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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Stickstoffmonoxid (NO)

Verdnderungen des Blutgefdflsystems wie beispielsweise Atherosklerose und
Endotheldysfunktionen stellen die haufigsten Ursachen kardiovaskuldrer Erkrankungen
dar — diese wiederum sind die hdufigste Todesursache innerhalb der westlichen
Industrienationen (Statistisches Bundesamt 2008). Dem Schutz der Blutgefifle gegen
pathologische Einfliisse kommt daher eine immense Bedeutung zu. Die endotheliale
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) innerhalb des Gefialendothels vermittelt einen
solchen Schutzmechanismus und wirkt vasoprotektiv (Mueller et al. 2002, Tesanovic et
al. 2010). Eine Vielzahl kardiovaskuldrer Erkrankungen geht mit einer verminderten
Verfiigbarkeit des endothelialen NO einher und begiinstigt somit Stérungen der
Endothelintegritét.

Stickstoffmonoxid wurde erstmalig 1980 von Furchgott & Zawadzki beschrieben und
zundchst noch unspezifisch als ,,Endothelium-derived relaxing factor* (EDRF)
bezeichnet (Furchgott und Zawadzki 1980). Sie bemerkten, dass der Zusatz von
Acetylcholin bei isolierten GefaBBpriaparaten zur Vasokonstriktion, in vivo dagegen zur
Vasodilatation fiihrt. Den Schliissel zu dieser scheinbar paradoxen Reaktion fanden sie
in der Tatsache, dass die innere Auskleidung der Priparate — das Endothel — mechanisch
beschddigt war. Demnach musste das Endothel fiir die Vermittlung der Vasodilatation
mitverantwortlich sein. Im weiteren Verlauf ihrer Experimente konnten sie schlieBlich
den vermeintlichen Transmitter zwischen Endothel und der darunter liegenden
GefdBmuskulatur finden — EDRF.

Die genaue biochemische Identifikation des EDRF als NO gelang 1987 unabhéngig
voneinander durch Palmer et al. und Ignarro et al. (Ignarro et al. 1987; Palmer et al.
1987). Furchgott und Ignarro erhielten fiir Ihre Arbeiten zusammen mit Ferid Murad
1998 den Nobelpreis fiir Medizin. Aufgrund seiner Beteiligung an einer Vielzahl
physiologischer Prozesse, wie der Neurotransmission, der Blutdruckregulation,
Relaxation der glatten Muskulatur und immunologischer Anpassungsreaktionen (Valko
et al. 2007), wurde NO zum ,,Molekiil des Jahres 1992 gewihlt (Culotta und Koshland
1992).
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1.1.1 Das Molekil NO, seine Synthese und Abbau

Das Endothel kleidet als Grenzschicht das gesamte GefaBsystem aus und steht somit in
direktem Kontakt mit dem Blut und den darin zirkulierenden Zellen. Es verhindert nicht
nur das Eindringen dieser Zellen in das umgebende Gewebe, vielmehr kontrolliert es
den BlutfluB, die Plittchenaggregation und hat eine Reihe immunologischer und
metabolischer Funktionen (Félétou 2011). Viele dieser Aufgaben und auch
pathophysiologische Effekte werden durch NO vermittelt und spielen eine wichtige
Rolle in der Entstehung und dem Fortschreiten von Gefalerkrankungen.

Da NO ein gasformiges freies Radikal ist und somit sehr reaktionsfreudig, mufl sowohl
der Ort, die Menge als auch der Zeitpunkt seiner Synthese genau kontrolliert werden
(Kone et al. 2003). Erschwerend kommt hinzu, dass NO elektrisch neutral und hierdurch
sowohl in Wasser als auch in Lipiden 16slich ist. Es kann somit frei iiber Zellmembranen
hinaus diffundieren (Chiueh 1999). Es besteht jedoch eine vorzugsweise Anreicherung
innerhalb biologischer Membranen (Philippides et al. 2000). Ein essentieller Anteil
dieser ist Cholesterin. Es konnte in Studien gezeigt werden, dass ein erhohter
Cholesterinanteil die Diffusionsrate von NO verringert und auch den Grenzwert fiir die
nachfolgende Aktivierung von Botenstoffen erhoht — die Aktivitdit von NO also
insgesamt verringert wird (Miersch et al. 2008). NO entsteht substratspezifisch aus der
halbessentiellen Aminosdure L-Arginin durch enzymatische Umwandlung durch die
NO-Synthase (NOS) (Palmer et al. 1988; Schmidt et al. 1988). Wichtige Kofaktoren
dieser Reaktionsschritte sind Tetrahydrobiopterin (BH4) und NADPH/H" (Leone et al.
1991; Tayeh und Marletta 1989). Es existieren insgesamt drei Isoformen von NO-
Synthasen, alle mit einer gemeinsamen Grundstruktur: nNOS, iNOS und eNOS.

Die erste Isoform der NO-Synthasen wurde aus dem Kleinhirn von Ratten und
Schweinen isoliert und dementsprechend als neuronale NOS (nNOS) oder NOS I
benannt (Bredt et al. 1990; Garthwaite et al. 1988). Trotz des erstmaligen Nachweises
von NO innerhalb des Endothels, ist diese erste Isolierung einer neuronalen
Manifestation nicht weiter verwunderlich: NO spielt im Nervensystem ebenfalls eine
gewichtige Rolle und wird dariiber hinaus unter physiologischen Bedingungen in circa
20mal hoheren Leveln produziert, als innerhalb des Blutkreislaufs (Salter et al. 1991,
Kunz et al. 2007). Die zweite NO-Synthase, die isoliert und spiter kloniert werden
konnte, wurde in Makrophagen gefunden. Da sie durch proinflammatorische Zytokine

und bakterielle Lipopolysaccharide aktiviert wird, das heif3t nicht konstitutiv, wurde sie
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induzierbare NO-Synthase (iNOS oder NOS II) genannt. Diese Induktion bewirkt eine
Umsatzrate von L-Arginin zu NO, die um das 10- bis 100fache hoher ist, als die der
konstitutiven NO-Synthasen; die iNOS weist eine so genannte ,high-output*“-Kinetik
auf (Nathan und Hibbs 1991). Dieser ,,high-output* produziert NO in toxischen Mengen
und bleibt iiber Tage hinweg konstant — eine wichtige physiologische Rolle in der
Abwehr von Bakterien, Parasiten und Neoplasien, aber auch pathophysiologisch bei der
Entstehung der Atherosklerose (Liew und Cox 1991, Hofseth et al. 2003).

Als letzte Isoform wurde die endotheliale NOS isoliert und charakterisiert (eNOS oder
NOS III). Diese wird wie auch die nNOS konstitutiv exprimiert und beide sind
Kalzium- (Ca’") und damit auch Calmodulin-abhingig (Bredt und Snyder 1990).
Innerhalb eines Ca*"-Calmodulin-Komplexes gebunden, fiihrt eine steigende Ca®'-
Konzentration zu einer aktivierenden Konformationsdnderung der Synthasen und NO
wird nun innerhalb seiner physiologischen ,low-output“-Kinetik produziert
(Forstermann et al. 1991; Schmidt et al. 1992). Die fiir die eNOS-Aktivitit ndtige Ca”'-
Freisetzung innerhalb des Endothels kann zum einen durch Agonisten wie Acetylcholin
und Bradykinin geschehen, andererseits auch durch mechanische Einfliisse. Im
inaktiven Zustand ist die eNOS innerhalb der Membran durch Caveolin-1 verankert
(Félétou 2011). Agonisten binden nun an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor an der
Zellmembran, welcher nachfolgend die Freisetzung von Ca*” ermdglicht. Entsprechend
wird Calmodulin aktiviert, bindet an die eNOS, welche aus den Caveolae freigesetzt
wird und NO synthetisiert. Diese Agonisten-bedingte rezeptorgekoppelte NO-
Freisetzung iiber ein second-messenger-System (Dinerman et al. 1993) und die damit
verbundene Vasodilatation wurde, wie bereits Eingangs erwéhnt, von Furchgott und
Zawadzki beobachtet. Eine andere und die wohl wichtigste endogene Moglichkeit der
eNOS-Aktivierung stellt die mechanische Belastung des Endothels durch Scherkrifte
(,,shear-stress) dar. Durch diesen ,,shear-stress* wird ebenfalls intrazelluldres Ca’" und
die eNOS aus den Caveolae freigesetzt, anschliefend phosporyliert und nach Bindung
mit dem notwendigen Ca’-Calmodulin-Komplex aktiviert (Cheng et al. 2005;
Lamontagne et al. 1992; Rizzo et al. 1998). NO wird nachfolgend synthetisiert und es
kommt zur Vasodilatation. Diese Art der eNOS-Aktivierung spielt eine entscheidende
Rolle bei der Regulation des Gefdfltonus und damit der Gewebeperfusion: sie
ermdglicht es dem Endothel, sich selbst vor einer mechanischen Uberbelastung zu
schiitzen und gleichzeitig die Perfusion der nachfolgenden Gefél3abschnitte anzupassen.

Neben dieser kurzfristigen Distribution erfolgt eine lédngerfristige und duflerst
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differenzierte Anpassung des Endothels an den Blutflu. Dies geschieht iiber die
Transkription verschiedenster Gene und post-transkriptioneller Modifikationen (siehe
nachfolgendes Kapitel).

Der Abbau von NO erfolgt durch Diffusion in das umgebende Gewebe, vor allem in
das Lumen und die dort befindlichen Erythrozyten hinein. Diese erfolgt entlang eines
gerichteten Konzentrationsgradienten und verkiirzt die biologische Halbwertszeit des
NO deutlich (Butler et al. 1998). Der eigentliche Abbau innerhalb der Erythrozyten
erfolgt durch die Bindung von NO mit der Himgruppe des Oxy-Hédmoglobins (HbO,);
es entsteht ohne enzymatische Katalyse Nitrat (NOs") und Met-Hamoglobin (Hakim et
al. 1996; Joshi et al. 2002). NO reagiert aber auch mit Superoxidanionen (O;") zu
Peroxynitrit (ONOOQO"), einem sogenannten ,,reactive nitrogen oxide species® (RNOS).
Begiinstigt wird dies durch den ebenfalls lipophilen Sauerstoff, welcher sich innerhalb
von Membranen anreichert (Miller und Sandoval 1999). Diese RNOS {iiben oxidativen
Stress aus und konnen zur Nitration von Molekiilen fithren. Vor allem das Peroxynitrit
vermittelt die pathophysiologischen Effekte des NO. Erhohte Konzentrationen von
Peroxynitrit wurden bereits bei einer Vielzahl an Krankheiten, wie dem Morbus
Alzheimer, der rheumatoiden Arthritis oder der Atherosklerose beobachtet (Squadrito
und Pryor 1998, Flammer et al. 2008).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der NO-Synthese und Wirkung an der glatten
Gefamuskulatur (modifiziert nach Félétou 2011, S. 45).
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1.1.2  NO-Wirkung und das Herz-Kreislaufsystem

Wie bereits zu Beginn erwéhnt, weist NO eine starke Diskrepanz zwischen reinem
Botenstoff und potentem Toxin auf. Eine Erkldrung liefern die zwei mdglichen
Reaktionen abhdngig von Konzentration und Reaktionspartnern des NO; diese lassen

sich in direkte und indirekte - Radikal-vermittelte — Effekte untergliedern.

Direkte Effekte werden durch sehr schnelle Reaktionen mit Hdm-Proteinen bei
geringen NO-Konzentrationen (< 1 pM) vermittelt. Hier wirkt NO neben seiner
Funktion als Transmitter vor allem antioxidativ und zellprotektiv im Rahmen seiner
,Jow-output“-Kinetik (Wink und Mitchell 1998). Diese direkte Interaktion geschieht
nicht nur mit Oxy-Hdmoglobin beim Abbau von NO, sondern auch mit dem wohl
wichtigsten Reaktionspartner zur Vermittlung der vasodilatativen und damit
vasoprotektiven Eigenschaften des NO, der Guanylatzyklase: NO fiihrt hierbei zur
Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase (,,soluble guanylyl cyclase®, sGC) der
glatten GefaBmuskelzelle durch Konformationsidnderung. Die sGC steigert damit ihre
Aktivitit um das 400-fache und fiihrt zur Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (¢cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) (Stone und Marletta
1995). Das entstandene ¢cGMP hat die Funktion eines ,,second messenger* und
vermittelt die nachfolgende Vasodilatation in den glatten GefaBmuskelzellen, aber auch
die Hemmung der Plittchenaggregation durch verringerte intrazellulire Ca®"-Spiegel
(Mueller et al. 2002). Aber nicht nur die Funktion der Thrombozyten wird gehemmt,
vielmehr kommt es auch zu deren verringerten Adhdsion an den GefaBBwénden, einer
geringeren Vernetzung der Plittchen untereinander und zur Hemmung weiteren
Rekrutierens von Thrombozyten (Freedman et al. 1997, Lubos et al. 2009) — NO wirkt
hierdurch protektiv auf das Endothel und verhindert somit Thrombosen,
Myokardinfarkte und Schlaganfille. NO hemmt auBlerdem die Proliferation glatter
Gefdlmuskelzellen (Murad 1997), einer Schliisselsituation der GefaB3verengung bei
KHK und Restenosen nach perkutaner transluminaler Angioplastie (PTA) (Schwartz
1997), bei der es durch Migration und Proliferation zu einer intimalen Hyperplasie
kommen kann. Des Weiteren verhindert NO durch seine direkten antioxidativen
Eigenschaften die Oxidation von ,Low-Density Lipoproteinen® (LDL) und die
Adhision von Leukozyten an das Endothel; beides initiale Schritte der Entstehung

atherosklerotischer Plaques (Khan et al. 1996, Kubes et al. 1991, Lubos et al. 2009).
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Eine Plaqueruptur und die nachfolgende Thrombose sind fiir circa 70% aller
Myokardinfarkte verantwortlich (Naghavi et al. 2003). Des weiteren dient NO als
Neurotransmitter (Wood und Garthwaite 1994) und wirkt autoregulatorisch-hemmend
auf die NO-Synthase selbst im Sinne einer ,feedback“-Hemmung (Vickroy und
Malphurs 1995).

Indirekte Effekte werden iiber ,reactive nitrogen oxide species (RNOS) vermittelt.
Diese Reaktionen kénnen nur unter hohen lokalen NO-Konzentrationen (> 1 pM), die
iiber einen ldngeren Zeitraum vorliegen, stattfinden. Diese stark alterierten NO-Mengen
werden vor allem wihrend entziindlicher oder ischdmischer Prozesse durch die iNOS
synthetisiert, aber auch innerhalb des Endothels (Kunz et al. 2010, Wink et al. 2001).
Dann kann sich die Formation von Peroxynitrit um das 15.000-fache innerhalb von
Membranen erhohen (Miller und Sandoval 1999). Kommt es zur Bildung von
Peroxynitrit, so entstechen im Verlauf Intermediate die zur Oxidation oder Nitration
verschiedenster Mikro- und Makromolekiile fiihren konnen. Es konnte gezeigt werden,
dass durch diese Reaktionen beispielsweise das LDL modifiziert werden kann und es
somit schneller zu Bildung atherosklerotischer Plaques und Endotheldysfunktionen
kommt (Torres-Rasgado et al. 2007). NO moduliert aulerdem {iber indirekte Effekte die
Chemotaxis und Interaktion des Endothels mit proinflammatorischen Zellen (Boger et
al. 1996, Lubos et al. 2009), ebenfalls ein initial wichtiger Schritt der
atherosklerotischen Pathogenese. Andere Reaktionen des Peroxynitrit fiihren zum
Verlust des Hims aus dem H@moglobin-Protein. Diese toxische Reaktion spielt eine
wichtige Rolle wihrend der so genannten ,,reperfusion injury*: Nachdem der Blutfluss
fiir einen gewissen Zeitraum zum Stillstand kam, beispielsweise nach einem
Schlaganfall oder wihrend eines kardiochirurgischen Eingriffes, herrscht kurzeitig ein
Mangel an Sauerstoff und anderen nutritiven Stoffen. Kommt es anschlieBend nach der
Ischdmie zur Reperfusion der betroffenen Gebiete, so fiihrt dies zundchst zu
Inflammation und oxidativem Stress — ebenfalls begiinstigt durch das ischdmisch-
bedingt entstechende desoxygenierte Hb. Experimentell konnte nachgewiesen werden,
dass Peroxynitrit die Apoptose von Kardiomyozyten, Endothelzellen und glatter
Gefdlmuskulatur beschleunigt und irreversible Schéden innerhalb der mitochondralen

Atmungskette verurascht (Pacher et al. 2007).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der direkten und indirekten NO-Effekte. MMP =
Matrix Metalloproteinases, PARP = Poly(ADP-ribose) Polymerase (Modifiziert nach Evgenov
et al. 2006, S. 23).

Die wichtige regulierende Bedeutung des NO innerhalb des kardiovaskuldren Systems
wird durch eine Vielzahl an Zielzellen ermoglicht. Wie bereits erwihnt, spielt vor allem
die NO-vermittelte Vasodilatation eine grofe Rolle innerhalb der physiologischen
Autoregulation des gesamten Gefdllsystems. NO wird hierbei kontinuierlich durch das
Endothel produziert und freigesetzt. Weitere Distribution von NO zur kurzfristigen
Anpassung der GefdBweite liber dieses basale Level hinaus kann sowohl Rezeptor-
abhéngig als auch —unabhéngig erfolgen. Agonisten- und damit Rezeptor-gebundene
Stoffe sind beispielsweise Acetylcholin, Bradykinin, Serotonin, Adenosin, ADP/ATP,
Histamin, Prostazyklin und Thrombin. Eine Rezeptorun-gebundene Aktivierung der
eNOS erfolgt liber den bereits erwdhnten ,,shear stress®. Sowohl die Genexpression als
auch die eigentliche Aktivitdt der eNOS werden hierbei gesteigert (Chatzizisis et al.
2007). Zur langfristige Distribution durch eine Neusynthese der eNOS besitzt das
eNOS-Gen verschiedene Bindungsstellen innerhalb seiner Promotorregion fiir

Transkriptionsfaktoren, die zur Synthese der eNOS bei erhohter mechanischer
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Belastung fithren (Nishida et al. 1992; Resnick et al. 1993). Die Aktivierung dieser
Promotorelemente erfolgt durch die Transkriptionsfaktoren ,Kriippel-like factor 2
(KLF2) und ,,nuclear factor erythroid 2-like 2 (Nrf2) (Boon und Horrevoets 2009). Die
eNOS-Synthase ist aber nicht das einzige Gen, welches unter bestimmten ,,shear stress*
vermehrt exprimiert wird. Es konnten sowohl in vitro als auch in vivo eine Vielzahl an
Genen identifiziert werden, welche anti-inflammatorisch und anti-thrombotisch wirken
und durch entsprechende Stimuli aktiviert werden (Garcia-Cardefa et al. 2001). 70 %
dieser spezifischen ,,gen sets“ werden durch KLF2 und Nrf2 reguliert (Boon und
Horrevoets 2009). Das Endothel reagiert jedoch sehr spezifisch auf unterschiedlischen
,shear stress®. Diese Erkenntnis ist der Tatsache geschuldet, dass atherosklerotische
Lisionen und Plaques sich nur innerhalb bestimmter Gefdabschnitte bilden. Innerhalb
gerade GefdlBabschnitte mit hohem und langanhaltendem (>24 Stunden) ,,shear stress®,
das hei3it einem laminarem Fluf} ohne Turbulenzen, entstehen diese Lasionen nicht oder
nur sehr gering ausgepragt (Pan 2009). Innerhalb dieser Abschnitte wird vermehrt NO
gebildet, Prostaglandin 12 (PGI2) sezerniert — einem starken Inaktivator der
Gerinnugskaskade (Herschman 1999) - und viele protektive Gene transkribiert und

Faktoren freigesetzt.

anti-thrombosis
anti-apoptosis PGI2

anti-lipid infiltration

anti-inflammatory gene
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Abbildung 3: Molekulare Mechanismen der Atherosklerose-protektiven Effekte des laminaren
,shear stress“. TGF-f = Transforming growth factor f (modifiziert nach Pan 2009, S. 1671).

Zusitzlich zum aus dem Endothel in die Umgebung diffundierenden NO werden also
nicht nur eine Vielzahl anderer Faktoren und Gene genutzt um eine Atherosklerose zu
verhindern, wie die gesteigerte Transkription der eNOS. Es werden auch gezielt

bestimmte Genexpressionen herunterreguliert, insgesamt sogar mehr als aktiviert
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werden (Garcia-Cardefia et al. 2001). Beispielsweise wird gezielt die Proliferation
glatter GefaBmuskelzellen gehemmt, welche durch inflammatorische Reize sonst in die
Intima des Gefdfles immigrieren, das Gefdl stenosieren und weitere Entziindungs-
prozesse einleiten - beides kritische Schritte zur Entstehung atherosklerotischer Plaques.
Ebenso gehemmt wird die Expression von Adhésionsmolekiilen welche oxidiertes LDL
und Leukozyten in die GefdBwédnde migrieren lassen (Pan 2009). Dies geschieht
teilweise direkt durch die lokale Wirkung von NO, als auch durch die genannten
Transkriptionsfaktoren. Aber nicht nur die Transkription des eNOS-und anderer Gene
wird dem ,,shear stress™ angepasst. Es findet auch eine posttranskriptionelle Regulation
iiber die Stabilitdt und das Prozessieren der eNOS-mRNA statt (Searles 2006). So erh6ht
laminarer ,,shear stress® nicht nur die Transkription der eNOS, sondern auch die
Stabilitdt der entstandenen mRNA. Die ohnehin relativ lange Halbwertszeit dieser von
10 — 35 Stunden wird nochmals verldngert und ermoglicht es dem Endothel gezielt auf

verschiedenste Stimuli zu reagieren (Searles 2006).

Geringere und kurze (< 24 Stunden) endotheliale Scherkrifte und turbulente oder
oszillierende Stromungen in der Ndhe von GefaBbifurkationen fithren zu gegenteiligen
Reaktionen: In diesen Gebieten kommt es zu einer verringerten Bioverfiigbarkeit von
NO und das Endothel reagiert pro-inflammatorisch und pro-thrombotisch. Diese
Stromungsverdnderungen werden beispielsweise durch spezielle Zell-Zellverbindungen
detektiert (Tzima et al. 2005) und die Transkriptionsfaktoren ,,activator protein 1 (AP-
1) und ,nuclear factor kB*“ (NFxB) aktiviert (Lan et al. 1994). Durch diese wird die
Expression des eNOS-Gens gedrosselt und somit das verfligbare NO langfristig
verringert. Dies fiihrt zu einer ebenfalls verminderten Produktion an Prostazyklinen, da
NO als Aktivator der COX dient, welche die ebenfalls vasodilatierenden Prostazykline
generiert. Es entwickelt sich in diesen Bereichen eine Endotheldysfunktion mit
mangelhafter Autoregulation und weiteren pathologischen Folgen. So erhoht sich die
Permeabilitidt des Endothels fiir oxidiertes LDL und es entstehen durch nachfolgende
Migration von Makrophagen und weiteren Entziindungszellen Prikursorformen
atherosklerotischer Plaques. Ahnlich den unter laminarem ,shear stress* aktivierten
»gen sets reagiert das Endothel ebenso spezifisch auf oszillierende oder verlangsamte
Stromungen mit der Steigerung und Hemmung bestimmter Genexpressionen. Auch
hierbei spielt die posttranskriptionelle Regulation eine Rolle, da beispielsweise die

Hypercholesterindmie, oxidiertes LDL oder Hypoxien die Stabilitit der eNOS-mRNA
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zusdtzlich verringern (Searles 2006). Hierdurch konnen Risikofaktoren fiir die
Entstehung einer Atherosklerose die notwendige Endotheldysfunktion ausldsen. In einer
klinischen Studie konnte dies gezeigt werden; durch Nikotinabusus, arteriellen
Hypertonus, Hypercholesterindmie oder Diabetes mellitus wurde die basale NO-

Freisetzung verringert (Quyyumi et al. 1995).

Condition Expressed genes Up-regulated genes Down-requlated genes
Laminar/static 2,684 (23.6%) 65 (0.57%) 140 (1.23%)
Turbulent/static 2,419 (21.2%) 12 (0.11%) 74 (0.65%)
Turbulent/laminar 2,445 (21.5%) 68 (0.6%) 32 (0.28%)

Of 14,836 total array elements on the array set, there were 13,325 unique clones and 11,397 unique genes. Of
these genes, 52.3% were named and 47.7% were expressed sequence tags. Percentagesin the table are expressed
as percent of unique genes.

Abbildung 4: Vergleich der in vitro durch verschiedene biomechanische Stimulie (laminare vs.
statische, turbulente vs. statische und turbulente vs. laminare Strdmung) verdnderte

Genexpression (modifiziert nach Garcia-Cardena et al. 2001, S. 4479).

Eine weitere sehr wichtige NO-Funktion innerhalb des Kreislaufs ist die Inhibition der
Blutgerinnung. NO verhindert nicht nur, synergistisch mit Prostazyklin, direkt die
Aggregation von Thrombozyten iiber die Aktivierung des sGC der Plittchen, NO
verhindert auflerdem deren Adhédsion am Endothel und deren weiteres Rekrutieren.
Atherosklerotische Verdnderungen kdnnen zu einer Hyperreaktivitidt von Thrombozyten
fithren, was nachfolgend Thrombosen und Embolien verursachen kann. Sowohl die
Vasoreaktivitdt als auch die Blutstillung und deren Pathophysiologien spielen somit eine
lebenswichtige Rolle innerhalb der vaskuldren Homoostase. Das Endothel dient dartiber
hinaus auch als Hypoxie-Sensor des Kreislaufs. Mitochondrien exprimieren eine eigene
NO-Synthase, welche iliber die Menge des produzierten NO die mitochondriale
Atmungskette und ATP-Produktion regulieren kann. NO konkurriert hierbei mit O, um
dessen Bindungsstelle an der Zytochromoxidase der Atmungskette. Sinkt nun der O,-
Druck ab, so iiberwiegt nicht nur das kompetitiv hemmende NO und senkt den O,-
Verbrauch der Zelle, es wird auBBerdem noch Adenosin freigesetzt, welches wiederum
die zytosolische NO-Aktivitdt steigert und zur Vasodilatation und besseren Perfusion
des Gewebes fiihrt (Edmunds et al. 2003). Ein weiterer Mechanismus zur lokalen
Vasodilatation als Reaktion auf Hypoxien ist die Freisetzung von NO aus Erythrozyten.
Die enzymatische Bildung des NO ist hierbei an die O,-Saittingung des Himoglobin der
Erythrozyten gebunden - sinkt diese bei drohender Gewebehypoxie, steigt die NO-
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Synthese (Crawford et al. 2006). NO dient iiber die Reduktion der Atmungsketten-
Aktivitdt also nicht nur als Hypoxie-Sensor, es senkt dariiber hinaus auch den O,-
Verbrauch von Kardiomyozyten. Eine weitere Reduktion des benétigten O, erfolgt iiber

die Senkung der Herzfrequenz und myokardiale Relaxation (Fukuda et al. 2008).

1.1.3 NO und kardiochirurgische Eingriffe

Wihrend kardiochirurgischer Eingriffe am offenen Herzen werden der Kreislauf und die
Blutoxygenierung mit Hilfe eines kardiopulmonalen Bypass (CPB) aufrechterhalten.
Diese mechanische Unterstlitzung wird durch eine Herz-Lungen-Maschine (HLM)
gewahrleistet. Um diese an das Blutsystem anzuschlieen, muss zundchst eine
Kardioplegie herbeigefiihrt werden. Dies geschieht iiber die Injektion hyperkalidmischer
(kardiopleger) Losung in die Koronararterien. Sowohl die Kardioplegie als auch der
anschlieBende CPB sind fiir eine Reihe vasomotorischer Verdnderungen verantwortlich,
die letztendlich zu einem verdnderten vaskuldren Widerstand, vaskuldrer Permeabilitit
mit Endorganddemen und einer verdnderten Myokardperfusion fithren konnen (Sellke et
al. 1996). Es kommt auBlerdem zu einer verdnderten Expression von hunderten von
Genen des vaskuldren Systems und assoziierter Organe (Ruel et al. 2003). Der Einfluss
dieser Verdnderungen innerhalb des GefaBsystems ist immens und unterliegt vielen
Einflussfaktoren: Bei bis zu 2,5 % der Patienten nach kardiochirurgischen Eingriffen
konnten Koronarspasmen mit tempordren ST-Hebungen im EKG nachgewiesen werden
(Schena et al. 2007, Skarvan et al. 1984) und noch mehr Patienten erlitten postoperativ
kardiale Dysfunktionen (Royster 1993). Diese traten unabhidngig vom Alter der
Patienten, dem Vorhandensein einer vorbestehenden KHK oder anderen Risikofaktoren
fiir Endotheldysfunktionen auf (Wernovsky et al. 1995). Als Koronarspasmen werden
hdmodynamisch wirksame Einengungen oder Verschliisse epikardialer Koronararterien
definiert. Diese konnen zur kritischen Unterbrechung des Blutflusses mit oder ohne
bleibende Myokardischdmie fiihren. Weitere mogliche Komplikationen sind Synkopen,
Rhythmusstérungen und der pldtzliche Herztod. Die Operation mit Hilfe eines CPB ist
demnach schon per se eine starke Zisur in der physiologischen Homdostase des Herz-
Kreislauf-Systems.

Wihrend der Kardioplegie und des CPB kommt es zu unterschiedlichen Reaktionen

innerhalb der jeweilig betroffenen Organsysteme. Durch den CPB verringert sich der
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GefdBtonus innerhalb der Skelettmuskulatur und die Permeabilitdt erhoht sich. Die
Gefidlle des Gehirns, der Lunge und der Mesenterien dagegen zeigen eine verdnderte
Relaxation mit Hang zum Vasospasmus. Durch die Kardioplegie zeigen die Koronarien
ebenfalls eine vasospastische Neigung (Ruel et al. 2004). Verschiedenste
Pathomechanismen sind fiir diese divergierenden Reaktionen verantwortlich:

Durch den Kontakt des Blutes mit den Fremdoberflichen der HLM kommt es zu einer
Aktivierung sowohl der humoralen als auch der zelluldren Bestandteile; diese umfassen
beispielsweise die Gerinnungskaskade, die Fibrinolyse, das Komplementsystem und die
Leukozyten-, Endothel- und Thrombozytenaktivitit (Hsu 1997). Die dadurch
freigesetzten und im Serum zirkulierenden aggressiven Mediatoren und
proinflammatorischen Zytokine konnten wéhrend der extrakorporalen Zirkulation in
teilweise hoheren Konzentrationen nachgewiesen werden, als wihrend einer Sepsis
(Asimakopoulos 1999). Stimuli dieser Aktivierung sind neben den Fremdoberflichen
die initiale Hypoxie, der Kontakt mit Thrombin und Endotoxinen, physikalische
Manipulationen und operationsbedingte Traumen - direkt durch den chirurgischen
Eingriff und die verwendeten Instrumente (z.B. Sauger) oder indirekt {iber
himodynamisch verursachten ,,shear stress®. Es kommt zu Endotheldysfunktionen mit
zirkulierenden Endothelzellen (Schmid et al. 2006), dem teilweisen Barriereverlust der
Gefdwinde und initial zur Vasokonstriktion. Des Weiteren kommt es zur Hamolyse
der Erythrozyten und damit zur Freisetzung von Himoglobin. Da dieses den natiirlichen
Abbauweg des NO darstellt, wird wiederum dessen vaskuldre Menge reduziert und die
Vasokonstriktion verstarkt (De Souza und Spyt 1993).

Als physiologische Antwort auf den peripheren ,shear stress durch die
Vasokonstriktion wird vermehrt NO produziert. Wie bereits beschrieben, kann dies
eigenstindig durch das Endothel und ohne Botenstoffe geschehen. Aber auch durch den
,shear stress* aktivierte Thrombozyten sezernieren Adenosindiphosphat (ADP) und
Serotonin, welches die NO-Antwort auf den steigenden GefaBdruck durch endotheliale
NO-Freisetzung  triggert (Borgdorff et al. 2002). Messenger-vermittelte
Aktivierungswege der NO-Synthase gibt es zusétzlich durch Bradykinin und Histamin,
welche selbst als proinflammatorische Vasodilatatoren wirken und die
GefdBpermeabilitit erhohen (Moncada et al. 1991; Yuan et al. 1993). Andere
Botenstoffe wie Interleukin-1, Interleukin-6 oder Tumornekrosefaktor-a. stimulieren
ebenfalls die NO-Produktion, jedoch erst verspitet und entfalten ihre volle Wirkung
primir wihrend der postoperativen Phase (Ruvolo et al. 1994). Auch Erythrozyten
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sezernieren, wie bereits beschrieben, wihrend des CPB NO (Fischer et al. 2007). Diese
besitzen wie das Endothel eine eNOS, die zur Aktivierung in das Zytosol der
Erythrozyten transloziert. Diese alterierte periphere NO-Freisetzung verstérkt die bereits
bestehende CPB-assoziierte Hypotension (Ruvolo et al. 1995).

Es kann nachfolgend durch diese systemische Hypotension zusammen mit anderen
operationsbedingten Komplikationen - Fliissigkeitsverschiebungen, Blutungen oder
thromboembolischen Ereignissen — und dem Freisetzen proinflammatorischer
Mediatoren zum so genannten ,,Systemic Inflammatory Response Syndrome* (SIRS)
kommen (Levy et al. 2003, Panagiotopoulos et al. 2010). Die Inzidenz dieses
vasodilatatorischen Schock-Syndroms schwankt zwischen 4% (Tuman et al. 1995) und
44% (Kristof und Magder 1999), abhidngig von der Definition des Schock-Syndroms.
Die postoperative Mortalitdt dieser Patienten mit einer schweren CPB-assoziierten
Sepsis, dass heiflt einer SIRS mit nachgewiesener Infektion, liegt zwischen 34 % und 69
% (Michalopoulos et al. 1998). Eine mdgliche Infektionsquelle stellt hierbei der
Gastrointestinaltrakt dar: Wiederholte Ischdmien und Reperfusionen fithren zu
transienten  Minderperfusionen des Splanchnikusgebietes und nachfolgender
eingeschrinkter =~ Mukosa-Barriere. Diese  erhdhte intestinale  mikrovaskulére
Permeabilitit wurde bereits bei der Initilerung des CPB beschrieben und kann eine
bakterielle Translokation verursachen (Cox et al. 1999).

Innerhalb zentraler Organsysteme wie dem Myokard, der Lunge, den Mesenterien und
dem Gehirn sinkt im Gegensatz dazu die Aktivitdt der eNOS durch den CPB. Auslosend
hierfiir sind unter anderem verdnderte Membranpotentiale, Mangel an Substraten und
Kofaktoren, verinderte Ca®"-Konzentrationen und Verletzungen von Membranen und
damit assoziierten regulatorischen Enzymen und Ionenpumpen (Ruel et al. 2004).

Nach der Kardioplegie und dem damit kurzeitig vorhandenem Herz-Kreislauf-
Stillstand kommt es wihrend der Reperfusion durch den einsetzenden CPB zu
oxidativem Stress und einem Mangel an verfligbarem NO. Dieser Mangel wird auch
durch eine gedrosselte Produktion von NO durch die eNOS und durch den Kontakt mit
aktivierten Komplement-Fragmenten, neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
vermittelt. Ichinose et al. konnten diesen Zusammenhang 2007 tierexperimentell
festigen. Sie zeigten, dass eine Uberexpression der myokardialen eNOS die durch eine
Sepsis verursachte myokardiale Dysfunktion und insgesamt die Mortalitit reduzierte.
Vor allem die gesteigerte Adhédsion und nachfolgende Migration der genannten

Entzlindungszellen innerhalb des pulmonalen Geféllbettes spielt eine entscheidende
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Rolle bei der Entstehung der pulmonalen ,,reperfusion injury*. Experimentelle Studien
konnten bereits zeigen, dass sich durch eine prioperative medikamentdse Depletion
neutrophiler Granulozyten das Auftreten CPB-assoziierter pulmonaler Dysfunktionen
signifikant verringerte (Gillinov et al. 1994). Unter dieser Primedikation verringerte
sich die pulmonale Vasokonstriktion, die arteriellen Oxygenierung stieg, fokale
alveoldre Defekte sanken und der Schweregrad eines etwaig entstandenen Lungenddems
nahm ebenfalls ab. Da wihrend des CPB die Aktivitdt der eNOS nicht nur innerhalb der
Lunge sinkt, sondern auch im Myokard, wird dort ebenfalls wéhrend der Reperfusions-
Phase eine gesteigerte Migration neutrophiler Granulozyten beobachtet. Experimentell
lieB sich nachweisen, dass bei einer verringerten Zahl an zirkulierenden
Entziindungszellen mit einem deutlich milderen Verlauf der entstehenden myokardialen
,reperfusion injury® zu rechnen ist. So nahm die Grofe von entstandenen Infarktarealen
ab, wihrend sich gleichzeitig die systolische Ventrikelfunktion verbesserte (Breda et al.
1989). Klinisch konnte dieser Zusammenhang bisher nicht eindeutig nachgewiesen
werden; bei Verwendung eines Leukozytenfilters war die Aktivitdt der neutrophilen
Granulozyten hoher als in der Vergleichsgruppe (Bakhtiary et al. 2008). Den
tierexperimentellen Nachweis des pathophysiologischen Zusammenhangs zwischen
verringerter NO-Menge und der vermehrten Aktivierung von Entziindungszellen und —
mediatoren erbrachten Cakir et al. 2003. Sie konnten durch direkte pulmonal-arterielle
Infusion eines NO-Derivates den CPB-assoziierten oxidativen Stress und die daraus
resultierende pulmonale ,,reperfusion injury” deutlich verringern. Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass eine durch genetische Alteration ohnehin verringerte eNOS-
Aktivitdt einen starken Einfluss auf die Vasomotorik, Migration proinflammatorischer
Zellen, vaskulidre Permeabilitit und insgesamt die Endothelfunktion bei
kardiochirurgischen Patienten hat.

Die Aktivitdt der iNOS steigt, im Gegensatz zur eNOS, durch den inflammatorischen
Reiz des CPB und der Reperfusion nach Kardioplegie stark an. Dies bezieht sich vor
allem auf das Myokard (Tofukuji et al. 1998). Durch die lokale ,,high-output“-Kinetik
der iNOS wirkt das entstehende NO kardial vor allem proinflammatorisch,
vasodilatierend und toxisch, da es zu Peroxynitrit reagieren kann. Dieses entsteht
postischdmisch vermehrte durch das Endothel und aktivierte Leukozyten. Es kommt
lokal zu myokardialen Apoptosen und Nekrosen bis hin zum zirkulatorischen Schock

(Becker et al. 2000).
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Die beschriebenen Koronarspasmen und ,reperfusion injuries werden groftenteils
durch intrazelluldre Ca**-Akkumulation verursacht. Durch die initiale hyperkaliimische
Kardioplegie kommt es zur Depolarisation der myokardialen Endothelzellen.
Spannungsabhingige Ca*"-Kanile 6ffnen sich infolge dessen, wodurch extrazellulires
Ca®" einstromt und bestehende intrazellulire Speicher ausgeschiittet werden. Die
gestiegene Ca’'-Konzentration erhoht die Sensitivitit des kontraktilen Apparates der
glatten Muskelzellen. Diese intrazellulire Uberladung mit Ca®" fithrt zu einem
gesteigerten basalen Vasotonus und zu Agonisten-induzierten Vasospasmen wéhrend
der Reperfusion. Prostaglandine gehdren beispielsweise zu diesen Agonisten und
werden durch den inflammatorischen Reiz durch den CPB und die Kardioplegie
freigesetzt. AuBBerdem erhoht sich die myokardiale Expression der induzierbaren COX-

2, welche die Prostaglandine synthetisiert (Metais et al. 2001).

Tabelle 1: CPB-assoziierte Verdanderungen an Zielorganen.

Skelettmuskulatur, Pulmonal-, Cerebral- und Koronarien
periphere Gefille Mesenterialgefdle

Vasotonus - + +
eNOS-Aktivitat - - -
iNOS-Aktivitit + + +++
Leukozyten-Infiltration ++ + +
Radikal-Bildung + + T+

Ein  weiteres  wichtiges regulatorisches  Organsystem, welches  wéhrend
kardiochirurgischer Eingriffe beeinflusst wird, stellt die Niere dar. Es konnte gezeigt
werden, dass Operationen mit CPB die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) der Niere,
welche als Mal3 fiir deren Funktion gilt, negativ beeinflussen und diese folglich sinkt
(Lema et al. 1995). Es kommt hierbei zu einer Uberexpression der renalen eNOS und
nachfolgender toxischer Schiadigung durch das produzierte NO (Mazer et al. 2007).
Stimuliert wird diese iiberschieBende Reaktion durch die CPB-assoziierte Hypoxie und
den gesteigerten ,,shear stress®.

Aber nicht nur die Nierenfunktion wird durch den CPB negativ beeintrachtigt,
vielmehr steigt insgesamt die Mortalitit von Patienten mit vorbestehenden
Nierenerkrankungen nach kardiochirurgischen Operationen (Chonchol et al. 2007).
Somit gilt schon eine moderate Einschriankung der Nierenfunktion als unabhdngiger

negativer Pridiktor fiir das klinische Ergebnis nach CPB-assoziierten Operationen.
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Unabhiéngig der durchgefiihrten Operationen konnte auch innerhalb des renalen Systems
ein bestehender Einfluss des NO auf dessen Funktion nachgewiesen werden (Bertocchi
et al. 2010, Kon et al. 1990). Bereits basal verringerte Level an verfiigbarem NO fiihren
zu renaler mikrozirkulatorischer Hypoperfusion und nachfolgender systemischer
Hypertension vermittelt durch das renale Renin-Angiotensin-Aldosteron-Sytem (RAAS)
(Zatz und de Nucci 1991). NO reguliert jedoch nicht nur iiber das RAAS die
Mikrozirkulation des afferenten Schenkels des Nephrons, es relaxiert ebenfalls
Mesangialzellen; ein weiterer Versuch die GFR zu steigern. Es konnte dariiber hinaus
gezeigt werden, dass das renale System das sensitivste aller auf NO reagierenden
Gefdflsysteme ist (Zou und Cowley 1997). Eine Tierexperimentelle Studie konnte
weiterhin nachweisen, dass bei hypertensiv vorgeschéddigten Nieren, die Autoregulation
der renalen Perfusion und GFR {iiber die Modulation des systemischen Blutdrucks und
der Mesangialzellen, stark vom vorhandenen NO abhingig ist und bei plotzlichem
Mangel sogar versagt (Kvam et al. 2000). Dies scheint ebenfalls ein mdglicher
Angriffspunkt fiir den Einfluss einer alterierten NO-Menge auf das klinische Ergebnis
kardiochirurgischer Patienten zu sein.

Die beobachteten Phdnomene, sowohl der physiologischen als auch der CPB-
assoziierten pathophysiologischen Wirkungen von NO, beziehen sich hierbei fast
ausschlieflich auf das arterielle Gefdflsystem. Eine weitere kardiochirurgisch
bedeutende Studie zeigte, dass die Endothel-vermittelte Gefiflrelaxation in Arterien
starker ausgeprigt ist als in Venen (Luscher et al. 1988). Dies stellt einen
Erklarungsansatz flir die geringeren Verschlussraten arterieller Bypass-Grafts im
Gegensatz zu vendsen dar. Eine Alteration der eNOS-Aktivitdt innerhalb des arteriellen

Systems konnte diese jedoch erhdhen und somit das Risiko eines Verschlusses steigern.

1.2 Der T-786C — Polymorphismus

Das menschliche Genom besteht aus circa 3,08 Milliarden Basenpaaren. Von diesen
reprisentieren nur wenige Prozent ein Protein kodierendes Gen — insgesamt besitzt der
Mensch circa 20.000 — 25.000 Gene (Anonymus 2004). Unter dem Begriff des
genetischen Polymorphismus werden Unterschiede einer Nukleotidsequenz homologer
Bereiche verstanden. Betrdgt die Allelfrequenz der genetischen Variante unter einem

Prozent innerhalb einer Population, so spricht man von einer Mutation. Liegt diese iiber
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ein Prozent, gilt diese als Polymorphismus. Die Allelfrequenz unterscheidet sich hierbei
teilweise stark innerhalb verschiedener Ethnien. Es treten insgesamt drei Arten von
Sequenzvarianten auf: Der ,,Single Nucleotide - Polymorphismus® (SNP), der ,,Various
Number Tandem Repeat — Polymorphismus® (VNTR) und der ,,Insertions- /Deletions-
Polymorphismus*.

Der SNP, oder Punktmutation, ist der hiufigste und stabilste Polymorphismus. Er ist
gekennzeichnet durch den Austausch einer einzelnen Base innerhalb einer bestimmten
DNA-Position. Ein Polymorphismus kann durch die Position des SNPs die Quantitit
und/oder die Qualitit des entstehenden Genproduktes verdndern. Liegt der SNP
beispielsweise innerhalb der Promotor-Region eines Gens, so verdndert sich die
Transkriptionsrate und damit die Expression des Gens (van 't Hooft et al. 1999). Post-
transkriptionell kann sich ein Polymorphismus auch auf das Spleilen eines Gens, also
auf das Herausschneiden der Introns, und auf die Stabilitdt der entstehenden Messenger-
RNA (mRNA) auswirken. Diese Verdnderungen verdndern mafBgeblich die Quantitét
des Genproduktes. Fiihrt der Austausch jedoch zu einer verdnderten
Aminosduresequenz, so kann sich unter Umstinden die Qualitit und damit auch die
Wirkung des Proteins verdndern.

Das von uns untersuchte eNOS-Gen liegt auf Chromosome 7q35-36. Es besteht aus 26
Exons mit insgesamt 21 Kilobasen (kb) (Marsden et al. 1993). Die von uns untersuchte
Punktmutation T-786C liegt innerhalb der Promotor-Region des eNOS-Gens, die fiir die
Expression des Gens verantwortlich ist. Es handelt sich hierbei um einen einzelnen
Basenaustausch, also einen SNP; Thymin (T) wird hierbei gegen Cytosin (C) an Stelle
786 der 5’-flankierenden Region ausgetauscht. Dadurch kommt es zu einer starken
Reduktion der Promotor-Aktivitit des eNOS-Gens um bis zu 40 % (Nakayama et al.
2000). Diese Reduktion geschieht durch die spezifische Bindung des ,,Replication
Proteins A1 (RPAT) an das mutierte eNOS-Allel. Das RPA1 ist ein essentielles Protein
der DNA-Replikation, -Transkription und —Rekombination; gebunden an die mutierte
Promotorregion wirkt es hierbei als Repressor und verringert die gebildete NO-Menge
drastisch (Miyamoto et al. 2000). Der von uns untersuchte SNP des eNOS-Gens
verringert somit stark die Quantitét der entstehenden eNOS. Die physiologische Antwort
auf den starken Transkriptionsreiz Hypoxie ist zusétzlich abgeschwécht und verringert
somit auch innerhalb von akute hypoxischen Situationen die adiquate Antwort des

Endothels auf diese (Rossi et al. 2003).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des eNOS-Gens. (A) Darstellung des kompletten Gens
und Lokalisation ausgewéhlter Polymorphismen. (B) Promotorbereich des eNOS-Gens mit
Lokalisation der dort bekannten SNP-Polymorphismen und Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren (Modifiziert nach Hingorani 2001, S. 524).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der T-786C-Polymorphismus starke Assoziation
mit Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems zeigt. So traten innerhalb einer Studie an
kaukasischen Patienten beispielsweise vermehrt Myokardinfarkte auf (Dosenko et al.
2006). Die Einschitzung des Polymorphismus als eigenstindigen Risikofaktor fiir
Koronarspasmen innerhalb einer japanischen Studie, lag hierbei hoher als fiir den
Nikotinabusus (Yoshimura et al. 2000). Auch gilt der Polymorphismus als unabhingiger
Risikofaktor einer vasospastischen Re-Attacke nach bereits erfolgtem Vasospasmus
(Nishijima et al. 2007). Dies galt auch fiir Patienten mit bereits prophylaktisch
eingesetzter Medikation mit Kalzium-Antagonisten oder Nitraten. Studien mit Patienten
kaukasischer Herkunft konnten diese Zusammenhédnge bisher nicht festigen, obgleich
der T-786C—SNP hdaufiger bei Kaukasiern als innerhalb japanischer Populationen
nachweisbar ist (Jeerooburkhan et al. 2001). Die beschriebene vasospastische Neigung,
welche durch den Polymorphismus begiinstigt wird, ldsst sich nicht nur innerhalb
epikardialer Gefafle nachweisen. Eine geflirchtete Komplikation einer subarachnoidalen

Blutung nach Ruptur eines intrakranialen Aneurysmas ist der cerebrale Vasospasmus.
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Dieser wird ebenfalls durch den von uns untersuchten Polymorphismus begiinstigt (Ko
et al. 2008).

Des Weiteren setzt der T-786C—SNP die Sensitivitidt des Endothels gegentiber ,,shear-
stress* herab (Cattaruzza et al. 2004). Dies begiinstigt beispielsweise den einer
Atherosklerose vorausgehenden Endotheldefekt durch eine mechanische Uberbelastung
der GefaBwiénde und stellt einen Risikofaktor fiir die KHK dar. Ferner besteht eine
starke Assoziation (p < 0.00001) zwischen dem T-786C - Polymorphismus und einem
VNTR-Polymorphismus im Intron 4 (Yoshimura et al. 2000). Dieser gilt, in Verbindung
mit einem vorbestehenden Nikotinabusus, als hochsignifikant fiir die Entwicklung einer
KHK. Innerhalb einer tunesischen Studie wurde dieser VNTR auch mit einem
vermehrten Auftreten von Myokardinfarkten assoziiert (Jemaa et al. 2007). Ein weiterer
klinischer Endpunkt der Atherosklerose, die Karotisstenose, konnte ebenfalls mit dem
von uns untersuchten Polymorphismus assoziiert werden. Das homozygote C-Allel ist
demnach ein unabhingiger Risikofaktor fiir die Entstehung einer mittleren bis schweren
Arteria carotis interna — Stenose (Ghilardi et al. 2002). Karotisstenosen und -verschliisse
sind fiir etwa jeden vierten Schlaganfall verantwortlich, in Deutschland entspricht dies
etwa 30.000 Patienten pro Jahr (Mudra et al. 2006). Ein weiterer Risikofaktor fiir die
Entstehung einer KHK, eine Verschiebung des LDL-HDL-Gleichgewichts, scheint es
aller Wahrscheinlichkeit nach jedoch nicht durch den T-786C-Polymorphismus zu
geben (Ciftci et al. 2008).

Klinische Studien konnten bisher ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem T-
786C—Polymorphismus und der arteriellen Hypertonie, ebenfalls einem wichtigen
Risikofaktor fiir die Entstehung einer KHK, nachweisen (Tsujita et al. 2001). Generell
konnte jedoch gezeigte werden, dass eine plotzliche Inhibition der NO-Synthase mit L-
Arginin-Analoga, welche irreversibel die eNOS hemmen, eine Erhéhung des Blutdrucks
durch eine verringerte endotheliale Vasodilatation nach sich zieht (Cooke et al. 1991).
Auch auf genetischer Ebene konnten, mit Hilfe von Knock-out-Mutationen des eNOS-
Gens an Méusen, dieselben Effekte hervorgerufen werden (Huang et al. 1995). Klinisch
hat der von uns untersuchte T-786C-Polymorphismus, genauso wie der oft damit
assoziierte VNTR im Intron 4, scheinbar nicht den nétigen Einfluss zur Entstehung
eines arteriellen Hypertonus beizutragen (Colomba et al. 2008; Olcay et al. 2006).

Lediglich die Kombination von drei eNOS-Polymorphismen (SNP Asp298, VNTR 4a,
SNP T-786C) konnte als suszeptibler Marker fiir die Entstehung einer arteriellen
Hypertonie identifiziert werden (Sandrim et al. 2006). Der T-786C—Polymorphismus
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scheint demnach nicht die alleinige Pathogenitit zu besitzen eine langfristig bestehende
Vasokonstriktion hervorzurufen. Besteht jedoch bereits ein manifester Hypertonus, so
zeigt sich auch die Wirkung des T-786C—SNP deutlicher: Patienten mit vorbestehenden
Hypertonus und Nachweis des T-786C—Polymorphismus zeigten eine deutlich
verschlechterte renale Autoregulation ihrer GFR nach Substitution von Natrium (Dengel
et al. 2007). Diese renale Beeintrachtigung verstirkt wiederum den Hypertonus. Diese
spezifischen Kombinationen von Sequenzvarianten werden als Haplotyp bezeichnet.
Erst dieser bestimmt das fertige Genprodukt, beispielsweise durch die Interaktion
verschiedener SNPs, und letzlich auch den resultierenden Phanotyp.

Eine weitere Manifestation des T-786C—Polymorphismus wurde mit dem Diabetes
mellitus Typ-2 und dessen Komplikationen, wie etwa eine mikroangiopathische
Nephropathie, identifiziert (Ezzidi et al. 2008). Der Diabetes mellitus z&hlt zusammen
mit der Hypercholesterindmie, der arteriellen Hypertonie und dem Nikotinabusus zu den
kausalen Risikofaktoren fiir die Entstehung einer KHK. Das pathophysiologische
Korrelat bildet hierbei die Atherosklerose. Ein moglicher Einfluss auf die Entstehung
und den Schweregrad einer KHK und vor allem dessen Folgen lésst sich daher anhand
der bisherigen Studien postulieren. Eine weitere Studie zu etwaig bestehenden
Risikofaktoren und der Entstehung einer KHK zeigte dies ebenfalls: Die protektiven
Effekte médBigen Konsums von Rotwein werden laut dieser vor allem durch die
gesteigerte Aktivitit der eNOS vermittelt (Leighton et al. 2006). Des Weiteren zeigten
eNOS-Knock-out-Méuse eine dhnliche Gruppierung an Risikofaktoren wie KHK-
Patienten. Somit scheint insgesamt eine Korrelation zwischen der Entstehung und den
Folgen atherosklerotischer Verdnderungen und dem von uns untersuchten
Polymorphismus T-786C des eNOS-Gens auf vielfdltige Weise zu bestehen. Der direkte
klinische Einfluss des Polymorphismus wurde jedoch, im Gegensatz zu den zahlreichen
Studien zur Entstehung verschiedenster Risikofaktoren, kaum untersucht. So gibt es
lediglich eine Studie iiber den moglichen klinischen Einfluss des Polymorphismus unter
kardiochirurgischen Patienten. Diese konnte keinerlei Korrelation zwischen postoperativ
aufgetretenen hdmodynamischen UnregelmdBigkeiten und dem untersuchten
Polymorphismus finden (Liakopoulos et al. 2006).

Weitere Studien liegen nur zum Einfluss des Polymorphismus auf das klinische
Ergebnis nach koronarer Stent-Implantation vor. Demnach ist die ,,In-Stent Restenose*
homozygoter Alleltrdger signifikant hoher (p = 0,028), als innerhalb der Wildtyp-
Gruppe (Gomma et al. 2002). Eine andere Studie zeigte ein ebenfalls erhohtes Risiko fiir
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homozygote Triger des T-786C—Polymorphismus innerhalb eines Jahres nach Stent-

Implantation einen Myokardinfarkt zu erleiden oder sogar zu versterben (Gorchakova et

al. 2003).

1.3 Zielsetzung

Eine Vielzahl an Studien konnte bereits Zusammenhénge zwischen dem eNOS T-786C -
Polymorphismus und verschiedenen Krankheitsbildern des Herz-Kreislaufsystems
nachweisen. Diese Studien bezogen sich jedoch vor allem auf die Pathogenese dieser
Erkrankungen und sicherten deren vermehrtes Auftreten oder beschleunigtes
Voranschreiten bei Nachweis des Polymorphismus.

Es gibt demnach nur sehr wenige valide Daten zu moglichen direkten Effekten des
Polymorphismus, beispielsweise wiéhrend durchgefiihrter Operationen. Solche
Ergebnisse konnten den unmittelbaren Einfluss des Polymorphismus genauer
charakterisieren und seinen Stellenwert innerhalb akuter Anpassungsreaktionen an
Operationen einordnen. Kardiochirurgische Patienten eignen sich vor allem fiir solch
eine Studie, da eine gemeinsame Endstrecke der Polymorphismus-assoziierten
Atherosklerose durch die degenerativ-sklerotischen KHK und degenerative
Klappenvitien besteht.

Ziel unserer Studie ist es somit nachzuweisen, inwieweit ein direkter Einfluss des
Polymorphismus auf das klinische Ergebnis kardiochirurgischer Patienten besteht.
Somit lieBe sich auch ableiten, ob der genannte Polymorphismus genug Pathogenitét
zeigt, um beispielsweise als eigenstindiger Risikofaktor einer gesteigerten Mortalitit
nach Operation zu gelten. Dies kdnnte nicht nur als praoperative Screeningmethode von
Bedeutung sein, vielmehr konnte die durch den Polymorphismus verminderte Menge an
NO Ziel weiterer pharmakologischer Studien und perioperativer Therapien werden. Des
Weiteren konnte die Studie eine Basis fiir nachfolgende Arbeiten bieten, um die
komplexe Bandbreite der Auswirkungen des Polymorphismus noch genauer

darzustellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Patientenkollektiv

Die prospektive Studie umfasste insgesamt 500 kardiochirurgische Patienten
kaukasischer Herkunft. Alle wurden innerhalb des Studienzeitraums April 2006 bis Mai
2007, durch eine HLM unterstiitzt, innerhalb der Klinik fiir Thorax-, Herz- und
GefdBchirurgie der Universititsmedizin Gottingen (UMG) (Direktor: Prof. Dr. med.
Dipl.-Phys. F.A. Schondube) operiert. Die durchgefiihrten Operationen umfassten
Klappenvitien-, Bypass- oder Kombinationseingriffe. Hierbei wurden sowohl elektive
als auch dringliche und Notfalloperationen eingeschlossen. Die postoperative
Uberwachung und Datensammlung erfolgte auf den Intensivstationen 0117 und 0118
des Zentrums fiir Andsthesiologie, Rettungs- und Intensivmedizin der
Universititsmedizin Gottingen (Direktor: Prof. Dr. med. M. Quintel). Patienten dlter als
80 Jahre und solche mit vorbekannten Neoplasien wurden ausgeschlossen. Die Studie
wurde durch die Ethik-Kommission der Georg-August-Universitidt Gottingen gepriift
und bestitigt. Die Patientenaufkldrung erfolgte miindlich und schriftlich. Nicht
einwilligungsfahige Patienten wurden eingeschlossen, sofern der mutmafBliche Wille zur
Teilnahme an der Studie durch die ndchsten Angehorigen ermittelt werden konnte.
Darunter zdhlten auch gerichtlich bestellte Betreuer. Die Aufkldrung umfasste die
Studienziele, eine Blutentnahme zur Ermittlung des vorliegenden Polymorphismus, die
Erhebung, Auswertung und Speicherung der Patientendaten und die Freiwilligkeit der
Teilnahme. Erst nach der schriftlichen Einwilligung erfolgten Blutentnahme und

Datenerhebung.

2.2 Datensammlung und —definition

Wihrend der postoperativen intensivmedizinischen Uberwachung gesammelte Daten
wurden innerhalb einer Datenbank gespeichert. Diese wurde eigens fiir die Studie auf
der Basis von Microsoft® Access und der Programmiersprache Microsoft® Visual Basic

programmiert (Microsoft® - Redmond, USA). Sie genligt dem Standard fiir relationale
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Datenbanken und die hohe Qualitdt der Daten wurde durch stete interne Kontrollen

gewihrleistet. Die Daten selbst wurden in 4 Gruppen unterteilt:

1. Allgemeine Patientendaten

2. Préoperative Daten

3. Intraoperative Daten

4. Postoperative-intensivmedizinische Uberwachung.

Die Datenerhebung selbst, als auch die Auswertung dieser erfolgte durch mehrere

Doktoranden innerhalb der Arbeitsgruppe und fiir mehrere Fragestellungen.

2.2.1  Allgemeine Patientendaten

Die allgemeinen Patientendaten umfassten neben den personlichen Daten - Name,
Adresse, Geburtsdatum, Geschlecht, Grof8e und Gewicht — auch eine studienspezifische
Patientennummer zur Anonymisierung. Des Weiteren wurde der Zeitpunkt der
stationdren Aufnahme innerhalb der UMG, der Operation und der postoperative
Aufnahme auf den Intensivstationen erfasst. Ebenso Verlegungszeitpunkt von den
Intensivstationen, Normalpflegestationen, der Entlassungszeitpunkt aus dem UMG und
der eventuelle Todeszeitpunkt. Zur etwaigen spiteren Nachverfolgung der Patienten

wurden aullerdem die betreuenden Hausérzte erfasst.
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Abbildung 6: Eingabemaske ,,Allgemeine Patientendaten®.
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2.2.2  Praoperative Daten

Die pridoperative Datenerhebung erfolgte anhand von selbst innerhalb des UMG
gewonnenen Untersuchungen, durch einweisende Krankenhduser beziehungsweise
fremd- und eigenanamnestische Befunde. Studienrelevant waren Daten zur kardialen

Anamnese und personliche Risikofaktoren.

2.2.2.1 Risikofaktoren

. Positive Familienanamnese: Stattgehabter Myokardinfarkt oder andere
kardiologische Ereignisse eines Verwandten 1. Grades.

. Arterieller Hypertonus: Systolische Blutdruchwerte von > 140 mm Hg und/oder
diastolische Blutdruckwerte von > 90 mm Hg, bzw. die Einnahme von
Antihypertensiva.

. Hyperlipoproteindmie: ~ Serumcholesterinkonzentration von > 240mg/dl
(niichtern), bzw. die Einnahme von Statinen.

. Nikotinabusus: Als Raucher galten alle Patienten, die {iber einen Zeitraum von 6
Monaten geraucht hatten.

. Diabetes mellitus: Blutzuckerwerte bei zwei Blutentnahmen >140 mg/dl, bzw.
Einnahme von oralen Antidiabetika oder Insulinpflichtigkeit.

. Niereninsuffizienz: Anamnestische Diagnose bzw. durchgefiihrte
Nierenersatzbehandlung.

. pAVK (periphere Arterielle Verschlusskrankheit): Anamnestische Diagnose.

. Zerebrale Ereignisse: Stattgehabter Schlaganfall, transitorisch ischédmische
Attacke (TIA), prolongierte reversible Ischimie mit neurologischem Defizit
(PRIND).

. COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease): Anamnestische Diagnose,
bzw. Einnahme von Bronchodilatatoren und/oder permanente O,-Gabe.

. Pulmonale Hypertonie: Bei einer Herzkatheteruntersuchung oder im Herzecho
festgestellte pulmonale Hypertonie (pulmonal-arterieller Mitteldruck > 20
mmHg in Ruhe oder > 30 mmHg unter Belastung).

. Herzinsuffizienz: Einteilung nach NYHA-Grad der New York Heart

Association.
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. Koronare Herzerkrankung (KHK): Stattgehabter Myokardinfarkt, ggf. mit PTCA
oder Bypass-Operation, positiver  Herzkatheterbefund fiir  koronare
Herzkrankheit oder Herzklappenvitium.

. Angina  pectoris:  Anamnestischer Befund als Leitsymptom einer

Koronarinsuffizienz.

2.2.2.2 Vormedikation

Zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Studie wurden alle himodynamisch relevanten und
dem Risikoprofil der Studie entsprechenden Medikamente erfasst. Hierzu gehdorten:

. B-Blocker

. ACE-Hemmer

. Weitere Antihypertensiva

. Koronartherapeutika

. Lipidsenker

. Antidiabetika

. Diuretika

. Bronchodilatatoren

. Antiarrhythmika

. Antikoagulanzien, innerhalb der letzten 6 Monate eingenommen.

2.2.2.3 Herzkatheter- / Echokardiografiebefunde

Bei allen Patienten wurde prédoperativ eine Herzkatheteruntersuchung und/oder eine
transthorakale Echokardiografie zur Indikationsstellung einer Operation durchgefiihrt.
Diese Daten wurden ebenso wie frithe Untersuchungen, von uns erfasst. Die Daten der
Herzkatheteruntersuchungen umfassten die Stenose des betroffenen Koronargefal3, eine
préoperative Versorgung mit einem Stent eines der Koronargefidle und eine bereits
nachweisbare In-Stent-Stenose. Hierbei wurde ebenfalls der Grad des Re-Verschluss
angegeben. Wurde bereits eine friihere Bypass-Operation durchgefiihrt (ACVB, Aorto-
coronarer Venen-Bypass), so wurde das operativ versorgte Gefdl und eine etwaige In-

ACVB-Stenose dokumentiert.
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Die transthorakale Echokardiografie lieferte Daten iiber bestehende Klappenvitien und —
insuffizienzen. Dariiber hinaus wurde die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (EF in %)

als MaB fiir die Herzfunktion ermittelt.
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Abbildung 7: Eingabemaske ,,Kardiale Anamnese*.

Wir errechneten mit den gewonnenen prioperativen Daten anschlieBend den
individuellen Euroscore fiir jeden Patienten. Dieser Risikoscore flir Herzoperationen
weist einen hohen pridiktiven Wert flir die postoperative Letalitdt herzchirurgischer
Patienten auf, nicht jedoch fiir deren postoperative Morbiditét (Toumpoulis et al. 2005).
Errechnet wird dieser durch Einbeziehung individueller patientenbezogener Daten
(Alter, Geschlecht und vorbekannte Erkrankungen), kardiale Historie des Patienten und
die Operation betreffende Angaben (Notfalleingriff, Kombinationseingriffe, thorakaler
Aorteneingriff und Postinfarkt-Ventrikelseptumdefekt). Anschlieend erfolgt anhand
des Ergebnis die Einordnung in drei Risikogruppen: geringes Operationsrisiko
(Euroscore 1 — 2), mittleres (Euroscore 3 — 5) und hohes individuelles Operationsrisiko

(Euroscore > 6).

2.2.3 Intraoperative Daten

Die intraoperativen Daten wurden anhand der Narkose- und Operationsprotokolle

erstellt und umfassten folgende Daten:
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. Zeitpunkt und Dringlichkeit des Eingriffs (elektiv, dringlich oder Notfall-OP).
Als dringlich wurden Patienten eingestuft, deren Operation zeitnah innerhalb
einer Woche nach Hospitalisierung stattfand. Als Notfall galten Operation die
sofort und auBlerhalb des normalen Operationsplans, z.B. nachts, durchgefiihrt
wurden.

. Dauer des CPB iber die Herz-Lungen-Maschine und  Dauer  der
Aortenklemmzeit (= Ischamiezeit).

. Den durchgefiihrten chirurgischen Eingriff: alleinige Bypass-OP (Art und
Anzahl der verwendeten Grafts), alleinige Klappen-OP (Art (mechanische oder
biologische) und Anzahl der eingesetzten Klappen) oder Kombinationseingriff
von Bypass mit Klappenersatz bzw. Klappenrekonstruktion.

. Zusitzliche notwendige Eingriffe wie Resektion bei hypertropher obstruktiver
Kardiomyopathie (HOCM), Ersatz bzw. Teilersatz des Aortenbogens,
ASD/VSD-Verschliisse sowie gefdllchirurgische Interventionen an der Arteria
carotis interna (Karotis-TEA).

. Medikamentdse Therapie liber die Dauer des CPB durch die Herz-Lungen-
Maschine: Nitroglycerine, Nitropusside, NO, Kortison, Aprotinin (z.B.
Trasylol™), Tranexamsiure, Adrenalin (z.B. Suprarenin®), Enoximon (z.B.
Perfan®™), Noradrenalin (z.B. Arterenol®), Levosimedan und Amiodaron (z.B.
Cordarex®).

. Notwendige intraoperative Interventionen wie Reanimation, kurzzeitige
Versorgung mittels eines Herzschrittmachers oder einer IABP (Intraaortale
Ballongegenpulsation) zur Unterstiitzung der kardialen Pumpleistung.

. Etwaig verwendete Blutprodukte wie Erythrozytenkonzentrate, Frischplasmen

oder Thrombozytenkonzentrate (Angabe in ml).

2.2.4  Postoperative-intensivmedizinische Uberwachung

Die postoperative Uberwachung der kardiochirurgischen Patienten erfolgte auf den
Intensivstationen 0117 / 0118 des Zentrums Anésthesiologie, Rettungs- und
Intensivmedizin des UMG. Himodynamische Messwerte wurden iiber die routineméafig
benutzten bettseitigen Monitoring-Systeme der Intensivstation elektronisch gespeichert,

so dass die Daten der Patienten téglich retrospektiv {iber 24 Stunden ausgewertet werden
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konnten. Bei kontinuierlichen Messwerten wie ,Herzfrequenz“ oder ,arterielle

Blutdruckwerte* wurden die Messwerte als tiglicher Mittelwert erfasst.

Elektrokardiogramm (EKG): Die fiir die Studie verwendeten Daten aus dem
EKG waren die Herzfrequenz und der Herzrhythmus.

Arterielle Blutdruckmessung: entweder nicht-invasiv mit Hilfe einer
Blutdruckmanschette nach Riva-Rocci oder invasiv durch eine arterielle
Kaniilierung der Arteria radialis. Abgelesen wurde der systolische, der
diastolische und der mittlere arterielle Druck (MAP).

Zentraler Venendruck (ZVD): Blutdruckmessung innerhalb der oberen Hohlvene
(Vena cava superior) als MaB fiir die rechtsventrikuldre Vorlast des Herzens.
Gemessen wird der ZVD invasiv iliber einen zentralen Venenkatheter (ZVK)
oder einen Pulmonaliskatheter.

Pulmonaliskatheter (Swan-Ganz-Katheter): Perkutan iiber eine zentrale Vene
durch den rechten Vorhof und die rechte Herzkammer in den Stamm der Arteria
pulmonalis ~ vorgeschobener = Thermistorkatheter.  Dieser  misst  die
vorherrschenden Driicke im rechten Herzvorhof und in der Pulmonalarterie
(PAP), den Pulmonalarterienverschlussdruck (PCWP = Wedge-Druck) und das
Herzzeitvolumen (HZV).Weitere Daten sind der systemische Widerstand (SVRI)
und der pulmonale Widerstand (PVRI) gemessen in dyn*s*m-2*cm-5.
Pulscontour Continuous Cardiac Output (PiCCO, Pulsion Medical Systems —
Miinchen, Deutschland): Diese gering invasive Methode zur kontinuierlichen
Messung des HZV basiert auf der Pulskonturanalyse. Dies geschieht
kontinuierlich durch Verwendung des transpulmonalen HZV, der Herzfrequenz,
der Flache unterhalb der aortalen Druckkurve, der Compliance der Aorta und der
Form der Druckkurve. Zur initialen Kalibrierung wird zentralvends ein
Kiéltebolus appliziert und die sich ergebende Temperaturverlaufskurve durch
einen arteriellen Thermodilutionskatheter registriert. Das angeschlossene Gerit
berechnet hieraus kontinuierlich das Pulskontur-HZV mit Hilfe der Stewart-
Hamilton-Gleichung, das intrathorakale Blutvolumen (ITBV) und den
extravasalen Lungenwasser-Index (ELWI) als Vorlastparameter des Herzens.
Auferdem ermittelt das PiCCO-System den Schlagvolumenindex (SVI), die
Schlagvolumenvariation (SVV) und den Cardiac Index (CI). Dieser stellt die

kardiale Auswurfleistung in Relation zur Korperoberflache.
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Medikation: Alle hédmodynamisch relevanten Medikamente und deren
verabreichte Menge wurden {iber 24 Stunden erfasst:

Adrenalin (z.B. Suprarenin®), Noradrenalin (z.B. Arterenol™), Dobutamin,
Enoximon (z.B. Perfan®), Vasopressin, Levosimendan, Kortison, Amiodaron,

(z.B. Cordarex®), Nitroglycerin.

Interventionelle Therapien, die wihrend der intensivmedizinischen Uberwachung

notwendig wurden, umfassten Herzschrittmacher-Therapie, TABP-Implantation,

Kardioversion und extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO).

Der pulmonale Status wurde ebenfalls jeden Tag individuell erhoben und umfasste:

Beatmungsart: spontan, nicht-invasiv, invasive.

Beatmungsdriicke: Fraktion des eingeatmeten Sauerstoffs (F;02), positiv
endexspiratorischer Druck (PEEP), Plateaudruck, Tidalvolumen, Atemfrequenz.
pH: ermittelt durch arterielle Blutgasanalysen (BGA).

Lungenbefund: partieller CO,-Druck (P,CO,), partieller O,-Druck (P,0O,),
P,O,/F;O,-Verhiltnis (nur bei invasiver oder nicht-invasiver Beatmung),
Compliance, Infiltrate innerhalb der vier  Quadranten  einer
Rontgeniibersichtsaufnahme der Lunge, Lung-Injury-Score (Murray et al. 1988).
Fiir diesen werden die Anzahl der Infiltrate, Zeichen einer Hypoxdmie, der
PEEP-Wert und die Compliance der Lunge addiert und durch die Anzahl der
ermittelten Werte dividiert. Ein Score > 2,5 deutet auf eine schwere

Lungenschidigung hin.

Weitere Daten wurden aus allen durchgefiihrten Blutentnahmen gewonnen und

umfassten das gesamte Spektrum an laborchemischen Befunden. Ebenso wurden alle

notwendigen Substitutionen von Blutbestandteilen und Re-Operationen erfasst:

Substitution von Erythrozytenkonzentraten, Frischplasmen, PPSB, Fibrinogen,
Tranexamséure, Albumin.

Nachblutung, die einer chirurgischen Versorgung bedarf, aufgetreten nach
Verlassen des Operationssaals.

Myokardinfarkt, welcher sich perioperativ manifestiert, typische EKG-Zeichen
besitzt der zu einem relevanten Anstieg der Herzenzyme fiihrt (CK, CK-MB,
Troponin T), kombiniert mit himodynamischen Auswirkungen und Nachweis im

Herzecho.
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. Sternale Wundinfektion, die eine erneute operative Versorgung erforderte.

Die Mortalitdt wurde als innerhalb des Krankenhausaufenthaltes festgestellter Tod,
gleich welcher Ursache, definiert.
Als weitere Beurteilungssysteme wurden der SAPS II- und der APACHE-Score fiir die

Dauer der intensivmedizinischen Uberwachung ermittelt.

. SAPS II (Simplified Acute Physiology Score): Der SAPS II ist ein Punktwert,
welcher den Zustand eines Patienten wihrend der intensivmedizinischen
Uberwachung angibt. Die dafiir notigen Daten werden innerhalb der ersten 24
Stunden auf der Intensivstation gesammelt und addiert (Le Gall et al. 1993).

. APACHE 1I (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation): Dieser
Punktwert ermittelt die Uberlebenswahrscheinlichkeit eines Patienten wihrend
seines Aufenthalts auf der Intensivstation. Der APACHE 1I setzt sich aus drei
Datengruppen zusammen, deren Punktwerte addiert werden: APACHE-Score,
Alterspunkte und Chronische Erkrankungen. Die erforderlichen Daten wurden
ebenfalls innerhalb der ersten 24 Stunden des intensivmedizinischen Aufenthalts
gesammelt. Ahnlich dem SAPS II-Score dient jeweils der schlechteste
gemessene Wert, also der am weitesten von der physiologischen Norm

abweichende, als Eingabe (Knaus et al. 1985).

2.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung der einzelnen Patienten erfolgte aus 5 ml Vollblut, die postoperativ
durch Blutentnahme aus einem zentralvendsen oder arteriellen Katheter gewonnen
wurde. Das Vollblut wurde EDTA-gepuffert und anschlieBend bei -20 °C gefroren und
fir die weitere Bearbeitung konserviert. Die Polymorphismusanalyse erfolgte
anschliefend in drei Schritten: DNA-Isolierung, Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und
Gelelektrophorese.

30



2 Material und Methoden

2.3.1  DNA-Isolierung

Die genomische DNA wurde aus dem peripheren Blut mit Hilfe eines DNA - Mini-Kits
(Qiagen® - Hilden, Deutschland) isoliert. Die Isolierung erfolgte hierbei nach den
Angaben und mit den innerhalb des Kits enthaltenen Losungen des Herstellers.

Hierzu wurden zundchst 200 pl EDTA- Blut und 20 pl Proteinkinase-K in ein

Eppendorf-Cup pipettiert und gemischt. Dies ermoglicht die Lyse der Leukozyten und
damit die Freisetzung der DNA. AnschlieBend wurden 200 ul AL-Buffer hinzugegeben
und das Gemisch wurde fiir 15 Sekunden in einem MS2-Minishaker (schiitt-biotec
GmbH — Goéttingen, Deutschland) gevortext. Nach dieser Prozedur wurde die Losung
iiber Nacht bei 56 C° inkubiert.
Am néchsten Tag wurde das Gemisch mit 200 pl 100%igem Ethanol zur Fallung der
DNA vermischt. Das entstandene Lysat wurde nun auf die Sdule eines Collection-Tubes
geladen und eine Minute lang bei 6.000 x g (Vielfaches der Erdbeschleunigung)
abzentrifugiert. Dabei bindet die durch die Lyse freigesetzte DNA an die im Tube
befindliche Silica-Membran, wihrend die restlichen Zellbestandteile abzentrifugiert
werden.

Die an die Membran innerhalb der Sdule gebundene DNA wird nun gewaschen, um
eventuelle Restkontaminationen zu entfernen, und zur Trocknung nochmals
zentrifugiert. Um die an die Membran gebundene und gewaschene DNA zu eluieren,
wird diese mit 50ul Puffer (Buffer AE) fiir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach folgt die letzte Zentrifugation fiir eine Minute bei 6.000 x g. Die eluierte DNA
ist jetzt liberwiegend 50 kb lang und kann direkt zur weiteren Amplifizierung mittels
DNA verwendet oder bei -20 °C gelagert werden.

In unserem Fall folgte anschlieBend eine photometrische Konzentrationsbestimmung
bei 260 nm und 280 nm Wellenldnge am Spektralphotometer BioMate™ 5 (Thermo
Scientific — Milford, USA). Dies diente dem Nachweis von akzidentiellen
Verunreinigungen des Templates durch Proteine und gewihrleistete die erforderliche

Reinheit und ndtige Konzentration der Template-DNA.
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2.3.2  Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaktion, PCR) dient der selektiven
Vervielfiltigung (Amplifizierung) eines Genabschnitts in vitro. Ausgehend von einem
1solierten DNA-Extrakt wird hierbei nur ein bestimmtes, maximal etwa 3.000
Basenpaare (3 kbp) langes DNA-Fragment zyklisch amplifiziert.

Bei jeder PCR wurde neben den Patientenproben eine Negativkontrolle hinzugefiigt,
die anstatt der isolierten DNA Wasser enthielt. Mit Hilfe dieser Kontrolle lassen sich
Kontaminationen mit fremder DNA bei der anschlieBenden Gel-Elektrophorese
ausschlieen. Der PCR-Prozess selbst besteht aus einer Anzahl von circa 30 Zyklen,
wobei jeder bestenfalls eine Verdopplung der vorhandenen DNA-Menge bedeutet. Jeder

einzelne Zyklus besteht hierbei aus drei Schritten:

1. Denaturierung (,,melting*)
Die isolierte Doppelstrang-DNA (dsDNA) wird auf 94-96 °C erhitzt, um die
Einzelstrange, die durch Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehalten werden, zu

trennen.

2. Primerhybridisierung (,,primer annealing*)

Nach Auftrennung der DNA wird die Temperatur wieder gesenkt, so dass die fiir die
gesuchte DNA-Sequenz spezifischen Primer an die Einzelstrdnge binden konnen. Diese
Primer sind fiir das gesuchte DNA-Anfangsstiick zum jeweiligen Einzelstrang

komplementir (,,forward and revers primer®).

3. Elongation

Die zugesetzte hitzestabile Taq — DNA — Polymerase katalysiert nun die Verldngerung
der von den Primern markierten DNA-Sequenzen mit freien Nukleotiden
(Desoxynukleosidtriphosphat = dNTP). Sie beginnt am 3'-Ende des angelagerten
Primers und folgt dann dem DNA-Strang wodurch ein komplementéirer Strang
hybridisiert wird. Die beiden Primer sind dabei so zu wihlen, dass sie sich an Strang
beziehungsweise Gegenstrang der zu amplifizierenden DNA-Sequenz anlagern. Die
beiden Primer werden hierbei nicht wieder abgeldst und bilden den Anfang des neuen

Einzelstrangs.
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Durch Wiederholung dieses dreistufigen Zyklus ist eine expotentielle Amplifikation
der gewihlten DNA-Sequenz moglich. Zur Durchfithrung der PCR wurde ein Standard-
Master-Mix erstellt. Dieser enthilt alle fiir die Amplifizierung notigen Substanzen und
umfasste jeweils ein Gesamtvolumen von 25 pl, worauf 1 pl auf die isolierte DNA

entfielen.

Ansatz Master Mix fiir 1 Probe:

. 10x Puffer 2,5ul

. Primer sense 10,5 ul

*  Primer Antisense 0,5 pl

« dNTPs 1,25 ul

*  Taqg-Polymerase 0,2 ul

«  HPLC-H20 19,05 pl.

Entspricht 24 pl des Master-Mix; dieser wird nun gut gemischt und anzentrifugiert.
Danach wird 1 pl des DNA-Templates (entspricht 50 ng) hinzugefiigt. Die Negativ-
Kontrolle wird mit 1 pl HPLC- H,O zum gleichen Gesamtvolumen von 25 pl aufgefiillt.

Primerstamml&sung (Biomers.net™ - Ulm, Deutschland)
*  T-786C Sense: lypophilisiert in 385 ul HPLC-H,O (=100 pmol)
. T-786C Antisense: lypophilisiert 181 ul HPLC-H,O (=100 pmol)
Verdiinnung auf 10 pmol (1:10): 10 pl 100 pmol Primer + 90 ul HPLC-H,O

Die Amplifikation der DNA wurde mit einem Mastercycler (Eppendorf” - Hamburg,
Deutschland) in 30 Zyklen durchgefiihrt. Die Denaturierung der doppelstrangigen DNA
fand bei 94°C und einer Laufzeit von 1 Minute statt. Bei 58°C wurden die Primer
hybridisiert. Die Elongation der Primer durch die Taqg-Polymerase fand bei 72°C und
einer Laufzeit von 2 Minuten statt. Zusétzlich erfolgte eine ,,Vorlaufzeit™ von 5 Minuten
bei 94°C sowie eine ,,Nachlaufzeit von 5 Minuten bei 72°C.

Fiir die Analyse des T-786C-SNPs wurde ein 657 Basenpaare langes Fragment der
Promotorregion (GenBank™ Accession No. D26607; -1113 bis -456) mittels PCR
amplifiziert (forward primer 5'-GAGTCTGGCCAACACAAATCC-3’, reverse primer
5-GACCTCTAGGGTCAT-GCAGGT-3").
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2.3.3 Restriktionsverdau

Um die nun amplifizierte DNA einem Genotyp zuweisen zu konnen, nutzt man die
unterschiedliche Lange von zerschnittenen DNA-Sequenzen homologer Chromosomen,
welche als verschiedene Restriktionsfragmentmuster sichtbar werden - den
Restriktions-Fragment-Léngen-Polymorphismus (RFLP). Mit  Hilfe einer
Restriktionsendonuklease werden die DNA-Sequenzen anhand einer spezifischen
Erkennungssequenz geschnitten. Die von uns verwendete Endonuklease Hpall besitzt
eine selektive Bindungsstelle fiir die C-Typ — Promotorregion des amplifizierten eNOS-
Genabschnittes. Sie schneidet also bei einem durch den Polymorphismus
durchgefiihrten Basenaustausch von Tyrosin durch Cytosin an Stelle 786 bp. Somit
entstehen verschiedene Langen des Amplifikats, je nach Genotyp des untersuchten

Patienten. Sichtbar werden diese durch die anschlieBende Gelelektrophorese.

2.3.4  Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung unterschiedlich langer DNA-Fragmente
nach ihrer Grofle. Das Gel dient dabei als Triagersubstanz: Die Molekiile des Gels bilden
ein engmaschiges Netz, welches die zu trennenden DNA-Fragmente bei ihrer
Wanderung innerhalb eines elektrischen Feldes behindert. Da DNA negativ geladen ist,
wandert sie innerhalb eines elektrischen Feldes zum positiven Pol. Die einzelnen
Molekiile bewegen sich aufgrund ihrer spezifischen elektrischen Ladungen und vor
allem aber ihrer Grofe unterschiedlich schnell innerhalb des Gels. Nach einiger Zeit
sind die verschiedenen Fragmente an unterschiedlichen Stellen im Gel einzeln
nachweisbar und konnen mit Hilfe von Ethidiumbromid gefdarbt und somit sichtbar
gemacht werden. So entstehen typische Abfolgen von Banden der verschieden langen
DNA-Fragmente.

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 3% Agarose-
Gel (MetaPhor-Agarose der Firma Biozym® Scientific GmbH — Hessisch Oldendorf,
Deutschland). Hierzu wurden 3 g des Agarose-Gels mit 100 ml eines 1fach TAE-Puffers
(0,04 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA) gemischt. 80 ml wurden daraus entnommen und
mit 8 pl Ethidiumbromid (Merck® KGaA — Darmstadt, Deutschland) vermischt.
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Elektrophoretisch aufgetrennt wurde das PCR-Produkt bei 100 Volt, bis eine
hinreichende Trennung erreicht war. Die Geltasche wurde mit 1 pl Loadingbuffer (Carl
Roth® GmbH + Co. KG — Karlsruhe, Deutschland) und 6ul der DNA-Probe beladen.
Des Weiteren wurde ein Lingenstandard von 100 bp (Carl Roth® GmbH + Co. KG —
Karlsruhe, Deutschland) sowie eine Negativkontrolle, welche keine DNA beinhaltete,
aufgetragen. Dann erfolgte fiir eine halbe Stunde das Anlegen des elektrischen Felds
iiber dem Gel. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und
fluoresziert unter UV-Licht, was eine genau Detektion der einzelnen Banden moglich
macht.

Die fotographische Erfassung erfolgte in einem UV-Transilluminator (Biometra®™
biomedizinische Analytik GmbH — Goéttingen, Deutschland) mit Hilfe einer CCD-
Kamera und einer anschlieBenden computergestiitzten Auswertung (BioDocAnalyze
Biometra® biomedizinische Analytik GmbH — Géttingen, Deutschland).

Die Patienten wurden schlieBlich nach ihrem Genotyp in drei Gruppen eingeteilt: TT
(Wildtyp), TC (heterozygot fiir den Polymorphismus) und CC (homozygot fiir den
Polymorphismus).

2.4 Statistische Analyse

Vor Studienbeginn wurde eine ,,A priorie - Poweranalyse® durchgefiihrt. Diese gibt
Aufschluss dariiber, mit welcher Chance bei einer Studie ein Effekt tatsdchlich
nachgewiesen werden kann — in unserem Falle ein signifikanter Unterschied der
Mortalitdt zwischen den einzelnen Gruppen. Hieriiber ldsst sich der optimale
Stichprobenumfang ermittelt, um valide Ergebnisse produzieren zu konnen. Um eine
Studien-Power von 80 % (0,80) und eine Signifikanz von p < 0,05 (5%) zu erreichen,
wurde eine Patientenzahl (n) von 500 errechnet.

Fir die deskriptive Statistik wurden ordinalskalierte Werte als Mittelwert mit
Standardabweichung + s ausgedriickt. Zur Testung der Normalverteilung dieser, wurde
der Kolmogorov-Smirnov-Test angewandt. Kategoriale Daten wurden in
Prozentangaben ausgedriickt.

Zur Testung von Unterschieden innerhalb der verschiedenen Gruppen wurde fiir
kategoriale Daten der Pearson-Chi-Quadrat-Test herangezogen. Mit Hilfe des y*-Tests
wurde die Hypothese iiber das Bestehen oder Nichtbestehen (Nullhypothese) eines
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Zusammenhangs zwischen zwei Merkmalen iiberpriift. Ordinalskalierte Daten wurden
durch den Kruskal-Wallis-Test tiberpriift.

Multivariate Varianzanalysen (multivariate analysis of variance, MANOVA) erfolgten
fiir die Morbiditdt und Mortalitdt. Um den Alphafehler bei multiplen Testungen nicht zu

kummulieren, wurden die multivarianten Analysen nach Bonferroni korrigiert.

Die Genotypenverteilungen des T-786C—Polymorphismus wurde mit einem x’-
Anpassungstest mit der erwarteten Verteilung innerhalb der normalen Bevolkerungen
laut dem Hardy-Weinberg-Gesetz berechnet. Dieses besagt, dass in einer groflen
Population mit zufdlliger Paarung und ohne populationsverdndernde Einfliisse das
Allelverhiltnis eines gegebenen Genortes und die Genotypen konstant bleiben.

p’+2pq+q° =1  p=relative Haufigkeit des Allels A

ptq=1 q = Allelfrequenz des komplementéaren Allels a

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Programms SPSS (Statistical
Programm for Social Sciences for Windows, SPSS Inc. - Chicago, USA) angefertigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Genotypen- und Allelverteilung

Die in unserer Studienpopulation ermittelte Genotypenverteilung des eNOS T-786C —
Polymorphismus entsprach nicht dem Hardy — Weinberg — Aquilibrium fiir die

Genotypenverteilung und Allelfrequenz.

Tabelle 2: Genotypen- und Allelverteilung.

Variable Wildtyp (TT) Heterozygot (TC) Homozygot (CC)

Genotypenverteilung n=208 (41,6%) n=256(51,2%) n=236(7,2%)

T-Allel C-Allel
Allelfrequenz n=672(67,2%) n=2328 (32,8 %)

Die zu erwartende Genotypenverteilung wire fiir TT n = 226 (45,2%), fiir TC n = 220
(44%) und fiir CC n =54 (10,8%).

3.2 Préoperative Daten

Der Altersdurchschnitt und die Geschlechterverteilung waren innerhalb der drei
Gruppen vergleichbar. Auch die Risikofaktoren waren bei allen Patienten dhnlich haufig
vorbestehend. Einzig homozygote Trager des C-Allel besalen eine hohere Privalenz
einer pAVK (p = 0,03) als heterozygote Trager oder die Wildtyp-Form.

Bei der prioperativen Medikation nahmen die homozygoten C-Alleltrager mehr (-
Blocker (p = 0,004) und ACE-Hemmer (p = 0,0003) ein. Trager des Wildtyp-Allels
dagegen erhielten mehr Antiarrthythmika (p = 0,006) prédoperativ. Die anschlieend
durchgefiihrte Multivarianzanalyse zeigte hierbei keinen Einfluss der verschiedenen
prdoperativ verabreichten Medikamente auf die Mortalitit. Der ermittelte Euroscore

verwies ebenfalls auf kein erhohtes operatives Risiko einer bestimmten Allelgruppe.
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Tabelle 3: Praoperative Daten.

3.3

TT TC CcC
Variable (n=208) (n=256) (n=36) p-Wert
Alters- und Geschlechtsverteilung
Alter (Jahre) 66,7+10,9 67,9+10,5 68,0£8,7 0,908
Geschlecht (3/9) 141/ 67 157 /99 25/11 0,28
Risikofaktoren
BMI (kg/m?) 27,0+4,5 285+4,7 282+44 0,06
Nikotinabusus 80 (38%) 74 (29%) 13 (36%) 0,09
Arterieller Hypertonus 151 (73%) 182 (71%) 29 (81%) 0,49
Hyperlipoproteindmie 105 (50%) 114 (45%) 22(61%) 0,12
Diabetes mellitus 59 (28%) 82(32%) 13(36%) 0,53
Positive Familienanamnese 37 (18%) 39 (15%) 3 (8%) 0,33
Ejektionsfraktion (%) 54,0+ 14,1 52,0+15,3 52,5+15,9 0,89
Niereninsuffizienz 23 (11%) 36 (14%) 9 (25%) 0,07
pAVK 16 (8%) 13 (5%) 6 (17%) 0,03
Zerebrale Ereignisse 24 (12%) 35(14%) 7 (19%) 0,41
Pulmonale Hypertonie 14 (7%) 22 (9%) 4 (11%) 0,59
COPD 18 (9%) 18 (7%) 4 (11%) 0,63
Praoperative Medikation
B-Blocker 123 (59%) 164 (64%) 29 (81%) 0,004
ACE-Hemmer 99 (48%) 134 (52%) 30(83%) <0,001
Koronartherapeutika 40 (19%) 45(18%)  8(22%) 0,76
Antiarrhythmika 14 (7%) 3 (1%) 2 (6%) 0,006
Diuretika 86 (41%) 94 (37%) 19(53%) 0,15
Lipidsenker 113 (54%) 104 (41%) 21 (58%) 0,05
Antidiabetika 37 (18%) 47 (18%) 10 (28%) 0,35
Weitere Antihypertensiva 51 (25%) 55Q21%) 5(14%) 0,33
Bronchodilatatoren 9 (4%) 52%) 1 (3%) 0,32
Antikoagulanzien 145 (70%) 171 (67%) 21(58%) 0,38
Euroscore 5+4 6+4 5+4 0,09
Intraoperative Daten

Die intraoperativ erhobenen Daten zeigten keinerlei signifikante Unterschiede zwischen

den drei Allelgruppen. Die Operationszeiten und Arten der Eingriffe waren bei allen

drei Gruppen vergleichbar verteilt. Die Ergebnisse sind in absoluten Zahlen angegeben

und fiir die jeweilige Allelgruppe in Prozente aufgeschliisselt.
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Tabelle 4: Intraoperative Daten.

TT TC CcC

Variable n=208 n=256 n=36 p-Wert
Operationszeitpunkt
Elektiv (n =396) 162 (78%) 203 (79%) 31(86%) 0.9
Dringlich (n=41) 17(8%) 22(1%) 2(56%) 0,8
Notfall (n = 63) 29 (14%) 31 (12%) 3 (8%) 0,6
Eingriffe
Bypass-OP (n=251) 109 (52%) 123 (48%) 19 (53%) 0,72
Klappen-OP (n =107) 43 (21%) 56 (22%) 8(22%) 0,91
kombinierter Eingriff (n =101) 38 (18%) 55(21%) 8(22%) 0,61
andere Eingriffe (n =41) 23 (11%) 18 (7%) 0 (0%) 0,31
Operationszeiten
Kardioplegie-Zeit (min.) 86 + 38 92+42 82+24 0,23
CPB (min.) 131£54 145+81 129+39 0,30

3.4 Postoperative Daten

Verglichen mit den beiden anderen Allelgruppen, zeigten die C-Alleltrager eine
signifikant erniedrigte Compliance (p = 0,01) der Lunge, einen insgesamt hoheren
Lung-Injury-Score (p = 0,02) und einen niedrigeren PEEP-Wert (p = 0,01). Alle anderen
die Lungenfunktion betreffenden Messwerte wiesen keine relevanten Unterschiede
beziiglich der drei Genotypgruppen auf (P,O,/FiO,, P,CO,, pH arteriell,
Lungeninfiltrate).

Bei den hdmodynamischen Untersuchungsergebnissen zeigten sich ebenfalls keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Deutliche Unterschiede ergaben sich bei der
postoperativen Medikation fiir die inotropen Wirkstoffe Adrenalin (p = 0,05) und
Noradrenalin (p = 0,03), so wie fiir das vasodilatierende Nitroglycerin (p = 0,01). Die
Substitution dieser erfolgte am Haufigsten innerhalb der heterozygoten TC-
Allelgruppe.Verabreichte Blutprodukte zeigten wie die beiden postoperative ermittelten
Scores (APACHE II, SAPS 1I) gleiche Verteilungen. Die postoperative Komplikation
der sternalen Wundinfektion zeigte eine Tendenz zur Gruppe der homozygoten C-
Alleltrager (p = 0,05), nicht jedoch die anderen aufgetretenen postoperativen
Komplikationen wie Myokardinfarkt, Nachblutung, IABP- oder ECMO-Implantation;

ebenso nicht die Aufenthaltsdauer im Krankenhaus.
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Tabelle 5: Postoperative Daten.

TT TC CcC

Variable n=208 n=256 n=36  p-Wert
Lungenfunktion
P.O,/F;0, 262+107 255+91 246+130 0,25
PEEP (mbar) 7£2 8+3 6£1 0,01
P,CO, (mmHg) 40+ 44 40+£4.8 40«5 0,61
pH arteriell 7,4+0,1 7,4+0,0 7,4+0,0 0,99
Compliance (ml/mbar) 51+22 43 +£20 40+ 13 0,01
Infiltrate (Quadrant) 1,2+0,8 1,3+0,8 1,4+£0,8 0,12
Lung-injury-Score 1,2+0,7 1,4+£0,7 1,5+0,7 0,02
Hamodynamik
Herzfrequenz (1/min.) 81,7+ 13,2 83,3+13 80+ 10 0,48
MAP (mmHg) 80,5+8,9 80+9 77+8 0,10
ZVD (mmHg) 11+3 12+4 11+£3 0,14
PCWP (mmHg) 15+4 14+4 14+5 0,63
mittlerer PAP (mmHg) 25+10 26 +5 25+5 0,19
CI (I/min./m?) 29+£09 3,07£29 28+0,7 0,89
SVRI (dyn*s*m™*cm™) 977 £471 978+365 869+227 0,64
PVRI (dyn*s*m™>*cm™ ) 210+ 184 218+158 17170 0,70
Medikation
Adrenalin (mg/d) 1,4+£54 109+1288 1,3+£34 0,05
Noradrenalin (mg/d) 1,1 +43 40+176 2,2+10,6 0,03
Levosimendan (mg/d) 0,1+£0,6 0,04+0,7 0 0,65
Enoximon (mg/d) 10,5+66,7 28+196 253+1,1 047
Dobutamin (mg/d) 49+289 155+67,6 22,4+80,4 0,16
Nitroglycerin (mg/d) 8+22 14 £33 6,9+19,2 0,01
Amiodaron (mg/d) 74+ 315 60 + 234 16 + 83 0,69
Kortison (mg/d) 18 + 181 59 £+ 385 4+£24 0,07
Vasopressin (iU/d) 0 0,3+3,0 0 0,14

Verabreichte Blutprodukte
Erythrozytenkonzentrate (ml/d) 207 =486 299+ 688 202+556 0,15

Frischplasma (ml/d) 46 + 349 102 + 664 50 +303 0,31
PPSB (iU/d) 7+ 104 0 0 0,82
Scores

APACHE 11 15+6 16 +7 15+5 0,43
SAPS II 25+7 25+7 25+ 7 0,22

Postoperative Komplikationen

Nachblutung 2 (1%) 10 (4%) 4 (11%) 0,07
Myokard Infarkt 1 (0%) 1 (0%) 0 (0%) 0,21
Sternale Wundinfektion 0 (0%) 1 (0%) 1 (3%) 0,05
IABP 12 (6%) 22 (1%) 3 (8%) 0,50
ECMO 0 (0%) 1 (0%) 0 (0%) 0,50
Aufenthaltsdauer

Intensivstation (d) 816 8§+ 13 5+8 0,07
Krankenhaus (d) 26 £22 25+20 21+£12 0,71
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3.5 Mortalitat

Die Analyse der Sterblichkeit der untersuchten Patienten zeigte insgesamt eine
Mortalitétsrate von 8,2 % (n = 41). Ein erhohte Sterblichkeit spezifischer Alleltrager
konnte nicht festgestellt werden (p = 0,15). Eine weiterhin durchgefiihrte Subgruppen-
Analyse ergab eine erhohte Sterblichkeitsrate fiir elektiv durchgefiihrte Operationen von
6,6 % (n = 26). Diese war ebenfalls gleichmiBig auf alle drei Allelgruppen verteilt.
Dringlich erfolgte Operationen wiesen ein &hnliches Bild auf (p = 0,71). Die
homozygoten C-Alleltriger zeigten innerhalb dieser Mortalitdtsvariablen zwar erhohte
Werte, doch sind diese im Vergleich nicht signifikant (p > 0,05).

Im Gegensatz dazu zeigte sich jedoch eine deutlich erhdhte Mortalitdt (p = 0,014) der

homozygoten C-Alleltrdger, die einer Notfall-Operation unterzogen werden mussten.

Tabelle 6: Mortalitétsraten.

TT TC CcC
Variable n=208 n=25 n=36 p-Wert
Mortalitat
Insgesamt 8,2 % (n=41) 15(7%) 20(8%) 6 (17%) 0,15
Elektiv-OP 6,6 % (n = 26) 8(4%) 14(5%) 4 (11%) 0,25
Dringliche OP 14 % (n=6) 2(1%) 42%) 0(0%) 0,71
Notfall-OP 14 % (n=9) 52%) 2(0%) 2(6%) 0,014
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4 Diskussion

4 Diskussion

Ziel der Studie war es, den unmittelbaren Einfluss des T-786C—Polymorphismus des
eNOS-Gens bei kardiochirurgischen Operationen mit Hilfe eines kardiopulmonalen
Bypass zu untersuchen. Die von uns erhobenen Ergebnisse zeigen hierbei einen
signifikanten Zusammenhang zwischen homozygoten Tragern des C-Allels und einer

erhohten postoperativen Sterblichkeit nach kardiochirurgischen Operationen mit CPB.

Wie bereits Eingangs erwéhnt, spielt NO eine essentielle Rolle innerhalb der
Regulation der kardiovaskuldren Homoostase. Defekte der NO-Funktion fiihren folglich
zu Endotheldysfunktionen mit schwerwiegenden Konsequenzen (Quyyumi et al. 1995).
So wurden mehrere Gen-Polymorphismen der eNOS, welche fiir die basale vaskuldre
NO-Produktion verantwortlich ist, bereits mit verschiedenen kardiovaskuldren
Erkrankungen in Verbindung gebracht. Daher gilt das eNOS-Gen auch als
Suszeptibilititsgen: Diese Gene erhdhen bei vorhandenen Mutationen oder
Polymorphismen die Empféinglichkeit fiir spezifische Erkrankungen. Der von uns
untersuchte T-786C-Polymorphismus innerhalb der Promotor-Region des eNOS-Gens
verringert beispielsweise die Expression der eNOS und kann die Grundlage fiir
verschiedenste Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems bilden; Atherosklerose,
Koronarspasmen und Myokardinfarkte sind mogliche Folgen dieser verringerten basalen

NO-Sekretion (Miyamoto et al. 1998; Rossi et al. 2003).

Die Geschlechter- und Altersverteilung unseres Patientenkollektivs zeigte keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der drei Allelgruppen, was eine vergleichbare
Studienpopulation zugrunde legt. Auch die durchgefiihrten operativen Eingriffe und die
Dringlichkeit dieser waren zwischen den Gruppen &dhnlich verteilt, wie auch die CPB-
und Kardioplegie-Zeiten. Die verabreichten Blutprodukte zeigten keinerlei Unterschiede
zwischen den Gruppen, dhnlich den postoperativen Komplikation, welche wiederum zu
analogen Verhéltnissen innerhalb aller drei Gruppen auftraten. Der beobachtete T-786C-
Polymorphismus hatte somit zumindest auf die durchgefiihrten operativen
Verfahrensweisen keinerlei signifikanten Einfluss und die drei Allelgruppen der Studie

stellen sich als sehr homogen verteilt dar.
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Die Genotypenverteilung unserer Studienpopulation entsprach nicht dem Hardy-
Weinberg-Aquilibrium. Dieses Gleichgewicht geht von einer idealen und sehr groBen
Population aus, in welcher ein konstanter Genpool vorherrscht. Dies bedeutet, dass
Einflussfaktoren wie Mutation, Selektion, Im- und Emmigration nicht beriicksichtigt
werden — es findet innerhalb dieses mathematischen Modells also keine Evolution statt.
Die Anzahl unserer Studienkollektivs konnte also ein Grund fiir das Abweichen vom
theoretischen Gleichgewicht sein, da die ideale Population so gro gewihlt ist, dass
einzelne genetische Verdnderung praktisch keine Auswirkungen haben. Auch entsprach
das Studienkollektiv praselektionierten Patienten mit kardiovaskulidren Erkrankungen,
also ebenfalls nicht der Normalbevolkerung. Der EinschluB der Patienten erfolgte
zufdllig in die Studie — in Abhéngigkeit der Ein- und AusschluBkriterien — wodurch sich
eine Diskrepanz erkliren lieBe. Die Berechnung des Hardy-Weinberg-Aquilibriums
erfolgte auBerdem fiir kaukasische Patienten. Unser Patienkollektiv konnte demnach
durch Pateinten anderer Herkunft beeinflusst worden sein. Auch war durch das

unizentrische Studiendesign das Patientenkollektiv auf den Grofraum Goéttingen

beschrinkt.

Die prioperativ ermittelten Risikofaktoren zeigten, bis auf die pAVK, ebenso
vergleichbare Risikoprofile fiir alle Alleltrdger. Das signifikant erhhte Auftreten der
pAVK bei CC-Alleltrager (p = 0,03) steht hierbei im Einklang mit anderen Studien, da
die Atherosklerose, die fiir circa 90 % der pAVK-Fille verantwortlich ist, durch eine
basal verminderten NO-Synthese entstehen kann (Boger et al. 1997, Lubos et al. 2009).
Als initial fiir die Entstehung atherosklerotischer Verdnderungen des Gefdflsystems gilt
die Endothelschddigung. Dieser folgt die Expression von Adhidsionsmolekiilen und
chemotaktischen Mediatoren. Es kommt zur Anlagerung und Migration von Leukozyten
und Lipoprotein-Partikeln in den subendothelialen Raum der Intima. Diese
Prakursorformen atherosklerotischer Plaques sind unter physiologischen Bedingungen
durch die basale NO-Liberation hemmbar (Quyyumi 1998).

Andere durch atherosklerotische Verdnderungen verursachte Krankheitsbilder, wie
stattgehabte Schlaganfille oder eine bereits existente Niereninsuffizienz, traten jedoch
nicht vermehrt innerhalb der CC-Alleltrager auf. Dies bestitigt ebenfalls die Ergebnisse
anderer Studien: Sie =zeigten den Zusammenhang zwischen anderen eNOS-
Polymorphismen (VNTR-Polymorphismus im Intron 4, Glu298 Asp-Mutation auf Exon

7) und der Entstehung von schweren Nierenschdden (Nagase et al. 2003) — fiir den von
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uns untersuchten Polymorphismus ergab sich jedoch bisher kein Zusammenhang. Zur
Entstehung von Schlaganfillen scheint generell keine spezifischen Assoziation mit
bestimmten Polymorphismen zu bestehen (Grewal et al. 2007). Lediglich die
Karotisstenose, welche zu Schlaganfillen fiihren kann, ist mit dem untersuchten

Polymorphismus assoziiert (Ghilardi et al. 2002).

Die préoperativ verabreichten Medikamente zeigten signifikante Unterschiede
zwischen den drei Allelgruppen. So erhielten die homozygoten C-Alleltrager
durchschnittlich mehr B-Blocker (p = 0,004), ACE-Hemmer (p = 0,0003) und
Lipidsenker (p = 0,05). Dies ist konkordant mit den, zwar nicht signifikant, aber im
Durchschnitt doch erhdhten Auftretens der prdoperativen Risikofaktoren arterieller
Hypertonus (80,6 % innerhalb der homozygoten C-Alleltrdger, 72,6 % innerhalb der
Wildtypen; p = 0,49) und Hyperlipoproteindmie (61,1 % der homozygoten C-
Alleltrager, 50,5 % der Wildtypen; p = 0,12). Antiarrhythmika hingegen wurden starker
bei Wildtyp-Alleltragern praoperativ ermittelt (p = 0,006). Dies ldsst sich weder mit
dem von uns untersuchten Polymorphismus noch mit den ermittelten prdoperativen
Risikofaktoren in Einklang bringen. Es bleibt also fraglich, in wie fern diese Daten eine

eigene Entitdt an Erkrankung widerspiegeln.

Bei den von uns ermittelten Lungenfunktions-Parametern zeigten sich signifikante
Unterschiede sowohl in der pulmonalen Compliance (p = 0,01), den Lung-Injury-Scores
(p = 0,02), als auch dem PEEP (p = 0,01) der einzelnen Gruppen. Die insgesamt in allen
Gruppen verringerte Compliance, also die geringere Riickstellkraft der Lunge, deutet
auf einen pathologischen Verlust der Integritdt des Lungengewebes hin. Dies ist jedoch
teilweise der maschinellen Beatmung zu schulden, da diese die funktionelle
Residualkapazitit (FRC) verdndert. Infolge dessen steigt der pulmonale
Gefdlwiderstand (PVRI) und die gemessene Compliance nimmt ab. Die isolierte
Signifikanz der erniedrigten Compliance der CC-Alleltriger gegeniiber den anderen
beiden Gruppen lésst sich aber nur schwer erkldaren. Andere Studien zeigten lediglich,
dass in vitro erhohte Beatmungsvolumina und —zyklen der maschinellen Beatmung zu
einer vermehrten NO-Freisetzung in das alveoldre Kompartiment der Lunge fiihren
(Hammerschmidt et al. 2003). Das dehnungsabhingig aus Alveolarmakrophagen
freigesetzte NO dient der anti-apoptotischen Autoprotektion alveoldrer Typ-II-Zellen; es

kommt sonst zur belastungsinduzierten Apoptose der Zellen. Der Einfluss auf die
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Compliance der Lunge bei verringerter NO-Distribution bleibt somit jedoch weiterhin
offen, zumal andere Studien vor allem den Einfluss auf das vaskuldre Kompartiment der
Lunge nachweisen konnten — der gemessene PVRI wiirde infolge dessen steigen. Der
von uns ermittelte PVRI war jedoch bei keiner spezifischen Allelgruppe signifikant
erhoht, obgleich durchgehend auBlerhalb physiologischer Werte (PVRI unter
Ruhebedingungen: 67 + 23 dyn*s*m-2*cm-5). Der Lung-Injury-Score (1,49 + 0,70) war
in der Gruppe der homozygoten Alleltrager erhoht und deutete auf eine moderate bis
milde Schéadigung der Lunge hin (Score 0,1 — 2,5), ein akutes Lungenversagen (Score >
2,5) mit Einfluss auf die Mortalitdt wurde jedoch nicht beobachtet. Dieses ,,Acute
Respiratory Distress Syndrom* (ARDS) wurde bereits in anderen Studien als eher
seltene Komplikation bei CPB-Operation mit einer wahrscheinlichen Mortalitit von
circa 15 % beobachtet; meistens traten nur geringgradige Lungenschidigungen auf
(Milot et al. 2001). Auch der fiir die heterozygoten Alleltrager erhohte PEEP-Wert (8 +
3 mbar) scheint kein direkter Pradiktor fiir eine Polymorphismus-assoziierte stirkere
Anfilligkeit fiir pulmonale Komplikationen nach CPB-Operationen zu sein.

Generell zeigen diese Daten trotz der nur milden Lungenschddigung insgesamt einen
moglichen Einfluss des T-786C—Polymorphismus auf die Lungenfunktion und stehen im
Einklang mit anderen Studien, die bereits Auswirkungen einer verminderten NO-

Distribution auf die Lunge beobachteten (Berger et al. 2005).

Die postoperativ erhobenen invasiven hdmodynamischen Messwerte zeigten keine
Unterschiede zwischen den drei Allelgruppen; alle Werte waren im Mittel &hnlich
verteilt und zeigen zumindest innerhalb der Akutsituation des intensivmedizinischen
Aufenthaltes nach kardiochirurgischen Eingriffen keinen Einfluss des Polymorphismus.
Bei den verabreichten Medikamenten zeigten sich teils starke Unterschiede innerhalb
der drei Gruppen: Die signifikant hochsten Dosen pro Tag an Adrenalin (p = 0,05),
Noradrenalin (p = 0,03) und Nitroglycerin (p = 0,01) erhielten die heterozygoten
Alleltrager. Alle anderen Dosierungen der von uns untersuchten Medikamente waren
dhnlich auf alle Patienten des Kollektivs verteilt. Boeken et al. postulierte 1999 einen
Zusammenhang zwischen prioperativ verabreichten ACE-Hemmern und einem
perioperativ erhohten Bedarf an Katecholaminen. Dieser entstehe durch die verdnderte
Mikrozirkulation und Inflammation und dem nachfolgenden ,,SIRS“ (Boeken et al.
1999). Die homozygoten Alleltrdger unserer Studie zeigten eine deutlich vermehrte

Einnahmen von ACE-Hemmern priaoperativ (p = 0,0003), doch den hdochsten
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perioperativen Verbrauch an Katecholaminen zeigten die heterozygoten Alleltrager
(Adrenalin p = 0,05 / Noradrenalin p = 0,03). Die genannte Studie unterschied jedoch
nicht zwischen Trigern bestimmter Polymorphismen und somit ist die
Gruppenverteilung und damit auch die Verteilung bereits vorbehandelter Patienten nicht
vergleichbar. Ein mdglicher Einfluss des Polymorphismus konnte trotzdem bestehen, da
die heterozygoten Tréiger insgesamt mehr ACE-Hemmer erhielten als beispielsweise die
Trager des Wildtyp-Allels. Somit bleibt es auch fraglich, wie grof3 der Einfluss eines
einzelnen kranken Allels auf den Phénotyp des Patienten ist ohne den Haplotyp zu
beriicksichtigen.Die Studie von Liakopoulos et al. (2006) zeigte diesen erhohten Bedarf
an inotropen Medikamenten ebenfalls nicht, obgleich dort auch kein erhohter Bedarf an
ACE-Hemmern nachweisbar war. Dies mag daran liegen, dass die genannte Studie die
heterozygoten und homozygoten Alleltrdger innerhalb einer Gruppe zusammenfasste,
lediglich elektive Bypass-Patienten einschloss und insgesamt eine geringere Fallzahl
aufwies. Dies konnte fiir unsere Studie bedeuten, dass eventuell nicht nur die ACE-
Medikation signifikant innerhalb der Polymorphismus-Trager erhoht bliebe, sondern
nun auch der Katecholaminbedarf signifikant fiir diese Gruppe erhoht wére. Somit
konnten wir formal zwar die beschriebene Studie bestitigen, der Einfluss des
untersuchten Polymorphismus bleibt jedoch weiterhin fraglich. Einzig der mit der
Langzeiteinnahme von ACE-Hemmern verbundene Abfall des SVRI und des MAP
konnte gezeigt werden. Zwar insgesamt nicht signifikant (SVRI p = 0,64 / MAP p =
0,10), doch sind SVRI und der MAP der homozygoten Tréger erniedrigt.

Den hochsten Verbrauch gegeniiber den anderen Allelgruppen an Nitroglycerin (NTG)
zeigten wiederum die heterozygoten Triger (14 + 33 mg/d, p = 0,01). Dies scheint
ebenfalls erstaunlich, da der T-786C — Polymorphismus generell zu einer verringerten
NO-Produktion fiihrt. Demnach miissten die homozygoten Alleltriger basal die
geringste NO-Produktion und damit den hochsten Bedarf daran besitzen. Ein méglicher
Grund fiir diese Divergenz konnte die CPB-assoziierte Hypotension sein. Die durch den
Kontakt mit der HLM und der Kardioplegie freigesetzten proinflammatorischen und vor
allem vasodilatierenden Mediatoren fithren zu einer starken Hypotension, getriggert
durch die lokal iiberschieBende Aktivitdt der myokardialen iNOS (Tofukuji et al. 1998).
Der gemessene SVRI und der MAP der homozygoten Triger waren stets niedriger, als
die der beiden anderen Gruppen, was auf eine stirkere Vasodilatation hinweist. Eine
tierexperimentellen Studie konnte bereits zeigen, dass unter hypoxischen Bedingungen

schon eine geringe Menge an NO zur Vasodilatation der Arteriolen und damit zu einer
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relativ starken Senkung des MAP und CI fiihrt (Dias-Junior et al. 2006). Diese in
Zusammenhang mit den pridoperativ distributierten ACE-Hemmern stehende
Vasodilatation konnte ein moglicher Grund fiir einen geringeren Bedarf an NTG
erkldaren. Jedoch erklart dies nicht die gesteigerte Distribution von NTG der TC-
Alleltrager, da diese auch durchschnittlich am meisten inotrope Substanzen erhielten.
Demnach briuchten die heterozygoten Trager eine verringerte Vorlast durch
gesteigertes vendses ,,pooling* des Blutes durch das NTG, zusitzlich zur gesteigerten
Pumpleistung durch die Katecholamine — insgesamt wiirde also eine schwéchere
Herzleistung bestehen und die Mortalitit sollte in dieser Gruppe hoher sein. Einzig
tierexperimentelle Studien von Quyyumi et al. (1998) zeigten einen mdglichen
Zusammenhang zwischen verwendeten ACE-Hemmern und einer nachfolgend erhéhten
Bioverfiigbarkeit an NO: Durch die verminderte Produktion an Angiotensin-II erhéht
sich die Bradykinin-Aktivitit, welche wiederum die Endothelfunktion verbessert. Des
Weiteren wir die Bildung von toxischen Metaboliten des oxidativen Stress verringert,

welche als Scavenger fiir NO dienen konnen.

Beziiglich der postoperativ ermittelten APACHE II- und SAPS II-Scores zeigten sich
keinerlei Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Somit scheint auch hierbei eine
vergleichbare Patientenverteilung beziiglich der postoperativen intensivmedizinischen

Situation zu bestehen.

Insgesamt zeigten sich die von uns ermittelten Mortalitdtsraten im Rahmen der
allgemeinen Krankenhaus-Mortalitét kardiochirurgischer Patienten (Osswald et al.
1999). Somit ist auch hierbei eine Vergleichbarkeit der gewonnenen Daten mit anderen
Instituten und Studien gegeben. Die generell erhhten Mortalitdts-Werte fiir Patienten
nach dringlichen oder Notfall-Operationen sind konkordant mit anderen Studien, die
bereits zeigen konnten, dass nicht-elektiv durchgefiihrte kardiochirurgische Operationen
einen Risikofaktor fiir die perioperative Sterblichkeit darstellen (Sergeant et al. 2003).
Einzig die Mortalitit der homozygoten C-Alleltriger zeigte in der Subgruppe der
Notfall-Operationen eine deutliche Signifikanz (p = 0,0144). Bei zwei Todesféllen von
insgesamt drei Patienten dieser Gruppe stellt dies eine Mortalitit von 66,7 % dar.

Anhand eines murinen in-vitro-Modells zeigten Ichinose et al. (2007) die protektiven
Eigenschaften der eNOS: Eine Uberexpression der myokardialen eNOS im Rahmen

eines septischen Schocks reduzierte die durch die Sepsis verursachte myokardiale
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Dysfunktionen und senkte damit die Mortalitdt (Ichinose et al. 2007). Demnach konnte
die durch den Polymorphismus verringerte NO-Menge fiir die gesteigerte Mortalitét
verantwortlich sein. Da es sich jedoch um keine klinischen und nicht an Menschen
gewonnenen Daten handelt, bleibt die einfache Ubertragung dieser auf unsere Studie
fraglich. Ein weiterer moglicher Einflussfaktor der gesteigerten Mortalitit stellt die
erhohte Rate an renalen Vorerkrankungen der homozygoten Alleltrdger dar. Diese ist
zwar nicht statistisch signifikant (p = 0,07), jedoch fast doppelt so hoch als in den
beiden anderen Gruppen. Es konnte bereits klinisch gezeigt werden, dass eine vor der
CPB-Operation bestehende Niereninsuffizienz die Mortalitdit der Patienten steigert
(Chonchol et al. 2007). Auch die Antwort auf den stirksten Transkriptionsreiz der
eNOS, die Hypoxie, ist durch den von uns untersuchten Polymorphismus abgeschwécht
(Rossi et al. 2003). Diese verminderte Antwort auf einen akuten O,-Mangel konnte
ebenfalls entscheidenden Einfluss nehmen. Gerade die Subgruppe der Notfallpatienten,
welche akute Ischdmien erlitten, ist besonders anfallig fiir eine mangelnde Reaktion des
Endothels auf eine plotzliche Ischimie. Somit bleibt fraglich inwieweit der

Polymorphismus alleinig die beschriebenen Ergebnisse erklirt.

Wie bereits erwdhnt, lassen sich die von uns ermittelten Ergebnisse nur teilweise in das
Geflige der bisherigen Publikation iiber den klinischen Einfluss des eNOS-
Polymorphismus T-786C einfiigen. Diese Inkonsistenz zieht sich leider durch fast alle
klinischen Studien zum Einfluss von NO. Es gibt eine Vielzahl an Publikationen zu den
einzelnen eNOS-Polymorphismen und dem Auftreten eines arteriellen Hypertonus und
ebenso viele, die einen Zusammenhang widerlegen konnen (Tsujita et al. 2001).

Unsere Studie zeigte zwar eine signifikant erhohte Sterblichkeit der homozygoten
Alleltrager, jedoch nur innerhalb der Subgruppe der Notfall-Patienten. Allgemein war
die Mortalitdt vergleichbar mit den anderen Gruppen. Die geringe Patientenzahl
innerhalb der Notfallgruppe (n = 3) ist zwar statistisch signifikant, aber aufgrund dessen
auch angreifbar. Es bleibt auerdem fraglich, inwieweit die einzelnen Notfall-Patienten
und die Schwere ihrer Erkrankung vergleichbar sind. Auch die Dauer und Art des
Transports, die Abhéngigkeit von Tageszeiten und personeller Besetzung der
zustindigen Rettungsdienste und des chirurgischen Personals haben einen gewichtigen
Einfluss auf die Mortalitit. Die Vergleichbarkeit mit anderen Studien und deren
Ergebnissen ist ebenso kritisch zu hinterfragen, da beispielsweise die Studie um

Liakopoulos et al. (2006) eine viel geringere Patientenzahl einschloss (n = 105) und die
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heterozygoten und homozygoten Allelgruppen zusammenfiigte. Des Weiteren wurden
bei der genannten Studie lediglich Patienten nach elektiven Bypass-Operationen
eingeschlossen und der Beobachtungszeitraum umfasste nur die ersten 24 Stunden
postoperativ.

Die eingeschrinkte Schlussfolgerung dieser Studie, der Polymorphismus habe keinen
klinischen Einfluss, wurde zwar durch uns bestétigt — die elektiven Operation spiegeln
dies ebenfalls wider — die signifikante Mortalitit der homozygoten Notfall-Operationen
bleibt jedoch bestehen. Auch die beiden erwidhnten Studien zur Restenose-Rate
beziehungsweise vermehrten Auftreten von Myokardinfarkten und erhdhter
Sterblichkeit nach Stent-Implantation unterstiitzen unsere Studienergebnisse. Auch die
Verteilung der Allele zeigt zumindest einen generellen Zusammenhang zwischen dem
Polymorphismus und der Notwendigkeit eines kardiochirurgischen Eingriffs durch
bestehende Erkrankungen. Fasst man die Gruppe der heterozygoten und homozygoten
Alleltrager zusammen, so stellen diese 58 % aller von uns untersuchen
kardiochirurgischen Patienten dar.

Eine weitere Einschrinkung unserer Studie besteht durch den untersuchten Einfluss
eines einzelnen Polymorphismus auf eine ausgewdhltes Kollektiv. Es existieren eine
Vielzahl an Polymorphismen und Mutationen innerhalb des eNOS-Gens, alle mit
unterschiedlichsten Auswirkungen auf die Expression und Distribution des
Genproduktes. Allein fiir die Promotorregion des eNOS-Gens, innerhalb welcher der
von uns untersuchte Polymorphismus liegt, konnten bereits drei verschiedene SNPs
identifiziert werden (Wang und Wang 2000). Die eingangs erwéhnte starke Assoziation
des T-786C—SNP mit dem VNTR in Intron 4 des eNOS-Gens spiegelt diese mogliche
synergistische Wirkung der einzelnen Polymorphismen beispielhaft wider. Der genannte
VNTR konnte bereits mit einer erhohte Rate an Myokardinfarkten (Jemaa et al. 2007),
primérer arterieller Hypertonie (Moe et al. 2006) und dem vermehrten Auftreten einer
KHK (Yoshimura et al. 2000) assoziiert werden. Es bleibt somit fraglich, ob ein
einzelner Basenaustausch schon geniigt, um die Mortalitét standardisierter chirurgischer
Eingriffe zu steigern. Somit erscheint die Untersuchung des kompletten Haplotyps der
einzelnen Patienten sinnvoller. Des Weiteren sollten immer auch vorbestehende
Risikofaktoren mit einbezogen werden, da diese klinische Manifestationen von
Polymorphismen teilweise erst sichtbar machen. So konnte eine erhohte Inzidenz einer

manifesten KHK beim Nachweis des VNTR in Intron 4 in Kombination mit dem
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Risikofaktor Nikotinabusus nachgewiesen werden (Yoshimura et al. 2000). In unsere
Studie gelang dieser Nachweis nicht fiir den untersuchten Polymorphismus.

Die Beeintrachtigung durch den CPB ist ebenfalls schwierig von genetischen
Normvarianten zu trennen, da dieser interindividuellen Schwankungen unterliegt —
moglicherweise wiederum durch die verschiedenen Polymorphismen und ihre
Wechselwirkungen beeinflusst. Weitere Einschrinkungen der Studie bestehen durch die
Beschrinkung auf Patienten kaukasischer Herkunft und der insgesamt geringen Anzahl
an CC-Alleltrdgern. Der Studienzeitraum war aullerdem auf die Dauer des
Krankenhausaufenthaltes begrenz ohne weitere Nachuntersuchungen. Der Nachweis
verschiedenster Grunderkrankungen, vermittelt durch den T-786C — Polymorphismus,
bedingt oftmals eine Pathogenese von mehreren Jahren, wie im Beispiel der
Atherosklerose. Folglich wire eine Nachverfolgung iiber einen groferen Zeitraum
aussagekriftiger und miisste insgesamt auch mehr Patienten einschlieBen. Auch die
verwendeten statistischen Tests konnen die Ergebnisse der Studie beeinflusst haben. Die
Problematik des multiplen Testens besteht beispielsweise in der Kumulation des a-
Fehlers und Inkonsistenz der Ergebnisse mit wiederspriichlichen Aussagen. Zur
Vermeidung der o-Fehlerinflation korrigierten wir daher nach Bonferroni um das
Signifikanzniveau anzupassen. Aber auch diese Methode hat ihre Schwéchen und es

kann zum Verlust von Signifikanzen kommen.
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Die Atherosklerose stellt mit ihren Folgeerkrankungen wie der arteriellen Hypertonie,
KHK und zerebralen Insulten die hdufigste Todesursache innerhalb der westlichen
Industrielinder dar. Die drei hdufigsten Todesursachen sind hierbei rein kardialer
Genese  (chronische  ischdmische = Herzkrankheit, = akuter = Myokardinfarkt,
Herzinsuffizienz) und sind im Jahr 2007 fiir 22,3% aller innerhalb Deutschlands
aufgetretenen Todesfille verantwortlich gewesen. Dem Verstidndnis um die Pathogenese
dieser Erkrankungen kommt demnach eine immense Bedeutung zu, nicht nur im
Hinblick auf mogliche Therapieansitze, sondern auch hinsichtlich deren Privention und
der Einschitzung verschiedenster Risikofaktoren.

Zur Entwicklung atherosklerotischer Verdanderungen des Gefafisystems und der daraus
resultierenden Endotheldysfunktion tragen verschiedenste Faktoren bei; es handelt sich
somit um eine polygenetische und multifaktorielle Erkrankung. Neben habituellen,
umweltbedingten und demographischen Einflussfaktoren riicken genetische
Normvarianten  zunehmend in den  Fokus  wissenschaftlicher  Studien.
Genpolymorphismen stellen hierbei eine nicht beeinflussbare Disposition fiir
verschiedenste Erkrankungen dar. Der von uns untersuchte T-786C—Polymorphismus
des eNOS-Gens konnte bereits mit verschiedensten Erkrankungen des Gefdf3systems,
wie der Atherosklerose, in Verbindung gebracht werden. Durch den genannten
Polymorphismus kommt es zu einem einzelnen Basenaustausch von Thymin durch
Cytosin innerhalb der Promotorregion des eNOS-Gens. Dies fithrt zu einer stark
reduzierten Expression des Gens und somit einer verminderten Distribution an
Stickstoffmonoxid. Dieses spielt eine entscheidende Rolle innerhalb der Integritit des
Endothels durch seine vasodilatierenden, antithrombotischen und antiproliverativen
Eigenschaften.

Es wird jedoch kontrovers diskutiert, inwiefern dieser Polymorphismus alleinig oder in
Kombination mit anderen Polymorphismen und Risikofaktoren fiir die Entstehung
atherosklerotisch bedingter Erkrankungen wie beispielsweise Myokardinfarkten oder
der arteriellen Hypertonie mitverantwortlich ist. Uber die unmittelbare Einflussnahme
des Polymorphismus nach und wéhrend invasiver medizinischer Eingriffe wie
perkutaner Koronarinterventionen und Bypass-Operationen gibt es dariiber hinaus nur

sehr wenige und ebenfalls widerspriichliche Studien.
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Ziel unserer Studie war es somit, den FEinfluss des T-786C—Polymorphismus auf
kardiochirurgische Patienten zu untersuchen, um bestehende Studien und deren

Ergebnisse zu iiberpriifen.

An 500 Patienten, welche alle mit Hilfe eines kardiopulmonalen Bypasses operiert
wurden, untersuchten wir den Zusammenhang zwischen dem Auftreten des
Polymorphismus, seiner Ausprdgung (heterozygot versus homozygot) und der
aufgetretenen perioperativen Mortalitdtsrate. Die Datensammlung umfasste sowohl pré-,
intra- als auch postoperative Daten wéhrend des Krankenhausaufenthaltes. Zur
Genanalyse wurde allen Patienten postoperativ Blut entnommen. Aus diesem wurde
anschlieBend die genomische DNA isoliert, amplifiziert und durch nachfolgende
Gelelektrophorese der jeweils vorherrschende Alleltyp dargestellt. Es stellten sich
hierbei folgende Genotypen dar: TT-homozygote Triger im Sinne des Wildtyps (208
Patienten / 41,6%), TC-heterozygote Triger des Polymorphismus (256 Patienten /
51,2%) und CC-homozygote Polymorphismustriger (36 Patienten / 7,2%).
AnschlieBend folgte eine statistische Auswertung der gewonnenen Daten. Diese diente
der Korrelation zwischen etwaig gesteigerter Mortalitdtsrate und dem Auftreten des
untersuchten Polymorphismus.

Die von uns durchgefiihrte Studie zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem homozygoten Auftreten des T-786C—Polymorphismus und einer erhohten
perioperativen Sterblichkeit. Dieser besteht jedoch nur innerhalb der Subgruppe der
Notfall-Patienten. Fiir elektiv oder dringlich durchgefiihrte Operationen konnte keine
statistische Korrelation hergestellt werden. Im Bezug auf andere bereits publizierte
Studien bleibt die Auswirkung des untersuchten Polymorphismus somit weiterhin
kontrovers. Auch andere Ergebnisse der Studie widersprechen hierbei vorbestehenden

Studien.

Trotz eines erhohten Auftretens von Todesfillen innerhalb der homozygoten
Merkmalstrager bleibt der klinische Einfluss des Polymorphismus als unabhingiger
Risikofaktor fraglich. Zur weiteren Charakterisierung von genetischen Einflussgroflen
auf die perioperative Mortalitit miissten beispielsweise synergistische Effekte mehrerer
Polymorphismen untersucht werden. Es existiert eine Vielzahl an Studien zu einzelnen

Polymorphismen des eNOS-Gens und deren Assoziation untereinander, jedoch nur sehr
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wenige zu Polymorphismus-Konstellationen und individuellen Haplotypen. Diese
konnten zusammen mit vorbestehenden Risikofaktoren eine vielseitigere Sicht auf die
Auswirkungen genetischer Normvarianten ermdglichen.

Der von uns untersuchte T-786C — Polymorphismus eignet sich demnach nicht als
prdoperative Screeningmethode zur Abschitzung der perioperativen Mortalitdt einzelner
Patienten. Dafiir ist der alleinige Einfluss des Polymorphismus zu gering und die
Verteilung von hetero- und homozygoten Alleltragern innerhalb kardiochirurgischer

Patientenkollektive zu weit gestreut.
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verschiedenster Bereiche der Medizin in Gottingen, Miinchen und Neu-Delhi/Indien.
Studienbegleitend arbeitete ich als Tutor des makroskopischen Kursus der Anatomie
innerhalb des Zentrums Anatomie der Georg-August-Universitdt. Spéter folgte eine
Anstellung als studentische Hilfskraft innerhalb des Max-Planck-Instituts fiir
Experimentelle Medizin in Géttingen (Abteilung Neurogenetik).

Im Sommer 2006 begann ich meine Dissertationsarbeit unter der Leitung von Herrn
Prof. Dr. med. Dipl.-Phys. F.A. Schondube, Direktor der Abteilung Thorax-, Herz- und

GefaBichirurgie des Zentrums Chirurgie der Universititsmedizin Gottingen.

Im August 2007 folgte das Praktische Jahr mit Tertialen in Oldenburg (Innere Medizin),
East London/Siidafrika (Allgemeinchirurgie) und Gottingen (Wahlfach Neurochirurgie).
Im Friihjahr 2009 schloB ich mein Humanmedizinstudium mit der Zweiten Arztlichen

Priifung ab.

Seit Oktober 2009 arbeite ich als Assistenzarzt innerhalb der Klinik fiir Neurochirurgie

des Universititsklinikums Schleswig-Holstein in Kiel.
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