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1. Einleitung

1.1 Praambel

Im Kontext der Medizin wird der Begriff ,Biomarker" als Merkmal verwendet, welches
objektiv gemessen und als Indikator fur physiologsch-biologische und pathogene Pro-
zesse oder pharmakologische Reaktionen auf eine therapeutische Intervention ge-
nutzt werden kann. Initial publizierte Studienergebnisse im Bereich medizinisch ange-
wendeter und identifizierter Biomarker erfolgten bereits 1947 durch Burnet und Ander-
son?.

Der Terminus Biomarker entstammt der Kombinationsform des griechischen f310-, von
Bio¢ mit der Bedeutung ,Leben", und altenglischen Formen von Wértern, die ,ein Zei-
chen" bedeuten, wie mearc?.

Die zunehmende Implementierung von Biomarkern resultierte in einer inhomogenen
Nomenklatur, so dass der Begriff analog verwendet wurde zu ,biological markers”,
,surrogate markers”, ,surrogate endpoints”, ,surrogate response variables”, ,interme-
diate endpoints”, ,intermediate markers”, ,biomarker endpoints” und ,intermediate
marker endpoints”. Robin Ferner und Jeffrey Aronson® unternahmen daher den Ver-
such, das Konzept des Biomarkers im medizinischen Kontext zu vereinfachen und zu

vereinheitlichen:

LA biological observation that substitutes for and ideally predicts a clinically relevant

endpoint or intermediate outcome that is more difficult to observe."

Die Anwendung von Biomarkern konnte im Verlauf des wissenschaftlichen Fortschritts
aus dem Bereich der Grundlagenforschung in klinische Studien und anschlieend in
die Kklinische Breitenanwendung unterschiedlicher Fachdisziplinen implementiert und
validiert werden. Das wissenschaftliche Interesse an medizinischen Biomarkern wies
durch die Entwicklung von neuen Analyseverfahren seit Mitte des vergangenen Jahr-

hunderts ein nahezu exponentielles Wachstum auf (Abb. 1).
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Abb.1: Verlauf der Treffer zur Suchanfrage ,Biomarker® in Pubmed

(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/?term=biomarker, abgerufen am 02.09.2025)

Global werden jahrlich ca. 200 Millionen komplexe kardiochirurgische Interventionen
durchgefiuihrt*. Bezogen auf die Bundesrepublik Deutschland erfolgten im aktuellen Be-
richt der Deutschen Gesellschaft fiir Thorax-, Herz- und Gefal3chirurgie im Jahr 2023
28.996 koronare Bypassoperationen (Coronary Artery Bypass Graft, CABG), von die-
sen wurden 21.398 (74 %) unter Anwendung eines kardiopulmonalen Bypasses (Car-
diopulmonary Bypass, CPB) durchgefiihrt (Daten zu 2024 zum Datum der Einreichung
der Habilitaionsschrift nicht veroffentlicht bzw. zitierbar).

Dies resultiert, trotz kontinuierlicher Forschung und Weiterentwicklung von Operations-
und Perfusionstechniken, in einer relevanten Beeinflussung von Morbiditét, Mortalitat
und assoziierten Kosten in Bezug auf das Gesundheitssystem®-°,

Die Kombination aus chirurgischem Trauma, Fremdoberflaichenkontakt in der extra-
korporalen Zirkulation, non-pulsatilem Fluss, Ischamie-Reperfusion-Reaktion und
Komplementsystemaktivierung'®-1? resultiert in einer generalisierten inflammatori-
schen Immunantwort des Patienten®, welche unterschiedliche Organsysteme signifi-
kant affektieren kann. Zu diesen zéhlen das Acute Respiratory Distress Syndrome?3,
die postoperative renale Dysfunktion und akute Niereninsuffizienz (Acute Kidney In-
jury, AKI1)1415 der Hirninfarkt, das postoperatives Delir'®'” und das Vorhofflimmern?819,

T Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird in dieser kumulative Habilitationsschrift die Sprachform
des generischen Maskulinums verwendet. Es wird an dieser Stelle ausdrucklich darauf hingewiesen,
dass die Verwendung der méannlichen Form geschlechtsneutral verstanden werden soll.
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Zur Friherkennung von Hochrisikopatienten sind daher validierte Biomarker mit hoher
organspezifischer Diskriminationsfahigkeit essenziell, die eine differenzierte Beurtei-
lung distinkter organsystemischer Alterationen und deren friihzeitige Therapie ermog-
lichen.

Diese kumulative Habilitationsschrift fasst sechs Studien zu diesem Themenkomplex
zusammen, in welchen perioperative Alterationen von blutbasierten Biomarkern und
deren Assoziation mit postoperativen Organdysfunktionen, im Kontext von neurokog-
nitiven, renalen und rhythmogenen Alterationen, nach elektiver kardialer on-pump By-

pass-Chirurgie untersucht werden.



1.2 CPB-assoziierte Organdysfunktion

Die Anwendung eines CPB resultiert in einer systemischen inflammatorischen Aktivie-
rung, welche eine Akute-Phase-Reaktion darstellt. Diese Antwort des Patienten auf
den Stimulus der kardiochiurgischen Operation und des CPB kann einen subklinischen
Verlauf aufweisen oder sich klinisch in einer apparenten Organdysfunktion, auch auf
Multiorganebene, manifestieren.

Faktoren, die die Inzidenz der Organdysfunktion beeinflussen, sind der Grad der in-
flammatorischen Reaktion und die ,funktionale Reserve" der Patienten?0-23,
Seit der Einfihrung des CPB im Jahr 1953 wurden zunehmend CPB-assoziierte Or-
gandysfunktionen in Bezug auf das Gerinnungssystem, die Leber, die Lunge, das Herz
und das Gehirn sowie die Nieren beschrieben?425, Modifikationen des operativen Pro-
zederes, des CPB und seiner Komponenten konnten, bis zum gegenwartigen Zeit-
punkt, die Inzidenz von Organdysfunktionen reduzieren, deren Auftreten aber nicht
verhindern?6-31, Patienten mit bereits praoperativ reduzierter Organfunktion stellen
eine besondere Risikogruppe fir die Entwicklung einer ausgepragten Beeintréachti-
gung nach CPB dar3?33,

1.2.1 Renale Dysfunktion

Die Inzidenz einer AKI nach kardiochirurgischen Eingriffen (Cardiac Surgery-Associa-
ted AKI, CS-AKI) betragt bis zu 43 %34, wobei sie abhangig von der durchgefiihrten
Operation, der Anwendung eines CPB, praoperativ bestehender chronischer Nieren-
schadigung und der angewendeten AKI-Definition divergiert>3°. Die CS-AKI stellt
eine schwerwiegende Komplikation dar, welche nicht nur unmittelbar postoperative,
sondern auch gravierende Langzeitfolgen aufweisen kann. Eine CS-AKI konnte mit
einer Zunahme der Mortalitat, des Dialysebedarfs und einer prolongierten Reduktion
der Nierenfunktion assoziiert werden*°. Pathophysiologisch wurde ein direkter Einfluss
des CPB auf Nierenschadigungen beschrieben und stellt einen unabhangigen, mit der
Inzidenz einer AKI assoziierten, Faktor dar36:41-43, Additive CPB-assoziierte Faktoren,
die zu einer renalen Schadigung beitragen kénnen, sind renale Hypoperfusion und
Hypoxie, Inflammation, non-pulsatiler Fluss unter CPB, oxidativer Stress, Koagulation-
stérungen, Hamolyse, ein gesteigerter zentral-venéser Druck, Endothel- und Glycoka-



lyxdestruktion, sowie die Liberation und systemische Verteilung von Gas- und Lipid-
mikroemboli*4—2, Die Diagnose einer AKI basiert priméar auf der Analytik von Serum-
Kreatinin (SCR) und Urinausscheidung/Zeit. SCR stellt jedoch einen verzégerten und
schwachen Indikator fur renale Dysfunktion dar3>4, wahrend die Urinausscheidung
durch Diuretika und additive Faktoren beeinflusst werden kann. Diese Faktoren tragen
zur Verzogerung der Diagnose einer renalen Schadigung und Limitierung der thera-
peutischen Effektivitat bei. Daher stand die Suche nach sensitiven und spezifischen
Biomarkern zur CSA-AKI-Pradiktion immer im Fokus der Forschung. Studien identifi-
zierten Biomarker, welche eine renale Schadigung im Kontext von kardiochirurgischen
Eingriffen zu einem friheren Zeitpunkt und spezifischer erlauben, als es durch sCR
und Diuresealterationen moglich war>>->7,

Die Identifikation von CSA-AKI-Biomarkern erfordert die Entwicklung von Parametern
mit hoher diagnostischer Sensitivitat und Spezifitdt bei gleichzeitiger Robustheit ge-
genuber den systemischen Auswirkungen der extrakorporalen Zirkulation und des chi-
rurgischen Traumas. Dieses induzierte ,Grundrauschen" im Kontext der on-pump Kar-

diochirurgie erschwert eine Identifikation potenzieller Biomarker.

1.2.2 Neurologische Dysfunktion

Neurologische und neuro-psychologische Dysfunktionen nach kardiochirurgischen
Eingriffen unter CPB manifestieren sich in einem Spektrum von Erkrankungen, wie
Hirninfarkten, Krampfanfallen, Enzephalopathien, Delir, Koma-Zustanden und langfris-
tigen kognitiven Beeintrachtigungen. Sie stellen h&dufige Komplikationen dar, die Mor-
talitat, Morbiditat und Gesundheitssystemkosten relevant beeinflussen kénnen58-63,
Klassifikationen beschreiben temporére oder persistierende neurologische und neuro-
psychologische Alterationen. Wahrend als schwere direkte Organschadigung die Inzi-
denz des Apoplex 1 — 3 % betragt, stellt der pathologische Formenkreis der kognitiven
Dysfunktionen die haufigste neurologische Komplikation im Kontext kardiochirurgi-
scher Interventionen dar. Im Intervall bis zu einem Monat postoperativ betragt die In-
zidenz 30 — 65 %, im Intervall bis zu funf Monaten postoperativ 20 — 40 %61.64-66 |ns-
besondere ist das postoperative Delir (POD) bei kardiochirurgischen Patienten von
besonderer Relevanz. Ein Delir stellt eine akute und fluktuierende Stérung zerebraler
Funktionen dar, welche mit Verdnderungen des Bewusstseins und der Aufmerksam-
keit einhergeht. Die Klassifikation erfolgt Uber immanente Merkmale, wie die pradomi-

nante motorische Aktivitat (hypoaktiv, hyperaktiv oder Mischform) oder die Atiologie
{



(hypoxisch induziert, Sepsis-assoziiert, Sedativa-assoziiert, metabolische Dysfunktion
oder Mischform)®’, der gegenwartige Goldstandard der Diagnose basiert auf dem
DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders®8). Delirpatienten wei-
sen eine erhdhte Morbiditat, Mortalitat und signifikant erhohte Behandlungskosten
auf®® 70, Das POD nach kardiochirurgischen Operationen ist haufig, Inzidenzen reichen
bis zu 40 % und steigen altersabhangig zunehmend an®°7%,

Die POD-Diagnostik erfolgt gegenwartig weiterhin mit klinischen Testsystemen, basie-
rend auf validierten und pradeterminierten Fragenkatalogen, ohne pradiktives Poten-
zial’>"3, Die angewendeten klinischen Testsysteme in diesem Kontext sind auf die Ko-
operation des Patienten, eine geringe Sedierungstiefe und sprachliches Verstandnis
angewiesen. Die Varianz in der Inzidenz reflektiert inhomogene Untersuchungsgrup-
pen, Diagnosekriterien und -testsysteme sowie unterschiedliche operative Interventio-
nen mit und ohne Einsatz eines CPB.

Klinische Risikofaktoren flr neurologische und neuro-psychologische Komplikationen
wurden in multiplen Studien untersucht und identifiziert, weisen jedoch aufgrund der
Heterogenitat der Studien in Bezug auf Intervention, Patientenkollektiv und additiven
Faktoren Limitationen auf 23597475 Fortschrittlichere kognitive Beurteilungstestsys-
teme, langere Nachbeobachtungszeiten, apparative (Elektroenzephalogramm) und
neue bildgebende Verfahren unterstiitzen die Uberwachung dieser affektierten Patien-
tengruppe. Zu den Ursachen neurologischer und neuro-psychologischer Komplikatio-
nen nach kardiochirurgischen Eingriffen unter CPB zahlen Makroembolisationen von
Luft und Partikeln (atheromatdse Plaques, Debris, lipogenes Material), Mikroemboli-
sationen des Oxygenators und aus dem Blutreservoir (Luft, Fremdpartikel, Anti-
schaumagentien, Mikroaggregate aus Thrombozyten und Fibrin), Hypotension, aus-
gepragte intraoperative Blutdruckvariabilitét, inadaquate zerebrale Perfusion, prolon-
gierte CPB-Phasen, zerebrale vaskulare Vorerkrankungen und non-pulsatiler Fluss
des CPB 75-7°. Die Suche und Identifikation von Faktoren, welche eine friihzeitige Di-
agnose von Risikopatienten ermdglichen ist weiterhin von zentraler Relevanz. Studien-
ergebnisse konnten genetische Polymorphismen mit dem Auftreten perioperativer
Hirninfarkte und neurokognitiver Dysfunktion in Verbindung bringen&8%, was moglich-
erweise in einer frihen Identifikation von Risikopatienten und adaptierten Behand-
lungsalgorithmen resultieren kann. Neben genetischen Faktoren stellt die Evaluation
von Biomarkern einen Schwerpunkt in der Forschung zu neurologischen und neuro-

psychologischen Dysfunktionen im kardiochirurgischen Bereich dar. Analog zu CS-AKI
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sind Anspriiche an diese Biomarker Sensitivitat, Spezifitdt und Robustheit gegentuber
patientenbezogenen und prozessbezogenen Variablen, sowie die bereits beschrie-

bene systemische Akute-Phase-Reaktion des Patienten nach on-pump Operationen.

1.2.3 Arrhythmogene Komplikationen

Arrhythmogene Komplikationen nach kardiochirurgischen Eingriffen stellen ein haufi-
ges Problem nach herzchirurgischen Eingriffen dar. Die fuhrende arrhythmogene En-
titat stellt das postoperative Vorhofflimmern (Postoperative Atrial Fibrillation, POAF)
dar. Die Inzidenz ist abhangig von der durchgefihrten chirurgischen Intervention und
reicht bei Klappeneingriffen von 38 — 63 % und bei CABG von 10 — 33 %8283, Der
Groliteil der de-novo affektierten Patienten (> 95 %) weist einen selbst-limitierenden
Verlauf der POAF in einen Sinusrhythmus innerhalb der ersten zwei postoperativen
Monate auf828485 Trotz chirurgischem Fortschritt und Modifikationen der chirurgischen
Versorgung zeigt sich bis zum heutigen Zeitpunkt keine relevante Reduktion der
POAF-Inzidenz® . Das Auftreten einer POAF ist klinisch und 6konomisch relevant.
Direkte Auswirkungen bestehen in prolongierten Intensiv- und Krankenhausaufenthal-
ten, damit assoziierten gesteigerten Gesundheitssystemkosten und einem gesteiger-
ten Risiko fur Apoplexe, Herzinsuffizienz, Rehospitalisationen und kurz- und langfris-
tige Mortalitat®+2°.

Genaue Mechanismen und Signaltransduktionswege, welche im Auftreten einer PAOF
resultieren, sind nicht vollstéandig geklart, was praventive Strategien und zielgerichtete
Therapien erschwert und damit die Inzidenz bisher nicht signifikant reduzieren konnte
859091 Differenziert werden kénnen akute (Trauma, Inflammation, sympathische Akti-
vierung und oxidativer Stress®¢°1-93) und chronische (abnormale atriale Substrate, kar-
diale Fibrosierung®-°") Einflussfaktoren, welche in der Beginn- und Erhaltungsphase
der POAF von Relevanz sind. Die Mdglichkeit, festzustellen, welche Patienten ein vor-
bestehendes Risiko fur ein POAF aufweisen, ist flr eine verbesserte Auswahl prophy-
laktischer MaRnahmen, eine engmaschigere Uberwachung auf postoperative Kompli-
kationen und die Ermittlung des Risikos eines langfristigen Vorhofflimmerns wichtig®®.
Die frihzeitige und valide Identifikation von Risikopatienten, ideal zu einem frithen
praoperativen Zeitpunkt, ist aufgrund der demografischen Entwicklung und damit ein-
hergehenden Zunahme kardiovaskularer Erkrankungen unumgéanglich. Wie in den bei-
den vorherigen Abschnitten zu postoperativen pathologischen Organmanifestationen
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nach herzchirurgischen Operationen unter CPB beschrieben, ist die Identifikation sen-
sitiver, spezifischer und robuster Biomarker auch im Zusammenhang mit arrhythmoge-
nen Komplikationen, insbesondere der POAF, von zentraler Relevanz. Evaluierte An-
satze analysierten non-invasive bildgebende Marker im echokardiografischen®9-101
und magnetresonanztomografischen Bereich 84102 sowie Serum-Biomarker mit unter-
schiedlichen Zielmolekilen und Komplexen, wie microRNA 93104 Zelltod-Markern
(Preoperative Serum Apoptosis Stimulating Fragment Ligand)%, Peroxynitrit und Su-
peroxid®®, Marker myokardialer Dehnung (Brain Natriuretic Peptide)°” und inflamma-

torische Liganden 18,
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1.3 Pathophysiologische Grundlagen der Organdysfunktion im Kon-
text von Kardiochirurgie unter Anwendung eines CPB

1.3.1 Systemische Inflammation

Kardiochirurgische Operationen unter Anwendung des CPB induzieren eine variable
systemische inflammatorische Antwort des Patienten. Diese aseptische inflammatori-
sche Antwort divergiert gegenuber jener, die durch infektiologische oder isoliert trau-
matische Stimuli induziert wird'®. Der Begriff des Systemic Inflammatory Response
Syndrome (SIRS) kann im Kontext der Inflammation nach CPB nicht unreflektiert ver-
wendet werden. Korrekter ist die Anwendung des Terminus der Akute-Phase-Reaktion
oder des ,Post-Perfusions-Syndroms". Das SIRS wurde bis heute nicht aus der kardio-
oder thoraxchirurgischen Sicht definiert, sondern ist der Intensivmedizin entnom-
men!l®, Die Definition entspringt der intensivmedizinischen Beobachtung, dass der
Einfluss einer proinflammatorischen Reaktion Gber Auswirkungen der proinflammato-
rischen Kaskade unterschiedliche Organfunktionen affektiert. Im Jahr 1992 definierten
das American College of Chest Physicians und die Society of Critical Care Medicine
den Begriff Systemic Inflammatory Response Syndrome!!! (Tab.1). Diese Definitions-
konferenz wurde fur die Diagnose und Behandlung der Sepsis einberufen, wahrend

das SIRS nicht-infektidsen Ursprungs lediglich unter ,Sonstiges” erwahnt wurde!1°.

Klinische Diagnose des Systemic Inflammatory Response Syndrome

Die SIRS-Diagnose erfolgt, insofern zwei oder mehr der folgenden Parameter identifiziert werden:
1. Fieber > 38°C oder < 36°C

2. Herzfrequenz > 90 bpm (nicht nutzbar bei padiatrischen Patienten)

3. Atemfrequenz > 20 Atemziige pro Minute oder ,P.CO; < 4,3 kPa (32 mmHg)

4. Leukozytenzahl < 4 x 10° Zellen/L oder > 12 x 10° Zellen/L oder > 10 % unreife Leukozyten

Tab.1: Darstellung der Systemic Inflammatory Response Syndrome Kriterien'*t

Die Akute-Phase-Reaktion ist im Kontext der Kardiochirurgie mit CPB primar auf zel-
lularer und humoraler Ebene zu lokalisieren. Zu den &tiologischen Faktoren dieser Re-
aktion gehdren der Kontakt des Patientenbluts mit den artifiziellen Oberflachen der
extrakorporalen Zirkulation, die Endotoxintranslokation, das operative Trauma, Ischa-
mie-Reperfusionsschéden, allogene Transfusionen und induzierte Temperaturfluktua-
tionen'?-115 Die resultierende inflammatorische Kaskade manifestiert sich durch mul-

tiple interagierende Mechanismen. Involvierte pathophysiologische Systeme umfas-
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sen die Komplementaktivierung, die zellulare Immunantwort, proinflammatorische Zy-
tokinfreisetzung, Endotoxintranslokation aus dem Gastrointestinaltrakt, dysregulierte
Stickstoffmonoxid (NO)-Produktion, Modulation intrazellularer Signaltransduktions-
wege sowie die Aktivierung des Koagulations-Fibrinolyse-Systems und der endotheli-

alen Dysfunktion16.117,

1.3.2 Endotheliale und mikrovaskulare Dysfunktion

Die Anwendung eines CPB induziert eine signifikante endotheliale Dysfunktion mit
konsekutiver Stérung der mikrovaskularen Homaoostase. Diese pathophysiologischen
Alterationen manifestieren sich primar durch eine kompromittierte Glycokalyx sowie
eine gestorte Basalmembranintegritat, wodurch die endotheliale Barrierefunktion sub-
stantiell beeintrachtigt wird.

Multiple Faktoren, darunter der non-pulsatile Fluss, die Freisetzung inflammatorischer
Mediatoren, Heparinisierung, die therapiebedingte Hamodilution sowie die induzierte
Hypothermie, triggern eine systemische Akute-Phase-Reaktion!!8119 Diese pathologi-
sche Kaskade fiihrt zu einer Augmentation der Kapillarpermeabilitét mit nachfolgender
extravaskularer Flussigkeitsakkumulation. Die resultierende Kombination aus intersti-
tieller Odembildung, Hypervolamie und verlangerten Diffusionsstrecken kulminiert in
einer potenziellen Affektion und resultierender Dysfunktion unterschiedlicher Organ-

systeme®®.

1.3.3 CPB-induzierte Inflammation und Koagulation

Im Kontext kardiochirurgischer Interventionen unter Einsatz eines CPB und in Assozi-
ation mit Faktoren, welche im vorherigen Abschnitt (1.3.2 Endotheliale und mikrovas-
kulare Dysfunktion) diskutiert wurden, erscheint eine Alteration der Koagulation nach
CPB einen signifikanten Faktor in der Entwicklung von Organdysfunktionen darzustel-
len.

Inflammatorische und koagulative Kaskaden sind auf molekularer Ebene eng mitei-
nander vernetzt. Inflammatorische Prozesse, wie durch on-pump Kardiochirugie aus-
geldst, induzieren eine signifikante Steigerung der mikrovaskularen Expression des
Tissue Factors, welcher die Gerinnungsaktivierung initiiert, sowie des Plasminogenak-

tivator-Inhibitors, der die Fibrinolyse supprimiert. Simultan erfolgt eine Downregulation
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endogener Antikoagulantien, insbesondere Protein C, Protein S, Thrombomodulins
und Antithrombins, die vorwiegend auf mikrovaskularer Ebene antikoagulatorische
Wirkung aufweisen'?%:12t Mikrovaskulare Thrombogenese scheint einen essentiellen
pathophysiologischen Mechanismus darzustellen, durch den inflammatorische Pro-
zesse zu Organschadigungen fuhren. In inflammatorischen Konditionen — einschliel3-
lich der Sepsis, des Polytraumas, der schweren Hypoxie nach Kreislaufstillstand sowie
des hamolytisch-uramischen Syndroms — korrelierten sowohl erhéhte Gerinnungsakti-
vierung als auch histologische Nachweise mikrovaskularer Thrombosen mit der Ent-

wicklung von Organschadigungen'??,
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1.4 Diagnostik von Organdysfunktionen

Die Validierung klinischer Parameter zur Beurteilung von Organdysfunktionen erfordert
die Erfullung mehrerer essentieller Kriterien. Fundamentale Bedeutung kommt dabei
der Konstrukt- und Inhalts- und Kriteriumsvaliditat zu, welche die prazise Abbildung
der physiologischen Dysfunktion spezifischer Organsysteme gewahrleistet.

Die Konstruktvaliditat evaluiert, inwieweit ein Biomarker das zugrundeliegende patho-
physiologische Konstrukt adaquat reflektiert und spezifisch mit der Zielerkrankung as-
soziiert ist. Die Inhaltsvaliditat bewertet die reprasentative Abdeckung aller relevanten
biologischen Prozesse und klinischen Manifestationen des Krankheitsbildes durch den
Biomarker. Die Kriteriumsvaliditat manifestiert sich in der Korrelation mit klinisch rele-
vanten Endpunkten.

Ein valider Parameter sollte zudem eine ausreichende Differenzierungsfahigkeit zwi-
schen verschiedenen Schweregraden der Organfunktionsstérung aufweisen. Ein wei-
teres wesentliches Qualitaitsmerkmal ist die Resistenz gegentber konfundierenden
Variablen, die die Validitat der Messung beeinflussen kdnnten.

Die longitudinale Sensitivitat ermoglicht die Erfassung temporaler Fluktuationen im
Krankheitsverlauf, sowohl bei Progression als auch bei Regression der Organdysfunk-
tion.

Die praktische Implementierung setzt voraus, dass die Erhebung der Parameter auf
objektiv messbaren Routinewerten basiert, wodurch zusatzliche diagnostische Mal3-
nahmen minimiert werden. Von zentraler Bedeutung ist die Generalisierbarkeit der Pa-
rameter, die sich in ihrer Anwendbarkeit Gber verschiedene Patientenpopulationen und
klinische Settings hinweg manifestiert.

Im Folgenden sollen etablierte Evaluationskriterien und -parameter im Kontext der Or-
gandysfunktionsdiagnostik und deren Limitationen diskutiert werden.

1.4.1 Diagnose des postoperativen Delirs

Der Goldstandard in der Diagnose eines (postoperativen) Delirs basiert aktuell auf dem
Diagnostic and Statistical Manual for Mental Disorders, Fifth edition (DSM-5)8 (s. Tab.
2).
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Kriterium Beschreibung

A Storung der Aufmerksamkeit (d.h. reduzierte Fahigkeit, Aufmerksamkeit zu lenken, zu fokussieren, zu halten oder zu

wechseln) und des Bewusstseins (reduzierte Orientierung zur Umgebung)

B Die Storung entwickelt sich Uber einen kurzen Zeitraum (normalerweise Stunden bis wenige Tage), stellt eine Veran-
derung gegeniber der gewohnlichen Aufmerksamkeit und dem Bewusstsein dar und fluktuiert in ihrer Schwere wah-

rend des Tages

C Eine zusatzliche Stérung der Kognition (z.B. Gedachtnisdefizit, Desorientierung, Sprache, visuell-rdumliche Fahigkei-

ten oder Wahrnehmung)

D Die Stoérungen in den Kriterien A und C werden nicht durch eine bereits bestehende, etablierte oder sich entwickelnde
neurokognitive Stérung besser erklart und treten nicht im Kontext eines schwer reduzierten Erregungsniveaus, wie

einem Koma, auf

E Es gibt Hinweise aus der Anamnese, kérperlichen Untersuchung oder Laborergebnissen, dass die Stérung eine direkte
physiologische Konsequenz einer medizinischen Krankheit, Substanzintoxikation oder -entzug, Exposition gegenuber

einem Toxin oder multiplen Atiologien ist

Tab. 2: Diagnostische Kriterien Delir: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-5, madifiziert nach: American Psychiatric Association®8
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Die Routineanwendung des DSM-5 ist im intensivmedizinischen Alltag jedoch nicht
praktikabel, da es komplex ist und profunde psychiatrische Expertise voraussetzt. Ent-
sprechend wurden klinisch implementierbare Testinstrumente entwickelt und fur ver-
schiedene Berufsgruppen des medizinischen Personals validiert. Gegenwartig beste-
hen sieben validierte und klinisch etablierte Assessment-Instrumente zur Diagnose ei-
nes Delirs?3-125 von denen die Confusion Assessment Method for the Intensive Care
Unit (CAM-ICU)*?% und die Intensive Care Delirium Screening Checklist (ICDSC)*?’ die
hdchste psychometrische Validitat aufweisen. Beide Screening-Instrumente werden
aufgrund der Einschatzung psychometrischer Eigenschaften von der Society of Critical
Care Medicine's Pain, Agitation, and Delirium Guidelines for Monitoring Delirium in ICU
Patients empfohlen?®. Eine essentielle Voraussetzung fir die valide Delirdiagnostik ist
die partielle Vigilanz des Patienten. Daher muss ein Sedierungs-Assessment wie die
Richmond Agitation-Sedation Scale (RASS)?° mit einem Delir-Testinstrument gekop-
pelt werden'?°,

Dies verdeutlicht die zentrale Limitation der genannten Delir-Assessment-Instrumente,
welche in der erforderlichen Responsivitat des Patienten liegt. Postoperative Patienten
mit einer intensivmedizinischen Uberwachungsindikation sind haufig intermittierend
sedativen und analgetischen Pharmaka exponiert, welche Vigilanzalterationen indu-
zieren und somit zu Verzerrungen der Testergebnisse konnen. Neben iatrogener Se-
dierung/Analgesie kdnnen neurologische Defizite die Validitat der Assessment-Ergeb-
nisse kompromittieren. Kritisch zu evaluieren sind die Sensitivitat und Spezifitat der
klinisch favorisierten Testsysteme, deren moderate Sensitivitat einer hohen Spezifitat
gegeniibersteht!30.131,

AbschlieRend ist der fluktuierende Charakter des Delirs im Kontext dieser Assess-
ment-Instrumente zu berucksichtigen, welcher in einer zeit- und ressourcenlimitierten
klinischen Praxis zu falsch-negativen Diagnosestellungen pradisponieren kann'32. Da-
von unabhangige Biomarker-basierte Testverfahren konnten die Limitationen der etab-
lierten klinischen Testsysteme reduzieren. Die Kombination routinemaRig praoperativ
erhobener Laborparameter konnte in einem Model bereits mit einer moderaten Pradik-
tionsleistung fir ein postoperatives Delir nach CABG assoziiert werden®33, Die praope-
rative Parametererhebung erlaubte eine friihzeitige Risikostratifikation, bei gleichzeiti-
ger objektiver Messbarkeit, welche subjektive Bewertungen, wie sie in klinischen Test-

systemen bestehen, ausschloss.
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1.4.2 Diagnose des akuten Nierenversagens

Der gegenwartige Goldstandard in der Diagnose einer akuten Nierenschadigung ba-
siert seit 2012 auf den Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Krite-
rien34, welche die diagnostischen Algorithmen der RIFLE- (Risk, Injury, Failure, Loss,
and End-Stage Renal Failure) und AKIN- (Acute Kidney Injury Network) Kriterien inte-
grierten. Das Auftreten einer AKI ist definiert durch Veranderungen der Nierenfunktion,
einschlie3lich Veranderungen des sCr und der Urinausscheidung innerhalb von 48

Stunden oder sieben Tagen (s. Tab. 3).
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Urinausschuss- ) Urinaus- )
Klasse RIFLE o Stadium AKIN o Stadium KDIGO
Kriterien schusskriterien
sCR -Anstieg um
0,3 mg/dl inner-
sCR 2 1,5-fach sCR 2 1,5-fach
halb von 48 h o-
) des AW oder <0,5ml-kg™-h7t ) des AW oder An- | <0,5ml-kg™*-h™* .
Risk Stadium 1 ) Stadium 1 der KR = 1,5-
GFR Abfall = fir=6h stieg um 0,3 fir=26 h
1,9-fach des AW
25% mg/dl .
innerhalb von 7
Tagen
sCR 2 2-fach sCR 2,0-2,9-
. des AW oder <0,5ml-kg™t-h™t ) sCR 2 2-fach <0,5ml-kgt-h7? ) fach des AW in-
Injury Stadium 2 Stadium 2
GFR Abfall = fur=12h des AW fur=12h nerhalb von 7
50% Tagen
sCR 2 3-fach
sCR 2 3-fach sCR 2 3-fach
des AW oder An-
) des AW oder An- des AW oder An-
stieg um 0,5 <0,3ml-kg™t-h7* ) <0,3ml-kg™*-h7t )
] ) stieg um 0,5 ) stieg von 0,5
Failure mg/dl auf = 4 fur 24 h oder Stadium 3 fur 24 h oder Stadium 3
. mg/dl auf = 4 ) mg/dl auf = 4
mg/dl oder GFR Anurie fir 12 h Anurie fir 12 h
mg/dl oder NET- mg/dl oder NET-
Abfall 2 75% o- i .
) Beginn Beginn
der NET-Beginn
Verlust der Nie-
Loss renfunktion fiir = - - - - - -
4 Wochen

Tab. 3: Diagnostische Kriterien Acute Kidney Injury: RIFLE, AKIN und KDIGO; AKIN, Acute Kidney Injury Network; AW, Ausgangswert; GFR, glomerulare Filtrati-
onsrate; KDIGO, Kidney Disease Improving Global Outcomes; NET, Nierenersatztherapie; RIFLE, Risk, Injury, Failure, Loss, and End-stage Renal Failure; sCR,

Serum-Kreatinin, modifiziert nach: Cheruku et al.3”
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Seit Implementierung der KDIGO-Kriterien haben sich diese als Standard flr die Defi-
nition der CS-AKI sowohl in der klinischen Praxis als auch in der klinischen Forschung
etabliert®’. Die Betrachtung der Studienergebnisse weist Diskrepanzen auf, die auf die
Heterogenitat in der Anwendung der KDIGO-Kriterien zurtickgefuhrt werden kénnen,
wobei manche Studiengruppen ausschlie3lich sCR als definierenden Parameter be-
trachten, wahrend andere additiv die Urinausscheidung pro Zeit integrierten*3°,
Wahrend Kreatinin bei normaler Nierenfunktion einen adaquaten Surrogatparameter
fur die eGFR darstellt, ist seine Validitat unter dynamisch-instabilen Bedingungen, wie
in der kardiochirurgischen perioperativen Phase, limitiert3’.

Insbesondere kardiochirurgische Eingriffe unter Anwendung eines CPB kompromittie-
ren die Reliabilitat des Biomarkers sCR. Die Eignung als friihdiagnostischer Parameter
ist durch die protrahierte kinetische Latenz limitierend, da eine signifikante renale
Schadigung bestehen muss, bevor ein Anstieg des sKR resultiert®®. Die CPB-indu-
zierte Hamodilution kann zu einer Dilution der sCR-Level fihren, wodurch die korrekte
Definition des AKI-Grades verschleiert wird'36:137, Die Kreatininreduktionsrate (CRR)
zeigt zwar gute diagnostische Eigenschaften fir die perioperative AKI, erweist sich
jedoch als insuffizienter langfristiger Prognosemarker. Ebenso weist das zweite Krite-
rium der AKI-Diagnostik, die Urinausscheidung pro Zeit, substanzielle Limitationen auf.
Faktoren wie Volumenstatus, perioperative Flissigkeitszufuhr, Diuretikatherapie, Ad-
harenz an definierte Messintervalle, Vulnerabilitdt gegentber CPB-induzierten Altera-
tionen des Urinmetabolismus (gesteigerter Tryptophan-Stoffwechsel und reduzierte
Fettsaure-Oxidation) und intraoperative vendse Stauungsphdnomene reprasentieren

potenzielle Storvariablent38-141,

1.4.3 Diagnhose des postoperativen Vorhofflimmerns

Postoperatives Vorhofflimmern (Postoperative Atrial Fibrillation — POAF) reprasentiert
die haufigste Organdysfunktion nach kardiochirurgischen Eingriffen8383.8587 AF paro-
xysmal, persistierend oder permanent, stellt eine supraventrikulare Arrhythmie mit un-
koordinierter atrialer Aktivierung dar, die zu einem Verlust der effektiven Vorhofkon-
traktion, dem Fehlen erkennbarer und regelmafiiger P-Wellen und einer unregelmafi-
gen Aktivierung der Ventrikel fihrt. Der gegenwartige Goldstandard in der Diagnostik
einer POAF ist weiterhin die EKG-Analyse, auch in Einzelableitungen'#2. Langzeitiber-
wachungen verbessern die Effektivitat der EKG-Diagnostik, speziell bei Féllen von

asymptomatischem POAF143,
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Interessanterweise identifizierte die kontinuierliche EKG-Uberwachung mehr AF-Epi-
soden als intermittierende Untersuchungen oder singuldre 12-Kanal-EKG. Untersu-
chungen an Computer-gestutzten Testinstrumenten deuten darauf hin, dass deren
Einsatz in einer Diagnoseoptimierung der POAF resultiert'#4145, Dennoch besteht ge-
genwartig eine erhebliche Heterogenitat bei den angewendeten Methoden zur POAF-
Erkennung, die von Telemetrie auf der Intensivstation bis zur Entlassung, Telemetrie
fur einige Tage, singularer 12-Kanal-EKG-Analytik am Tag der Entlassung oder bei
Auftreten von Symptomen, taglichen 12-Kanal-EKG bis zur Entlassung oder kontinu-
ierliche EKG-Uberwachung mit Pflastern/Wearables/Schleifenrekordern iiber einen
begrenzten Zeitraum reicht'46. Studien zur Pradiktion identifizierten diverse Faktoren
im Bereich der echokardiografischen92:93.10%.102 ynd Biomarker-basierten Analy-
tik98.99,104-108,147 "\yelche mit der POAF-Inzidenz vergesellschaftet waren. Inhomogene
Patientenkohorten, chirurgische Prozeduren und Einsatz eines CPB erschweren die
Diskussion von Kausalzusammenhangen und der Ubertragbarkeit der Ergebnisse. Ge-
netische Analysen zur Risikostratifikation konnten mit der Inzidenz einer POAF asso-
ziiert werden, stellen gegenwartig aber kein breit anwendbares pradiktives Instrument
dar 193148 Klinisch validierte und multimodale Risikoscore-Analyse-Syteme sind.
POAF-Score und CHA2DS2-VASc-Score dar, welche tUber Patienten-assoziierte und
Prozedur-assoziierte Faktoren pradiktive Informationen fur eine POAF generieren
149,150 Sowohl der POAF-Score als auch der CHA2DS2-VASc-Score weisen Limitati-
onen nach kardiochirurgischen Eingriffen auf.

Der POAF-Score beriicksichtigt primar praoperative Risikofaktoren, vernachlassigt je-
doch intraoperative Variablen sowie dynamische perioperative Verdnderungen, dar-
Uber hinaus fehlt die Integration neuerer etablierter Risikofaktoren und Biomarker. Die
Validierung an selektierten chirurgischen Populationen limitiert mdglicherweise seine
generelle Anwendbarkeit'>. Der CHA2DS2-VASc-Score wurde urspriinglich fur die
Evaluation des Apoplexrisikos bei nicht-chirurgischen Patienten mit AF entwickelt.
Seine Anwendung im postoperativen kardiochirurgischen Kontext stellt eine erhebliche
kontextuelle Diskrepanz dar, da er weder operations-spezifische Risikofaktoren noch
die akute inflammatorische Reaktion auf den chirurgischen Eingriff bertcksichtigt. Der
Score inkludiert chronische Konditionen, wahrend dynamische und operations-indu-
zierte Risikofaktoren, analog zum POAF-Score, nicht berticksichtigt werden4°.
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1.5 Biomarker

1.5.1 Biomarker der initialen Immunantwort nach Eingriffen an der Herz-Lungen-
Maschine

Kardiochirurgische Interventionen unter Einsatz eines CPB induzieren eine komplexe
systemische inflammatorische Reaktion, die sich in Alterationen multipler Biomarker
manifestieren kann. Die quantitative und qualitative Analyse dieser molekularen Indi-
katoren ermdoglicht die Evaluation potentieller Assoziationen zwischen inflammatori-
scher Antwort und organspezifischen Dysfunktionen. Die kardiochirurgische Bio-
markerforschung fokussiert seit Dekaden auf die ldentifikation und klinische Implemen-
tation spezifischer und sensitiver Parameter, die eine suffiziente Resistenz gegentber
konfundierenden Variablen aufweisen. Ein zentrales Ziel der Biomarkeranalytik ist die
Identifikation pradiktiver Parameter, die eine frihzeitige Detektion organspezifischer
Dysfunktionen ermoglichen. Prognostischen Indikatoren kénnten eine Optimierung
operativer, pharmakologischer und perfusionistischer Strategien mit dem Ziel der Ver-
besserung klinischer Endpunkte und der Minimierung perioperativer Komplikationen
ermoglichen bzw. diese beeinflussen. Die Evaluation von Biomarker-Alterationen und
deren Korrelation mit klinischen Outcomevariablen konstituiert daher ein wichtiges For-
schungsfeld in der Entwicklung praventiver und therapeutischer Algorithmentd,
Da ein Biomarker idealerweise potentielle Komplikationen friihzeitig identifizieren soll,
konzentrierte sich die Forschungsbemuhungen auf Signalkaskaden der frihen Immun-
antwort. Im Folgenden sollen bekannte Biomarker im Kontext ihrer physiologischen
Funktion in dieser initialen Immunantwort und von kardiochirurgischen Operationen

sowie deren Limitationen und Mdglichkeiten diskutiert werden.

1.5.1.1 Komplementsystem

Der Kontakt des Patientenblutes mit der Fremdoberflache der extrakorporalen Zirku-
lation des CPB resultiert in einer Aktivierung des Kontaktsystems?!®t, Erhéhte Komple-
mentaktivierungsmarker, einschlie3lich C3a, C5a und SC5b-9, wurden wahrend und
nach CPB beobachtet!>2153, Die Komplementaktivierung kann tber den klassischen,
den alternativen oder den Lektin-Weg erfolgen, die alle zur Bildung von C3-Konvertase
fihren, einem enzymatischen Komplex*>4. Primar erfolgt die Aktivierung des Komple-

mentsystems bei Operationen mit CPB Uber den alternativen Weg. Den extrakorpora-
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len Oberflachen des CPB fehlen im Gegensatz zum Endothel Inhibitoren des Komple-
mentsystems. Diese limitieren die Aktivierung des Cofaktors C3. Die Kontaktaktivie-
rung fihrt zusammen mit dem Stimulus von Kallikrein zur Bildung der Anaphylotoxine
C3a und C5a mit anaphylaktischer und chemotaktischer Wirkung®2. Neben der ge-
schilderten Kontaktaktivierung kann es auch zur Aktivierung der klassischen Komple-
mentfaktoren C4 und C2 kommen. C4 und C2 werden jedoch spezifisch durch Hepa-
rin-Protamin-Komplexe induziert®. Die Aktivitat der Komplementanaphylotoxine wird
durch den Komplementrezeptor Typ 1 vermittelt, ein Transmembranglykoprotein, wel-
ches auf Leukozyten exprimiert wird*,

Das Komplementsystem und dessen Beeinflussung im Kontext von kardiochirurgi-
schen Eingriffen unter CPB wurden mit Induktionsprozessen der inflammatorischen
systemischen Reaktion in der akut- und subakut-Phase nach CPB®&%152 und dem Auf-
treten von Organdysfunktionen (postoperatives Vorhofflimmern®®) assoziiert. CABG-
Operationen, welche off-pump erfolgten wiesen eine komplette Elimination der CPB-
induzierten Komplementaktivierung auf'?, was den Einfluss dieses technischen Ver-
fahrens und seiner methodenimmanenten inflammatorischen Aktivierungspotenziale

verdeutlicht.

1.5.1.2 Zytokine

Zytokine stellen interzellulare Botenmolekile dar, welche durch unterschiedliche Zell-
populationen, als Reaktion auf differente Stimuli, synthetisiert werden.
Die primaren Zytokinproduzenten stellen T-Helferzellen und Makrophagen dar, perip-
here Nervengewebe wahrend physiologischer und pathologischer Prozesse, Mastzel-
len, Endothelzellen und Schwann-Zellen sind ebenfalls in der Lage eine Cytokinsyn-
these durchzufiihren'®®, Diese verschiedenen Zelltypen koénnen identische Zytokine
sezernieren. Zytokine kbnnen autokrine, parakrine, endokrine und kombinierte Wirkun-
gen und synergistische oder antagonistische Interaktionen mit anderen Zytokinen auf-
weisen. Bekannt sind ebenfalls Wirkungen einzelner Zytokine auf mehrere unter-
schiedlichen Zelltypen (Pleiotropie). Zytokine sind in ihrer Aktivitat redundanté. In der
Literatur werden haufig pro- und anti-inflammatorische Zytokine beschrieben. ,Klassi-
sche" pro-inflammatorische Zytokine sind die Interleukine (IL) (IL-1, IL-2, IL-12, IL-17,
IL-18), Interferone (IFN-y) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF-a), wobei gegenwartig IL-
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1, IL-6 und TNF-a als am relevantesten angesehen werden. Diese Zytokine signalisie-
ren Uber Zytokinrezeptoren vom Typ |, die sich strukturell von anderen Zytokinrezep-
tortypen unterscheiden. Sie sind entscheidend fur die Koordinierung der zellvermittel-
ten Immunreaktion und spielen eine entscheidende Rolle bei der Modulation des Im-
munsystems®®’. Dem gegentiber werden ,klassisch" primar anti-inflammatorischen Zy-
tokine wie IL-1-Rezeptor-Antagonist, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-12 und IL-13, IL-22, IL-
37, IL-38 und Transforming-Growth-Factor-p gestellt. Spezifische Zytokinrezeptoren
fur IL-1, Tumor-Nekrose-Faktor-alpha und IL-18 fungieren ebenfalls als proinflamma-
torische Zytokininhibitoren57:158,

Diese klassische Form der direkten Gegenuberstellung zwischen pro- und anti-in-
flammatorischen Zytokinen ist nicht korrekt und zu einfach. Zahlreiche Beispiele bele-
gen, dass sich ein bestimmtes Zytokin sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Re-
aktionen provozieren kann. Die Menge, die Art der Zielzelle, die Art des aktivierenden
Signals, die Art der produzierten Zytokine, der Zeitpunkt und die Abfolge der Zytokin-
wirkung und sogar das Versuchsmodell sind Parameter, die die Eigenschaften von
Zytokinen stark beeinflussen!®®,

Diese Problematik besteht ebenfalls im Zusammenhang mit kardiochirurgischen Ope-
rationen unter Anwendung eines CPB, welche in einer systemischen Aktivierung Zyto-
kin-assoziierter Regulationsmechanismen resultiert und deren klinischen Nutzen be-
einflusst. Die postoperative Kinetik im nach dem CPB differieren zwischen durchge-
fihrter Art der Operation als auch dem betrachteten Zytokin160-162 Weiterfiihrend re-
sultiert die Liberation von Zytokinen, im kardiochirugischen Kontext, nicht in einer ein-
heitlichen inflammatorischen Reaktion. Die Liberation betrachteter Zytokine weist ne-
ben konzentrations- und zeitabhéngigen Alterationen, abhangig vom aktivierenden
Signal, auch variable pro- und/oder antiinflammatorische Potenziale auf!>®. Klinisch
betrachtet ist die Anwendung von singuléaren Zytokinen als Biomarker komplex und
weist eine limitierte Robustheit gegentber prozeduralen und patientenspezifischen
Faktoren auf, auch wenn Alterationen von Zytokinkonzentrationen mit Organdysfunk-

tionen assoziiert werden konnten161.163,164

1.5.1.3 Endotoxinliberation

Endotoxin oder Lipopolysaccharid (LPS) ist ein wichtiger Bestandteil der Zellmembran
von gramnegativen Bakterien'®®. Die Hypothese zur Endotoxinliberation basiert auf der

23



Translokation von kommensalen Darmmikroben oder Lipopolysachardifragmenten
Uber die intestinale mucosale Barriere wahrend der extrakorporalen Zirkulation'®®, Die
Pravalenz der Endotoxamie wird bei CABG- Patienten auf bis zu 100 % geschétzt, bei
sehr inhomogener Studienlage'®’168, Mehrere therapeutische Strategien zur Minimie-
rung oder Behandlung der Endotoxamie als Folge des CPB, einschliel3lich selektiver
Darmdekontamination, pulsatilen CPB-Systemen und LPS-Rezeptor-Inhibitoren, wur-
den bei Patienten ohne Erfolg eingesetzt162169.170 Aktuelle Studien wiesen hohe En-
dotoxinkonzentrationen in einem geringeren Grad bei CABG-OPs auf als friiher doku-
mentiert'%®, Klein et al. geben trotz niedrigerer Pravalenz an, dass eine Endotoxamie
mit einem deutlich erhdhten Risiko fir die Entwicklung einer postoperativen Infektion
verbunden ist. Endotoxinkonzentration im Zusammenhang mit on-pump Kardiochirur-
gie weisen betonte Konzentrationsvariabilitat ohne Korrelation mit evaluierten inflamm-
atorischen oder pradiktiven Biomarkern auf'’! bei gegenwartig fehlender Korrelation
mit klinischen Outcomevariablen. Diese Limitationen reduzieren die Anwendbarkeit

von Endotoxin als pradiktiven Biomarker in der on-pump Kardiochirurgie.

1.5.1.4 Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Sauerstoffspezies weisen multiple modulierende
Effekte auf inflammatorische Prozesse auf und spielen eine Schlusselrolle bei der Re-
gulierung von Immunreaktionen. Sie beeinflussen annahernd jeden Schritt in der Ent-
wicklung einer Inflammation. Niedrige Konzentrationen von NO, die von konstitutiven
und neuronalen NO-Synthasen produziert werden, hemmen die Expression von Ad-
hasionsmolekuilen, die Synthese von Zytokinen und Chemokinen sowie die Adhasion
und Transmigration von Leukozyten!’?. Es bestehen Hinweise darauf, dass eine NO-
Supprimierung durch Anwendung eines CPB resultiert und die Substitution des NO-
Vorlaufers L-Arginin wéahrend der Operation die NO-Bioverfuigbarkeit verbessern kann,
mit resultierender Verbesserung der kardialen Funktion!’3,

Studienergebnisse zeigen, dass Plasma-NO (Nitrat/Nitrit) als Biomarker fir die durch
CPB induzierte Inflammation geringgradig geeignet ist. Trotz bekannter Assoziationen
zwischen Inflammation und NO besteht eine verzégerte Expression der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase, deren Aktivierung erst 3 — 20 Stunden nach dem Entzin-

dungsreiz erfolgt. Eine methodische Limitationen besteht bei der NOx-Messung, da

24



Nitrat hauptsachlich im extrazellularen Flissigkeitsvolumen und nicht im Plasma ver-
teilt ist, sowie die Tatsache, dass die CPB-assoziierte Entziindungsreaktion nicht-in-
fektioser Natur ist, wahrend erhohte NOx-Spiegel vorwiegend bei infektiosem SIRS
beobachtet werden!’4175,

Die oben dargestellten Signalkaskaden und die daraus resultierenden Biomarker aus
der initialen Phase der CPB-induzierten Immunantwort weisen heterogene Limitatio-
nen hinsichtlich ihrer Pradiktion von Komplikationen auf. Bisher konnte sich keiner die-
ser Biomarker entsprechend im klinischen Alltag durchsetzen, so dass weiterhin ein
Bedarf an gegeniber prozess- und patientenbedingten Einflussfaktoren robusten und
pradiktiven Biomarkern fur die Identifikation der oben genannten Komplikationen in der
Herzchirurgie steht. Im folgenden Kapitel werden Biomarker vorgestellt, die im Kontext
der Herzchirurgie bisher nur im geringen Mal3e evaluiert wurden, von denen aber auf
Grund ihrer physiologischen Funktion das Potential eines diskriminativen Biomarkers
fur die Identifikation von Komplikationen nach herzchirurgischen Eingriffen mit CPB

angenommen werden kann.

1.5.2 Potentielle Zielbiomarker fir die Identifikation von Komplikationen nach
herzchirurgischen Eingriffen unter dem Einsatz der Herz-Lungen-Maschine

1.5.2.1 Interleukin-1B8 und a1-Antitrypsin

IL-18 ist von zentraler Relevanz fur die Pathogenese von chirurgisch bedingten Inflam-
mationen. Die experimentelle intravendse Injektion von IL-13 beim Menschen induziert
nahezu alle Symptome, welche mit einer systemischen Inflammation assoziiert sind*76.
IL-1B ist physiologisch im Kontext der Infektionsabwehr relevant und wirkt praventiv
gegeniiber dem Progress einer sterilen Inflammation zur Sepsis'’’. Die Sekretion von
IL-18 hangt oft vom konsekutiven Auftreten zweier Danger Associated Molecular Pat-
terns (DAMPSs) ab. Typischerweise ist das erste Signal ein Toll-Like-Rezeptor (TLR)-
Ligand, welcher die Expression von pro-IL-18 und den Inflammasom-Komponenten
induziert. Im Zusammenhang mit dem Auftreten unterschiedlicher Formen von Trau-
mata oder Ischamie-Reperfusions-Reaktionen wird Zytoplasma aus geschadigten Zel-
len nach extrazellular ausgeschuttet, was in einer ausgepragten Zunahme der extra-
zellulare ATP-Konzentration resultieren kann'’8. ATP fungiert als Second Messenger,
welcher Uber Kaskaden die Bildung des Inflammasoms induziert, was in der Endstre-
cke des Prozesses in der Spaltung von pro-IL-1B und raschen Liberation von IL-13
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resultiert. Diese Reaktion kann im Kontext von kardiochirurgischen Operationen im
padiatrischen und adulten Patientenbereich beobachten werden'4:160.179,180,

Der Serinproteaseinhibitor a1-Antitrypsin (AAT) ist Teil des kdrpereigenen inflamma-
torischen Kontrollsystems, welcher der IL-1B-Kaskade entgegenwirkt'®l, Neben Pro-
tease-Inaktivierungsprozessen'®?183 weist AAT Sauerstoffradikal-Scavenger-Poten-
zial auf'84185, Tiermodellstudien beschreiben protektive Effekte von AAT im Zusam-
menhang mit Ischamie-Reperfusionsschaden, TNF-a/Endotoxin-induzierter Letalitat
und weist antibakterielle Wirkungen auf, welche Relevanz im Zusammenhang mit kar-
diochirurgischen Interventionen unter CPB aufweisen'®-18_ Ein weiterer interessanter
Aspekt, ist die koregulierende Komponente in Bezug auf die Expression von Zytokinen
wie IL-8, Chemotaxis und Zelladh&sionsprozessen'8%1%, Es reduziert die Expression
des TLR 4 und von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1, TNF-a) und erhdht die Ex-
pression von antiinflammatorischen Mediatoren wie IL-10 und IL-1-Rezeptor-Antago-
nisttol,

Die Signalubertragung von AAT erfolgt Uber den Scavenger-Rezeptor CD36, Aktivie-
rung der Phospholipase A2 und die Freisetzung eines noch nicht identifizierten cho-
linergen Faktors mit niedriger Molekilmasse. Dieser Faktor fungiert als nikotinischer
Agonist, der eine metabotrope Signalubertragung an monozytéren nikotinischen Ace-
tylcholinrezeptoren induziert und den P2X7R hemmt. Dadurch wird die ATP-vermittelte
Induktion der NLRP3 (NACHT, LRR and PYD Domainscontaining Protein 3) Inflam-
masom-Assemblierung beeintrachtigt, und somit,

IL-1B-Reifung und -Freisetzung drastisch reduziert werden!®?. Erhéhte postoperative
AAT-Werte korrelierten mit einem erhdhten Risiko fur schwergradige AKI und einem
prolongierten Krankenhausaufenthalt nach kardiochirurgischen Interventionen, was
auf sein Potenzial als pradiktiver Biomarker flr postoperative Komplikationen hin-

weist193,

1.5.2.2 Cholinerges System (Acetylcholinesterase und Butyrylcholinesterase)

Cholinerge, neuronale, nicht-neuronale und immunologische Interaktionen sind an der
endogenen Reaktion auf sterile und nicht-sterile Entziindungen beteiligt. Das neuro-
nale und nicht-neuronale cholinerge System spielt eine zentrale Rolle bei der neurolo-
gischen und immunologischen Signaltransduktion, in der bidirektionalen Kommunika-

tion zwischen zentralen und peripheren neuronalen Regulationskreisen, Immunzellen
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und Zytokinen, neuro-endokrinen Hormonsystemen, dem Darmmikrobiom und dessen
Metaboliten'%4,

Aufgrund des bidirektionalen Austauschs zwischen zentralem Nervensystem und pe-
ripheren neuronalen Schaltkreisen kann die cholinerge Homoéostase durch immunolo-
gische und entziindliche Stressoren im Zusammenhang mit chirurgischen Eingriffen
unter extrakorporaler Zirkulation gestort werden®51%,

Cholinerge antiinflammatorische Regulationsprozesse werden durch den Neurotrans-
mitter Acetylcholin (Ach) vermittelt, welcher eine direkte hemmende Wirkung auf die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen aufweist'®. Die Stimulierung des a-7
NAChR (nikotinischer cholinerger Rezeptor) durch neuronales oder nicht-neuronales
ACh inhibiert die Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren aus Immunzellen Uber
einen cholinergen Weg, der als ,anti-inflammatorischer nicht-neuronaler cholinerger
Pathway"“ bezeichnet wird19>1°7, Zentrale regulative Enzyme in diesem Kontext stellen
die Acetylcholin- und Butyrylcholinesterase (AChE, BChE) dar. Acetylcholinesterase
ist eine spezifische Cholinesterase, die vor allem Cholinester hydrolysiert, und zeich-
net sich durch hohe Konzentrationen in Gehirn, Nerven und roten Blutkérperchen aus.
Butyrylcholinesterase ist eine unspezifische Cholinesterase (auch Pseudo-Cholines-
terase), die neben Cholinestern auch andere Ester hydrolysiert und im Blutserum, in
der Bauchspeicheldrise, in der Leber und im zentralen Nervensystem vorkommt. Ne-
ben der neuronalen Liberation von Acetylcholin- und Butyrylcholinesterase, sind auch
andere Gewebe in der Lage non-neuronal in die das cholinerge System und dessen
Regulation einzugreifen. Alterationen der Aktivitaten der ChE-Subtypen, AChE und
BChE, unterscheiden sich abhangig von einer sterilen oder nicht-sterilen Inflammation.
Eine akute Abnahme der BChE-Aktivitat wurde als physiologische Reaktion auf sterile
Entziindungen nach Operationen und Traumata beschrieben, wahrend eine verzo-
gerte Abnahme der BChE-Aktivitat als Reaktion auf eine Sepsis beschrieben wurde!%-
200 Im Gegensatz dazu wird die AChE-Aktivitat als Teil der antimikrobiellen Immunan-
twort herunterreguliert und kann in diesem Kontext regulativen Einfluss auf die Kon-
trolle einer bakteriellen Vermehrung nehmen?1292, Der Einsatz des CPB resultiert in
einer ausgepragten Affektion des cholinergen Systems. Die Cholinesteraseaktivitat
fallt nach Initiierung des CPB um ca. 60 %, mit einer Persistenz dieser Aktivitatsreduk-
tion von bis sieben Tagen post-CPB. Shearer et al. berichten, dass das Aktivitatsni-
veau der Cholinesterase praoperativ erst sechs Wochen nach Einsatz des CPB anné-

hernd wieder erreicht wurde?®3. Yang et al.?®* beobachteten analoge Ergebnisse in
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einer kardiochirurgischen Kohorte unter CPB, in welcher die Serum-Cholinesteraseak-
tivitat bei SIRS-Patienten nach CPB signifikant vermindert war und der Abfall der Akti-
vitat mit dem Schweregrad der SIRS nach CBP und einem Anstieg der Zytokine asso-
ziiert war. Veranderungen der Cholinesteraseaktivitéat im kardiochirurgischen Kontext
konnten mit Multiorganversagen, Delir und weiteren klinischen Outcomeparametern

assoziiert werden17:204-206_

1.5.2.3 Freie zirkulierende mitochondriale Desoxyribonukleinséure

Mitochondriale Desoxyribonukleinsaure (mtDNA) konnte wiederholt als DAMP identifi-
ziert werden und ist eng mit der Aktivierung der initialen Inflammations- und Gerin-
nungsantwort verbunden?°72%8 Wahrend der kardiochirurgischer Eingriffe aktiviert
mtDNA den TLR 9, welcher eine zentrale Rolle in der Aktivierung von Neutrophilen
und Thrombozyten spielt*4720%210 Der TLR-9 wird von verschiedenen Zellen, wie dem
Endothel und Neutrophilen freigesetzt und ist somit Teil der angeborenen Immunant-
wort. Darlber hinaus tragt mtDNA zur Bildung von Neutrophil Extracellular Traps
(NETS) bei??7298_Aufgrund ihrer umfassenden physiologischen Funktion bei Inflamma-
tionsprozessen wurden erhohte mtDNA-Spiegel bereits mit Sepsis, Trauma und tu-
mordsen Erkrankungen in Verbindung gebracht 297:211.212/ Herzchirurgische Patienten,
welche eine systemischen Entziindungsreaktion aufwiesen, zeigten additiv erhéhte
mtDNA-Konzentration im peripheren Blut, was mit einer héheren Inzidenz von POAF
in Verbindung gebracht werden konnte!47:213.214,

Neben beobachteten Alterationen der mtDNA-Konzentration durch eine systemische
Inflammationsreaktion, beeinflussen oxidativer Stress und Ischamie-Reperfusions-
schaden die Zellintegritait und somit die mtDNA-Freisetzung aus Mitochond-
rienl47.214.215 nteressant sind neben den genannten Assoziationen der Inflammation
und Zellschadigung klinisch auch der Aspekt der mitochondrialen Funktion und deren
Protektion zur Protektion der kardialen-myozytaren Funktion. Die Untersuchung und
Identifikation von Alterationen der mtDNA-Konzentrationen wéhrend on-pump CABG
als Prognosetool ist daher hochgradig interessant und kann moglicherweise genutzt
werden, inflammatorische und zellschddigende Komponenten der interdisziplinaren
Versorgung zu modifizieren und damit Organdysfunktionen und mitochondriale Dys-

funktion zu limitieren.
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1.5.2.4 Soluble Delta-Like Protein 1 (sDLL1)

Die Notch-Signaltransduktion stellt einen bekannten immunmodulatorischen Trans-
duktionspfad dar, welcher Einfluss auf die Homdostase und Differenzierung von Im-
munzellen nimmt. Funktionen der Notch-Signalibertragung im Immunsystem sind die
Differenzierung der lymphoiden T- und B-Zelllinien, sowie die Aktivierung von T-Zellen,
die Beeinflussung der Funktion regulatorischer T-Zellen und die Differenzierung von
T-Helferzellen?16217, Neben den multiplen, zellularen immunmodulatorischen Wirkun-
gen der Notch-Signaltransduktion, konnten verschiedene Effekte im Rahmen inflamm-
atorischer Prozesse nachgewiesen werden. Die Notch-Signaltransduktion ist nicht iso-
liert pro- oder antiinflammatorisch, sondern abhangig vom Immunzelltyp und der zel-
lularen Umgebung. Zu den beeinflussten inflammatorischen Zustanden zahlt auch die
Sepsis?18229, Notch-Liganden wie soluble delta-like 1 (DLL1), Teil der Delta/Jagged
Familie transmembranéser Proteine, kdénnen eine zellulare Immunreaktionen tiber den
Notch-Signalweg aktivieren, was zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
fuhrt?°, sDLL1 kann auBerdem Endothelschadigungen mitbeeinflussen, die in einem
Verlust der Barrierefunktion resultieren??!, Studien sDLL1 im Zusammenhang mit kar-
diochirurgischen Operationen sind gegenwartig nicht verfigbar. Untersuchungen an
Patienten mit Zustand nach Herztransplantation und kardialer Allograft-Vaskulopathie
weisen darauf hin, dass sDLL1 eine kardiale Notch-Liganden-Achse zu vermuten ist
und geben Hinweise darauf, dass es eine Rolle bei der Progression von kardialer Al-
lograft-Vaskulopathie spielt und eine sDLL1-Aktivitatssuppression eine positive Wir-
kung auf den Progress der Vaskulopathie aufweist???. Vergleichende Untersuchungen
an septischen und nicht septischen allgemeinchirurgischen oder kardiochirurgischen
Patienten konnten divergierende Konzentrationen zwischen den Gruppen nachwei-
sen. Die Plasmakonzentration von sDLL waren in der kardiochirurgischen Gruppe un-
ter CPB unmittelbar postoperativ erhdht und stiegen in den ersten 24 postoperativen
Stunden an, wahrend dieser Effekt in den septischen und nicht septischen allgemein-
chirurgischen Patienten nicht beobachtet werden konnte??°, was eine Beeinflussung
durch die kardiochirurgische Operation und begleitende Faktoren wie CPB als mégli-
che Ursache in Betracht ziehen l&sst.
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1.5.2.5 Soluble Urokinase Plasminogen Activator Receptor (SUPAR)

Soluble Urokinase Plasminogen Activator Receptor (SuPAR) findet sich im Blut
(Plasma, Serum??3224) sowie in anderen Korperflissigkeiten und stellt die I6sliche
Form des membrangebundenen uPAR dar. Bei Expression auf der Zellmembran fun-
giert uUPAR als zentraler Mediator der Plasminogenaktivierung und Fibrinolyse und ist
durch Regulation des extrazellularen Matrix-Abbaus an diversen essentiellen zellula-
ren Prozessen beteiligt. In dieser Funktion moduliert uPAR Proliferation, Migration,
Adhasion, Angiogenese sowie Entziindungsreaktionen?2®, Die proteolytische Spaltung
von UPAR fuhrt zur Freisetzung der I6slichen Form suPAR in die Blutbahn. Die suPAR-
Freisetzung aus Immunzellen wird durch inflammatorische Stimuli verstarkt; daher
kénnen suPAR-Konzentrationen als Indikator fir die individuelle Inflammations- und
Immunaktivierung angesehen werden?2®, Dies wird durch eine positive Korrelation zwi-
schen suPAR und diversen Inflammationssmarkern belegt??-22%, Die Integration in Ge-
rinnungs- und inflammatorische Kaskaden, welche zentrale Ursachen von resultieren-
den Organdysfunktionen nach kardiochirurgischen Operationen unter CPB darstellen
(s. 1.3.2 und 1.3.3), macht suPAR daher zu einem interessanten Biomarker in diesem
Bereich. Erhdhte suPAR-Spiegel konnten bereits signifikant mit einer Reduktion der
Nierenfunktion korreliert werden?3° und die Integration von suPAR in ein Nomogram-
Model bei on-pump Kardiochirurgie resultierte in einem préadiktiven Modell mit einer
AUC von 0,817 (95 % CI 0,726 — 0,907)2%! furr AKI in einer kardiochirurgischen Kohorte.
Wahrend erhdhte suPAR-Konzentrationen bereits mit einer gesteigerten Langzeitmor-
talitat nach kardiochirurgischen Eingriffen assoziiert wurden?®?. Die gleiche Arbeits-
gruppe um Koller et al. zeigte, dass ein suPAR-inkludierender Biomarker-Score (Pa-
rameter: Alter, SUPAR und N-Terminal Pro-B-Type Natriuretic Peptide) eine exzellente
Pradiktion bezuglich der Ein-Jahres-Mortalitat und Hospitalisationen aufgrund von
Herzversagen aufwies.

Die prognostische Relevanz fir andere unerwiinschte Outcomevariablen, wie noso-
komiale Infektionen oder postoperative Delir, wurde bisher nicht ausreichend unter-
sucht. Darlber hinaus wurde der potenzielle Einfluss unterschiedlicher CPB-Systeme
auf die suPAR-Kinetik und deren konsekutive Auswirkung auf die Prognosefahigkeit

gegenuber Organdysfunktionen nicht systematisch untersucht.
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1.6 Organprotektive Strategien

Die Stimulation einer inflammatorischen Akute-Phase-Reaktion im Zusammenhang
mit on-pump Kardiochirurgie kann Storungen der Homdéostase und Organdysfunktio-
nen mit Verschlechterung des kurzfristigen und langfristigen Patientenoutcomes pro-
vozieren. Nur 65 % konventioneller CABG-Operationen unter CPB sind nicht mit Kom-
plikationen assoziiert?>>. Um diese negativen Effekte zu minimieren, wurden unter-

schiedliche Modifikations- und Therapieansétze entwickelt.

1.6.1 Off-Pump Coronary Artery Bypass Grafting

Die Identifikation der zentralen Rolle des CPB im Kontext der Aktvierung der Akute-
Phase-Reaktion initiierte die Diskussion Uber Méglichkeiten, den Einsatz des CPB zu
limitieren und selektierte Eingriffe ohne diesen durchzufiihren, um Faktoren wie Kardi-
oplegie, globale/kardiopulmonale Ischamie-Reperfusionsschaden, Hypothermie und
intraoperative Retransfusion von unverarbeitetem Kardiotomie-Blut und deren nega-
tive synergistische Effekte zu vermeiden. Mitte der 1990er Jahre fuhrten technische
Innovationen, die eine Stabilisierung des schlagenden Herzens ermdglichten, zu ei-
nem erneuten Interesse an off-pump Revaskularisationen, gefolgt von einem dramati-
schen Anstieg der durchgefiihrten off-pump Verfahren. Auf dem Ho6hepunkt im Jahr
2002 wurden fast 25 % aller Koronararterien-Bypass-Operationen in den USA off-
pump durchgefiihrt?®4. Die Betrachtung der DGHTG-Leistungsstatistik 2009 — 2023
zeigte in Deutschland nur eine geringe Zunahme der off-pump CABG uber diese 14-
Jahresperiode (Abb. 2).
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Abb. 2: Lelstungsstatlstlk 2009 — 2024 isolierter CABG-Operationen der Deutschen Gesellschaft fur

Thorax-, Herz- und Gefaf3chirurgie?3®
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Ursachlich fur den Rickgang der Anwendung von off-pump Verfahrens seit 2002 und
der anschlieRenden Stagnation konnen inhomogene Studienergebnisse und Limitati-
onen des Verfahrens sein. In einer Cochrane-Review aus dem Jahr 2012 mit 86 RCTs
zu off-pump CABG vs. cCPB-CABG wurden nur zehn Studien mit einem geringem
Bias-Risiko eingestuft. Diese Meta-Analyse beschreibt, dass der off-pump CABG ge-
genuber dem on-pump cCABG keinen Vorteil in Bezug auf Mortalitat, Apoplex- oder
Myokardinfarktinzidenz aufweist?3¢. Eine aktuellere Ubersichtsarbeit beschreibt off-
pump CABG in selektierten Patientengruppen mit einem geringen Ausgangsrisiko fur
perioperative Komplikationen oder fir Patienten, die keine signifikante zirkumflexba-
sierte KHK aufweisen, als sichere Alternative gegentiber cCPB CABG. Das Verfahren
ist jedoch technisch anspruchsvoll und bietet im Vergleich zur CABG keine langfristi-
gen Vorteile in Bezug auf die klinische Outcomeparameter, wobei ein reduzierter
Transfusionsbedarf und reduzierte assoziierte Krankenhausverweildauern imponiert.
Zusammenfassend mussen die Vorteile des Verfahren jedoch kritisch einer ineffekti-
ven Revaskularisierung 22723 gegentiber gestellt werden?*°, Auf Biomarkerebene wur-
den in Zusammenhang mit der Anwendung von off-pump CABG versus on-pump
CABG niedrigere Konzentrationen von Zytokinen, Interleukinen, Endotoxin, myokardi-
alen Gewebemarkern, geringere Aktivierung zirkulierender Neutrophiler und eine re-

duzierte Aktivierung des Komplementsystems beschrieben12161,240.241,

1.6.2 Minimalisierte extrakorporale Zirkulation (MIECC) vs. konventioneller CPB
(cCPB)

MIECC-Systeme wurden entwickelt, um die negativen Auswirkungen des konventio-
nellen CPB (Conventional Cardiopulmonary Bypass, cCPB) zu reduzieren, welche auf
Blut-Material- und Blut-Luft-Interaktionen zurtickgefuihrt wurden. Hintergrund der Ent-
wicklung miniaturisierter extrakorporaler Kreislaufsysteme ist der Bedarf an einem kar-
diochirurgischen (Extracorporeal Circulation, ECC)-Konzept, das Blutbestandteile we-
niger mit Fremdoberflachen in Kontakt bringt und traumatisiert sowie Volumenver-
schiebungen und Blasenbildung wéhrend des Bypasses limitiert. Typ Il und IV MIECC-
Systeme verfligen Uber einen vollstandig geschlossenen Kreislauf, eine Zentrifugal-
pumpe, reduziertes Priming-Volumen, niedrigvolumige Kardioplegie, reduzierte und bi-
okompatible Oberflachen, einen Membranoxygenator, einen Warmetauscher, einen
venoser Luftentferner und eine zellsparende Vorrichtung zur Aufbereitung und Ret-

ransfusion von Patientenblut?®242, Gegenwartig ist die Evidenz beziglich der MiECC-
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Anwendung in Bezug auf die inflammatorische Patientenantwort inhomogen, mit Er-
gebnissen, welche eine signifikante inflammatorische Abschwachung?8243-245 und ge-
genteilige Resultate?’246.247 prasentieren. Klinisch wurde wiederholt der organoprotek-
tive Effekt von MIECC-Systemen beschrieben. Eine randomisierte kontrollierte Studie
von Remadi et al.?*? untersuchte postoperative Komplikationen bei 400 Patienten, die
MIECC im Vergleich zu cCPB verwendeten. Sie beschreiben eine signifikant niedrigere
Inzidenz von POAF, schwerer AKI und fokalen neurologischen Komplikationen in der
MIECC-Gruppe im Vergleich zur cCPB-Gruppe.

Wiesenack et al.?*” beschrieben analoge Ergebnisse in einer retrospektiven Kohorten-
studie mit 970 Patienten, mit einer geringeren Inzidenz von Myokardinfarkten, Apople-
xien, POAF und AKI.
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Kardiochirurgische Operationen unter Anwendung eines CPB initiieren in unterschied-
licher Auspragung eine Akute-Phase-Reaktion, welche in einer Beeintrachtigung un-
terschiedlicher Organsysteme resultieren kann. Die Inzidenz einer klinisch apparenten
Organdysfunktion variiert abhangig vom betrachteten Kollektiv, der durchgefiihrten
Operation und prozeduralen Modifikationen. Trotz medizinischem Fortschritt und der
Anwendung moderner diagnostischer und therapeutischer Verfahren im Bereich der
on-pump Kardiochirurgie persistiert die Inzidenz neurologisch-neuropsychologischer,
renaler und arrhythmogener Komplikationen. Eine friihzeitige Identifikation von Risiko-
patienten steht seit Jahrzehnten im Fokus der Forschung, um prophylaktische oder
therapeutische Strategien zur Optimierung der Patientenversorgung zu initiieren und
etablieren.

Wie im Rahmen der Einleitung beschrieben, resultiert die Affektion der genannten Or-
gansysteme in einer signifikanten Beeinflussung von Morbiditat, Mortalitdt und Ge-
sundheitssystemkosten. Neben dem Aspekt der resultierenden Organdysfunktion ver-
ursacht die systemische inflammatorische Antwort der Patienten im Rahmen der
Akute-Phase-Reaktion eine Alteration zellularer und subzellularer Biomarker.
Bisher konnte kein idealer Biomarker mit einem suffizienten Pradiktionspotenzial ge-
genuber postoperativen Organdysfunktionen identifiziert werden, da die physiologi-
schen systemischen inflammatorischen Antwortprozesse zur Verschleierung der zu
detektierenden Komplikationen fiihren.

Die vorliegende kumulative Habilitationsschrift verfolgt das Ziel, innovative blutbasierte
Biomarker in einem homogenen Patientenkollektiv zu evaluieren, welches sowohl be-
zuglich der chirurgischen Intervention als auch der intraoperativen Behandlungsmoda-
litaten standardisiert war und bei dem eine extrakorporale Zirkulation mittels Herz-Lun-
gen-Maschine (Cardiopulmonary Bypass, CPB) zur Anwendung kam. Der wissen-
schaftliche Fokus liegt auf der systematischen Analyse potentieller Assoziationen zwi-
schen den identifizierten Biomarkern und dem Auftreten postoperativer Organdysfunk-
tionen.

Eine Vielzahl von Studien analysierte die proinflammatorischen Auswirkungen kardio-
chirurgischer Eingriffe mit CPB auf Alterationen von Biomarkern, mit einem Fokus auf
der aktivierend-initierenden Komponente. Im ersten Schritt wurde daher im Rahmen

einer physiologischen Grundlagenstudie nicht der aktivierende Einfluss elektiver on-
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pump CABG untersucht, sondern ein potenziell inhibierender Effekt auf zentrale regu-

lative Molekile im Kontext der Induktion der Akute-Phase-Reaktion und steriler in-

flammatorischer Antwortprozesse. Es wurde folgende Fragestellungen bearbeitet:

Welchen inhibierenden Einfluss hat die Anwendung eines CPB bei elektiver on-
pump CABG auf a1-Antitrypsin als Antiprotease?

Welchen Einfluss hat die Anwendung eines CPB bei on-pump CABG als Inhi-
bitor von ATP-induziertem IL-137?

Die Assoziation des Biomarkers AAT mit dem cholinergen System und dessen Modu-

lation metabotroper Signaltransduktionsprozesse an nikotinischen Acetylcholin-Re-

zeptoren fuhrte zur Evaluation blutbasierter Acetylcholin- und Butyrylcholinesterase-

Aktivitaten. Diese wurden bei on-pump CABG-Eingriffen beziglich systemischer In-

flammation und POD, als neuroinflammatorische Organdysfunktion, untersucht. Fol-

gende Fragestellungen wurden adressiert:

Sind perioperative Veranderungen der AChE- und BChE-Aktivitat, in einem
prolongierten Analysezeitraum bis zum siebten postoperativen Tag, mit dem
Auftreten eines POD bei elektiven on-pump CABG-Operationen assoziiert?
Weisen Patienten mit POD additive Risikofaktoren fur das Auftreten eines POD
im Zusammenhang mit on-pump CABG-Chirurgie auf?

Ist der inflammatorische Status der Patienten mit Veranderungen der Cholines-
terasesubtypenaktivitaten assoziiert?

Im Anschluss wurde die in der Vorstudie identifizierte Assoziation von BChE-Aktivitat

bei Patienten mit POD in einen validierten POD-Risikostratifizierungsindex integriert

und auf folgende Fragstellungen hin evaluiert:

Wie ist die Anwendbarkeit und der diagnostische Nutzen eines validierten POD-
Risikostratifizierungsindex in einer Kohorte von elektiven on-pump CABG-Pati-
enten zu bewerten?

Kann die Integration der BChE-Aktivitat in einen pradiktiven validierten POD-

Risikostratifizierungsindex das Modeloptimieren?
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e Kann ein validiertes POD-Risikostratifizierungsindex-Modell durch Erweiterung

oder Veranderung der inkludierten Parameter optimiert werden?

Die Akute-Phase-Reaktion und damit assoziierten Organdysfunktionen, alteriert durch
chirurgisches Trauma und CPB, kann durch Modifikationen der extrakorporalen Zirku-
lation beeinflusst werden. Im folgenden Abschnitt wurden Alterationen innovativer Bi-
omarker der Zellschadigung und der inflammatorischen Kaskade im Vergleich zwi-

schen MIECC und cCPB und auf deren Assoziation mit Organdysfunktionen analysiert:

In der initialen Untersuchung wurde die Ebene der mitochondrialen DNA betrachtet,
welche einen Surrogatparameter der Zell- bzw. Zellorganellenschadigung reprasen-

tiert. Hier wurden zwei Fragestellungen bearbeitet:

e Resultiert die Anwendung einer MIECC gegenuber einem cCPB in einer Reduk-
tion der quantitativ analysierten Menge an mtDNA, als Zellschadigungsbiomar-
ker, bei Patienten, welche sich einer elektiven on-pump CABG unterzogen?

e st die quantitativ erhobene Menge an mtDNA mit der Inzidenz unerwiinschter
Ereignisse (Adverse Events; Infektionen, erneute Aufnahme auf die Intensivsta-
tion, AKI und POAF) assoziiert?

Nachdem der Einfluss der CPB-Systemmaodifikation auf die Zellschadigung durch
mtDNA und Assoziationen mit Organdysfunktionen eruiert wurde, erfolgte im An-
schluss eine Analyse des sDLL1. Hohere Expressionen dieses Notch-Liganden

konnten mit inflammatorischen Prozessen und Barrieredysfunktionen assoziiert wer-
den, von denen Anzunehmen war, dass diese durch on-pump CABG affektiert werden.
Um den Einfluss des CPB und dessen Systemmaodifikation zu untersuchen, wurden

folgende Fragestellungen bearbeitet:

e Resultiert die Anwendung einer MIECC gegeniber einem cCPB in einer Reduk-
tion der mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Quantifikation
bestimmten Konzentration an sDDL1 bei elektiven on-pump CABG-Operatio-
nen?

e Welche Assoziation und prognostische Potenz weisen Veranderungen von
sDLL1 in Bezug auf das Auftreten von POD, AKI und postoperativen Infektionen
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(definiert als Pneumonie, katheterbedingte Blutstrominfektionen und urogeni-

tale Infektionen) auf?

Abschliel3end wurde der potenzielle pradiktive Nutzen von suPAR in Bezug auf das
Auftreten einer AKI bei elektiven on-pump CABG-Patienten evaluiert. Folgende Fra-

gestellungen wurden bearbeitet:

e Sind Alterationen von suPAR-Plasmakonzentrationen bei elektiver on-pump
CABG mit Veranderungen der renalen Funktion assoziiert?

e Weisen Veranderungen der suPAR-Plasmakonzentrationen im Rahmen von e-
lektiver on-pump CABG einen pradiktiven Wert fir das Auftreten einer AKI auf?

e Kann die Veranderung der Serumplasmakonzentration von suPAR Risikopati-
enten fur postoperative Organdysfunktionen und Infektionen identifizieren?

e Sind Veréanderungen der suPAR-Plasmakonzentrationen mit dem Auftreten ei-

nes POD assoziiert?

37



3. Zusammenfassung der Ergebnisse eigener Arbeiten

3.1 Auswirkungen elektiver on-pump CABG auf die Fahigkeit von al-
Antitrypsin, die ATP-induzierte Freisetzung von monozytarem Inter-

leukin-1B zu hemmen (Anlage 1)

Interleukin-1p besitzt eine herausragende Relevanz in der Pathogenese von Chirurgie-
assoziierten Inflammationen, Wirtsabwehr und der Verhinderung des Progress einer
sterilen systemischen Entziindung zur Sepsis auf'’’:248, Die Expression von Interleu-
kin-1 wird primar durch das Auftreten zweier DAMPs determiniert, welche die Inflam-
masom-Formation, die Aktivierung von Caspase-1, Spaltung von pro-IL-1B und kon-
sekutive Freisetzung von reifem IL-1p induzieren — Prozesse, die im Kontext von on-
pump CABG auftreten'’®. Der Serinproteaseinhibitor a1-Antitrypsin (AAT, SER-
PINA1)?#° fungiert als Teil des endogenen Sicherheitssystems, das den genannten
proinflammatorischen Mechanismen anatagonistisch entgegenwirkt. In inflammatori-
schen Kaskaden, wie sie im Rahmen der Akuten-Phase-Reaktion bei kardiochirurgi-
schen Eingriffen unter CPB resultieren, stellt AAT einen bedeutsamen immunmodulie-
renden Faktor dar. Die Interaktion von AAT mit Proteasen flhrt zu einer gegenseitigen
Inaktivierung!®2183, AAT neutralisiert zusatzlich Sauerstoffradikale, welche die Anti-
Protease-Funktion von AAT inaktivieren184185_|n Tiermodellen schitzt AAT, analog zu
Effekten des CPB, vor Ischamie-Reperfusionsschaden und TNF-a/Endotoxin-induzier-
ter Letalitat'86-188,

AAT moduliert Gberdies die Expression von Chemokinen wie IL-8, Chemotaxis und die
Zelladh&sion®9:1%0, Es supprimiert die Expression des TLR 4 und proinflammatorischer
Zytokine (IL-1, TNF-a) und potenziert die Expression von antiinflammatorischen Medi-
atoren wie IL-10 und IL-1-Rezeptorantagonist!®t. AAT inhibiert effizient die ATP-indu-
zierte Reifung und Sekretion von IL-1B und reduziert dessen Liberation signifikant!®?,
mit potenziellem therapeutischem Benefit bei Inflammationen im Rahmen von CPB-
gestutzten herzchirurgischen Eingriffen.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Hypothese zu evaluieren, dass wahrend
elektiver on-pump CABG AAT als Antiprotease und Inhibitor von ATP-induziertem IL-
1B inaktiviert wird.

Zu diesem Zweck wurde eine Sekund&ranalyse einer explorativen, prospektiven Inter-

ventionsstudie an elektiven on-pump CABG-Patienten mit einem Studienkollektiv von
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funf Patienten durchgefiihrt. Die Blutentnahme erfolgte 15 Minuten nach Beendigung
der anasthesiologischen Einleitung sowie 15 und 60 Minuten nach Beginn des CPB
und 15 Minuten nach Beendigung des CPB. AAT wurde anschlie3end aus dem Blut-
plasma chromatografisch affinitats-purifiziert. Humane Lipopolysacharid-primed Mo-
nozyten (U937) wurden mit ATP in der Prasenz oder Absenz von Patienten-AAT sti-
muliert um den inhibitorischen Effekt auf die IL-13 Freisetzung zu testen. Die Antipro-
tease-Aktivitat wurde mittels Komplexformation mit Neutrophilen-Elastase untersucht.
Die Kapazitat des Patienten-AAT zur Inhibition der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung
zeigte sich geringgradig reduziert, als Reaktion auf die on-pump CABG. Die Komplex-
formation von Patienten-AAT mit Neutrophilen-Elastase war unbeeintrachtigt. On-
pump CABG-Chirurgie induziert offenbar keine ausgepragte Reduktion der antiin-
flammatorischen und anti-Proteasen Aktivitat von humanem AAT.

Diese Pilotstudie evaluierte die Fragestellung, ob die inhibitorische Funktion von ge-
reinigtem Patienten-AAT auf die ATP-induzierte Freisetzung von monozytaren IL-103
oder die AAT-Antiprotease-Funktion durch elektive on-pump CABG-Chirurgie beein-
flusst wird. Die Untersuchung demonstrierte, dass weder eine deutliche Verringerung
der der inhibitorischen Funktion von gereinigtem Patienten-AAT auf die 2'(3")-O-(4-
Benzoylbenzoyl)Adenosine-5"-Triphosphate-induzierte Freisetzung von monozytarem
IL-1B noch eine Beeintrachtigung seiner Anti-Proteasefunktion resultierte. Patienten-
AAT, dass vor, wahrend und nach der Operation gewonnen wurde, inhibierte in-vitro
dosisabhangig und effizient die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung bei humanen, mo-
nozytaren LPS-primed U937-Zellen. Die ICso-Werte waren 60 min nach Beginn des
CPB (p = 0,003, n = 5) und nach Beendigung des CPB (p = 0,01, n = 5) signifikant
héher im Vergleich zu praoperativen Werten. Angesichts der limitierten Fallzahl sollten
diese Ergebnisse kritisch interpretiert werden, da adjustierte statistische Verfahren bei
kleinen Stichprobengrdof3en nicht immer zuverlassig anwendbar sind. In allen AAT-Pra-
paraten wurden kovalente AAT/Neutrophile-Elastase-Komplexe nachgewiesen, was
impliziert, dass der grof3te Teil der Anti-Protease-Funktion von AAT wéhrend on-pump
CABG erhalten bleibt. Korrespondierend wurden bei der nativen Gelelektrophorese
keine Veranderungen der AAT-Komplexe festgestellt.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde berichtet, dass AAT, das mit neutrophiler
Elastase komplexiert ist, zwischen Ende des CPB und 240 Minuten nach der Operation

stark ansteigt?>°, ein Zeitraum, der in der vorliegenden Studie nicht untersucht wurde.
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Die Ergebnisse dieser Pilotstudie missen ungeachtet der initialen Befunde, wie oben
angemerkt, kritisch betrachtet werden.

Von den bekannten antiinflammatorischen Wirkungen von AAT wurde ausschlief3lich
die Hemmung der ATP-induzierten Freisetzung von monozytaren IL-1p untersucht, ei-
nem Mechanismus, welcher im Zusammenhang mit CPB und extensiven chirurgischen
Interventionen von zentraler Relevanz ist. Die Stichprobengrof3e ist limitiert und diese
Studie umfasst hauptsachlich die ,frthe“ (15 und 60 Minuten nach Beginn der CPB)
und nur den Beginn der ,spaten“ Phase (15 Minuten nach CPB) der inflammatorischen
Antwort auf den CPB. In der friihen Phase wird die Inflammation priméar durch den
Kontakt des Patientenblutes mit den Fremdoberflachen der extrakorporalen Zirkulation
und durch das chirurgische Trauma ausgeldst, bei dem eine Freisetzung von ATP in
den Extrazellularraum zu erwarten ist. Dagegen wird die spate Phase durch Ischamie-
Reperfusionsschaden und Endotoxamieliberation dominiert wird252,

Es ist anzunehmen, dass 15 Minuten nach CPB-Terminierung die Endotoxin&dmie ge-
genuber dem Ischamie-/Reperfusionsschaden eine untergeordnete Rolle einnimmit.
Keiner der in diese Studie eingeschlossenen Patienten entwickelte eine systemische
Inflammation oder Sepsis. Von besonderem wissenschaftlichem Interesse wére zu un-
tersuchen, ob sich das AAT von Patienten, die an einer schweren SIRS erkranken,
signifikant von Patienten ohne differenziert. Abschliel3end kann keine definitive Aus-
sage getroffen werden, ob die Ergebnisse primar auf operative Aspekte, den CPB oder
eine Kombination zuriickzufihren sind.

Neben der hier untersuchten Glycoproteinebene im Zusammenhang mit Inflammation
und deren Suppression stellt das cholinerge- und anticholinerge System eine weitere
zentrale Ebene in der Antwort auf inflammatorische Stimuli dar, welche in den nach-

folgenden Studien exploriert wurde.

Zusammenfassung:
Diese Pilotstudie zeigte, dass on-pump CABG-Chirurgie weder die Aktivitat
von AAT-inhibierender ATP-vermittelter IL-1B-Freisetzung hemmt, noch die

Anti-Protease-Aktivitat von Patienten-AAT wesentlich reduziert.
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3.2 Observationsstudie zum Einfluss der Aktivitat von Acetylcholi-
nesterase- und Butyrylcholinesterase im Kontext von on-pump

CABG auf das Auftreten eines postoperativen Delirs (Anlage 2)

Das neuronale und non-neuronale cholinerge System fungiert als zentraler Mediator
der neuronalen und immunologischen Signaltransduktion. Die cholinerge Homdostase
kann durch die bidirektionale Interaktion zwischen zentralen Nervensystem und peri-
pheren neuronalen Schaltkreisen bei inflammatorischen Prozessen gestért werden®4,
Die ausgepragte cholinerge Innervation von Thalamus, Striatum, limbischem System
und Neokortex impliziert deren essentielle Rolle fir hthere kognitive Funktionen?>2,
Alterationen des cholinergen Systems korrelieren mit der Inzidenz des POD, insbe-
sondere im kardiochirurgischen Kontext?>3-28, Das POD, charakterisiert durch akute
und fluktuierende zerebrale Dysfunktionen, manifestiert sich bei bis zu 40 % der kar-
diochirurgischen Patienten mit altersabhangiger Progression®%71, Diese Komplikation
resultiert in signifikant erhéhter Morbiditat, Mortalitdt und 6konomischer Ressourcen-
belastung®: 70, Multiple Faktoren, einschlieBlich patientenspezifischer und prozedura-
ler Parameter wie chirurgisches Trauma, CPB-Dauer und Anasthesiemanagement, in-
duzieren eine Dysregulation der Neurotransmitterhomoostase mit konsekutiver zereb-
raler Netzwerk-Dyskonnektivitat6%71.74259-261  Dje gegenwartige POD-Diagnostik ba-
siert ausschlieRlich auf klinischen Assessments ohne pradiktives Potential’?73, wah-
rend objektive, validierte pradiktive Biomarker fehlen.

Im Fokus der Forschung stehen die Cholinesterase-Subtypen AChE und BChE, deren
Aktivitatsmuster in Relation zur POD-Entwicklung bisher inkonsistente Resultate bei
kardiochirurgischen Patienten aufweisen?°32%, Es fehlen gegenwartig Longitudinalstu-
dien an homogenen kardiochirurgischen Kohorten, die eine systematische Analyse der
Cholinesterase-Subtypen in Korrelation mit inflammatorischen Markern und standardi-
sierter POD-Diagnostik evaluieren.

Die primare Zielsetzung der vorliegenden Studie war daher die Evaluation, ob pra- und
perioperative Veranderungen der AChE- und BChE-Aktivitat mit dem Auftreten eines
POD in einer elektiven operativ-uniformierten Patientengruppe unter CPB assoziiert
sind. Als sekundére Endpunkte sollten potenzielle Kofaktoren identifiziert werden, wel-
che mit der Inzidenz eines POD assoziiert sind und der inflammatorische Status der

Patienten mit Veranderungen der Cholinesterasesubtypenaktivitat verglichen werden.
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In diese prospektive Observationsstudie wurden 100 Patienten eingeschlossen. Die
initiale Patientenevaluation erfolgte am Abend vor der Operation. Die Anamnese er-
folgte standardisiert anhand eines Fragebogens. In diesem Kontext wurde eine
praoperative Ausgangsanalyse der AChE- und BChE-Aktivitdten nach Beendigung der
beschriebenen Untersuchung, Anamnese und Etablierung eines intravendsen Zu-
gangs erhoben. Die Analyse der Vollblutproben wurde mittels Point-of-Care-(POC)-
Analytik, basierend auf den empfohlenen Verfahrensschritten gemaf Herstelleranga-
ben?62.263  pettseitig durchgefuhrt. Alle Patienten wurden postoperativ beatmet auf die
Intensivstation verlegt. Nach Extubation und Erreichen eines ausreichenden Wach-
heits- und Kooperationsgrads (RAAS Score 22) erfolgte das Delirscreening mit den
oben genannten klinischen Testsinstrumenten (ICDSC and CAM-ICU) mit begleiten-
der AChE- und BChE-Analytik bis zum siebten postoperativen Tag taglich. Ein positi-
ves Ergebnis in einem der Testinstrumente wurde als POD-positiv interpretiert.

Von den initial 100 eingeschlossenen Patienten wurden drei wegen eines vorbeste-
henden Delirs und vier basierend auf einer Ablehnung der Teilnahme ausgeschlossen,
so dass eine finale Kohorte von 93 Patienten in die Analyse einbezogen wurde.

In der Gesamtkohorte betrug die POD-Inzidenz 21,5 % (n = 20), wobei Patienten mit
POD ein signifikant hoheres Lebensalter aufwiesen (p = 0,003) und hdhere Euro-
SCORE-Werte demonstrierten (p = 0,001).

Die praoperativen AChE-Aktivitaten unterschieden sich nicht signifikant zwischen der
POD+ und der POD- Gruppe (42,6 [40,3 — 47,4] U/g Hb vs. 45,1 [42,3 — 48,3] U/g Hb).
Die AChE-Aktivitat sank in beiden Gruppen am ersten postoperativen Tag auf einen
Nadir (POD+: 42,3 [39,1 —46,5] U/g Hb vs. POD-: 43,9 [40,3 —47,9] U/g Hb; p = 1,000),
zeigte jedoch im Vergleich zur BChE-Aktivitat nur geringfiigige Aktivitatsalterationen
wahrend des Untersuchungszeitraums. Am Ende des Beobachtungszeitraums Uber-
schritt die AChE-Aktivitat in beiden Gruppen die Ausgangsaktivitdt. Am ersten posto-
perativen Tag war der Abfall der BChE-Aktivitat bei POD im Vergleich zu praoperativen
Werten ausgepragter (31,9 %) als bei Patienten aus der Gruppe ohne POD (23,7 %;
p = 0,002). Bei Anwendung eines Cut-off von 32,0 % fur die Veranderung der BChE-
Aktivitat zeigte die ROC-Analyse eine moderate pradiktive Validitat fir das Auftreten
eines POD (AUC = 0,72, p = 0,002). Das Risiko, ein POD zu entwickeln, war bei einer
32 %igen Veranderung der BChE-Aktivitat zur praoperativen Baseline um das 4,31-
fache erhoht (p = 0,010). Intraoperative Prozesszeiten wie CPB-Dauer (p < 0,001),

Aortenabklemmzeit (p = 0,011) und intraoperative Beatmung (p < 0,001) waren in der
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POD-Gruppe signifikant prolongiert. Analog hierzu zeigten sich postoperative Prozess-
variablen in der POD-Gruppe signifikant verlangert (Beatmungsdauer (p < 0,001), In-
tensivverweildauer (p < 0,001). Interessanterweise divergierten Inflammationsparame-
ter, wie z.B. CRP und Leukozytenzahl im Subgruppenvergleich nicht signifikant.
Diese Observationsstudie demonstrierte eine signifikante Korrelation zwischen posto-
perativen Alterationen der BChE-Aktivitdt und der Inzidenz des POD. Die BChE-AKkti-
vitat zeigte einen deutlichen Abfall am ersten postoperativen Tag, wobei die Intensitat
der Aktivitdtsminderung direkt mit der POD-Entwicklung korrelierte. Die POD-Kohorte
manifestierte eine persistent subphysiologische BChE-Aktivitat wahrend der gesamten
Observationsperiode. Die ausgepragteste Reduktion der BChE-Aktivitat manifestierte
sich innerhalb der initialen 24 postoperativen Stunden, mit signifikant starkerer Aus-
pragung in der POD-Gruppe verglichen mit der Gruppe ohne POD (31,9 % vs. 23,7 %,
p = 0,002). Die Auspragung der Reduktion der BChE-Aktivitat korrelierte positiv mit der
POD-Inzidenz.

Diese Resultate suggerieren das Potential der POC-BChE-Aktivitatsanalyse als préa-
diktiver Marker fur die POD-Friuhdetektion nach on-pump CABG-Chirurgie. Kontrar
dazu zeigte die AChE-Aktivitat keine signifikanten interkohortalen Differenzen oder
ausgepragten temporalen Alterationen. Diese Stabilitdt der AChE-Aktivitat impliziert,
dass systemische inflammatorische Prozesse nach CABG keine substantielle AChE-
Modulation induzieren. Die AChE-Aktivitatselevation tber Baseline-Niveau am Ende
des Untersuchungsintervalls suggeriert, dass eine septische Affektion der untersuch-
ten Kohorte unwahrscheinlich war, kongruent mit in der Literatur dokumentierten Da-
ten?53.255.264 Dije inflammatorischen Parameter (Leukozyten, CRP, Procalcitonin) zeig-
ten vergleichbare postoperative Dynamiken in beiden Kohorten ohne Evidenz septi-
scher Ereignisse, ohne aber POD ausreichend vorherzusagen. Diese Resultate fuhr-
ten zur Entwicklung eines optimierten POD-Identifikationsindex auf Basis der BChE-
Aktivitat.
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3.3 Optimierung des Cardiac Delirium Index durch Integration von

Patientenalter, Abfall der Butyrylcholinesteraseaktivitat, praoperati-
vem HbA1lc und postoperativer Hamoglobinwerte: Ergebnisse einer
Sekundaranalyse einer prospektiven Observationsstudie (Anlage 3)

Im n&chsten Schritt soll mit Hilfe einer Sekundéaranalyse der vorhergehenden Untersu-
chung (Anlage 3) die Pradiktion des Cardiac Delirium (CARDEL) Index zur ldentifika-
tion von Patienten mit POD nach on-pump CABG gesteigert werden.

Kotfis et al.133 entwickelten ein pradiktives Modell basierend auf praoperativen klini-
schen Parametern und Labordaten (Alter, HbAlc und Platelet-White Blood Cells-Ratio
[PWR]), das eine moderate Vorhersagekraft (AUC 0,742) fur das Entwickeln eines
POD nach CABG aufwies. Dieser CARDEL-Index wurde allerdings bislang nicht extern
validiert. Zudem konnte die Integration der BChE-Aktivitat sich aus mehreren Griinden
als vielversprechender Ansatz erweisen: Alterationen der BChE-Aktivitat korrelieren
mit Dysregulationen der cholinergen Homoostase, die zu kognitiven Storungen fuhren
kénnen, charakteristisch fir delirante Zustdnde und neurodegenerative Erkrankun-
gen?53.263-265 7 dem bestatigen Ergebnisse aus Anlage 2 und vergleichbaren Studien
den pradiktiven Wert von BChE-Alterationen fiir POD bei kardiochirurgischen Patien-
ten17,253,255_

Das primare Studienziel war die Validierung des CARDEL-Index in einer homogenen
Kohorte elektiver on-pump CABG-Patienten sowie sekundar die Evaluation einer mo-
difizierten Version unter Integration von BChE-Aktivitatsalterationen.

In dieser Sekundaranalyse einer Observationsstudie konnten von initial 200 on-pump
CABG Patienten aus der Primarstudie!’ 93 Patienten in diese Sekundéaranalyse ein-
bezogen werden. Wie in Anlage 3 beschrieben, entwickelten 20 Patienten (21,5 %) ein
POD, wobei in 94,6 % der Falle konkordante Ergebnisse zwischen CAM-ICU und
ICDSC vorlagen. Die POD-Manifestation erfolgte mehrheitlich innerhalb der ersten 24
postoperativen Stunden.

Der originare CARDEL-Index wies eine moderate Vorhersagekraft die Diagnose eines
POD auf (AUCROC CARDEL Original: 0,74 [0,61 — 0,86]). Die Integration der BChE-
Aktivitditsabnahme verbesserte die prognostische Leistung signifikant (AUC = 0,80
[0,67 —0,91], mit deutlich unterschiedlichen Indexwerten zwischen Patienten mit (22,7
[19,7 — 25,3]) und ohne POD (18,2 [16,0 — 19,9], p < 0,001). Die univariate Analyse
identifizierte als potenteste Pradiktoren fur POD: Alter, HbAlc [OR 2,5 (95 % KI: 1,2 —

4,8), p = 0,01], relative BChE-Aktivitditsabnahme [in %, OR 1,1 (95 % KI: 1,0 - 1,2), p
45



= 0,04] und postoperatives Hamoglobinverhaltnis [OR 0,86 (95 % KI: 0,78 — 0,96), p <
0,001]. Diese Parameter wurden in ein optimiertes CARDEL-Index-Modell integriert.
Der modifizierte CARDEL-Index zeigte ein substantiell verbessertes pradiktives POD-
Potenzial (AUCROC: 0,84 (0,72 — 0,94, p < 0,001) mit einer Sensitivitat von 0,61, Spe-
zifitéat von 0,93 und einer Gesamtgenauigkeit von 0,86.

Diese Sekundarstudie evaluierte den CARDEL-Index!3 in einer homogenen Kohorte
von on-pump CABG. Unabhangig von limitierter Studienpopulation und fehlender ex-
terner Validierung zeigte diese Untersuchung erstens, dass sowohl der originare als
auch der modifizierte CARDEL-Index moderate Pradiktionsleistungen fir POD aufwei-
sen. Zweitens, dass die multivariate Regressionsanalyse mit Ausnahme der PWR die
meisten Parameter des origindren Index bestatigte, und drittens, dass die Integration
des prozentualen Abfalls der BChE-Aktivitat die Pradiktion signifikant verbesserte. Die
multivariate Analyse des Patientendatensatzes identifizierte erhéhte HbAlc-Werte,
den reduzierten BChE-Aktivitatsspiegel und Alterationen des postoperativen Hamo-
globinwertes als signifikante unabhéangige Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines
POD. Die Integration dieser Biomarker in den origindren CARDEL-Index resultierte in
einem signifikant optimierten pradiktiven Modell. Die identifizierten POD-Risikobiomar-
ker dieser Untersuchung korrespondieren mit etablierten Risikofaktoren kardiochirur-
gischer Interventionen, insbesondere hinsichtlich perioperativer Anamie und des Glu-
kosemetabolismus?65-27°, Die differenzierte Rolle akuter versus chronischer Alteratio-
nen dieser Parameter in der Pathogenese neuroinflammatorischer Prozesse bedarf
jedoch weiterer mechanistischer Untersuchungen.

Eine klinisch relevante Beobachtung stellt die positive Korrelation zwischen erhéhtem
Erythrozytentransfusionsvolumen und POD-Inzidenz dar. Obgleich BChE primar plas-
matisch und AChE erythrozytar lokalisiert ist, existiert eine signifikante Korrelation zwi-
schen BChE-Aktivitat und Erythrozytenzahl?’t, Diese Assoziation eroffnet neue Hypo-
thesen bezlglich der mechanistischen Interaktion zwischen reduzierter BChE-Aktivitat
und Entwicklung eines POD im Kontext von Transfusionstherapien. Die dokumentierte
immunmodulatorische Wirkung von Erythrozytentransfusionen?’?2-274 sowie die inverse
Korrelation zwischen systemischer Inflammation und BChE-Aktivitat indizieren einen
potentiellen Pathomechanismus der POD-Genese. Die heterogenen Studienergeb-
nisse zur BChE-Aktivitatsdynamik im kardiochirurgischen Kontext206:255.275 ynterstrei-
chen jedoch die Notwendigkeit standardisierter Untersuchungen an homogenen Pati-

entenkohorten.
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Aufgrund der unmittelbaren postoperativen Verfligbarkeit der identifizierten Parameter
ermoglicht der modifizierte CARDEL-Index eine zeitnahe POD-RIisikostratifizierung,
was insbesondere BChE als vielversprechenden prognostischen Biomarker fur die Kli-

nische Implementierung qualifiziert.

Zusammenfassung:

Eine Erh6hung des praoperativen HbAlc wurden als starkster Risikofaktor fur
die Entwicklung eines POD nach on-pump CABG identifiziert, gefolgt vom Ab-
fall der BChE-Aktivitat gegenuber einem praoperativen Ausgangswert, post-
operativer Anamie und dem Patientenalter. Die pradiktive Starke des
CARDEL-Index wurde durch die Integration dieser Faktoren signifikant ver-
bessert. PWR war nicht mit dem Auftreten eines POD assoziiert, wahrend die
Point-of-Care-Messung der BChE-Aktivitat die Vorhersagekraft des CARDEL-
Index steigerte.

Alle Parameter des modifizierten CARDEL-Index sind zeithah postoperativ
verfugbar, sodass der Index potenziell im Rahmen einer frithen Risikostratifi-

zierung angewendet werden kann.
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3.4 Untersuchung des Einflusses von minimierter extrakorporaler
Zirkulation im Vergleich zum konventionellen kardiopulmonalen By-
pass wahrend elektiver on-pump CABG auf die Plasmakonzentration
frei zirkulierender mitochondrialer DNA: Eine Sekundaranalyse einer
explorativen, prospektiven, Interventionsstudie (Anlage 4)

Wie in der Einleitung beschrieben, resultiert durch kardiochirurgische Eingriffe unter
CPB eine inflammatorische Akute-Phase-Reaktion. Die Anwendung einer MIECC bei
kardiochirurgischen Operationen ist mit einer signifikant reduzierten Inflammationsre-
aktion im Vergleich zum cCPB assoziiert. Das inflammatorische Profil bei MIECC ap-
proximiert jenes der off-pump Herzchirurgie, insbesondere hinsichtlich der IL-6-Libe-
ration30-276, Die Einflhrung der MIECC hat aufgrund ihrer protektiven Wirkung auf my-
okardiale, renale und neurologische Funktionen groRe Resonanz erfahren?6277.278 Die
Miniaturisierung des extrakorporalen Kreislaufs minimiert die Rezirkulation und Blut-
Luft-Interaktion, resultierend in einer Reduktion von Hamolyse und inflammatorischer
Aktivierung. MtDNA fungiert als DAMP und korreliert eng mit der Aktivierung inflamm-
atorischer und koagulativer Kaskaden?97:208, Wahrend kardiochirurgischer Eingriffe in-
duziert extrazellulare mtDNA die Aktivierung von TLRs, Neutrophilen und Thrombozy-
ten sowie die Formation von NETs!47.209210  Erhghte mtDNA-Plasmaspiegel wurden
bei diversen systemischen Inflammationszustanden wie Sepsis, Trauma und malignen
Erkrankungen nachgewiesen?07.211212 - Dje differentielle Freisetzungskinetik der
mtDNA unter MIECC versus cCPB wurde bislang nicht systematisch evaluiert. Das
primare Studienziel war daher die Quantifizierung zirkulierender mtDNA bei Patienten
mit elektiver on-pump CABG im Vergleich zwischen cCBP und MIECC. Sekundar wur-
den potentielle Assoziationen zwischen mtDNA-Plasmakonzentrationen und Kompli-
kationen (Infektionen, Intensivstation-Wiederaufnahme, AKI und POAF) untersucht.
Aufgrund des Mangels an bereits vorhandenen Daten zur Freisetzung von mtDNA
wéahrend MIECC wurde diese Studie als explorative Studie konzipiert. Diese explora-
tive Sekundaranalyse basiert auf einem nicht-interventionellen Subkollektiv einer mo-
nozentrischen, prospektiven Interventionsstudie an Patienten mit elektiver CABG-Chi-
rurgie?4,

Die Priméarstudie umfasste 90 Patienten, von denen 45 Patienten in der Interventions-
gruppe mit einem Goal-Directed Algorithmus hamodynamisch optimiert wurden. Um
ein Einfluss dieser Optimierung zu verhindern, wurden nur die 45 Patienten der Kon-
trollgruppe, welche eine regulare hamodynamische Therapie wéhrend elektiver
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CABG-Chirurgie, eingeschlossen. Patienten mit vorbestehenden schweren Herz- oder
Niereninsuffizienzen sowie Infektions- und Autoimmunerkrankungen wurden ausge-
schlossen. Serielle Blutentnahmen erfolgten an sechs pradeterminierten Zeitpunkten
mit konsekutiver Quantifizierung der zirkulierenden mtDNA (mtDNA codierend fir
NADH-Dehydrogenase) mittels Plasmid-basierter quantitativer Polymerasekettenreak-
tion (QPCR).

Die Plasma-mtDNA-Konzentration war bei MIECC-Patienten signifikant niedriger ver-
glichen mit cCPB (MIECC: 161,8 [65,5 — 501,9]; cCPB: 190,8 [82 — 705,7]; p < 0,001).
Die mtDNA-Kinetik verlief gruppenunabhangig parallel mit Spitzenwerten wahrend des
CPB (MIECC préaoperativ: 68,2 [26,5 — 104,9]; MIECC 60 min nach CPB-Initiation:
536,5 [215,7 — 919,6]; cCPB praoperativ: 152,5 [80,9 — 207,6]; cCPB 60 min nach
CPB-Initiation: 1818,0 [844,2 — 3932,2]; alle p < 0,001). Patienten mit mtDNA-Plasma-
konzentrationen > 650 Kopien/uL zeigten ein 5-fach erhdhtes Risiko fur POAF, unab-
héangig vom CPB-Verfahren. Eine mtDNA-Konzentration > 650 Kopien/uL wies eine
moderate pradiktive Wertigkeit fur POAF auf (AUROC 0,71 [0,53 — 0,71]).

Die Studienergebnisse verifizieren die primare Hypothese einer signifikant reduzierten
mtDNA-Freisetzung unter MIECC verglichen mit cCPB. Diese Sekundaranalyse ist die
erste Studie, die diesen Effekt der MIECC darstellt. Dieser Effekt manifestierte sich
jedoch nur in der Gesamtanalyse aller Messzeitpunkte, wahrend die Einzelzeitpunk-
tanalysen auf Grund der geringen Fallzahl nur einen nicht-signifikanten Trend demons-
trierten.

In der Untersuchung potentieller Assoziationen zwischen mtDNA-Plasmaspiegeln und
Komplikationen konnte keine Korrelation der mtDNA mit dem Auftreten einer AKI, post-
operativen Infektionen oder Wiederaufnahmen auf die Intensivstation nachgewiesen
werden. Die Zeitpunktanalyse zeigte jedoch einen signifikanten, gruppenunabhéangi-
gen Zusammenhang zwischen mtDNA-Konzentration in der frihen CPB-Phase und
POAF-Inzidenz. Spezifisch war das POAF-Risiko bei mtDNA-Werten > 650 Kopien/uL
um den Faktor funf erhdht, mit moderater pradiktiver Kapazitat, konkordant mit publi-

zierten Daten147:279,
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3.5 Untersuchung des Einflusses minimierter extrakorporaler Zirku-
lation im Vergleich zum konventionellen kardiopulmonalen Bypass
wahrend elektiver on-pump CABG auf die Plasmakonzentrationen
des Soluble Urokinase Plasminogen Activator Receptor: Eine Sekun-
daranalyse einer explorativen, prospektiven, Interventionsstudie
(Anlage 5)

In der angeschlossenen Studie sollte mit Hilfe einer Sekundaranalyse die Konzentra-
tion des loslichen induzierbareen Glycosylphosphatidylinositol-verankerten Glykopro-
teins suPAR bei on-pump CABG unter Anwendung unterschiedlicher CPB-Systeme
untersucht werden. Diese Analyse erweitert systematisch die Biomarkeranalytik im
Proteinsektor zwischen minimierten und konventionellen CPB-Systemen.

SuPAR wurde als Biomarker bei akuten und chronischen inflammatorischen Prozes-
sen evaluiert und korreliert in diversen klinischen Szenarien mit negativen Outcome-
variablen?25230.280-282 Besonders ist dabei seine Rolle als pradiktiver Marker fur AKI
hervorzuheben, da suPAR sowohl fir die Detektion akuter als auch chronischer in-
flammatorischer renaler Aktivitat eingesetzt werden kann?2>280, Dies konnte bereits im
kardiochirurgischen Setting nachgewiesen werden, wobei der Einfluss der MIECC bis-
her unbekannt ist. Daher ist es die Hauptfragestellung dieser Studie, zu untersuchen,
ob die Konzentration von suPAR durch den Einsatz der MIECC beeinflusst wird.

Des Weiteren ist unklar, ob aufgrund der bekannten Assoziation von suPAR mit sys-
temischen Inflammationsreaktionen??>280 und dem Gerinnungssystem?83 auch als
prognostischer Biomarker flir andere Komplikationen als AKI nach kardiochirurgischen
Eingriffen fungieren kdnnte. Wahrend erhéhte suPAR-Spiegel bereits mit gesteigerter
Langzeitmortalitdt nach kardiochirurgischen Eingriffen assoziiert wurden?®?, bleibt
seine prognostische Relevanz fur spezifische Komplikationen wie Infektionen oder
POD unklar.

In diese Sekundaranalye wurden 79 Patienten (miECC: n = 41 vs. cCPB: n = 38) aus
einer prospektiven Observationsstudie eingeschlossen’. Die Plasmakonzentration
von suPAR wurde mittels standardisiertem humanen suPAR-ELISA-Kit quantifiziert.
Potenzielle Assoziationen zwischen der suPAR-Plasmakonzentration und den posto-
perativen Komplikationen wurden wie folgt evaluiert: POD (definiert gemaf3 ICDSC und
CAM-ICU, siehe Anlage 2), AKI (klassifiziert nach Kidney Disease Improving Global

Outcome [KDIGO]?®4) und postoperative Infektionen (Pneumonie, Katheter-assoziierte
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Blutstrominfektionen und urogenitale Infektionen, diagnostiziert durch systemische in-
flammatorische Biomarker, mikrobiologische Befunde und klinische Dokumentation).
Insgesamt, ohne Beriicksichtigung der Zeitpunkte, waren die suPAR-Konzentrationen
bei Patienten, die sich einer miIECC unterzogen, signifikant niedriger als unter cCPB
(p < 0,001). In der Analyse der einzelnen Zeitpunkte bestanden signifikante Konzent-
rationsunterschiede zwischen den CPB-Gruppen an Zeitpunkt T2 und T5 (T2 (15 Min.
nach CPB-Beginn) (Median, IQR): miECC 1,7 [1,4 — 2] vs. 1,9 [1,55 — 2,5], p = 0,049;
T5 (120 Min. nach CPB-Ende): miECC 1,5[1,1 -1,7] vs. cCPB 1,9 [1,3 -2,96], p =
0,08). Die longitudinale Datenanalyse zeigte eine signifikante intraoperative Elevation
mit konsekutiver postoperativer Regression der suPAR-Werte. Intraoperativ stieg su-
PAR unter cCPB signifikant starker an als unter MIECC (p = 0,027, logistische Regres-
sion: OR: 0,69 [0,57 — 0,84]; p < 0,001). Die multivariate Regressionsanalyse identifi-
zierte MIECC als unabhangigen protektiven Einflussfaktor auf suPAR, unabhangig von
POD, Pneumonie, Myokardinfarkt, Angina pectoris und Vorerkrankungen (-0,38 £ 0,1;
p < 0,001). Insgesamt entwickelten 25 Patienten (31,6 %) eine AKI-Stadium 1 oder 2.
Zwar unterschieden sich die suPAR-Spiegel signifikant zwischen Patienten mit und
ohne AKI (ohne AKI: 1,6 [1,1 — 2,0], mit AKI: 1,7 [1,3 — 2,4], p < 0,001), allerdings
zeigte sich nur ein geringer Unterschied in den Absolutwerten und dementsprechend
bezlglich der AKI-Inzidenz zwischen den CPB-Typen kein statistisch signifikanter Un-
terschied. Auch die durchschnittlichen pra-, intra- und postoperativen suPAR-Plasma-
konzentrationen korrelierten nicht mit Kreatinin, Harnstoff und GFR. Dennoch konnte
mittels multivariater Regressionsanalyse neben dem CPB-Typ (MIECC oder cCPB)
auch die AKI als unabhangiger signifikanter Einflussfaktor auf suPAR (-0,45 £ 0,1; p <
0,001) identifiziert werden. Neben dem signifikanten Gruppenunterschied beziglich
der AKI-Inzidenz zeigte die Regressionsanalyse eine 37 %ige Erhéhung der AKI-
Wabhrscheinlichkeit pro suPAR-Einheit (OR 1,37 [1,14 — 1,67]; p < 0,001). Die ROC-
Analyse postoperativer suPAR-Werte ergab eine limitierte pradiktive Kapazitat fir AKI,
wahrend intraoperative suPAR-Spiegel keine AKI-Pradiktion ermdglichten.

Insgesamt entwickelten 19 (24,1 %) Patienten ein POD. Die suPAR-Konzentrationen
zeigten keine signifikante Differenz zwischen Patienten mit und ohne POD. Die Pneu-
monie reprasentierte mit zwei Fallen (2,5 %) die einzige infektiose Komplikation. Bei
beiden Patienten waren die suPAR-Plasmaspiegel im Vergleich zu Patienten ohne

Pneumonie signifikant erhéht (p = 0,02).
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Diese Sekundaranalyse demonstrierte bei on-pump CABG, dass die Verwendung ei-
ner MIECC mit signifikant niedrigeren perioperativen suPAR-Konzentrationen assozi-
iert war. Die reduzierten suPAR-Spiegel unter MIECC unterstutzen die Hypothese ei-
ner verminderten Inflammationsreaktion durch minimierte extrakorporale CPB-Sys-
teme. Untersuchungen von Ranucci et al., Angelini et al. sowie Anastasiadis et al. kon-
solidieren diese Hypothese der attenuierten inflammatorischen Reaktion durch
MIECC-Systemeg?6:30.285,

Erhohte suPAR-Spiegel korrelierten mit der AKI-Inzidenz, jedoch mit limitierter pradik-
tiver Power. Trotz der bekannten Assoziation zwischen suPAR und AKI zeigte sich
kein signifikanter Unterschied in der AKI-Inzidenz zwischen MIECC und cCPB.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass suPAR unabhéngig vom angewendeten
CPB-System eine AKI-Pradiktion erméglicht, die Implementierung eines minimierten
CPB-Systems jedoch nicht zwangslaufig auch zu einer signifikanten Reduktion der
AKIl-Inzidenz fuihrt. Die moderate pradiktive Kapazitat von suPAR fir AKI konnte durch
multifaktorielle Einflisse wie Geschlecht, intraoperative Hypotension und préexistente
Nierenerkrankungen bedingt sein.

Die fehlende Assoziation zwischen suPAR und POD kontrastiert mit bekannten Zu-
sammenhangen zwischen systemischer Inflammation und neurokognitiver Dysfunk-
tion nach operativen Eingriffen23.66.286, Diese Diskrepanz erscheint paradox, da SUPAR
mit Endothelschaden in der Niere und anderen Organen sowie mit neurokognitiven
Beeintrachtigungen in Verbindung gebracht wurde?®’-28%_ Die limitierte statistische
Teststarke, aufgrund der KohortengrofRe sowie der Variabilitat der Messdaten, kénnte
diese Nullhypothese erklaren.

Obwohl in dieser Sekundaranalyse signifikant erhohte suPAR-Werte bei Patienten mit
Pneumonie festgestellt wurden, ist die Generalisierbarkeit dieses Ergebnisses auf-
grund der geringen Inzidenz infektioser Komplikationen sehr begrenzt.

Die Ergebnisse dieser Sekundaranalyse missen unter Beachtung der limitierten Ko-
hortengréRe, Sekundaranalysecharakter einer Observationsstudie mit potenziellen
Confoundern und der Beschrankung auf elektive on-pump CABG kritisch betrachtet
werden. Unabhangig davon unterstreichen die Ergebnisse die potenzielle Rolle von
SUPAR als inflammatorischen Biomarker in der on-pump CABG-Chirurgie mit pradikti-
vem Potenzial fir postoperative AKI, bedirfen jedoch der externen Validierung in gro-

Reren, prospektiven Kohorten zur definitiven Evaluation der klinischen Utilitat.
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3.6 Soluble DLL1 als Indikator fur die akute Nierenschadigung und
das postoperative Delir nach elektiver on-pump CABG: Eine Sekun-
daranalyse einer prospektiven Studie (Anlage 6)

Das Soluble Delta-Like Protein 1 (sDLL1), ein kanonischer Notch-Ligand, wurde auf-
grund seines diskriminativen Potenzials als vielversprechender diagnostischer Bio-
marker bei Krebs-,Infektionskrankheiten und Sepsis identifiziert?68-270 218-220,290  Ne-
ben der Aktivierung von humanen Monozyten, dem Einfluss auf T-Zelldysfunktion,
Sepsis-induzierter Immundysfunktion und der Initiierung der Freisetzung von pro-in-
flammatorischen Zytokinen wurde die Relevanz in der Genese von Sepsis-induzierten
Endothelschaden mit resultierender Schrankenstérung beschrie-
ben221,291,292,292,293,293,294,294,295,295_

Bisherige Daten zeigen das sDLL1 bei septischen Patienten eine héhere diagnosti-
sche Genauigkeit im Vergleich zu etablierten Biomarkern wie CRP, Leukozyten und
Procalcitonin aufweist?1®, Allerdings konnten Einschrankungen der Nierenfunktion die
Konzentration von sDLL1 beeinflusseen??°, welche postoperativ bei bis zu 40 % der
kardiochirurgischen Patienten auftritt 2°6-29°, Erste Studien an kardiochirurgischen Pa-
tienten mit CPB zeigten divergierende perioperative Konzentrationsmuster im Ver-
gleich zu groRRen abdominalchirurgischen Eingriffen??°. Ziel dieser Sekundaranalyse
war die Untersuchung von sDLL1-Alterationen bei elektiven on-pump CABG im Kon-
text ihres potenziellen Zusammenhangs mit renaler Funktion und ihrem pradiktiven
Wert fur das Auftreten einer AKI. Sekundar wurde die Assoziation von sDLL1 mit dem
Auftreten postoperativer unerwinschter Ereignisse analysiert, insbesondere der Zu-
sammenhang mit postoperativen Infektionen. Des Weiteren sollte die potenzielle As-
soziation mit dem Auftreten eines POD untersucht werden, da die Notch-Signaltber-
tragung, die durch DLL1 reguliert wird, eine Schlusselrolle bei der neuronalen Entwick-
lung und der Regulierung der neuronalen Apoptose spielt. Eine potenzielle Assoziation
mit der Inzidenz von POD wurde bis zu dieser Untersuchung nicht durchgefuhrt.

In diese Sekundaranalyse wurden 90 Patienten eingeschlossen, welche sich einer e-
lektiven on-pump CABG unterzogen. Der priméare Zielparameter stellte die Quantifizie-
rung der sDLL1-Konzentration wéhrend des perioperativen Zeitraums und die Unter-
suchung eines potenziellen Zusammenhangs mit AKI, definiert durch die KDIGO-Kri-
terien?84 (> Stadium 1), dar. Zusatzlich wurden laborchemisch analysierte Nierenpara-

meter mit der sDLL1-Konzentration als Surrogat fur die Nierenfunktion korreliert. Se-
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kundare Zielparameter stellten die Inzidenz postoperativer Infektionen (definiert als Di-
agnose einer Pneumonie, katheterbedingten Blutstrominfektion und urogenitaler Infek-
tion) und die Entwicklung eines POD dar.

Die Plasmakonzentration von sDLL1 wurden mittels ELISA-Kit und folgender automa-
tisierter Absorptionsmessungen zur Konzentrationsberechnung, zu sechs Zeitpunkten
guantifiziert: unmittelbar nach Einleitung der Anéasthesie (T1), 15 (T2) bzw. 60 (T3)
Minuten nach Beginn CPB, 15 (T4) bzw. 120 (T5) Minuten nach Beendigung CPB,
sowie am ersten postoperativen Tag (T6). Informationen zur Inzidenz eines POD wur-
den aus der Voruntersuchung Anlage 3, basierend auf einem positiven Testergebnis
eines klinischen Testinstruments zur Diagnose eines Delirs (ICD-SC, CAM-ICU), ent-
nommen.

Die Basischarakteristika unterschieden sich mit Ausnahme einer erhdhten Inzidenz
von stattgehabten Myokardinfarkten in der cCPB-Gruppe nicht. Die sDLL1-Konzentra-
tionen waren signifikant mit einem praoperativ diagnostizierten Diabetes mellitus Typ
Il assoziiert (logistische Regression, p < 0,001). Unabhangig von der Form des ange-
wendeten CPB stieg die Menge von sDLL1 im Vergleich zu den praoperativen Werten
signifikant an. Der Einsatz der MIECC fiihrte im Vergleich zu cCPB nicht zu signifikant
niedrigeren sDLL1-Konzentrationen (p = 0,75), in der cCPB-Gruppe wurde ein Anstieg
des Biomarkers zu friheren Messzeitpunkten beobachtet. Insgesamt 28 Patienten
(31,1 %) entwickelten ein AKI-Stadium 2l (AKI I: n = 24 [26,7 %]; AKI Il: n = 3 [3,3 %];
AKI IlIl: n =1 [1,1 %]). Postoperative sDLL1-Werte waren bei Patienten mit AKI statis-
tisch signifikant hoher als bei Patienten ohne AKI (p = 0,002). Die Plasmakonzentration
von sDLL1 korrelierte mit Kreatinin, Harnstoff und glomerularer Filtrationsrate (GFR),
insbesondere in der postoperativen Phase. Die postoperativen sDLL1-Werte waren
jedoch nur bedingt geeignet, eine AKI vorherzusagen. Wahrend des Untersuchungs-
zeitraums wurden drei (3,3 %) Félle von Pneumonien detektiert. Diese Patienten zeig-
ten keine signifikanten Unterschiede in sDLL1-Werten im Vergleich zu Patienten ohne
Pneumonie (p = 0,36).

Bei der Analyse der sDLL1-Level und der POD-Inzidenz waren postoperative (T5 und
T6) sDLL1-Plasmaspiegel bei Patienten mit POD signifikant erhdht und zeigten eine
moderate Pradiktionsfahigkeit fir das Auftreten eines POD (AUCROC 0,72, Sensitivi-
tat 0,64, Spezifitat 0,73, p < 0,001). Ein Trend zur Pradiktion eines POD war bereits

intraoperativ identifizierbar (p < 0,05).
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Das Ziel dieser Untersuchung war es den Biomarker sDLL1 im Kontext von elektiver
on-pump CABG auf seine Assoziation mit AKI und renalen Parametern, Infektionen
und POD zu evaluieren. Diese Untersuchung liefert drei wesentliche Ergebnisse.
Erstens, die sDLL1-Konzentrationen stiegen bereits 15 Minuten nach CPB an, wobei
keine signifikanten Unterschiede zwischen MIECC und cCPB nachweisbar waren.
Dies deutet darauf hin, dass der CPB nicht der alleinige Trigger der sDLL1-Freisetzung
ist — ein unerwarteter Befund, da MIECC in Studien mit reduzierten einer reduzierten
Inflammationsmarkerliberation assoziiert war?42243.390_ Die Alterationen der periopera-
tiven sDLL1-Level sind vergleichbar mit vorhergehenden Arbeiten??°, was die Ergeb-
nisse dieser Untersuchung stitzt. Zweitens zeigte sich bei 31,1 % der Patienten eine
AKI Grad zI. Trotz signifikanter Korrelation mit Retentionsparametern und erhdhten
Konzentrationen bei AKI-Patienten erwies sich sDLL1 mit einer AUC-ROC von 0,63
als limitierter pradiktiver Marker. Die diagnostische Aussagekraft war vergleichbar mit
etablierten Parametern wie GFR und Kreatinin. Die fehlende praoperative Risikostrati-
fizierung und die moglicherweise durch systemische Inflammation maskierte organ-
spezifische Aussagekraft limitieren den Einsatz als singularer AKI-Biomarker3°!, Prob-
lematisch ist insbesondere eine unspezifische Veranderung von Biomarkern im Kon-
text dieser systemischen Inflammationsreaktion. Die Betrachtung renaler Biomarker
bzw. die von AKI-Biomarkern im kardiochirurgischen Zusammenhang ist daher er-
schwert, wenn eine echte Nierenschadigung von dem durch den CPB verursachten
entzundlichen ,Hintergrundrauschen" zu differenzieren ist. Dementsprechend reflek-
tieren Marker wie Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) und das Kidney
Injury Molecule-1 (KIM-1), obwohl sie fir die Detektion einer AKI potenziell nitzlich
sind, vor allem in weniger schweren Fallen einer AKI méglicherweise eher den syste-
mischen Inflammationsstatus als einen isolierten Nierenschaden?!3%392,

Die einzige friihere Studie zum Zusammenhang zwischen sDLL1 und AKI??° ergab
eine AUCROC von 0,9 [0,82 — 0,9] furr die Erkennung von AKI bei septischen und
postoperativen Patienten, was auf synergistische Effekte zwischen Infektions-krank-
heiten und AKI hindeutet, die aber in dieser Untersuchung nicht bestanden.

Drittens wurde erstmalig eine pradiktive Assoziation zwischen erhdhten sDLL1-Kon-
zentrationen und der Entwicklung eines POD beschrieben. Pathophysiologisch konnte
dies durch eine Assoziation von sDLL1 im Zusammenhang mit neuro-inflammatori-
schen Prozessen und neuronaler Signaltransduktion erklart werden303 218286

Obwohl sDLL1 robust gegentiber CPB-Verfahren, Vorerkrankungen und Medikation
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erscheint, bedurfen diese Ergebnisse weiterer Validierung unter Bertcksichtigung po-

tenzieller Konfundierungsfaktoren wie Alter, kognitivem Status und Komorbiditaten.
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4. Diskussion

Kardiochirurgische Operationen unter extrakorporaler Zirkulation reprasentieren einen
etablierten Standard und eine regelhafte Notwendigkeit in der modernen Kardiochirur-
gie. In diesem Sektor stellen kardiale Bypassoperationen gegenwartig weiter den
Grol3teil der chirurgischen Eingriffe dar. Im Jahr 2023 wurden in Deutschland 28.996
isolierte CABG-Operationen und davon 21.398 (74 %) unter Anwendung eines CPB
durchgefiihrt®%4, Die unadjustierte Krankenhausmortalitat betrug in diesem Zeitraum
bei on-pump CABG 2,7 %3%, was eine signifikante Reduktion im Vergleich zu den
1980er Jahren (5 — 10 %)30°3% darstellt, jedoch seit 2009 (2,8 %) nahezu stagniert.
Die on-pump CABG-Chirurgie induziert eine komplexe inflammatorische Patientenant-
wort mit potenzieller konsekutiver Organdysfunktion®:18.40.43,64,82,87,307

Besonders haufig manifestieren sich postoperativ arrhythmogene Komplikationen so-
wie renale und neurologisch-neuropsychologische Beeintrachtigungen.

Das PAOF stellt die haufigste arrhythmogene Organdysfunktion dar und weist bei
valvularen Eingriffen eine Inzidenz von 38 — 63 % und bei CABG von 10 — 33 % auf®2:83,
Akute Nierenschadigungen treten mit einer Inzidenz von 5 — 43 % auf®*, wahrend neu-
rologisch-neuropsychologische Dysfunktionen, insbesondere kognitive Beeintrachti-
gungen, bei 30 — 65 % der Patienten beschrieben werden®1:64-66,

Angesichts der signifikanten Auswirkungen dieser Komplikationen auf Morbiditat, Mor-
talitdt und Gesundheitssystemkosten sowie einer stagnierenden Krankenhausmortali-
tat>8.62657087.89 'wyrden diverse Parameter und Biomarker hinsichtlich ihrer pradiktiven
Kapazitat und Assoziation mit postoperativen Organdysfunktionen nach on-pump
CABG eva|uiert51,53,106,137,238,262_

Viele dieser untersuchten Biomarker zeigen heterogene Ergebnisprofile in verschiede-
nen kardiochirurgischen Patientenkohorten, werden durch den Einsatz eines CPB mo-
duliert und nur wenige haben Eingang in die klinische Routinediagnostik gefunden.
Die Studien dieser kumulativen Habilitationsschrift fokussieren daher auf die Evalua-
tion innovativer serumbasierter Biomarker im Kontext der Akute-Phase-Reaktion und
deren pradiktives Potenzial beziglich Organdysfunktionen nach elektiver on-pump
CABG.
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4.1 Identifikation des inhibitorischen Effekts von on-pump CABG auf
blutbasierte Biomarker

Die Anwendung des CPB wahrend on-pump CABG induziert eine variable systemi-
sche Akute-Phase-Reaktion mit zentraler Bedeutung in der Pathogenese postoperati-
ver Organdysfunktionen. Die wissenschaftliche Literatur im Kontext von on-pump
CABG und Biomarker-Analytik fokussiert primar auf das proinflammatorische Poten-
zial, wahrend inhibitorische Komponenten der reaktiven antiinflammatorischen Patien-
tenantwort nur in geringen Mal3e charakterisiert sind.

Die Inhibition inflammatorischer Prozesse im Sinne eines inflammatorischen Gleich-
gewichts kbnnte eine wichtige Rolle in der Akute-Phase-Reaktion nach CPB spielen.
Basierend auf dieser Annahme untersuchten wir AAT als Zielparameter.

AAT stellt einen essenziellen regulativen Bestandteil des endogenen antiinflammato-
rischen Systems dar und zeigt wahrend inflammatorischer Episoden — analog zur
Akute-Phase-Reaktion nach on-pump CABG?!130.113.114.117 _ physiologisch eine ausge-
pragte Konzentrationszunahme3°8,

AAT inaktiviert durch kovalente Komplexbildung die Proteasen und weist eine
Scavenger-Kapazitat gegeniber Sauerstoffradikalen auf, die durch on-pump CABG
generiert werden und in einer Inaktivierung der Antiprotease-Funktion von AAT resul-
tieren konnen'®-185 Tierexperimentelle Studien demonstrierten protektive Effekte von
AAT bei Ischamie-Reperfusions-Schaden, AbstoRungsreaktionen von Allotransplanta-
ten, Graft-versus-Host-Disease, TNF-a/Endotoxin-induzierter Letalitdt sowie antibak-
terielle Wirkungen186-188_Diese Ergebnisse unterstreichen die potenziell hohe periope-
rative Relevanz von AAT im Kontext von Inflammationsprozessen im Zusammenhang
mit on-pump CABG. Bemerkenswert ist die nachgewiesene effiziente Inhibition der
Reifung und Sekretion von IL-1B durch AAT%2, IL-1B besitzt im Zusammenhang mit
sterilen chirurgischen Inflammationen besondere Bedeutung, da dessen Konzentrati-
onsanstieg praktisch alle mit einer systemischen Inflammation assoziierten Symptome
induziert, wie sie bei Akute-Phase-Reaktionen beobachtet werden'’®. Entsprechend
formulierten wir die Hypothese, ob das protektive antiinflammatorische Potenzial von
endogenem AAT durch on-pump CABG beeintrachtigt wird und zu einer funktionalen
Defizienz fuhrt.

Die Ergebnisse dieser Pilot-Studie weisen auf einen geringgradigen hemmenden Ef-
fekt von on-pump CABG auf die Aktivitat der AAT-inhibierenden ATP-vermittelten IL-

1B-Liberation und Antiprotease-Aktivitat hin. Diese Resultate miussen kritisch evaluiert
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werden aufgrund der limitierten Patientenzahl und der selektierten Messzeitpunkte.
Die Auswirkungen des on-pump CABG mussen primar in die ,Frihphase" der inflamm-
atorischen Antwort eingeordnet werden, da die zuletzt analysierten Proben 15 Minuten
nach CPB-Ende gewonnen wurden. Die inflammatorische Reaktion in der ,,Frihphase"
wird maf3geblich durch den Kontakt des Patientenblutes mit den artifiziellen Oberfla-
chen der extrakorporalen Zirkulation und das chirurgische Trauma determiniert, wah-
rend die inflammatorische ,Spatphase” durch Ischamie-Reperfusionsschaden und En-
dotoxinamie initiiert wird?>1. Die Hypothese der zeitlichen Relevanz der inflammatori-
schen Antwort wird durch Beobachtungen gestitzt, dass die Konzentration von AAT-
neutrophilen Elastasekomplexen zwischen dem Ende des CPB und 240 Minuten post-
operativ signifikant ansteigt?°°.

Zusammenfassend zeigte die Studie, dass die antiinflammatorische Signaltransduk-
tion im Rahmen des CPBs eine gréRere Rolle spielen kdnnte als bisher angenommen.
Allerdings ist hervorzuheben, dass in der untersuchten Kohorte kein Patient eine sys-
temische Inflammation oder Sepsis entwickelte.

Im Kontext der Immunopathogenese der Sepsis wird neben dem SIRS ein kompensa-
torisches antiinflammatorisches ,,Antwort-Syndrom" das Compensatory Anti-Inflamm-
atory Response Syndrome (CARS) beschrieben. Dieses beinhaltet die exzessive Libe-
ration immunsuppressiver Mediatoren, Deaktivierung von Monozyten und T-Lympho-
zyten und Verlust von Immunzellen durch Apoptose3°310 Diese gemischt pro-anti-
inflammatorische Patientenantwort weist keinen sequenziellen Charakter auf, sondern
wurde zeitlich parallel beobachtet, was das dysregulative Potenzial zwischen hyper-
inflammatorischem Status und Immunsuppression unterstreicht. Die Relevanz des
CARS ist im kardiochirurgischen Bereich gegenwartig unklar, wahrend CARS bei Sep-
sis mit gesteigerter Infektneigung, Morbiditat und Mortalitat assoziiert werden
konnte310-312,

Weiterfuhrende Studien sollten evaluieren, ob sich die AAT-Konzentrationen bei Pati-
enten mit schweren postoperativen Inflammationen signifikant von Patienten ohne
ausgepragte inflammatorische Antwort differenzieren.

Die Signaltransduktion von AAT involviert den Scavenger-Rezeptor CD36 (Cluster of
Differentiation), die Aktivierung der Phospholipase A2[3 und die Freisetzung eines nicht
vollstandig charakterisierten cholinergen Faktors niedriger molekularer Masse. Dieser
cholinerge Faktor fungiert als nikotinerger Agonist und induziert die metabotrope Sig-

naltransduktion an monozytischen nikotinergen Acetylcholinrezeptoren, welche P2X7-
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Rezeptoren inhibieren, wodurch zentrale proinflammatorische Faktoren (NLRP3-In-
flammasombildung, IL-1B-Prozessierung) supprimiert werden!®.

Das cholinerge System und dessen Modulation erscheinen somit von kritischer Be-
deutung im Kontext inflammatorischer Prozesse und Akute-Phase-Reaktionen nach
on-pump CABG. Die Ergebnisse dieser Untersuchung und die identifizierte Assozia-
tion von AAT mit dem cholinergen System initiierten die systematische Evaluation cho-

linerger Biomarker im Mittelpunkt der weiteren Untersuchungen.
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4.2 ldentifikation cholinerger Biomarker im Kontext von on-pump
CABG und deren Assoziation mit postoperativen Organdysfunktio-
nen

Zur Evaluation cholinerger Alterationen wurde mittels photometrischer POC-Analytik
die AChE und BCHE-Aktivitat bei on-pump CABG untersucht (Anlage 2). Wahrend
praoperative AChE- und BChE-Aktivitaten im physiologischen Bereich lagen, wurde
nach on-pump CABG eine signifikante Alteration der Enzymaktivitaten beobachtet, wo-
bei beide Cholinesterasesubtypen divergierende Aktivitatsmuster im postoperativen
Verlauf Uber sieben Tage aufwiesen. Der Aktivitatsverlust der AChE war gegeniber
der BChE weniger ausgepragt, erholte sich schneller (Tag 2) und befand sich durch-
gehend innerhalb physiologischer Grenzwerte, wahrend die BChE-Aktivitat bis zum
Ende des Untersuchungszeitraumes unterhalb physiologischer Grenzwerte lag.

Es wurde keine Assoziation zwischen postoperativer inflammatorischer Reaktion
(quantifiziert durch Leukozytenzahl, CRP und PCT) und den analysierten Cholinester-
asesubtypen beobachtet. Jedoch wies keiner der untersuchten Patienten eine Sepsis
auf.

Diese Ergebnisse deuten moglicherweise darauf hin, dass eine nicht-septische Inflam-
mation nach on-pump CABG keine ausgepragten Veranderungen der AChE-Aktivitat
verursacht und ein stabiler postoperativer Verlauf der AChE-Aktivitat einen potenziel-
len diskriminierenden Biomarker zum Ausschluss eines septischen Krankheitsbildes
darstellt. In der Literatur wurden Sepsis und Zustande, in denen eine bakterielle Prolife-
ration inhibiert und kontrolliert wird, mit AChE-Aktivitatsreduktionen assoziiert?01.202.264,
Reduktionen der BChE-Aktivitat, wie sie auch in dieser Studie auftraten, wurden da-
gegen im Zusammenhang mit sterilen Inflammationen nach Operationen und Trauma
beschrieben, was die Ergebnisse dieser Studie bestatigen kann198:199.258,313

Das neuronale und non-neuronale cholinerge System nimmt eine zentrale Rolle in der
neurologischen und immunologischen Signaltransduktion ein, indem es die bidirektio-
nale Kommunikation zwischen zentralen und peripheren neuronalen Netzwerken, Im-
munzellen, Zytokinen und neuroendokrinen Hormonsystemen vermittelt. Cholinerge
Alterationen als endogene Antwort auf sterile und nicht-sterile Inflammationen kénnen,
basierend auf dem bidirektionalen Signalaustausch zwischen zentralem Nervensys-
tem und peripheren neuronalen Netzwerken, neuroinflammatorische Prozesse indu-

zieren, welche in Neurotransmitter-dysregulationen und Diskonnektivitat zerebraler
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Netzwerke resultieren konnen und sich klinisch als zerebrale Organdysfunktion in
Form eines POD manifestieren konnen®?:71,74,194,259-261,

In unserer Untersuchung zeigte sich, dass post-on-pump CABG BChE-Aktivitatsreduk-
tionen signifikant mit dem Auftreten eines POD assoziiert waren (definiert mittels vali-
dierter Testinstrumente: CAM-ICU, ICDSC), wahrend AChE-Alterationen keine Diskri-
mination ermdglichten. Ein postoperativer BChE-Aktivitatsabfall gegeniber dem
praoperativen Ausgangswert war stark pradiktiv fur die Entwicklung eines POD, wobei
der deutlichste Ruckgang innerhalb der ersten 24 Stunden postoperativ auftrat und in
der POD-positiven Gruppe signifikant starker ausgepragt war. Eine deutlichere Ab-
nahme der postoperativen BChE-Aktivitat war mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
eines POD verbunden. Daher kdnnte die POC-Analyse der BChE-Aktivitat mittels ei-
nes direkten, einfach anzuwendenden photometrischen Verfahrens einen vielverspre-
chenden Biomarker fir die Risikostratifikation von on-pump CABG-Patienten mit POD-
Risiko in der stationaren Behandlung darstellen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten darauf hin, dass nicht primar praoperative
Faktoren die Aktivitat der Cholinesterasesubtypen beeinflussen, wie in der Literatur
beschrieben?%32%4 sondern vorwiegend intraoperative Stressoren in einer cholinergen
Dysregulation resultieren. Auch wenn die Ergebnisse dieser Observationsstudie kei-
nen kausalen Zusammenhang zwischen BChE-Aktivitat und dem Auftreten eines POD
darstellen kdnnen, reprasentieren sie eine relevante Erweiterung der Analytik von Cho-
linesterasesubtyp-Aktivitdten im perioperativen Kontext der Kardiochirurgie in einer
operativ homogenisierten Kohorte.

Die Pravention eines POD, einschliel3lich der Friherkennung von Patienten mit erhoh-
tem Risikoprofil, erfordert komplexe Strategien, selbst wenn validierte Therapiean-
satze existieren. Praventions- und Risikoreduktionsstrategien integrieren pharmakolo-
gische und non-pharmakologische Ansatze, um einerseits das cholinerge System
moglichst wenig medikamentds zu beeintrachtigen3431% und andererseits non-phar-
makologisch durch Praventionsstrategien (kognitive Orientierung, soziale Unterstit-
zung, Implementierung von Schlafprotokollen, Unterstitzung bei der Ernahrung und
Mobilisierung, Schulung des Gesundheitspersonals) dem Auftreten eines POD vorzu-
beugen316317,

Nach Identifikation eines potenziellen pradiktiven POD-Biomarkers wurde in einer kon-
sekutiven Untersuchung ein pradiktiver POD-Index fur kardiochirurgische Eingriffe in

einer homogenisierten Kohorte von on-pump CABG-Patienten evaluiert. Zusatzlich
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wurde die potenzielle Optimierung durch Integration der POC-erhobenen BChE-Akti-
vitdt untersucht und eine statistisch basierte Optimierung der inkludierten Indexpara-
meter durchgefuhrt (Anlage 3). Die Untersuchung konnte im ersten Schritt zeigen,
dass der originare CARDEL-Index'®? in einer operativ homogenisierten on-pump
CABG-Kohorte eine moderate Vorhersagekraft fir ein POD aufwies. Zweitens resul-
tierte die Integration des Parameters BChE-Aktivitat in einer Zunahme der pradiktiven
Power. Drittens bestatigten multivariate Analysen die meisten im CARDEL-Index in-
kludierten Parameter, exkludierten jedoch die Platelet-to-White-Blood-Cell Ratio als
unabhangigen Risikofaktor fur ein POD und konnten durch einen Parameteraustausch
das Potenzial zur Pradiktion einer POD weiter steigern. Die Exklusion des Parameters
PWR wird durch Ergebnisse einer aktuellen Metaanalyse3*® (n = 11.579) kritisch kran-
ker Patienten gesttitzt, in welcher eine Inhomogenitat beziglich des pradiktiven Werts
verschiedener Zellreihen-Ratios in Bezug auf das Auftreten eines Delirs beschrieben
wurde. Basierend auf der multimodalen Beeinflussung dieses Messparameters319-323
erscheint eine isolierte Nutzung zur POD-Diagnostik nicht gerechtfertigt, sondern wie
bereits beschrieben!33, eher in einem Multiparameteransatz sinnvoll.

Bei der Interpretation der Ergebnisse mussen potenzielle limitierende Faktoren in der
POD-Kohorte berlcksichtigt werden, die durch externe Validierung reevaluiert werden
sollten. Analog zur Vorstudie (Anlage 2) kann ein Einfluss chronischer Faktoren die
BChE-Aktivitatsmuster beeinflusst haben, wie Cholinesterasedefizitsyndrome, geneti-
sche Varianten, Polymorphismen und Mutationen. Ein herausragender Vorteil des op-
timierten CARDEL-Index besteht darin, dass alle erhobenen und inkludierten Parame-
ter des optimierten Pradiktionsmodells innerhalb der ersten 24 Stunden nach on-pump
CABG verfugbar sind, was die klinische Implementierung und Praktikabilitéat erleichtert

und den Mangel an praoperativen Parametern kompensieren kann.
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4.3 ldentifikation des Einflusses von minimierten im Vergleich zu
konventionellen CPB-Systemen auf neue Biomarker

In den Voruntersuchungen wurden verschiedene Zielparameter auf ihren grundséatzli-
chen Nutzen als Biomarker in Herzchirurgie untersucht. Wie oben beschrieben kénnen
aber patienten- wie aber auch Eingriffs-assoziierte Einflussfaktoren die Kinetik und so-
mit die Pradiktion der Biomarker beeinflussen. Daher war es der nachstlogische Schritt
den Einfluss von verschiedenen CPB-Typen zu untersuchen. Daher evaluierten die
anschlielBenden Sekundaranalysen (Anlage 4, 5 und 6) den Einfluss von MIECC, im
Vergleich zu cCPB auf die Liberation spezifischer Biomarker wahrend elektiver on-
pump CABG.

Die selektierten Ziel-Biomarker stellten mtDNA als Zellschadigungsindikator, sDLL1
und suPAR als proteinogen-regulative Zielstrukturen im Zusammenhang mit Inflam-
mation, Koagulation und Organdysfunktion dar.

Es ist bekannt, dass die Anwendung eines MIECC-Systems neben einer reduzierten
inflammatorischen Antwort?6:277.278 guch einen protektiven Einfluss auf renale, myokar-
diale und neurologische Organfunktionen aufweist31276:324 Zum Zeitpunkt der Unter-
suchung war allerdings nicht bekannt, ob sich die Liberation frei zirkulierender mtDNA
nach CABG unter MIECC von der unter cCPB unterscheidet. Es bestanden aber be-
reits Hinweise, dass Alterationen der mtDNA-Konzentration mit Organdysfunktionen
nach CPB assoziiert sind. Kardiochirurgische Patienten mit einer systemischen Ent-
zundungsreaktion wiesen erhdhte mtDNA-Spiegel im peripheren Blut auf, was mit ei-
ner hoheren Inzidenz von POAF assoziiert werden konnte!4%211.212,

Bezogen auf die Quantifizierung der mtDNA identifizierte die Studie signifikante Alte-
rationen der mtDNA im zeitlichen Verlauf, mit einem initial deutlichen Anstieg unmittel-
bar nach Beginn des CPB. Gefolgt wurde diese Kinetik von einem signifikanten Abfall
nach Beendigung des CPB, unabhangig von der Art des verwendeten CPB-Verfah-
rens, wobei die Kinetik zwischen den beiden CPB-Subgruppen signifikant differierte
(Anlage 4).

Die Primarhypothese der Untersuchung konnte bestatigt werden, da die Konzentration
frei zirkulierender mtDNA bei Anwendung eines MIECC gegentiber einem cCPB flr
CABG signifikant reduziert war. Diese Beobachtung war ausschlief3lich in der Zusam-

menfassung aller Messzeitpunkte verifizierbar. Die Einzelzeitpunkt-Analysen zeigten
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zwar eine Tendenz zur reduzierten mtDNA-Freisetzung, erreichten jedoch keine sta-
tistische Signifikanz. Hierfur sind potenziell zwei Faktoren urséchlich: Erstens resul-
tierte das explorative Studienkonzept im Rahmen einer Sekundéaranalyse in einer Re-
duktion der Studienpopulation, um einen etwaigen Einfluss einer hamodynamischen
Optimierung zu exkludieren. Zweitens manifestierte sich eine ausgepragte Variabilitat
der mtDNA-Messwerte mit erheblicher Uberlappung der Interquartilbereiche, insbe-
sondere praoperativ, wobei der Median der MIECC-Gruppe trotz grof3erer Interquar-
tilspanne niedriger lag als in der cCPB-Gruppe. Zusatzlich ist zu berlcksichtigen, dass
in der cCPB-Gruppe eine hohere Pravalenz von Myokardinfarkten (akut oder innerhalb
der letzten 90 Tage praoperativ) vorlag, die mit erhhten mtDNA-Konzentrationen as-
soziiert sein konnte?*®,

Wahrend die absoluten mtDNA-Plasmawerte wahrend des cCPB mit der Literatur ver-
gleichbar waren, unterschied sich die weitere Kinetik. Friihere Studien beschrieben
progrediente Messwerte nach Initiation des CPB mit Spitzenwerten erst > 12 Stunden
post-CPB!47:211.212 'wahrend sich in der vorliegenden Untersuchung die mtDNA-Werte
bereits zu diesem Zeitpunkt anndhernd normalisiert hatten. Diese Diskrepanz kdnnte
auf verschiedene mtDNA codierende Molekile in der gPCR (Cytochrom B) oder alter-
native chirurgische oder perfusionistische Methoden zurtickzufihren sein.

Bezogen auf die sekundéren Zielparameter der Studie zeigte diese weder eine Korre-
lation zwischen den mtDNA-Plasmakonzentrationen und AKI noch mit postoperativen
Infektionen, insbesondere nicht mit der Wiederaufnahmerate auf die Intensivstation
oder inflammatorischen Surrogat-Parametern (CRP, PCT, Leukozytenzahl).
Interessanterweise identifizierte die Einzelzeitpunkt-Analyse eine signifikante, von der
Studiengruppe unabhangige Assoziation mit POAF in der Frihphase des kardiopul-
monalen Bypasses. Das POAF-Risiko erhdhte sich um das Funffache bei einem
MtDNA-Anstieg > 650 Kopien/L. Zu diesem Zeitpunkt wies die mtDNA-Konzentration
eine moderate pradiktive Aussagekraft fir die Detektion eines POAF auf, was mit der
Literatur kongruent ist47:279,

Die Interpretation der Ergebnisse erfordert eine kritische Betrachtung aufgrund des
breiten Konfidenzintervalls der Odds Ratio, bedingt durch hohe Datenvarianz und limi-
tierte Patientenzahl. Da die Studie nicht primar fur Outcome-Analysen konzipiert
wurde, ist eine unzureichende statistische Power moglich. Dennoch wird das Ergebnis
durch Sandler et al. gestuitzt, die trotz geringerer Patientenzahl (n = 16) eine Korrela-

tion zwischen mtDNA-Freisetzung und POAF nachwiesen'#’. Die einzige verfligbare
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Beobachtungsstudie mit grél3erem Patientenkollektiv (n = 485) untersuchte off-pump
Herzchirurgie und ist aufgrund des fehlenden CPB-Einsatzes und der daraus resultie-
renden geringeren mtDNA-Liberation sowie der Verwendung eines anderen Polymera-
sekettenreaktions-Primers nur limitiert vergleichbar 282,

Neben der Assoziation der mtDNA-Level mit dem Auftreten einer POAF, scheint die
mMtDNA-Freisetzung auch mit Parametern der myokardialen Schadigung zu korrelie-
ren, was sich in der positiven Korrelation mit den postoperativen Konzentrationen der
Kreatinkinase (CK) und Kreatinkinase-MB (CK-MB) manifestiert und die Bedeutung
der mtDNA als DAMP unterstreicht. Ob jedoch das chirurgische Trauma oder Auswir-
kungen des CPB die mtDNA-Liberation fuhrend beeinflussen kann nicht kausal deter-
miniert werden. Die in den Messungen beobachtete ausgepragte Datenvarianz impli-
ziert die Notwendigkeit groRerer Patientenkohorten zur validen Etablierung von Refe-
renzwerten und Kinetikprofilen in konsekutiven Studien.

In einem analogen methodischen Ansatz mit einer homogenen Patientenkohorte von
elektiven on-pump CABG-Patienten (Anlage 5), wurde der Biomarker suPAR evaluiert,
welcher auf Proteinebene mit koagulativen, inflammatorischen und immunmodulatori-
schen Kaskaden interagiert??5226.280.281 - gtydien an diversen Patientenkohorten de-
monstrierten eine Assoziation mit renalen Organdysfunktionen??9230.325  Neben der
Analyse potenziell divergierender Biomarker-Kinetikprofile zwischen MIECC und
cCPB, erfolgte sekundar die Evaluation von suPAR als Pradiktor fur AKI, POD und
postoperative Infektionen.

Hinsichtlich des prim&ren Endpunkts zeigten sich unter MiIECC signifikant niedrigere
suPAR-Konzentrationen im Vergleich zu cCPB. Die multivariate Regressionsanalyse
identifizierte MIECC als unabhangigen Einflussfaktor auf suPAR-Spiegel, unabhéngig
von POD, Pneumonie, Myokardinfarkt, Angina pectoris und anderen Vorerkrankungen.
Dies ist relevant zu erwahnen, da die Studienpopulation generell eine hohe Pravalenz
von Komorbiditaten aufwies und in der cCPB-Gruppe signifikant haufiger Myokardin-
farkte innerhalb von 90 Tagen praoperativ sowie cerebrovaskulare Ereignisse auftra-
ten. Eine Assoziation zwischen suPAR-Konzentrationen und kurzlich aufgetretenen
Myokardinfarkten (< 90 Tage praoperativ) wurde dabei nachgewiesen. Zum Zeitpunkt
der Untersuchung war nicht bekannt, ob die Freisetzung plasmatischer suPAR-Kon-
zentrationen nach CABG unter MIECC von der unter cCPB differiert und stellt somit
eine Erstbeschreibung in der Literatur dar, deren Ergebnis durch diverse Untersuchun-

gen im Kontext reduzierter inflammatorischer Biomarkern wahrend MIECC gestultzt
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wird?629.30.243 Dijeses Resultat sollte trotz der Kongruenz mit analogen Studien auf-
grund der limitierten Kohortengré3e und des Sekundarstudiencharakters in einem
prospektiven Ansatz an einer grof3eren Kohorte verifiziert werden.

Auf Grund seiner physiologischen Funktion in der Niere, wurde als sekundarer End-
punkt die Assoziation zwischen suPAR und dem Auftreten einer AKI (Stadium | — 1)
untersucht, welche sich in 31,6 % der Patienten entwickelte (AKI-Stadium | — [I: n =25
(31,6 %), AKI-Stadium 1ll: n = 0). Zwar erreichte der Gruppenunterschied zwischen
Patienten mit und ohne AKI eine statistische Signifikanz, allerdings mit geringem Un-
terschied in den absoluten Werten, welches dazu fuhrte, dass sich keine Differenz in
der AKI-Inzidenz zwischen den CPB-Systemen zeigte. Die Regressionsanalyse ergab
eine 37 %ige Erhohung der AKI-Wahrscheinlichkeit pro suPAR-Einheit, jedoch mit Ii-
mitierter pradiktiver Validitat in der ROC-Analyse. Eine Untersuchung von Mossanen
et al.3?% wies ebenfalls eine geringe Vorhersagekraft fur AKI auf (AUC-ROC 0,6 vs.
0,647 vs. 0,613). Dies erscheint zunachst paradox, da suUPAR pathophysiologisch mit
renalen Reparaturmechanismen assoziiert ist, konnte jedoch durch die multifaktoriel-
len Einflusse auf die AKI-Genese erklart werden. Die kardiochirurgisch assoziierte AKI
wird neben dem CPB und damit assoziiertem non-pulsatilen Fluss, oxidativem Stress,
Hamodynamikalterationen mit resultierender Hypoperfusion und inflammatorischer In-
duktion auch durch medikamentdse, nephrotoxische Faktoren sowie patientenspezifi-
sche Aspekte, wie praexistente Nierenerkrankungen beeinflusst3’.

Eine Assoziation von suPAR-Alterationen und einem POD konnte nicht identifiziert
werden. Die Hypothese eines potenziellen Zusammenhangs basierte auf der etablier-
ten Assoziation von POD und Neuroinflammation nach CPB und kardiochirurgischem
Trauma®3.66.274 Unsere Daten deuten darauf hin, dass suPAR singular kein geeigneter
Biomarker fur POD repréasentiert. Dies erscheint kontraintuitiv, da suUPAR mit Endothel-
schaden in der Niere und anderen Organen sowie mit neurokognitiven Beeintréachti-
gungen assoziiert wurde?®’-289, Diese Erwartung bestand, da analog zu den Assozia-
tionen von suPAR mit Endothelschadigungen, CPB-assoziierte Beeinflussungen der
Blut-Hirn-Schranke beschrieben sind.

Blut-Hirn-Schranken-gangige Zytokine affektieren direkt zerebrale Immunzellen wie
Mikroglia und steigern gleichzeitig deren Permeabilitdt. Die endotheliale Aktivierung
nimmt dabei eine zentrale Rolle durch Steigerung der Expression von Adhasionsmo-
lekilen ein, was die Leukozytentransmigration ins Hirngewebe erleichtert und die lo-

kale, neuronale Entziindung verstarkt?61-327, Diese Kaskade kann zu einer anhaltenden
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Neuroinflammation fihren, die das Risiko postoperativer neurokognitiver Dysfunktion
erhdéht. SUPAR-Konzentrationen waren bei Patienten mit Pneumonie deutlich erhéht,
was aber vor dem Hintergrund von nur zwei Patienten mit zehn Messpunkten nicht als
signifikantes Ergebnis gewertet werden kann. Dennoch wiirde dies der pathophysiolo-
gischen Funktion und mit anderen Studien Ubereinstimmen.

Neben der Relevanz von suPAR im Zusammenhang mit inflammatorischen und infek-
tiologischen Prozessen konnten Studien an Pneumonie-Patienten aufzeigen, dass su-
PAR ein vielversprechender Biomarker zur Beurteilung des Schweregrades verschie-
dener Pneumonieformen ist, einschliel3lich ambulant erworbener, nosokomialer und
COVID-19-assoziierter Pneumonien3?8-330, SUPAR-Spiegel bei Patienten mit ambulant
erworbener Pneumonie, im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen, waren signifikant
erhoht und korrelierten mit dem Pneumonie-Schweregrad-Index33?,

Diese Ergebnisse erweitern das Verstandnis der inflammatorischen Prozesse unter
verschiedenen HLM-Systemen, wobei die klinische Relevanz der suPAR-Bestimmung
zur Risikostratifizierung weiterer Validierungbedarf.

Nach der Evaluation zweier potenzieller Biomarker aus dem Bereich der Nukleinsau-
ren und Glykoproteine, fokussierte die nachfolgende Untersuchung auf das sDLL1,
einen transmembrantsen Notch-Rezeptor-Liganden. SDLL1 wurde primar im Zusam-
menhang mit Sepsis-Patienten als vielversprechender Biomarker mit diskriminativem
Potenzial identifiziert 218-220, Untersuchungen an Kohorten mit erhohtem Risiko flr Nie-
renschadigungen im Kontext septischer Erkrankungen demonstrierten eine Beeinflus-
sung der sDLL1-Konzentrationen durch die renale Funktion (quantifiziert durch Krea-
tinin, Harnstoff und glomerulare Filtrationsrate)?'8. Um diesen Einflussfaktor naher zu
untersuchen, wurde eine Kohorte mit einem relevanten Risiko fur AKI gesucht, wel-
ches kardiochirurgische Patienten darstellten. Daher zielte die vorliegende Studie da-
rauf ab, die sDLL1-Spiegel bei elektiven on-pump CABG zu untersuchen, um deren
potenzielle Assoziation mit der renalen Funktion und ihren pradiktiven Wert fur die De-
tektion einer AKI zu explorieren. Als sekundares Studienziel sollte die potenzielle As-
soziation von sDLL1 mit postoperativen Organdysfunktionen evaluiert werden, insbe-
sondere angesichts seiner etablierten Rolle als Sepsis-Biomarker, im Zusammenhang
mit postoperativen Infektionen. Zusatzlich wurde die Assoziation von sDLL1 mit der
Inzidenz von POD analysiert, dessen pradiktives Potenzial bis zu dieser Untersuchung

nicht evaluiert worden war.
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Die Untersuchung erbrachte drei zentrale Erkenntnisse im Kontext elektiver on-pump
CABG:

Erstens identifizierte die Studie intra- und frihe postoperative Dynamiken der sDLL1-
Konzentration. Die sDLL1-Konzentration zeigte bereits 15 Minuten nach Beendigung
des CPB einen signifikanten Anstieg, unabhangig von der verwendeten Bypass-Tech-
nik (MiECC vs. cCPB). Die Identifikation des CPB-System-unabhé&ngigen sDLL1-Zu-
nahme suggeriert, dass die Anwendung eines CPB nicht den singuléren Induktor einer
sDLL1-Liberation darstellt. Interessanterweise korrelierte ebenfalls nicht die Prozess-
variable der CPB-Dauer mit sDLL1-Alterationen, sondern die Anasthesiedauer. Zu-
sammenfassend erscheint somit nicht die extrakardiale Zirkulation den primaren Ein-
flussfaktor auf Alterationen des Biomarkers sDLL1 wahrend on-pump CABG darzu-
stellen. Dieses Ergebnis war unerwartet, betrachtet man die wiederholte Beschreibung
einer reduzierten Freisetzung von inflammatorischen Biomarkern nach dem Einsatz
einer MIECC?42:243.3%0_|nteressanterweise manifestierte sich diese Interferenzresistenz
auch gegenuber préoperativen Faktoren, wie Dauermedikationen oder Komorbidita-
ten, mit Ausnahme eines praexistenten Diabetes mellitus Typ II, was bis zum Zeitpunkt
der Untersuchung nicht beschrieben worden war.

Zweitens wies diese Untersuchung eine Korrelation von sDLL1-Alterationen mit rena-
len Parametern nach, wobei sDLL1 bei Patienten mit AKI gegeniber Patienten ohne
AKI signifikant erhéht war. Jedoch wiesen postoperative sDLL1-Konzentrationen nur
eine limitierte pradiktive Vorhersagekraft fur AKI auf, die bezogen auf Sensitivitat und
Spezifitat aber vergleichbar mit GFR, Kreatinin und Harnstoff waren. Die zum Zeitpunkt
dieser Untersuchung einzige andere Studie, welche den Zusammenhang zwischen
AKI und sDLL1 analysierte, beschrieb eine AUC-ROC von 0,9 [0,82 — 0,9]?%°.
Jedoch bestand das betrachtete Kollektiv aus septischen und postoperativen Patien-
ten, was auf einen potenziellen synergistischen Effekt zwischen infektiosen Erkran-
kungen und AKI hindeuten kann. Die durch den CPB induzierte Akute-Phase-Reak-
tion, welche die Aktivierung von Zytokinen, Komplementkaskaden und Leukozyten um-
fasst, kann zu einer unspezifischen Elevation der Biomarker fihren. Diese generali-
sierte Erhéhung kann konsekutiv die Spezifitat der Biomarker flir eine AKI reduzieren,
wodurch die Differenzierung zwischen einer genuinen renalen Schadigung und dem
durch den CPB verursachten inflammatorischen Hintergrundrauschen signifikant er-
schwert wird. Zusammenfassend reprasentiert SDLL1 keinen ideal geeigneten solita-

ren Biomarker fur die Pradiktion einer AKI im kardiochirurgischen Kontext. Jedoch
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sollte seine Assoziation mit der Nierenfunktion bei der Verwendung als infektiologi-
scher Biomarker Berucksichtigung finden. Dariiber hinaus konnte sDLL1 im Rahmen
von Multi-Biomarker-Panels, die gegenwartig fur die AKI-Detektion nach kardiochirur-
gischen Interventionen evaluiert werden, einen supplementaren diagnostischen Nut-
zen aufweisen38301,

Drittens identifizierte diese Untersuchung, dass postoperative sDLL1-Konzentrationen
bei POD signifikant erhéht waren und dariiber hinaus sDLL1 pradiktive Potenz fir das
Auftreten eines POD aufwies. Diese Ergebnisse waren die erste beschriebene Asso-
ziation von sDLL1 und POD, mussen aber bis zur Validierung durch nachfolgende Stu-
dien kritisch evaluiert werden. Mogliche EinflussgroRen im Zusammenhang mit POD
kénnten die Interaktion von sDLL1 mit inflammatorischen und neuroinflammatorischen
Prozessen sowie der Zusammenhang zwischen sDLL1 und neuronaler Signaltrans-
duktion und Zelladhasionsregulation sein?18286.303 FEine Limitation der Untersuchung
in Bezug auf den pradiktiven Wert zur Identifikation von Risikopatienten fur das Entwi-
ckeln einer POD kann moglicherweise in patientenspezifischen Faktoren wie Alter,
kognitiver Beeintrachtigung oder praoperativen Komorbiditaten gefunden werden, wel-
che das Risiko fur POD und Alterationen von sDLL1 beeinflussen.

Eine methodische Erganzung ware die additive Analyse von Urin-sDLL1-Konzentrati-
onen gewesen, um serologische und post-renale Konzentrationen komparativ zu eva-
luieren. Weitere Studien sind erforderlich, um die zugrundeliegenden Mechanismen
der sDLL1-Freisetzung bei kardiochirurgischen Patienten und deren Kinetik besser zu

verstehen.
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4.4 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Ein zentraler Bestandteil kardiochirurgischer Operationen stellt, in unterschiedlichen
Szenarien der Bypass- und Klappenchirurgie, der Einsatz eines CPB-Systems dar.
Perioperative CPB-assoziierte Organdysfunktionen stellen jedoch weiterhin signifi-
kante negative Einflussfaktoren fur das Kurz- und Langzeit-Outcome kardiochirurgi-
scher Patienten dar. Diese Komplikationen betreffen mit hoher Inzidenz den neuro-
psychologischen und renalen Bereich, sowie das kardiale Reizleitungssystem und ver-
ursachen erhebliche gesundheitsékonomische Belastungen. Das Management der
kardiochirurgischen on-pump CABG-Population erfordert daher eine friihzeitige und
effektive Risikostratifizierung, um eine spezifische klinische Entscheidungsfindung fur
chirurgische, anasthesiologische, pharmakologische und perfusionistische Modifikati-
onen zu ermdoglichen3%:276.277.300_Klinisch leicht zu implementierende und reproduzier-
bare Evaluationsstrategien sind erforderlich, um eine individualisierte Risikopradiktion
und Risikominimierung, im ldealfall bereits praoperativ, ohne gesteigerten Aufwand
oder Belastungen fir den Patienten, zu erméglichen.

Die sechs Studien dieser Habilitationsschrift untersuchten systematisch verschiedene
Biomarker-Ansatze im Kontext elektiver on-pump CABG-Operationen und haben das
Forschungsgebiet der perioperativen Biomarkeranalytik in der Kardioanéasthesie in
mehreren wesentlichen Aspekten erweitert.

Die erste Studie zu a1-Antitrypsin konnte zeigen, dass dieser endogene Protease-In-
hibitor seine Fahigkeit zur Hemmung der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung wahrend
on-pump CABG nur geringfligig verliert, wahrend die Anti-Protease-Funktion unbeein-
trachtigt bleibt. Diese Erkenntnis ist von hoher Relevanz, da sie nahelegt, dass endo-
gene autoregulative protektive Mechanismen, trotz der Induktion inflammatorischer
Kaskaden und Prozesse unter dem CPB, weitgehend erhalten bleiben. Die Frage einer
therapeutischen AAT-Augmentation, zur Abschwachung postoperativer Inflammati-
onsreaktionen, kdnnte einen interessanten Untersuchungsansatz im Rahmen von kar-
diochirurgischen Interventionen darstellen.

Die zweite Studie untersuchte mittels POC-Analytik die Aktivitat von Cholinestera-
sesubtypen, in welcher BChE-Aktivitatsalterationen als klinisch praktikabler, bettseitig
implementierbarer Biomarker fir die POD-Risikostratifizierung identifiziert wurde. Der
postoperative BChE-Abfall am ersten postoperativen Tag korrelierte signifikant mit der
POD-Inzidenz und ermoglicht eine frihe Identifikation von Risikopatienten. Klinisch
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kénnte diese Biomarker-basierte Identifikation genutzt werden, um Strategien zu initi-
ieren, welche einen positiven Einfluss auf das Auftreten eines POD und/oder dessen
Persistenz aufweisen. Multimodale Interventionen wie optische und akustische Orien-
tierungshilfen, kognitive Stimulation, Frihmobilisierung und Schlafhygiene kdénnten ef-
fektiv initiiert werden und deren Einfluss auf identifizierte Risikokollektive untersucht
werden.

Die dritte Studie diente, darauf aufbauend, der Optimierung des CARDEL-Index, der
nach aktuellem Kenntnisstand den einzigen kombinierten Biomarker-basierten POD-
Pradiktionsansatz bei kardiochirurgischen Patienten darstellt. Durch Integration von
Patientenalter, BChE-Abfall, HbAlc und postoperativem Hamoglobin konnte eine sig-
nifikant optimierte POD-Pradiktion erreicht werden, wobei HbAlc als starkster Risiko-
faktor identifiziert wurde, gefolgt von der BChE-Aktivitatsreduktion, postoperativer Ana-
mie und dem Patientenalter. Die Untersuchung und Reproduktionsfahigkeit des opti-
mierten Index in alternativen kardiochirurgischen Sektoren (Klappenchirurgie, Kombi-
nationseingriffe, altersadaptierte Kohorten etc.), mit integrierten Interventionsstrate-
gien, wie oben beschrieben, muss dessen Validierung in der Kardiochirurgie weiter
untersuchen.

Die vierte und funfte Studie stellen Erstbeschreibungen der mtDNA- und suPAR-Kine-
tik unter MIECC im Vergleich zum cCPB dar. Beide Biomarker zeigten signifikant nied-
rigere Konzentrationen bei MIECC-Patienten im Vergleich zu cCPB, wobei erhdhte
MtDNA-Werte mit POAF und suPAR-Alterationen mit einer erhdhten AKI-Inzidenz as-
soziiert waren. Diese Befunde unterstitzen die Hypothese, dass der Einsatz von
MIECC-Systemen mit einer reduzierten inflammatorischen Antwort einhergeht, und be-
statigen somit vorhandene Studienergebnisse?6.27:30,244.285

Die sechste Studie identifizierte sDLL1 als neuen Biomarker mit moderater Pradikti-
onsfahigkeit sowohl fur das AKI als auch das POD, wobei die Konzentrationen unab-
héangig vom CPB-System (MIECC vs. cCPB) anstiegen, was auf einen Zusammen-
hang der systemischen inflammatorischen Antwort und den Faktoren wie chirurgischer
Stress und extrakorporale Zirkulation hinweist.

Die durchgefuhrten Untersuchungen weisen jedoch Limitationen auf. Die Arbeiten sind
monozentrische Kohortenstudien mit limitierten Fallzahlen, was die statistische Power
insbesondere fir Subgruppenanalysen limitierte und die Analyse seltener Komplikati-
onen wie Pneumonien oder die Differenzierung zwischen verschiedenen AKI-Schwe-

regraden limitiert. Mehrere Untersuchungen stellten Sekundéaranalysen dar, welches
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die Kontrolle Gber potenzielle Confounder begrenzt, wahrend die fehlende Randomi-
sierung zwischen MIECC- und cCPB-Gruppen einen Selektionsbias eingefihrt haben
konnte, da die CPB-Systemwahl auf einem klinischem Urteil basierte. Die Einschran-
kung auf weilRe kaukasische Patienten limitiert die Generalisierbarkeit der Ergebnisse,
da ethnische Unterschiede in Biomarkerkonzentrationen, nicht bertcksichtigt wurden.
Zusatzlich wurden praexistierende Erkrankungen, genetische Varianten der Cholines-
terase-Aktivitat, zirkadiane Rhythmen und der Einfluss verschiedener Medikamente
auf die Biomarkeranalytik nicht systematisch kontrolliert.

Zur Uberwindung dieser Limitationen sollten zukiinftige Untersuchungen ein multizent-
risches, prospektives Studiendesign mit einer ausreichenden Power-Kalkulation fur
primare und sekundare Endpunkte bertcksichtigen. Randomisierte, kontrollierte Stu-
dien zum Vergleich verschiedener CPB-Systeme kénnen kausale Schlussfolgerungen
ermdglichen, wenn eine erweiterte Baseline-Charakterisierung unter der Berlicksichti-
gung von z.B. einem Frailty-Assessment, genetischen Polymorphismen der Cholines-
terase-Aktivitat, préaoperativen Biomarker-Konzentrationen und einer umfassenden
Komorbiditats-Dokumentation erfolgt. Auch ethnisch und demografisch homogene Ko-
horten kdnnen die Validitat der Ergebnisse verbessern und eine ldentifikation popula-
tionsspezifischer Referenzwerte ermdglichen. Eine standardisierte Confounder-Kon-
trolle durch vordefinierte Ein- und Ausschlusskriterien, Bericksichtigung zirkadianer
Rhythmen bei multiplen Probenentnahmen und systematische Dokumentation anti-
cholinerger Medikamenteneffekte wéaren ebenso erforderlich, wie die Entwicklung mul-
timodaler Biomarker-Panels zur Reduktion von Stoérgréf3en und einer Verbesserung
der Diskriminationsfahigkeit.

In Biomarkerstudien wird im kardiochirurgischen Kontext unter Anwendung eines CPB
primar der proinflammatorische Einfluss diskutiert. Der additiv inhibierende Einfluss
auf zentrale inflammatorische Biomarker, wie das AAT, ist dabei moglicherweise kli-
nisch relevant. Der Einsatz von pharmakologischen, perfusiologischen und chirurgi-
schen Modifikationen wahrend der perioperativen Versorgung kann einen Einfluss auf
die pro- als auch anti-inflammatorische Reaktionen des Patienten aufweisen. Die An-
wendung von Heparin, Glykosaminoglykanen, Phosphodiesterase-Inhibitoren und
Protease-Inhibitoren, MIECC-Systemen und biokompatiblen CPB-Oberflachen konnte
bereits mit einer reduzierten Hemmung von inflammatorischen Regulatorstrukturen as-

soziiert werden?8:113.332
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Aus der Assoziation von Biomarkerveranderungen (oder vielleicht dysbalancen) mit
Organdysfunktionen, resultierte deren Integration in etablierte klinische Risikostratifi-
kationsmodelle und dadurch bereits in eine Verbesserung der Pradiktionsfahigkeit fur
Komplikationen333, Modelle, welche multiple Biomarkeralterationen berticksichtigen,
Ubertreffen beziglich ihrer Pradiktionsfahigkeit fir Organdysfunktionen und Patienten-
outcome bereits etablierte klinische Pradiktionsmodelle, was auf die Reflektion unter-
schiedlicher pathophysiologischer Prozesse zurlickzuftihren ist334335, Die Untersu-
chung und Etablierung von Multibiomarker-Analyseansatzen bietet den Vorteil, dass
bei fehlender Interdependenz der verwendeten Parameter die Einflussnahme externer
Storgrofien, wie dem CPB und dessen inflammatorischen und immunologischen Alte-
rationen, limitiert wird.

Die Ergebnisse dieser Habilitationsschrift eréffnen mehrere vielversprechende For-
schungsausrichtungen fur die Kardioanasthesie und Biomarkerforschung. Interessant
ware im Kontext der a1-Antitrypsin-Aktivitatsanalytik im kardiochirurgischen Bereich,
ob die beobachteten Alterationen in einer numerisch gréReren Kohorte vergleichbare
Ergebnisse aufweisen und zwischen on-pump und off-pump CABG signifikant diver-
gieren. In einem anschlieBenden theoretischen Ansatz konnte die Augmentation von
a1-Antitrypsin und deren Einfluss auf die IL-1B-Freisetzung prospektiv, unter Beach-
tung der komplexen Realisierbarkeit einer solchen Studie, untersucht werden. Additiv
sollte der Einfluss genetischer Aspekte wie Genvarianten und Kodominanz von Allelen
in prospektiven Studien mit untersucht werden.

Die am ersten postoperativen Tag beobachteten starksten Alterationen der BChE-Ak-
tivitat stellen temporar gesehen ein zeitliches Intervall dar, in welchem zu einem fru-
hestmoglichen Zeitpunkt multimodale Interventionen zur Therapie eines POD initiiert
werden kdonnen. Auch die Beeinflussung der BChE-Aktivitat und deren Aktivitatserhal-
tung uber die CPB-Phase bieten einen interessanten Ansatzpunkt fur zukinftige Un-
tersuchungen. Der Einsatz von Cholinesteraseinhibitoren bei identifizierten POD-Risi-
kopatienten im Zusammenhang mit AChE- und BChE-Analytik, konnte bereits erfolg-
reich mit einer verbesserten postoperativen Neurokognition assoziiert werden?#¢, Wei-
terfihrend sollten pradeterminierte Untersuchungskohorten generiert werden, welche
Faktoren wie Alter, Ethnie, praoperative Enzymaktivitat etc. als relevante Kofaktoren
betrachten, um eine spezifischere Analytik von Grenzwerten und deren Alterationen

zu ermdoglichen.
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Zukunftige klinische Ansatze sollten darauf abzielen, die Vorteile von MIECC-Syste-
men weiter zu evaluieren und sowohl praventive als auch therapeutische Ansétze so-
wie deren Einfluss auf Biomarkerfreisetzungen im Zusammenhang mit spezifischen
Organdysfunktionen weiter klinisch untersuchen. Die Ergebnisse der beschriebenen
Biomarker im MIECC-Kontext stellen teilweise Erstbeschreibungen im Zusammen-
hang mit on-pump CABG dar, kénnen jedoch noch nicht unkritisch auf die Gesamtpo-
pulation Gbertragen werden. Neben der Tatsache, dass es sich um sekundare Zielgro-
Ben im Rahmen der Primarstudien handelte ist in diesem Zusammenhang die Kohor-
tengrofRe in Folgeuntersuchungen eine optimierbare Konstante. Interessant wére eine
multizentrische, prospektive Studie, in welcher die analysierten Biomarker in einem
Multiparameteransatz untersucht werden kénnten, um beschriebene Uberschneidun-
gen mit Organdysfunktionen besser aufarbeiten zu kénnen. Insbesondere im Zusam-
menhang mit den Analysen bezuglich einer AKI sollten additive neue AKI-Biomarker
im Blut- und Urinbereich untersucht werden.

Die Zukunft der Biomarker-Forschung in der Herzchirurgie profitiert von Innovationen
in Genomik und Proteomik, welche das Potenzial der Identifikation neuer Biomarker
zur Optimierung von Diagnose, Prognose und Behandlungsergebnissen erwei-
tern8.81.336.337 Dje Validierung von Biomarkern fiir den routinemafigen klinischen Ein-
satz bleibt jedoch weiterhin eine klinische Herausforderung. Zur Friherkennung von
Hochrisikopatienten sind validierte Biomarker mit hoher organspezifischer Diskrimina-
tionsfahigkeit essenziell, da diese eine differenzierte Beurteilung relevanter organsys-
temischer Alterationen ermoglichen. Als wesentliche Zielkriterien fir Biomarker im kar-
diochirurgischen on-pump Bereich sind neben einem hohen pradiktiven Wert, eine
hohe Spezifitdt und somit ein hoher positiver Vorhersagewert zu nennen, der aktuell
jedoch durch das immunologisch-inflammatorische ,Grundrauschen" und die systemi-
sche Akut-Phase-Reaktion beeinflusst wird. Eine Unempfindlichkeit gegeniber diesen
Einflussfaktoren Uber unterschiedliche Populationen mit geringer biologischer Variabi-
litat hinweg, einer unproblematischen Entnahme und Bestimmung der Proben, ein-
schlief3lich ihrer Lagerungsstabilitat stellen weitere Anforderungen an den Einsatz zu-
kinftiger Biomarker.

Eine Biomarker-basierte singuléare, multimodale oder auch additiv zu klinischen Test-
verfahren durchgefihrte Identifikation von Risikopatienten und deren Differenzierung
bietet eine Option, klinische Ressourcen individualisiert und zu einem frihestmaogli-

chen Zeitpunkt zur Verfigung zu stellen, um das Patientenoutcome zu optimieren.
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Dartber hinaus kdnnte eine Biomarker-basierte Stratifikation definierter Organdys-
funktions-Risikogruppen eine gezielte Ressourcenallokation erlauben33: Hochkom-
plexe Patienten (ca. 5 % der Population),die einen hohen Aufwand in der Versorgung
mit aufwendiger Diagnostik und langeren Kliniksaufenthalten bendétigen wuirden eine
intensive, proaktive Betreuung erfahren, wahrend Hochrisiko-Patienten (ca. 20 % der
Population) mit multiplen Risikofaktoren und einer mdglichen Progression in Richtung
Multimorbiditat von strukturierten Versorgungsprogrammen profitieren. Patienten mit
einer oder mehreren chronischen Erkrankungen und fluktuierenden Krankheitsverlau-
fen bendtigen ein erweitertes Versorgungsmanagement, das die Progression in ho-
here Risikogruppen reduziert und Gesamtkosten senkt (bis zu 10%), wahrend risiko-
arme Patienten, die klinisch stabil oder gesund sind und keine bis geringfuigige, leicht
therapierbare Erkrankungen aufweisen, eine Standardversorgung erhalten kénnen.
Weitere vielversprechende Forschungsansétze im Zusammenhang mit Biomarkern im
Kontext kardiochirurgischer Interventionen verfolgen Artificial-Intelligence- und Ma-
chine-Learning-basierte Ansatze, mit dem Ziel eine préazise Pradiktion postoperativer
Komplikationen zu erlauben und die Ermittlung optimaler Analysezeitpunkte zu identi-
fizieren339:340 Zyletzt soll auf den zunehmenden Einsatz von POC-Verfahren zur Ana-
lyse von Biomarkern hingewiesen werden, welche schnellere Prozesszeiten und eine
sowohl repetitive als auch reproduzierbare Analytik in einem patientennahen Setting
erlauben'’2%8.341 Dije systematische Weiterentwicklung dieser Konzepte durch metho-
disch optimierte Studien wird entscheidend fur deren Translation in die klinische Rou-
tine sein, wobei sowohl die technologischen Mdéglichkeiten als auch die gesund-
heitsbkonomischen Aspekte einer personalisierten Medizin in der risikobasierten Ver-
sorgungsstrategie bericksichtigt werden sollten.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die dargestellten Untersuchungen das
pradiktive Potenzial spezifischer Biomarkerprofile fur die perioperative Risikostratifizie-
rung von CPB-assoziierten Organdysfunktionen in der elektiven CABG-Chirurgie vali-
dieren konnten, wobei die klinische Implementierung dieser Biomarker-basierten Pra-
diktionsmodelle eine systematische Evaluation in prospektiven, multizentrischen Stu-
dien mit adaquater statistischer Power sowie die Entwicklung standardisierter Analy-

tikansatze und deren optimaler Kombination erfordert.
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5. Zusammenfassung

In der ersten Untersuchung dieser kumulativen Habilitationsschrift wurde evaluiert, ob
die Anwendung eines CPB bei CABG zentrale immunmodulatorische Elemente auf
unterschiedlichen Ebenen inhibiert und neben der direkten proinflammatorischen
Komponente simultan suppressiv auf antiinflammatorische endogene Signalkaskaden
einwirkt. Elektive on-pump CABG wies einen gering supprimierenden Effekt auf die
Aktivitat der AAT-inhibierenden ATP-vermittelten IL-13-Liberation und Antiprotease-
Aktivitat, als zentrale Modulatoren der Akute-Phase-Reaktion, auf. Auf Basis der As-
soziation dieser untersuchten Biomarker mit cholinergen Signalkaskaden, stellte sich
die Frage, ob on-pump CABG die photometrisch analysierte Aktivitat von Cholinester-
asesubtypen beeinflusst, als blutbasierter Surrogatparameter der cholinergen Homo-
ostase. Zusatzlich wurde exploriert, ob etwaige Alterationen dieser Biomarker mit in-
flammatorischen Markern und postoperativen Organdysfunktionen assoziiert sind.
Die Identifikation signifikanter Alterationen der Butyrylcholinesteraseaktivitat im Ver-
gleich zu préaoperativen Ausgangswerten war mit dem Auftreten eines POD assoziiert,
wobei das POD-Risiko mit zunehmendem Aktivitatsabfall anstieg.

Wahrend die Identifikation singularer Parameter und Biomarker pradiktives Potenzial
zur Identifikation von Risikopatienten aufweist, konnte die Kombination von singuléren
pradiktiven Parametern in Multiparameter-Indices mit einer Steigerung der pradiktiven
Kapazitat assoziiert werden?%2, Die Integration der BChE-Aktivitat in einen klinisch va-
lidierten Prognoseindex zur Pradiktion eines POD und dessen Parameteroptimierung
mit Faktoren, welche innerhalb von 24 Stunden postoperativ verflgbar sind, resultierte
in einer signifikant gesteigerten Prognosefahigkeit gegentiber dem originaren Index
und erscheint klinisch implementierbar. Die Integration dieser Ergebnisse in die klini-
sche Praxis konnte eine frihzeitige Risikostratifizierung und gezielte Intervention bei
Patienten mit hohem postoperativen Delir-Risiko verbessern.

Da die Anwendung eines cCPB wahrend kardiochirurgischer Operationen mit der Ini-
tiierung einer Akute-Phase-Reaktion und Organdysfunktionen assoziiert ist, erfolgten
Modifikationen der extrakorporalen Zirkulation um diese zu reduzieren. Ein zentraler
Ansatz besteht in der Minimierung der Systeme und damit einhergehender Reduktion
von Blut-Fremdoberflachenkontakt, geringeren Primingvolumen und limitierten Blut-
Luft-Kontakt. In diesem Zusammenhang wurden Alterationen von Biomarkern aus dem

Bereich der mitochondrialen Nukleinsauren und Proteinen untersucht.
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Die Anwendung der MIECC im Vergleich zum cCPB resultierte in einer signifikant ge-
ringeren Liberation zirkulierender mtDNA als Biomarker zellularer Destruktion bzw. als
DAMP. Diese Reduktion war mit einer geringeren inflammatorischen Patientenantwort
assoziiert. Von klinischer Relevanz war die Beobachtung, dass erhéhte mtDNA-Kon-
zentrationen mit einem erhdhten Risiko fir POAF assoziiert waren. Dieses pradiktive
Potenzial kann méglicherweise genutzt werden, um im Zusammenhang mit Risikostra-
tifikationskonzepten Patienten frihzeitig und prolongiert rhythmologisch zu tberwa-
chen und gegebenenfalls zu therapieren.

Die Evaluation suPAR, eines Glykoproteins, das in inflammatorische und koagulative
Kaskaden integriert ist und potenziell die Genese von Organdysfunktionen nach on-
pump CABG beeinflusst, demonstrierte, dass der Einsatz eines MIiECC-Systems mit
reduzierten suPAR-Konzentrationen assoziiert war. Dies kann als attenuierte inflamm-
atorische Patientenreaktion interpretiert werden. Sekundar identifizierte die Untersu-
chung eine signifikante Assoziation mit AKI, wobei eine positive Korrelation zwischen
SuPAR-Konzentration und AKI-Risiko nachgewiesen wurde. Die limitierte pradiktive
Validitat konnte moglicherweise im Kontext von AKI-Multi-Biomarker-Panels optimiert
werden.

Abschlie3end wurde auf Proteinebene sDLL1 analysiert, das im Kontext septischer
Erkrankungen als vielversprechender Biomarker beschrieben wurde. In der untersuch-
ten on-pump CABG-Kohorte wies sDLL1 Alterationen unabhangig vom angewendeten
CPB-System, der Bypassdauer, medikamentdser Dauertherapie oder Komorbiditaten
(mit Ausnahme von Diabetes mellitus Typ Il) auf. Neben dieser Robustheit gegentber
diversen Einflussvariablen zeigten die beobachteten sDLL1-Alterationen préadiktives
Potenzial fir das Auftreten einer AKI und eines POD. Die beobachtete limitierte pra-
diktive Validitat beztiglich einer AKI des Biomarkers sDLL1 und die Assoziation mit der
Inzidenz eines POD bedurfen weiterer Evaluation in Folgestudien und kénnten fir den

klinischen Einsatz in Multi-Biomarker-Panels von Relevanz sein.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Heart surgery involving cardiopulmonary bypass induces systemic inflammation that is, at least in part, caused
ATP by extracellular ATP originating from damaged cells and by proteases secreted by activated neutrophils. The
Cardiopulmonary bypass anti-protease al-antitrypsin (AAT) forms complexes with several proteases including neutrophil elastase, re-

Inflammasome sulting in a mutual loss of activity. We demonstrated recently that AAT inhibits the ATP-induced release of the
Monocytes : snion . s N N -
SERPIGAL pro-inflammatory cytokine interleukin-1p by human monocytes by a mechanism involving activation of meta-

botropic functions at nicotinic acetylcholine receptors. Interleukin-13 importantly contributes to the patho-
genesis of sterile inflammatory response syndrome. Thus, AAT might function as an endogenous safeguard
against life-threatening systemic inflammation. In this preliminary study, we test the hypothesis that during
cardiopulmonary bypass, AAT is inactivated as an anti- protease and as an inhibitor of ATP-induced interleukin-
1P release. AAT was affinity-purified from the blood plasma of patients before, during and after surgery.
Lipopolysaccharide-primed human monocytic U937 cells were stimulated with ATP in the presence or absence of
patient AAT to test for its inhibitory effect on interleukin-1p release. Anti-protease activity was investigated via
complex formation with neutrophil elastase. The capacity of patient AAT to inhibit the ATP-induced release of
interleukin-1p might be slightly reduced in response to heart surgery and complex formation of patient AAT with
neutrophil elastase was unimpaired. We conclude that surgery involving cardiopulmonary bypass does not
markedly reduce the anti-inflammatory and the anti-protease activity of AAT. The question if AAT augmentation
therapy during heart surgery is suited to attenuate postoperative inflammation warrants further studies in vivo.

Systemic inflammation

1. Introduction

Coronary artery bypass graft surgery or valve surgery, in combina-
tion with cardiopulmonary bypass (CPB) are life-saving interventions.
However, heart surgery involving CPB causes massive cell damage,
hemodilution, contact with foreign surfaces, increased shear stress,
decreased temperature, and ischemia/reperfusion injury of heart and
lung tissue that altogether induce inflammation of varying degrees
[1-3]. A serious complication is a systemic inflammation that can be
associated with a high morbidity and mortality [3]. No efficient evi-
dence-based single intervention preventing patients from systemic

inflammation is available, which improves the clinical outcome after
CPB [4,5]. There are, however, some promising approaches that are
already used in diverse combinations, such as minimal-invasive cor-
onary revascularization, minimized extracorporeal circuits, biocompa-
tible surface coating, leukocyte-depleting filters, preoperative aspirin,
steroids, protease inhibitors, and complement inhibitors [3,5].
Monocytes, neutrophils and mast cells are activated during heart
surgery and concentrations of reactive oxygen species [1,6-8], neu-
trophil elastase and other proteases increase significantly [1,3,9-13]. In
addition, levels of circulating pro-inflammatory cytokines such as in-
terleukin (IL)-1f, IL-6, IL-18, tumor necrosis factor (TNF)-a, and high
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mobility group box 1 protein (HMGBI) rise [3,10,14-18]. IL-1f is of
outstanding relevance for the pathogenesis of surgery-associated in-
flammation, because experimental intravenous injection of IL-1pB into
humans induces virtually all symptoms associated with systemic in-
flammation [19]. However, IL-1p plays a pivotal role in host defense
against infection, and hence, in preventing the progress from sterile
systemic inflammation to sepsis [20]. The secretion of IL-1f often de-
pends on the consecutive occurrence of two danger-associated mole-
cular patterns. Typically, the first signal is a toll-like receptor ligand
that induces the expression of pro-IL-1p and inflammasome compo-
nents [21]. In the context of different kinds of trauma or ischemia/
reperfusion injury, cytoplasm is spilled from damaged cells and the
extracellular concentration of ATP can rise dramatically [22]. ATP
functions as second danger signal that activates its receptor P2X7
(P2X7R), induces inflammasome assembly, activation of caspase-1,
cleavage of pro-IL-1B, and a swift release of mature IL-1p [23].

The serine protease inhibitor al-antitrypsin (AAT, SERPINAT) [24]
is a part of the endogenous safety system that counters virtually all the
above described mechanisms. AAT is mainly produced by the liver and
is present in concentrations ranging from 0.9 to 1.75 mg/ml in the
blood plasma of healthy persons [25]. In response to inflammation,
AAT levels can increase up to fourfold [26]. The interaction of AAT
with proteases results in a mutual inactivation, during which covalent
complexes are formed [27,28]. In addition, AAT functions as a sca-
venger of oxygen radicals, which also inactivate the anti-protease
function of AAT [29,30]. In animal models, AAT protects from
ischemia-reperfusion injury, rejection islet allografts, graft-versus-host-
disease, rheumatoid arthritis, TNF-o/endotoxin induced lethality, and
even exerts anti-bacterial effects [31-34]. The pro-inflammatory effects
of the endotoxin lipopolysaccharide (LPS), a cell wall constituent of
Gram-negative bacteria, are attenuated by AAT [35,36]. Furthermore,
AAT regulates the expression of chemokines such as IL-8, chemotaxis
and cell adhesion [37,38]. It reduces the expression of toll-like receptor
4 and of pro-inflammatory cytokines (IL-1, TNF-a), and up-regulates
anti-inflammatory mediators such as IL-10 and IL-1 receptor antagonist
[39].

Recently, we discovered that AAT efficiently inhibits the ATP-in-
duced maturation and secretion of IL-1f by LPS-primed human mono-
cytes [40]. Signaling of AAT involves the scavenger receptor CD36,
activation of phospholipase A2p and the release of a yet unidentified
cholinergic factor of low molecular mass. This factor functions as a
nicotinic agonist that induces metabotropic signaling at monocytic ni-
cotinic acetylcholine receptors inhibiting the P2X7R [40]. Thereby, the
ATP-mediated induction of NLRP3 (NACHT, LRR and PYD domains-
containing protein 3) inflammasome assembly is impaired, and hence,
IL-1p maturation and release are drastically reduced [40].

In the context of CPB-supported heart surgery, perioperative ap-
plication of AAT might be protective. In this preliminary study, we test
the hypothesis that the protective potential of endogenous AAT is im-
paired due to surgery-induced functional AAT deficiency. We in-
vestigate anti-inflammatory and anti-protease functions of isolated pa-
tient AAT before, during and shortly after CPB-supported heart surgery.

2. Methods
2.1. CPB patients

The study was approved by the ethics committee of the medical
faculty Giessen, Germany (No. 30/16) and performed in accordance
with the Helsinki Declaration. Written informed consent was given by
each patient or patient’s legal representative. Patients were a sub-
population of a single center prospective observational pilot study
(DRKS, German Clinical Trials Register number 00010959). Patient
characteristics (n = 5) are summarized in Table 1. Included were male
and female patients aged above 18 with an indication for CPB-sup-
ported coronary artery bypass surgery and an expected surgery time
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Table 1

Patient characteristics (n = 5).
Age (years) 70 (52-75)
Sex male n (%) 4 (80)
BMI 24,5 (23.1-35.8)
History of... n (%)
hypertension 5(100)
acute myocardial infarction 1(20)
stroke 1(20)
hepatic insufficiency 0
smoking (n/%) 3 (60)
Laboratory findings
WBC (x 1000/1) 8 (6.6-10.2)
Hb (g/d) 13.5 (12.7-14.6)
platelets (x 1000/ul) 246 (217-360)
INR 1(0.9-1.1)
fibrinogen (g/1) 4 (3.9-4.0)
aPTT (sec) 27 (22-30)
creatinine (mg/dl) 0.8 (0.7-1)
troponine I (ug/1) 0.015 (0.01-0.14)
C-reactive protein (mg/dl) 0.6 (0.5-10.6)

Values are shown as median and interquartile ranges or as n-number
and percentage (%). aPTT, activated partial thromboplastin time; BMI,
body mass index; CK, creatin kinase; INR, international normalized
ratio; WBC, white blood cell count.

above 2 h. Patients with the need for valve surgery, arrhythmia, preg-
nancy, participation in another interventional study, infectious or au-
toimmune diseases, immunosuppressive or -modulating medication, a
left ventricular ejection fraction below 30%, and renal dysfunction
(KDIGO > 2) were excluded. Blood was taken 15 min after induction
of anesthesia, 15 and 60 min after starting CPB, and 15 min after ter-
mination of CPB. Anesthesia, surgical procedures and CPB were per-
formed according to a standardized local protocol.

2.2. Purification of AAT

AAT was purified from human heparinized blood plasma by affinity
chromatography using Alpha-1 Antitrypsin Select (GE Healthcare Bio-
Sciences, Uppsala, Sweden) as indicated by the provider and Poly-Prep®
Chromatography Columns (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The buffer of
the eluate was exchanged to PBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL) by three rounds of ultrafiltration (Amicon® Ultra
Centrifugal Filters, cut-off of 10 kDa; Merck, Darmstadt, Germany). The
protein concentration of the eluate was measured using the BCA Protein
Assay Kit (Pierce™, Rockford, IL) according to the instructions of the
supplier. To control affinity purification, unpurified plasma, flow
through of the affinity column, washing fraction, the eluate, and a
sample obtained during stripping of the affinity matrix were in-
vestigated by gel electrophoresis and Western blotting.

2.3. U937 cell culture and stimulation

Cultivation and stimulation of U937 cells was performed essentially
as described before [41]. Human monocytic U937 cells were provided
by the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(Braunschweig, Germany) and cultivated at 37 °C, 5% CO,, in RPMI
1640 medium (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS
Superior, Biochrome, Berlin, Germany) and 2 mM glutamine (Glu-
tamax®, Gibco). Cells were adjusted to a density of 1 x 10° cells per ml,
primed with 1 pug/ml LPS from Echerichia coli (Sigma Aldrich, Tauf-
kirchen, Germany; L2654) for 5 h and stimulated with 100 pM 2(3")-0-
(4-benzoylbenzoyl)adenosine 5"-triphosphate (BzATP, Jena Bioscience,
Jena, Germany) for 30 min in the presence or absence of different
concentrations (2 pg/ml — 1 mg/ml) of purified AAT. Thereafter, cell-
free cell culture supernatants were collected and stored at —20 °C until
measurement of IL-1p and lactate dehydrogenase (LDH).
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2.4. ELISA

The IL-1p concentration in cell culture supernatants was measured
by the highly sensitive human Quantikine Immunoassay™ (R&D
Systems, Mineapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s in-
structions. The AAT ELISA (Abbexa®, Cambridge, United Kingdom) was
performed on blood plasma.

2.5. LDH

Cell death was estimated by measuring the cytoplasmic house-
keeping protein LDH in cell culture supernatants using the Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay™ (Promega, Madison, WI, USA) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. The viability of the U937
cells was not impaired with values between 98.6 and 100 % in any
condition tested.

2.6. AAT / protease complex formation

After purification of AAT, the protein concentration was determined
using the Micro BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MS, USA). AAT purified from patients was incubated with
human neutrophil elastase (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) at a
molar ratio of 1:2 in 100 mM Tris/HCl, 500 mM NaCl, pH 7.4, for
30 min at 37 °C. Thereafter, samples were mixed with double-con-
centrated SDS sample buffer, heated to 90 °C for 5 min and separated by
gel electrophoresis.

2.7. Electrophoresis and Western blotting

To control AAT purification and to analyze purified AAT, samples
were separated by SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE,
10%) along with dual color precision plus protein standards (Bio-Rad,
Hercules, CA) and transferred to Immobilon polyvinylidene difluoride
membranes (Millipore, Billerica, MA). Membranes were blocked with
5% bovine serum albumin (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Germany) in PBS and incubated with primary antibodies (goat anti-AAT
1:20,000; Bethyl, A80-122A, Montgomery, AL) in blocking solution as
described before [40]. PBS supplemented with 0.01% Tween-20 was
used for washing steps and appropriate horse radish peroxidase-la-
belled antibodies to goat immunoglobulins (Agilent Dako, 1:5,000).
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Blots were developed using Lumi-Light substrate (Roche, Mannheim,
Germany) and High Performance Chemiluminescence Films (GE
Healthcare).

2.8. Statistical analyses

Data were analyzed with the IBM SPSS statistics software (Version
25, IBM, Armonk, NY, USA) or GraphPad Prism® software (Version 6,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Values were compared,
where applicable, by the nonparametric Kruskal-Wallis test, followed
by the Mann-Whitney rank-sum test. Analysis of the dose-response
relationship has been performed with R (Version 3.5.2.) by applying the
function drm and the Weibull 2 model.

3. Results
3.1. Purification of patient AAT before, during and after CPB

Patients, who did not suffer from serious comorbidities, underwent
conventional CPB-supported coronary artery bypass surgery in a highly
standardized way according to the same local protocol (Table 1). None
of the patients developed postoperative symptoms of a systemic in-
flammation or sepsis. Blood plasma was obtained from five patients
undergoing heart surgery at the following time points: before surgery,
15 and 60 min after starting CPB, and 15 min after the end of CPB
(n = 5, each). AAT was isolated by affinity chromatography, and all
fractions obtained during purification were separated by SDS-PAGE,
stained with Brilliant Blue or subjected to Western blotting to control
for the efficiency of the purification method (Fig. 1). The pattern of
proteins in the plasma samples obtained at different time points during
surgery did not differ (Fig. 1). Western blotting revealed a single im-
munopositive band with an apparent molecular mass of about 52 kDa.
A strong immunoreactive band exclusively appeared in unpurified
plasma samples and in the eluates of the column, suggesting that pur-
ification was successful (Fig. 1). No pronounced differences were seen
at the different time points investigated and the protein concentrations
of the eluate fractions did not significantly change (data not shown).

3.2. AAT-mediated inhibition of BzATP-induced IL-1p release

We demonstrated recently, that AAT efficiently and dose-
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dependently inhibit the release of IL-1f by LPS-primed human mono-
cytic U937 cells induced by BzATP, an efficient agonist of P2X7R [40].
The concentration of LPS (1 pg/ml) was tested and used in previous
studies [40-46]. Here, we investigated the capacity of purified patient
AAT to inhibit the BzATP-induced release of monocytic IL-1f. As ex-
pected [41], untreated and LPS-primed U937 cells released only low
amounts of IL-1B, whereas addition of BzATP to LPS-primed cells in-
duced the release of IL-1f (33 - 44 pg/ml, median 36 pg/ml, n = 5;
Fig. 2a, b). AAT obtained from patients before surgery, 15 and 60 min
after starting CPB, and 15 min after termination of CPB dose-depen-
dently and efficiently inhibited the BzATP-mediated IL-1B release
(Fig. 2a, b). Further analyses of the dose-response relationships re-
vealed that the ICso values did not change within 15 min of CPB
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(p = 0.88), whereas a small but statistically significant decrease in the
inhibitory function of AAT was measured 60 min after starting CPB
(Fig. 2c¢; preoperative ICso 0.02 mg/ml, 60 min ICso 0.04 mg/ml;
p = 0.003). This minor difference was still visible in postoperative CPB
patients (p = 0.01).

3.3. Anti-protease activity

To investigate the anti-protease activity of AAT, AAT purified from
the blood of CPB patients was incubated with neutrophil elastase and
the formation of covalent complexes by AAT and neutrophil elastase
was visualized by SDS-PAGE under reducing conditions. Gels were ei-
ther stained with Brilliant Blue, or followed by Western blotting using
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Fig. 3. Anti-protease activity of patient al-antitrypsin (AAT). AAT was purified from the blood plasma of five patients undergoing cardiac surgery involving
cardiopulmonary bypass (CPB). Plasma was obtained at different time-points before surgery (pre-5X), during CPB (15’ CPB, 60’ CPB), and after CPB (post-CPB), and
incubated with neutrophil elastase (NE). Thereafter, samples were heated under reducing conditions and separated by SDS polyacrylamide (10%) gel electrophoresis
along with molecular mass marker proteins and stained with Brilliant Blue. In addition, Western blots of the same samples were probed with polyclonal antibodies
that specifically detect AAT (Bethyl laboratories). Immunopositive bands with an apparent molecular mass of about 52 kDa correspond to AAT, bands with a mass of
about 77 kDa correspond to AAT/NE complexes and bands with a mass of about 48 kDa to cleaved AAT.

polyclonal antibodies directed to AAT (Fig. 3). Complexes of AAT and
neutrophil elastase formed at all time points, indicating that AAT is
active before, during and after CPB (Fig. 3). The bands at an apparent
molecular mass of about 67 kDa seen in all Brilliant Blue-stained gels
most probably correspond to contaminations with serum albumin.

4. Discussion

In the present pilot study, we neither found a marked reduction of
the inhibitory function of purified patient AAT on the BzATP-induced
release of monocytic IL-1f nor an impairment of its anti-protease
function.

We recently described a mechanism by which AAT inhibits the ATP-
induced release of IL-1f by human monocytes [40]. As this mechanism
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might be impaired in response to heart surgery involving CPB and result
in an increased risk for the development of postoperative systemic in-
flammation, the effect of purified CPB patient AAT was tested on LPS-
primed U937 stimulated with BzATP. The patient AAT investigated was
efficiently purified by affinity chromatography, both regarding purity
and yield. In line with our previous results, patient AAT obtained be-
fore, during and after surgery, dose-dependently and efficiently in-
hibited the ATP-induced IL-1p release by LPS-primed human monocytic
U937 cells in vitro. ICs, values seemed to be significantly higher 60 min
after starting CPB (p = 0.003, n = 5) and after terminating CPB
(p = 0.01, n = 5) compared to preoperative values. However, as form-
fitting equations cannot always be reliably used, when low n-numbers
are investigated, these results should be interpreted with care. As pa-
tient AAT levels most probably did not drop below 0.5 mg/ml, a
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concentration that strongly inhibited IL-1f release in vitro, the biome-
dical relevance of this finding is unclear.

To test for its anti-protease function, CPB patient AAT was in-
cubated with neutrophil elastase followed by SDS-PAGE in combination
with protein staining and Western blotting. In all AAT preparations
covalent AAT/neutrophil elastase complexes were detected, suggesting
that most of the anti-protease function of AAT is preserved during heart
surgery involving CPB. These results obtained in the Giessen laboratory
were confirmed in a separate laboratory in Hannover using slightly
different protocols (not shown). In the same line, no changes in AAT
complexes were detected by native gel electrophoresis (not shown). In
contrast to our results, AAT complexed with neutrophil elastase was
reported to increase strongly between the end of CPB and 240 min after
surgery [47], a period of time that was not investigated in our study.

This preliminary study has numerous limitations that should be
taken into consideration. Among the known anti-inflammatory effects
of AAT, we only investigated the inhibition of the ATP-induced release
of monocytic IL-1f, a mechanism that we deem to be of eminent re-
levance in the context of CPB and major surgery in general. The patient
number is low and this study mainly encompasses the “early” (15 and
60 min after starting CPB) and only the very beginning of the “late”
phase (15 min after CPB) of the inflammatory response to CPB. During
the “early” phase, inflammation is mainly triggered by the contact of
the blood with the foreign surfaces of the CPB machine and surgical
trauma that is expected to release ATP to the extracellular space,
whereas the late phase is dominated by ischemia-reperfusion injury
(IRI) and endotoxemia [48]. We assume that 15 min after the termi-
nation of CPB the pathogenesis of IRI is only initiated and endotoxemia
is expected to play at best a minor role. None of the patients included in
this study developed a systemic inflammation or sepsis, but it would be
very interesting to investigate if AAT from patients suffering from se-
vere post-operative inflammation differ from those with a favorable
outcome. Finally, we do not know if the observed effects are mainly due
to heart surgery, due to CPB or to a combination thereof. In the light
these limitations, the study should be regarded as a preliminary study
and future studies on larger cohorts and more post-operative time
points are warranted.

We conclude that heart surgery involving CPB does neither mark-
edly reduce the activity of AAT inhibiting ATP-mediated IL-1p release,
nor the anti-protease activity of patient AAT. The question if AAT
augmentation therapy during heart surgery involving CPB is suited to
attenuate postoperative inflammation deserves further studies in vivo.
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Abstract: Cardiac surgery is regularly associated with postoperative delirium (POD), affected by
neuro-inflammation and changes in cholinergic activity. Therefore, this prospective observational
study aimed to evaluate whether pre- and perioperative changes in blood acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) activity were associated with POD development in patients
undergoing isolated elective coronary artery bypass graft (CABG) surgery. It included 93 patients. Pre-
and postoperative blood AChE and BChE activities were measured with photometric rapid-point-of-
care-testing. The Intensive Care Delirium Screening Checklist and the Confusion Assessment Method
for the Intensive Care Unit were used to screen patients for POD. POD developed in 20 patients
(21.5%), who were older (p = 0.003), had higher EuroSCOREs (p < 0.001), and had longer intensive care
unit stays (p < 0.001). On postoperative day one, BChE activity decreased from preoperative values
more in patients with (31.9%) than without (23.7%) POD (group difference p = 0.002). Applying a
cutoff of >32.0% for BChE activity changes, receiver operating characteristic analysis demonstrated a
moderate prediction capability for POD (area under the curve = 0.72, p = 0.002). The risk of developing
POD was 4.31 times higher with a BChE activity change of >32.0% (p = 0.010). Monitoring the pre- to
postoperative reduction in BChE activity might be a clinically practicable biomarker for detecting
patients at risk of developing POD after CABG surgery.

Keywords: intensive care; postoperative delirium; cardiac surgery; preoperative patient evaluation
and improvement; cardiopulmonary bypass; postoperative care

1. Introduction

Delirium represents an acute and fluctuating disturbance of cerebral function asso-
ciated with changes in consciousness and attention. It may be classified according to
various features, such as predominant motor activity (hypoactive, hyperactive, or mixed)
or etiology (hypoxia, sepsis, sedative exposure, or metabolic dysfunction) [1]. It increases
morbidity and mortality, considerably impacting public health costs [2,3].

Postoperative delirium (POD) is common in cardiac surgery: its incidence approaches
40%, increasing with age [2,4].

The POD diagnosis is still confirmed by clinical tests without predictive potential [5,6].
POD development after cardiac surgery is influenced by patient factors, including age,
mental health, and neurological status, and procedural factors, such as surgical trauma,
extracorporeal circulation duration, and anesthetic management, resulting in neurotrans-
mitter dysregulation and cerebral network dysconnectivity [2,4,7-10].
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The neuronal and non-neuronal cholinergic system is pivotal in neurological and im-
munological signal transduction in the bidirectional communication between central and
peripheral neuronal circuits, immune cells and cytokines, neuro-endocrine hormonal systems,
and gut microbiota and their metabolites [11]. The high density of cholinergic synapses in the
thalamus, striatum, limbic system, and neocortex suggests that cholinergic transmission is
likely critically important for consciousness, memory, learning, attention, and other higher
brain functions [12]. Based on the bi-directional cross-talk between the central nervous system
and peripheral neuronal circuits, cholinergic homeostasis can be disturbed by immunologic
and inflammatory stressors in the context of surgical interventions.

Changes in the cholinergic system, its activity, and POD development have been
demonstrated in various settings, including cardiac surgery [13-18]. However, those re-
sults are inconsistent regarding the importance of the two primary investigated CHE
subtypes—acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE)—and the influ-
ence of preoperative and perioperative activity patterns on POD development.

For example, John et al. [13] found no difference in AChE and BChE activity in cardio-
surgical patients with or without POD, while Adam et al. [17] promoted the theory that the
cholinergic deficit hypothesis may be of importance for POD development. However, it
should be noted that both studies examined non-uniform surgical intervention groups.

This study aimed to examine whether pre- and perioperative changes in blood AChE
and BChE activity were associated with POD in a patient group with a uniform surgical
intervention. We examined a prolonged analysis period until the seventh postoperative
day. Furthermore, we aimed to identify potential cofactors affecting POD after isolated
CABG surgery.

2. Materials and Methods

This observational trial included 100 patients at the University Hospital of Giessen and
was registered in the German Clinical Trials Register (trial registration: DRKS00010959).
Local ethics committee approval was obtained (Justus-Liebig-University Giessen, Giessen,
Germany; approval number AZ: 30/16). Written informed consent was obtained from
all patients. The study was conducted according to the principles of the Declaration of
Helsinki [19]. The methods and results are presented according to the Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) guidelines [20].

2.1. Subjects

Patients were enrolled between September 2016 and January 2020. All patients un-
derwent elective CABG surgery and postoperative care in the intensive care unit (ICU).
Inclusion criteria were age >18 years, elective on-pump CABG surgery, and the ability to
communicate in German or English. Exclusion criteria included: missing consent, denial
of participation, pregnancy, preoperative atrial fibrillation, severe bradycardia (<60bpm;
types: sinus bradycardia, atrial fibrillation with low frequency, nodal rhythm, and second-
or third-degree atrioventricular block), acute infection before surgery, pre-existing autoim-
mune disease, immunomodulatory medication, left ventricular ejection fraction <30%,
and renal insufficiency (Kidney Disease Improving Global Outcome score >2). We also
excluded patients with pseudocholinesterase deficiency, preoperative delirium (screened
using the Confusion Assessment Method for the Intensive Care Unit [CAM-ICU] and /or
Intensive Care Delirium Screening Checklist [[CDSC]), cognitive dysfunction (e.g., history
of schizophrenia, other severe psychiatric conditions, or dementia with inability to answer
the CAM-ICU or ICDSC in an adequate manner), and recent or persistent neurologic im-
pairment (e.g., acute cerebral infarction, intracranial bleeding, or acute meningitis in the
last three months prior to study inclusion leading to an inability to answer the CAM-ICU
or ICDSC).
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2.2. Preoperative Assessment

Each patient was initially examined the evening before surgery. A questionnaire-
based history was obtained to survey somatic (age, sex, weight, and body mass index)
and medical (comorbidities including atrial fibrillation, chronic obstructive pulmonary
disease [COPDY], and diabetes mellitus type II; American Society of Anesthesiologists [ASA]
physical status; New York Heart Association classification; and smoking habits, alcohol
consumption, drug abuse, and medication addiction) factors. The Euroscore was calculated
with the help of the EuroSCORE calculator provided by the Royal Papworth Hospital [21].
The initial examination comprised screening for delirium using the ICDSC and CAM-ICU.

2.3. Quantification of AChE and BChE

A preoperative baseline analysis of AChE and BChE activities was performed im-
mediately after the clinical examination and peripheral intravenous line placement, as
well as the consecutive seven postoperative days. Whole blood samples (10 uL) were
drawn from this peripheral intravenous catheter and analyzed using the ChE Check Mobile
System (Securetec Detektions-Systeme AG, Neubiberg, Germany). Analysis of AChE and
BChE activity was performed by following the procedural steps according to manufacturer
instructions (for detailed description, see [22,23]). The other laboratory data were derived
from clinical routine laboratory blood sampling.

2.4. Intraoperative Assesstment

The following data were recorded: duration of anesthesia, ventilation, surgery, car-
diopulmonary bypass (CPB), and aortic cross-clamping; anesthesia method; drugs used;
and transfusions.

2.5. Postoperative Assessment

All patients were transferred to the ICU under mechanical ventilation. Then, a resident
with experience using the applied delirium screening tests and the CHE activity analyzer
performed the following examinations. After extubation, POD development was monitored
for seven days using the ICDSC and CAM-ICU. A patient with a positive result with either
instrument was considered to have POD. Testing for POD was performed on postoperative
days 1-7. Aninvestigator performed all examinations to rule out bias under the supervision
of the principal investigator and the attending intensive care physicians. They based their
assessment on the ICD-10 criteria [24]. Sedation status was examined using the Richmond
Agitation-Sedation Scale: patients with a score <-2 were excluded from testing and
reevaluated after four hours. After POD testing was completed, AChE and BChE activities
were analyzed identically to preoperative sampling. Postoperative pain was routinely
measured using the Visual Analog Scale at every observation point. Other recorded data
included duration of mechanical ventilation, length of ICU and hospital stay, in-hospital
mortality, and blood transfusion; the other laboratory data were derived from clinical
routine laboratory blood sampling (alkaline phosphatase [ALP, range 40-130 U/L], alanine
transaminase [ALT, normal range 10—50 U/L], C-reactive protein [CRP, normal range
<0.5 mg/L], gamma-glutamyltransferase [GGT, 10—66 U/L], hemoglobin Alc [HBAlc,
normal range <5.6%], glucose [normal range 60—110 mg/dL], hemoglobin [normal range
13.5-17.2 g/dL], thrombocytes [normal range 150—370 G/L], erythrocytes [normal range
4.3-5.8 G/L], hematocrit [normal range 0.39—0.51%], and mean corpuscular hemoglobin
concentration [normal range 27-33.5 G/L]).

2.6. Statistical Analysis

Data were entered into an Excel database (Microsoft, Redmond, WA, USA) and mean,
standard deviation, median, and IQR were subsequently calculated for POD+/POD—. Data
distribution was evaluated with the Shapiro-Wilk's test. Differences between groups were
compared by Student's t-test or Wilcox test according to normal distribution for numerical
data and by Fisher’s exact test for categorical data. Postoperative BChE and AChE activity
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measurements are expressed as percentages relative to the preoperative values (set as 100%).
Differences in absolute BChE and AChE activities were compared between groups using
analyses of variance with post hoc Tukey’s honestly significant difference tests. The true
positive (TPR; sensitivity) and false positive (FPR = 1-TPR; specificity) rates with different
cutoffs for the decrease in BChE activity were plotted as a receiver operating characteristic
(ROC) curve, where each point represents a sensitivity /specificity pair corresponding to
a particular cutoff. The threshold value was determined by optimal Youden index. ROC
analysis was performed to calculate diagnostic accuracy using the ROCit package (version
2.1.1, R Core Team, https:/ /www.r-project.org/, accessed on 16 June 2023). R: A language
and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria) in R. A p < 0.05 was considered statistically significant. Logistic regression analysis
was used to infer the significance of influence of BCHE and ACHE levels with occurrence of
POD and, subsequently, Fisher test was used to examine the different distribution of BCHE
values that dropped below certain thresholds among the POD— and POD+ group. ORs were
retrieved from Fisher Test analysis. All analyses were performed using R Statistical Software
(version 4.0.4; R Core Team 21, https:/ /www.r-project.org/, accessed on 16 June 2023).

3. Results
3.1. Patient Sample

After assessing 100 patients for study eligibility, 3 were excluded because of pre-existing
delirium, and 4 declined to participate. Therefore, 93 patients were included for analysis.

3.2. Baseline Characteristics

All patients received balanced anesthesia with propofol /etomidate, pancuronium,
sufentanil, and sevoflurane /isoflurane. Most participants were male (87.1%). Eight patients
(8.6%) had a history of cerebral infarction without persistent neurological impairment.
Five patients had a history of psychiatric disorder (5.4% depression, post-traumatic stress
disorder, or obsessive-compulsive disorder). No drug or medication abuse was reported.
Thirty-one patients (33.3%) reported regular alcohol consumption. ASA physical status
dlassification was Il or IV in 92.5% of patients.

3.3. Incidence of Delirium

POD developed in 20 patients (21.5%). CAM-ICU and ICDSC results were consistent
in 94.6% of patients. In five patients (5.4%), CAM-ICU differed from the ICDSC results.
In these cases, the attending intensivist diagnosed or ruled out POD based on ICD-10
classification. POD developed primarily on the first postoperative day (Figure 1).

3.4. Intergroup Differences
3.4.1. Preoperative Variables

Patients who developed POD (POD+) were significantly older (p = 0.003) and had a
higher EuroSCORE (p < 0.001) than those without POD (POD—). The proportion of patients
with type II diabetes mellitus was significantly higher in the POD+ than in the POD— group
(p=0.008). HbAlc (p = 0.003) and blood glucose (p = 0.039) levels were significantly higher in
the POD+ than in the POD— group. Group-wise patient characteristics are shown in Table 1.
Other blood parameters did not differ significantly in the POD+ and POD— group (Table 2).

120



J. Clin. Med. 2023, 12, 5245

50f 15

Table 1. Group-wise baseline patient characteristics.

POD+

POD -

Characteristic (1 = 20) (=73 p-Value
Age (years) 71.5 (63.8-76.3) 64 (56-71) 0.003
Female sex 3 (15.0) 9(12.3) 0.717

B"d’(’kz"/’f;Qi)r‘dex 28.9 (25.7-32.4) 29.4 (27-32.1) 0581
Atrial fibrillation 3 (15.0) 19 (26.0) 0.385
COPD 5 (25.0) 682 0.054
DMII 13 (65.0) 22 (30.1) 0.008
EuroSCORE 14 (1.2-1.8) 09 (0.7-1.2) <0.001
ASA-PSCS

I 0 7 (9.6) -

I 19 (95.0) 57 (78.1) -

v 1(5.0) 9(12.3) -

Values are presented as medians with interquartile ranges or numbers with percentages. Key: POD, postoperative
delirium; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; DM II, diabetes mellitus type II; ASA-PSCS, American
Society of Anesthesiologists Physical Status Classification System, roman numerals represent a graduation for the
risk classification of surgical patients (increasing from I to IV).

ICDSC
8 -
6 .
4 . E3 POD-
. . E3 POD+
RO e R O QR
0 —— — — —
0 1 2 3 4 5 6 7
CAM-ICU Day
4 . .
3 .
2 . . E3 POD-
E3 POD+
1 . . . D - .
0 —— — — — — —— —— — —
0 1 2 3 4 5 6 7

Day

Figure 1. Chart demonstrating the recorded points of the used screening tools at the study time points.
Abbreviations: CAM-ICU, confusion assessment method-intensive care unit; ICDSC, intensive care
delirium screening checklist; POD, postoperative delirium.

3.4.2. Intraoperative Variables

Intraoperative hemoglobin (p =0.016), thrombocyte count (p = 0.042), and GGT level
(p = 0.018) were significantly lower in the POD+ than in the POD— group (Table 2). CPB
(p <0.001), aortic cross-clamping (p = 0.011), and intraoperative ventilation (p < 0.001)
durations were significantly longer in the POD+ than in the POD— group. The anesthesia
and surgery durations did not differ significantly between the groups (Table 3).
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Table 2. Group-wise perioperative laboratory findings.
Characteristic POD+ POD- p-Values

Preoperative

ALT (U/L) 21 (17.0-32.5) 25.5(17.75-43.0) 0.289

GGT(U/L) 26.5(19.0-39.5) 34.0(25.0-48.25) 0.161

HBAlc (%) 6.5 (6.0-7.0) 5.8 (5.5-6.4) 0.003

Glucose (mg/dL) 164 (154.0-199.0) 102.5 (92.3-126.5) 0.039
Intraoperative

Hb (g/dL) 10.0 (9.3-11.2) 11.1(10.0-12.2) 0.016

Thrombocytes (x105/L) 157.5 (106.0-167.0) 169 (140.25 -205.5) 0.042

GGT (U/L) 13 (10.8-21.3) 12 (16.5-34.0) 0.018
Postoperative

Hb (g/dL) 97.5 (89.5-104.5) 109 (97.0-117.0) 0.002

Erythrocytes (x105/pL) 3.3(2.9-3.5) 3.6(3.2-3.9) 0.009

Hematocrit (%) 0.30 (0.26-0.32) 0.32 (0.28-0.34) 0.016

MCHC (g/dL) 336.5 (328.8-339.3) 341 (334.0-347.0) 0.002

Thrombocytes (x10°/L) 173.5 (121.8-196.0) 187.0 (160.0-220.0) 0.015

GGT (U/L) 20 (12.0-28.0) 24.0(20.5-33.5) 0.076

ALP (U/L) 41 (35.0-44.0) 54.5(43.5-63.8) 0.009

Values are presented as medians with interquartile ranges or numbers with percentages. Key: POD, postopera-
tive delirium; ALT, alanine aminotransferase; GGT, gamma-glutamyl transpeptidase; HBAlc, human glycated
hemoglobin; Hb, hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin; ALP, alkaline phosphatase; RBC, red blood
cell; CPB, cardiopulmonary bypass; LOS-ICU, length of stay in the intensive care unit; LOS-Hospital, length of
stay in the hospital.

Table 3. Group-wise surgical and anesthetic characteristics.

Characteristic (:2[;(; (1:10=D?;) p-Values
Surgical and anesthetic characteristics
CPB-time (min) 107.0 (93.3-117.0) 77.0 (66.8-90.0) <0.001
Cross-clamp time (min) 71.0 (55.5-80.3) 53.0 (45.0-67.0) 0.011
Anesthesia duration (min) 298.5 (261.0-327.0) 262.0 (245.0-303.0) 0.024
Surgery duration (min) 223.0(195.8-238.9) 192.5 (164.0-225.0) 0.046
ﬁfﬁ:ﬁi“;ﬁ?ﬁ;{;‘g 450.0 (0.0-600.0) 0.0 (0.0-0.0) <0.001
Ventilation duration (h) 20.8 (17.0-24.2) 12.3 (9.4-16.6) <0.001
LOS-ICU (d) 29(52-72) 1.1 (0.9-2.0) <0.001
LOS-Hospital (d) 11.0(9.3-13.8) 10.0 (8.0-12.0) 0.125
In-hospital mortality 0 0 -

Values are presented as medians with interquartile ranges or numbers with percentages. Key: CPB, cardiopul-
monary bypass; ICU, intensive care unit; LOS, length of stay; POD, postoperative delirium; RBC, red blood cell
concentrate.

3.4.3. Postoperative Variables

Erythrocyte count (p = 0.009), hemoglobin concentration (p = 0.002), mean corpuscular
hemoglobin concentration (p =0.002), thrombocyte count (p =0.015), and hematocrit (p = 0.016)
were significantly lower in the POD+ than in the POD— group. The red blood cell transfusion
volume was significantly higher in the POD+ than in the POD— group (p < 0.001).
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ALP (p = 0.009) levels were significantly lower in the POD+ than in the POD— group,
whereas GGT levels did not differ significantly (p = 0.076). Ventilation duration (p < 0.001) and
ICU stay length (p < 0.001) were significantly longer in the POD+ than in the POD— group
(Table 3). The CRP level and leucocyte count did not differ significantly between groups.

3.4.4. AchE and BChE Activity

Preoperative BChE and AChE activities did not differ significantly between the
POD+ (BChE = 3158.5 [3018.3-3512.1] U/g Hb; AChE = 42.6 [40.3-47.4] U/g Hb) and
POD— (BChE = 3180.9 (2822.9-3472.1) U/g Hb; AChE = 45.1 [42.3-48.3] U/g Hb) groups.

BChE activity decreased significantly from preoperative values in both groups on
postoperative day one. BChE activity decreased significantly to 2,189.3 (1917.5-2364.9)
U/g Hb in the POD+ group (p < 0.001; decrease = 31.9%) and 2,312.3 (2093.5-2725.3) U/g
Hb in the POD— group (p < 0.001; decrease = 23.7%). The decrease in BChE activity was
significantly more pronounced in the POD+ group than in the POD— group (p = 0.002;
Figure 2).

BChE AChE
A B

100 100 4 E'
] ]
. £
2 [
@ ©
F-] o . .
8 & | 2 80 4 E3 POD-
F Z
£ £ E3 POD+
B B
(%3 (%]
L] L]
® ‘ N

60 | 60 |

POD- POD+ POD- POD+

Figure 2. Butyrylcholinesterase (BChE) (A) and acetylcholinesterase (AChE) activity (B) on postoperative
day one shown as a percentage of baseline activity measured before surgery. Key: **, p = 0.002.

BChE activity was lower in the POD+ than in the POD— group throughout the
postoperative period. Averaged across all days, the mean BChE activity was significantly
lower in the POD+ group than in the POD— group (p < 0.001). The decrease in BChE activity
was not synchronized between groups, which reached their lowest levels on different days.

The mean difference in daily mean BChE activity between groups was 187.9 [135.1-201.4]
U/g Hb. After surgery, the median BChE activity was consistently below the physiological
threshold (2300-7000 U/g Hb) in the POD— group from postoperative day two onwards.
The BChE activity nadir in the POD+ and POD— groups occurred on postoperative day four
(1745.7 [1576.6-2021.5] and 1935.8 [1726.4-2192.6] U/g Hb, respectively; p = 0.101).

The decrease in BChE activity below preoperative activity levels persisted until the
end of the observation period in the POD+ (2013.3 [1646.8-2262.9] U/g Hb) and POD—
(2157.7 [1869.2-2434.3] U/g Hb) groups (Figure 3A).
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Figure 3. BChE (A) and AChE (B) activity preoperative and on postoperative days 1-7.

In the POD+ group, BChE activity showed a mean maximum decrease of 44% below
preoperative levels on postoperative day three, with a consistent decrease in BChE activity
of >40% below preoperative levels until day six. In the POD— group, BChE activity reached
a minimum level of 38% on postoperative day three before slightly increasing from day
four onward.

AChE activity decreased to a nadir on postoperative day one in both the POD+
(42.3 [39.1-46.5] U/g Hb) and POD— (43.9 [40.3-47.9] U/g Hb) groups (p = 1.000),
then increased on postoperative day two (43.6 [40.4—46.5] and 45.0 [42.0-47.8] U/g Hb,
respectively; p = 1.000; Figure 3B). At the end of the observation period, AChE activity
had surpassed baseline activity in both groups (44.4 [42.7-48.2] and 46.8 [43.7-49.9] U/g
Hb, respectively; p = 1.000; Figure 3B).

The decrease in BChE activity from preoperative to postoperative day one represents a
potential model for predicting POD development. The area under the ROC curve (AUC), a
measure of how well this parameter could distinguish between POD+ and POD— patients,
was 0.72 (p = 0.002; Figure 4), indicating an adequate level of POD prediction.

06 —

Sensitivity

04

02 -

T T T T T T
0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Specificity

Figure 4. Receiver operating characteristic curve for BChE activity on postoperative day one as a
predictor of POD. Key: *, optimal cut-off point that optimizes the differentiating ability when equal
weight is given to sensitivity and specificity.
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A BChE activity decrease of >32% was the optimal cutoff for predicting POD (best
Youden index = 1.39 with sensitivity = 0.84, specificity = 0.55). The risk of developing POD
was 4.31 times higher for patients with a BChE activity decrease of > 32% from preoperative
baseline (p = 0.01). Further, the relative drop in BChE activity compared to baseline activity
was associated with an increased occurrence of POD (Table 4). Analogous to BChE activity,
the AUC of the AChE activity drop was calculated, which, however, was non-significant
(AUC 0.54, p = 0.86). For this reason, an optimal threshold was not determinable.

Table 4. Odd’s ratios for the development of POD dependent on the relative drop of butyl-
cholinesterase.

Timepoint Drop to Baseline (%) Odd’s Ratio p-Values
Day 1 20 3.89 (0.81-37.62) 0.08
Day 1 25 3.62 (1.10-14.22 0.02
Day 1 30 3.88 (1.24-12.86) 0.01
Day 1 35 4.66 (1.18-18.77) 0.01
Day 1 40 16.27 (1.48-844.38) 0.01
Day 1 45 N.A. 0.01
Day 2 20 N.A. 0.57
Day 2 25 N.A. 0.03
Day 2 30 2.52 (0.63-14.80) 0.26
Day 2 35 1.90 (0.62-6.32) 0.31
Day 2 40 5.47 (1.71-18.63) 0.002
Day 2 45 5.51 (1.22-26.45) 0.01
Day 3 20 N.A. 1.0
Day 3 25 N.A. 0.33
Day 3 30 2.78 (0.34-129.17) 0.45
Day 3 35 5.90 (1.25-13.11) 0.01
Day 3 40 3.66 (1.15-13.11) 0.02
Day 3 45 3.58 (0.95-13.28) 0.04

Key: N.A., not applicable.

4. Discussion

This study found a significant association between postoperative alterations in BChE
activity and POD occurrence. The BChE activity decreased from preoperative baseline val-
ues on postoperative day one, and its degree was highly associated with POD development.
The mean postoperative BChE activity throughout the study period was significantly lower
in POD+ patients than in POD— patients and below physiological thresholds. However,
neither preoperative nor postoperative AChE activity was associated with POD occurrence.

The overall incidence of POD in our study was 21.5%, consistent with previous re-
ports [13,15-17]. Previous studies have demonstrated that changes in cholinergic activity
patterns are associated with POD occurrence in different scenarios. However, implement-
ing diagnostic biomarkers is often impractical for clinical applications since changes in
biomarker patterns occur at different time points and often have no predictive value. Saha
et al. [18] presented a promising approach for transferring point-of-care (POC) CHE anal-
ysis for POD into clinical practice, investigating the diagnostic value of CHE activity on
POD development after mixed cardiac surgery. They identified a postoperative decrease in
CHE activity of >50% as an independent risk factor for POD development, which could
easily be applied to stratify patients with an increased POD risk profile. Since Saha et al.
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analyzed CHE activity with a laboratory assay instead of a POC measurement in a mixed
cardiac surgery cohort, the results cannot be directly compared with those in our study.

This study identified a postoperative decrease in BChE activity from baseline to be
strongly predictive of POD development. The most distinctive decrease occurred within
the first 24 h after surgery and was significantly greater in the POD+ group than in the
POD— group (31.9% vs. 23.7%, p = 0.002). A greater postoperative BChE activity decrease
was also associated with higher odds of POD in our cohort. Therefore, POC analysis of
BChE activity may be a promising marker for the early detection of cardiosurgical patients
at risk for POD as a direct, easy-to-apply assay in inpatient treatment without the risk of
time- or storage-related measurement errors.

Cholinergic non-neuronal-immune interactions are involved in the endogenous re-
sponse to sterile and non-sterile inflammation. Changes in CHE subtype activities differ
depending on the influencing factor. A rapid decrease in BChE activity was described as a
physiological response to sterile inflammation after surgery and trauma, while a delayed
decrease in BChE activity was described in response to sepsis [25-27]. In contrast, AChE
activity is downregulated as part of the antimicrobial immune response and results in the
control of bacterial proliferation [28,29].

Our analysis of AChE activity did not show pronounced changes during the inves-
tigation period, and AChE activity remained within reference ranges in both the POD+
and POD— groups. Simultaneously, we observed a comparable postoperative inflamma-
tory response in the POD+ and POD— groups, measured by the leucocyte count, CRP
level, and procalcitonin, and no observed sepsis during the study period. These results
suggest that non-septic inflammation after CPB does not cause pronounced changes in
AChE activity, and a stable postoperative course of AChE activity could be a possible
biomarker for excluding acute septic encephalopathy as the cause of POD. These results are
supported by Zujalovic et al., who observed decreased AChE activity in septic ICU patients,
while non-septic ICU patients, even those with delirium or cognitive impairment, did not
show altered AChE activity [30]. They described that the longitudinal measurement of
AChE activity over several consecutive days revealed a change from baseline only in septic
patients with suspected sepsis-associated encephalopathy (SAE). Therefore, AChE activity
was suitable for differentiating SAE from other causes of delirium. AChE activity at the
end of the observation period surpassed preoperative baseline values, consistent with the
literature [13,17], contradicting a sepsis impact.

In summary, our data indicate that AChE activity is unsuitable for identifying POD
in non-septic post-cardiac surgery patients. Other comparable studies reported disparate
results. John et al. [13] described stable postoperative AChE activity, while Adam et al. [17]
described a significant postoperative decrease associated with POD development. Unlike
John et al. and Adam et al., who analyzed cholinergic activity in mixed cardiac surgery,
this study analyzed only elective on-pump CABG surgery. Prolonged cross-clamp times
and pre-existing variations in the cholinergic system or inflammatory status might have
influenced these results.

Cerejeira et al. [15] and Adam et al. [17] described reduced preoperative cholinergic
activities in patients developing POD. We observed similar preoperative cholinergic activity
in the POD+ and POD— groups that were within physiological thresholds [13]. Preoperative
cholinergic activity can be affected by age, malnutrition, physical capacity, inflammatory
status, and individual CHE genotype [31,32]. Therefore, identifying specific reasons for
preoperative reduced cholinergic activity is difficult. Due to its explorative study design,
this analysis cannot offer explanations for its findings. Even though the study cohort was
homogenous, conclusions should be drawn with great caution due to several confounders
influencing the AChE- and/or BChE-activity, such as the etiology of the pre-existing
diseases, the type of performed interventions, and the progress of the clinical conditions.
Beyond, studies have so far failed to determine whether changes in the AChE- and/or
BChE-activity are causative with the emergence of POD. Based on this, only assumptions
can be made for the drop in BChE with simultaneously stable AChE activities.

126



J. Clin. Med. 2023, 12, 5245

11 of 15

For a long time, the physiological role of BChE remained unclear, leading to its decla-
ration as an “orphan enzyme”. This assumption was drawn because of the knowledge that
genetic mutations eliminating BChE activity do not result in a cognitive dysfunction [33].
In summary, BChE was assumed not to play a relevant role in human physiology; however,
recent studies changed this assumption. Besides metabolizing exogenous bioactive esters
in the diet or in medicines, BChE regulates ghrelin activity, which is important for the
stress response, neural circuitry, substantial inactivation, and unusually high levels of
internalization [34,35]. Ghrelin is also involved in the regulation of the psychosocial status,
memory, and learning [36].

The affection and modulation of BChE activity and therefore a potential dysregulation
of the stress response and neuronal activity might be relevant in the development of POD.
On the other hand, until today, the role of AChE in this context is still unknown.

Falling BChE activities with primary stable AChE activities were described in var-
ious settings. For example, John et al. analyzed cholinergic activity levels after cardiac
surgery with POD. They showed that AChE increased and BChE decreased within the
first 3 days after surgery. The authors supposed that the perioperative change in AChE
and BChE activity might possibly be explained by an interaction of AChE and BChE and
the use of a CPB [13]. Contrary, Michels et al. [37] presented data showing that BChE
activity decreased also significantly after transapical aortic valve implantation, an operative
procedure without the use of CPB. This finding contradicts the hypothesis that the release of
micro-RNAs during CPB is modulating cholinergic homeostasis. Independently of cardiac
surgery, micro-RNAs are known to increase AChE activity with a subsequent deterioration
in BChE activity [38]. Another explanation might be the way in which AChE and BChE are
transported in the blood. While AChE is bound to erythrocytes, BChE is produced in the
liver and released into the plasma where the enzyme is dissolved. Since CPB influences
both erythrocytes and the plasma volume, it might influence the concentration of both
enzymes. Last, the discrepancies in the mentioned studies might also be attributed to
different assays for measuring enzyme activities and considerable differences in the study
design. In conclusion, our results indicate that intraoperative variables during cardiac
surgery affect cholinergic homeostasis rather than preoperative factors.

In our study, POD+ patients were older, had higher EuroSCOREs, and had higher
incidences of type II diabetes mellitus and a trend toward COPD. In addition, the POD+
group had prolonged periods of CPB and aortic cross-clamping. Therefore, regional cerebral
hypoperfusion and inflammatory activation may have been more common in this group,
as described previously [7,10].

The generation of cerebral microembolism during and after CPB might be associated
with regional cerebral hypoperfusion [7,39,40], which can derive from gas bubbles, bio-
logical aggregates (i.e., coagulated thrombus), or inorganic debris (i.e., disrupted calcified
plaques) [41]. The “wash-in” of these small fragments can result in a silent ischemia not
resulting in a clinical stroke but in subclinical damage. POD has been discussed as one of
the potential consequences of microembolism; however, currently, the scientific community
remains undecided on its influence on cognitive impairment after cardiac surgery because
most studies were too underpowered to prove a relationship [42—44].

Moreover, the POD+ group had a lower hemoglobin level (anemia) before and during
surgery and a higher volume of transfused RBCs. These factors have previously been de-
scribed as POD risk factors in cardiosurgical patients [13,17,45,46], supporting the validity of
the overall data set. Intraoperative blood loss might be a surrogate for surgical complexity,
duration, and /or complications that may increase POD risk [47]. The POD+ group had longer
ventilation durations and ICU stay lengths, as described in previous studies [2,48]. Unlike
other studies [2,13,49,50], we observed no difference in hospital stay length.

Our study had some limitations. It was conducted in a single center and comprised
only cardiosurgical patients. CHE deficiency syndromes represent a potential confounder
in studies of perioperative cholinergic disturbance. However, their effect is unclear. In
addition, while polymorphisms and mutations in AChE and BChE are common in the
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general population [51], their impact on BChE and AChE activities after cardiac surgery
is unknown. Variations in CHE genotypes in Alzheimer’s disease have been associated
with differences in disease phenotype [32]. Future studies should consider analyzing these
potential confounders. Last, sample size calculation was not feasible because the study
displayed a sub-study of a prospective study with different primary study parameters. This
study’s strengths include examining preoperative baseline CHE activities and using patient
questionnaires to determine POD. Moreover, activities were measured at a consistent time
every day for seven days after surgery to analyze the temporal development of POD.

We did not analyze the anticholinergic effect of perioperative medications as presented
in the Anticholinergic Cognitive Burden Scale [52]. Intraoperative drug administration
was standardized and not adapted for this study. It has been previously verified that the
applied pharmacological agents do not inhibit cholinergic activity at therapeutic serum
concentrations [53,54]. Furthermore, we considered the medication regime in the ICU as
not adjustable. Certain medications, even those with an elevated anticholinergic burden,
cannot be replaced because alternatives do not exist. Medical therapy was used to optimize
individual clinical status.

The prevention of POD, even with the possibility of the early identification of patients
with an increased risk profile, represents a complex and challenging task.

According to current international guidelines on the management of POD, the role of
the prevention of POD should be emphasized in daily clinical practice.

The hemostasis of cholinesterase plays a significant role in the development of POD,
which is also supported by this study. Therefore, its prevention should be addressed
carefully. First, anticholinergic medication should be avoided. This includes anesthesia-
related drugs (i.e., atropine) but also the patients " daily medications. Particularly, patients
receiving a polypharmaceutic regime should be managed with caution regarding their
anticholinergic load [54,55]. Second, the benefit of cholinesterase inhibitors can be dis-
cussed. Even though this study showed a potential relationship between BChE and the
development of POD, it was not able to support the use of cholinesterase inhibitors, which
have been described as beneficial by some studies. Contrary, more recent studies, including
a meta-analysis, were not able to show a therapeutic effect and one study even resulted in
a harming effect induced by rivastigmin [56,57].

Preventive strategies also utilize non-pharmacologic multicomponent initiatives.

One of the most non-pharmacologic consistently effective delirium prevention strate-
gies involves cognitive orientation, social support, sleep protocol implementation, assis-
tance with nutrition and mobilization, and education for health-care staff, and is found in
the Hospital Elder Life Program (HELP) [58], significantly reducing delirium incidence,
risk of falls, and health-care costs [59].

Further studies should address the interaction of CHE subtypes in septic and sterile
inflammation and variations in CHE genotypes. In addition, they should investigate
potential alterations in cholinergic receptors responsive to perioperative stress. Future
large-scale studies are warranted.

5. Conclusions

After CABG surgery, POD development was associated with an early decrease in BChE
but not AChE activity. Intraoperative rather than preoperative factors appear to be the
primary interfering factors in cholinergic homeostasis. An early pre- to postoperative BChE
reduction analysis may represent a practicable tool in clinical POD risk stratification. Our
results support previous findings and foster the current concept of cholinergic disruption
and the cholinergic deficit hypothesis in POD development.
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delirium index by including age,
decrease in butyrylcholinesterase
actitivity, preoperative HbAlc,
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levels: results of a secondary
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Hospital of Giessen, Justus-Liebig University Giessen, Giessen, Germany

Introduction: Postoperative delirium (POD) after cardiac surgery significantly
affects the perioperative morbidity and mortality. Butyrylcholinesterase (BChE)
is an enzyme primarily produced in the liver, which plays a crucial role in the
hydrolysis of acetylcholine outside of neuronal synapses, referred to as
extraneuronal hydrolysis. The integration of BChE activity into the cardiac
delirium (CARDEL) index might increase its predictive power for identifying
POD after cardiac surgery. Therefore, the primary aim of this study was to
assess the applicability of the CARDEL index and determine whether
integrating the BChE activity enables optimization of the predictive model.
Methods: This secondary analysis of a prospective observational study included
patients undergoing elective coronary artery bypass graft surgery. BChE activity
is expressed in units per liter (U/L), while the BChE drop refers to the percentage
decrease in BChE activity from pre- to postoperative levels. POD risk factors
were identified using multivariate regression analysis. The predictive power of
the CARDEL index and an optimized model including BChE was calculated
with receiver operating characteristic (ROC) analysis.

Results: Of 93 included patients, 20 (21.5%) developed POD. Elevated
preoperative HbAlc [OR 2.5 (1.2-4.8), p =0.01], a decrease in BChE activity
[%, OR 11 (1.0-1.2), p = 0.04], age [1 (0.94-1.1), p = 0.55], and a postoperative
hemoglobin change [OR 0.86 (0.78-0.96), p<0.001] were identified as
independent risk factors for POD. While the CARDEL index showed a
moderate prediction of POD [AUCROC of 0.74 (0.60—-0.87)], the optimization
including BChE resulted in a significant prognostic improvement: AUCROC of
0.84 (0.72-0.94, p<0.001).
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Conclusion: Despite the small size of this derivation cohort, this study identified
elevated HbAlc as the strongest risk factor for the development of POD,
followed by a decrease in BChE activity, postoperative anemia, and age,
respectively. By including these parameters to the CARDEL index, its predictive
power for the identification of POD significantly improved in this derivation
cohort. Moving forward, integrating these findings into clinical practice could
enhance early risk stratification and targeted intervention for patients at high risk
of POD. Therefore, further research should evaluate these results in a larger,

external cohort.

KEYWORDS

biomarker, postoperative delirium, cardiac surgery, cardiac artery bypass graft surgery,

cholinergic system

Introduction

Delirium represents an acute and fluctuating disturbance of
cerebral function associated with changes in consciousness and
attention (1, 2). It is classified by various features, such as
predominant motor activity (hypoactive, hyperactive, or mixed)
or etiology (hypoxia, sepsis, sedative exposure, or metabolic
dysfunction). Different phenotypes can be subdivided, with
hyper- and hypoactive symptoms or their combinations, while
some patients show an acute change in cognition that does not
meet the full criteria for deliium and is described as
subsyndromal delirium (3).

Particularly after cardiac surgery, postoperative delirium (POD)
presents a common complication that severely impairs the
patients’ well-being and significantly increases their perioperative
morbidity and mortality as well as health care costs (4, 5).
The incidence of POD in cardiac surgical patients varies from
16% to nearly 60%, depending on age, pre-existing cerebrovascular
disease and cognitive function, procedural factors (e.g, extent of
surgical trauma, duration of extracorporeal circulation), and
anesthetic management (6-8). Although numerous underlying
pathomechanisms of POD following cardiac surgery have been
identified, most are not yet fully understood.

In addition to the neuroinflammatory hypothesis, the
neurotransmitter hypothesis represents one of the most widely
accepted pathophysiological models for cognitive disturbances. It
centers on an imbalance of neurotransmitters such as dopamine,
acetylcholine, and serotonin in the brain. Specifically,
disturbances in butyrylcholinesterase (BChE) activity can lead to
a deficiency of acetylcholine in humans, as BChE plays a key role
in regulating acetylcholine levels by hydrolyzing it in non-
neuronal tissues (9, 10). While acetylcholinesterase primarily
functions at neuronal synapses, BChE contributes to the
breakdown of acetylcholine in peripheral tissues and plays a
modulatory role in overall cholinergic signaling (11, 12). It is
primarily expressed in the liver. In the context of POD, emerging
evidence suggests that alterations in BChE activity may influence
cholinergic ~ dysregulation, ~contributing to the cognitive
disturbances seen in delirium or other dementia-related diseases
(13-16). Alongside other studies, own data showed alterations in
the BChE activity, which were predictive of POD in cardiac
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surgical patients (17-19). However, although a recent study
(n=237) confirmed a decrease in BChE activity after cardiac
surgery, it was not an independent risk factor for POD
development (20). The authors of this study assumed that the
BChE activity resembles a surrogate parameter for the patient’s
overall condition rather than a specific diagnostic tool for POD.
Thus, it might be rational to combine the BChE activity with a
clinical tool such as the CARDEL index for distinguishing POD
after cardiac surgery.

While biomarkers of neuroinflammation are promising, they
are often compromised by the immunomodulatory effects of
cardiopulmonary bypass (CPB), and the use of clinical scores is
limited due to necessary postoperative analgesia and sedation
(3, 4, 21-23). This dilemma could be resolved by combining
biomarkers and clinical scoring tools that consider relevant
patient characteristics (e.g., age), which might optimize risk
stratification for POD, even in sedated, uncooperative, and
ventilated patients. In this context, Kotfis et al. stated that a
preoperative  platelet-to-white-blood-cell ratio (PWR)
correlated well with POD after cardiac surgery (n=968).
Consequently, they introduced the cardiac delirium index
(CARDEL index) including the PWR, age, and HbAlc and
demonstrated a sufficient predictive power (AUC of 0.742) for
the occurrence of POD following cardiac surgery (21). However,
the CARDEL index has not yet been reevaluated and it has not
yet been analyzed in combination with the drop of BChE activity.

lower

The primary aim of this study is to assess the applicability of
the CARDEL index in a cohort of patients undergoing elective
on-pump cardiac surgery. Furthermore, the secondary aim is to
determine whether integrating the BChE activity enables
optimization of the predictive model.

Methods
Study design

This study presents a secondary analysis of an observational
study including 100 cardiac surgical patients at the University

Hospital of Giessen and was registered in the German Clinical
Trials Register (trial registration: DRKS00010959). The aim of
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the primary study was to evaluate whether pre- and perioperative
changes in blood acetylcholinesterase and BChE activity were
associated with POD development in patients undergoing
isolated elective coronary artery bypass graft (CABG) surgery
(17). Local ethics committee approval was obtained (Justus Liebig
University Giessen, Giessen, Germany; approval number AZ:
30/16). Written informed consent was obtained from all patients.
The study was conducted according to the principles of the
Declaration of Helsinki (24). The methods and results are
presented according to the Strengthening the Reporting of
Observational Studies in Epidemiology (STROBE) guidelines (25).

Subjects

Patients were recruited between September 2016 and January
2020 and included those undergoing elective coronary artery
bypass graft (CABG) surgery and postoperative intensive care
unit (ICU) treatment. Overall, 100 patients were originally
included in the study. Three patients were excluded due to pre-
existing delirium, while four declined to participate; therefore, 93
patients were included for analysis. Inclusion criteria included
age >18 years, elective on-pump CABG surgery, and the ability
to communicate in German or English. Patients were excluded in
case of missing consent, denial of participation, pregnancy,
preoperative atrial fibrillation, severe bradycardia (<60 bpm;
types: sinus bradycardia, atrial fibrillation with low frequency,
nodal rhythm, and second- or third-degree atrioventricular
block), acute infection before surgery, pre-existing autoimmune
disease, immunomodulatory medication, left ventricular ejection
fraction <30%, and
Improving Global Outcome score >2). Further exclusion criteria

renal insufficiency (Kidney Disease
were pseudocholinesterase deficiency, preoperative delirium
[screened using the Confusion Assessment Method for the
Intensive Care Unit [CAM-ICU] and/or Intensive Care Delirium
Screening Checklist [ICDSC]], cognitive dysfunction (e.g,, history
of schizophrenia, other severe psychiatric conditions, or dementia
with inability to adequately answer the CAM-ICU or ICDSC),
and recent or persistent neurological impairment (e.g., acute
cerebral infarction, intracranial bleeding, or acute meningitis in
the last three months prior to study inclusion leading to inability
to answer the CAM-ICU or ICDSC).

Identification of delirium

All patients received a standardized perioperative anesthetic
and hemodynamic treatment, which is described in detail in the
primary study publication (17). Prior to surgery, patients were
asked to perform the ICDSC and CAM-ICU tests to achieve a
baseline assessment. Postoperatively, POD development was
monitored for seven days by applying the ICDSC and CAM-ICU
daily during the observational period. One investigator
performed all examinations under the supervision of the
principal investigator and the attending intensive care physicians

to exclude investigator bias. Sedation status was examined using
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the Richmond Agitation-Sedation Scale: Patients with a score of
<-2 were excluded from testing and reevaluated after four
hours. Patients with a positive result with either score were
considered to have POD [as shown in the primary study (17)].
In the daily ICU routine, CAM-ICU and RASS were used for
detecting POD.

BChE measurements

Preoperative baseline analysis of BChE activity was performed
after the clinical examination prior to surgery, while postoperative
measurements included one analysis on each consecutive day for
seven days after surgery. Whole blood samples (10pl) were
drawn from a peripheral intravenous catheter and analyzed using
the ChE Check Mobile System (Securetec Detektions-Systeme
AG, Neubiberg, Germany). The BChE activity was analyzed by
following the procedural steps according to the manufacturer’s
instructions [for a detailed description, see (26, 27)]. The enzyme
kinetics of BChE was determined photometrically with a
modified spectrophotometric Ellman assay (26). BChE activities
are measured at 470 nm and are normalized to 37°C. The results
of BChE activity measurements are expressed in units per liter
(U/L), while the BChE drop refers to the percentage decrease in
BChE activity from pre- to postoperative levels.

All other laboratory data originate from clinical routine
laboratory blood sampling.

Statistical analysis

Descriptive analysis included the calculation of median and
interquartile ranges. Any operative or postoperative ratios refer to
the preoperative values. Numerical values were tested for normal
distribution using the Shapiro test, and tests for statistically
significant differences between the POD- and POD+ groups were
applied accordingly with the Student’s t-test or Wilcoxon test.
Since red blood cell concentrates (RBC) can influence plasma
BChE activity, their correlation with BChE levels was analyzed
using Pearson correlation analysis (28).

The CARDEL index provided by Kotfis et al. was used with the
beta coefficients given as well as adapted by retrieving beta
coefficients for the present data set (21). It included the
following items in its formula:

CARDEL Index = 0.108 x Age 4 0.341 x HBA1C — 0.049
x PWR

The CARDEL index adapted to our data was used for graphical
display and comparisons.

The predictive power of the CARDEL index was calculated by
receiver operating characteristic (ROC) and quantified with the
area under the curve (AUCROC). Confidence intervals for the
AUC were calculated with the “bootstrap” method and n = 2000.
The results of the BChE measurements were added to the
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variable set for the CARDEL index, and the AUCROC was
calculated accordingly.

Logistic regression was performed, and statistically significant
variables from this univariate analysis were additionally included
to compose other multivariable models to identify influencing
parameters for optimizing the CARDEL index. Different models
were calculated, and the statistical significance of the resulting
models was determined by comparisons with the null model.
Variables were included according to the parameter’s significance
and ease of measurement.

Subsequently, indices were calculated based on the different
models according to the respective resulting beta coefficients. The
statistical significance of the difference in indices between the
POD- and POD+ groups was determined with a t-test. Statistical
significance was assumed with p-values below 0.05.

Due to the study design, it was illogical to perform a sample
size calculation in advance, as this was a secondary analysis of a
prospective study after patient recruitment had been completed.
Thus, the number of patients could not be adjusted.

All analyses were performed using R Statistical Software
(version 4.3.2, 2023-10-31, R Core Team 21, https://www.
r-project.org/).

Results
Baseline characteristics

Table 1 shows the patient characteristics [as previously shown
in the primary study (17)]. An assessment regarding neurological
and psychiatric diseases was performed; it revealed that eight
patients (8.6%) had a history of cerebral infarction without
persistent neurological impairment, and five patients had a
history of psychiatric disorder (5.4% depression, post-traumatic
stress disorder, or obsessive-compulsive disorder). No patient

TABLE 1 Baseline characteristics of POD+ and POD- patient groups.

Characteristic POD+

POD- p-

(n=20) (n=73) value
Age (years) 715 (63.8-763) 64 (56-71) | 0.003
Female sex 3 (15.0) 9(12.3) 0.717
Caucasian (%) 20 (100) 73(100) | na
Body mass index (kg/mz) 289 (25.7-32.4) 294 (27-32.1) 0.581
Atrial fibrillation 3(15) 19 (26) 0385
COPD 5 (25) 6(82) 0.054
DM 11 13 (65) 2301 | 0008
EuroSCORE 14 (12-18) 09 (07-12) <0001
ASA-PSCS 0.30
il 0 7 (9.6) -
T m s | s7(sl) | -
v 1(5.0) 9(123) 0 -
Buration of ventilation (h) B 20.8 (17.0-24.2) B 123 (9.4-16.6) I <0.001
LOS-ICU (d) 29 (52-7.2) 11 (09-20) <0.001
' LOS-Hospital (d) 110 (93-138) | 100 (80-120) | 0.125

Numerical variables are accompanied by medians and IQRs, with categorical data presented
as percentages. ASA-PSCS, American Society of Anesthesiologists—physical status
classification system; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; DM 1II, diabetes
mellitus type II; IQR, interquartile range; POD = postoperative delirium.
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suffered from dementia and no drug or medication abuse was
reported, while 31 patients (33.3%) reported regular alcohol
consumption. As demonstrated in the original publication, liver
enzymes did not differ between patients with and without POD
(17). No patient suffered from a severe liver disease (>Child A).
No patient died during the study period.

Onset of delirium

In summary, 20 patients (21.5%) developed POD, of whom
94.6% showed consistent CAM-ICU and ICDSC results. In five
patients (5.4%), the CAM-ICU and ICDSC results differed,
leading to a clinical diagnosis based on the ICD-10 classification.
As shown in the primary paper, most patients developed POD
within the first 24 postoperative hours.

BChE activity

While preoperative BChE activity did not differ between
patients with and without POD, it demonstrated significant
differences at the postoperative time point (POD+: BChE
activity preoperative 3,158.5 [3,018.3-3,512.1] U/L vs. BChE activity
postoperative  2,189.3 [1,917.5-2,3649] U/L; POD-: BChE
activity preoperative 3,180.9 [2,822.9-3,472.1] U/L vs. BChE activity
postoperative 2,312.3 [2,093.5-2,725.3] U/L; p-value <0.001 for
intergroup difference at the postoperative time point; Figure 1).

BChE activity (U/L) showed a negative correlation with the
amount of RBC administered, although the data exhibited high
variability (correlation coefficient: —0.26, adjusted R%: 0.06,
p=0.01). In summary, 10 out of 20 (50%) patients with POD
received RBCs, while 15 out of 73 (20.5%) patients without POD
were treated with them. Patients with POD received more RBC
compared to patients without POD [median of absolute amount
RBC; POD+: 450.0 [0-600] ml; POD~: 0 [0] ml].

Assessment of the CARDEL index

Overall, the original CARDEL index and the CARDEL index
adapted to our data differed significantly between the study
groups (original: POD- 8.75 [8-9.5] vs. POD+ 9.9 [9.2-10.2],
p<0.003; adapted: POD- 12.4 [10.1-14.5] vs. POD+ 15.6 [13.6-
16.6], p<0.01; in 14 of the POD- patients and two patients in
the POD+ group, the CARDEL index was not calculable due to
missing HbAlc values; Table 2, Figure 1). The CARDEL index
(both original and adapted) had moderate predictive power for
predicting POD [AUCROC original 0.74 [0.61-0.86] and adapted
0.74 [0.60-0.87]; Figure 1].

Optimization of the CARDEL index

Since the predictive performance of the CARDEL index was
only moderate, we included the decrease in BChE activity, which
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FIGURE 1

Boxplot demonstrating the differences in indices between both study groups calculated as (A) CARDEL index, (B) CARDEL index with drop in BChE
activity included, and (C) index calculated from the optimized model. Box and whisker plots indicate median, interquartile range (box), minimum
and maximum (whiskers). ***t-test p-value <0.001, **t-test p-value <0.01

improved the index’s performance [AUC = 0.80 [0.67-0.91], POD-
18.2 [16.0-19.9] vs. POD+ 22.7 [19.7-253], p< 0.001].

Univariate analysis was used to identify additional risk factors
for POD development (Figure 2, Table 2). However, with our data
set, the PWR could not be confirmed as an associated factor for the
occurrence of POD.

Instead, any decrease in red-blood-cell-related parameters
appeared to impact the POD risk (Figure 2, Table 2).
Consequently, we included these parameters in a multivariable
logistic regression analysis and excluded the PWR. The most
potent parameters regarding POD prediction were age, HbAlc
[OR 2.5 (1.2-4.8), p=0.01], relative decrease in BChE activity [in
%, OR 1.1 (1.0-1.2), p=0.04], and the postoperative proportion
of hemoglobin [OR 0.86 (0.78-0.96), p <0.001], and these were
consequently included in the optimized model.

The formula for calculating an index according to this
optimized model is:

Idx = 0.11 x age[y] + 0.29 x pre HbAlc + 0.26
x drop in BChE activity [%] — 0.28
x proportion of Hb post OP [%]

Table 3 shows the characteristics of the model. The comparative
ROC for the indices calculated as described shows an improved
potential for predicting POD with an AUCROC of 0.84 (0.72-
0.94, p<0.001) for the optimized index (Figure 3, Table 4). The
sensitivity and specificity of the optimized model were 0.61 and
0.93, with an accuracy of 0.86.
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The multivariable model has been corrected for age [1 (0.94-
1.1), p=0.55] which is not an independent risk factor [AUC
without age=10.83 (0.72-0.93)].

Discussion

This prospective study evaluated the CARDEL index in a
homogenous cohort of patients undergoing elective CABG
surgery. Despite the small study size of this derivation cohort
and the lack of an external validation the study offers two main
findings: First, it showed that the predictive power of the original
and adapted CARDEL index for detecting POD is only moderate
and can be optimized. In its original configuration, it showed
only an AUCROC of 074. Second, multivariate regression
analysis confirmed most parameters of the CARDEL index but
also excluded the PWR as an independent risk factor for POD
development. Instead, the inclusion of the drop in the BChE
activity in an optimized model showed an increase in the
predictive power of the score [AUCROC 0.84 (0.72-0.94)].

Our study’s focus on a homogenous cohort of low-risk CABG
patients, characterized by shorter cross-clamp times and
standardized perioperative management, likely contributed to the
relatively low POD incidence compared to studies including
higher-risk patient groups such as those undergoing valvular
surgery. As POD impacts the patient’s outcome and quality of
life, it is important to implement preventive strategies to avoid
POD and to predict POD as accurately as possible to treat it
early and effectively. Thus, the CARDEL index was designed only
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TABLE 2 Results of univariate analysis.

10.3389/fcvm.2024.1459268

Odds ratio (unadjusted) Confidence interval p-value
Age (years) 1.08 1.02-1.15 <0.01
HblAc (%) 1.53 1.03-2.28 <0.05
BChE activity (U/L Hb)
Preoperative BChE 1.000 0.999-1.001 0.77
Postoperative BChE 0998 0.997-1.00 <0.05
Pre- to postoperative BChE drop (%) 112 1.04-1.19 <0.01
Postoperative BChE proportion (%) 0.90 0.84-0.96 <0.01
Platelets (giga/L)
Preoperative platelet count 0.99 0.99-1.00 0.12
Intraoperative platelet count 0.99 0.98-1.00 <0.05
Postoperative platelet count 0.99 0.97-1.00 <0.05
Ppostoperative proportion of platelets (%) 1.00 0.98-1.02 0.81
Hemoglobin (g/dl)
Preoperative hemoglobin 1.02 0.98-1.05 0.34
Intraoperative hemoglobin 0.95 0.92-0.99 <0.05
Postoperative hemoglobin 0.95 0.91-0.99 <0.05
Postoperative proportion of hemoglobin (%) 0.90 0.84-0.96 <0.01
Hematocrit (Vol%)
Preoperative hematocrit 1.09 0.95-1.25 0.22
Intraoperative hematocrit 091 0.80-1.05 0.20
Postoperative hematocrit 0.87 0.76-1.00 < 0.05
Postoperative proportion of hematocrit (%) 091 0.85-0.97 <001
Erythrocytes count (tera/L)
Preoperative erythrocyte count 1.31 0.47-3.66 0.60
Intraoperative erythrocyte count 045 0.15-1.32 0.15
Postoperative erythrocyte count 0.28 0.09-0.89 <0.05
Postoperative proportion of erythrocytes (%) 091 0.85-0.97 <0.01
WBC count (giga/L)
Preoperative WBC count 1.07 0.88-1.31 051
Intraoperative WBC count 0.96 0.86-1.06 0.39
Postoperative WBC count 091 0.79-1.05 0.19
Postoperative proportion of WBC (%) 0.99 0.98-1.00 <0.05
Platelet-to-WBC ratio
Preoperative Platelet-to-WBC ratio 0.96 0.92-1.01 0.15
Intraoperative Platelet-to-WBC ratio 097 0.89-1.05 0.44
Postoperative Platelet-to-WBC ratio 0.97 0.94-1.01 0.13
Pre- to postoperative change of platelet-to-WBC ratio (%) 1.005 0.99-1.02 0.56

BChE, butyrylcholinesterase; WBC, white blood cells.

with parameters available prior to surgery. Even though this
approach is useful, in our study, it only achieved sufficient
prediction of POD, although the study collectives were
comparable regarding the surgery and basic
characteristics of the study collective (21). Moreover, calculating
the CARDEL index resulted in a very similar prognostic power
compared to our data (both 0.74). Recently, another study
derived from the same study group evaluated the CARDEL index

performed

as a prognostic score but showed an AUCROC of only 0.664 for
predicting POD (29). The incidence of POD was higher in our
study [own results: 20.5%, Kotfis et al.: 13.3%, Lechowicz et al.:
14.9% (21, 29),], but most importantly, we were unable to
confirm the PWR as the strongest risk factor for POD. This may
be due to several reasons. First, the PWR represents a surrogate
for the patient’s general than  their

condition  rather
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neuroinflammatory status and can vary between individuals. For
example, in contrast to our study, Kotfis et al. also included
patients with acute myocardial infarction, which can influence
blood cell ratios due to the endothelial inflammatory response
(21, 30-32).
influenced the PWR in the study collectives, such as other pre-
existing diseases or ICU treatment. Second, standardization of
PWR measurements is lacking. This affects not only the analysis

Moreover, several other factors could have

techniques but also reference ranges. Since both studies
investigating the CARDEL index originate from the same
department, their analytics will be identical; however, they may
differ from our laboratory. Finally, whether PWR or other ratios
such as platelet-to-lymphocyte or platelet-to-neutrophil should be
used in the context of neuroinflammation remains widely
discussed because lymphocytes and neutrophils might be more
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specific for an inflammatory response (33, 34). For example, a
recent meta-analysis of 11,579 critically ill patients did not
include the PWR but only the platelet-to-lymphocyte and
platelet-to-neutrophil ratios (35). In this analysis, the platelet-to-
neutrophil ratio was prognostic for delirium, while the platelet-
to-lymphocyte ratio failed. Overall, blood cell ratios might
contribute to detecting POD but are probably insufficiently
specific for single use as a predictive biomarker.

Based on our previous study showing that a drop in BChE
activity correlated well with the onset of POD, we assumed that
this might improve the prediction of the CARDEL index and
demonstrate an increase in the AUC to 0.80. Finally, we reviewed
our data with regression analysis and identified elevated HbAlc,
a decrease in BChE activity, and a postoperative change in
hemoglobin as risk factors for POD development, which we

HBA1c*
diabetes **

* POD-
* POD+

PWR
(pre.OP)

blood *
transfusiol

PWR

age {postOP)

BChE [%] * WBC [%]*

(post.OP)

Hb*
(OP)

platelets *
(post.OP)

Hb (%]~
(postOP) (OP)
Hb* Hb [%] **
(post.OP) (OP)

FIGURE 2

Spiderweb plot demonstrating the comparison of parameters
resulting from univariate logistic regression analysis and those used
in the CARDEL index calculation. *p<0.05, **p<0.01. Hb,
hemoglobin; WBC, white blood cells; BChE, butyrylcholinesterase;
HbAlc, glycated hemoglobin; POD, postoperative delirium; PWR,
platelet-to-white-blood-cell ratio.
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included in our prediction model and achieved an AUC of 0.84
with a sensitivity and specificity of 0.61 and 0.93, respectively. It
is well-documented that anemia during cardiac surgery is
associated with POD development (7, 36, 37). For example, the
IPDACS study showed that the risk for POD increased more
than fourfold when patients suffered from anemia (7).
Furthermore, diabetes also presents a known risk factor for POD,
although it is not yet determined whether diabetes or
hyperglycemia contribute most to POD development (38-40).
Thus, it was unsurprising that anemia and diabetes were also
identified as risk factors for POD in our study. However, the risk
of developing POD in diabetic patients (quantified with HbAlc)
was similar to findings from a study by Kotfis et al. (n=3,178),
which reported an odds ratio of 1.269 (95% CI: 1.161-1.387,
p<0.001) (41). In contrast, a large cohort study of 25532
Korean cardiac surgical patients revealed that acute hyperglycemia,
but not chronic hyperglycemia, increased the risk for POD (39).
The underlying reasons for these controversial findings are still
not fully understood. While acute hyperglycemia may cause
neuroinflammation, making patients more vulnerable to POD,
those with chronic hyperglycemia might have developed protective
cellular responses (42).

This is particularly relevant because all parameters were
available immediately after surgery, enabling early and accurate
prediction of POD, which may compensate for the limitation of
not having all parameters available preoperatively, BChE might
present a promising target as a prognostic biomarker for POD.
Alongside other studies, the underlying observational study of
this secondary analysis showed alterations in the BChE activity
that were predictive of POD in cardiac surgical patients (17-19).
Conversely, a recent study by Schlake et al. did not show a
relationship between the BChE activity and POD after cardiac
surgery, although this activity decreased significantly
postoperatively (20). A possible explanation might lie in the
differences between the included patients. While we included
only patients undergoing CABG, Schlake et al. included various
types of cardiac surgical patients with and without the use of
CPB. Because CPB leads to a strong inflammatory response, it
significantly influences the onset of POD and might also impact
the drop in BChE activity. Although no difference between
patients with and without CPB was identified regarding the onset

TABLE 3 Indices and contributing parameters are given as medians and IQRs; p-values are given for two-group tests regarding the presence of POD

results from t-tests or wilcox tests accordingly.

POD+ POD - p-value 2-group-test
CARDEL index 9.9 [9.19-10.17] 8.75 [8-9.49] 0.0026
CARDEL index adapted 15.57 [13.63-16.55] 12.37 [10.13-14.45] 0.0060
Age 71.5 [63.75-76.25] 64 [56-71) 0.0033
Preoperative HbAlc 6.55 [6.03-7.3] 5.85 [5.6-6.6] 0.0046
Preoperative PWR 26.67 [22.07-34.03] 31.72 [25.52-36.67] 0.0756
Extended CARDEL index 22.67 [19.66-25.28] 18.16 [15.96-19.86] 0.0002
Decrease in BChE activity (%) 31.82 [25.05-37.42] 23.82 [17.84-30.25] 0.0018
Index for optimized model 041 [-4.25-1.56] —6 [—8.89-4.23] 2.8x107°
Proportion Of Post OP Hb (%) 66.44 [61.82-75.74] 73.13 [69.82-80.85] 0.0029

The CARDEL index was calculated with beta coefficients given by kotfis et al., whereas for the adapted CARDEL index, beta coefficients inferred from our data set were used for the adapted
CARDEL index. BChE, butyrylcholinesterase; POD, postoperative delirium; PWR, platelet-to-white-blood-cell ratio.
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FIGURE 3
ROC for the CARDEL index (dotted grey line), the extended CARDEL index (dotted dark grey line), and the index according to the optimized model
(solid black line). BChE, butyrylcholinesterase; CARDEL, cardiac delirium index; ROC, receiving operator curve.

TABLE 4 Multivariate analysis—optimized model with AUC 0.84 [0.72-
0.94] (p<0.001).

Variables of the beta

optimized model coefficient

age 011 1[0.94-1.1] 055
preoperative HbAlc 029 25 [1.2-48] 0.01 ‘
decrease in BChE activity (%) 027 1.1 [1.0-12] 0,03 ‘
postoperative hemoglobin =0.31 0.86 [0.78-0.96) 0.0045
proportion (%)

AUC, area under the curve.

of POD, this phenomenon is well-known (4, 22), Further, the cause
of BChE drop must be discussed. Since cardiac surgery can
influence the liver function and, therefore, also the synthesis of
BChE, dynamics of liver enzymes must be taken in account. In
this study, liver enzymes did not differ between patients with and
without patients and stayed overall in a normal range. For this
reason, it is unlikely that disturbances of the liver function
influenced the BChE activity. Another possible influencing factor
on BChE activity are RBC. Even though BChE is mainly found
in the plasma and acetylcholinesterase in red blood cells, the
activity of BChE is also strongly correlated to the amount of the
red blood cell count (28). Even though BChE is primarily found
in the plasma and acetylcholinesterase in red blood cells, the
activity of BChE is also strongly correlated to the amount of the
RBC count. It is therefore possible that RBC transfusion might
influence the BChE activity. In fact, the amount of RBC
transfusion was higher in patients with POD raising the question
how this finding might interact with the significant decrease of
BChE activity in patients with POD. Since it is known that RBC
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transfusions modulate inflammatory reactions, and systemic
inflammation is associated with a decrease in BChE activity
(43-46), there may be a connection between RBC transfusions
and the development of POD, as has been described in previous
studies (47-49). Finally, it is notable that Schlake et al. did not
measure the drop in BChE activity in the first two days after
surgery, while our study only included measurements of the very
early stages of the BChE activity (immediately after surgery and
at day 1). Therefore, the BChE activity might already have been
regenerated in the study by Schlake et al, which would explain
the statistically non-significant differences. Moreover, two other
studies did not show a prognostic value of BChE; however, the
study designs differed from our study. While John et al. did not
include preoperative values and therefore could not show a
perioperative drop in BChE activity (18), Michels et al. used a
composite endpoint (POD, acute renal failure, pneumonia, and
arrhythmia) (50). Overall, these contradicting results underline
the need for studies with larger numbers of patients and clearly
defined target parameters (e.g., drop in BChE activity).

This study features some important limitations. First, due to its
design as a secondary analysis, we could not increase the number of
included patients. Therefore, no sample size calculations were
performed. This led to a small sample size in the derivation
cohort, which needs to be reevaluated through external
validation. Second, although we attempted to reduce influencing
factors, it remains possible that chronic health conditions might
have influenced the BChE activity. For example, cholinesterase
deficiency syndromes, genetic variants, polymorphisms and
mutations in BChE activity represent a potential confounder in
studies on perioperative cholinergic disturbance (51). Future
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studies should include an assessment of frailty to describe the
patients’ status more thoroughly. Next, although all surgeries
were performed during the daytime, the circadian rhythm might
still have influenced BChE plasma levels. Third, the
anticholinergic effects of the given drugs cannot be excluded;
however, these patients underwent a highly standardized surgery
and anesthesia, making them comparable with a simultaneously
very low drug-related anticholinergic burden (52). Although the
exclusion criteria (e.g., autoimmune diseases, severe psychiatric
disorders) and anesthetic management were designed to
minimize the risk of exposure to such medications, it cannot be
ruled out that some drugs may have still influenced BChE
activity. For instance, five patients were treated with
antidepressant medications, which may have influenced BChE
levels. Due to the secondary analysis design of the study, this
limitation could not be avoided. Finally, in 14 of the POD-
patients and two of the POD+ group, the CARDEL index was
not calculable due to missing HbAlc values.

Conclusion

In summary, this study identified an elevated HbAlc as the
strongest risk factor for the development of POD followed by the
decrease in BChE activity and postoperative anemia, respectively
age. Furthermore, the predictive power of the CARDEL index
was significantly improved by including these factors. The PWR
was not associated with the onset of POD after cardiac surgery,
while point-of-care measurement of BChE activity enhanced the
predictive quality of the CARDEL index. All parameters of the
optimized prognostic model are easily available within the first
24 h after surgery, making the score potentially useful for early
risk assessment. It could support conversations with patients and
families by providing an early, individualized risk assessment for
POD in the postoperative period. However, it must be
highlighted that this study is based on a small derivation cohort
and did not yet undergo external validation.
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Abstract: The use of minimized extracorporeal circulation (MiECC) during cardiac surgery is asso-
ciated with a reduced inflammatory reaction compared to conventional cardiopulmonary bypass
(cCPB). Since it is unknown if MiECC also reduces the amount of free-circulating mitochondrial
DNA (mtDNA), this study aims to compare MiECC-induced mtDNA release to that of cCPB as well
as to identify potential relations between the plasma levels of mtDNA and an adverse outcome.
Overall, 45 patients undergoing cardiac surgery with either cCPB or MiECC were included in the
study. MtDNA encoding for NADH dehydrogenase 1 was quantified with quantitative polymerase
chain reaction. The plasma amount of mtDNA was significantly lower in patients undergoing car-
diac surgery with MiECC compared to cCPB (MiECC: 161.8 (65.5-501.9); cCPB 190.8 (82-705.7);
p <0.001). Plasma levels of mtDNA showed comparable kinetics independently of the study group
and peaked during CPB (MiECC preoperative: 68.2 (26.5-104.9); MiECC 60 min after start of CPB:
536.5 (215.7-919.6); cCPB preoperative: 152.5 (80.9-207.6); cCPB 60 min after start of CPB: 1818.0
(844.2-3932.2); all p < 0.001). Patients offering an mtDNA blood concentration of >650 copies/ L after
the commencement of CPB had a 5-fold higher risk for postoperative atrial fibrillation independently
of the type of cardiopulmonary bypass. An amount of mtDNA being higher than 650 copies/puL
showed moderate predictive power (AUROC 0.71 (0.53-071)) for the identification of postoperative
atrial fibrillation. In conclusion, plasma levels of mtDNA were lower in patients undergoing cardiac
surgery with MiECC compared to cCPB. The amount of mtDNA at the beginning of the CPB was
associated with postoperative atrial fibrillation independent of the type of cardiopulmonary bypass.

Keywords: cardiac surgery; DAMPs; SIRS; inflammation; coronary artery bypass graft
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1. Introduction

Over the past decades, cardiac surgery has undergone a continuous evolution re-
garding the optimization of surgical, anesthesiologic, and perfusion techniques. Still, the
majority of cardiac surgery has to be performed with the use of a cardiopulmonary bypass
(CPB) in order to guarantee sufficient perfusion, oxygenation, and decarboxylation of the
body. Several technical upgrades have been introduced to improve the safety and efficiency
of conventional CPB (cCPB) systems [1,2]. Nevertheless, the introduction of the minimized
extracorporeal circulation (MiECC) has gained widespread interest due to its protective
effect on myocardial, renal, and neurological functions [3-5]. MiECC is mainly defined as
a closed circulatory system with a reduced priming volume containing biologically inert
blood contact surfaces [1]. As a result of the minimization of the cardiopulmonary circuit,
recirculation and blood-air contact are efficiently minimized, leading to a decrease in blood
lysis and inflammation [6]. For example, the MiECC-induced extent of interleukin-6 (IL-6)
release can be compared to off-pump cardiac surgery [7-9].

However, even though it is a reasonable target of interest, it remains unknown if the
release of free-circulating mitochondrial DNA (mtDNA) differs after MiECC, respective
to cCPB. It is well-described that mtDNA acts as a damage-associated molecular pattern
(DAMP) and is therefore closely connected to an activation of the inflammatory and
coagulatory response [10,11]. During cardiac surgery, mtDNA activates toll-like receptor
9, which in turn plays a pivotal role in neutrophil and platelet activation [12-14]. It is
released by various cells such as the endothelium and neutrophils, and is therefore part of
the innate immune response. Further, mtDNA contributes to the formation of neutrophil
extracellular traps [10,11]. Caused by its broad physiologic function during inflammatory
conditions, increased levels of mtDNA have already been connected to sepsis, trauma,
and malignant diseases [10,15,16]. Moreover, cardiac surgical patients suffering from a
systemic inflammatory reaction showed an elevation of mtDNA in their peripheral blood,
which might be associated with a higher incidence of postoperative atrial fibrillation
(POAF) [13,17,18].

Since MiECC reduces the severity of the CPB-induced inflammatory reaction, it can be
assumed that it is also associated with a decrease in mtDNA release. For this reason, we
hypothesized that the amount of free-circulating mtDNA is higher in patients undergoing
cCBP compared to MiECC. Secondary aims of this study are the identification of potential
associations between the amount of mtDNA and the occurrence of common adverse events
after cardiac surgery (infections, readmission to the intensive care unit (ICU), acute kidney
injury (AKI), and POAF).

2. Experimental Section
2.1. Study Design

Due to a lack of pre-existing data on mtDNA release during MiECC, this study was
designed as an explorative study and was therefore performed as a secondary analysis,
based on a single-center, prospective, interventional study. The primary study included
90 patients, of which 45 patients were hemodynamically optimized with a goal-directed
treatment protocol. To exclude a therapeutic effect of the hemodynamic intervention, the
present study analysis included only the non-interventional patients of the primary study
(n=45).

All patients received coronary artery bypass graft (CABG) surgery at the University
Hospital of Giessen. The local ethics committee approved the primary study as well as the
secondary data analysis (Justus-Liebig-University of Giessen; trial code: 30/16; approval of
amendment on 18 July 2018). The primary study was registered in the German Clinical
Trials Register (trial code: DRKS00010959). Both the original study and its secondary
analysis were performed in accordance with the Helsinki Declaration, and all methods and
results are presented in accordance with the Strengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology (STROBE) guidelines.
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Between September 2016 and December 2018, all consecutive patients of legal age who
were scheduled for elective CABG surgery were enrolled in the study. All patients signed
informed consent forms. Exclusion criteria included severe arrhythmia, severe heart or
renal failure (left ventricular function <30%, Kidney Disease: Improving Global Outcomes
(KDIGO) stadium >2, respectively [19]), current pregnancy or nursing, simultaneous partic-
ipation in other interventional studies, history of autoimmune or infectious diseases, and
the need for immunomodulatory medication.

The primary study goal objective was to quantify the amount of free-circulating
mtDNA quantified by quantitative polymerase chain reaction (qQPCR). Secondary outcome
parameters included ICU readmission, postoperative infections (defined as pneumoniae,
catheter-related bloodstream infections, and urogenital infections), POAF, and AKI (defined
as >stage Il by the definition of KDIGO [19]).

2.2. Management of Cardiopulmonary Bypass

The non-interventional study patients received standard anesthetic induction with
sufentanil (0.25-0.5 pg/kg), etomidate (0.1-0.2 mg/kg), and pancuronium (0.05-0.1 mg/kg),
while narcosis was maintained with propofol (3 mg/kg/h) and sufentanil (0.3-1 ug/kg/h).
Central venous access was implemented into the internal jugular vein, while the radial
artery was used for blood pressure monitoring.

Both cCBP and MiECC were based on the S5 Heart-Lung Machine (LivaNova, London,
UK) with a membrane oxygenator (CAPIOX® FX 15 Oxygenator (Terumo, Tokyo, Japan) for
MIECC and an Inspire® 6 F Oxygenator (LivaNova, London, UK) for cCPB, respectively),
and an in-house specific perfusion tubing system (LivaNova, London, UK). For ¢CPB,
a roller pump and an additional reservoir (both LivaNova, London, UK) were used, while
MiECC was run with a centrifugal pump and without a reservoir or hemofilter. Priming
solution was produced with 1 L of crystalloid (Sterofundin Iso®, Braun, Melsungen, Ger-
many), 250 mL of mannitol 15% (Seraq-Wiessner, Naila, Germany), and 50 mL of albumin
20% (CSL Behring, Marburg, Germany). While 10,000 L.U. of heparin were added to the
solution for MiECC, only 2500 1.U. were necessary for cCPB.

2.3. Sample Processing

Blood was collected at six time points: immediately after induction of anesthesia (T1);
15 (T2) and 60 (T3) minutes after the commencement of CPB, respectively; and 15 (T4) and
120 (T5) minutes after the end of CPB. Last, blood was drawn with the routine laboratory
controls at the early morning of the first postoperative day (T6). Blood was collected in
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) tubes (approximately 20 mL) by using the arterial
line. Plasma samples were stored at —80 °C and were only thawed once for analyses
of the primary study. Clinical and laboratory data were obtained from the patient data
management system (IMESO GmbH, Giessen, Germany).

2.4. Quantitative Polymerase Chain Reaction

MtDNA encoding for NADH dehydrogenase 1 (ND1) displays a well-described mito-
chondrial target gene and has already been used as a surrogate marker for the description
of mitochondrial damage, and was, therefore, chosen as the target for this secondary
analysis [20-23].

Quantification of ND1 mtDNA was performed by quantitative PCR (qPCR), as pre-
viously described [20,23,24]. First, EDTA tubes were centrifuged to separate the plasma
(200 g, for 10 min at room temperature), followed by a 1:1 dilutional step (each 100 uL
plasma and phosphate-buffered saline (PBS)) and centrifugation at 5000 g (10 min at 4 °C).
The supernatant was frozen at —20 °C. After thawing, a commercial purification kit was
used for purification of mtDNA according to the manufacturer’s instructions (QIAquick
PCR Purification Kit, Qiagen, Venlo, Netherlands). Before qPCR analysis, the samples were
diluted 1:20 with nuclease-free, deionized-distilled H,O. A StepOnePlus cycler (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) was used for all samples. The ND1 mtDNA primers used
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were as follows: “ND1 mtDNA FW: 5-CCA CCT CTA GCC TAG CCG TTT A-3'” and
“ND1 mtDNA RW: 5'-GGG TCA TGA TGG CAG GAG TAA T-3'” (synthesized by Eurofins,
Luxembourg, Luxembourg).

Mean values of triplicate measurements were calculated for further analysis. As pre-
viously described, standard curves were used to convert the results to copies/pL [25].
Standard curves were generated with a plasmid containing human ND1 mtDNA (OriGene
Technologies, Rockville, MD, USA) and by the calculation of the number of plasmid copies
with a spectrophotometer (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Serial dilutions of the corresponding copy number of plasmids (30-300,000 copies per PCR
reaction) were used.

2.5. Statistical Analysis

Median and interquartile range (IQR) were used for the description of non-parametric
data. To reflect the high variance of data, further analyses were carried out based on
the logarithmized data set. General differences in mtDNA quantities were calculated by
ANOVA, followed by Tukey’s HSD test for the detection of statistically relevant changes
between the study groups with respect to the blood sampling time points. A p-value of
p < 0.05 was considered as statistically significant.

Correlations between mtDNA levels and various parameters were analyzed by linear
regression analysis. Outcome parameters were assessed over all time points and at the
single time points. Cut-off values for the amount of mtDNA were determined by analysis
of the area under the receiver operating curve (AUROC). The resulting cut-off values were
subsequently assessed with Fisher’s exact test to define the odds ratios, sensitivity, and
specificity. Experimental data, laboratory routine data, and clinical data were stored in
an external database (Microsoft Excel, Redmond, WA, USA). Data were analyzed using
statistical software R version 4.0.4 (www.r-project.org, accessed on 15 February 2021).

3. Results

A total of 45 patients were included in the analysis, of which 23 underwent cCPB and
22 MiECC, respectively. General characteristics are shown in Table 1. Regarding their general
characteristics, no significant differences could be detected between the study groups.

Table 1. General characteristics.

Parameters MiIECC <CPB All Patients
Age (Years) 62 (56-70) 67 (59-73) 65 (57-73)
Male Sex 21/22(95.5) 17/23(73.9) 38/45 (84.4)
BMI (kg/m?) 29 (28-31) 28 (24-32) 29 (25-32)
EuroSCORE 0.88 (0.72-1.25) 0.99 (0.74-1.2) 0.96 (0.73-124)
Pre-existing Diseases
Angina Pectoris 15/22 (68.1) 15/23 (65.2) 30/45 (66.7)
Arterial Hypertension 21/22(95.5) 19/23 (82.2) 40745 (88.9)
Acute Myocardial Infarction 3/22(13.6) 5/23(21.7) 8/45 (17.8)
MY°”;gi§aly“sf'i‘,';g;"zo";§rghe‘:yhe Last 3/22(136) 8/23 (34.9) 11/45 (24.4)
Concurrent Valvular Disease 6/22(27.2) 1/23 (4.3) 7/45 (15.6)
Stroke 2/22(9.1) 3/23(13.0) 5/45 (11.1)
Chronic Kidney Disease 1/22 (4.5) 3/23(13.0) 4/45 (8.9)
Diabetes 9/22(40.9) 6/23(26.1) 15745 (33.3)
Chronic Obstructive Pulmonary 2/20(100) 2/23(87) 4/45 (89)
Smoker 12/22 (54.5) 14/23 (60.9) 26/45 (57.8)
Alcohol Abuse 6/22(273) 8/23 (34.8) 14/45 (31.3)
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Table 1. Cont.

Parameters MiIECC cCPB All Patients
Process Times
Duration of Anesthesia (min) 275 (251-322.0) 279.8 (248.5-320.3)  277.4 (249.5-321.6)
Duration of CPB (min) 83 (68-103) 90 (70-110) 85 (68-107)
Duration of Invasive Ventilation (h) 13.8 (10-16.7) 11.2 (9.4-15.3) 12.5(9.6-16.5)

Description of the study cohorts. The figures are presented as medians and IQRs (Q25-Q75) or as the num-
ber of cases, both the total number and percentage [1/n total (%)] of the study group. The column “All pa-
tients” demonstrates the characteristics of all included study patients. Abbreviations: BMI: Body mass index;
CPB: Cardiopulmonary bypass. Abbreviations: BMI = Body Mass Index; CPB = Cardiopulmonary Bypass;
IQR = Interquartile Range; MiECC = Minimized Extracorporeal Circulation.

3.1. Quantification of Free-Circulating ND1 mtDNA Plasma Levels
3.1.1. Time Course

The amount of free-circulating mtDNA rose quickly after the commencement of CPB
and significantly peaked 60 min later (Figure 1; Table 2, T1 vs. T2: p < 0.001; T1 vs. T3:
p <0.001; T2 vs. T3: p =0.006). After completion of CPB, plasma levels of mtDNA decreased
rapidly and reached the level of preoperative values again (Figure 1; Table 2, T3 vs. T4:
p <0.001; T3 vs. T5: p < 0.001; T3 vs. T6: p < 0.001; T1 vs. T4, T5, and T6: p = 0.88).

%‘“TT LT
£

-1 1 ;
Pl T =

T2 T3 T6

Time points

Figure 1. Time course of the amount of mtDNA in peripheral plasma probes (independently of the
study group). Results are shown in boxplot diagrams. The black dot at T5 represents an outlier.
Asterisks display the degree of statistical significance: ***: p < 0.001. Abbreviations: mtDNA:
Mitochondrial DNA.

Table 2. Amount of plasma levels of mtDNA.

Plasma Levels of mtDNA (copies/uL)

Time Points MiECC <CPB All patients
Preoperative (T1) 68.2 (26.5-104.9) 152.5 (80.9-207.6) 91.1 (44.8-175.1)
15 Minutes after Start of CPB (T2) 316.4 (184.2-683.8) 673.0 (334.9-1111.2) 431.7 (235.5-882.4)

60 Minutes after Start of CPB (T3)

1818.0 (844.2-3932.2) 904.8 (266.2-2909.3)

15 Minutes after End of CPB (T4)

59.2 (33.2-151.7) 155.0 (79.0-361.8) 108.3 (40.0-232.1)

120 Minutes after End of CPB (T5)

(
(
536.5 (215.7-919.6)
(
(

74.6 (52.9-173.0) 124.0 (66.9-182.4) 104.1 (55.6-191.9)

First Postoperative Day (T6)

122.6 (52.6-305.9) 72.9 (56.1-196.6) 759 (52.6-287.4)

Results of the quantification of plasma levels of mtDNA. Data are shown as medians and IQRs (Q25-Q75). The
column “All patients” demonstrates the plasma mtDNA levels of all included study patients. Abbreviations: CPB:
Cardiopulmonary Bypass; mtDNA: Mitochondrial DNA.
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3.1.2. Comparison of mtDNA Levels between MiECC and cCPB

Overall, the plasma amount of mtDNA was significantly lower in patients undergoing
cardiac surgery with MiECC compared to cCPB (Figure 2, MiECC: 161.8 (65.5-501.9); cCPB
190.8 (82-705.7); p < 0.001).
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Figure 2. Comparison of both study groups (all time points summarized). Results are shown in
boxplot diagrams. Black dots represent outliers. Asterisks display the degree of statistical significance:
% p < 0.001. Abbreviations: cCPB: conventional Cardiopulmonary Bypass; MiECC: Minimized
Extracorporeal Circulation.

Plasma levels of mtDNA showed comparable courses in both study groups and peaked
during CPB (Figure 3; Table 2, MiECC: T1 vs. T2: p <0.001; T1 vs. T3: p < 0.001; T3 vs.
T4: p <0.001; T3 vs. T5: p < 0.001; T3 vs. T6: p < 0.01; cCPB: T1 vs. T2: p < 0.001; T1
vs. T3: p < 0.001; T2 vs. T4: p <0.01; T3 vs. T4: p <0.001; T3 vs. T5: p < 0.001; T3 vs.
Té6: p <0.001). Even though the amount of mtDNA tended to be lower in patients with
MiECC, the difference with cCPB failed to reach statistical significance in the single time
point analysis.
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Figure 3. Time course of mtDNA plasma levels depending on the study groups. Results are shown in
boxplot diagrams. Black dots represent outliers. Abbreviations: cCPB: conventional Cardiopulmonary
Bypass; MiECC: Minimized Extracorporeal Circulation; mtDNA: mitochondrial DNA.
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3.2. Correlations between Plasma Free-Circulating NDI mtDNA Levels and Inflammatory and
Ischemic Parameters
Overall, the amount of mtDNA did not correlate with the inflammatory parameters
C-reactive protein (CRP), procalcitonin, leukocyte count, and fibrinogen (data not shown).
The duration of the CPB was positively correlated with the amount of plasma levels
of mtDNA during CPB (T2 and T3), but just very narrowly failed to reach statistical
significance (Figure 4A, correlation coefficient = 0.3; adjusted 2:0.09; p =0.051).

A 160
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Figure 4. Scatter plot demonstrating the association between the amount of mtDNA and the duration
of CPB (A), the postoperative blood levels of CKMB (B) and CK (C), respectively. Abbreviations: CPB:
Cardiopulmonary Bypass; cCPB: conventional Cardiopulmonary Bypass; CK: Creatinine Kinase;
CKMB: Creatine Kinase Myocardial Band; MiECC: Minimized Extracorporeal Circulation; mtDNA:
mitochondrial DNA.

Further, a significant positive correlation between the amount of CPB-associated
mtDNA release (T2 and T3) and the postoperative levels of creatinine kinase (CK) and
the creatine kinase myocardial band (CKMB) was found (Figure 4B,C, CKMB: correlation
coefficient: 0.47; adjusted 2 0.20; p < 0.01; CK: correlation coefficient: 0.61; adjusted r2:
0.3; p < 0.001). However, the amount of mtDNA during CPB was not associated with
postoperative troponin levels (correlation coefficient: 0.24; adjusted r: 0.06; p = 0.13).

3.3. Correlations between Plasma Free-Circulating ND1 mtDNA Levels and Outcome Parameters

The incidence of adverse outcomes did not differ between the study groups (Table 3).
In summary, the cumulated amount of plasma mtDNA over all time points did not reveal
an association with any of the outcome parameters (data not shown). However, the ROC
analysis of the strongly elevated values after the beginning of CPB (T2) offered a possible
cutoff at 644 copies/mL (close to the mean amount of mtDNA of 637.2 copies/mL) with
an AUC of 0.63. With the dichotomized variable of mtDNA being higher or lower than
the rounded 650 copies/mL, being the sufficient prediction of POAF with an AUROC of
0.71 (0.53-071), a specificity of 67% and sensitivity of 75% was reached, respectively. By
taking this into account, further analysis showed that patients whose mtDNA levels peaked
above 650 copies/ L at time point 2 had a 5-fold higher risk for the development of POAF,
whereas this threshold did not show any predictability for complications other than POAF
(Table 3).
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Table 3. Association between outcome parameters and mtDNA plasma concentrations.
Outcome Parameter Incidence of Outcome Parameter mtDNA > 650 Copies/uL
per Study Group 2 x 2 Contingency Table 0dd'’s Ratio [CI] p-Value

Acute Kidney Injury I‘g%cl%gz n?i 53 //:0((755;33) 4.82 (0.35-272.3) 029

ICU Readmission "gﬁiﬁ%‘? ng'fs%? E%)) 0(0-3.46) 026

POAF "gfl%cs%gz Jes ;//56((7;3/‘;)) 5.74 (0.86-66.6) 0.048

Postoperative Infections l\:iCEPCBC3%§2 n};ei 62 //359(?‘:);@)’) 0.96 (0.07-9.41) 1

Outcome parameter analysis at time point 2. Based on the ROC analysis, the cut-off value of 650 copies/uL
has been chosen. Incidence is given in the number and percentage of patients with mtDNA higher than the
cut-off versus the number of patients per group (outcome yes/no). Data are shown as odds ratios and confidence
intervals (CI). Blood collection was missing in one patient at this time point, so therefore, the total number of
patients for the examination of mtDNA thresholds is 44. Abbreviations: POAF = postoperative atrial fibrillation.

4. Discussion

The release of mtDNA has been connected to several disease entities such as sepsis,
surgical trauma, and, in particular, to cardiac surgery [10,13,26]. Nevertheless, its role in
cardiac surgery has been investigated by only a limited number of studies, of which none
included patients undergoing CPB with MiECC [12,13,17,18,27].

Here, the time course of mtDNA release began with a strong increase directly after the
commencement of CPB, followed by a significant decrease after the end of CBP, indepen-
dent of the type of CPB. While the absolute plasma levels of mtDNA during ¢cCPB were
comparable with other studies investigating CABG patients, the kinetics differed from some
studies [17,18]. Nevertheless, they were also aggregable with another investigation [28].
The studies by Qin et al., also showed an early mtDNA release, which, however, did not
peak until 12 h after surgery [17,18]. At that time point, the plasma levels of mtDNA almost
normalized in our study population. Work conducted by Sandler et al., showed an even
later increase on the first postoperative day. However, since they used mtDNA encoding
for human cytochrome B, their study results are hardly comparable to ours [13]. On the
other hand, analogous to our findings, Baysa et al., reported an early mtDNA peak already
occurring 20 min after the start of CPB, indicating that the CPB is mainly responsible for
the mtDNA increase [28]. From a physiological point of view, a rapid decrease in mtDNA
after the end of CPB is explainable given its fast degradation [29-31]. However, it has to be
emphasized that the degradation of mtDNA during stress responses is not well understood,
and the underlying data is dervied mainly from animal experiments [29,30]. In particu-
lar, the potential influence of the CPB on mtDNA integrity has not yet been investigated.
Furthermore, these contrasting results could also be explained by other reasons. First, it
must be noticed that a direct comparison of mtDNA plasma levels remains challenging
due to a lack of standardization. Most studies use methods for relative quantification of
mtDNA [12,13] while our study performed an absolute measurement by using plasmid-
based qPCR. Second, it is still under discussion whether the surgical incision, specifically
the sternotomy, might also contribute to mtDNA release. For example, Naase et al., were
able to detect a 19-fold increase in circulating plasma mtDNA after sternotomy in a rodent
model [12]. Different surgical techniques might therefore have contributed to a stronger
mtDNA release in our study cohort. Third, no details on the used CPB techniques have been
reported in previous studies, which might have influenced the amount of released mtDNA.
For example, the use of a hemofilter could influence the quantified amount of mtDNA
during the CPB. Last, even though both studies by Qin et al., also investigated mtDNA
encoding for ND1, they also included only a limited number of patients (38 and 68 patients,
respectively) [17,18]. This displays a problem when it comes to biomarkers with a high
degree of data variance, as we have observed in our measurements. As a consequence, a
high number of patients are necessary to define normal values and kinetics [32,33]. Further,
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it might limit the mtDNA’s predictive power (e.g., as a biomarker for the prediction of
POAF) because a high variance in data points can lead to a reduced specificity, which is
well known from sepsis research, for example [32,33].

This study was able to confirm its main hypothesis by showing that the amount of
free-circulating mtDNA was higher in patients undergoing cCBP compared to MiECC.
To the knowledge of the authors, it is the first to describe this effect of MiECC. However,
this finding was only verifiable in the pooled data of all time points. Although the single
time point analyses showed a trend toward reduced mtDNA release, the level of statistical
significance was not reached. This might be caused for two reasons. First, since this
study was designed as an explorative study, a secondary analysis of a pre-existing study
was used for data analysis. To exclude potential bias from the study, the investigators
chose to eliminate the interventional study group of the primary study, which has been
hemodynamically optimized with a goal-directed treatment protocol. As a consequence,
the reduced study population might have caused the lacking statistical significance. Second,
as mentioned above, the amount of measured mtDNA varied highly with a high proportion
of overlapping interquartile ranges. This is particularly remarkable at the preoperative time
point because the median of MiECC is lower compared to cCBP, whereas its interquartile
range exceeds the corresponding values of cCBP. Further, it must be recognized that
patients who suffered from a myocardial infarction immediately or in the last 90 days
before surgery were more prevalent in the cCPB group. Even though, the EuroSCORE
and other pre-existing diseases did not differ significantly between the study groups,
the acute inflammatory state associated with myocardial infarctions might explain the
preoperative elevation of mtDNA levels in the cCPB group (which, however, did not reach
statistical significance). Nevertheless, these results are supported by studies investigating
other inflammatory cytokines and DAMPs. The majority of relevant studies showed an
MiIECC-induced decrease in inflammatory reactions, which was quantified with various
inflammatory biomarkers [6]. For example, Mazzei et al., and Formica et al., showed
that the postoperative amount of IL-6, particularly inflammatory patterns of endothelial
activation, did not differ between MiECC and off-pump cardiac surgery [7,8]. On the
other hand, one randomized controlled trial was not able to identify an MiECC-associated
reduction in IL-6, while another revealed an MiECC-induced increase in IL-6 after the first
24 postoperative hours [34,35]. In sum, it is still under discussion whether the proposed
anti-inflammatory effects, which are also supported by this study, are relevant to the
patients” outcome.

For this reason, this study aimed, with its secondary hypothesis, to identify potential
relations between the amount of mtDNA and commonly assessed outcome parameters
in cardiac surgery. This study showed neither a connection between the mtDNA plasma
concentration and AKI nor postoperative infections, particularly the readmission rate to the
intensive care unit. While the analysis of all time points also did not show a relationship
between the levels of mtDNA and POAF, the single time point analysis revealed a significant
association with POAF at the early stage of CPB that was independent of the study group.
In detail, the risk for POAF was a 5-fold increase when the amount of mtDNA was raised
above 650 copies/pL. At this time point, the concentration of mtDNA offered moderate
predictive power for the detection of POAF, which is in line with other studies [13,36].
Nevertheless, it must be interpreted with caution because the odd’s ratio’s confidence
interval was high because of the above-mentioned high variance of the data and the limited
number of included patients. Further, it must be emphasized that this study was not
planned for outcome analysis and might therefore be underpowered. However, this result
is supported by the study of Sandler et al., who showed with an even smaller number of
included patients a connection between mtDNA release and POAF (n = 16, [13]). The only
available observational study with a higher number of patients (n = 485) investigated off-
pump cardiac surgery and is therefore hardly comparable [36]. Because of the fact that no
CPB was applied during off-pump surgery, the absolute amount of the mtDNA was much
lower than in our study, and moreover, another primer was used for JPCR. Nevertheless,
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even though this study showed only a minor increase in mtDNA, it still offered comparable
predictive value for the identification of POAF, supporting our study results (AUROC 0.81;
specificity 80.2%; sensitivity 70.3%). However, a recent study that investigated the mtDNA
concentration in the blood and pericardial fluid was not able to identify plasma mtDNA
as a risk factor for POAF [37]. Interestingly, in this study, patients with POAF presented
a significantly higher amount of mtDNA in the pericardial fluid, indicating that it might
contribute to the development of cardiac inflammation and consecutive POAF. In contrast,
recent studies indicated that mtDNA originates from stressed atrial cardiomyocytes [38,39].
However, this question must be further investigated because it seems that the mtDNA
release is also associated with myocardial damage, as indicated by its positive correlation
with the postoperative concentration of CK and CKMB in our study. Since our results also
hint toward a CPB-time-dependent increase in mtDNA plasma levels, a combination of
surgery- and CPB-associated inflammatory reactions with consecutive mtDNA releases
seems possible. It will be of high interest to clarify the source of mtDNA in order to evaluate
its use as a prognostic biomarker of POAF. Further, the different types of cardiac surgery
including MiECC, cCPB, and off-pump techniques must be considered.

This study features some limitations. First, due to its study design as a secondary
analysis, no sample size calculation was feasible, which might have led to underpowered
study results, particularly regarding the difference between cCPB and MiECC at the single
time points. Second, this study is an explorative study, indicating that no conclusions can
be drawn regarding the underlying mechanisms of the mtDNA release. Third, even though
the surgical and anesthetic management are highly standardized, it cannot be ruled out that
individual deviations in this management might have influenced the study results. Fourth,
the study groups differed regarding the number of patients suffering from a myocardial
infarction recently or in the last 90 days before surgery, with a higher prevalence in the
cCPB study group. Since myocardial infarction leads to a high degree of cell damage and
inflammation, it might have influenced the preoperative levels of mtDNA in the cCPB
study group. Due the design of the study, this bias could not be excluded, but it should be
ruled out in future studies. Last, it has to be considered that mtDNA can also be released by
arteriosclerosis itself [40]. It must be questioned to what degree it might influence mtDNA
release during CPB. The assumption of an influence of arteriosclerosis might explain the
high variance inof the measured mtDNA results, especially at the preoperative time point.
It might also impact the predictive value of mtDNA because the arteriosclerosis-induced
mtDNA release could lead to a high sensitivity but low specificity.

5. Conclusions

First, this study was able to show that the overall amount of mtDNA plasma levels
was lower in patients undergoing cardiac surgery with MiECC compared to those with
cCPB. Even though this trend was also visible in the single time point analysis, this study
failed to reach statistical significance due to a high variance in its data and a limited number
of included patients. Second, this study identified a positive correlation of the amount
of mtDNA with the duration of CPB and postoperative myocardial injury in terms of the
increase in CK and CKMB. Last, the early increase in mtDNA after the commencement
of the CPB was associated with POAF. At this time point, the amount of mtDNA showed
moderate predictive power for the detection of POAFE.
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Abstract

Background: Minimized extracorporeal circulation (miECC) was developed to mitigate
the adverse effects of cardiopulmonary bypass (CPB), yet its impact on soluble urokinase
plasminogen activator receptor (suPAR) is unclear. SuPAR has been linked to adverse
outcomes, including acute kidney injury (AKI). This study investigated perioperative
suPAR kinetics in patients undergoing cardiac surgery with miECC or conventional CPB
(cCPB) and explored its association with AKI, postoperative delirium (POD), and infections.
Methods: This study is a secondary analysis of an observational cohort of 79 cardiac
surgical patients. It evaluates perioperative suPAR levels and their association with the
type of CPB used (miECC vs. cCPB) and postoperative adverse outcomes, including POD,
AKI, and infections. Statistical analyses included repeated measures ANOVA, Wilcoxon
tests, logistic regression, and ROC curve analysis to assess the predictive value of suPAR
for these outcomes. Results: During surgery, suPAR significantly increased to higher levels
with the use of cCPB compared to miECC (p = 0.027; odds ratio of 0.69 [0.57-0.84], p < 0.001).
The use of miECC was an independent influencing factor on suPAR (—0.41 & 0.1; p < 0.001).
Regardless of the type of CPB, suPAR levels differed significantly between patients with
and without kidney damage (7 = 25; no AKI: 1.6 [1.1-2.0], AKL: 1.7 [1.3-2.4], p < 0.001).
Multivariate regression analysis showed that AKI was an independent influencing factor
on suPAR (—0.49 + 0.1; p < 0.001). SuPAR demonstrated only low predictive value for
AKI and could not predict POD. Conclusions: This study provides evidence that miECC
is associated with lower intraoperative suPAR levels, suggesting a reduced inﬂam_matnry
response compared to cCPB. While suPAR levels were significantly higher in patients with
AK], their predictive value for AKI remains limited. Furthermore, suPAR did not predict
POD but was elevated in patients with pneumonia.

Keywords: biomarker; risk prediction; renal failure; adverse event; inflammation

1. Background

Cardiopulmonary bypass (CPB) remains an essential technique in cardiac surgery
and has undergone continuous optimization over the past decades to reduce its adverse
effects on the ir\ﬂam_matory response, coagulation, and organ dysfuncticm, including acute

kidney injury (AKI) and neurological complications [1-3]. To counteract these adverse
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effects, minimized extracorporeal circulation (miECC) systems have been introduced.
These systems aim to reduce hemodilution, inflammatory activation, and oxidative stress
by employing a closed circuit with lower priming volume and reduced foreign surface
contact [3]. Despite these theoretical advantages, the impact of miECC on inflammatory
biomarkers and clinical outcomes remains an area of ongoing investigation [2,4,5].

Soluble urokinase plasminogen activator receptor (suPAR) has emerged as a promising
biomarker reflecting systemic inflammation and immune activation [6]. suPAR is derived
from the cleavage of the membrane-bound urokinase plasminogen activator receptor
(uPAR) and is involved in various pathological processes, including immune response
modulation and tissue remodeling [7]. Elevated suPAR levels have been linked to worse
clinical outcomes in a variety of conditions, including sepsis, chronic kidney disease, and
cardiovascular diseases [6~10]. Importantly, suPAR has also been proposed as a predictor
for AKI, as it reflects both acute and chronic inflammatory activity affecting renal function,
particularly after cardiac surgery [8,11].

Given the role of systemic inflammation in postoperative complications, suPAR may
also serve as a useful biomarker for other adverse outcomes in cardiac surgery patients.
While elevated suPAR levels have already been linked to increased long-term mortality
after cardiac surgery [12], their prognostic value for other adverse events, such as infec-
tions or postoperative delirium (POD), remains unclear. Furthermore, it has not yet been
investigated whether the type of CPB system used during surgery affects suPAR kinetics
and, consequently, its prognostic value.

In this study, we investigated the perioperative course of suPAR in patients undergo-
ing cardiac surgery with either miECC or cCPB. The primary objective was to determine
whether the use of miECC alters suPAR kinetics compared to cCPB. Additionally, we
explored the association between suPAR levels and key postoperative complications, in-

cluding AKI, delirium, and infections.

2. Methods
2.1. Study Design

This study presents a secondary analysis of an observational study including
100 cardiac surgical patients at the University Hospital of Giessen [13]. It was registered
in the German Clinical Trials Register (trial registration: DRKS00010959) and performed
with permission of the local ethics committee (Justus Liebig University Giessen, Giessen,
Germany; approval number AZ: 30/16). Written informed consent was obtained from
all patients. This study was conducted according to the principles of the Declaration of
Helsinki [14]. The methods and results are presented according to the Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) guidelines [15]. Patients
were enrolled between September 2016 and January 2020.

2.2. Study Endpoints and Definition of Outcome Parameters

The primary objective of this study was to quantify perioperative suPAR levels and
assess the potential impact of the type of CPB used, comparing miECC with cCPB.

The secondary objective was to evaluate the prognostic value of suPAR levels for the
occurrence of POD, AKI, and postoperative infections (defined as pneumoniae, catheter-
related bloodstream infections, and urogenital infections).

AKIwas defined according to the Kidney Disease Improving Global Outcome initiative
(KDIGO) [16].

A resident experienced in the applied delirium screening tests conducted the following
assessments. Post-extubation patients were monitored for POD over seven days using the
ICDSC and CAM-ICU [17,18]. A positive result in either screening tool was considered
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indicative of POD. Assessments were performed daily from postoperative day 1 to 7.
To minimize bias, all examinations were conducted by a single investigator under the
supervision of the principal investigator and attending intensive care physicians. The
evaluations were based on ICD-10 criteria [19]. Sedation levels were assessed using the
Richmond Agitation-Sedation Scale, and patients with a score of <—2 were excluded from
testing and reassessed after four hours.

Infectious complications were identified through the screening of the inflammatory lab-
oratory parameters, microbiological findings, and the attending physician’s documentation.

2.3. Patient Recruitment

Patients were recruited between September 2016 and January 2020. Patients were in-
cluded if elective coronary artery bypass graft (CABG) surgery with postoperative intensive
care treatment was performed. Further, inclusion criteria included age > 18 years, elective
on-pump CABG surgery, and the ability to communicate in German or English. Patients
were excluded in case of missing consent, denial of participation, pregnancy, preoperative
atrial fibrillation, severe bradycardia (<60 bpm; types: sinus bradycardia, atrial fibrillation
with low frequency, nodal thythm, and second- or third-degree atrioventricular block),
acute infection before surgery, pre-existing autoimmune disease, immunomodulatory med-
ication, left ventricular ejection fraction < 30%, and renal insufficiency (KDIGO score > 2).
Further exclusion criteria were pseudocholinesterase deficiency, chronic cognitive dys-
function (e.g., history of schizophrenia, other severe psychiatric conditions, or dementia
with inability to adequately answer the CAM-ICU or ICDSC), and recent or persistent
neurological impairment (e.g., acute cerebral infarction, intracranial bleeding, or acute
meningitis in the last three months prior to study inclusion leading to inability to answer

the CAM-ICU or ICDSC).

2.4. Management of Cardiopulmonary Bypass

The patients in this non-interventional study underwent standard anesthetic in-
duction with sufentanil (0.25-0.5 pg/kg), etomidate (0.1-0.2 mg/kg), and pancuronium
(0.05-0.1 mg/kg). Anesthesia was maintained using propofol (3 mg/kg/h) and sufentanil
(0.3-1 ug/kg/h). Central venous access was established via the internal jugular vein, and
arterial blood pressure was monitored through the radial artery.

Both cCPB and MiECC utilized the 55 Heart-Lung Machine (LivaNova, London, UK)
equipped with membrane oxygenators. MiIECC employed the CAPIOX® FX 15 Oxygena-
tor (Terumo, Tokyo, Japan), while cCPB used the Irlspire® 6 F Oxygenator (LivaNova,
London, UK) alongside a specialized perfusion tubing system (LivaNova, London, UK).
For cCPB, a roller pump and an additional reservoir (LivaNova, London, UK) were im-
plemented, whereas MiECC operated with a centrifugal pump, without the need for a
reservoir or hemofilter.

The priming solution for the circuits consisted of 1 L of crystalloid (Sterofundin Iso®,
Braun, Melsungen, Germany), 250 mL of 15% mannitol (Serag-Wiessner, Naila, Germany),
and 50 mL of 20% albumin (CSL Behring, Marburg, Germany). For MiECC, 10,000 LU. of
heparin was added, while 2500 LU. were required for cCPB. Details on the used CPB types
are shown in Figure 1 and Supplemental Table S1.
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A B

Figure 1. Diagrammatic representation of a minimized extracorporeal circulation (miECC) and a
conventional cardiopulmonary bypass (cCPB), (A) (adapted from Anastasiadis et al. [20], 1: air
detector, 2: air trap, 3: centrifugal pump, 4: oxygenator, 5: automatic arterial line clamp, 6: standby
component (hard shell reservoir), green line: vent; (B) 1: hard shell reservoir, 2: double head roller
pump, 3: oxygenator, 4: cardioplegia pump, 5: cardioplegia.

2.5. Sample Processing

Blood was collected at six time points: immediately after induction of anesthesia (T1);
15 (T2) and 60 (T3) minutes after the commencement of CPB, respectively; and 15 (T4)
and 120 (T5) minutes after the end of CPB after admission to the intensive care unit (ICU).
Last, blood was drawn through the arterial line with the routine laboratory control in
the early morning of the first postoperative day (T6). Blood was collected in ethylenedi-
aminetetraacetic acid (EDTA) tubes (approximately 20 mL). Plasma samples were stored
at —80 °C.

Clinical and laboratory data were obtained from the patient data management system
(IMESO GmbH, Giessen, Germany).

2.6. Quantification of suPAR

The plasma concentration of suPAR was quantified using a human suPAR ELISA
Kit (MyBiosource, Catalog No.: MB57606253, San Diego, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions.

2.7. Statistical Analysis

All numeric data were expressed as median and interquartile range (IQR). If summa-
rized data are stated, the summarization occurred as follows: preoperative T1, intraoper-
ative T2-T4 and postoperative T5-T6. The analysis of variations in plasma suPAR levels
across different time points was performed by repeated measures ANOVA, followed by
the Tukey HSD test. The comparison of operative suPAR levels for patients with POD or
AKI versus those without, respectively, was conducted by the Wilcox Test. Categorical data
have been compared using Fisher’s Exact Test. The influence of suPAR on pneumonia,
POD, or AKI has been examined by logistic regression analysis, while receiver operat-
ing characteristic (ROC) curve analyses were used for the calculation of area under the
ROC curve (AUCROC), sensitivity, and specificity of inflammatory and renal parameters.
p-values < 0.05 were considered statistically significant. All data were stored in an external
database (Microsoft Excel, Redmond, WA, USA). Data were analyzed using R version 4.3.2
(31 October 2023; www.r-project.org, accessed on 13 July 2025).
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3. Results
3.1. Study Cohort

Of the 100 patients included in the primary study, sufficient sample volume for this
secondary analysis was achievable for 79 patients. The characteristics of these 79 patients
are shown in Table 1. Only two of 79 patients did not suffer from any pre-existing disease,
which were spread evenly among the miECC and ¢CBP groups. Differences have been
observed for a higher incidence of myocardial infarction within the 90 days prior to surgery
(p < 0.01) and stroke (p < 0.05) in the cCPB group. There were no cases of acute cerebral
infarction included in this study, and all strokes had occurred at least three months prior
to surgery. In general, preoperative plasma troponin levels were low; however, they were
significantly higher in patients undergoing cCPB (2.24 [1.2-2.9]) compared to those with
miECC (0.21 [0.06-0.85]; p = 0.008). Association with suPAR concentrations occurred for
myocardial infarction within 90 days (odds ratio: 1.31 [1.08-1.60]; p = 0.07). No patient died
during the observational period.

Table 1. Basic characteristics. Data are demonstrated as median [interquartile range] or percentage.
Significant differences are demonstrated with an asterisk and written in bold (* = p <0.05; ** = p < 0.01).
Abbreviations: ACC = Aortic cross clamp; CPB = Cardiopulmonary bypass.

All Patients

miECC

cCPB

Parameters (0= 79) (0 =41) (0 = 38) p Value
Age (years) 64 [57-71] 60 [56-71] 68 [62-73] 0.06
Male sex, n (%) 69 (87.3) 37(90.2) 32(84.2) 0.51
BMI (kg/m?) 28.7 [259-32.6]  29.1[27.7-320] 28.4[25.0-33.0] 0.48
EuroSCORE 1.09 [0.78-1.41] 1.07[0.79-1.29]  1.13[0.77-1.55] 0.51
Pre-existing Diseases, n (%)
Angina pectoris 53 (68.8) 29 (72.5) 24 (649) 0.62
Arterial hypertension 68 (87.2) 37(90.2) 31(83.8) 0.50
Acute myocardial infarction 20 (25.6) 9(22.0) 11(29.7) 045
Myocardial infar{ction within the last 90 days 18 (23.4) 4(10.0) 14 (37.8) 0.006 (**)
prior to surgery
Concurrent valvular disease 16 (20.5) 11 (26.8) 5(13.5) 0.17
Stroke 10 (12.8) 2(4.9) 8(21.6) 0.041 (*)
Diabetes 32 (40.5) 16 (39.0) 16 (43.2) 0.82
Chronic obstructive pulmonary disease (>1) 10 (12.8) 5(12.2) 5(13.5) 0.88
Smoker 51 (65.4) 26 (63.4) 25 (67.6) 0.81
Alcohol abuse 1(1.3) 1(2.4) 0(0) 1.00
Qutcome, n (%)
Postoperative delirium 19 (24.1) 9(22.0) 10 (26.3) 0.79
Acute kidney disease (KDIGO > 1) 25 (31.6) 15 (36.6) 10 (26.3) 0.35
Pneumonia 2 (2.5%) 1(2.4%) 1(2.6%) 1.00
Process times
. . . 202 193.5 2146
Duration of anesthesia (min) [177.0-232.0] [176.0-224.0] [185.0-247.5] 012
Duration of CPB (min) 82.5[72-107.5]  78.0[71.5-91.5] 90.0 [76.0-114.0] 0.049 (%)
Duration of ACC (min) 57 [47-77] 56 [47-66.5] 60 [48-85] 0.19
Duration of invasive ventilation (h) 12.4[10.4-18.2] 12.8 [9.5-18.0] 13.9 [11.0-19.1] 0.30

3.2. Primary Endpoint Analysis

Overall, without consideration of time points, suPAR concentrations were significantly
lower in patients undergoing MiECC compared to ¢cCPB (p < 0.001). Detailed compar-
isons of the timepoints are shown in Figure 1A, while summarized data of the pre-, intra-,
and postoperative time points are shown in Figure 1B (preoperative T1 |intraoperative
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T2-T4| postoperative T5-T6, Tables 2 and 3). Summarized data generally showed a signifi-
cantly increased amount of suPAR during surgery and significantly decreased amounts
postoperatively. During surgery, suPAR significantly increased to higher levels with
the use of cCBP compared to miECC (p = 0.027, Figure 1B, logistic regression: odds
ratio: 0.69 [0.57-0.84]; p < 0.001).

Table 2. Overview of the suPAR quantification. Measurements are given as median [interquartile
range], p-value is given for comparison, MiECC vs. ¢CBF. Abbreviations: ¢CPB = conventional
cardiopulmonary bypass; miECC = Minimized extracorporeal circulation; suPAR = Soluble urokinase
plasminogen activator receptor. * = p < 0.05; ** = p < 0.01.

suPAR (ng/mL) n suPAR (ng/mL) n suPAR (ng/mL) Two-Groups
All Patients miECC cCPB p-Value (WILCOX)

T1 (preoperative) 79 1.4 [1-1.8] 41 1.3[1-1.6] 38 14[1.03-2.12 029

T2 (15" CPB)] 76 1.8 [1.4-2.2] 41 1.7 [1.4-2] 35 1.9 [1.55-2.5] 0.049 (*)
T3 (60" CPB) 78 1.8 [1.52-2.28] 40 1.7 [1.58-2] 38 2[1.52-2.58] 0.12
T4 (15 after end of CPB) 78 1.7 [1.3-2.28] 40 1.5[1.3-2.1] 38 1.9 [1.4-2.58] 0.09

T5 (120’ after end of CPB) 77 1.6 [1.2-2.3] 4 1.5 [1.1-1.7] 36 1.9 [1.3-2.96) 0.008 (**)
T6 (1st day postoperative) 73 1.2 [0.9-1.7) 40 1.25 [0.88-1.63] 33 1.2 [1-1.9] 0.44

All operative time points (T2-T4) 232 1.7 [1.4-2.22] 121 1.7[1.4-2] 111 1.9 [1.44-255] 0.003 (**)

All postop. time points (T5-Té) 150 1.5 [1-2.08] 81 1.4[09-1.7] 69 1.6 [1.1-2.6] 0.02 (*)

Table 3. Overview of the suPAR quantification. Wilcoxon test. P-value is given for 2-group compar-
isons according to column labels. Results for two-factor ANOVA analysis are given in the remaining
rows. Abbreviations: cCPB = conventional cardiopulmonary bypass; MiECC = Minimized extracorpo-
real circulation; suPAR = Soluble urokinase plasminogen activator receptor. * = p <0.05; * = p < 0.01;

= p < 0.001.
AKI/no AKI POD/noPOD miECC/cCBP

Wilcox-Test 0.003 (**) 0.67 <0.001 (***)

ANOVA pVal 0.001 (**) 0.03 (*) <0.001 (***)
T1/preoperative 0.98 1.00 1.00
T2/operative 098 1.00 0.99
T3/operative 1.00 1.00 0.78
T4/operative 0.92 1.00 0.48
T5/postoperative 0.82 1.00 0.11
T6/postoperative 0.83 1.00 1.00

ANOVA pVal <0.001 (***) 0.02 (%) <0.001 (**¥)
preoperative 0.79 1.00 0.98

operative 0.26 1.00 0.03 (*)

postOP 0.13 0.88 0.16

Multivariate regression analysis showed that MiIECC was an influencing factor on
suPAR independent of POD, pneumonia, myocard infarction, angina pectoris, and pre-
existing diseases in general (—0.38 £ 0.1; p < 0.001).

3.3. Secondary Endpoint Analysis
3.3.1. Acute Kidney Injury

Overall, 25 (31.6%) patients suffered from AKI stage 1 or 2, while no patient de-
veloped AKI stage 3. Neither baseline renal parameters were elevated in these patients
(creatinine: 0.9 [0.8-1.0] mg/dL; urea: 30.5 [27.5-41.25] mg/dL) nor were CPB and aor-
tic cross-clamp (ACC) time prolonged (CPB: 86 min [78 min-111 min]; ACC: 59 min
[50 min-79 min]). SuPAR levels differed significantly between patients with or without kid-
ney damage (no AKI: 1.6 [1.1-2.0], AKI: 1.7 [1.3-2.4], p < 0.001; see Supplemental Figure S1
and Supplemental Table S2 for a detailed overview of all time points; pre-, intra- and post-
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operative suPAR kinetics are illustrated in Figure 3). There was no statistical significance
between the occurrence of AKI in patients treated with miECC or cCPB (Figure 2A, Table 1).
Multivariate regression analysis showed that, in addition to the type of CPB, AKI was an
influencing factor on suPAR (—0.45 + 0.1; p < 0.001). To exclude the effect of CPB or ACC
duration, we performed an analysis at T3, which revealed no significant difference between
patients with and without AKI (Table 3).

A B
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Figure 2. Boxplots showing the time course of suPAR in dependence of miECC and ¢CPB for
single timepoints (A) and preoperative, operative, and postoperative periods (B). Overall, the level
of suPAR is statistically significantly lower when using miECC as compared to ¢cCBP (p < 0.001).
SuPAR levels significantly increased during surgery (p = 0.008) and decreased again postoperatively
(p = 0.04). With miECC, suPAR levels significantly increased less during OP than with ¢cCBP (p = 0.03).
Abbreviations: ¢cCPB = conventional cardiopulmonary bypass; miECC = Minimized extracorporeal
circulation; preOP = preoperative; postOP = postoperative; OP = intraoperative; suPAR = Soluble
urokinase plasminogen activator receptor. * = p < 0.05; * = p < 0.01.

Urea decreased significantly on day 1 after surgery and remained significantly lower
as compared to the baseline value. However, the amount of change is without clinical
relevance (Supplemental Table 52). Creatinine decreased significantly during surgery
and then increased to its previous level (except for patients with AKI), whereas GFR
increased significantly during surgery and remained at a higher level close to significance.
The average pre-, intra-, and postoperative plasma concentration of suPAR showed no
correlation with the renal parameters creatinine, urea, and GFR. However, in addition to
the significant group difference in the occurrence of AKI, regression analysis revealed a
37% increase in the likelihood of AKI with each one-unit increase in suPAR (odds ratio
1.37 [1.14-1.67]; p < 0.001). The ROC analysis of postoperative suPAR revealed only a low
predictive capacity for AKI, while intraoperative suPAR levels failed to predict AKI (AUC
ROC suPAR: T3 and T4: 0.560; T5 and Té: 0.613).

3.3.2. Postoperative Delirium

Overall, 19 (24.1%) patients developed POD, while two of those had delirium already
prior to surgery. SuPAR plasma levels did not differ between patients with and without
POD (Figure 2B). suPAR showed limited capacity to predict POD (AUC ROC suPAR: T3
and T4: 0.521; T5 and Té: 0.532). The suPAR kinetics (pre-, intra- and postoperative) are
illustrated in Figure 3.
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Figure 3. Comparison of suPAR plasma levels in patients with and without AKI or POD. Top left:
Overall comparison of suPAR levels between patients with acute kidney injury (AKI) and without
AKI. suPAR levels were significantly higher in the AKI group (p < 0.01). Top right: Time course
of suPAR levels (preoperative, postoperative, and on the day of surgery) in patients with and
without AKI. No significant differences were observed at individual time points. Bottom left:
Overall comparison of suPAR levels between patients with postoperative delirium (POD) and
without POD. No significant difference was observed. Bottom right: Time course of suPAR levels
in patients with and without POD. No significant differences were observed at any time point.
Abbreviations: preOP = preoperative; postOP = postoperative; intra = intraoperative. ** = p < 0.01.

3.3.3. Infectious Complications

No patient developed sepsis, catheter-related bloodstream infections, or urogenital
infection. Pneumonia was the most common infectious disease, with two (2.5%) cases.
In these patients, suPAR plasma levels in general were significantly increased compared
to patients without pneumonia (peak: 3.5 ng/mL at T6 in both patients). Patients with
pneumonia were in need of prolonged invasive ventilation (1.3 days compared to 0.8 in the
case of no pneumonia). Given that only two patients developed pneumonia, we refrained
from calculating the AUC for this outcome. Data on suPAR and the other inflammatory
parameters are shown in Supplemental Table 53.

SuPAR plasma levels neither correlated with CRP nor with leukocytes count or PCT, in-
dependently of the type of CPB (only postoperative values of cCPB: leukocytes count: corre-
lation coefficient —0.06; p = 0.72; CRP: correlation coefficient 0.02; p = 0.92; PCT: correlation
coefficient —0.10; p = 0.58; only postoperative values of MiECC: leukocytes count: correla-
tion coefficient —0.03; p = 0.86; CRP: correlation coefficient —0.28; p = 0.08; PCT: correlation
coefficient 0.03; p = 0.88, Supplemental Figure 52).

4. Discussion

This study presents four key findings. First, it demonstrates that the use of miECC in
cardiac surgery is associated with significantly lower perioperative suPAR levels compared
to cCPB. SuPAR levels increased during surgery, with significantly higher intraoperative
values observed in the cCPB group. Despite this, postoperative suPAR levels decreased
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similarly in both groups. Second, although suPAR levels were significantly higher in
patients who developed AKI, their predictive value for AKI was limited. Third, suPAR did
not predict POD. Fourth, suPAR was elevated in both patients who developed pneumonia.

The primary objective of this study is to demonstrate that miECC reduces suPAR levels,
implying its role in reducing the systemic inflammatory response. The observed increase
in suPAR levels during CPB supports previous studies showing that cCPB exacerbates
systemic inflammation due to blood contact with artificial surfaces, ischemia-reperfusion
injury, and surgical trauma, all of which trigger cytokine release and immune activation [9].
The lower suPAR levels in the miECC group support the hypothesis that minimized circuits
reduce the inflammatory burden, as suggested by Ranucci et al., as well as studies by
Angelini et al. and Anastasiadis et al. [2,21,22], which further support the anti-inflammatory
effects of MiECC in cardiac surgery [20,23]. Studies from the early 2000s found that
MiECC was associated with decreased levels of C-reactive protein, interleukin (IL)-6, tumor
necrosis factor-alpha, and other cytokines [24-28]. This is primarily explained by the
reduced foreign surface area in miECC systems compared to ¢cCPB, resulting in reduced
complement activation and subsequent neutrophil activation. Neutrophils play a pivotal
role in reacting to foreign surfaces by releasing neutrophil extracellular traps, which interact
with the inflammatory and coagulation systems, activating platelets, macrophages, and
other immune cells [29-31]. This process leads to the release of interleukins, particularly
IL-6 and IL-8, strong pro-inflammatory cytokines. suPAR is a part of this cascade, reflecting
systemic immune activation and modulating inflammatory responses by interacting with
uPAR signaling pathways. As a soluble form of uPAR, suPAR is shed from the cell surface
in response to inflammation and immune activation, playing a crucial role in immune cell
recruitment, extracellular matrix remodeling, and ﬁbri_nolysis.

An important limitation of our study is the potential confounding effect of pre-existing
cardiovascular disease on suPAR plasma levels. Patients undergoing cardiac surgery fre-
quently present with a history of myocardial infarction or cerebrovascular events, both
of which are associated with chronic systemic inflammation. While we excluded patients
with acute stroke, a myocardial infarction within 90 days was present in patients with
cCPB. To further assess the influence of recent myocardial infarction, we analyzed pre-
operative TNI plasma levels, which were significantly higher in cCPB patients. As TNI
levels correlated with suPAR, this suggests that myocardial injury may have contributed to
elevated suPAR concentrations and could act as a relevant confounder. However, it must
be emphasized that atherosclerosis, commonly present in all patients undergoing cardiac
surgery, is a chronic inflammatory condition known to elevate suPAR levels, irrespective of
recent ischemic events. suPAR has been proposed as a prognostic biomarker in patients
with myocardial ischemia for this reason [32,33]. Given the prevalence of atherosclerotic
disease in this patient population, complete elimination of this confou.ncling factor is not
feasible. Nevertheless, we acknowledge this limitation and have incorporated it into the
interpretation of our findings.

Next, the duration of CPB may have influenced the observed differences between
MiIECC and cCPB, as the duration of cCPB—unlike ACC—was significantly longer com-
pared to MiECC. While T2 reached statistical significance, a similar difference was observed
at T3, which represents a time point independent of CPB or ACC duration. Given the
visible trend toward higher suPAR levels at T3 and the already significantly elevated levels
at T2 in the CPB group, the lack of statistical significance at T3 is most likely attributable to
the limited number of included patients.

The secondary aim of this study was to assess whether the decrease in suPAR plasma
concentration with miECC is associated with adverse patient outcomes. The results showed
that while suPAR was associated with renal impairment, there was no statistically signifi-
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cant difference in AKI occurrence between patients treated with miECC and those treated
with cCPB. This suggests that despite the reduction of suPAR levels with MiECC, suPAR still
reflects renal damage. However, this study revealed only a moderate predictive capacity of
suPAR for AKI detection. This may be due to the short observation period, although the
first 24 h after surgery and CPB use are critical for these patients. Therefore, early prediction
of AKI remains highly relevant during this period. Rasmussen et al. used this approach and
reported that suPAR was a predictor of AKI after cardiac surgery both preoperatively and
within the first 24 h [8]. Specifically, the risk for AKI (KDIGO 1) was 50% higher if suPAR
plasma levels were doubled. Mossanen et al. supported these findings, also with low
predictive performance, comparable to our study (AUC ROC 0.6 vs. 0.647 vs. 0.613) [11].
Furthermore, the duration of CPB must be considered when analyzing the relationship
between suPAR and AKI. Although prolonged CPB duration correlated with elevated
suPAR levels, it was not associated with the occurrence of AKI in our study. Additionally,
the increase in suPAR levels observed at T3, independent of CPB or ACC duration, did not
differ between patients with and without AKI. This might be explained by the multifactorial
nature of AKI, in which suPAR is not the primary driving factor.

On the one hand, this is surprising, as suPAR is pathophysiologically linked to renal
repair mechanisms, but it might be explained by the complex factors influencing AKI. While
systemic inflammation plays a significant role in renal damage during cardiac surgery, other
factors such as sex, intraoperative hypotension, and pre-existing chronic renal disease can
also contribute to renal failure [34-36]. Furthermore, suPAR is also released by extrarenal
tissues, such as myeloid cells in the bone marrow [37,38]; however, the role of extrarenal
sources of suPAR during cardiac surgery remains unclear. On the other hand, this is not
particularly unusual, as even well-established biomarkers such as creatinine have limited
predictive value for early AKI, given that they primarily reflect reduced GFR as a surrogate
marker [39]. Therefore, the early rise in suPAR may still hold promise in multi-marker
strategies. Combining suPAR with other established early biomarkers (e.g., NGAL, KIM-1,
or cystatin C), clinical parameters, and advanced predictive modeling techniques may
improve overall predictive performance. In particular, artificial intelligence and deep
learning models could enhance AKI prediction by analyzing the temporal patterns of
multiple biomarkers [39,40]. The role of inflammatory biomarkers such as suPAR will be
further explored in future studies.

The lack of a significant association between suPAR and POD contrasts with studies
linking systemic inflammation to neurocognitive dysfunction after surgery [41]. It is well
known that during CPB, a complex inflammatory activation is induced, prompting im-
mune cells, primarily monocytes and neutrophil granulocytes, to secrete proinflammatory
cytokines including IL-13, TNF-a, and IL-6. These cytokines can cross the blood-brain
barrier and either directly affect cerebral immune cells like microglia or increase barrier
permeability. Endothelial activation plays a crucial role by upregulating adhesion molecule
expression, facilitating leukocyte transmigration into brain tissue, and amplifying local
inflammation [42-44]. This inflammatory cascade may result in persistent neuroinflamma-
tion, potentially increasing the risk of postoperative neurocognitive dysfunction. While
inflammatory markers such as CRP and interleukins have been associated with POD [45],
our data suggest that suPAR alone may not be a reliable biomarker for this outcome. This
is surprising, since suPAR has been associated with endothelial damage in the kidney and
other organs and with neurocognitive impairment [46—48]. The small number of included
patients and the variability of data might explain this finding. For this reason, this warrants
further investigation into the role of suPAR in neuroinflammation.

Although our study identified significantly elevated suPAR levels in patients with
prneumonia [9], the small sample size of infected patients limits the generalizability of this
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finding. Nevertheless, since prior studies have highlighted suPAR as a potential biomarker
for sepsis and infection, it could be an interesting target for future research. Therefore, its
clinical utility in predicting postoperative infection requires validation in a larger cohort of
patients with infectious complications.

Several limitations must be considered when interpreting our ﬁndings. First, our study
cohort was relatively small, limiting statistical power, particularly for subgroup analyses
such as pneumonia. Nevertheless, this study yielded important findings that can inform
sample size calculations for future research, in line with its exploratory nature. These results
support further investigation into suPAR release during cardiopulmonary bypass and
underscore the need for larger, prospectively designed studies with more comprehensive
baseline phenotyping. Second, this was a secondary analysis of an observational study,
and unmeasured confounders may have influenced the results. For instance, only white
Caucasians were included in this study. The SAfrEIC study showed that suPAR levels were
higher in black compared to white South African males. Further, it has been described that
women have a 10% higher plasma level of suPAR [49,50]. Further, the lack of randomization
between the miECC and cCPB groups may have introduced selection bias, as the choice of
CPB type was based on clinical judgment. This limits the ability to draw causal conclusions
regarding the effect of the perfusion technique on biomarker levels. Third, the lack of
randomization and the absence of predefined criteria for assigning patients to concurrent
studies may have introduced selection bias, despite the strict application of inclusion and
exclusion criteria. This limits the ability to draw causal conclusions regarding the effects
of CPB type. Fourth, while we observed an association between suPAR levels and AKI,
the biomarker’s predictive value was modest, suggesting that additional markers or a
multimodal approach may be necessary for accurate AKI risk stratification. Finally, this
study focused on elective CABG surgery, and the findings may not be generalizable to
other cardiac procedures.

5. Conclusions

This study provides evidence that miECC is associated with lower intraoperative
suPAR levels, suggesting a reduced i.nﬂam.matory response compared to cCPB. While
suPAR levels were significantly higher in patients with AKI, their predictive value for AKI
remains limited. Furthermore, suPAR did not predict POD but was elevated in patients
with pneumonia. These findings underscore the potential role of suPAR as an inflammatory
biomarker in cardiac surgery, but further studies with larger cohorts and external validation
are needed to clarify its clinical utility.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/jem14145020/s1: Table S1: Details on the used CPB materi-
als. Abbreviations: CPB = Cardiopulmonary bypass, cCPB = Conventional cardiopulmonary
bypass, MiECC = Minimized extracorporeal cardiopulmonary bypass; Table S2: Overview of
the suPAR quantification in dependence on the occurrence of AKL. Measurements are given
as median [interquartile range]. Abbreviations: ¢CPB = conventional cardiopulmonary bypass;
miECC = Minimized extracorporeal circulation; suPAR = Soluble urokinase plasminogen activator
receptor; Table S3: Overview of the inflammatory parameters at different time points. Values are
given as median [IQR]. Abbreviations: CRP = C-reactive protein; GFR = glomerular filtration rate;
PCT = Procalcitonin; IQR = interquartile range; N.A. = Not available; Figure S1: Boxplots showing
the time course of suPAR in dependence on the occurrence of AKI. Abbreviations: cCPB = conven-
tional cardiopulmonary bypass; miECC = Minimized extracorporeal circulation; suPAR = Soluble
urokinase plasminogen activator receptor; AKI = acute kidney injury; Figure S2: Boxplots show-
ing the time course of the inflammatory parameters and suPAR. Abbreviations: CRP = C-reactive
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protein. PCT = Procalcitonin, preOP = preoperative; postOP = postoperative; OP = intraoperative,
suPAR = soluble urokinase plasminogen activator receptor.
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Abstract

Background Acute kidney injury (AKI) displays a common complication after cardiac surgery and must be diagnosed
as early as possible. Soluble delta-like protein 1 (sDLL1) was originally evaluated as a sepsis biomarker but might

also indicate other adverse outcomes. This study aims to investigate sDLL1 levels, examining its potential relationship
with AKl and postoperative delirium (POD) after cardiac surgery and its predictive value.

Methods This secondary analysis of a prospective observational trial included elective cardiac surgery patients. ELISA
was used for the quantification of sDLL1. Statistical analysis involved repeated measures ANOVA and Pearson’s correla-
tion to assess associations between sDLL1 levels, renal, and inflammatory parameters. Receiver operating curves were
used for prediction analysis.

Results Ninety patients were included in the study. Compared to patients without AKl, those with AKI (6.1%)
showed significantly elevated plasma levels of SDLLT postoperatively (no AKI 630849 [5121.27-7955.28], AKI 7,714.77
[7151.06-10,514.73] ng/mL; p=0.01). Postoperative sDLL1 levels showed only a low predictive value for AKI (AUCROC
0.63, sensitivity 0.91, specificity 0.53). Postoperative sDLLT measurements were also significantly elevated in patients
with POD (23.3%). Further, postoperative sDLL1 plasma levels showed a moderate prediction for the identification

of POD (AUCROC 0.72, sensitivity 0.64 specificity 0.73).

Conclusion This study demonstrates that sDLL1 provides moderate predictive value for AKl and POD after cardiac
surgery and may provide valuable insights into postoperative complications. sDLL1 levels increase independently

of CPB type, suggesting a role in the inflammatory response to the cardiopulmonary bypass and surgical stress rather
than specific renal injury.
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Background

In 2019, soluble Delta-like protein 1 (sDLL1), a canoni-
cal notch ligand, was identified as a promising diag-
nostic biomarker due to its discriminatory potential,
particularly in the context of sepsis (Gallenstein et al.
2023; Hildebrand et al. 2019; Schneck et al. 2022). sDLL1,
part of the Delta/Jagged family of transmembrane pro-
teins, is involved in the activation of intracellular path-
ways during embryonic angiogenesis and hematopoiesis
(Bray 2016; Kovall et al. 2017). While sDLL1 has been
predominantly studied in cancerous and infectious dis-
eases (Capaccione and Pine 2013; Hildebrand et al. 2018;
Penton et al. 2012), recent research has highlighted its
role in sepsis (Gallenstein et al. 2023; Hildebrand et al.
2019; Holle et al. 2023; Schneck et al. 2022). sDLL1
interacts with human monocytes, triggering a cellular
immune response via notch signaling and releasing pro-
inflammatory cytokines (Hildebrand et al. 2018). Addi-
tionally, it contributes to sepsis-induced endothelial
damage, leading to impaired vascular barrier function
(Joffre et al. 2020; Moll et al. 2021). The notch signaling
pathway has garnered interest in sepsis research due to
its influence on T-cell dysfunction and potential role in
sepsis-induced immunosuppression (Jin et al. 2019; Pan
et al. 2015; Venet and Monneret 2018). In septic patients,
sDLL1 levels showed superior diagnostic accuracy com-
pared to established markers such as CRP, leukocytes,
and procalcitonin (PCT) (Hildebrand et al. 2019).

Own data suggested that sDLL1 might also be influ-
enced by renal function (Schneck et al. 2022). This has
been demonstrated in septic patients for the first time
and must be confirmed by further studies. For this rea-
son, we aimed for another study collective offering a
high risk for renal dysfunction. Patients undergoing car-
diac surgery are at an increased risk for suffering perio-
perative acute kidney injury (AKI) and were therefore of
interest. The incidence of AKI is described as being up to
40% after cardiac surgery, causing significant impact on
the patients’ long-term morbidity and mortality (Horne
et al. 2023; Ortega-Loubon et al. 2022; Srivastava et al.
2012; Vandenberghe et al. 2015). It is of high importance
that AKI is diagnosed as early as possible to provide ade-
quate treatment (Yu et al. 2023).

In our previous study, we compared septic patients with
patients either undergoing cardiac or major abdominal
surgery (Schneck et al. 2022). sDLLI increased already
at the postoperative time point after cardiac surgery and
increased further over the first 24 h, which was not seen
in abdominal surgery. For this reason, questions were
raised if it was connected to renal function (measured
as creatinine, urea and glomerular filtration rate) and if
it could be used as a biomarker for AKI. Therefore, this
study aims to investigate SDLLI levels in elective cardiac
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surgical patients to explore its potential relationship with
renal function and its predictive value for the detection
of AKL

As a secondary aim, this study seeks to explore the
potential association of SDLL1 with other adverse events
following cardiac surgery. Given its established role
as a sepsis biomarker, the first objective is to investi-
gate the relationship between sDLL1 and postoperative
infections.

Additionally, the study will examine its association with
postoperative delirium (POD), since notch signaling,
which is regulated by DLLI, plays a key role in neuronal
development and the regulation of neuronal apopto-
sis induced by neuro-inflammation. This is of particular
interest, as, in addition to surgical trauma, inflamma-
tion plays a pivotal role in the development of POD and
POCD after cardiac surgery (Liu et al. 2018; Staicu et al.
2025). The inflammatory response can impair brain func-
tion by disrupting synaptic plasticity and promoting neu-
roinflammation (Sekine and Uchino 2017). Furthermore,
this is characterized by elevated levels of proinflamma-
tory cytokines and inflammatory biomarkers, which
have been shown in clinical studies to correlate with
the occurrence of POD and POCD (Sekine and Uchino
2017). While the underlying mechanisms are complex
and multifactorial, targeting perioperative inflammation
represents a promising approach to reduce the risk of
POD and POCD. In a randomized controlled trial, Glu-
mac et al. demonstrated that preoperative administration
of dexamethasone significantly reduced both the inci-
dence and severity of early POCD in patients undergo-
ing cardiac surgery (Glumac et al. 2017). This benefit was
accompanied by a marked reduction in systemic inflam-
matory response syndrome and lower postoperative
C-reactive protein levels, indicating that the anti-inflam-
matory effects of corticosteroids likely contributed to the
cognitive protection observed. Notably, the involvement
of sDLLI in postoperative delirium has not yet been
investigated (Ables et al. 2011).

The primary aim of this study is to investigate whether
perioperative sDLL1 kinetics reflect renal dysfunction
and correlate with the development of AKI after cardiac
surgery. Additionally, we explored whether elevated or
dynamic changes in SDLL1 levels are associated with the
occurrence of postoperative infections or POD.

Methods

Study design

This study presents a secondary analysis of an observa-
tional trial at a tertiary university hospital (Zajonz et al.
2023). It was registered in the German Clinical Trials
Register (trial registration: DRKS00010959) and per-
formed with permission of the local ethics committee
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(Justus Liebig University Giessen, Giessen, Germany;
approval number AZ: 30/16). Written informed consent
was obtained from all patients. The study was conducted
according to the principles of the Declaration of Helsinki
(2013). The methods and results are presented accord-
ing to the Strengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology (STROBE) guidelines (von Elm
et al. 2008).

Study endpoints

The primary study goal objective was to quantify the
amount of sDLL1 during the perioperative period and
to identify a correlation with renal damage defined as
increase to or above stage I by the definition of KDIGO
(Kellum and Lameire 2013). Further, kidney parameters
are correlated with the concentration of sDLLI as a sur-
rogate of renal function.

Secondary outcome parameters included postopera-
tive infections (defined as pneumoniae, catheter-related
bloodstream infections [CRBSI], and urogenital infec-
tions) and the development of POD. Secondary outcome
parameters included postoperative infections, defined as
pneumonia, catheter-related bloodstream infections, and
urogenital infections. Pneumonia was diagnosed based
on the presence of new or progressive infiltrates on chest
imaging, combined with at least two of the following clin-
ical criteria: fever, leukocytosis or leukopenia, purulent
respiratory secretions, and increased oxygen require-
ments. CRBSI was defined by systemic signs of infection
in a patient with a central venous catheter, along with
microbiological evidence of the same pathogen in blood.
Urinary tract infections were diagnosed based on fever,
in combination with laboratory findings, including signif-
icant bacteriuria, with or without positive urine cultures.
After extubation, POD development was monitored
for 7 days using the Intensive Care Delirium Screening
Checklist (ICDSC) and Confusion Assessment Method
for the Intensive Care Unit (CAM-ICU). A patient with
a positive result with either instrument was considered to
have POD.

Patient recruitment

Patients were recruited between September 2016 and
January 2020. Patients were included if elective coro-
nary artery bypass graft (CABG) surgery with postop-
erative intensive care treatment was performed. Further,
inclusion criteria included age>18 years, elective on-
pump CABG surgery, and the ability to communicate
in German or English. Patients were excluded in case of
missing consent, denial of participation, pregnancy, pre-
operative atrial fibrillation, severe bradycardia (<60 bpm;
types: sinus bradycardia, atrial fibrillation with low fre-
quency, nodal rhythm, and second- or third-degree
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atrioventricular block), acute infection before surgery,
pre-existing autoimmune disease, immunomodulatory
medication, left ventricular ejection fraction<30%, and
renal insufficiency (Kidney Disease Improving Global
Outcome score > 2). Further exclusion criteria were pseu-
docholinesterase deficiency, cognitive dysfunction (e.g.,
history of schizophrenia, other severe psychiatric condi-
tions, or dementia with inability to adequately answer the
CAM-ICU or ICDSC), and recent or persistent neuro-
logical impairment (e.g., acute cerebral infarction, intrac-
ranial bleeding, or acute meningitis in the last 3 months
prior to study inclusion leading to inability to answer the
CAM-ICU or ICDSC).

Management of cardiopulmonary bypass

The patients in this non-interventional study underwent
standard anesthetic induction with sufentanil (0.25-
0.5 pg/kg), etomidate (0.1-0.2 mg/kg), and pancuro-
nium (0.05-0.1 mg/kg). Anesthesia was maintained using
propofol (3 mg/kg/h) and sufentanil (0.3-1 pg/kg/h).
Central venous access was established via the internal
jugular vein, and arterial blood pressure was monitored
through the radial artery.

Both conventional CPB (¢cCPB) and minimized extra-
corporeal circulation (MiECC) utilized the S5 Heart—
Lung Machine (LivaNova, London, UK) equipped with
membrane oxygenators. MiECC employed the CAPIOX®
FX 15 Oxygenator (Terumo, Tokyo, Japan), while cCPB
used the Inspire® 6 F Oxygenator (LivaNova, London,
UK) alongside a specialized perfusion tubing system
(LivaNova, London, UK). For ¢CPB, a roller pump and
an additional reservoir (LivaNova, London, UK) were
implemented, whereas MiECC operated with a centrifu-
gal pump, without the need for a reservoir or hemofilter.

The priming solution for the circuits consisted of 1 L
of crystalloid (Sterofundin Is0®, Braun, Melsungen, Ger-
many), 250 mL of 15% mannitol (Serag-Wiessner, Naila,
Germany), and 50 mL of 20% albumin (CSL Behring,
Marburg, Germany). For MiECC, 10,000 LU. of heparin
was added, while only 2500 L.U. was required for cCPB.

Sample processing

Blood was collected at six time points: immediately
after induction of anesthesia (T1); 15 (T2) and 60 (T3)
min after the commencement of CPB, respectively;
and 15 (T4) and 120 (T5) min after the end of CPB
after admission to the intensive care unit (ICU). Last,
blood was drawn through the arterial line with the rou-
tine laboratory control at the early morning of the first
postoperative day (T6). Blood was collected in ethylen-
ediaminetetraacetic acid (EDTA) tubes (approximately
20 mL). Plasma samples were stored at — 80 °C. Clini-
cal and laboratory data were obtained from the patient
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data management system (IMESO GmbH, Giessen,
Germany).

Quantification of sDLL1

The plasma concentration of sDLL1 was quantified using
a commercially available enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit (RayBiotech Life, Inc., Norcross, USA)
according to the manufacturer’s instructions. To fit meas-
urements into the calibration curves and simultaneously
reduce interfering matrix effects, all samples were diluted
1:30 (or higher if demanded by the concentration) with
the supplied Assay Diluent A prior to the measurements.
An ELx808 microplate reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, USA) was used for absorbance measurements,
with a subsequent automatized calculation of concen-
trations by the corresponding Gen5 software (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, USA).

Statistical analysis

All numeric data were expressed as median and inter-
quartile range (IQR). The analysis of variations in plasma
sDLLL1 levels across different time points was performed
by repeated measures ANOVA, followed by the Tukey
HSD test. The comparison of postoperative sDLL1 lev-
els for patients with POD or AKI versus those with-
out, respectively, was done by Wilcox Test. Potential

Table 1 Baseline characteristics
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correlation between plasma sDLLI levels and inflam-
matory and renal parameters was analyzed by Pearson’s
correlation coefficient. Influence of sDLL1 on POD or
AKI has been examined by logistic regression analy-
sis while receiver operating characteristic (ROC) curve
analyses were used for the calculation of area under the
ROC curve (AUCROC), sensitivity, and specificity of
inflammatory and renal parameters. p-values<0.05 were
considered statistically significant and set as two-sided.
All data were stored in an external database (Microsoft
Excel, Redmond, USA). Data were analyzed using R ver-
sion 4.3.2 (2023-10-31; www.r-project.org).

Results

Study cohort

Of the 100 patients included in the primary study, suf-
ficient sample volume for this secondary analysis was
achievable for 90 patients. The characteristics of these
90 patients are shown in Table 1. The only difference
between the study groups was the incidence of myo-
cardial infarction within the 90 days prior to surgery,
with a higher occurrence in the ¢cCPB group (p<0.001).
No correlation was found between underlying dis-
eases and sDLLI concentrations, except for diabetes
(logistic regression, p<0.001). No patient died during
the observational period. Plasma levels of sDLL1 were

Parameters All patients MIECC «CPB

Age (years) 64[57.25-71] 61.5[56.75-71] 67.5[59-725]

Male sex, n (%) 79(878) 44(91.7) 35(833)

BMI (kg/m?) 2904 292 2841
[2602-32.13] [27.74-31.85] [24.97-3298]

EuroSCORE 1.06 [0.76-1.32] 0.96 [0.76-1.25] 1.13[0.77-1.52]

Pre-existing diseases

Angina pectoris, n (%) 59(67.0) 34(723) 25(61.0)

Arterial hypertension, n (%) 78 (87.6) 43 (896)) 35(854)

Acute myocardial infarction, n (%) 22(247) 9(188) 13(317)

Myocardial infarction within the last 90 days prior 19(216) 4(85) 15(36.6)

to surgery, n (%)

Concurrent valvular disease

Stroke, n (%) 11(124) 2(42) 9(220)

Diabetes, n (%) 35(393) 18 (37.6%) 17 (41.5%)

Chronic obstructive pulmonary 10(112) 5(104) 5(12.2)

disease (> 1), n (%)

Smoker, n (%) 54(60.7) 28(583) 26 (634)

Alcohol abuse, n (%) 2(22) 11 1(24)

Process times

Duration of anesthesia (min) 201.5[172.56-2335] 192.75 [168.19-224] 21488 [189-2485]

Duration of CPB (min)

Duration of invasive ventilation (min)

83[72-105]
809 [605.25-1079.5]

78 [68.75-92.25]
7805 [576-1077.75]

90[77-1125)
834 [655-1144.75]

Abbreviation: CPB Cardiopul y bypass
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correlated with the duration of anesthesia (correlation
coefficient=0.30 [0.08-0.49]; p=0.007).

Time courses of sDLL1

Independently of the type of CPB, the amount of sDLL1
increased significantly in comparison to the preopera-
tive values. The increase began 15 min after the ending
of the CPB (T4), independently of the use of MiECC or
cCPB (Fig. 1, Table 2). Summarized data of the post-
operative time points (T5 & T6, MiECC and cCPB)
showed significant elevation of sDLL1 compared to
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T1-T4 (all p<0.001), whereas sDLLI is already ele-
vated close to the end of CPB, respectively (T4 com-
pared to T5 and T6: p=0.006 and p <0.001).

Overall, sDLL1 concentrations were not signifi-
cantly lower in patients undergoing MiECC compared
to cCPB (p=0.75). However, a significant increase
in sDLLI1 levels was observed with cCPB as early as
T4 (cCPB T4 vs. T1: p<0.01, T2: p<0.01, and T3:
p<0.05; T5 and T6 vs. T1, T2, and T3: p<0.001), while
with MiECC, a significant increase was only observed
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Fig. 1 Boxplots showing the time course of sDLL1 in dependence on MiECC and cCPB. Asterisks refer to the boxplots below and denote significant
differences compared to T1, T2, and T3 (cCPB | MiECC; ***p<0.001, **p < 0.01 *p< 0.05). Abbreviations: cCPB=conventional cardiopulmonary bypass,
MIECC=minimized extracorporeal circulation, sDLL1 =soluble Delta-like canonical Notch ligand

Table 2 Overview on the results of the sDLL1 quantification

sDLL1 (ng/mL) sDLL1 (ng/mL) sDLL1 (ng/mL) p-value
All patients POD non-POD

T1 (preoperative) 364782 3825.60 363151 1.00
[2898.75-443547] [2680.14-5245.14] [3034.72-4287.95]

T2(15°CPB)] 347265 378093 347265 1.00
[2899.05-4416.65] [3029.38-5494.32] [2880.16-4181.87]

T3(60°CPB) 382077 478554 3615.21 098
[2945.75-5297 3] [3815.94-6181.35] [28473-477381]

T4(15" after end of CPB) 524854 597069 507402 098
[4074.91-6982.27] [4677.93-8163.12] [4027.88-6589.26]

T5(120" afterend of CPB) 6370.77 [5043.51-8106.96] 7896.15 6027.78 004

[6557.85-11,868.75] [4767.7-7330.26]

T6 (1st day postoperative) 6511.14 828225 61062 <0.001
[5441.26-82186] [6468.03-11364.72] [517792-751433]

All postoperative time points 649047 614350 6903.57 ns.

summarized (T5-T6) [5233.52-8224.22] [5063.32-8185.73] [5545.01-8178.04]

Measurements are given as median [interquartile range]; p-value is given for comparison POD vs. non-POD

Abbreviations: POD=p

delirium (three patients with preoperative delirium included), sDLL1 soluble Delta-like canonical Notch ligand 1
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at T5 and T6 (MiECC T5 and T6 vs. T1, T2, and T3:
p<0.001). Absolute values are shown in Table 1.

Primary endpoint analysis

sDLL1 as potential predictive biomarker for AKI

Altogether 28 patients (31.1%) suffered from an AKI
stage 1 or higher (AKI 1 n=24 [26.7%]; AKI 2 n=3
[3.3%]; AKI 3 n=1 [1.1%]; Fig. 2D). Postoperative
sDLL1 levels in patients with AKI were statistically
significantly higher than those in patients without
kidney damage (no AKIL: 6150.99 [5115.12-7540.8],
AKI 7515.54 [5852.94-10,890.24]; p=0.002). Urea
decreased significantly on day 1 after surgery com-
pared to the baseline value; however, without a clinical
relevance (baseline urea [T1]=30 [26-37], postopera-
tive [T5 and T6] =27 [22-32]; p=0.004). The averaged
pre-, intra-, and postoperative plasma concentration of
sDLL1 showed a correlation with the renal parameters
creatinine, urea, and GFR, especially in the postopera-
tive period (all timepoints: creatinine: correlation coef-
ficient=0.25, adj. ?=0.06, p<0.001; urea: correlation
coefficient=0.20, adj. *=0.04, p<0.001; glomerular
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filtration rate [GFR]: correlation coefficient= —0.21,
?=0.05, p<0.001; post-operative timepoints [T5
and T6]: creatinine: correlation coefficient=0.39, adj.
?=0.15, p<0.001; urea: correlation coefficient=0.41,
adj. =016, p<0.001; GFR: correlation coefficient=
-0.31, #=0.09, p<0.01; Fig. 2A~C). However, postop-
erative SDLL1 levels provided only limited value in pre-
dicting AKI (Table 3).

Secondary endpoint analysis

sDLL1 as potential predictive biomarker for infection

No patient developed a sepsis, catheter-related blood-
stream infection, or urogenital infection. Pneumonia
was the most common infectious disease with three
(3.3%) cases. In these patients, postoperative sDLL1
plasma levels were not significantly increased com-
pared to patients without pneumonia (without pneu-
monia 6419.4 [5126.95-8256.04]; with pneumonia:
7235.43 [7010.65-7457.26]; p=0.36). Data of sDLL1
and the other inflammatory parameters are shown in
Supplementary Table S1.
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Fig. 2 Scatterplots showing the correlation of SDLL1 with the GFR (A), the concentration of urea (B) and creatinine (C). D demonstrates
boxplot diagrams of sDLL1 at different time frames in dependence on the occurrence of an AKI. Abbreviations: GFR=glomerular filtration rate;
OP=intraoperative (T2-4); preop = preoperative (T1); postop=postoperative (T5 and T6); sDLL1 =soluble Delta-like canonical Notch ligand
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Table 3 Results of the logistic regression and ROC analysis for the prediction of AKI of the postoperative timepoints (TS and T6)

Parameter AUCROC [95% CI] Cutoff value Specificity Sensitivity p-value
sDLL1 (ng/mL) 063 [0654-0.73] 758742 0.76 049 0.003
Creatinine (mg/dL) 0.72[059-0.84] 095 084 058 0.006
Glomerular filtration rate 0.76 [0.63-0.89] 855 081 067 <0001
(mL/min)

Urea (mg/dL) 0.66 [0.53-0.80] 285 0.72 061 0.035

ROC analysis included all postoperative time points of the surgical patients

Abbreviations: AKI Acute kidney injury, AUCROC Area under the ROC curve, 95% Cl 95% confidence interval, ROC Receiver operating characteristic, sDLL1 soluble Delta-

like canonical Notch ligand

sDLL1 as a potential biomarker for postoperative delirium
Overall, 21 (23.3%) patients developed POD, while three
of those had delirium already prior to surgery. Postop-
erative (T5 and T6) sDLL1 plasma levels were signifi-
cantly elevated in patients with POD (Table 4, Fig. 3) and
showed a moderate prediction for the identification of
POD (AUCROC 0.72, sensitivity 0.64 specificity 0.73,
p<0.001, Fig. 4). A trend towards predictiveness can
already be seen during surgery (p<0.05).

Discussion

This study revealed three main findings. First, it demon-
strated the intra- and early postoperative dynamics of
sDLLI, which have not yet been described. sDLLI levels
rose as early as 15 min after the end of CPB, regardless
of whether MiECC or cCPB was used, indicating that the
type of CPB did not influence sDLLI release. Second,
plasma concentrations of sDLLI increased in the early
postoperative phase, correlated with renal parameters,
and provided moderate predictive value for AKI. Lastly,
sDLLI concentrations were elevated in patients who
developed POD and showed also moderate prediction for
identifying POD.

Since sDLL1 has been evaluated as a biomarker for
gram-negative infections and sepsis, its behavior dur-
ing cardiac surgery has hardly been investigated. This
study suggests that sDLL1 is robust against preopera-
tive confounders such as pre-existing diseases or medi-
cations. Only pre-existing diabetes correlated with
increased sDLL1 concentrations, a finding not previ-
ously reported. Furthermore, neither the induction
of anesthesia nor the initiation of CPB raised sDLL1
plasma levels immediately. Interestingly, it was not
the duration of CPB but the duration of anesthesia
that was associated with elevated sDLL1 levels, raising
the question of whether CPB alone is responsible for
sDLLI release. A potential link between anesthesia and
adverse outcomes could be the drug interactions or the
occurrence of intraoperative hypotension, for exam-
ple (Sun et al. 2018; Wesselink et al. 2018; Zarour et al.
2024). The finding that MiECC did not reduce circulat-
ing sDLL1 compared to cCPB suggests that CPB is not
the sole contributor to sDLLI release. This result was
somewhat unexpected, as MiECC is known to reduce
other inflammatory biomarkers (Liebold and Albrecht
2019; Remadi et al. 2006; Zajonz et al. 2022). Although

Table 4 Overview on the results of the sDLL1 quantification in patients with and without POD

sDLL1 (ng/mL) sDLL1 (ng/mL) sDLL1 (ng/mL) p-value
All patients POD non-POD

T1 (preoperative) 3647.82 3825.60 3631.51 1.00
[2898.75-443547) [2680.14-5245.14] [3034.72-4287.95]

2(15°CPB)] 347265 3780.93 347265 1.00
[2899.05-4416.65] [3029.38-5494.32] [2880.16-4181.87]

T3 (60" CPB) 3820.77 4785.54 3615.21 098
[2945.75-52973] [3815.94-6181.35] [2847.3-477381]

T4(15" afterend of CPB) 524854 5970.69 5074.02 098
[4074.91-6982.27) [4677.93-8163.12] [4027.88-6589.26]

T5(120" afterend of CPB) 6370.77 [5043.51-8106.96] 7896.15 6027.78 0.04

[6557.85-11,868.75] [4767.7-7330.26]
T6 (1st day postoperative) 6511.14 8282.25 61062 <0.001

[5441.26-8218.6]

[6468.03-11364.72] [5177.92-751433]

Measurements are given as median [interquartile range]; p-value is given for comparison POD vs. non-POD

Abbreviations: POD postoperative delirium (three patients with preoperative delirium included), sDLL1 soluble Delta-like canonical Notch ligand 1
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Fig. 3 Boxplot demonstrating differences in the sDLL1 plasma levels in dependence on the occurrence of POD. Abbreviations: OP =intraoperative
(T2-4); preop = preoperative (T1); postop= postoperative (T5 and T6); POD= postoperative deliriu
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Fig. 4 ROC curve demonstrating the predictive power of postoperative sDLL1 plasma levels for positive diagnosis of delirium (POD) and kidney
damage (AKI). Abbreviations: AKl=acute kidney injury; AUC=area under the curve; POD =postoperative delirium

our previous study did not describe the intraoperative
course of sDLL1, it did measure levels post-cardiac sur-
gery (Schneck et al. 2022). Compared to the current
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results, it is notable that overall sDLL1 concentra-
tions were lower in the previous study, although the
relative changes (doubling from preoperative to 24 h
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postoperatively) remained comparable. The cause of
this discrepancy is unclear, as both studies included
patients undergoing elective CABG surgery, with
MIECC accounting for the lower sDLL1 concentrations.

The use of CPB in cardiac surgery has a profound
impact on inflammatory processes of the human body.
Exposure to artificial surfaces, ischemia-reperfusion
injury, and the sheer physical stress induced by CPB col-
lectively trigger a systemic inflammatory response. This
heightened inflammatory state can significantly alter the
levels of numerous biomarkers, often resulting in non-
specific elevations that obscure their diagnostic or prog-
nostic value (Squiccimarro et al. 2022). The systemic
inflammatory response triggered by CPB, including the
activation of cytokines, complement pathways, and leu-
kocytes, may elevate biomarker levels nonspecifically.
The role of sDLL1 in the context of CPB is not yet well
understood. However, since the Notch signaling pathway
plays a key role in the development of cardiac and vascu-
lar tissue, it can be assumed that it is involved in the CPB-
related inflammatory response (MacGrogan et al. 2018).
One possible link is the interaction between metallopro-
teases and the Notch signaling family, including sDLLI.
For instance, strong inflammation and cardiovascular dis-
ease lead to an upregulation of ADAM metalloproteases
(A Disintegrin and Metalloproteinase, ADAM10/17),
which cleave membrane-bound DLL1 (Dyczynska et al.
2007; Quillard and Charreau 2013). This process is fur-
ther amplified by complement activation and damage-
associated molecular patterns (DAMPs), which stimulate
Toll-like receptors and activate NF-kB—dependent path-
ways, thereby enhancing both DLL1 expression and its
proteolytic processing. Inflammatory cytokines such as
tumor necrosis factor (TNF), interleukin-1f (IL-1p), and
interferon-y (IFN-y) induce a shift in the expression pat-
tern of Notch molecules in endothelial cells, which are
also directly affected by CPB. This mechanism may con-
tribute to post-CPB vascular leakage and other complica-
tions such as AKL

The generalized inflammatory response can also reduce
the specificity of AKI biomarkers, making it challenging
to distinguish true renal injury from the inflammatory
background noise caused by CPB. Consequently, the reli-
ability of biomarkers as indicators of specific pathophysi-
ological conditions is compromised, as their levels may
reflect not only the underlying disease process but also
the generalized inflammatory response induced by CPB.
Consequently, markers such as neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL) and kidney injury mol-
ecule-1 (KIM-1), while potentially useful in detecting
AKI, may reflect, particularly in less severe cases of AKI,
the overall inflammatory status rather than isolated renal
damage (Doi et al. 2013; Ho et al. 2015).
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For this reason, the search for biomarkers for AKI is
continuing. It was known that sDLL1 is robust to the
influence of confounding factors such as pre-existing
diseases and medications, which has also been dem-
onstrated in this study. However, a previous own study
showed a potential association of sDLL1 and distur-
bances of the renal function (Schneck et al. 2022). There-
fore, the primary aim of this study was to investigate if
sDLL1 was associated with the renal parameters and
AKL 31.1% of patients developed stage I AKI, and we
demonstrated that sDLL1 correlated with renal param-
eters and was significantly elevated in patients with AKI
compared to those without. Nevertheless, postopera-
tive sDLL1 plasma levels demonstrated little predictive
power for detecting AKI, with sensitivity and specificity
comparable to that of GFR, creatinine and urea (sDLL:
sensitivity 0.77, specificity 0.49). This result indicates
that sDLL1 release might be triggered by the nonspecific
inflammatory response induced by anesthesia, surgery,
or CPB rather than a specific renal source. However, only
the postoperative increase in sSDLL1 correlated with renal
damage, limiting its utility as a tool for preoperative risk
assessment. Interestingly, the only prior study investigat-
ing the relationship between sDLL1 and AKI reported an
AUCROC of 0.9 [0.82-0.9] for AKI detection in septic
and postsurgical patients, suggesting synergistic effects
between infectious disease and AKI (Schneck et al. 2022).
It is possible that sepsis, which leads to much higher
sDLL1 concentrations and more severe AKI, enhanced
the sensitivity and specificity of sDLL1 for AKI detection.
In summary, sDLL1 is most likely not suitable as a stan-
dalone biomarker for AKI; however, its association with
renal function should be considered when using it as an
infectious biomarker. Furthermore, it may have utility in
multi-panel approaches that are also being explored for
AKI detection following cardiac surgery (Kalisnik et al.
2022; Squiccimarro et al. 2022). It would be ideal to iden-
tify preoperative parameters, as this would allow for risk
assessment before surgery rather than relying solely on
intraoperative findings without the possibility of thera-
peutic actions (e.g., preconditioning).

In an exploratory approach, we set a secondary aim for
the study to investigate the predictive capacity of sDLL1
for identifying POD. Surprisingly, our findings showed
that postoperative sDLL1 concentrations were increased
in patients with POD, and furthermore, that sDLL1 was
predictive for its identification. This is the first study
to describe this finding; therefore, it should be inter-
preted with caution until confirmed in subsequent stud-
ies. These findings may be explained by several factors.
First, sDLL1 could serve as a biomarker for inflamma-
tory processes associated with surgical stress. It is well
established that surgical procedures trigger a systemic
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inflammatory response, which may stimulate the release
of sDLLI1. Given that POD is often linked to inflamma-
tory and neuroinflammatory reactions, the elevated
sDLL1 levels might indicate underlying pathophysiologi-
cal processes (Jin et al. 2020). Additionally, sDLL1 may
play a role in neuronal signaling and the regulation of
cell adhesion (Ables et al. 2011; Gallenstein et al. 2023).
Dysregulation of these processes could contribute to the
development of POD by exacerbating neuroinflamma-
tory mechanisms or impairing neuronal homeostasis.
Lastly, even though sDLL1 seemed to be robust against
confounding factors, it cannot be ruled out by one study
that the association between increased sDLL1 and POD
might also be influenced by patient characteristics such
as age, cognitive impairments, or preoperative comorbid-
ities, which could affect both sDLL1 levels and the risk of
developing POD. These factors warrant further investiga-
tion in future studies to validate the role of sDLL1 as a
biomarker for POD and to better understand the under-
lying mechanisms.

This study has several limitations. First, the relatively
small sample size of the study limited its statistical power,
particularly with regard to subgroup analyses such as
infectious complications. Nonetheless, the findings pro-
vide valuable insights that may guide sample size estima-
tions for future research, consistent with the exploratory
nature of the study. The results highlight the relevance of
further investigating sDLL1 dynamics during CPB and
emphasize the need for larger, prospectively designed
studies with a higher number of patients. Second, as a
secondary analysis of an observational study, plasma
concentrations of PCT were not available for all patients.
However, since PCT kinetics typically develop after 24 h,
a timepoint beyond the observational period, this limita-
tion is of only minor relevance to the study (Aouifi et al.
1999). Furthermore, the observed increase in PCT levels
was only modest. Additionally, due to the study’s design,
it was not possible to measure sDLL1 concentrations
in urine, which would have been of considerable inter-
est. Third, the observation period was relatively short
because of the study’s exploratory nature. Fourth, the
inclusion period was prolonged due to competing stud-
ies; however, anesthetic approaches remained unchanged
during this time frame. Finally, as previously noted, this
study does not elucidate the underlying mechanisms of
sDLL1 release in surgical intensive care patients.

Conclusion

In conclusion, this study demonstrates that sDLL1 is
associated with renal damage and POD following car-
diac surgery and may support the prediction of POD.
sDLLI levels increase independently of CPB type, sug-
gesting a primary role in the inflammatory response to
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surgical stress rather than indicating specific renal injury.
These findings highlight the potential utility of sDLLL
for detecting AKI and POD; though further research is
essential to confirm its relevance and clarify the mecha-
nisms underlying its release in cardiac surgery patients.
Particularly, the low predictive ability for detecting AKI
warrants further investigation.
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