver failure with model
for end-stage liver disease score =30 (22).

Eligible patients were randomly allocated to either the placebo or lido-
caine group. Patients in the lidocaine group received a bolus infusion of 1.5
mg/kg lidocaine (equals 0.075 ml/kg 2% lidocaine solution), followed by
a continuous infusion of 100 mg/h lidocaine (equals 5 ml/h) for patients with
a body weight =70 kg or a continuous infusion of 70 mg/h lidocaine (equals
3.5 ml/h) for patients <70 kg over a period of 48 h. Lidocaine was obtained
from Braun (Lidocard B. Braun 2%: B. Braun, Melsungen, Germany). This
preparation contains lidocaine hydrochloride (20 mg/ml) and sodium
chloride (94.9 pmol/ml) in aqueous solution. To avoid critically high
plasma levels of lidocaine if patients suffered from acute kidney injury
(glomerular filtration rate <50 mVh) or received amiodarone, B-receptor
antagonists, or norepinephrine at dosages >0.2 pg/kg/min, the continuous
infusion of the study medication was decreased to 40 mg/h lidocaine
(equals 2 ml/h) for patients with a body weight >70 kg or a continuous
infusion of 20 mg/h lidocaine (equals 1 ml/h) for patients <70 kg. Control
patients received a bolus of 0.075 ml/kg saline, followed by a continuous
infusion of 5 ml/h saline over a period of 48 h: continuous infusion rates
were reduced as specified for the study medication. Heparinized whole-
blood samples and plasma samples were obtained from patients before
administration of the study medication, 4 and 24 h after starting the study
medication and 24 h after the cessation of the study medication.

Reagents

Unless otherwise stated, all reagents were obtained from Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Germany).

Blood-perfused human microflow chamber

To investigate selectin-mediated slow neutrophil rolling, we used a whole-
blood perfused human flow chamber system, as described previously (15,

LIDOCAINE ABROGATES LEUKOCYTE RECRUITMENT

23). Briefly, glass capillaries were coated with E-selectin (3.5 pg/ml;
R&D Systems, Minneapolis, MN), P-selectin (20 pg/ml; R&D Systems),
E-selectin/ICAM-1 (3.5/3.5 pg/ml; R&D Systems), or P-selectin/ICAM-1
(20/5 pg/ml; R&D Systems) for 2 h. Chambers were blocked with 1%
casein (Fisher Scientific, Waltham, MA) for 1 h and afterwards perfused
with heparinized whole-blood samples at a constant shear stress of 5-6
dynes/cmz. It has been demonstrated that >90% of rolling cells in this
system are neutrophils (15).

To investigate chemokine-induced arrest of neutrophils, flow chambers
were coated with P-selectin (20 pg/ml), ICAM-1 (5 pg/ml), and IL-8 (50

g/ml; PeproTech, Rocky Hill, NJ), or P-selectin and ICAM-1 as a control.
The flow chambers were perfused with whole blood at a constant shear
stress of 5-6 dyneslcn)2 for 2 min, and, subsequently, the number of rolling
and adherent cells per field of view was determined and the ratio of ad-
herent to rolling cells was calculated.

In vitro transmigration assay

The transendothelial migration of isolated human neutrophils through a
monolayer of cultured HUVECs was performed, as described previously
(24). Briefly. 6.5-mm Transwell filters (Corning Life Sciences, Corning,
NY) were coated with fibronectin (0.01%) for 1 h. HUVECs were seeded
into the wells and grown to confluence for 2 d. HUVECs were stimulated
with TNF-a (5 nM: PeproTech) for 16 h. Human neutrophils were isolated
from whole blood by Histopaque density centrifugation, resuspended in
control plasma or plasma obtained from placebo- or lidocaine-treated
septic patients at different time points, and incubated at 37°C for 30
min. The neutrophils were applied on top of each Transwell filter, and
transmigration was allowed for 30 min, after which the number of trans-
migrated cells in the outer well was counted. To enforce transmigration,
IL-8 (100 ng/ml; PeproTech) was added to the media in the outer well.

FACS analysis of neutrophils from human whole blood

The surface expression of neutrophil surface adhesion molecules on neu-
trophils was analyzed by flow cytometry. Human neutrophils were incu-
bated with different Abs (anti-human PSGL-1 Ab, clone KPL-1, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ; anti-human LFA-1 Ab, clone MEM-25,
ImmunoTools, Friesoythe, Germany: anti-human L-selectin Ab, clone
LT-TDI180, ImmunoTools) for 20 min. Samples were analyzed on
a FACSCanto flow cytometer (BD Biosciences). FACS data were processed
using FlowJo (version 7.5.5; Tree Star, Ashland, OR). Neutrophils were
identified by their typical appearance in the forward light scatter/side light
scatter plot. In separate experiments, isolated donor neutrophils were in-
cubated with plasma obtained from healthy control volunteers or septic
patients treated with placebo or lidocaine, and the conformational activation
of B, integrins was investigated using the reporter Ab mAb24 in flow
cytometry analysis.

Western blotting

Western blot analysis from isolated human neutrophils was performed, as
described previously (25). Following stimulation, cells were lysed using
radioimmunoprecipitation assay buffer (25). Lysate was boiled with
Laemmli sample buffer at 95°C for 10 min, run on a 10% SDS-PAGE gel,
and immunoblotted with Abs against total PKC-8 and phospho-PKC-6
(pThr™*®; Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Blots were developed
using the Amersham ECL Prime detection system (GE Healthcare, Pis-
cataway, NJ).

Rap! activation assay

To investigate Rap1 activation, isolated human neutrophils were stimulated
with IL-8 and immediately lysed with EDTA-free ice-cold lysis buffer (25).
Detection of GTP-bound Rapl (Rapl-GTP) in lysates was performed by
Rap1-GTP pulldown. Briefly, Rapl-GTP was precipitated from lysates
using GST-Ral beads. Precipitated proteins were separated using a 10%
SDS-PAGE gel and transferred to nitrocellulose membranes. To determine
the level of total Rapl, a small portion of the cell lysate was mixed with
SDS sample buffer and separated by 10% SDS-PAGE. Rapl was detected
with a rabbit polyclonal Ab.

Measurement of IL-8 plasma levels

IL-8 in patient plasma samples was analyzed by ELISA, according to the
manufacturer’s instructions (R&D Systems).

Statistical analysis

The power analysis on the required patient group size was performed
with G*Power software (G*Power 3.1.7 by Axel Buchner, University of
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Duesseldorf). Based on preliminary in vitro experiments showing a com-
pletely abolished chemokine-induced arrest of neutrophils after lidocaine
treatment, we expected a strong effect size. For the clinical trial, we used
an effect size of 0.8 and an a-error probability of 0.05 and calculated
arequired group size of n =7 patients with an actual power of 0.8029. The
study population is described by absolute and relative frequencies, mean
and SE. where appropriate. Statistical analysis was performed with SPSS
21 (IBM SPSS Statistics for Windows, version 21.0; IBM, Armonk, NY)
using Student-Newman-Keuls test, post hoc correction, or ¢ test, where
appropriate. More than two groups were compared using one-way
ANOVA. Continuous variables lacking normality were tested using
Mann-Whitney U tests. All data are represented as means * SEM. A
p value <<0.05 was considered as statistically significant.

Results
Lidocaine does not affect selectin-mediated slow neutrophil
rolling

Demographic variables, vital parameters, renal function, infectious
parameters, hepatic function, and vasopressor use did not differ
significantly between the groups (Tables I, 1I). Details on the
primary site of infection and isolated pathogens are provided in
Table III. In patients of the lidocaine-treated group, the plasma
levels of lidocaine averaged 1.7 = 0.15 pg/ml and 2.2 *= 0.28 pg/
ml at 4 and 24 h after initiation of lidocaine administration, re-
spectively.

To investigate the effect of lidocaine on selectin-mediated slow
neutrophil rolling, we used a previously published flow chamber
system (15, 23). The flow chamber system has the advantage that
neutrophil rolling behavior can be investigated in whole blood
without isolating neutrophils. This is important, because it has
been demonstrated that the isolation process might alter the acti-
vation status and rolling ability of neutrophils (26-28). Before
administering the study medication, neutrophils from both patient
eroups showed the same rolling velocity on E-selectin or P-selectin
alone and a reduction of the rolling velocity on E-selectin or P-
selectin in the presence of the LFA-1 ligand ICAM-1 (Fig. 1A, 1B).
Lidocaine did not alter the rolling velocity on P-selectin or E-
selectin alone or in combination with [CAM-1 compared with
the treatment with saline 4 and 24 h after starting the study med-
ication and 24 h after the cessation of the study mediation (Fig.
1C—H), showing that lidocaine treatment does not affect slow
neutrophil rolling in septic patients.

Lidocaine reduces chemokine-induced neutrophil arrest

Neutrophils interacting with inflamed vascular endothelial cells are
exposed to chemokines presented by the vascular endothelium (29).
Binding of chemokines to G protein—coupled receptors (GPCRs)
on neutrophils induces an intracellular signaling cascade leading
to the transition of LFA-1 to the high-affinity conformation that
induces neutrophil adhesion (30). The chemokine IL-8, which is

Table I. Demographic patient data

Placebo Lidocaine p Value
No. of patients 7 7
Gender (male/female) 6/1 4/3
Age (y) 57.0 = 3.5 060.7 £ 63 0.617
Body weight (kg) 76.5 £ 7.0 769 = 3.7 0.962
APACHE 11 31.7 34 355 £22 0.383
SOFA 84 *+ 1.5 11.0x 15 0.259
SAPS 11 55.1 = 8.0 599 = 49 0.626
MELD 14.1 £29 114+ 14 0.421

Values are presented as mean = SEM or numbers of patients.

APACHE, Acute physiology and chronic health evaluation score; MELD, model
for end-stage liver disease score; SAPS, simplified acute physiology score; SOFA,
sequential organ failure assessment score.
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Table 1. Clinical patient data
Placebo Lidocaine p Value
Vital parameters
Heart rate (1/min) 114.7 £ 5.7 120.0 = 8.0 0.602
Respiratory rate (1/min) 26.0 * 3.8 31,7 £2.0 0176
paCO, (mmHg) 47.1 = 8.1 480 =39 0923
Body temperature ("C)  38.6 = 0.2 387 £ 03 0892
Renal function
Creatinine (mg/dl) 1.34 £ 0.2 1.2 03 0.684
Urea (mg/dl) 38.0 + 64 279 + 73 0317
Urine production (ml/d) 1673 * 396 1543 £ 493 0.842
Inflammatory markers
WBC (X]Oz./p.l) 16.7 = 2.1 17.6 = 2.8 0.794
CRP (mg/dl) 19.6 = 34 21.5 £ 5.1 0.759
IL-6 (pg/ml) 623 *= 288 514 = 486 0.845
PCT (ng/ml) 49 *+23 6.8 37  0.680
Hepatic function
Bilirubin (mg/dl) 39+ 18 08 +0.2 0.116
AST (U/) 586 119 540+ 179 0.830
ALT (U/) 88.6  47.0 537 * 219 0514
y-GT (U 134.0 + 214 1923 + 1042 0.59
Vasopressors
Patients requiring 6/7 6/7
vasopressor therapy
Epinephrine 0*x0 0*0
(pg/kg/min)
Norepinephrine 0.229 = 0.087 0.373 = 0.142 0.403
(pg/kg/min)
Vasopressin 0.257 = 0.257 0*x0 0.337
Dobutamine 0*0 0*0

Values are presented as mean * SEM or numbers of patients.
ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transaminase; CPR, C-reactive pro-
tein; y-GT, y-glutamyltransferase; PCT, procalcithonin.

upregulated in the blood of septic patients, binds to the chemokine
receptors CXCR1 and CXCR2 on human neutrophils. The mean
IL-8 plasma levels were 914 * 257 pe/ml in patients in the pla-
cebo group and 989 * 339 pg/ml in patients in the lidocaine group
(Supplemental Fig. 1) (p = 0.05). The mean IL-8 plasma levels
decreased in both groups in the course of the diseases, with no
significant differences between the groups (Supplemental Fig. 1).
To investigate neutrophil arrest in whole-blood samples from
septic patients, we used a separate set of flow chambers coated
with P-selectin/ICAM-1/IL-8 or P-selectin/ICAM-1 as a control

Table 1. Primary site of infection and isolated pathogens

Placebo Lidocaine
Primary site of infection
Pneumonia 377 3/7
Peritonitis 277 2/7
Urinary tract infection 177 1/7
Catheter infection 177
Unknown /7
Infectious pathogen
S. aureus 1/7
S. epidermidis 2/7
E. faecalis 177
E. coli u7
S. maltophilia 177
S. marcescens 177
S. capitis 1/7
P aeruginosa 27
K. pneumoniae 27
K. oxytoca 27
C. albicans 177 1/7
C. lusitaniae 177
C. glabrata 1/7
No pathogen isolated 317 117




Originalarbeiten

41

370 LIDOCAINE ABROGATES LEUKOCYTE RECRUITMENT
A Before start of study B Before start of study
w7 medication w7 medication
£ g
=N 3°
= 5 = = 5
T4 =~ S 4
e g3
g2 ®2
Eh E 1
0 0
E-sel E-sel/ICAM-1 P-sel P-sel/ICAM-1
C 4h after start of D 4h after start of
= 7, Study medication ¥ 7 study medication
z° z S
£ | £
FIGURE 1. Lidocaine does not affect selectin-me- E 4 ] % 4
diated slow neutrophil rolling. The neutrophil rolling g3 >3
velocity in whole blood from patients treated with %ﬂ 21 -é.n 2
placebo (dashed line) or lidocaine (straight line) was 3 11 > 1
analyzed before starting the study medication (A, B), < o = 0
4 h (C, D). and 24 h (E, F) after starting the study E-sel E-sel/ICAM-1 P-sel P-sel/ICAM-1
medication, and 24 h after stopping the study medi-
cation (G, H) using microflow chambers coated with E 24h after start of F w
E-selectin or P-selectin alone and in combination with E 7 study medication -?-’. 7 StUd! medication
ICAM-1. The average rolling velocity of neutrophils £ s g 6
is presented as mean = SEM (n = 7 patients). The % 5 =5
wall shear stress in all flow chamber experiments was S 4 N 5 4
5-6 dynes/cm?. o “-—-.T o
g3 £33
g2 &2
31 51
= ‘ ‘ L= 0
E-sel E-sel/ICAM-1 P-sel P-sel/ICAM-1

24h after end of
7. study medication

Rolling velacity [um/s] @)
P
Rolling velocity [um/s] I
O a2 N W R OO N

24h after end of
study medication

\

(31). The ratio of adherent to rolling cells was similar in the
placebo and lidocaine group prior to administration of study
medication (Fig. 2A). Neutrophil arrest significantly increased
during the acute phase of sepsis in placebo-treated patients 4 h
after starting the study medication, with a decline at 24 h and
a return to baseline values 24 h after stopping the study medication
(Fig. 2A). Lidocaine strongly inhibited the increase of chemokine-
induced neutrophil arrest at 4 and 24 h after starting the study
medication (Fig. 2A). To confirm that the observed reduction of
chemokine-induced arrest is solely due to the effect of lidocaine
on neutrophils, we conducted flow chamber experiments with
healthy donor neutrophils incubated with different doses of lido-
caine, which were similar to the levels measured in septic patients
after treating with lidocaine. Untreated neutrophils showed the
expected increase in the ratio of adherent to rolling cells in flow
chambers coated with P-selectin/ICAM-1/IL-8 compared with flow
chambers coated with P-selectin/ICAM-1 alone (Fig. 2B). Pre-
treatment of neutrophils with lidocaine caused a dose-dependent

E-sel/ICAM-1 P-sel P-sel/ICAM-1

decrease of chemokine-induced arrest, with a nearly complete in-
hibition of chemokine-induced arrest at lidocaine concentration of
3 pg/ml (Fig. 2B).

To clarify whether lidocaine directly affects chemokine-induced
arrest of neutrophils and to exclude potential confounding effects
on plasma composition in patients from the lidocaine group, we
incubated isolated neutrophils from healthy donors with plasma
obtained from septic patients from the placebo group and added
lidocaine at different concentrations in vitro. Lidocaine showed
a dose-dependent inhibition of chemokine-induced arrest (Fig. 2C).
Substitution of lidocaine at 2 pg/ml inhibited chemokine-induced
arrest of neutrophils to the same degree as pretreatment with
plasma obtained from septic patients 4 h after initiation of lido-
caine administration. In accordance with this finding, the mean
lidocaine levels in patients were 1.7 * 0.15 pg/ml and 2.2 = 0.28
pe/ml at 4 and 24 h after initiation of lidocaine administration,
respectively. In the control group, lidocaine levels in the blood
were not detectable.
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Lidocaine reduces chemokine-induced neutrophil arrest. (A) The chemokine-induced neutrophil arrest was investigated using the flow

chamber assay. Flow chambers coated with P-selectin/ICAM-1 or P-selectin/ICAM-1/IL-8 were perfused with whole blood obtained from patients treated
with placebo (black bars) or lidocaine (white bars) before starting the study medication, 4 and 24 h after starting the study medication, and 24 h after
stopping the study medication. The ratio of adherent to rolling cells was calculated 2 min after starting the perfusion of the chamber with whole blood at
a constant wall shear stress of 5-6 dyne.\‘/cm2 (n = 7 patients). (B) Isolated donor neutrophils were pretreated with lidocaine, and chemokine-induced
neutrophil arrest was investigated using the flow chamber assay (n = 4 experiments). (€) Isolated neutrophils from healthy volunteers were incubated with
plasma from placebo-treated (P) or lidocaine-treated (L) patients and with different lidocaine concentrations. Chemokine-induced neutrophil arrest was
investigated using the flow chamber assay (n = 3 experiments). (D and E) Flow chambers coated with E-selectin (D) or P-selectin (E) were perfused with
whole blood obtained from patients treated with placebo (black bars) or lidocaine (white bars) before starting the study (Figure legend continues)
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To exclude a possible effect of the total number of rolling cells
on the observed effects, we determined the capturing capacity of
neutrophils in whole-blood samples from both patient groups in flow
chambers coated with E-selectin or P-selectin alone. There was no
significant difference in the capturing capacity, measured as the total
number of rolling neutrophils per field of view after 2 min between
both study groups at the different time points (Fig. 2D, 2E).

To directly investigate the effect of lidocaine treatment on the
conformational activation of LFA-1, we incubated healthy donor
neutrophils with control plasma or plasma obtained from placebo-
or lidocaine-treated patients before and 4 h after starting the study
medication. The high-affinity conformation, which mediates
chemokine-induced arrest, is selectively recognized by the reporter
Ab mAb24 (32). Incubation of donor neutrophils with plasma
obtained from lidocaine-treated patients 4 h after starting the study
medication significantly decreased binding of the reporter Ab
mADb24 both under baseline conditions and following stimulation
with IL-8 (Fig. 2F). These data demonstrate that lidocaine inhibits
the chemokine-induced conformational change of LFA-1 from the
resting to the high-affinity state and thus inhibits neutrophil arrest.

Lidocaine inhibits phosphorylation of protein kinase C-6

Protein kinase C (PKC)-6 is involved in T cell activation via
regulating the avidity of the B, integrin LFA-1 in the immuno-
logical synapse (33). Western blot analysis showed that PKC-8 in
neutrophils is phosphorylated after stimulation with IL-8 (Fig.
3A). Pretreatment with lidocaine abolished PKC-6 phosphoryla-
tion. The small GTPase Rapl is a downstream effector of che-
mokine signaling in neutrophils. Rapl is activated following
IL-8 stimulation in neutrophils (Fig. 3B). Lidocaine pretreatment
inhibited Rapl activation. To investigate the functional conse-

quence of reduced PKC-6 activation by lidocaine pretreatment on
chemokine-induced arrest, we performed flow chamber assays.
Pretreatment with lidocaine or the PKC inhibitor Ro-31-8220
significantly reduced chemokine-induced arrest (Fig. 3C). The
combined pretreatment of neutrophils with lidocaine and Ro-8320
did not show an additive effect, indicating that lidocaine abolishes
chemokine-induced arrest by inhibiting PKC-8 activation. Pre-
treatment of neutrophils with lidocaine or Ro-31-8220 and a con-
stitutively active Tat-Rapl fusion protein restored chemokine-
induced arrest, whereas pretreatment with a wild-type Tat-Rapl
fusion protein as a control did not reverse the inhibition of
chemokine-induced arrest (Fig. 3C).

The expression of neutrophil surface adhesion molecules is not
altered by lidocaine

Alterations of neutrophil-rolling behavior and chemokine-induced
arrest may be attributable to changes in the expression pattern of
surface adhesion molecules on the surface of neutrophils (34-36).
To investigate whether the observed effect of lidocaine treatment
on chemokine-induced arrest may be due to changes in the ex-
pression of adhesion molecules on the surface of neutrophils, we
analyzed the surface expression of different important adhesion
molecules, including PSGL-1, LFA-1, and L-selectin. There was
no significant difference in the surface expression of PSGL-1 (Fig.
4A), LFA-1 (Fig. 4B). and L-selectin (Fig. 4C) between the two
groups before and after administration of study medication as well
as 24 h after cessation of the study medication.

Lidocaine abolishes transmigration of neutrophils

After arresting on the inflamed vascular endothelium, neutrophils
leave the vessel by transmigration into the surrounding tissue,

medication, 4 and 24 h after starting the study medication, and 24 h after stopping the study medication. The number of rolling cells was analyzed 2 min after
starting the perfusion of the chamber with whole blood (n = 7 patients). (F) To directly investigate the high affinity conformational of the integrin LFA-1,
donor neutrophils were incubated with plasma obtained from placebo- or lidocaine-treated patients before and 4 h after starting the study medication. The
binding of the reporter Ab mAb24 was analyzed by flow cytometry (n = 4 experiments). *p << 0.05.
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where they participate in tissue damage and organ dysfunction
during sepsis (14). To investigate the effect of lidocaine on
transmigration, we used an in vitro transmigration assay with
TNF-a—stimulated HUVECs (24, 31). Healthy donor neutrophils
were preincubated with control plasma or plasma obtained from
placebo- or lidocaine-treated septic patients. Neutrophils incu-
bated with plasma from both patient groups obtained before the
administration of the study medication showed a significantly
higher transmigration rate compared with neutrophils incubated
with plasma from healthy volunteers (Fig. 5A). However, the
transmigration rate of neutrophils incubated with plasma from
septic patients treated with lidocaine significantly decreased
compared with the transmigration rate of neutrophils incubated
with plasma from septic patients treated with saline (Fig. 5A).
Astonishingly, incubating neutrophils with plasma from septic
patients obtained 24 h after cessation of lidocaine infusion sig-
nificantly reduced the neutrophil transmigration rate compared
with the incubation of neutrophils with plasma from septic
patients obtained 24 h after cessation of saline infusion (Fig. 5A).
Western blot analysis showed that PKC-8 is phosphorylated in
neutrophils that transmigrated through a HUVEC monolayer
in vitro (Fig. 5B). Pretreatment of neutrophils with lidocaine or
Ro-31-8220 significantly reduced transmigration (Fig. 5C). The
combined pretreatment of neutrophils with lidocaine and Ro-31-
8220 did not show any additive effect (Fig. 5C). To investigate
whether lidocaine directly affects transmigration of neutrophils
and to exclude potential confounding effects due to an indirect
action of lidocaine on plasma, we incubated isolated neutrophils
from healthy donors with plasma from septic patients and added
lidocaine (2 pg/ml) or saline as a control. The addition of lido-
caine and plasma from septic patients to donor neutrophils caused
a significant reduction in transendothelial migration compared
with donor neutrophils incubated with plasma from septic patients
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FIGURE 4. The expression of neutrophil surface
adhesion molecules is not altered by lidocaine.
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and saline. These data show that lidocaine directly reduces neu-
trophil transendothelial migration (Fig. SD).

Discussion

Sepsis is a major challenge in intensive care patients and largely
contributes to the high morbidity and mortality in these patients (1).
The uncontrolled systemic activation of immune cells, for exam-
ple. due to circulating proinflammatory mediators, causes inap-
propriate activation and recruitment of leukocytes into peripheral
tissues, followed by extensive tissue injury, a process that may
ultimately lead to the organ dysfunction (37). Several laboratory
and clinical strategies have been employed to diminish the un-
controlled systemic inflammation during sepsis. However, none
have proven efficient to this date.

The aim of this study was to investigate the effects of systemic
lidocaine application on the different steps of the leukocyte re-
cruitment cascade, including selectin-mediated slow neutrophil
rolling, chemokine-induced arrest, and transmigration in septic
patients. Using flow chamber assays and flow cytometry analysis,
we were able to demonstrate that lidocaine does not affect neu-
trophil slow rolling, but inhibits chemokine-induced arrest by
inhibiting the affinity upregulation of the (3, integrin LFA-1. In
addition, we provided evidence that lidocaine inhibits trans-
endothelial migration. We identified the inhibition of PKC-6 ac-
tivation as the molecular mechanism by which lidocaine inhibits
chemokine-induced arrest and transmigration of neutrophils.

Several studies have indicated an anti-inflammatory effect of
lidocaine (16). In this context, it has been shown that lidocaine
suppresses superoxide release from stimulated neutrophils (38,
39). As superoxide production relies on integrin-mediated outside-
in signaling and GPCR function (40, 41), these data go along with
our results indicating an inhibitory role of lidocaine in chemokine-
induced activation of the integrin LFA-1 and leukocyte arrest. In
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Lidocaine abolishes transmigration of neutrophils. (A) Neutrophils isolated from whole-blood samples obtained from healthy volunteers

were treated with control plasma (black bars) or plasma obtained from patients treated with placebo (gray bars) or lidocaine (white bars) at 37°C for 30 min.
Neutrophil transmigration through a confluent, TNF-a-stimulated HUVEC monolayer was allowed for 30 min. Afterwards, the number of transmigrated
neutrophils was determined (n = 3 experiments). (B) The phosphorylation of PKC-6 was analyzed by Western blot. Lysates were prepared from neutrophils
after transmigration through a HUVEC monolayer and not-transmigrated control neutrophils and immunoblotted with Abs against phosphorylated PKC-6
(phospho-PKC-8 [Thr**¥)) or total PKC-6 (exemplary blot of three experiments). (C) Isolated neutrophils from healthy volunteers were treated with saline,
lidocaine, Ro-31-8220, or lidocaine and Ro-31-8220, and the number of transmigrated neutrophils through an unstimulated or TNF-a—stimulated HUVEC
monolayer was determined (n = 3 experiments). (D) Isolated neutrophils from healthy volunteers were treated with plasma from lidocaine-treated patients
and with saline or lidocaine, and the number of transmigrated neutrophils was determined (n = 3 experiments). *p << 0.05.

addition, lidocaine has been reported to ameliorate several in-
flammatory conditions in vivo, including cardiac reperfusion in-
jury and endotoxin- or hypoxia-induced pulmonary injury (16).
However, these studies did not address the question how lidocaine
suppresses leukocyte recruitment into the inflamed tissue.
Lidocaine at mean levels of 1.7 wg/ml in the blood of septic
patients blocked neutrophil arrest and transmigration. The arrest
was induced by coating the flow chamber with IL-8. a chemokine
that is upregulated in the blood of septic patients (42). IL-8 binds
to chemokine receptors CXCRI1 and CXCR2 on human neu-
trophils and induces integrin activation, neutrophil arrest, and
neutrophil transmigration (43, 44). Blocking these receptors pre-
vents the activation of different signaling molecules, including
PKC. the upregulation of integrin affinity, neutrophil arrest, and
transmigration (43). Our in vitro experiments in which human
neutrophils were incubated with plasma from septic patients
treated with lidocaine showed that this plasma reduced neutrophil
arrest and transmigration compared with plasma from septic
patients treated with saline. It could be that lidocaine attenuates
neutrophil recruitment by altering the chemokine homoeostasis
and/or inhibiting intracellular signaling in neutrophils. However,

our in vitro experiments in which the human neutrophils were
preincubated with different concentrations of lidocaine suggest
that lidocaine directly affects intracellular signaling following
GPCR engagement. These data are in agreement with experiments
showing that local anesthetics inhibit the activation of phospho-
lipase D in the neutrophil-like human promyelocytic leukemic
HL60 cell line and PKC in human neutrophils (45, 46). When
reviewing these data together, it is most likely that lidocaine
abolishes leukocyte arrest and transmigration by antagonizing
GPCR signaling. By using Western blot analysis, flow chamber,
and transmigration assays, we demonstrate that lidocaine affects
GPCR signaling by inhibition of PKC-8 activation, leading to
abolished adhesion and transmigration of neutrophils. Future
studies have to address the question whether lidocaine reduces the
release of proinflammatory mediators and/or increases the release
of anti-inflammatory mediators, which are also released during
inflammation (47). Recent studies showed that this mechanism is
very important in limiting inflammation (48).

Although being of crucial importance, the chemokine-induced
activation of neutrophil integrins is not the only prerequisite for
leukocyte recruitment into peripheral tissues. The activation of
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endothelial cells and the expression of adhesion molecules on
endothelial cells may also influence leukocyte recruitment (14).
Based on our experiments, we cannot exclude that lidocaine may
also have an effect on vascular endothelial cells in septic patients.
The available evidence for modulating the inflammatory response
through the interaction of lidocaine with endothelial cells is lim-
ited. Lidocaine does not modulate the blood-aqueous permeability
of the endothelium after intraocular injection in humans (49). In
another study, lidocaine did not affect the mRNA transcription
of proinflammatory gene, for example, E-selectin, in an equine
laminitis model (50). Although these results go along with the
assumption that the anti-inflammatory properties of lidocaine do
not include modulation of the inflammatory response in vascular
endothelial cells, the available data on this topic are not sufficient
to completely exclude this possibility.

The lung is frequently one of the first organs affected during
systemic inflammatory processes. Due to its unique microvascu-
lature, the molecular mechanisms involved in neutrophil recruit-
ment into the lung differ compared with other organs (51).
Chemokine signaling plays a dominant role for neutrophil re-
cruitment into the lung tissue, whereas selectins are only of minor
importance in response to most inflammatory stimuli in the lung.
However, as the mechanisms of neutrophil recruitment into the
lung vary with different insults and may not necessarily require 3,
integrins, it is uncertain whether the inhibitory effects of lidocaine
treatment would be more pronounced in this organ or not.

Our study has some limitations that we would acknowledge. If
lidocaine inhibits chemokine-induced arrest and transendothelial
migration, the systemic application during the acute phase of sepsis
in patients may have an influence on the course of the disease.
However, the number of intensive care patients included in this
study was not sufficient to detect significance differences in clinical
outcome parameters, for example, mortality and length of stay on
the intensive care unit. Another limitation is that we could not
investigate the effect of lidocaine on endothelial cells under septic
conditions.

In conclusion, this blinded, prospective, randomized clinical trial
demonstrates that lidocaine modulates inflammation in septic
patients by decreasing chemokine-induced neutrophil arrest and
transendothelial migration by inhibition of PKC-8 activation.
These findings may give rise to further research to investigate the
effects of lidocaine treatment during the course of sepsis in crit-
ically ill patients.
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2.3 Originalarbeit 3: Dexmedetomidin basierte Sedierung in Kombination mit

Remifentanil bei MitraClip Eingriffen

Berger C, Said E, Haller K, Nordine M, Reinthaler M, Landmesser U, Treskatsch S.
Dexmedetomidine Sedation Combined With Remifentanil in MitraClip Procedures is Feasible
and Improves Hemodynamics. J Cardiothorac Vasc Anesth. 2023 Jan;37(1):50-57. doi:
10.1053/j.jvca.2022.10.001.

Ziel dieser retrospektiv durchgefiihrten Arbeit war es, eine neu eingefiihrte, Dexmedetomidin
basierte Sedierung hinsichtlich Sicherheit und potentieller positiver Effekte auf die
hamodynamische Stabilitat bei kardialen Risikopatienten wahrend MitraClip® Interventionen

Zu untersuchen.

Die kathetergestiitze, minimalinvasive Behandlung der schweren Mitralklappeninsuffizienz
mittels edge-to-edge Clip Verfahren stellt eine seit nun einigen Jahren vorhandene Alternative
zur offenen Rekonstruktion oder Ersatz der Mitralklappe bei Hochrisiko-Patient*innen dar [97].
Das Platzieren des katheterbasierten Clip ist dabei deutlich weniger invasiv als die offene
Operation, zu der auch ein kardiopulmonaler Bypass mittels HLM, mit den schon einleitend
(1.2) beschriebenen potentiellen Risiken, notwendig wére. Das aktuell verbreitet angewandte
anasthesiologische Verfahren wahrend der minimalinvasiven Prozedur ist die Vollnarkose [98].
Aufgrund der Historie des Verfahrens, welches als Alternative flr Patient*innen mit einem als
zu hoch eingeschatzten operativen Risiko konzipiert wurde und auch aufgrund der in
Deutschland geltenden Bestimmungen zur Patientenselektion fiir edge-to-edge Clipings, wird
diese Behandlungsmethode hauptsachlich alteren und multimorbideren Patient*innen
angeboten. Wie auch schon vorab erwahnt, ist diese Patientengruppe allein schon aufgrund
des hohen Alters und insbsondere durch multiple Begleiterkrankungen einem hohen
perioperativen andasthesiologischen Risiko ausgesetzt. Neben einem aufgrund der
Grunderkrankung und den begleitenden Faktoren erhéhten kardialen Risiko haben die
Patient*innen auch ein erhéhtes Risiko fiir postoperative kognitive Defizite [99]. Analog der
Reduktion der Invasivitdt des operativen Eingriffes ist eine Reduktion der Anasthesietiefe
daher ein moglicherer Ansatz, diese perioperativen Risiken zu reduzieren [100].
Dementsprechend erscheint es sinnvoll in diesem Risikokollektiv vollstandig auf eine
Allgemeinandasthesie und eine damit assoziierte invasive Beatmung, als mdglicher Trigger
perioperativer Risiken, zu verzichten und stattdessen auf sedierende Konzepte zu wechseln.
Bislang existieren einzelne Arbeiten zu Propofol oder Benzodiazepin basierten
Sedierungskonzepten, die zeigen, dass eine Sedierung bei interventionellen Mitralklappen

Eingriffen ebenso sicher wie eine Allgemeinanasthesie durchfuhrbar ist [101-104]. Potentiell
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nachteilig an diesen Konzepten ist aber, dass die darin verwendeten Substanzen im Verdacht
stehen postoperative kognitive Funktionsstérungen, insbesondere in diesem vulnerablen
Patientenkollektiv, auszulésen und auch inflammationssteigernde Mechanismen zu aktivieren
[105, 106]. Im Gegensatz dazu zeigen frihere Arbeiten Hinweise auf mogliche positive Effekte
auf die postoperative kognitive Funktion bei der Verwendung von alpha-2 Agonisten und
insbesondere dem zentralen, selektiver Alpha-2 Agonisten Dexmedetomidin [107, 108].
Aufgrund dessen und auch aufgrund positiver Erfahrungen mit friiheren Dexmedetomidin
basierten Sedierungskonzepten zu anderen Eingriffsarten [109], wurde das hier untersuchte
Sedierungsverfahren konzipiert und nach zweijahriger Anwendung retrospektiv analysiert. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Behandlungsdaten und aufgrund der hohen Nutzungsfrequenz
von MitraClip® Systemen im Beobachtungszeitraum, wurde die Auswertung ausschlie3lich an

Prozeduren mit diesem System durchgefthrt.

Insgesamt wurden im Beobachtungszeitraum 79 MitraClip® Eingriffe retrospektiv ausgewertet,
bei denen 26 in Sedierung und 53 in Allgemeinanasthesie durchgefiihrt wurden. Das
Sedierungsverfahren wurde Dexmedetomidin-basiert mit Hinzunahme einer kontinuierlichen,
niedrig dosierten Remifentanil-Laufrate durchgefiihrt. Bei beiden Verfahren waren
respiratorische und hadmodynamische Zielparameter wéahrend des gesamten Eingriffes in
adaquaten Zielbereichen. In der Sedierungs-Gruppe zeigte die detaillierte Verlaufsanalyse der
einzelnen mittleren arteriellen Blutdriicke (MAD) zu einigen Zeitpunkten héhere Werte als in
der Vergleichsgruppe und insgesamt einen deutlich niedrigeren Norepinephrin Bedarf zur
Aufrechterhaltung des Ziel-MAD. Perioperative Komplikationen wie Blutungen, Delir oder

Pneumonie zeigten keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Zusammenfassend lasst sich demnach sagen, dass ein Dexmedetomidin-basiertes
Sedierungskonzept bei MitraClip® edge-to-edge Repair der Mitralkappeninsuffizienz in einem
alteren, multimorbiden Patientenkollektiv in Bezug auf Hamodynamik, Respiration und
perioperative Komplikationen ebenso sicher durchzufiihren ist wie eine Allgemeinanasthesie

und daritiber hinaus zu einem deutlich geringeren Norepinephrinbedarf fuhrt.
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2.4 Originalarbeit 4: PBL in Kombination mit high-fidelity Simulation als
Lehrmethoden flhrt zu anhaltend besseren praktischen Fahigkeiten bei der

kardiopulmonalen Reanimation.

Berger C, Brinkrolf P, Ertmer C, Becker J, Friederichs H, Wenk M, Van Aken H, Hahnenkamp
K. Combination of problem-based learning with high-fidelity simulation in CPR training
improves short and long-term CPR skills: a randomised single blinded trial. BMC Med Educ.
2019 May 31;19(1):180. doi: 10.1186/s12909-019-1626-7.

Ziel dieser prospektiv, randomisiert und teil-verblindet durchgefiihrten Arbeit war es, den
Einfluss von Problem Based Learning (PBL) und einer, mittels modernen Simulationstechniken
herbeigeflihrten, moglichst realitatsnahen Lernumgebung auf das Wissen, die praktischen
Fahigkeiten und die Selbsteinschatzung direkt nach und sechs Monate nach Abschluss der

Lerneinheit bei Student*innen der Humanmedizin zu untersuchen.

Die Kompetenz in der Durchfiihrung von Behandlungsmafinahmen ist ein relevanter Faktor
das Patient*innen-Risiko zu beeinflussen. Komplexe medizinische Behandlungsablaufe
mussen zur optimalen Durchfiihrung adaquat erlernt werden und die so erlangte Kompetenz
muss auch Uber einen l&angeren Zeitraum erhalten werden. Die kardiolpulmonale Reanimation
(Cardiopulmonary resuscitation - CPR) ist ein Beispiel fir eine solche relevante medizinische
MaRnahme. Sie stellt die einzige Moglichkeit dar, die Organperfusion bei einem eintretenden
funktionellen Kreislaufstillstand solange aufrecht zu erhalten, bis dieser therapeutisch behoben
wurde oder apparative Verfahren zur Aufrechterhaltung der Perfusion etabliert wurden. Wird
die CPR in dieser Initialphase des Kreislaufstillstandes nicht oder inadaquat durchgeftihrt, fuhrt
dies zur Organ-Minderperfusion bis hin zum Versterben. Dementsprechend sollte ein hoher
Stellenwert auf das Wissen und die Qualitat der CPR-Durchfiihrung bei Laien sowie
insbesondere auch bei Mitarbeitenden in der Gesundheitsversorgung gelegt werden. In der
Vergangenheit zeigten aber Arbeiten, dass weder bei Laien noch bei professionell im
Gesundheitswesen tatigen, das Wissen und die addaquate Umsetzung der CPR in einem
ausreichend hohen MaRe vorhanden ist [110-112]. Im direkten Vergleich waren Arzt*innen
zwar Laien Uberlegen, schnitten aber schlechter ab als Rettungsdienstpersonal [112]. Als
maogliche Erklarung wurde eine Unterreprasentation der CPR in der Ausbildung von
Medizinstudentsinnen und im Berufsalltag von Arztinnen im Vergleich zu
Rettungsdienstpersonal, welches einen hohen Fokus auf die CPR hat, vermutet.
Entsprechend der zum Zeitpunkt der Planung dieser Studie geltenden Kurrikula wurde
wahrend des Medizinstudiums nur eine Lerneinheit mit CPR durchgefihrt. Nach Abschluss

des Studiums war eine weitere Pflicht zum CPR-Training fir approbierte Arzt*innen
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ausschlieBlich von der Wahl des Fachbereiches und madglichen angestrebten
Zusatzqualifikationen abhangig. Eine Reanimationssituation, wie auch die Erfahrungen der
Arbeitsgruppe als pra- und innerhospitale Notfallmediziner zeigte, kann unabhangig von der
Fachbereichswahl allen im Gesundheitswesen tatigen begegnen. Daher stellte sich die Frage,
wie, im Sinne einer Risikominimierung, diese einzige im Medizinstudium vorhandene
Lerneinheit zur CPR so gestaltet werden kann, dass sie eine méglichst hohe und nachhaltige

Kompetenz in der praktischen Durchfiihrung der CPR generiert.

PBL ist seit Jahrzehnten auch in der medizinischen Lehre bekannt und zeigte zumindest
Hinweise, Lernende auf ein potentiell ,berufslebenslanges® Lernen vorzubereiten [113, 114].
Zudem kann eine simulationsbasierte Ausbildung auch bei der Reanimationsausbildung zu
einem hoheren Lernerfolg flihren [115, 116]. Aufgrund dieser Ausgangslage und neueren, nun
vorhandenen transportablen high-fidelity (HF) Reanimationsphantomen mit einem hohen Mal3
an Feedback an die Ubenden wurde diese Arbeit mit einer Lerneinheit, die PBL und HF-
Simulation kombiniert, konzipiert und ein moglicher kurzfristiger sowie langerfristiger Effekt auf

die CPR Kompetenz untersucht.

Dazu wurden Medizinstudierende randomisiert und verblindet im Rahmen einer kurrikuléaren
Lerneinheit in eine Gruppe mit PBL und folgender HF-Simulation oder die Kontrollgruppe
mittels  ,klassischem®, tutoriell geleiteten CPR-Training an einem Standard
Reanimationsphantom innerhalb desselben Zeitraumes ausgebildet. Am Ende des
Unterrichtstages wurden die Studierenden erneut zu Paaren innerhalb der beiden Gruppen
randomisiert. Diese Paare wurden dann mit einer fir nun beide Gruppen identische
Simulationsumgebung mit gleichen Phantomen konfrontiert, in der erneut eine CPR
durchgefuhrt wurde. Hierbei wurde dann mittels computergestiitztem Feedback des Phantoms
und Videoanalyse die Daten erhoben. Bis zum Abschluss dieser Datenerhebung war den
Studierenden die Teilnahme an der Studie nicht bekannt. Studierende der PBL/HF-Gruppe
zeigten in der Analyse eine hohere Erfolgsquote im Erreichen eines definierten Gesamtzieles
bestehend aus Erkennen und zeitgerechtem Anfang einer suffizient durchgefihrten CPR im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch einzelne, rein manuelle Fahigkeiten, wie die Haufigkeit der
suffizienten Thoraxkompression, wurden in der PBL/HF-Gruppe besser durchgefihrt und auch
schneller initiiert. Zudem zeigte eine Befragung der Teilnehmenden nach dem Training, dass
sich die Gruppe der PBL/HF-ausgebildeten Studierenden selber kompetenter und sicherer in
der Anwendung der CPR im Vergleich zur Kontrollgruppe einschétzt. Sechs Monate nach der
Lerneinheit und initialen Datenerhebung wurden die urspriinglich teilnehmenden Studierenden
zu einem, aufgrund der Vorgaben der Fakultat, freiwilligen Notfallseminar eingeladen. Im
Rahmen dieses Seminars wurden die Studierenden wieder in gruppenspezifisch
randomisierten Paaren erneut mit der gleichen CPR-Simulationsumgebung konfrontiert und

entsprechend analysiert. Dabei zeigte sich im Erreichen des Gesamtziels kein Unterschied
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mehr zwischen den Gruppen. In einzelnen Aspekten der Kontinuitat einer Kardiokompression,
wie die Dauer der ,hands-off* Zeit war die PBL/HF-Gruppe aber weiterhin der Kontrollgruppe

Uberlegen.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass eine Kombination aus PBL und HF-Simulation im
Vergleich zu einem klassischen, tutoriell geleiteten hands-on Reanimationstraining in der Lage
ist, héhere manuelle Fahigkeiten und selbst wahrgenommene Kompetenz zu erzielen und
dass dieser Effekt Gber einem Zeitraum von sechs Monaten bei einzelnen Aspekten der

suffizienten Kardiokompression anhaltend ist.
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Abstract

Background: Performance of sufficient cardiopulmonary resuscitation (CPR) by medical personnel is critical to
improve outcomes during cardiac arrest. It has however been shown that even health care professionals possess a
lack of knowledge and skills in CPR performance. The optimal method for teaching CPR remains unclear, and data
that compares traditional CPR instructional methods with newer modalities of CPR instruction are needed. We
therefore conducted a single blinded, randomised study involving medical students in order to evaluate the short-
and long-term effects of a classical CPR education compared with a bilateral approach to CPR training, consisting of
problem-based learning (PBL) plus high fidelity simulation.

Methods: One hundred twelve medical students were randomized during a curricular anaesthesiology course to a
control (n=54) and an intervention (n = 58) group. All participants were blinded to group assignment and partook
in a 30-min-lecture on CPR basics. Subsequently, the control group participated in a 90-min tutor-guided CPR
hands-on-training. The intervention group took part in a 45-min theoretical PBL module followed by 45 min of high
fidelity simulated CPR training. The rate of participants recognizing clinical cardiac arrest followed by sufficiently
performed CPR was the primary outcome parameter of this study. CPR performance was evaluated after the
intervention. In addition, a follow-up evaluation was conducted after 6 months.

Results: 51.9% of the intervention group met the criteria of sufficiently performed CPR as compared to only 12.5%
in the cantrol group on the day of the intervention (p = 0.007). Hands-off-time as a marker for CPR continuity was
significantly less in the intervention group (24.0%) as compared to the control group (28.3%, p =0.007, Hedges' g = 1.55).
At the six-month follow-up, hands-off-time was still significantly lower in the intervention group (23.7% vs. control group:
31.0%, p=0006, Hedges' g = 1.88) but no significant difference in sufficiently performed CPR was detected (intervention
group: 71.4% vs. control group: 54.5%, p = 0.55).

Conclusion: PBL combined with high fidelity simulation training leads to a measurable short-term increase in initiating
sufficient CPR by medical students immediately after training as compared to classical education. At six month post
instruction, these differences remained only partially.

Keywords: Cardiopulmonary resuscitation, Medical students’ education, Problem-based learning, High-fidelity simulation,
Hands-on training, Advanced adult CPR
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Background

Surviving cardiac arrest is dependent upon the quality
and timely initiation of optimal cardiopulmonary resus-
citation (CPR) performed by medical personnel. [1]
However, evidence has accrued that suggest a lack of
knowledge exists amongst health care professionals re-
garding handling these time-critical situations, which
can strongly influence the ultimate outcome for a patient
experiencing cardiac arrest. [2—6] Enhancement in CPR
education for medical students could improve CPR
knowledge, performance, and outcome of CPR per-
formed by later medical physicians. Therefore it seems
to be reasonable to find the optimal way to teach CPR
with a long as possible lasting effect.

Little is known about the most effective way of teach-
ing medical students CPR and the half-life of CPR-skills
after a training session may be briefer than previously
assumed. [7-9] There is evidence to suggest that, higher
self-confidence in performing CPR is associated with
higher quality in basic life support (BLS) as measured
via compression depth, compression frequency and
manual ventilation. [10] Therefore, CPR training fo-
cussed on the acquisition of sustained skills in combin-
ation with improved self-confidence in initiating CPR
may be beneficial.

Classical CPR training methods include theoretical lec-
tures and instructor-guided CPR hands-on-training. In
recent years, CPR simulation manikins have been devel-
oped as a high-fidelity simulation which are increasingly
available in medical students’ education. It is unclear as
to whether or not new training methods and up-to-date
simulation equipment in realistic environments do con-
tribute to improved CPR quality and outcome. [11-14].
Furthermore, it is unclear whether this has a measurable
effect on long-term CPR performance.

Problem based learning (PBL) is an instructional
learner-centered approach that empowers learners to re-
search, integrate theory and practise and apply know-
ledge and skills to develop a viable solution to a defined
problem [15]. This seems to be a promising alternative
to classical instructor-guided CPR-training. There is evi-
dence that graduates of PBL curricula demonstrate
equivalent or superior professional competencies com-
pared with graduates of more traditional curricula [16],
but it is still unclear, if PBL leads to long lasting superior-
ity of theoretically and practically skills, which seems to be
a necessary combination for optimal performed CPR.

This raises the question, whether PBL teaching ap-
proaches combined with up-to-date manikin-technology
make teaching CPR more effective. Furthermore, it is
unclear whether this has a measurable effect on long-
term CPR performance. In the present study we hypoth-
esized, that PBL combined with a high-fidelity CPR
simulation in a realistic environment improves short-
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and long-term CPR skills of medical students as com-
pared to classical CPR-teaching techniques.

Methods

We conducted a prospective, randomised, single-blinded
interventional study involving fourth year medical stu-
dents of the medical school of the University of Muen-
ster, Germany. The study was approved by the ethics
committee of the University of Muenster and the Med-
ical Association of North Rhine-Westfalia (reference-
number 2010-225-f-S). During a week long curricular
anaesthesiology course combined with advanced life sup-
port (ALS) lectures and integrated CPR hands-on train-
ing, the students were randomized into a control and an
intervention group by their matriculation number. Be-
sides being student in the course named above, no spe-
cific inclusion or exclusion criteria were applied. The
intervention and initial data collection took part in De-
cember 2010, data of the follow-up evaluation were col-
lected in June 2011.

For blinding, all participants were informed that they
would participate in a new educational approach, but
neither group knew about the distinct study methods
and purpose, nor about group allocation. In accordance
with the ethic committee approval, information about
the distinct study purpose and written informed consent
was given after completed data collection. To avoid for-
warding of information between students, we conducted
the data collection in parallel in four separate rooms
with four standard CPR manikins (Resusci Anne, Laerdal
Medical GmbH, Puchheim, Germany) at the end of the
course to minimize the risk for unblinding before data
collection was completed. Apart from this, the students
were asked to withhold this information until end of the
data collection process.

A calculation of sample size was not performed, as this
course was a mandatory part of the medical curriculum.

Data collection by questionnaire

An initial paper-based questionnaire for empirical data
collection and assessment of the participants’ self-
perception of personal CPR-skills was completed. A sec-
ond set of questionnaires was completed after the end of
each educational unit, covering the training and time-
dependent self-perception of the students’ CPR-
skills (see Additional file 1). Each question had to be an-
swered using a Likert-scale from 1-worst to 6-best.

Teaching techniques

During the described curricular course, all participants
initially received a 30-min theoretical lecture about ad-
vanced adult CPR according to the ERC guidelines [17].
In the following four days, practical and theoretical
teaching was conducted in groups of six to eight
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students. Each group was allocated to one of four
trained tutors. All tutors were experienced in BLS and
ALS teaching and had been previously instructed in the
PBL-tutorial process according to the PBL guidelines
[18]. The tutors were not blinded and did not participate
in data collection and analysing. To avoid tutor influ-
ence, tutor distribution among intervention and control
group changed daily during the course.

The control group received classical CPR training.
Classical CPR training was defined in this study as two
different hands on advanced CPR scenarios on a stand-
ard CPR (Resusci Anne, Laerdal Medical
GmbH, Puchheim, Germany) in groups of 6 to 8 stu-
dents, each lasting 45 min without further simulated en-
vironment. One tutor was present in each scenario,
initially explained practically aspects and guided the stu-
dents permanently for correct performed CPR. The tutor
was allowed to interrupt the students and directly cor-
rected and explained dubieties and errors. In each group,
every student had to perform hands-on training and a
feedback was given.

Participants in the intervention group first received a
45-min PBL-module followed by a 45-min CPR hands on
training (n=32) or vice versa (n=26). The hands on
training was conducted on a high-fidelity full-scale simula-
tor (SimMan 3G, Fa. Laerdal Medical GmbH, Puchheim).

In the PBL-module, groups of 6 to 8 students had to
solve a standardised advanced adult CPR-case in meet-
ing the criteria for PBL-standard. [18] According to the
PBL-tutorial process, the tutor guided to identifying and
defining the problem and ensured appropriate learning
objectives. Studying and gathering solutions was per-
formed by self study within the group of students using
current literature. Afterwards, results were discussed
and if necessary corrected by the tutor in accordance
with the ERC guidelines.

During the high-fidelity hands on simulator training,
students were obliged to solve an advanced CPR-
situation by reacting on the condition presented by the
high-fidelity manikin. The presented situation was an
asystole patient discovered during ward round. According to
the above mentioned PBL-tutorial process, analysing of the
manikins condition and performing CPR was performed
within the group with the possibility to correct each other. A
tutor introduced and observed the case but was not allowed
to disrupt or guide the participants for correct CPR during
the scenario. To account for a realistic environment the
simulator was placed in a simulated general hospital ward. A
debriefing was done afterwards.

During the practical scenarios, both groups had free
access to a standardized set of airway management
tools and a manual defibrillator (LIFEPAK 10, Physio-
Control, Redmond, USA) without automated feedback
on CPR quality.

manikin
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CPR skill assessment and data collection

Two hours after the training, participants were randomly
divided into pairs. It was ensured that each pair did not
complete the initial training together but had been ran-
domized to the same study-group.

For data collection, four identical patient rooms on a
simulated general hospital ward were equipped with a
CPR-training manikin (Resusci Anne, Laerdal Medical
GmbH, Puchheim) in a cardiac arrest scenario. The par-
ticipants had access to a standardized set of drugs, air-
way management tools and a defibrillator. The time
from entering the room, to first contact, to assessment
and initiation of CPR was documented accordingly using
video recording. The evaluation of the video documenta-
tion concerning specific time points was performed by
an external person having not participated in teaching or
data analysis using a checklist based evaluation protocol.
The manikin data was collected by Laerdal PC SkillReport-
ing System (Fa. Laerdal Medical GmbH, Puchheim). Each
scenario and video-documentation lasted for 5 minutes.

Follow-up

An unannounced follow-up session was conducted six
months later during a regularly scheduled course. The
same scenario as described above was instituted. The in-
vestigators were blinded to participant’s previous group
allocation. Students were again divided into groups of
two that matched the initial study group assignment, but
were different to the first skill assessment.

Evaluation of guideline conform CPR

The primary endpoint “Guideline conform CPR” was de-
fined as initial evaluation of the manikin’s condition, in-
cluding breath control and call for help followed by
sufficient chest compression. Sufficient chest compres-
sion was defined as a sequence of at least ten compres-
sions in a row with a minimum compression depth of
45 mm and a frequency between 90 and 120 compres-
sions per minute.

Besides the primary endpoint, a number of secondary
endpoints were evaluated including hands-off time, and
time from start of the scenario to the first sufficient
chest compression. Other secondary endpoints were
time to first ten sufficient compressions in a row as well
as quality and quantity of ventilation.

Statistical analysis

All data are presented as mean + standard deviation (SD)
or Median and 25%/75% quartiles for non-normally dis-
tributed data. Statistical analysis was performed with
SPSS statistical package (version 20.0; IBM, Armonk,
USA). Normal distribution of data was assessed using a
Kolmogorov-Smirnov-test. Wilcoxon signed-rank test or
Mann-Whitney-U test were used for non-normally
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distributed data as appropriate for comparisons between
or within groups. Student’s t test were used after testing
for normal distribution. Categorical data was analysed by
Chi square test. Effect sizes were calculated as Hedges' g
(bias-corrected standardized mean difference) with
values of 0.2 indicating small and values of (.8 indicating
large effects. [19] A p value < 0.05 was considered statis-
tically significant with Holm-Bonferroni correction for
multiple testing if applicable.

Results

One hundred twelve of 127 fourth year students partici-
pated in the module of the anaesthesiology course and
were enrolled in the study. One hundred eleven
complete sets of questionnaires were returned. Fifty four
students were assigned to the control group and 58 to
the intervention group. Due to a lack in data recording,
3 manikin data sets in the control group and 2 in the
intervention group could only partially be evaluated.

Six month later 50 of the previously enrolled students
participated in the follow-up scenario, of which 22 were
included in the control group follow-up (CFU) and 28 in
the intervention group follow-up (IFU).

Due to the group approach in our study, manikin data
were analysed for each group of two participants. There-
fore, the number of analysed manikin data sets was 27
respectively 29 for the initial data collection and 11 re-
spectively 14 for the follow up.

Participants’ demographical data, previous medical
education, period of time since the last CPR-training
and experience in real-life CPR scenarios were similar
amongst both groups (Table 1).

Compression quality

“Guideline conform CPR” was performed significantly
more in the intervention group as compared to the con-
trol group (51.9% vs. 12.5%, p = 0.007; Fig. 1). During the
follow-up session, no differences in guideline conform

Table 1 Demographic data and previous experience in CPR

Control Intervention
N (Students) 54 58
Age (in years) 249+39 240+26
(ns.)
Gender 37,1% male 32.8% male
62,9% female 67.2% female
last CPR training (in Months) 152+87 13682
(ns.)
Experience in real CPR 27.8% 22.4%
(ns.)
Previous medical education 204% 20.7%
(ns.)

Values are presented as mean +/— SD, percentage of participants or numbers
of participants
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CPR between groups (71.4% vs. 54.5%, p =0.55; Fig. 1)
were found.

The percentage of sufficient compressions meeting the
criteria of at least 45 mm depth and 90—120 bpm showed
no significant difference between the groups in both the
2 h and the follow-up skills assessment (intervention: 42,
9 +34% vs. control: 41,2 +33% p =0.98; [FU: 41,5 + 31%
vs. CFU: 45,1 £37% p =0.93). The number of consecu-
tive sufficient compressions was also not different be-
tween groups (intervention: 13.5(1.9/27.7) vs. control:
8.0(1.3/14.8), p=0.37; IFU: 9.7(3.6/21.1) vs. CFU:
8.6(3.6/25.1), p = 0.99; Table 2).

The intervention group had a significantly lower per-
centage of interruptions during CPR (hands off time
24.0(23.0/26.7)% vs. 28.3(24.3/31.7)% p = 0.007, g= 1.55).
This was reproduced during the follow-up (IFU:
23.7(19.3/26.6)% vs. CEU: 31.0(25.0/33.7)% p = 0.006, g =
1.88; Fig. 2a). There was no difference between the
groups regarding the time to first sufficient compression
in the skills assessment (41.2(33.0/53.5)sec. vs. 32.6(21.4/
77.7)sec., p = 0.12) and follow-up (41.2(33.8/57.0)sec. vs.
38.4(31.6/120.7)sec., p = 0.85; Fig. 2b).

The intervention group reached the target of first ten
consecutive sufficient compressions significantly faster
than the control group (52.3(39.3/72.8)sec. vs. 109.6(42.6/
158.2)sec., p = 0.03; Fig. 2¢). This difference was not repli-
cated during the follow-up session (IFU: 46.9(40.6/103.5)
sec.; CFU: 43.0(34.5/59.8)sec., p = 0.52).

The mean compression frequency tended to be non-
significantly higher in the control group (intervention:
112(105/125)bpm vs. control: 125(104.5/133)bpm, p =
0.17), with the intervention group being closer to the
recommended frequency of 100/min. During the follow-
up, no difference between groups was revealed (IFU:
118(97/120)bpm vs. CFU: 114(102/128)bpm, p=0.52).
Compression depth at skill-assessment and follow-up
were similar (intervention: 44 + 8 mm vs. control 43 + 9
mm, p =0.56; [FU: 44 + 8mm vs. CFU: 44 + 11 mm, p =
0.88; Table 2).

Ventilation quality

Both groups tended to administer a lower ventilation
rate than recommended by the ERC guidelines. The
highest rate of ventilations per minute (VPM) was mea-
sured in the control group (control: 3.9 + 0.9 VPM, inter-
vention: 2.8+ 0.8 VPM, p=0.001; IFU: 2.7 + 1.0 VPM,
CFU: 32+1.0 VPM, p=0.7) with ongoing significant
difference compared to CFU (p=0.03; Fig. 3a). In the
intervention group, the compression breaks for ventila-
tion tended to be shorter (4.4(3.8/5.4)sec. vs. 5.3(4.5/6.1)
sec., p=0.14) and were significantly shorter during the
follow-up (IFU: 4.4(3.8/4.8) sec. vs. CFU: 5.1(4.9/5.9)
sec, p=0.05; Fig. 3b). The percentage of ventilations
with a sufficient air-flow showed no difference between
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Guideline conform CPR

Fig. 1 Percentage of ERC-Guideline conform CPR. Intervention vs. control group (Intervention group 28 out of 54, 51.9%; control group 6 out of

80
60 *
32 40
20
0
I intervention group
[ control group
[ intervention group follow up
[ control group follow up
48, 12.5%), Follow-up after six months (Intervention group 20 out of 28, 71.4%; control 12 out of 22, 54.5%); (* = p < 0.05)

groups (intervention:  23.2(0/35.2)% vs. control:
29.0(13.2/40.7)%, p = 0.37; IFU: 19.4(3.4/25.0)% vs. CFU:
15.9(0/36.4)%, p =0.73; Fig. 3c). The mean tidal volume
was significantly lower in the intervention group (186 +
155 ml vs. 275 + 115 ml, p =0.03). The follow-up showed
no difference between intervention and control group
(169 + 97 ml vs. 150 + 141 ml, p = 0.539 Fig. 3d).

Self-assessment by questionnaire

All students sensed the CPR-algorithm as taught com-
pletely and memorably after the training, irrespectively
of the teaching technique they participated in (interven-
tion: 5.3 £ 0.8 vs. control: 5.4 £ 0.8, p = 0.36).

After the training, self-assessment of CPR-competence
increased (intervention: 2.7 + 1.0 vs. 4.1 +0.7, p <0.001;
control: 2.7 + 1.0 vs. 4.0+ 0.9, p < 0.001; Fig. 4a), with no
difference between groups. Students in the control group
estimated their threshold reduction to perform CPR

Table 2 Compression times and compression quality

significantly higher (intervention: 4.3 +1.5 vs. control:
5.1+ 1.1, p <0.001; Fig. 4b). Also the self-estimated im-
provement in CPR abilities due to the training (interven-
tion: 4.6 + 1.4 vs. control: 54 +0.9, p<0.001; Fig. 4b)
and the estimated effectiveness of the teaching technique
(intervention: 5.0+ 1.0 vs. control: 5.6 +0.8, p<0.001;
Fig. 4b) were higher in the control group.

Discussion

The aim of the study was to investigate, whether PBL
combined with high-fidelity full-scale simulator training
improve short- and long-term CPR skills, according to
the ERC/ILCOR guidelines, compared to a classical,
hands on tutor-guided CPR training. Our data demon-
strate that students in the high-fidelity simulated inter-
vention group were more often able to perform
sufficient guideline conform CPR compared to the con-
trol students. After 6 months, there were still favorable

intervention group

control group

intervention follow-up  control follow-up

Compression frequency (bpm) 112(105/125) 125(104.5/133) (p=0,17) 118(97/120) 114(102/128) (p =0.525)
Compression depth (mm) 439+18 428+19 (p=0558) 443+8 439+ 11 (p=0.880)
Hands-off time (%) 240(23.0/26.7) 283(24.3/31.7) (p=0007)  23.7(19.3/266) 31.0(25.0/33.7) (p=0.006)
Sufficient compressions (%) 429+34 412+33 (p =0984) 415+31 451 +37 (p=0.928)
Sufficient compressions in a row 135(1.9/27.7) 8.0(1.3/14.8) (p=037) 9.7(36/21.1) 86(3.6/25.1) (p=0.99)
Time to first sufficient compression (sec.) 412(33.0/53.5) 326(21.4/777) (p=0.12) 412(338/570) 384(31.6/120.7) (p=085)
Time to first 10 sufficient compressions (sec.)  52.3(39.3/72.8) 109.6(42.6/1582) (p=003) 469(406/103.5) 43.0(34.5/59.8) (p=0.52)

Values are presented as mean +/— SD or median and (25/75) quartiles
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Fig. 2 Compression quality. a Percentage of hands off time during
treatment (intervention group 24.0(23.0/26.7)%, centrol group
28.3(24.3/31.7)%;Follow-up: intervention group 23.7(19.3/26.6)%,
control group 31.0(25.0/33.7)%) b Time from beginning to first
sufficient compression (intervention group 41.2(33.0/53.5)sec,
control group 32.6(21.4/77.7)sec,; Follow-up: intervention group
41.2(338/57.0)sec, control group 384(31.6/120.7)sec.) ¢ Time from
beginning to first ten sufficient compressions in a row (intervention
group 52.3(39.3/72.8)sec,, control group 109.6(42.6/158.2)sec.; Follow-
up: intervention group 46.9(40.6/103.5)sec, control group
43.0(34.5/598)sec); (*=p < 0.05)
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effects of the interventional teaching approach but with-
out significant differences in the primary endpoint.

The primary purpose of performing CPR is the mainten-
ance of cerebral blood flow, as emphasized by the ERC
guidelines, which changed the chest compression/ventila-
tion ratio from 15/2 to 30/2 in adults in 2005. [20, 21]
The 2010 and 2015 guideline-revisions underline the im-
portance of minimal interruptions, sufficient depth and
frequency of compressions. [22] Former investigations
studying CPR education and subsequent quality used sin-
gle endpoints such as compression depth or frequency.
[23, 24] In contrast, we used “Guideline conforming CPR”
as a more comprehensive definition of successful CPR as
the study’s primary endpoint.

To represent this, a holistic approach of evaluating the
CPR guidelines’ requirements of compression quality is
reasonable to determine between sufficient and insuffi-
cient CPR.

Kern et al. showed, that every interruption of chest
compressions leads to an immediate loss of coronary
perfusion pressure and that approximately five to ten
successfully performed compressions in a row are neces-
sary to re-establish the pressure to previous levels. [25]
Hence, only high quality compressions without interrup-
tions can be rated as a potential benefit. Furthermore, to
ensure that the participant was aware of the patient’s
condition and to make our results more applicable to
real CPR situations, we hypothesized, that without per-
forming a prior diagnostic bloc, CPR in an artificial sce-
nario cannot be considered successful.

In meeting the requirement of patient evaluation
followed by correctly indicated sufficient chest compres-
sions as primary endpoint, the intervention group out-
performed the control group fourfold (51.9% vs. 12.5%).
This difference was not carried forward to the folow up
measurement, where both groups reached similar im-
proved results.

The short term superiority of the intervention group
may be explained by the PBL-tutorial process, which
was shown in a retrospective study on CPR-education of
nurses. [26] The combination of theoretical and practical
PBL-process, with peer guidance and self-developed
problem solution may lead to better results in a situ-
ation, where theoretically and practically skills are cru-
cial. Evaluating the improved performances in both
groups in the follow up scenario, we cannot conclude,
that the short term superiority of the PBL-process can
be responsible for long lasting effects. Due to the also
improved results in the control group, we cannot ex-
clude, that a highly motivation in medical students for
reaching a good CPR-performance after the first training
may lead to the good overall results in both groups.

Another important factor of patient’s survival and
neurological outcome [1], is the establishment of
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Fig. 3 Ventilation quality. a Mean ventilations per minute (intervention group 2.8 £0.8 min~ ' control group 3.9 £09 min~"; Follow-up:
intervention 2.7+ 1.0 min~ ', control group 32+ 1.0min "} b Mean compression pause for ventilation (intervention group 44(3.8/54)sec, control
group 5.3(4.5/6.1)sec, Follow-up: intervention 4.4(3.8/4.8)sec, control group 5.1(4.9/5.9)sec.) ¢ Percentage of accurate ventilations (intervention
group 23.2(0/35.2%)%,control group 29.0(13.2/40.7)%; Follow-up: intervention 194(3.4/25.0)%, control group 15.9(0/36.4)%) d Mean ventilation
tidal volume (intervention group 185+ 155 ml, control group 275 £ 115 ml; Fellow-up: intervention 169+ 97 ml, control group

sufficient perfusion pressure and blood flow during CPR
as early as possible. This was reached 57 s faster in the
intervention group from the beginning of the scenario
until the first ten sufficient cardio compressions per-
formed in a row.

It is well known, that a delay of the initiation of
CPR treatment in a cardiac arrest situation reduces
the chance of survival and the outcome of the pa-
tient. [27-29] Higher self-confidence of physicians re-
garding their abilities and optimal training-methods
may lead to a more self-confident behaviour and thus
to a faster evaluation of cardiac arrest, followed by a
faster initiation of CPR. This was supported by re-
search performed by Verplancke et al, who found im-
proved compression and ventilation skills in more
self-confident trainees. [10]

In self assessment, both groups in our study estimated
their CPR-abilities after the training to be significantly
higher compared to the initial evaluation, with no differ-
ences between the groups. Despite this, the control
group reported a significantly higher self-confidence by
estimating their inhibition threshold reduction in per-
forming CPR, as well as the increase of their own CPR-
abilities and the competence of the teaching technique
they fulfilled. Comparing the higher self-confidence with
the less effective performed CPR in the control group
contrast to the findings of Verplancke et al.. This may be
explained by a phenomenon termed illusory superiority,
a well-known effect where a lack of knowledge leads to
overestimation of competence. [30] It is assumable that
a more realistic environment and a teaching technique
closer to the needs of real performed CPR leads to a
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more realistic self-assessment in the intervention group,
whereas the control group overestimated their abilities
due to a lack of knowledge.

Beside initiating CPR, limiting interruptions during
CPR is crucial for maintaining blood flow. As empha-
sized by the ERC-guidelines [22] and Kern et al. [25],
hands-off time is an important component for maintain-
ing blood flow. Compared to an evaluation of profes-
sional first responders [31], both groups in our study
maintained a more continuously chest compression
shown by lower percentage of hands off time, where the
intervention group with 24% outperformed the control
group significantly.

Some other particular target values of sufficient CPR
showed relevant differences between both groups.

The guidelines recommend a rate of approximately
100 compressions per minute without exceeding 120
bpm. [22] A recently published meta-analysis reported
beneficial compression rates of 85-120 bpm but with a
reduced survival in exceeding 120bpm. [32] Based on
this, all compressions between 90 and 120 bpm were de-
fined in our study as successful. The intervention group
reached this goal while students in the control group
performed chest compressions at a frequency of approxi-
mately 121 bpm (median 125 bpm).

The compression depth reached an average of 43.7
mm over all groups and therewith was lower than the
guideline’s requirements [22] but within the range of
40.3 to 55.3 mm, which showed the maximum survival
in a recently published study. [33]

In both groups, we found a serious lack of ventilation
frequency and ventilation volume compared to the rec-
ommendations. [22] Other works evaluating medical
students and health care professionals performance on
CPR-manikins showed similar results of low ventilation
frequency and volume. [24, 34] Several theories might
explain these results: Sufficient ventilation could be a
difficult goal to achieve for the untrained and airway
management skills are obviously more advanced than
the skills needed for delivering adequate chest com-
pressions. These findings might also be a result of
observed little efforts by the trainees to optimize venti-
lation, possibly caused by the guideline related strong
focus placed on performing adequate chest compres-
sion and minimizing hands-off time. This theory is sup-
ported by results of Jones et al, who showed an
increase in compression frequency in 2010 CPR guide-
line educated students as compared to 2005 guideline
educated students. [35]

Therefore, despite the undoubted necessity of ad-
equate chest compression, the teaching of airway man-
agement in CPR-situations for health care professionals
should not be neglected.

In contrast to previously published results showing no
difference in long-term retention of theoretical CPR
knowledge between traditional and high-fidelity educated
students [13], our work demonstrated after 6 month some
relevant differences in solitary measurements. The follow
up still reveals a significantly lower hands-off time and a
reduced compression pause for ventilation in the



Originalarbeiten

69

Berger et al. BMC Medical Education (2019) 19:180

interventional group. However, the initial significant dif-
ference between groups in time to achieve the first ten
sufficient compressions was not carried forward to the fol-
low up, due to an improvement in the control group. The
improvement of particular endpoints after 6 month in the
control group may lead to a loss of measurable differences
between the two analysed teaching techniques which is
maybe explained by a over representation of highly moti-
vated and skilled students during the follow up.

Limitations
Different learning experiences among the participants
during the 6 months before the unannounced follow-up
evaluation were not measured. Further, according to the
university regulations, the follow-up took place during a
voluntary anaesthesiology course, where only 45% of the
initial participants took part. This may have led to a se-
lection bias with an over representation of highly moti-
vated and above average skilled students in both groups.
Further, to maintain a maximum of blinding, we tested
multiple students at the same time with the same CPR-
scenario in four rooms, while others were still in course
core lectures. We cannot exclude communication be-
tween already tested and still to be tested students dur-
ing data collection.

Conclusion

Our study shows that even directly after an intensive
CPR training, the guideline requirements on CPR are
hard to achieve.

Hence, the best possible learning strategy should include
a broad expertise with a significant emphasis on long-
term skill retention. PBL combined with a high-fidelity
CPR-training leads to a measurable short-term increase in
initiating sufficient CPR, with some long-lasting effects. In
contrast, the classical education leads to an overestimation
in self-confidence most likely owing to a lack of know-
ledge, which seems to be crucial to avoid.

Therefore, a periodic self-guided training, which can
be achieved using high-fidelity CPR-manikins appears to
be a promising way to reach the aim of maintaining per-
sistent sufficient CPR skills and should be implemented
in every medical student’s training.

Additional file

Additional file 1: Self-assessment by questionnaire. Initial self-
assessment by questionnaire for empirical data collection and self-
perception of personal CPR-skills followed by a second set of question-
naires covering the training and time-dependent self-perception of the
students’ CPR-skills. (DOC 28 kb)
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2.5 Originalarbeit 5: Echokardiografische Evaluation der rechtsventrikularen
Funktion im SARS-CoV-2 ARDS

Asgarpur G, Treskatsch S, Angermair S, Danassis M, Nothnagel AM, Toepper C, Trauzeddel
RF, Nordine M, Heeschen J, Al-Chehadeh A, Landmesser U, Sander LE, Kurth F, Berger C.
Echocardiographic Evaluation of Right Ventricular (RV) Performance over Time in COVID-19-
Associated ARDS-A Prospective Observational Study. J Clin Med. 2021 May 1;10(9):1944.
doi: 10.3390/jcm10091944.

Ziel dieser prospektiv durchgefuhrten Arbeit war es, die rechtsventrikulare Funktion bei
intensivmedizinisch behandelten Patient*innen im SARS-CoV-2 assoziiertem akutem
Lungenversagen (ARDS — acute respiratory distress syndrome) mittels transthorakaler
Echokardiografie (TTE) sowohl in der Initialphase als auch im Verlauf der Erkrankung zu

untersuchen.

Im ,klassischen® nicht SARS-CoV-2 assoziierten ARDS kann, mdglicherweise ausgeldst durch
eine hypoxisch-pulmonale Vasokonstriktion und auch beatmungsassoziiert, zusatzlich eine
rechtsventrikulare (RV) Dysfunktion auftreten und den Verlauf der Erkrankung negativ
beeinflussen [117, 118]. Sowohl beim klassischen ARDS als auch beim viralen SARS-CoV-2
ARDS steht eine Schadigung des Endothels und tberschieende Inflammationsreaktion als
Pathomechanismus im Fokus, welche aber im Signalweg und Auspragung einzelner
Inflammationsreaktionen maglicherweise unterschiedlich ablauft [119, 120]. In der Initialphase
der SARS-CoV-2 Pandemie war es unklar, ob das SARS-CoV-2 ARDS demnach zu einer
veranderten Beeinflussung des pulmonalen Widerstandes und der RV-Funktion fuhrt und ob
die RV-Funktion einen moglichen Risikofaktor darstellt oder auch ein Ansatzpunkt fir einen
potentiellen Verlaufsparameter der Erkrankung bzw. der Steuerung therapeutischer
MaRnahmen sein kann. Zum Evaluieren der RV-Funktion steht die TTE als risikoarmes, nicht
invasives Verfahren bettseitig zur Verfligung und hat schon in frilhere Arbeiten im ARDS
gezeigt, dass sie in der Lage ist die RV-Funktion adaquat zu Monitoren und auch zur
Risikopradiktion beizutragen [118, 121, 122].

Um erste Erkenntnisse Uber die RV Funktion im SARS-CoV-2 ARDS zu erlangen wurden
daher in der ersten Infektionswelle behandelte Patient*innen mittels TTE sowohl in den ersten
Tagen der intensivmedizinischen Behandlung als auch im Verlauf der zweiten
Behandlungswoche auf der Intensivstation untersucht. Die Evaluation der systolische RV-
Parameter (TAPSE, RV-FAC) zeigten sowohl zum friihen als auch zum spaten Messzeitpunkt

eine normwertige Funktion. Das Verhaltnis der Weite des RV im Verhéltnis zum LV (RV/LV-
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Ratio), als Surrogatparameter der RV-Druckbelastung, zeigte ebenfalls Giber alle Messungen
einen nur geringgradigen Anstieg Gber dem Normalwert von 0,6. Zur Analyse der Abhangigkeit
der Ergebnisse vom Schweregrad des ARDS wurde die RV/LV-Ratio im Verhaltnis zum
Pa0O2/FiO2-Quotienten ausgewertet. Hier zeigte sich bei den initialen Messungen keine
Korrelation, wohingegen in den Verlaufsmessungen eine Korrelation einer héheren RV/LV-

Ratio mit einem niedrigerem PaO2/FiO2-Quotienten festgestellt wurde.

Zusammenfassend kann daher gesagt werden, dass diese Arbeit Hinweise liefert, dass es in
den ersten Tagen der intensivmedizinischen Behandlung des SARS-CoV-2 ARDS zu keiner
relevanten RV Dilatation mit Anstieg der RV/LV-Ratio kommt, sich aber im Erkrankungsverlauf
nach Uber einer Woche intensivmedizinischer Behandlung bei den bis dahin Uberlebenden
eine Tendenz zu héherer RV/LV-Ratio bei schwererem ARDS zeigt. Darlber hinaus war die
systolische RV-Funktion zu allen Messzeitpunkten erhalten, so dass hier innerhalb des

Messzeitraumes kein SARS-CoV-2 assoziiertes RV-Versagen detektiert wurde.
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Abstract: (1) Background: To evaluate time-dependent right ventricular (RV) performance in patients
with COVID-19-associated acute respiratory distress syndrome (ARDS) undergoing intensive care
(ICU) treatment. (2) Methods: This prospective observational study included 21 ICU patients with
COVID-19-associated ARDS in a university hospital in 2020 (first wave). Patients were evaluated by
transthoracic echocardiography at an early (EE) and late (LE) stage of disease. Echocardiographic
parameters describing RV size and function as well as RV size in correlation to P30, /F;0» ratio
were assessed in survivors and nonsurvivors. (3) Results: Echocardiographic RV parameters were
within normal range and not significantly different between EE and LE. Comparing survivors and
nonsurvivors revealed no differences in RV performance at EE. Linear regression analysis did not
show a correlation between RV size and P;0,/F;O; ratio over all measurements. Analysing EE and
LE separately showed a significant increase in RV size correlated to a lower P,O, /F;0; ratio at a later
stage of COVID-19 ARDS. (4) Conclusion: The present study reveals neither a severe RV dilatation
nor an impairment of systolic RV function during the initial course of COVID-19-associated ARDS. A
trend towards an increase in RV size in correlation with ARDS severity in the second week after ICU

admission was observed.

Keywords: COVID-19; transthoracic echocardiography; RV function; ARDS; intensive care

1. Introduction

The 2019 Coronavirus disease (COVID-19) caused by the novel SARS Coronavirus
2 (SARS-CoV-2) is responsible for a global pandemic, infecting millions of people world-
wide. In certain cases, a fulminant SARS-CoV-2 infection led to severe acute respiratory
distress syndrome (ARDS), as well affecting other organ systems, such as the nervous and
the cardiovascular system [1,2]. The incidence of hospitalized patients with COVID-19
developing ARDS is approximately 33% [3] and is associated with poor clinical outcome
and a high mortality rate, reaching up to 45% according to recent research [4].

J. Clin. Med. 2021, 10, 1944. https://doi.org/10.3390/jcm10091944
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The pathophysiology of non-COVID-associated ARDS has been described as an increased
permeability to liquid, protein and cellular compounds across the lung endothelium, leading to
interstitial edema, which further translocate across the alveolar barrier into the alveolar space,
impairing oxygenation [5]. The resulting hypoxemia caused by a ventilation-to-perfusion
mismatch as well as right-to-left intrapulmonary shunting provokes compensatory hypoxic
pulmonary vasoconstriction (HPV) with consecutive pulmonary hypertension and increased
afterload, leading to right ventricular (RV) impairment or failure [6,7]. Non-COVID ARDS-
associated RV failure is associated with a mortality rate of up to 60-70% [2,6,8].

Virus-associated RV impairment has been documented during the outbreak of HIN1
in 2009 [9]. However, in contrast to the pathophysiological course of non-COVID ARDS,
early experiences with COVID-19-associated ARDS raised the suspicion for a loss of pul-
monary vascular tone. Therapeutic strategies aiming to dilate alveolar pulmonary vessels
in the area of alveoli still participating in gas exchange in order to improve gas exchange,
with for example, inhaled nitric oxide, were found to be not as clinically effective as
deemed [10]. Thus, we hypothesized that hypoxemia in COVID-19-associated ARDS may
present as a different hemodynamic phenotype without increases in afterload, thus im-
pairing RV performance. To investigate this hypothesis, we evaluated time-dependent RV
performance in COVID-19-associated ARDS intensive care (ICU) patients using transtho-
racic echocardiography (TTE) as a noninvasive diagnostic and readily available bedside
tool [7,8].

2. Materials and Methods

For evaluating the impact of COVID-19 ARDS on RV performance, we conducted a
monocenter prospective observational study at the department of anesthesiology and inten-
sive care medicine, Campus Benjamin Franklin, Charité—Universititsmedizin Berlin. This
study was constituted as a substudy of the PA-COVID-19 trial [11], approved by Charité’s
Ethics committee (EA2/066/20). Informed consent was obtained from all participants
or their authorized representative. The trial was registered with the following number
DRKS00021688 on 13 May 2020 (WHO International Clinical Trials Registry Platform).

Adult patients with positive SARS-CoV-2 polymerase chain reaction (PCR) testing
admitted to our intensive care unit (ICU) requiring treatment due to COVID-19 ARDS
in accordance with the Berlin Definition [4] were included in this study during the first
wave in Germany in 2020. Patients with a palliative approach to therapy were excluded.
All participants were scheduled for an early TTE evaluation (EE) of RV performance
within the first week of ICU treatment. For evaluating a possible time-dependent impact
on RV performance, an additional “late” transthoracic echocardiography (LE) was con-
ducted in the second week after ICU admission. All TTE examinations were performed by
echocardiography-trained ICU practitioners according to national standards [12] and actual
guidelines [13]. For evaluation of RV performance, the 2-dimensional apical-4-chamber
(A4C) or subcostal 4-chamber view (SC4C) were obtained using a VIVID S60 ultrasound
system (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). The following parameters were analyzed us-
ing EchoPac (GE Healthcare, Chicago, USA) according to recent guidelines: RV medial
diameter (RVMD), RV end diastolic area index (RVEDAI), RV /LV medial diameter ratio
(RLDR), RV/LV area ratio (RLAR), tricuspid annular plain systolic excursion (TAPSE) and
RV fractional area change (RFAC) [13].

Demographic, morphometric, laboratory, respiratory/ventilatory and hemodynamic
data were obtained from two patient data management systems (COPRA System GmbH,
Sasbachwalden, Germany and SAP AG, Walldorf, Germany) at two time points: EE and
LE. All data are available on demand.

Descriptive analyses and statistical testing were performed using IBM SPSS Statistics
(version 25; IBM, Armonk, NY, USA) with a p-value below 0.05 regarded as significant.
Unless otherwise stated, all data are presented as median and interquartile range (IQR).
Statistical significance among groups was analyzed by the exact nonparametric Mann—
Whitney U test or Wilcoxon single rank test. Exact chi-square tests were used for qualitative
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data. Linear regression (1?) was calculated to detect correlations between parameters
describing RV performance and oxygenation index as surrogate for ARDS severity. All
tests should be understood as constituting explorative analysis, and no adjustment for
multiple testing was performed.

3. Results

Between March and May 2020, 28 patients were assessed for eligibility. Twenty-one
patients were included in this study, while six did not meet inclusion criteria (no ARDS
according to Berlin definition), and one patient was transferred to a different ICU after
initial evaluation (Figure 1).

Enrollment ‘ Assessed for eligibility (n = 28)

Excluded (n=7)
+ Not meeting inclusion criteria (n = 6)
+ Other reasons (n=1)

»

[LJ Allocated to EE (n = 21)

+ Received EE (n = 21)
+ Did not receive allocated evaluation (n = 0)

L]
LE Allocated to LE (n = 21)
+ Received LE (n = 15)
+ Did not receive allocated evaluation (n =6)

Impossibility to obtain adequate echocardiographic
views

Analysis Analysis for EE (n = 21)
Analysis for LE (n = 15) due to impossibility to

adequately perform all measurements

Figure 1. Consort flow diagram.

Median (IQR) age of all included patients was 68 (59/76) years with a body mass
index (BMI) of 27.8 (24.0/31.8) kg/m2 and a gender distribution of 9/12 (female/male).
Seven out of 21 patients died, accounting for a mortality rate of 33%. Median time from
ICU admission to death was 20 (12/30) days. Detailed morphometric and demographic
data of survivors and nonsurvivors at ICU admission are presented in Table 1. Except for
hyperlipoproteinemia (HLP), which found was more amongst nonsurvivors (survivors
7%, nonsurvivors 43%; p = 0.007), both groups exhibited comparable age, gender, BMI
and comorbidities (for detailed and patient individual information for comorbidities, see
Supplementary Table S1). Laboratory parameters at ICU admission showed no differences
between survivors and nonsurvivors (Supplemental Table S2).

Table 1. Survivor and nonsurvivor demographic data and medical history at intensive care unit

(ICU) admission.

Survivor Nonsurvivor
n=14 n="7 r
Age (years) 70 (57/76) 68 (62/79) 0.36
Gender (female/male) 7/7 2/5 0.076
BMI {kg/mz) 28.2 (23.0/31.7) 27.0 (26.1/34.0) 0.799

History of
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Table 1. Cont.

Survivor Nonsurvivor

n=714 n=7 P

CAD 3(21% 0 (0%) na.
AHT 8 (57%) 3 (43%) 0.280
HF 0 (0%) 1(14%) n.a.
corD 1(7%) 1(14%) 0.445
IDDM 1(7%) 0 (0%) n.a.
NIDDM 2 (14%) 1(14%) 1.0
CKD 1(7%) 1(14%) 0.445
CLD 0 (0%) 0 (0%) n.a.
HLP 1(7%) 3 (43%) 0.007
PVD 1(7%) 0 (0%) n.a.

BMI: body mass index; CAD: coronary artery disease; AHT: arterial hypertension; HF: heart failure; COPD: chronic
obstructive pulmonary disease; IDDM: inSulilPdE‘per\dE'nt diabetes mellitus; NIDDM: nuwinSulinfdependent
diabetes mellitus; CKD: chronic kidney disease; CLD: chronic liver disease; HLP: hyperlipoproteinemia; PVD:
peripheral vascular disease.

Increased APACHE IT and SAPS Il scores at ICU admission depict an increased disease
severity in nonsurvivors despite comparable ratios of arterial partial pressure of oxygen to
fraction of inspired oxygen (P02 /F;02) (Table 2).

Table 2. Survivor and nonsurvivor medical conditions at ICU admission.

Survivor Nonsurvivor
n=14 n=7 P
P,O;/FO; ratio 126 (98/163) 142 (81/173) 1.00
NIV /TV 3/11 1/6 0.445
SOFA 5(4/11) 10(7/12) 0.197
APACHEII 15 (7/19) 21 (11/30) 0.031
SAPSTI 31 (22/44) 64 (30/71) 0.02

P,0,: arterial partial pressure of oxygen, F,O,: fraction of inspired oxygen, NIV: noninvasive ventilation, IV:
invasive ventilation, SOFA: Sequential Organ Failure Assessment, APACHE: Acute Physiology And Chronic
Health Evaluation, SAPS: Simplified Acute Physiology Score.

Seventeen out of 21 patients (81%) required invasive mechanical ventilation at ICU
admission (survivors: 71 = 11; nonsurvivors i1 = 6) (Table 2), and nearly all patients had
bacterial superinfections during ICU treatment (Supplementry Table 52). Time from ICU
admission to EE was 1.7 (0.4/3.7) days and 11.0 (7.9/12.8) days to LE. No patient died before
the LE examination. Clinical conditions were comparable between EE and LE (Table 3)
as well as between survivors and nonsurvivors at EE (Table 4). Computer tomography
(CT) confirmed segmental pulmonary embolism (PE) in 5 of 21 (24%) patients during the
observation period without significant differences between survivors (1 = 3; 21%) and
nonsurvivors (1 = 2; 29%) (p = 0.717).

Table 3. Scores, respiratory/ventilatory and hemodynamic data obtained at EE and LE echocardiographic examination.

EE LE No. of Patients
P,O, /F;0, ratio 203 (138/269) 166 (138/273) 0.570 21/15
Invasive Ventilation
AP [mbar] 10.0 (9.5/14) 10.0 (8.5/15.0) 0.929 17/14
PEEP [mbar] 14.0 (10.0/16.0) 14.0 (12.3/15.3) 0.330 17/14
TV [mL/kg] 58(54/6.5) 59(4.6/7.1) 0.859 17/14
PaCO2 [mbar] 38 (34/46) 39 (32/46) 0.776 21/15
MAP [mmHg] 70 (65/85) 70 (70/85) 0.653 21/15
HR [BPM] 82 (72/93) 78 (74/103) 0.233 21/15
Norepinephrine [ug/kg/min] 0.05 (0.0/0.17) 0.02 (0.00/0.08) 0.054 21/15
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Table 3. Cont.

EE

LE p No. of Patients
APACHE I 23 (18/28) 28 (21/34) 0.100 21/15
SOFA 9(4/12) 10 (8/12) 0.059 21/15
SAPS I 40 (37/61) 58 (41/73) 0.139 21/15

P,0s: arterial partial pressure of oxygen, FiO»: fraction of inspired oxygen, AP: change in mechanical respiratory pressure, PEEP: positive
end expiratory pressure, TV: tidal volume, MAP: mean arterial pressure, HR: heart rate, SOFA: Sequential Organ Failure Assessment,
APACHE: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation, SAPS: Simplified Acute Physiology Score.

Table 4. Respiratory/ventilator, hemodynamic data, and clinical scores at EE for survivors and nonsurvivors.

Survivors Nonsurvivors P No. of Patients

P,0, /F;O, ratio 177 (128/256) 238 (148/283) 0.535 14/7
Invasive Ventilation

AP [mbar] 11(9/14) 10 (10/15) 0.961 11/6
PEEP [mbar] 14 (10/15) 16 (13/17) 0.256 11/6
TV [mL/kg] 6.0 (5.4/6.9) 5.6(5.1/6.8) 0.428 11/6
PaCO2 [mbar] 36 (31/41) 48 (37.0/50.0) 0.036 14/7
MAP [mmHg] 73 (65/85) 70 (65/85) 0.799 14/7
HR [BPM] 81 (70/91) 90 (72/95) 0.360 14/7
Norepinephrine [ug/kg/min] 0.04 (0.0/0.13) 0.13 (0.0/0.22) 0.360 14/7
APACHE II 20(17/27) 28 (21/29) 0.197 14/7
SOFA 8(4/11) 10 (6/12) 0.172 14/7
SAPS I 40 (36/55) 56 (38/65) 0.287 14/7

P,O;: arterial partial pressure of oxygen, F,O,: fraction of inspired oxygen, AP: driving pressure, PEEP: positive end expiratory pressure,
TV: tidal volume, MAP: mean arterial pressure, HR: heart rate, SOFA: Sequential Organ Failure Assessment, APACHE: Acute Physiology
And Chronic Health Evaluation, SAPS: Simplified Acute Physiology Score.

Echocardiographic parameters evaluating RV size (RVMD, RVEDAI, RLDR, RLAR)
and systolic function (TAPSE, RFAC) were not significantly different between both time
points (Table 5). Comparing survivors with nonsurvivors also revealed no differences in
RV performance parameters at EE (Table 6). Paradoxical movement of the interventricular
septum (IVS) was observed in only one patient at EE.

Table 5. TTE evaluated parameters for right ventricular function at EE and LE.

EE LE P No. of Patients
RVMD [mm] 30 (28/37) 32(29/37) 0.724 21/15
RVEDAI 11.6 (9.8/13.0) 12.4 (10.8/13.5) 0.820 20/15
RLDR 0.70 (0.63/0.84) 0.72 (0.67/0.81) 0.570 21/15
RLAR 0.68 (0.57/0.77) 0.68 (0.54/0.73) 0.191 20/15
TAPSE [mm] 22(19/26) 24(21/27) 0.345 19/15
RFAC [%] 0.35 (0.30/0.44) 36.0 (32.9/39.7) 0.650 20/15

RVMD: right ventricular medial diameter, RVEDAiI: RV enddiastolic area index, RLDR: RV/LV diameter ratio,
RLAR: RV/LV area ratio, TAPSE: tricuspid annular plain systolic excursion, RFAC: RV fractional area change.

Table 6. TTE evaluated parameters for right ventricular function, survivors compared to nonsurvivors

at EE.
Survivors Nonsurvivors P No. of Patients

RVMD [mm] 31(29/37) 28 (25/39) 0.360 14/7
RVEDAI 12.0(10.0/14.2) 10.7 (9.7/12.5) 0.397 14/6

RLDR 0.69 (0.63/0.81) 0.73 (0.62/0.89) 0.689 14/7

RLAR 0.68 (0.54/0.77) 0.68 (0.61/0.84) 0.602 14/6

TAPSE [mm] 23(20/26) 21 (19/25) 0.579 13/6
RFAC [%] 35(32/41) 36 (25/47) 0.779 14/6

RVMD: right ventricular medial diameter, RVEDAI: RV enddiastolic area index, RLDR: RV/LV diameter ratio,
RLAR: RV/LV area ratio, TAPSE: tricuspid annular plain systolic excursion, RFAC: RV fractional area change.
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Linear regression analysis including all echocardiographic measurements did not de-
tect a correlation between RV size and P,O7/F;O; ratio (RLDR: % = 0.000, p=0.907; RLAR:
2 =0.02, p = 0.466) (Figure 2a). Separate evaluation of time-dependent RV performance
also found no correlation between RV size and P,0,/F;O, ratio at EE (RLDR: 12 _ 0.149, p
=0.084; RLAR: 12 = 0.002, p = 0.835) (Figure 2b). Nevertheless, a trend towards a slight,
though significant increase in RV size associated with a decreased P,O,/F;O; ratio became
noticeable in the second week of ICU treatment at LE (RLDR: 2=027, p=0.047; RLAR: 2
=0.168, p = 0.129) (Figure 2c).

Figure 2. Cont.
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Figure 2. (a): Linear regression of RV/LV ratio (RLAR = red; RLDR = blue) and pO;/F;O; ratio; All measurements (RLDR:
12 = 0.000, RLAR: 2 = 0.02); (b): Linear regression of RV/LV ratio (RLAR = red; RLDR = blue) and pO,/F;O, ratio EE
(RLDR: 12 - 0.149, RLAR: r% = 0.002); (¢): Linear regression of RV/LV ratio (RLAR = red; RLDR = blue) and pO,/F;O; ratio
LE (RLDR r2 = 0.27 ¥, RLAR 12 = 0.168); * = p < 0.05.

4. Discussion

This observational study is the first to evaluate the time-dependent impact of COVID-
19-associated ARDS on RV performance and demonstrated a virtually unaffected RV
with absence of severe RV dilatation within the first two weeks after ICU admission
using two-dimensional echocardiography. We were also unable to detect any discernible
RV differences between survivors and nonsurvivors during the observation period via
echocardiographic bedside examinations. Although RV values remained within normal or
acceptable ranges, according to proposed values in COVID-19 ARDS, non-COVID ARDS
and/or ASE/ESC guidelines [13-15], a trend towards RV enlargement correlating with
a decrease in P,0,/F;O; ratio—as surrogate marker for ARDS severity—was observed
during the second week of evaluation. These results may support previous assumptions
that COVID-19 ARDS may present as an altered hemodynamic phenotype without severe
impairment of RV performance.

RV dilatation or dysfunction in non-COVID ARDS is understood as a result of physio-
logical changes in the pulmonary circulation [16]. The mechanism of acute cor pulmonale in
non-COVID ARDS has been established as refractory pulmonary edema due to endothelial
cell swelling and hypoxemia, leading to HPV in precapillary arterioles and consecutively
increasing RV afterload. Additional microvascular thrombosis deriving from endothelial
cell activation can further promote RV deterioration, and later remodeling can lead to
persistent pulmonary hypertension [17,18].

According to this pathophysiological pathway, we assumed that RV function during
COVID-19-associated ARDS would follow suit, however, we were not able to detect any
meaningful RV impairment in COVID-19 ARDS patients in our results. For higher accuracy,
we determined RV size not only in terms of absolute diameter, but also in correlation to
LV size using two different methods: end-diastolic RV/LV diameter (RLDR) and end-
diastolic RV/LV area (RLAR). With a calculated RLDR and RLAR between 0.68 and 0.72 in
conjunction with a preserved systolic RV function, our COVID-19 ARDS cohort revealed,
at most, only a slight increase in RV size. Whether or not this increase implies a clinically
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relevant RV impairment remains controversial, as former studies regarding disease impact
on RV set a much higher limit for a relevant RV/LV ratio increase [19-21]. Analyzing timed-
dependent RV performance in our ICU cohort, an absence of severe RV impairment was
also observed at a later stage of disease. Further, to investigate if a more severe COVID-19
ARDS may correlate with a pronounced RV impairment, we analyzed linear regression
of PaOs/F O, ratios with RV/LV ratios. Based on experience from non-COVID ARDS
pathophysiology, a more severe ARDS should lead to a higher RV /LV ratio. Again, this
assumption could not be confirmed in our COVID-19 ARDS cohort as we observed only a
slight increase in RV in relation to LV size correlating with a more impaired oxygenation at
a later stage of disease.

Interestingly, critically ill patients suffering from HIN1 infection frequently exhibit
RV dilatation and failure [9], whereas a recent study showed a reduced incidence of RV
failure in ventilated COVID-19 patients [22]. These findings may reflect the varying clinical
manifestation due to different pathophysiological changes in non-COVID and COVID-
19 ARDS. The precise pathological mechanism in COVID-19 ARDS is still unknown,
but comparisons to other viral infections support the hypothesis of a different clinical
phenotype with altered pulmonary vascular reactivity [22,23] promoting increased vascular
permeability [24] finally leading to vasoplegia [10]. Impaired endothelial function without
HPV may thus provide an explanation for the sustained absence of severe RV dysfunction
among the COVID-19 ARDS population over time, as demonstrated by our findings.

In this context, the course of COVID-19 as well as non-COVID ARDS may be assumed
as being possibly bimodal in nature, or as some authors have suggested, with different
phenotypes [10,25]. This theory may be supported by our observed shift to a slightly higher
correlation of increased RV /LV ratio with a decreased PO, /F;O; ratio in the second week
after ICU admission. Furthermore, it should be taken into consideration that during the
course of virally induced ARDS, bacterial superinfection is a common complication [22,26].
This was also present in our study population, where 80.9% of patients had a proven
bacterial superinfection during their ICU treatment (Supplementary Table S3). Hence, it
cannot be ruled out that the ARDS phenotype may change over time. It is thus reasonable
that the later course of COVID-19 ARDS may present as a mixture of viral and bacterial
ARDS, which may be reflected in the observed change in linear regression analysis at
LE. The destruction of pulmonary tissue, which we frequently observed in our COVID-
19 ARDS (Supplemental Figure S1), may provide another explanation for our findings,
especially in the late course. Such destruction may lead to a rarefication of the pulmonary
vascular bed resulting in an increased RV afterload. Another possible explanation for a
change in RV performance over time may be pulmonary embolism with consecutive RV
impairment. Segmental PE was detected in five (21%) patients during the observation
period, which is within the reported incidence of PE in COVID-19 [27]. No central PE
occurred among our population and comparison of RV parameters in PE and non-PE
patients revealed no significant differences in RV performance (Supplementary Table S4).
Therefore, additional PE seems to be unlikely to have a relevant impact on the findings in
this study.

Only limited data for RV performance in COVID-19 ARDS exist to date and the stud-
ies vary in their finding. Other than the above-mentioned pathophysiological theories,
some methodical explanations may account for these differences. Recently presented
results for RV function in COVID-19 were obtained from single, inconsistent time points
among COVID-19 infected patients but without differentiation between presence or ab-
sence of ARDS or sepsis [28-31]. Other working groups have presented data with partly
mechanically ventilated COVID-19 patients (30%) [29] or exclusion of ventilated COVID-
19 patients [30], while echocardiographic examinations were performed. Another work
from Bagate et al. reported at a single time point—with a focus on filling pressures—a
high incidence of cor pulmonale, but RV functional parameters like TAPSE were found
to be comparable to our findings [28]. These different approaches may lead to a hetero-
geneity of studied populations and may impact RV evaluation findings in COVID-19
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patients. Therefore, we assessed RV performance in every patient, irrespective of ven-
tilation status at an early state after onset of COVID-19-associated ARDS followed by a
second evaluation within the second week of treatment. Nevertheless, we did not find
any differences in parameters describing sole RV performance as well as in correlation
with ARDS severity between survivors and nonsurvivors. The observed slight but not
significant decrease of TAPSE in nonsurvivors is somewhat in contrast to a recent study
from D’Alto and colleagues. They investigated TAPSE in relation to echocardiographic
estimations of systolic pulmonary arterial pressure (sPAP) among a comparable cohort of
mostly mechanically ventilated COVID-19 ARDS patients [32]. A significant reduction in
TAPSE and TAPSE/sPAP ratio between survivors and nonsurvivors was observed, but
despite statistical significance, TAPSE in nonsurvivors was also still within normal ranges
confirming our results. In addition, a significant increase in C-reactive protein and procalci-
tonin were observed only among nonsurvivors in their study, which could be interpreted
as a higher incidence of bacterial superinfections at the time of RV assessment. This finding
cannot be confirmed by our results as most patients suffered bacterial superinfections
irrespective of survival.

This study has some limitations. Due to the course of ARDS, with the need of invasive
ventilation, including high PEEP and periodic change to prone position, obtaining adequate
TTE views at exactly the same time point was not possible. Further, TTE evaluation in such
patients is challenging, therefore, our results are somewhat limited due to the absence of
sPAP evaluation. The assessment of RV function via TTE amongst ARDS patients has been
observed to be inferior to transesophageal echocardiography (TEE), as TTE is prone to
interference due to anatomical barriers such as the chest wall [33]. Additionally, Evrard etal.
found that cardiac assessment via TTE was suboptimal compared with TEE assessment
amongst COVID-19 patients, and the primary reason for this is the ability to obtain short
axis cardiac images with TEE [22]. Because of the increased complexity to obtain proper
Doppler-derived sPAP in a positive pressure ventilated ARDS population, we decided to
utilize a simple and reproducible protocol for TTE evaluation over time. Furthermore, all
participants required (non)invasive ventilatory support at the time of RV evaluation. It
may be reasonable to suggest that this intervention improved P,O,/F;O; ratios, thereby
preserving RV performance. In this context a baseline TTE evaluation before initiation of
ARDS therapy would have been beneficial, but ethically not feasible. Because of the nature
of this study, a previous sample size calculation was not possible. Additionally, due to the
small sample size in this study, drawing broader conclusions concerning RV function in
the majority of COVID-19 patients may be limited. A higher number of cases might have
led to more statistically significant differences between groups, as well as increasing the
general power of the study.

5. Conclusions

Our work reveals neither severe RV dilatation nor impairment of systolic RV function
during the initial course of COVID-19-associated ARDS. In contrast to the initial evaluation,
a trend towards an increase in RV size in correlation with ARDS severity in the second
week after ICU admission was detectable. These findings support the assumptions of
impaired regulation of pulmonary vascular and/or endothelial dysfunction due to SARS-
CoV-2 and hint towards a change of the COVID-19-associated ARDS phenotype over time.
However, final evidence for these assumptions is still missing, and further research into
the hemodynamic changes during the course of COVID-19 ARDS needs to be performed.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/10
.3390/jem 10091944 /51, Table S1: Known medical history, Table S2: Laboratory data on ICU admission
from survivors vs. nonsurvivors, Table S3: Presumed superinfections and proven superinfections,
pulmonary and extrapulmonary during ICU stay, Table S4: TTE evaluated parameters for right ven-
tricular function at EE in patients without PE compared to patients with PE, Figure S1: Pat. No 4, CT
Scan of the lung at LE, after first week of ICU stay due to COVID-19 ARDS (mechanically ventilated).
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3 Diskussion

3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Originalarbeiten

Die hier zusammenfassend vorgestellten wissenschaftlichen Arbeiten verfolgen das Ziel, das
perioperative Risiko und insbesondere die, dieses Risiko beeinflussende perioperative
Inflammationsreaktion und begleitende Organschaden zu untersuchen. Dabei sollen
Ansatzpunkte identifiziert werden, diese im Sinne des Patient*innen-Outcomes positiv zu
beeinflussen. Dazu wurden zum besseren Verstdndnis der perioperativen
Inflammationsreaktion spezifische Noxen und die Signhalwege ihres Einflusses auf die
Inflammation sowie Moglichkeiten der medikamentdsen Modulation dieser Wege als
potentieller Therapieansatz untersucht. Darliber hinaus wurden alternative anasthesiologische
Behandlungskonzepte untersucht, die das perioperative Risiko durch weniger
hamodynamische und respiratorische Beeinflussung und damit potentiell auch weniger
Inflammationsreaktion reduzieren sowie adaquate Trainingskonzepte um eine hohe
Behandlungskompetenz mdoglichst lange vorzuhalten. Zudem wurden Ansétze untersucht,
mogliche Organschadigungen adaquat zu monitoren und moglichst friihzeitig zu detektieren,

umso zu verbesserten Erkrankungsverstandnissen und Therapieentscheidungen beizutragen.

Dementsprechend lassen sich diese Ansatze und die damit in den vorgestellten

Originalarbeiten erlangten Erkenntnisse wie folgt zusammenfassen.

Der Einsatz der HLM kann eine Inflammationsreaktion hervorrufen und eine gesteigerte
Inflammationsreaktion ist potentiell mit erhdhten perioperativen Risiken assoziiert [11].
Dementsprechend untersuchte die erste Originalarbeit (2.1) den Einfluss des
kardiopulmonalen Bypasses mittels HLM bei kardiochirurgischen Eingriffen auf die einzelnen
Schritte der Leukozytenaktivierung, um weitere Erkenntnisse Uber den spezifischen
Mechanismus dieser Aktivierung zu erlangen und so mdégliche therapeutische Ansatzpunkte
zu identifizieren. Es konnte gezeigt werden, dass neben einem Aufheben des langsamen
Rollens, vor allem ein gesteigerter Arrest und Transmigration im Sinne einer vermehrten
inflammatorischen Reaktion vorlagen. Dabei konnte eine gesteigerte Oberflichenexpression

des Zell-Adhasionsmolekiiles MAC-1 als mogliche Ursache oder Mediator identifiziert werden.

Die zweite hier vorgestellte Originalarbeit (2.2) untersuchte in einem translationalen Ansatz die
Gabe von Lidocain in der Sepsis als moglichen Modulator der initial gesteigerten, septischen
Inflammationsreaktion. Dabei konnte gezeigt werden, dass Lidocain dosisabhangig den Arrest
und auch die Transmigration des Leukozyten in der Sepsis herabsetzt. Als ein daran beteiligter

Mechanismus wurde eine dosisabhangige, verminderte Aktivierung der PKC-8 durch Lidocain
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identifiziert, welche durch das Hervorrufen der Konformitatsinderung des

Oberflachenrezeptors LFA-1 den Arrest und die Transmigration beeinflusst.

In der dritten hier vorgestellten Originalarbeit (2.3) wurden die Sicherheit und potentielle
Einflisse auf Respiration und Hamodynamik eines neu konzipierten Sedierungskonzeptes im
Vergleich zur bislang etablierten Allgemeinanasthesie, im Sinne eines risikominimierenden
Behandlungsansatzes, in einem Hochrisiko-Patientenklientel bei MitraClip® Eingriffen
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das Dexmedetomidin-basierte
Sedierungskonzept im Hinblick auf die Respiration und postoperative Komplikationen ebenso
sicher wie die Allgemeinanasthesie ist und in Bezug auf einen definierten Ziel-MAD mit einem

deutlich geringeren Bedarf an Norepinephrin erreicht werden kann.

Da eine hohe therapeutische Kompetenz ohne adaquates Training nicht langjahrig erhalten
bleibt [77], wurde in der vierten Originalarbeit (2.4) ein neues, auf PBL und HF-Simulation
basierendes Lehrkonzept zur CPR untersucht, um so das Patient*innen Risiko durch
ungenigende Kompetenz in der Behandlung des schwerwiegendsten kardialen Ereignisses,
dem funktionellen Herz-Kreislauf-Stillstand, zu reduzieren. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass das untersuchte PBL/HF-Lernkonzept im Vergleich zu einem klassischen, tutoriell
begleiteten Training in der Lage ist, die selbst wahrgenommene Kompetenz der
Teilnehmenden zu erhohen, sowie auch praktische Fahigkeiten in der manuellen
Durchfihrung der CPR zu verbessern. Diese hohere Kompetenz war bei einzelnen

Fahigkeiten noch sechs Monate spater nachzuweisen.

Da ein RV-Versagen als mdgliche Organkomplikation eines ARDS auftreten kann [118], wurde
die flnfte Originalarbeit (2.5) durchgeflihrt, um eine potentielle Beeinflussung der RV-Funktion
durch das zu diesem Zeitpunkt noch wenig bekannte SARS-CoV-2 ARDS als mogliches,
zusatzliches Behandlungsrisiko zu untersuchen. Die TTE ermittelten Daten geben Hinweise
darauf, dass es in den ersten Tagen der intensivmedizinischen Behandlung zu keiner
Beeintrachtigung der systolischen RV Funktion und auch zu keiner relevanten RV Dilatation
als mogliche Zeichen eines RV Versagens kommt. Erst im spateren Behandlungsverlauf, nach
Uber einer Woche, gibt es Hinweise auf eine mit der Schwere des ARDS korrelierend
ansteigende RV/LV-Ratio.

Aus Basis dieser Ergebnisse lassen sich drei Strategien zum Umgang mit perioperativen
Risiken identifizieren, die in der weiteren Diskussion fokussiert werden. Diese Strategien sind
Maflinahmen zur Komplikationsreduktion bei unvermeidbaren Risiken, Malinahmen zur
Vermeidung von perioperativen Risiken und MalRnahmen zum Monitoring von potentiellen

Risiken.
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3.2 Ansatze zur Reduktion unvermeidbarer Risiken

Auch wenn es mittlerweile fiur bestimmte operative Eingriffe Mdglichkeiten der weniger
invasiven, meist kathetergestutzten Behandlungen gibt, wie das Beispiel des interventionellen
edge-to-edge Repair der Mitralklappe zeigt, sind nach wie vor operative Eingriffe zur
Behandlung einer Vielzahl von Pathologien alternativlos. Wie einfiihrend dargestellt, entsteht
bei operativen Eingriffen oder auch bei Erkrankungen wie der Sepsis eine gesteigerte
Inflammationsreaktion mit entsprechenden eigenen Risiken, den Erkrankungsverlauf zu
verkomplizieren und damit den Behandlungserfolg zu vermindern [65, 123]. Die vorgestellte
Originalarbeit 1 (2.1) tragt hier zu weiteren Erkenntnissen bei, indem schon vorhandene
Vermutungen zu zusatzlichen Immunaktivierungen durch notwendige Unterstiitzungssystem
wie die HLM bestétigt wurden [11, 124]. DarUber hinaus wurde ein konkreter Mechanismus
der HLM-induzierten inflammatorischen Aktivierung tiber den MAC-1 vermittelten Leukozyten-
Arrest und folgende Transmigration identifizieren. Dementsprechend ergibt sich aus dieser
Arbeit die Frage, ob eine Modulation dieses Aktivierungsweges eine Mdglichkeit darstellt, die
Inflammationsreaktion und auch damit einhergehende Komplikationen zu reduzieren.
Entsprechend dieses Ansatzes haben aktuellere Untersuchungen zur spezifischen MAC-1
Blockade eine Reduktion der Inflammationsreaktion nach entsprechendem Stimulus zeigen
kénnen [125, 126]. Diese Untersuchungen liegen aber bislang nur tierexperimentell vor, mit
Substanzen, die bislang nicht fir den Menschen verfiigbar sind. Dem Ansatz der Modulation
der Inflammation entsprechend folgend, untersuchte die 2. Originalarbeit (2.2) den Einfluss
von Lidocain, als ein fur den Menschen verfigbares Medikament, auf die
Inflammationsreaktion. Dabei konnte gezeigt werden, dass spezifische Schritte der
Leukozyten Aktivierung bei Patient*innen in der Sepsis, als Abbild der massiv gesteigerten

Inflammation, reduziert werden kénnen.

Generell ist aber fir weiterflihrende Aussagen kritisch bei beiden Arbeiten zu bedenken, dass
die Erkenntnisse nur aus einer kleinen Anzahl von Patient*innen gewonnen wurden und so
keine Aussage Uber ein Gesamtiberleben oder interindividuelle Besonderheiten getroffen
werden kdnnen. Zudem zeigen auch aktuellere Arbeiten, dass Art und Menge der zur
Allgemeinasthesie oder Sedierung verwendeten Medikamente ebenfalls spezifische, mitunter
reduzierende Einflisse auf die Inflammationsreaktion haben kénnen [127, 128]. Da in beiden
Untersuchungen die individuellen Mengen der verwendeten, sonstig angewandten
Medikamente nicht ausgewertet wurden, kann hier ein mdglicher Einfluss auf das Ergebnis
nicht sicher ausgeschlossen werden. Darliber hinaus existieren noch weitere Substanzen, die
typischerweise im perioperativen Kontext gerade in der Intensivmedizin und Kardiochirurgie
zur Anwendung kommen, die ebenfalls einen eigenen Einfluss auf verschiedene

Inflammationsprozesse haben. Hier sind nur beispielhaft Katecholamine, Tranexamséure und
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Acetylsalicylsdure erwahnt [129-131], die nicht im Kontext der Ergebnisse ausgewertet
wurden. Darilber hinaus ist zu beachten, dass Arbeiten der letzten Jahren zunehmend die
komplexen Wege der gesteigerten inflammatorischen Reaktion aufgezeigt haben, die neben
Leukozyten ebenfalls Uber beispielsweise Makrophagen oder Thrombozyten vermittelt werden
kann und durch die gegenseitige Zell-Interaktionen mit der Bildung von Netz-Formationen
zusatzlich proinflammatorisch stattfindet [13]. Demnach kann nicht vorhergesagt werden, dass
die Modulation eines einzelnen Signalweges in diesem Kontext auch zu einer positiven
Beeinflussung der gesamten Inflammationsreaktion fiihrt oder darlber hinaus zu einer

relevanten Outcomeveranderung beitragt.

In einer folgenden Arbeit zur Modulation der Inflammation durch Hyddroxyethylstarke (HES)
wurde im Sinne der relevanten Zell-Zell Interaktionen neben der leukozytaren
Aktivierungskaskade ebenfalls die Thrombozyten-Leukozyten Interaktion und folgende
Bildung von Netz-Formationen untersucht [132]. Hierbei wurde HES als Modulator untersucht,
da vorherige Arbeiten auch hier Effekte auf die Inflammation zeigten. Die Wirkmechanismen,
insbesondere auf die Leukozyten-Aktivierung waren aber unklar [133, 134]. Diese am Sepsis-
Tiermodell durchgeflihrte Arbeit konnte zeigen, dass HES sowohl den Arrest als auch die
Transmigration beeinflusst und gab zudem Hinweise darauf, dass die Bildung von
Thrombozyten-Leukozyten Aggregaten mit folgenden Netz-Formationen durch HES ebenfalls
auf Seiten der Thrombozyten beeinflusst wird [132]. Dies unterstreicht die vorher diskutierte
Limitation der Originalarbeiten 2.1 und 2.2, die auf die reine Leukozyten-Aktivierungskaskade
fokussieren. Neben einzelnen Aktivierungswegen der Inflammation mit assoziiertem
Endothelschaden zeigte sich in jlingerer Zeit, dass spezifische Kompartimente wie die
endotheliale Glykokalyx eine zentrale Rolle in der Funktionalitdt und damit auch in der
Barrierefunktion des Endothels einnimmt [135, 136]. Eine auf Basis der ersten Erkenntnisse
der Arbeitsgruppe zu HES in der Inflammation und bislang bekannten Erkenntnisse zur
Glykokalyx durgefuihrte Arbeit zeigte, ebenfalls am Sepsis-Tiermodell, protektive Effekte von
HES auf den Erhalt der Glykokalyx und deren Funktionalitat [137].

Kritisch ist zu betrachten, dass diese Erkenntnisse aus tierexperimentellen und in-vitro Studien
generiert sind. Auch fir Lidocain liegen mittlerweile weitere Erkenntnisse zu moglichen
Effekten auf weitere Signalwege und auch auf die Integritat der Glykokalyx vor, die aber bisher
ebenfalls alle in vitro oder tierexperimentellen Ursprungs sind [138, 139]. Sowohl fir HES als
auch fur Lidocain liegen bislang aber keine Hinweise darauf vor, dass die Applikation in
klinischen Situationen der massiv gesteigerten Inflammation auch zu einem Uberlebensvorteil
der Behandelten fuhrt [138, 140]. Neben diesen beiden Anséatzen wurden in der Vergangenheit
weitere Substanzen, wie z.B. Kortikosteroide oder Vitamin C getestet, die gesteigert
Inflammationsreaktion in der Sepsis positiv zu modulieren [141]. Keine dieser Mal3hahmen

zeigte sich dabei erfolgreich, das Uberleben in der Sepsis positiv zu beeinflussen [62, 141].
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Ein Erklarungsansatz fur den ausbleibenden Erfolg dieser Therapieversuche ist, dass diese
Substanzen einen unspezifischen Einfluss auf viele inflammatorische Prozesse haben und
bislang Ergebnisse zu spezifischen, an einzelnen Sighalwegen ansetzende Substanzen fir

Untersuchungen am Menschen nicht zur Verfiigung stehen [126].

Neben der Modulation von Signalwegen ist ein weiterer Ansatz, die leukozytar getriggerte
Inflammationsreaktion durch Reduktion der vorhandenen Anzahl an aktivierten Leukozyten
oder Mediatoren der Aktivierung zu beeinflussen. So fuhrt beispielsweise die Nutzung von
Leukozyten Filtern bei der HLM zu einer initialen Reduktion der messbaren Inflammation und
auch zu einer Verbesserung einzelner Organsysteme, mit aber nur kurzfristig anhaltendem
Effekt [142]. Ansatze in der Sepsis, inflammatorische Mediatoren mittels Dialyse zu
reduzieren, zeigten in der Vergangenheit ebenfalls kontroverse, teils sogar negative Effekte
[143]. Insgesamt muss damit festgehalten werden, dass weder die Signalwegmodulation noch
die Gesamtreduktion aktivierter Zellen oder Metabolite bislang einen nachhaltigen positiven
Effekt auf das Patient*innen-Outcome zeigen konnten. Ob dies an einem nach wie vor noch
nicht ausreichend verstandenen Mechanismus der komplexen Inflammationsreaktion liegt
oder ob es, wie auch schon weiter oben dargestellt, zu viele Einflussgréf3en in einer
Gesamtpopulation gibt und sich solche Therapieansatze in mehr selektioniertem
Patientenklientel doch méglicherweise positiv auf das Uberleben auswirken kénnten, kann
bislang nicht beantwortet werden. Daher ist es sicherlich sinnvoll, die schon erkannten
Mechanismen und deren mogliche Beeinflussbarkeit, gerade in spezifischeren Situationen und
insbesondere auf ihre Ubertragbarkeit auf den Menschen, weiter zu untersuchen. Genauso
verdeutlichen diese Erkenntnisse zu Ansatzen der Modulation einer vorhandenen
Inflammation mit ihrem bislang ausbleibenden Erfolg aber, dass der Ansatz der Risiko- bzw.

Noxenvermeidung einen entsprechend hohen Stellenwert haben sollte.

3.3 Ansatze zur Reduktion vermeidbarer Risiken

Einen moglicheren Ansatz zur Reduktion eines in einer spezifischen Patientenklientel
besonders hoch vorliegenden Risikos, indem es systemisch umgangen bzw. vermieden wird,
stellt die hier vorgestellte Originalarbeit 2.3 dar. Aufgrund der bestehenden Selektionskriterien
fur einen Mitralklappen Clip zur Behandlung der Mitralklappeninsuffizienz wird dieses
Verfahren hauptsachlich bei alteren, multimorbideren Patient*innen angewandt. Alter allein ist
zwar nicht zwangslaufig ein, das perioperative Risiko erh6hender Faktor, aber begleitende
Erkrankungen im Kontext des erhdhten Alters wie auch ein insbesondere bei alteren Patienten
haufiger vorliegendes Frailty, erhdhen das Risiko fur ein schlechtes Patient*innen-Outcome

[144, 145]. Dabei haben mehrere Arbeiten gezeigt, dass sowohl die Tiefe als auch die Dauer
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einer Anasthesie Einfluss auf die perioperative Komplikationsrate, speziell auch der
postoperativen kognitiven Dysfunktionen (POCD — post-operative cognitive dysfunction) hat
[100, 105, 146-148]. Die perioperative Inflammation ist ebenfalls an der Haufigkeit und
Auspragung von POCDs beteiligt [147]. Das Auftreten eines POCD kann zu einer erhthten
Rate von postoperativ neu vorhandenen Einschrankungen im Alltag fuhren und sowohl die
Behandlungsdauer als auch das behandlungsassoziierte Versterben wird durch das
perioperative Auftreten eines Delirs, eine mdgliche Variante eines POCD, negativ beeinflusst
[149, 150]. Als Risikofaktoren fiir postoperative neurologische Dysfunktionen sind neben
einem hoheren Alter insbesondere die Dauer der Andsthesie sowie respiratorische Stérungen
zu erwahnen [99]. Ein schon einfiihrend beschriebenes Risiko flr respiratorische Stérungen
bis hin zu einem Lungenversagen, an dem auch eine inflammatorische Aktivierung beteiligt
ist, ist die invasive Beatmung. Analog des interventionellem Ansatzes, namlich das Vermeiden
eines offenen Eingriffes mit HLM und den schon beschriebenen zugehdrigen Risiken, ist hier
der zusatzliche Ansatz, die potentiellen anésthesieassoziierten Risiken durch Vermeidung
einer Allgemeinanésthesie und invasiver Beatmung in Kombination mit der Verwendung

mdoglichst gering inflammationssteigernden Sedativa zu reduzieren.

In jingerer Zeit wurden bei verschiedenen, interventionellen Therapieverfahren die meist
historisch etablierte Allgemeinanéasthesie vermehrt mit Sedierungskonzepten verglichen, ohne
einen eindeutigen Vorteil der Sedierung oder Allgemeinanasthesie im Hinblick auf das
Patient*innen-Outcome aufzeigen zu kdnnen [151, 152]. Ein moglicher Erklarungsansatz fir
diese bislang unklare Datenlage ist, dass in der Vielzahl der vorhandenen Studien das
Sedierungskonzept nicht klar definiert ist. Wie das Beispiel der bislang gro3ten deutschen
Untersuchung zu Andasthesieverfahren bei interventionellem Aortenklappenersatz zeigt,
werden eine Vielzahl an unterschiedlichen Sedierungskonzepten mit verschiedenen
angewandten Substanzen als Gesamtvergleich zur Allgemeinanasthesie herangezogen [151].
Da aber verschiedene Sedativa unterschiedliche Effekte sowohl auf die hdAmodynamische als
auch pulmonale Funktionen haben [153, 154], sollte der Einsatz der entsprechenden
Substanzen in Sedierungsregimen differenzierter betrachtet werden, umso auch mdgliche
Effekte auf das Outcome unterscheiden zu konnen. Die bislang untersuchten
Sedierungsverfahren zum interventionellen Mitralclipping waren aber bislang rein Propofol-

und/oder Benzodiazepin basiert [155].

In einer aktuellen Arbeit wurde gezeigt, dass Dexmedetomidin einen deutlich
unterschiedlichen Einfluss auf die Hamodynamik und auch Immunfunktion im Vergleich zu
Propofol und auch weiteren Sedativa hat [156]. Zudem zeigten friihere Arbeiten Hinweise auf
einen organprotektiven Effekt bei der Verwendung von Dexmedetomidin im Sedierungs- oder
Andasthesieregime sowohl bei der Niere als auch der Lunge [157, 158]. Dabei ist zu erwdhnen,

dass entsprechend der schon vorab dargestellten, generellen Zusammenhange zwischen
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Inflammation und Lungenfunktion, als ein mdoglicher Weg der Beeinflussung der
Lungenfunktion von Dexmedetomidin, die direkte Modulation der Inflammationsreaktion im
Tiermodell nachgewiesen werden konnte [159, 160]. Insgesamt scheint die Inmunmodulation
ein relevanter Mechanismus der bislang identifizierten Effekte des Dexmedetomidin zu sein
[161]. So konnte auch in der Sepsis eine Reduktion der endothelialen Permeabilitdt durch

Beeinflussung inflammatorischer Aktivierungswege festgestellt werden [162].

Zudem zeigen Arbeiten mit Dexmedetomidin mehrfach sowohl Kklinisch als auch
tierexperimentell Hinweise auf eine Neuroprotektion mit verbesserter Kognition nach
entsprechenden Noxen [163-165]. Der hier hauptsachlich postulierte Mechanismus ist
ebenfalls die Modulation der Inflammationsreaktion und ein dadurch reduzierter Zellschaden.
Neben der Inflammationsreaktion als Ursache postoperativer kognitiver Defizite sind
Patient*innen perioperativ auch dem Risiko fokaler neurologischer Beeintrachtigungen durch
beispielsweise Embolien ausgesetzt. Dieses Risiko scheint bei interventionellen
Herzklappenprozeduren noch erhdht zu sein [166, 167]. In einer weiteren eigenen Arbeit zur
Haufigkeit der zerebralen Embolien wahrend Mitral-Clipping konnte gezeigt werden, dass insb.
bei der Clip-Positionierung vermehrt embolisches Material freigesetzt wird und einige
Patient*innen postinterventionell sowohl klinisch als auch in der Bildgebung fokale
Beeintrachtigungen zeigen [168]. In dieser Untersuchung wurden ebenfalls Patient*innen mit
dem beschriebenen Dexmedetomidin  Sedierungskonzept eingeschlossen. Diese
Patient*innen zeigten postoperativ bei vergleichbarer Anzahl an periprozeduralen Embolien
keine klinischen Zeichen eines fokalen Defizits. Statistisch konnte hier kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden, was mdglicherweise durch eine geringe Fallzahl bedingt ist.
In  Absoluten Zahlen (Symptomhaufigkeit: 0% Dexmedetomidin-Sedierung; 21%

Allgemeinanasthesie) ist dies aber mdglicherweise als Trend zu deuten.

Der funktionelle Schaden nach einem stattgehabten zerebralen GefalRverschluss ist nicht
alleine durch die dadurch entstehende Minderperfusion des abhangigen Gewebes, sondern
auch durch begleitend entstehende Inflammationsreaktionen bestimmt [169]. Demnach, und
auch aufgrund der geringen Fallzahl, kann hier keine sinnvolle Hypothese abgeleitet werden,
ob dieses Ergebnis durch eine Modulation der Inflammation durch Dexmedetomidin
hervorgerufen ist. Alternativ oder auch additiv ware ebenso eine Verbesserung der zerebralen
Perfusion, insbesondere der Penumbra, durch die Dexmedetomidin vermittelte, stabilere

Hamodynamik denkbar.

Die hier vorgestellte Originalarbeit (2.3), wie auch die folgende Arbeit zu Embolien [168], kann
aufgrund der Fallzahl und des Studiendesigns keine abschlieRenden Erkenntnisse zur
tatséchlichen Risikoreduktion im Hinblick auf das Auftreten postoperativer kognitiver, kardialer

oder pulmonaler Komplikationen und eine assoziierte Inflammationsreaktion liefern. Sie zeigt
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aber, dass dieses Regime, welches erstmalig Dexmedetomidin-basierend ist, ebenso sicher
wie eine Vollnarkose durchzufiihren ist. Damit bildet sie eine Grundlage, die vorhandenen
Hinweise auf mogliche Vorteile dieses Verfahrens in folgenden, dazu entsprechend geplanten

weiteren Studien zu untersuchen.

Ein weiterer, moglicherweise das Behandlungsergebnis beeinflussender Faktor kann die
Kompetenz der Durchfiihrenden einer MaRhahme sein. Die Analyse einzelner, komplexer
anasthesiologischer als auch chirurgischer Mafinahmen haben gezeigt, dass sowohl die
Erfahrung als auch die praktischen Fahigkeiten der Durchfuhrenden ergebnisrelevant sein
konnen [74, 75]. Ebenso existieren Hinweise darauf, dass die Kompetenz der Durchfiihrenden
ein relevanter Faktor fur die Sicherheit einer prozeduralen Sedierung ist [170]. Zudem wurde
in der Vergangenheit ein fehlendes Training zur Sedierungskompetenz im nicht-
anasthesiologischen Bereich kritisch angemerkt [171]. Ob aber per se eine anasthesiologisch
durchgefuihrte prozedurale Sedierung, unabhangig von den gewahlten Substanzen, ein
anderes Patientenrisiko beinhaltet als eine nicht-anasthesiologisch durchgefiihrte Sedierung,
ist bislang nicht geklart. So sind auch im Kontext des interventionellen Mitralklappenrepairs
durchgefiihrte Sedierungen nicht-anasthesiologisch und auch parallel zu anderen Aufgaben,
wie beispielsweise dem TEE-Guiding, erfolgt [155]. Neben der Frage der Kompetenz kann
auch die Parallelisierung von MaRRhahmen als moégliches Patientenrisiko vermutet werden. Im
Vergleich zu Daten von parallel zum echokardiografischen Guiding durchgefiihrten nicht-
anasthesiologischen prozeduralen Sedierungen, ist die hdmodynamische Stabilitat der
Patient*innen in unserer Sedierungsgruppe héher [103]. Dennoch kann hier nur gemutmalf3t
werden, ob solch unterschiedliche Ergebnisse an einer unterschiedlichen Kompetenz,
potentieller Ablenkung durch weitere Aufgaben, medikamentts bedingt oder durch eine
Kombination dieser und weiterer Einfliisse bedingt sind. Festzuhalten ist jedoch, dass eine
Kompetenz zur adaquaten und damit moglichst risikoarmen MalRRnahme durch ein
entsprechendes Training herbeigefihrt werden kann und dass dementsprechend
Ausbildungskonzepte etabliert werden sollten, die eine mdglichst hohe Kompetenz ber einen

mdoglichst langen Zeitraum erhalten.

Die dargestellte Originalarbeit 2.4 tragt in diesem Kontext dazu bei, indem sie aufzeigt, dass
ein auf Selbsterarbeiten und Erleben basierendes Ausbildungskonzept in Kombination mit
einer HF-Simulationsumgebung in der Lage ist, die selbst wahrgenommene Kompetenz zu
erh6hen und auch spezifische praktische Fahigkeiten zu einer medizinischen MalRnahme Uber
einen langeren Zeitraum zu erhalten. Zu betonen ist, dass die dabei durchgefiihrten
Lernmethoden dieses Ergebnis innerhalb desselben Zeitraumes wie die Lernmethode der
Kontrollgruppe erreicht haben. Auch in folgenden Studien wurden bestatigt, dass PBL und
Simulationstechnik vorteilhaft darin sind, im Vergleich zu tutorieller Lehre oder low-fidelity

Simulationen, Wissen kurzfristig und auch zumindest Teilaspekte davon langfristig zu
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vermitteln [172]. Im Hinblick auf das Ziel eines langfristigen Lehrerfolges ist aber kritisch zu
beachten, dass der in unserer Arbeit untersuchte Zeitraum von 6 Monaten im Vergleich zu
anderen Untersuchungen schon als lang anzusehen ist [173]. Einzelne Arbeiten empfehlen
zum adaquaten Erhalt der Reanimationskompetenz sogar Trainingsintervalle von einem
Monat [174]. Die kardiopulmonale Reanimation ist nicht direkt mit anderen komplexen
medizinischen Herausforderungen vergleichbar. Dennoch geben diese Daten einen Hinweis
darauf, welches Risiko eine von den Durchfihrenden nur selten angewandte oder alternativ
auch nach Erlernen gar nicht oder ebenfalls nur selten trainierte komplexe MalRnhahme flr
Patient*innen beinhalten kann. Dementsprechend kénnen geeignete Ausbildungsstrukturen
und auch Ausbildungsintervalle als Mdoglichkeiten angesehen werden, ein
kompetenzassoziiertes Risiko in der Patientenbehandlung zu reduzieren oder sogar ganz zu

vermeiden.

3.4 Ansatze zum Monitoring von Risiken.

Die vorgestellte Originalarbeit 2.5 zeigt einen Ansatz auf, erkrankungs- oder auch
behandlungsassoziierte Komplikationen so friilh wie moglich zu erkennen, um geeignete
Therapien moglichst vor Eintritt eines Patientenschadens zu etablieren. Es wurde die TTE als
Methode gewahlt, die rechtsventrikulare Funktion im ARDS zu Untersuchen und auch im
Verlauf zu monitoren. Dabei war unsere Arbeit eine der ersten die zeigte, dass es in der friihen
Phase des SARS-COV-2 ARDS und insbesondere im initialen Erkrankungsverlauf zu keiner
Beeintrachtigung der systolischen RV-Funktion kommt. Diese Erkenntnis wurde auch von
anderen Arbeiten bestatigt, die ebenfalls keine Korrelation systolischer RV-
Funktionsparameter mit der Schwere des SARS-CoV-2 ARDS und nur moderate RV-
Dilatationen in den ersten intensivmedizinischen Behandlungstagen oder vergleichend
zwischen Uberlebenden und Verstorbenen detektieren konnten [175, 176]. Ursachlich werden
hier andere Mechanismen, wie z.B. thrombembolische Ereignisse mit konsekutiver RV-
Belastung im Behandlungsverlauf, anstatt eine direkte RV-Beeinflussung durch eine
hypoxisch-pulmonale Vasokonstriktion (HPV) diskutiert [175]. Auch wenn in unserer Arbeit
kein Zusammenhang zwischen Patient*innen mit und ohne detektierten Thrombembolie
hergestellt werden konnte, so kann dies eine mdgliche Erklarung sein. Radiografische
Perfusionsuntersuchungen der Lunge bestatigen durch fehlende Minderperfusion der
besonders SARS-CoV-2 ARDS betroffenen Bereiche die Hypothese der fehlenden HPV [177].
Auch hierbei scheint eine Inflammationsreaktion des pulmonalen Endothels im ARDS generell
ursachlich fur die veranderte HPV, wobei unterschiedliche Mechanismen im ,klassischen“ und
SARS-CoV-2 ARDS diskutiert werden [178]. Unsere Erkenntnisse zur ausbleibenden
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Beeintrachtigung der RV-Funktion unterstiitzen die Hypothese der veranderten Inflammation
und des konsekutiv beeinflussten pulmonalen Endothel mit verminderter HPV im SARS-CoV-
2 ARDS. Damit liegen zudem Hinweise vor, dass die TTE in der Lage ist, die unterschiedlichen
Auswirkungen verschiedener pulmonal-endothelialer Inflammationsreaktionen am Herz, als
dadurch sekundar beeinflusstes Organ, abzubilden. Insgesamt ist bei der Interpretation der
Ergebnisse aber zu bedenken, dass die generelle Aussagekraft durch das monozentrische

Design und der geringen Fallzahl limitiert ist.

Als alternative und etablierte Methode zum Monitoring des RV und der pulmonalvaskularen
Dricke steht neben der nicht invasiven TTE als weiteres, bettseitig und auch Uber einen
langeren Zeitraum wiederholt anwendbares Verfahren, der pulmonalarterielle Katheter (PAK)
zur Verfugung [179]. Vergleichende Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl die
Evaluation der RV-Funktion als auch der pulmonalarteriellen Driicke mittels TTE mindestens
gleichwertig zur Druck- und thermodilutions-basierten Flussmessungen via PAK sind [180-
182]. Limitierender Faktor der TTE-Messungen ist die maoglicherweise nicht ausreichend
vorhandene Schallqualitdt [180]. Auch in unsrer Arbeit konnten dadurch nicht alle am
Untersuchungsstandort behandelten SARS-CoV-2 ARDS Patient*innen eingeschlossen
werden. Auch verschlechterte sich im Verlauf der ARDS Erkrankung die transthorakalen
Untersuchungsbedingungen, so dass in 29% der Falle keine adaquate Verlaufsuntersuchung
durchgefuhrt werden konnte. Im Gegensatz dazu sind die Messungen mittels PAK bei korrekt
einliegendem Katheter im Behandlungsverlauf gleichbleibend durchfiihrbar. Auch beim PAK
kann es aber durch Fehlanlagen zu Messfehlern, oder auch der Unmoglichkeit der
Durchfiihrung von Messungen kommen [183, 184]. Hierbei ist zu beachten, dass durch
Neuanlage in vielen Falle doch noch korrekte Messungen erreicht werden konnen. Es liegen
bislang keine vergleichenden Gesamtzahlen zur Haufigkeit der Unmdglichkeit der korrekten
PAK Anlage oder einer ausreichend guten TTE-Schallqualitat vor. Aufgrund der berichteten
Haufigkeit des Ausschlusses bei nicht ausreichendem Schallfenster in den funktionell
vergleichenden Studien von ungefahr 14% und nur einzelnen Fallberichten zur Fehlanlage des
PAK, kann vermutet werden, das mittels PAK haufiger valide Werte ermittelt werden kénnen
[180, 182]. Bei Angabe der Haufigkeit der fehlenden Schallqualitat ist zu beachten, dass im
Gegensatz zu unserer Arbeit, in diesen Untersuchungen hauptsachlich kritisch kranke
Patient*innen ohne ARDS eingeschlossen wurden. Die noch héhere Rate an nicht
ausreichender Schallqualitat in unserer Arbeit konnte mutmalllich durch die spezifische
Pathologie und die damit einhergehende invasive Beatmung bedingt sein. Neben der
Wahrscheinlichkeit, ausreichende Messdaten zu erlangen, liegen im Gegensatz zur TTE bei
der Anwendung des PAK spezifische zusatzliche Risiken fir Infektionen, Thrombosen,
Blutungen oder Rhythmusstorungen vor [185]. Dementsprechend konnte im Hinblick der

gezeigten Durchfuhrbarkeit und Aussagekraft der Methode im Sinne einer Risikoreduktion das
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TTE-Monitoring favorisiert empfohlen werden und der PAK nur in Fallen der nicht mdglichen

TTE-Anwendung als Verfahren der 2. Wahl genutzt werden.

Entsprechend des Faktors der Risikoreduktion durch ausreichende Kompetenz ist zudem
hervorzuheben, dass fur die TTE in der Vergangenheit gezeigt wurde, dass schon mit einem
Uberschaubaren Ausbildungsaufwand ein hohes Mal3 an Anwenderkompetenz zu erlangen ist
[186]. Wird die TTE in ein Behandlungskonzept mit einem strukturierten Untersuchungsablauf
eingebunden, so kann sie nachweislich zu einer positiven Beeinflussung von
Therapieentscheidungen bei kritisch kranken Patient*innen fiihren [186]. Dementsprechend
liegen mittlerweile auch Vorgaben zu strukturierten Ausbildungskonzepten von
Fachgesellschaften und Handlungsempfehlungen zu strukturierten Untersuchungsablaufen

bei kritisch Kranken, auch von unserer Arbeitsgruppe vor [187, 188].

Neben der Anwendung im ARDS kann die TTE in weiteren Situationen als Monitoring-
Verfahren hilfreich sein. So konnten wir in einer aktuellen Arbeit an 30 Probanden bei
simuliertem Volumenverlust durch eine mittels Unterdruckkammer induzierte zentrale
Hypovolamie zeigen, dass sowohl systolisch als auch diastolische Parameter der links und
rechtsventrikularen Funktion schon durch einen milden Volumenverlust beeinflusst sind [189].
Demnach kann die TTE moglicherweise hilfreiche Hinweise liefern, einen Volumenverslust
durch eine inflammationsinduziert gesteigerte endotheliale Permeabilitat beim kritisch Kranken
frihzeitig zu detektieren. Zudem liefert diese Untersuchung auch Erkenntnisse, tber eine
volumenabhangige Beeinflussung von systolischen Parametern und kann so dazu beitragen,
durch vorgeschaltete Volumen-Testung nicht indizierte Gaben von Inotropika und damit
verbundenen Risiken, zu vermeiden. Aktuell ist dazu eine Folgestudie zur Validierung der

Ergebnisse im tatsachlichen Blutverlust geplant (Ethikantrag 30.05.2023 eingereicht).
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4 Zusammenfassung

Patient*innen sind nicht nur durch vorhandene Pathologien, sondern auch durch die zur
Behandlung dieser Pathologien notwendigen MalRnahmen spezifischen Risiken ausgesetzt.
Perioperativ beinhaltet sowohl der operative Eingriff als auch die fir diesen Eingriff
notwendigen anasthesiologischen Malnahmen solche Risiken, welche sowohl das
Behandlungsergebnis als auch das Gesamtiiberleben der Patient*innen negativ beeinflussen
konnen. Ein spezifisches, durch den operativen Eingriff sowie durch anasthesiologische
MaRnahmen beeinflusstes Risiko ist die perioperative Inflammationsreaktion. Sie kann durch
Aktivierung von Leukozyten zur Beeintrachtigung des kardiovaskularen Systems und
konsekutiven Organdysfunktionen fihren und auch selbst durch Dysfunktionen dieser
Systeme initiiert und unterhalten werden. Art und Umfang operativer und anasthesiologischer
Maflnahmen beeinflusst mafgeblich die Auspragung dieser Reaktion und damit das

perioperative Auftreten von Organschéaden.

Die hier zusammengefassten wissenschaftlichen Arbeiten sind mit dem Ziel entstanden, das
perioperative Risiko mit besonderem Fokus auf die perioperative Inflammation und assoziierte
Organschadigungen zu untersuchen. Dazu wurden spezifische Signalwege der perioperativen
Inflammation und mogliche Modulatoren dieser Wege bei unvermeidbaren Risiken sowie
anasthesiologische MalRnahmen zur Vermeidung von Risiken der Inflammation und

assoziierten Organkomplikationen sowie Ansatze zum Monitoring dieser Risiken untersucht.

Ein derartiges perioperatives Risiko ist der kardiopulmonale Bypass mittels HLM, welcher eine
perioperative Inflammationsreaktion triggert, aber aufgrund der Notwendigkeit bei spezifischen
Eingriffen unvermeidbar ist. Mittels in vitro und in vivo Untersuchungen von HLM und nicht-
HLM behandeltem Patientenblut konnten eine HLM verursachte, gesteigerte Leukozyten
Aktivierung, assoziiert mit einer gesteigerten Expression von MAC-1 an der Zelloberflache,
identifiziert werden und so als moglicher Modulationsweg der Inflammationsreaktion
aufgezeigt werden. In einem weiteren, translationalem Untersuchungsansatz wurde Lidocain
als moglicher Modulator der gesteigerten Inflammationsreaktion in der Sepsis untersucht. Hier
konnte ein Effekt von Lidocain auf die Inflammationsreaktion durch Reduktion des Leukozyten-
Arrest sowie Transmigration mittels verminderter PKC-8 Aktivierung und konsekutiv
verminderter LFA-1 Konformitatsanderung als Signalweg gezeigt werden. Im Sinne einer
Strategie zur Verminderung oder Vermeidung des Risikos durch beinflussbare
anasthesiologische Maflinahmen konnte durch die Einfiihrung eines Sedierungskonzeptes fur
Hochrisiko-Patient*innen bei interventionellem Mitralklappen Repair gezeigt werden, dass ein
Dexmedetomidin basiertes Sedierungskonzept sicher anwendbar ist und zu einem héheren

Mafd an hdmodynamischer Stabilitdt bei verringertem Norepinephrinbedarf im Vergleich zu
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einer Allgemeinanasthesie fuhrt. Eine Erhéhung der Kompetenz der Behandelnden stellt
ebenfalls eine mdgliche MaRnahme zur Risikoreduktion dar. So konnte in einer prospektiv
randomisierten Untersuchung zum Erhalt von kardiopulmonalen Reanimationskenntnissen
gezeigt werden, dass eine Kombination von Problem basiertem Lernen und high-fidelity
Simulation zu einem sowohl kurz als auch langerfristigen Verbesserung von praktischen
Fahigkeiten fuhrt. In einem Ansatz zur Echokardiografie als Mdglichkeit des nicht-invasiven
Monitorings eines spezifischen Organ-Risikos wurde der Verlauf der rechtsventrikularen
Beeinflussung durch das SARS-CoV-2 ARDS in Patient*innen der ersten Welle untersucht.
Hierbei konnte eine zeitabhangige Assoziation der rechtsventrikularen Funktion mit der ARDS

Schwere identifiziert werden.

Durch die hier zusammengefassten Arbeiten wurden somit Anséatze aufgezeigt, das
perioperative Risiko durch alternative anasthesiologische MaRnahmen zu reduzieren oder
durch geeignete Monitoringverfahren konsekutive Organdysfunktionen friihzeitig zu erkennen.
Weiterhin wurden spezifische Signalwege der Aktivierung und Beeinflussung der perioperativ
unvermeidbaren Inflammationsreaktion identifiziert und so Anséatze aufgezeigt, diese im Sinne
einer Risikominimierung zu beeinflussen. Zudem konnte gezeigt werden, dass
Behandlungskompetenzen durch etablieren moderner Lernmethoden langerfristig gesteigert
werden kdnnen. Damit tragen die hier dargestellten Ergebnisse zum besseren Verstandnis
des perioperativen Risikos mit Fokus auf die Inflammationsreaktion und assoziierten
Organschadigungen bei und liefern konkrete Anhaltspunkte fir zuktnftige Untersuchungen,

dieses Risiko weiter zu reduzieren.
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