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1 Einleitung

1.1 Stickstoffmonoxid (NO)

Lange war man der Uberzeugung, dass Stickstoffxidn@in
Umweltgift, beispielsweise ein Abgas von Kraftfadmgen sei. Eine
Wirkung im menschlichen Organismus konnte jahrelamgcht
nachgewiesen werden. Dies anderte sich, als deebeWissenschaftler
Furchgott und Zawadski im Jahre 1980 eine Substaideckten, die eine
Relaxation der glatten Gefal3muskelzellen zur Fdlgtte (Furchgott und
Zawadski, 1980). Dieser Vorgang wurde durch Acéiylim (Ach) induziert
und konnte nur in Anwesenheit einer intakten enelalen Zellschicht
ablaufen. Bezogen auf den Ursprung dieser neu @kitete Substanz und
ihrer Wirkung nannten sie diese Substanz zunaemddthelium derived
relaxing factor (EDRF). Einige Jahre spéater, 1987, konnten damgtiseihe
Wissenschaftler beweisen, dass es sich bei diesdrst@z um
Stickstoffmonoxid (NO) handelte (Palmer et al., 798

NO ist ein farbloses, wasserlosliches Gas mit esedr kurzen
Halbwertszeit von etwa 3 Sekunden. Aufgrund segeeingen Grol3e und
seiner elektrischen Neutralitdt kann NO leicht gieduzierende Zelle
verlassen, um in benachbarte Zellen zu diffundiemssh dort seine Wirkung
zu entfalten. Freies NO ist im Blut nicht nachweaisbda es sehr schnell
metabolisiert wird. Dies geschieht entweder duraidBng an Hamoglobin
oder durch Oxidation zu Nitrit und anschlieRendNitrat. Uber die Niere
wird das NO dann als stabiles Abbauprodukt ausgedeh.

Die Entstehung von Stickstoffmonoxid hangt entsdéed von
einem speziellen Enzym ab. Hierbei handelt es siohdie NO- Synthase
(NOS), welche die Bildung von NO Kkatalysiert. In wesenheit von
Sauerstoff und NADPH setzt die NOS die AminosaureAtginin zu L-
Citrullin und NO um (Groves und Wang, 2000). Als iZehenprodukt
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entsteht Hydroxy- L- Arginin. NO selbst wiederumraviin eine Reihe
stabiler Endprodukte oxydiert, wie Nitrat (N§ Nitrit (NO;) und
Peroxynitrit (ONOQO). Sowohl das Stickstoffmonoxid als auch dessen
Reaktionsprodukte sind an einigen entscheidendeysigibgischen und
pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Die NQ@ntl&ase kann die
Umwandlung von Arginin zu Citrullin jedoch nur dakatalysieren, wenn
sie sich im aktiven dimeren Zustand befindet. Fig Aufrechterhaltung
ihrer Enzymaktivitat bendtigt die NO-Synthase Satgéf (O,) und
Nikotinsaureamidadenindinukleotidphosphat (NAPRIs Kosubstrate und
5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin ~ (Bjf  Flavinadenindinukleotid  (FAD),
Flavinmononukleotid (FMN), Calmodulin und weitereeMindungen als
Kofaktoren (Asano et al., 1994; Moncada und Higt#93; Nathan und
Xie, 1994).

Altivatoren:
IL 1v, IL2 IL 3, IL 18, . . )
IL 8, IFN 7, TFN, LPS NADP- NADPE

~— L-Citrullin

L-Arsinin NO - Synthasen /
Inhibitoren: NO
L-NMMA, L-NAME, o )
IL 6. IL10, TGF 8 : K0
¥
ONOoo NOy N0y
Peroxymirit  Nimt Nitrat

Abb. 1: NO-Synthese durch NOS (abgewandelt aus Kharitonov und
Barnes, 2002, S.12)

Stickstoffmonoxid entsteht durch die Oxidation \teArginin zu L-Citrullin.

Diese Reaktion wird durch NO-Synthasen katalysl®i¢. Argininderivate L-
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NMMA (N ®-Monomethyl-L-Arginin) und L-NAME (N- Nitro-L-Arginin
Methylester) fungieren als Inhibitoren der NO-Syghn so wie auch der
TGF B (transforming growth factor beta) und dieettgukine IL 6 und IL 10.
Als Aktivatoren der NO-Synthasen gelten die Intekiee IL 103, IL 2, IL 3,
IL 8 sowie Interferon y (IFN-y), Tumornekrosefakt@NF alpha und beta)
und bakterielle Lipopolysaccharide (LPS).

NO erfillt beim Menschen eine Vielzahl von Funkgon Als
wichtigstes Zielenzym des Stickstoffmonoxids wirdie d I6sliche
Guanylylzyklase angesehen. Zunachst gelangt daderm Endothelzelle
gebildete NO Uber die Zellmembran in die glatterid@muskelzellen und
aktiviert hier die I6sliche Isoform der Guanylyligke, indem es an deren
Ham- Gruppe bindet. Diese Aktivierung bewirkt einénstieg des
intrazellularen zyklischen Guanosinmonophospha®&svie), was wiederum
Uber die Aktivierung der Proteinkinase G zu einebnahme der
intrazellularen Calciumkonzentration fuhrt. Diese
Konzentrationsverdnderung hat dann schlief3lichRiiaxation der glatten
Muskelzellen vendser sowie arterieller Gefal3e znigd-(Wang T et al.,
2003).

Weitere zellulare Wirkorte von endothelialem NO dsisowohl
Thrombozyten und Granulozyten, als auch glatte Mizgtlen und
Endothelzellen. NO wird als ein hochdiffusibles Gasn Endothel nicht
nur in die Gefallwand abgegeben, sondern auch nmawhdl, wo es eine
hemmende Rolle bei der Aggregation der Blutplatichaszuiiben scheint
(Wang T et al., 2003). Des Weiteren hat NO aucte dReduktion der
Proliferation von glatten Gefaldimuskelzellen zurgeo{Forth et al., 2001).
Aufgrund dieser Funktionen nimmt NO eine entschedge Rolle in der
physiologischen  Gefal3protektion ein  und wirkt somitlen
vasokonstriktorischen Effekten des sympathischemvétesystems sowie
einer Thrombosebildung entgegen. Ebenfalls eindtige Rolle spielt die
lokale NO- Konzentration bei an Atherosklerose amnkien Patienten

(Oemar et al., 1998). Hier konnte in einer Studigeeerniedrigte NO-
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Produktion und —Freisetzung in von Atherosklersoetrdifenen
GefalRarealen nachgewiesen werden. Somit ist anmerehdass bei
normalen NO- Konzentrationen auch hier eine geféBgtive Wirkung des
Stickstoffmonoxids zum Tragen kommt.

In der Lunge besitzt NO ebenso diese dilatatoriséhekkung auf
Muskel- und GefalRtonus, allerdings nur, wenn esretativ hohen
Konzentrationen vorhanden ist (Sanna et al., 1984djlem wird NO ein
positiver Effekt auf die korpereigene Abwehr zudesben Es steigert
beispielsweise die Motilitdt der respiratorischetied. Dies betrifft auch
den nasalen Zilienschlag (Lindberg et al., 1997).

1.2 Die NO- Synthasen

Bisher sind drei Gene bekannt, die jeweils flir eM@S- Isoform
kodieren. Diese drei Isoformen unterscheiden sich ihrem

Aktivierungsmuster und ihrer Lokalisation in Gewebe

= neuronale NOS (nNOS, NOS 1)
= induzierbare NOS (iNOS, NOS II)
= endotheliale NOS (eNOS, NOS IlII).

Des Weiteren wird eine Differenzierung zwischenumdrbarer NOS
(INOS) und konstitutiver NOS (cNOS) vorgenommen.r die cNOS ist
calcium- und calmodulinabhangig. Bei erhdohten Qaidionzentrationen
bindet das Calmodulin an die cNOS und aktiviertsdjewahrend die
induzierbare NO- Synthase auch bei normaler Calotnmpentration an das
Calmodulin gebunden ist. Es sind einige Mechanistiekannt, die einen
Einfluss auf die intrazellulare Calciumkonzentrationd somit auch indirekt
auf die NOS haben. Uber eine Offnung von lonenkam&ommt es z.B.
durch Acetylcholin und andere €amobilisierende Substanzen zu einem
Einstrom von Calcium in die Zelle und dadurch tUbere Komplexbildung

mit Calmodulin auch zu einer Aktivierung der NO-nByase (Michel et al.,
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1997). Auch Serotonin, welches bei Aggregation Riatplattchen frei
wird, sowie die Stromungsgeschwindigkeit des Blli&snen einen Eintritt
von Calcium in die Zelle bewirken und haben darilkéenso einen
indirekten Einfluss auf die Aktivitat der NO- Syase.

Zu der konstitutiven NOS zahlen die nNOS sowie e&MOS. Diese
beiden Formen bewirken eine kontinuierliche Syrgheslativ geringer
Mengen von NO, wobei dieser Prozess wie bereits amyan
calciumabhangig verlauft. Im Gegensatz dazu wiediNOS als Folge eines
Entzindungsreizes in Effektorzellen des Immunsystemxprimiert
(Makrophagen und Granulozyten) und vermag NO Utbandgn bis Tage in
grolBer Menge zu produzieren. Sie ist unabhangig demintrazellularen

Calciumkonzentration aktiv.

NOS 1 NOS 2 NOS 3
(NNOS) (iNOS) (eNOS)
Entdeckt in Neuronen Makrophagen Endothelzellen
Lokalisation 12g24.2-31 17q11.2-12 7035-36
Uberwiegend transkriptionale Uberwiegend
Regulations- konstitutive Rggulation, konstitutive
mechanismen Expression, stimulierbar, Expression,
CaZ"-abhangig Ca*-unabhangig  Ca?*-abhéngig

Produktion grol3er

(100-1000facher) kontinuierliche

kontinuierliche

Aktivierungs- Synthese relativ Synthese relativ
. Mengen NO erst .
muster geringer  Mengen als  Folae eines 9€ringer
von NO 9 Mengen von NO

Entziindungsreizes

Tab. 1: Schlisselmerkmale der NOS-Isoformen (abgewandelt aus Guzik et al.,
2003, S. 472)
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Alle drei Isoformen weisen trotz ihrer unterschielgén
Lokalisation, Regulation und Hemmbarkeit eine &tidi Struktur auf. Sie
alle sind funktionell durch eine homologe CalmodulBindungsstelle in
eine Oxygenase- und eine Reduktasedomane aufdétet 2). Hier finden
die entsprechenden oxidativen und reduktiven Sehdér Reaktion statt,
Uber die L- Arginin zu Citrullin umgewandelt wirie Oxygenasedomane
ist N-terminal gelegen, wo auch die BindungssteflianHam, L- Arginin
und Tetrahydrobiopterin (BH gelegen sind. Die bereits genannten
notwendigen Co- Faktoren FAD, FMN, NADPH und Calmiid binden an
die Reduktasedomaine der NO- Synthase und ermeéglisb den Transfer
der Elektronen. Der Aufbau der verschiedenen NOatl@sen ist in der

folgenden Abbildung nachzuvollziehen.

Zn nNOS
. CaM
NHE—D Arginin/Ham/BH, FMN FAD NADPH{|—COOH
1 724 757 949 980 1433
s £
= & 7n eNOS
. CaM
NH, ArgininfHam/BH, FMMN FAD NADPH—COOH
1 439 518 715 742 1153
Zn iINOS
o CaM
NHzﬂ ArgininfHam/BH, FIMMN FAD NADPH—COOH
1 504 537 687 716 1203
w / - ,:
Oxygenase Domane Reduktase Domane

Abb. 2: Schematischer Aufbau der menschlichen nNOS, eNOS und iINOS
(Alderton et al., 2001, S. 595)
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1.2.1Die endotheliale NO- Synthase

Die endotheliale NO- Synthase reguliert Uber dilliBig von NO
die vaskuldare Homo6ostase. Wie bereits oben erwahmmt die eNOS
unter anderem fir die Vasodilatation aller Bluéded eine entscheidende

Rolle ein.

In Anbetracht der Vvielfaltigen Funktionen innerhalloles
GefalRsystems ist es leicht zu erklaren, dass etdeurf§) der eNOS-
bedingten NO- Produktion mit vielen pathophysiosofien Prozessen und
damit auch mit vielen kardiovaskularen ErkrankungeNerbindung steht.
Die Aktivitdt der eNOS und somit die Menge des lien
Stickstoffmonoxids wird unter anderem von physigdogen Stimuli
gesteuert. Innerhalb eines Gefalies konnen z.Besangte Scherkrafte die
Aktivitat der endothelialen NO- Synthese beeinferssDiese Scherkréfte
entstehen durch den Blutfluss in einem Gefal3 undrken nicht nur eine
vermehrte Freisetzung von NO, sondern fiihren auchizer gesteigerten
eNOS- Expression. Auf diesen Mechanismus kann duBch vermehrtes
korperliches Training Einfluss genommen werden, Hlidardurch die
Scherkréfte innerhalb eines GeféalRes zunehmen (8eakal994).

Aber nicht nur im Gefal3system kann die Aktivitatr ceNOS-
Synthase gesteuert werden. Auch die Ostrogen- Kirat®n hat einen
Einfluss auf die Aktivitat der eNOS: hohe Konzetitnaen von Ostrogenen
fuhren zu einer gesteigerten Expression von eNORBNA sowie von
eNOS- Protein und damit zu einer gesteigerten &gattvon NO (Kleinert
et al., 1998). Unter hypoxischen Bedingungen dagdégenmt es zu einer
geringeren Transkription und mRNA- Stabilitat va¥@S im Endothel und
damit auch zu einer verminderten NO- Synthese (M&puet al., 1994).
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1.2.2Regulation der eNOS

Noch bis Mitte der neunziger Jahre galt die eNGS@ih calcium-/
calmodulinabhéngig reguliertes Enzym (Forstermd@®4). Mittlerweile
konnten mehrere Faktoren identifiziert werden, ali¢ die Induktion bzw.
Reduktion der Genexpression der eNOS Einfluss nehi@alcium spielt
fur die Funktionsfahigkeit der endothelialen NO-n8se eine ganz
entscheidende Rolle. Normalerweise wird NO duroé elNOS ab einer
intrazellularen Calciumkonzentration von ifol/L synthetisiert. Bei einer
Erh6éhung dieser Konzentration kommt es auch zuregesteigerten
Aktivitat der NO- Synthase mit einer daran geburmtevermehrten Bildung
von NO.

Wie bereits erwahnt ist die endotheliale NO- Sys¢haicht nur von
der vorherrschenden intrazellularen Calciumkonzagiotn, sondern auch
von ihrer Bindung an Calmodulin abhéangig. Zusammmé&nCalcium bildet
Calmodulin einen Komplex, welcher an die Reduktasgihe der eNOS
bindet und schliel3lich damit den Transfer der Etalen gewahrleistet.

Um eine Balance zwischen Aktivitdt und Hemmung &IOS zu
halten, sind weitere Regulatoren notwendig. Einabierende Funktion
nimmt z.B. das Membranprotein Caveolin- 1 ein, wek einen direkten
Antagonisten von Calcium/ Calmodulin darstellt und diesem Komplex
um die Bindungsstelle an der eNOS konkurriert. BuBindung des
Caveolins an die Reduktasedoméne der eNOS wirdedieymatische
Aktivitat der eNOS gehemmt. Die Aktivitat der endelialen NOS wird
somit durch das Verhaltnis von Calcium/ Calmodugiebundener NOS und
Caveolin- gebundener NOS bestimmt (Govers und Réhe&l001).

Des Weiteren besteht eine direkte Verbindung zveisatter lokalen
NO- Konzentration und der NO- Synthese. Bei zu hohRO-
Konzentrationen bindet das NO an die Ham- GruppeNd® Synthase und
hemmt somit die Aktivitdt des Enzyms, so dass kamisétzliches NO

gebildet werden kann.
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Wahrend der letzten Jahre konnte zudem bewiesedeweidass
auch eine Phosphorylierung der eNOS Einfluss atdrd@ktivitat nehmen
kann. Die Phosphorylierung von eNOS- Serll77 bewidine
Aktivitatssteigerung, wogegen die Phosphorylieruag Thyreonin 495 die
Aktivitat hemmt (Michell et al., 2001).

Eine weitere entscheidende Rolle spielt der Cofalgbl,. Alle
Isoformen der NOS haben die Féahigkeit, insbesoniefdowesenheit von
L- Arginin und BH,, O, zu produzieren. © wirkt vasokonstriktorisch und
kann mit NO zu dem extrem potenten oxidativen Paritst reagieren. Das
Peroxynitrit ist in der Lage, Aminosauren, Lipidendu Basen der
Nukleinsdure zu oxidieren und besitzt eine zytaole Wirkung auf
Endothelzellen, GefaRmuskelzellen und Makrophaggeshemmt werden
kann die Entstehung von,Onur durch die Anwesenheit von BHla dieses
eine hohere Affinitat zur NO- Synthase hat. Ob aso NO oder @ durch
die NOS gebildet wird, hangt ganz entscheidend #en lokalen BH-

Konzentration ab.

1.3 ARDS (acute respiratory distress syndrome)

Der Begriff des ARDS wurde erstmalig im Jahre 1@%7gefuhrt
(Ashbaugh et al., 1967). Diese schwere, meist letalende pulmonale
Erkrankung kann bei einer vorbestehenden Primadsghdg des
Lungensystems schnell durch das Auftreten bestimFd&toren ausgelost
werden. Diese Faktoren werden in zwei Kategorietengilt, solche, die
eine direkte Lungenschadigung auslosen, und soldiee, Gber einen
indirekten Weg ebenfalls zu einer schweren und ipaufeversiblen
Zerstorung des Lungengewebes fuhren.
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Direkte Lungenschéadigung Indirekte Lungenschéadigung
Pneumonie Sepsis
Aspiration Schock
Rauchgas Polytrauma
Thoraxtrauma Massenbluttransfusionen

Drogenintoxikation

Tab. 2: Ursachen des ARDS, U. S. Department of health and human
services (abgewandelt aus Ashbaugh et al., 1967, S. 321)

Die Diagnosestellung erfolgt gestitzt auf die Kdinsowie auf
typische radiologische und pathophysiologische Needungen der Lunge.
Das typische Bild des akuten Lungenversagens béstleane anhaltende,
ausgepragte Storung des Gasaustauschs, welchensishin Form einer
Tachypnoe, Atemnot und Zyanose aussert, sowie esmTweren,
therapierefraktaren Hypoxamie, welche infolge einagrapulmonalen
Rechts- Links- Shunts auftritt. Zusatzlich kommtzes einem Abfall der
Dehnbarkeit des respiratorischen Systems (Comg)ameelche letzendlich
eine deutlich erschwerte Atemarbeit nach sich ziebs Weiteren steigt die
Totraumventilation deutlich an. Dies wiederum hat Folge, dass die
bereits vorhandene Stérung des Gasaustauschesveostidrkt wird und

dem gesamten Organismus zu wenig Sauerstoff zuiyieny steht.

Die Rontgenaufnahmen zeigen ein interstitielleslveolares
Lungenddem mit diffusen bilateralen Infiltraten, bed hier
differenzialdiagnostisch ein Linksherzversagen eichausgeschlossen
werden muss, um die Diagnose eines akuten Lungemyens stellen zu
konnen. Pathophysiologisch liegt eine Stdérung deb/eoéiren

10
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Surfactantsystems sowie eine Erhdéhung des pulmasiaNéaren
Widerstandes vor (Bernard et al., 1994; Ware untthig, 2000).

1.3.1 Definition und Diagnosekriterien des ARDS

Nach mehreren verschiedenen, z.T. sehr verwirrefimitionen
kam es 1994 durch die amerikanisch- europaischeséftsus- Konferenz
schlie3lich zur international gultigen Definitiorsl ARDS (Bernard et al.,
1994). Anhand des Schweregrades der Oxygenierdmgagt wird ein
akutes Lungenversagen (ALI) von der schwereren Fales akuten
respiratorischen Lungenversagen (ARDS) unterschiedBei beiden
Formen missen die gleichen Kriterien beziglich déslaufs, des
jeweiligen Rontgenbefundes sowie des Lungenkapélachlussdrucks
(PCWP) erflllt sein. Das Verhaltnis zwischen RaGO, ist fur die
Unterscheidung der beiden Formen allerdings voneBeohg. Bei beiden
Formen wird der gemessene Wert PEEP- unabhangigchétt, allerdings
muss zur Diagnose eines ALI das Verhaltnis P&&D, < 300mmHg sein,
wahrend die schwerere Form bei einem Wert ven 200mmHg

diagnostiziert wird.
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Verlauf ~ Oxygenierung Roéntgen- Lungenkapillar-
PaO-,/F,0, thorax verschlussdruck
akut < 300mmHg Bilaterale < 18mmHg oder
ALl (PEEP Infiltrate keine Kiin.
unabhangig) Anzeichen  einer
links- kardialen
Funktionsstérung
akut < 200mmHg Bilaterale < 18mmHg oder
ARDS (PEEP Infiltrate keine Klin.
unabhangig) Anzeichen  einer
links- kardialen
Funktionsstérung

Tab. 3: Kriterien des ALI/ ARDS laut Konsensus- Definition (Bernard et
al., 1994, S. 821)

1.3.2 Pathophysiologie des ARDS

Ein akutes Lungenversagen kann durch direkte Sghadi des
Lungengewebes wie z.B. durch Pneumonie oder Aspiradder aber durch
eine indirekte Schadigung wie z.B. Sepsis oder tRalyna ausgelost
werden. Bei der indirekten pulmonalen Schadigungt idie
Primarerkrankung also in einem anderen Organ Isieati und fihrt erst
sekundér Uber eine systemische Inflammation zuédghng der Lunge.
Obwohl sich die Atiologie stark unterscheidet, reiie Entstehung des
ARDS stets einen einheitlichen pathophysiologischérlauf, an dem
verschiedene Zell- und Mediatorsysteme beteiligtl §jAdrie und Pinsky,
2000). Diese Vielzahl von beteiligten Systemen gest bis heute eine
erfolgreiche Therapie des schweren akuten Lungsagens sehr
schwierig.

12



1 Einleitung

Sowohl durch die direkte als auch durch die indeeBchadigung
des pulmonalen Gewebes kommt es zu einer Mediafieitung. Hierzu
zahlen die Stimulierung des koérpereigenen Komplégsystems sowie die
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Maknagen. Diese
Anflutung wird als unkontrollierte immunologischee&ktion angesehen,
welche im weiteren Verlauf durch eine maschinelleatthung noch
verstarkt werden kann. Die neutrophilen Granulazyegern sich an das
Endothel an wund bewirken hier eine beginnende 8tpruder
Membranpermeabilitat (Gadek und Pacht, 1996). Destairén schitten
diese aktivierten Granulozyten histotoxische Sulmda wie z. B.
Prostaglandinmetabolite und Sauerstoffradikale auselche eine
Schadigung der Kapillaren bewirken. Durch diesea8ajung wird die
Wand zwischen Lungenblaschen wund Blutbahn durchgantir
Makromolekiile (Eiweil3e) und (Blut-) Zellen sowie rfivermehrte
Flissigkeit. In der Folge kommt es zur Ausbildunges intraalveolaren
proteinreichen Odems, welches zu einer Bildungsatjrsowie einer
Inaktivierung des Surfactant fuhrt. Ebenso kanninesweiteren Verlauf
durch die kapillare Schadigung zu einer pulmondtigmpertonie kommen
(Villar et al., 1989).

In einer zweiten Phase zeigen sich mehr und meér bdreits
erwahnten klinischen und radiologischen Zeichen. Kasn zu einer
vermehrten Atemarbeit und damit zu einer Tachypueie einer Zyanose
kommen. Im ap- RoOntgenbild stellen sich die bilaliem Verschattungen
dar, welche als pulmonale Infiltrate gedeutet wergdissen. Als Reaktion
auf die Veranderungen wird das Gerinnungssystenvialif{ wodurch es
zur Bildung von Mikrothromben kommt, was wiederunmee lokale
Verbrauchssymptomatik und Nekrosen der Alveolagrellyp Il nach sich
zieht. Da die Alveolarzellen Typ Il fur die Synteesles Surfactant
zustandig sind, kommt es bei einer Zerstérung diesdlen zu einer

zusatzlichen Surfactant- Reduktion, wodurch dielldfsneigung mit

13



1 Einleitung

multipler Atelektasenbildung erhéht wird. In dieséatadium wird das

klinische Oxygenierungsversagen manifest (Kiiskalgt1992).

Abb. 3: Réntgenverlaufsaufnahmen bei ARDS

Hier abgebildet sind die zunehmenden pulmonaleiftriate im ap-
Rontgenbild. Zu sehen ist ein Ausschnitt eines dinkapikalen
Lungenabschnittes mit zu Beginn noch relativ wegiltggeschrankter
Ventilation der Alveolen. Im zweiten und drittenld@idann eine
immer ausgepragtere Verschattung der Lunge mit immeiter
abnehmender Beliiftung und langsamem fibrindsen Wmbdas
Lungengewebes, welches dann zu den Symptomen estaeken
Dyspnoe und weiter durch die Minderversorgung mitz0 einem
Multiorganversagen fuhrt. Das dritte Bild stellasd komplizierte,

irreversible Stadium eines ARDS dar.

In der nachfolgenden ,proliferativen Phase“ erfoldtirch die
Stimulierung von Wachstumsfaktoren ein bindegewabigmbau sowie die
Bildung von hyalinen Membranen mit einer Fixierudey Lunge. Dies fihrt
zu einer schweren interstitiellen Fibrose und eareeblichen Abnahme der
Compliance. Es kommt in Folge dessen zu einer Berfs- und
Diffusionsverschlechterung. Dieses Stadium nimmifigdeinen tddlichen

Verlauf und ist in der Regel irreversibel. Meiststaht eine komplizierte
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Superinfektion mit einem Multiorganversagen, da eeiausreichende
Sauerstoffversorgung samtlicher Organe nicht melédrleistet ist. Dieser

Prozess hat einen entscheidenden Einfluss aufedaditit.

1.4 Zielsetzung

Faktoren, die das Auftreten und den SchweregradAllésARDS
beeinflussen, konnten bisher nicht vollstandig tdierert werden. Jedoch
besteht die Vermutung, dass genetische Faktoratiesem Prozess eine

entscheidende Rolle spielen.

Die endotheliale NO- Synthase katalysiert die Emghg von NO
aus dem Endothel. NO Ubernimmt einige wichtige Fonlen, die unter
anderem fiur die Blutdruck- und Gefaf3tonusregulagssentiell sind. Eine
verminderte Aktivitdt der eNOS und damit eine ggere NO- Synthese
haben einen direkten Einfluss auf die GefaBwan@s®&i Einfluss kann
besonders in der Lungenstrombahn eine wichtigeeRsglielen. Sowohl das
akute Lungenversagen als auch seine schwere Famadate respiratory
distress syndrome® (ARDS) sind eine oft todlichlaefende Erkrankung
der Lunge, bei der unter anderem eine Schéadigung GkfalRwande

innerhalb der Lunge auftritt.

In frlheren Studien konnte bereits nachgewiesendever dass
wahrend bzw. nach einer Bypass- Operation die N@ziéntration deutlich
erhoht ist (Ruvolo et al.,, 1994). Die enorme Belagt des gesamten
Organismus wahrend eines solchen Eingriffs undddibei entstehenden
Endotoxine bewirken die Ausschuttung proinflammiatdrer Zytokine,
welche wiederum die INOS induzieren und damit esr@bhte NO-
Produktion bewirken (Hill, 1998). Die vermehrte NEreisetzung durch die
Induktion der iINOS fihrt damit nicht nur zu eineerminderten eNOS-
Aktivitat, sondern ebenfalls zu einer gesteigertaskularen Permeabilitat

und zu weiteren systemischen Entziindungsreakti{ffisoher et al., 2007).
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Demnach lasst sich sagen, dass schon kleinste dé#rgen der NO-
Konzentration sowie der Bioverfugbarkeit von NO md@rzchirurgischen
Eingriffen zu vasomotorischen Abnormalitdten und mda zu
Beeintrachtigungen der kardialen und pulmonalen fuBem mit

Odembildung fiihren kénnen.

Unter einem Polymorphismus versteht man das gleitbe
Vorkommen unterschiedlicher Phanotypen (Genvangnten einer
Population. Bei einem genetischen Polymorphismi gs fur ein Gen
mehrere Zustandsformen (Allele) mit den entspredbenAuspragungen,
von denen bereits fir den Menschen mehr als zwiiohEn bekannt sind.
Per definitionem muss dabei die Haufigkeit des kaiéins der Genvariante
groler als ein Prozent sein. Ist dies nicht der wiatl von einer Mutation
gesprochen. Es gibt drei verschiedene Arten di¥sgiationen, zu denen
einmal die Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs)e dinsertions- und
Deletionspolymorphismen sowie die Multiplikationegehoren. Die
Variationen, die am haufigsten vorkommen, sind diggle nucleotide
polymorphisms (SNPs). Hierbei kommt es zu einem Austausch eines
Nukleotides im DNA- Molekil. Liegt dieser Austauscim einem
kodierenden Bereich einer Gensequenz, kann diedem Folge einen
Aminosaurenaustausch bewirken und sich somit aetttlith auf das
Protein auswirken. Dies trifft aber nicht immer zda die meisten
Aminosauren von mehreren Basentripletts kodiertdererund somit nicht
jeder Basenaustausch in der DNA einen Aminsosaustaasch und im

weiteren Auswirkungen auf das Protein hat.

Das eNOS- Gen ist auf dem Chromosom 7g35-36 lo&dlisind
umspannt 21 Kilobasen, die 26 Exons und 25 Intembalten (Marsden et
al., 1993). Fur die eNOS konnten bisher einige igéujenetische Varianten
(Polymorphismen) nachgewiesen werden. Hierzu aahmier anderem der
Polymorphismus eNOS 894 G/T. Dieser SNP im Exom Pasition 894
des eNOS- Gens wurde erstmals 1993 von Marsdeh béschrieben. In

diesem Fall findet ein Austausch von Guanin zu Tinyan Nukleotid 894
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des fur die eNOS codierenden Gens statt, welcherimam anderen
Basentriplett fuhrt. Statt GAG entsteht das Trip&AT. Dies wiederum hat
einen Aminosaureaustausch von Glutamat zu AspatatFolge. Dieser
Austausch fihrt dann zu einer verminderten Enzymigit (Wang XL et
al., 2000) sowie zu einer verminderten basalen N@®@nzentration
(Veldman et al., 2002). Die folgende Abbildung zelge Struktur sowie die
Lokalistaion des eNOS- Gens mit einigen eingezatdm

Polymorphismen, die fur diese Studie von Bedeugingd.

Promaler  Promoter

ragion RGN Exon T Indran 18
Ti-1468)a T-TE6IC GEO4T AZTC
‘l l AG 1 234 5‘189 1013 1416 'I'-‘JI P e e e
. gp T3 33 % B3 m i AR I 1 -
N 7 T e T I
*
|
Promaler Intren 4 Intran 13 Intran 23
region VNTR [CA), G107
Af-220G (2T bpl, s repeal

Abb. 4: Polymorphismen des eNOS- Gens (abgewandelt aus
Wattanapitayakul et al., 2001)

Bislang konnte nachgewiesen werden, dass bei haytay TT-
Genotypen eine erhdhte Anfalligkeit fir eine scherel Spaltung des eNOS-
Proteins vorliegt, welche ebenfalls in einer vemeirien NO- Freisetzung
resultiert (Tesauro et al., 2000). In anderen &tudvurde die Vermutung
geaulert, dass dieser Polymorphismus bei TT- Allgdrn mit einem
Hypertonus assoziiert sei (Miyamoto et al., 198)enso wurde entdeckt,
dass diese genetische Variante mit Koronarspasmeshimura et al.,
1998) sowie einem erhdhten Risiko fur Herzinfarkie Zusammenhang
steht (Shimasaki et al., 1998).

Mit diesen pathophysiologischen Veranderungen unén d
vermuteten Einflissen einer verminderten NO- Prtdok auf den

gesamten Organismus im Hintergrund, war es ZiekatieStudie, den
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genetischen Einfluss des Polymorphismus eNOS 897 @if die
Entstehung und den Schweregrad eines Lungenvesagamtersuchen.
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2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Probandenkollektiv

Ziel der Studie war es, den Einfluss des genetrsche
Polymorphismus eNOS 894 G/T auf die Entstehung derd Schweregrad
des Lungenversagens (ALI/ ARDS) zu untersuchen.rzdiewurden
Patienten mit dem Risiko gesucht, dass sie aufgituned Erkrankung bzw.
der erforderlichen therapeutischen Mal3inahmen @utl. primares oder

sekundares Lungenversagen entwickeln wirden.

In die Studie wurden insgesamt 500 mannliche undblighe
Probanden im Alter von 18- 80 Jahren eingeschlgoghersich in stationarer
Behandlung im Universitatsklinikum Goéttingen befand Die Patienten,
die fur diese Studie in Frage kamen, wurden in Z@ippen mit jeweils

unterschiedlichem Risikoprofil eingeteilt:

= Herzoperation mit Anschluss an die Herz- Lungen-
Maschine (HLM) oder

= Langzeitbeatmung.

Sowohl langzeitbeatmete Patienten als auch Patiemieh HLM-
Operation wurden auf den Intensivstationen 0117/1801 der
Universitatsklinik Gottingen betreut, wobei eingliéhe Uberwachung der
Hamodynamik und der Lungenfunktion der Patienterclugefiihrt wurde.
Die gesammelten Daten der Patienten wurden daneine Datenbank
eingetragen, anhand derer spéter die Auswertungen dinzelnen
Ergebnisse durchgefihrt wurde.

Die Aufklarung der Patienten umfasste die Ziele 8erdie, die einmalige
studienspezifische Blutentnahme von 5 ml, die Autwe der Daten und

die Freiwilligkeit der Teilnahme an der Studie. BHiM- Patienten erfolgte
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dies praoperativ. Bei den meisten langzeitbeatmé&tatienten war dies
jedoch nicht moglich. Daher erfolgte im Falle einedm zustandigen
Vormundschaftsgericht bestellten Betreuung die Hilgeng nach

eingehender Information des Betreuers. Wurde kestreBer gerichtlich
bestellt, so wurde der mutmallliche Wille des P&iemurch die nachsten
Angehdrigen erfragt. Erst nach der schriftlichenviiligung wurde mit der

Datenerhebung begonnen und die Blutabnahme duiitgef

2.2 Datenerhebung

Die gesammelten Daten der Probanden wurden inveieschiedene

Abschnitte unterteilt:
1. Allgemeine Patietdaten
2. Praoperative Daten
3. Intraoperative Date
4. Postoperative isigmedizinische Uberwachung.

Die gesamten Daten wurden anhand von ArztbrieferHdeisarzte,
Verlegungsberichten von externen Hausern sowie mghhader
Operationsberichte und der taglichen Visiten detterisivstationen
0117/0118 im Universitatsklinikum Gottingen zusamigetragen und in

die bereits genannte Datenbank eingetragen.

2.2.1 Allgemeine Patientendaten

Zu den allgemeinen Patientendaten zahlten Name,esadr

Geburtsdatum, sowie Grof3e, Gewicht und GeschleshtPdtienten. Diese
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Daten wurden bei beiden Patientengruppen (HLM- eRggn und
langzeitbeatmete Patienten) gleichermalRen anhamérivoeren Arztbriefen
und Aufnahmeberichten gesammelt. Des Weiteren wurdievante Daten
wie Zeitpunkt der Krankenhaus- und Intensivstatmfisahme sowie der

jeweiligen Entlassung und gegebenenfalls der Tatigamkt festgehalten.

F.H Aufrahme

Studien-Mr. 19
Pati M TR Dratun; 18.11.2005
stienten b Uhrzsit: 1749

Risikogruppe:  |Herzlungenmaschin_~ | U Btk
Statiar: o118 HInanme

Draturm 19.11.2005
Bettenplatz: 83

[hrzeit 2249
M ame |
Yarname | ICU Entlazsung
ezchlecht: mannlich - B:turrf 28';$'§§D5

rzelt :

Eeburtzdatum 24061339
Shrasse | kH Entlazsung
FLZ l— Craturn 28122005
it | [Ihrzeit: 21:50
Telefon 1 Tod

Draturmn 28122005
Grozze [cm) 180
Gewicht [ka] aa

Abb. 5: Allgemeine Patientendaten

2.2.2 Praoperative Daten

Die relevanten préaoperativen Daten wurden wie bererwéhnt
anhand von friheren Arztbriefen aus peripheren kaahdusern sowie
durch Befragung des jeweiligen Patienten selbstamusengestellt.

Besonders wichtig waren hierbei die Daten zu ebestehenden kardialen
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oder pulmonalen Vorbelastung sowie zum personlidRisikoprofil. Dazu

wurden folgende Risikofaktoren mit einbezogen:

Positive Familienanamnese: kardiale Ereignisse bei
Verwandten 1. Grades

Arterieller Hypertonus: systolischer Blutdruck ven
140 mmHg und/oder diastolischer Blutdruck von > 90
mmHg

Hyperlipoproteindmie:  Serumcholesterin  von >
240mg/dl (ntichtern)

Nikotinabusus: Patienten die Gber einen Zeitraum vo
mindestens 6 Monaten geraucht hatten

Diabetes mellitus: Blutzuckerwerte > 140 mg/dl bei
zweimaliger Blutenthahme

Zerebrale  Ereignisse:  Apoplex, transitorisch
ischamische Attacken (TIA), prolongierte reversible
Ischamie mit neurologischem Defizit (PRIND)
Koronare Herzerkrankung: abgelaufener
Myokardinfarkt mit ggf. therapeutischer Versorgung
(PTCA, Bypass- Operation), Herzkatheterbefund mit
interventionsbedurftigem Ergebnis

Herzinsuffizienz: NYHA- Klassifikation

l: Beschwerdefreineit auch bei normaler

korperlicher Belastung

Il Beschwerden bei starkerer korperlicher
Belastung

[I: Beschwerden schon bei leichter korperlicher
Belastung

IV: Beschwerden in Ruhe

Pulmonale Hypertonie
COPD: Chronische Lungenkrankheit mit
progredienter, nach Gabe von Bronchodilatatoren
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nicht vollstandig reversibler Atemwegsobstruktiar a

dem Boden einer chronischen Bronchitis und/ oder

eines Lungenemphysems

* Niereninsuffizienz
= pAVK
= Angina pectoris (AP): CCS- Klassifikation
0: Stumme Isch&mie
I: Keine AP bei normaler Kkorperlicher
Belastung, AP bei schwerer korperlicher

Anstrengung

Il Geringe Beeintrachtigung der normalen
korperlichen Aktivitat durch AP

[ Erhebliche Beeintrdchtigung der normalen
korperlichen Aktivitat durch AP

V: AP bei geringster korperlicher Belastung

oder Ruheschmerzen

= Bestehendes Krebsleiden

Zusatzlich war die Medikation vor der Hospitalisieg von
Bedeutung. Hierbei wurde gesondert auf die Einnahfolgender
Medikamente geachtet: 3- Blocker, ACE- Hemmer, Kartherapeutika (z.
B. Molsidomin, Nitrate), andere Hypertensiva (z. BT- 1 Blocker),
Diuretika, Antidiabetika, Lipidsenker, Antikoaguleen (Einnahme

innerhalb der letzten 6 Monate), Bronchodilatatwewie Antiarrhythmika.
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Studier-Mr. 1]

iBetablocker W

ACE-Hernrner 3

F.oronartherapeutik.a [T zB. Molsidomin, Mirate
Lipidzenker W

Antidiabetika r

Diuretil:a W

Brochodilatatoren r

Antihwpertensiva andere I

Antiarrhwthmil.a v
Antikoagulatien [letzte B Maonate] W

<

Abb. 6: Vormedikation

Des Weiteren wurde im prdoperativen Verlauf in der
Universitatsklinik Gottingen eine Herzkatheterustehung durchgefihrt,
deren Befund in die Datenbank aufgenommen wurderelVaereits
Ergebnisse von friheren Katheteruntersuchungenrand@ankenhauser
vorhanden, wurden diese ebenfalls bertcksichtigtei Bbereits
vorbehandelten Herzkranzgefal3en (z. B. durch Eirgsetines Stents oder
einer bereits erfolgten Myokardrevaskularisierungrcd einen ACVB)
konnte deren erneuter Verschluss angegeben werDan. jeweilige
Funktion der einzelnen Herzklappen war ebenso aekevHierbei ging es
im Besonderen um eine bestehende Klappeninsufazater aber eine
Stenose bzw. deren verbliebene Klappenoffnungsladngegeben in cm?2.
Abschlie3end wurde die Ejektionsfraktion nach Siompsrmittelt, um das

verbliebene Pumpvermdégen des Herzens beurteil&brmen.
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Studen i I |
A e ]. o sl -
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Abb. 7: Praoperativer Herzkatheterbefund

2.2.3Intraoperative Daten

Die intraoperativen Daten waren hauptsachlich beWiHPatienten
von Bedeutung, da hier die chirurgische Versorguley stenosierten
Koronarien mit ACVBs oder aber ein Ersatz bzw. d@rRekonstruktion der
Herzklappen bei Insuffizienz oder ebenfalls eineten8sierung im
Vordergrund standen. Die Notwendigkeit der jeweiligOperation wurde
hierbei in drei Stufen unterteilt: elektiver Ein§ridringlicher Eingriff und
Notfall. Die Aortenklemmzeit sowie die Anschlussdauan die Herz-

Lungen- Maschine spielten in jeder der zwei Gruppéame Rolle. Von
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besonderer Wichtigkeit waren die intraoperativ beeechten Medikamente
zur Kreislaufunterstitzung. Dazu z&hlten: Nitrogiyme, Nitroprusside,
NO, Kortison, Trasylol, Tranexamsaure, Suprarerierfan, Arterenol,

Levosimendan und Cordarex.

Komplikationen, die wahrend des Eingriffs entstekennten, wie
z.B. eine notwendige Reanimation, Defibrillationsyatolie, Implantation
eines Herzschrittmachers oder der Einbau eineaanttalen Ballonpumpe
(IABP) zur Entlastung des Herzens wurden ebenfaltgert.

Operationen, wie eine Resektion von myokardialenveébe bei
hypertroph obstruktiver Kardiomyopathie (HOCM), &ws bzw. Teilersatz
des Aortenbogens sowie der Verschluss eines Vorhofler
Kammerseptumdefekts (ASD/ VSD) waren seltener, emrdber dennoch

in die Datenbank miteinbezogen.

Abschlielend wurde die Anzahl der verbrauchten Heopgyten-
bzw. Thrombozytenkonzentrate oder Frischplasmégeaommen.
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Chudden-Ni | I 1
OP-Datum 07,12 2006
Dinghchkest [elekin 'I

Anelenklemmzeit [Mingen| '| 3

HLM-Z=i |H'ﬂu|EI"I] 98

Operztew iTi|ibm|s 'I
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= Mo !-
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Erphocpenkonzantrate mij i Cordarex
Frischplasmen [mi] [0 1ABF =
Thrombozptenkonzantrate frml] a Rearimaton r
Hezschittmache: T

Abb. 8: Intraoperativer Befund

2.2.4 Postoperative intensivmedizinische Uberwachung

Die postoperative Uberwachung der Patienten edothirch eine
tagliche retrospektive Visite Uber die jeweils tetz 24 Stunden wahrend
des Aufenthalts auf einer der beiden chirurgischeensivstationen 0117
oder 0118. Hamodynamische Messwerte wurden Uberralignemaliig
benutzten bettseitigen Monitoring- Systeme dernsitestation elektronisch
gespeichert. Von kontinuierlich gemessenen Wertea Merzfrequenz,

Blutdruck und Atemfrequenz wurde taglich der jevgeilMittelwert erfasst.
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Bei den relevanten Kreislaufparametern handelsaisum:

Elektrokardiogramm (EKG): Aus dem EKG koénnen
Herzfrequenz, Herzrhythmus und der Lagetyp (elstire
Herzachse) bestimmt und die elektrische Aktivitainv
Herzvorhdfen und -kammern abgelesen werden. Fur die
Diagnostik von Herzrhythmusstérungen wie Extraspéié
(Extrasystolen) und Stérungen der Erregungsleiturdy
-ausbreitung (z.B. Schenkelblock und AV-Block) das
EKG ebenso unverzichtbar wie zur Erkennung eines
Infarktes. Die fur die Studie relevanten Daten desy EKG
beinhalteten die Herzfrequenz und den Herzrhythmus,
welcher in Sinusrhythmus, Tachyarrhythmia absoluta,
Bradyarrhythmia absoluta, Kammerflimmern und Aslysto
unterteilt wurde.

Arterielle Blutdruckmessung: entweder nicht- invasnit
einer Blutdruckmanschette nach Riva-Rocci oder aber
invasiv durch eine arterielle Kantle, meist in derradialis
gelegen. Erfasst wurden hierbei der systolische ded
diastolische Wert sowie der arterielle Mitteldruck.

Zentraler Venendruck (ZVD): gemessen Uber einetraiem
Venenkatheter (ZVK), der in die obere Hohlvene
vorgeschoben wird und vor dem rechten Vorhof zgee
kommt. Hier wird dann Uber den Katheter der Druck
gemessen und somit die Vorlast des Herzens bestimmt
Pulmonaliskathether (Swan-Ganz-Kathether): Ein Kith
der Uber den rechten Vorhof und die rechte Herzkamm
den Stamm der Pulmonalarterie geschoben wird umtl do
Dricke im rechten Herzen misst. Dazu zahlt der
Pulmonalarterienverschlussdruck (PCWP) zur Messley)
Drucks, welcher beim  vorubergehenden Verschliel3en

(Blocken) der Pulmonalarterie mittels des
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Pulmonaliskatheters distal des geblockten Ball@msassen
wird, der Cardiac Index (Cl, Herzminutenvolumen bezogen
auf die Korperoberflache), SVI (Schlagvolumenindex
[I/m2]), Systemischer GefalBwiderstandsindex (SVRI,
systemic vascular resistance index [dyn*s/cm5*m2]),
Pulmonaler GefaRwiderstandsindex (PVRpulmonary
vascular resistance index [dyn*s(cm5*m2]), linksatrialer
Druck (LAP) sowie der pulmonalarterielle Druck (PAP
gemessen in der Systole und in der Diastole, soetesich
daraus ergebende pulmonalarterielle Mitteldruck.
Pulscontour Continuous Cardiac Output (PICCO): eine
geringinvasive Methode zur Messung des HZV miteater
Pulskontouranalyse lber einen zentralen Venenkathet
Hierbei wird zentral ein Kaltebolus in das Systeppleiert.
Anschliel3end wird die zeitliche Dauer, bis dieséit&bolus
einen in einer Femoralarterie gelegenen weiteretheéfar
erreicht, gemessen. Hierdurch lassen sich dannrkoatlich
das HZV, das intrathorakale Blutvolumen (ITBV) uddr
extravasale Lungenwasser- Index (ELWI) als

Vorlastparameter des Herzens berechnen.
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Blutdrick.
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Abb. 9: Hdmodynamische Parameter

Im Hinblick auf das potenzielle Risiko ein primargailmonales)
oder sekundéares (extrapulmonales) Lungenversagemtaickeln, lag die
Aufmerksamkeit besonders auf dem Organsystem Lurigge. wurde
zunéchst auf die Art der Beatmung geachtet. Hieslagivon Bedeutung, ob
es sich um eine Spontanatmung, eine nicht- inva8igatmung durch
Nasensonden oder Sauerstoffmasken handelte, oder ebe invasive
Beatmung Uber einen endobronchialen Tubus vorlag. Béurteilung der

Lungenfunktion waren folgende Parameter von Bedwtu

» KO, (Sauerstoffkonzentration)
= Positiv endexspiratorischer Druck (PEEP in mbar)
» Plateaudruck in mbar

= Tidalvolumen in ml
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= Atemfrequenz pro Minute

= Arterieller pH

= Arterieller pCQ in mmHg
(Kohlendioxydpartialdruck)

= Arterieller PaQ in mmHg (Sauerstoffpartialdruck)

» Lung injury score nach Murray:

Punkte Punkte

Rontgenthorax PEEP-Score
(bildgebendes Verfahren) (cm H,0)
keine Verschattung 0 PEEP <6 0
alveoldre Verschattung in 1 Quadrant 1 PEEP 6-8 1
alveoldre Verschattung in 2 Quadranten 2 PEEP 9-11 2
alveoldre Verschattung in 3 Quadranten 3 PEEP 12-14 3
alveoldre Verschattung in 4 Quadranten 4 PEEP > 14 4
Hypoxémie Score Lungenmechanik
(mmHg) (ml /cm H,0)
pa0, / FiO, > 300 0 Compliance > 80 0
pa0, / FiO, 225-299 1 Compliance 60-79 1
pa0, / FiO, 175-224 2 Compliance 40-59 2
pa0, / FiO, 100-174 3 Compliance 20-39 3

Compliance > 19 4

Tabelle 4: Lung injury score (abgewandelt aus Murray et al., 1988, S.
722)

2.3 Analyse des Polymorphismus eNOS 894 G/T

Um den Polymorphismus aus der DNA bestimmen zu &oHnn
wurden jedem Patienten postoperativ 5 ml Blut emtmen. Die Entnahme
erfolgte entweder Uber einen zentralen Venenzugdegaber tber einen in
der A. radialis liegenden Zugang. Die gewonnenddtibe wurde dann bis

zur weiteren Verarbeitung eingefroren und so konedr Im weiteren
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Verlauf wurde dann die DNA aus dem Blut isolierth ieiner
Polymerasekettenreaktion (PCR) in zwei Strangeilgeted anschliel3end
durch die Gelelektrophorese der GrofRe nach in émeelnen Fragmente
aufgetrennt. Die jeweiligen Schritte werden im Feoiden genauer

beschrieben.

2.3.1 DNA- Isolierung

Zur Analyse der DNA wurde diese aus EDTA-gepufierte
peripheren Blut gewonnen und mit Hilfe des DNA-MkKits der Firma
Qiagen® regelrecht isoliert.

Aus 20Qu EDTA- Blut mit 2Qul Proteinkinase- K wurden
Leukozyten in ein E- Cup pipettiert und vermisclitieser Vorgang
bewirkte eine Auflosung der Zellmembran. In eineneiteren Schritt
wurden dem Gemisch dann 200AL-Buffer beigefiigt und anschlie3end
alles zusammen fur 15 Sekunden in einem MS2-Mikisharon IKA-
Schutt® gevortext. Nach Ablauf der 15 Sekunden wutds ganze Gemisch
bei 56°C tber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurde die Ldsung in einer Eppefdor
Zentrifuge® kurz anzentrifugiert und zur Fallungr d@NA mit 20Qul
100%igem Ethanol versetzt, um eine eventuelle Keentamination zu
vermeiden. Diese Mischung musste nun gut durchgdrnisnd wiederum

kurz anzentrifugiert werden.

Das gesamte Gemisch wurde nun auf eine Saule sagget die in
einer Collectiontube stand. Diese sollte als Auffgafald dienen. Zuséatzlich
wurden drei weitere Collectiontubes (Sammeltubgjis@in steriles E- Cup
bendtigt. Dann wurden 700ul dieser Losung auf diel&aufgetragen und
dann eine Minute lang bei 8000rpm in der Eppenddaéntrifuge®
zentrifugiert. Nach Ablauf der Minute wurde die #hwauf ein neues
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Collectiontube gestellt und mit 500 AW1- Puffer versetzt, um
anschlieRend wieder bei 8000rpm flr eine Minuterdfegiert zu werden.
Wie bereits nach der ersten Zentrifugierung wurideneues Auffanggefaf
bendtigt. In einem nachsten Schritt wurden B@nes AW2- Puffer zu der
Saule hinzugegeben und anschlieRend bei nun 1300@ip 3 Minuten

zentrifugiert. Nach diesem Vorgang wurde die Saald das letzte
bereitstehende Auffanggefald pipettiert und 1,5 Minubei 13000rpm
trocken zentrifugiert. Nach Beenden dieser Zergrdrung wurde die Saule

auf das sterile E- Cup gestellt.

Nach Ablauf der eineinhalb Minuten wurden der S&el eines
AE- Puffer zugefuhrt, ohne dabei die Membran zuibesn. Dies diente der
Elution der DNA. Darauf folgte eine Inkubation deBaule bei
Raumtemperatur fir wiederum eine Minute, um ansB8eind zum letzten
Mal bei 8000rpm flur eine weitere Minute zentrifugizu werden. Die nun
eluierte DNA konnte entweder Uber eine relativ Bigit bei -20°C stabil
gelagert werden oder direkt in der PCR weiter veve¢ werden.

Im Rahmen dieser Studie wurdepl Sles DNA-Template mit 48
HPLC- HO gemischt und im Anschluss kurz gevortext und atidagiert.
Die photometrische Konzentrationsbestimmung wurdeei bden
Wellenlangen 260nm und 280nm am SpektralphotomBt&MATe5®
durchgefihrt. Das Verhéltnis 260/ 280nm sollte imerdich zwischen 1,5
und 2,0 liegen, um sicher eine reine DNA vorliegarhaben.

2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase ctesintion) ist
eine chemische Methode, bei der ausgehend von egegrannenen DNA-
Extrakt selektiv ein bestimmter Genabschnitt in rovitvervielfacht

(amplifiziert) werden kann. Es handelt sich hierhen ein zyklisches
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Verfahren, wobei sich im Idealfall in jedem Zykldge Anzahl der DNA-
Kopien verdoppelt. Diese Vervielfaltigung ermdgties, mit den tblichen
Labormethoden die Sequenzierung der DNA, also ti®lge der einzelnen

Bausteine zu erkennen.

Im Rahmen dieser Studie wurde bei jeder PCR neben d
Patientenproben zusatzlich eine Negativkontrollezbgefugt, die anstatt
der isolierten DNA Wasser enthielt. Mit Hilfe died¢ontrolle konnten sich
Kontaminationen mit fremder DNA bei der anschlieffem Gel-

Elektrophorese ausschlie3en lassen.

Die Polymerasekettenreaktion lauft normalerweisére Schritten ab:

1. Denaturierung:

Die isolierte Doppelstrang-DNA (dsDNA) wird auf 986 °C
erhitzt. Diese Temperaturveranderung trennt die
Wasserstoffbriickenbindungen auf, Uber die die ImeldRA- Strange sonst

miteinander verbunden sind.

2. Hybridisierung:

Nachdem die DNA in ihre Einzelstrange aufgetrenotde, erfolgt
eine Temperatursenkung auf 55° C, so dass die itirgesuchte DNA-
Sequenz spezifischen Primer an die Einzelstrangdehi konnen. Diese
Primer sind flir das gesuchte DNA- Anfangsstiuck zyemweiligen
Einzelstrang komplementar (,forward and revers prst).

3. Verlangerung:

In diesem Schritt wird die Temperatur erneut awdstial 72° C
erhoht und eine Tag- DNA- Polymerase zugesetzt,clveelnun die
Verlangerung der von den Primern makierten DNA-8egen mit freien
Nukleotiden (Desoxynukleosidtriphosphat = dNTP)akgtiert. Sie beginnt
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am 3’- Ende des angelagerten Primers und folgt @#w\-Strang in
Richtung des 5‘- Endes. Durch die standige Wiedarip dieser drei
Schritte verdoppelt sich jedes Mal die Anzahl anpigden DNS-
Molektlen. Nach 20 Zyklen entstehen auf diese Waise einem einzigen

DNS- Doppelstrang etwa eine Million Molekiile.

Reaktionsansatz der PCR:

Wie bereits erwadhnt ist die Polymerasekettenreakéime schnelle
und effektive Mdglichkeit, Kopien spezifischer Gegaenzen herzustellen.
Den grof3ten Stellenwert bei dieser Reaktion nimimathitzestabile DNA-
Polymerase (Tag- Polymerase) ein, die zusammendemt Primern eine
enzymatische Amplifikation eines DNA-Segmentes aginctit. Die Primer
sind dabei so zu wahlen, dass sie an den StrangdmwGegenstrang der
zu amplifizierenden DNA hybridisieren. Die Taq-Polgrase bindet an die
freien 3'- Hydroxylenden der Primer und verlangdiése. Durch diese

Verbindung kann dann ein komplementarer Stranghefisiert werden.

In Rahmen dieser Studie wurde zur Durchfiihrung BER der
Standard- Master- Mix verwendet. Das Gesamtvoluramfasste 2fl,
worauf Jul auf die isolierte DNA fiel. Der Probeneinsatz rioet 1ul. Dies
entspricht ca. 50ng.

Verdinnung der Primer:

Primerstammldsung Firma Biomers.net®, 89077 Ulm

Lyophilisierter Primer 894- GT- S mit 13{B5HPLC-H,0 versetzen
(= 100pmol)

Lyophilisierter Primer 894- GT AS mit 19hPHPLC-H,0 versetzen

(= 100pmol)
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Ansatz Master Mix fir 1 Probe:

10x Puffer 2,hl

Primer 894- GT- S 0,5ul (12,5pmol)

Primer 894- GT AS 0,51 (12,5pmol)

dNTP’s @ (0,8mM)

Tag- Polymerase 0,5ul (2,5 unit)
HPLC- KO 18ul

24ul + 1ul Probe (50ng)

Gesamtvolumen 124

Die gesamte Probe wurde dann vorsichtig gemisctitkumz in der

Zentrifuge anzentrifugiert.

Die Amplifikation der DNA wurde bei dieser Studieitneinem
Mastercycler der Firma Eppendorf® in 30 Zyklen dhgefihrt. Die
Denaturierung der doppelstrangigen DNA erfolgte i C und Uber eine
Laufzeit von 1 Minute. Bei 58° C wurden die Prinmfeybridisiert. Die
Verlangerung der Primer durch die hitzestabile TRgkymerase fand bei
72° C und uber eine Laufzeit von 1,5 Minuten statisatzlich erfolgte eine
Lvorlaufzeit* von 5 Minuten bei 94° C sowie eine gidhlaufzeit” von 5
Minuten bei 72° C.

2.3.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine analytische Methobtej der
verschiedene Molekile ihrer GréRe und Ladung nadigeteilt werden.
Dabei wandern die aufzutrennenden Molekiule untenfliSs eines
elektrischen Feldes durch ein Gel, z.B. Agarosedeaifgrund ihrer
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molekularen Grol3e und ihrer Ladung wandern die kd&unterschiedlich
schnell durch das Gel, welches somit eine Art ,Skaldet. Dabei wandern
positiv geladene Molekile am schnellsten in Ricgtuder negativ
geladenen Kathode und negativ geladene Molekile sahmellsten in
Richtung der positiv geladenen Anode. Durch die exsthiedlichen
Geschwindigkeiten werden die Molekule getrennt kddnen nach einiger
Zeit durch ein spezielles fotographisches Verfahsechtbar gemacht
werden. Bestimmte Gene hinterlassen aufgrund iGmé&f3e und Ladung

typische Abfolgen von Banden.

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR- Produitfolgte in
einem 3%- Agarosegel (MetaPhor- Agarose der Firnm@zyBn®). Der
gesamte Gelansatz wurde in einer horizontalen Kamme Biometra®
zusammengesetzt. Dazu wurden 3g des Agarosegel®anitl eines 1- fach
TAE- Puffers gemischt. Aus diesem Gemisch wurdemnda0ml
entnommen und mit 8 Ethidiumbromid (Roth®) versetzt. Dies entsprach
einer Gesamtgelmenge von 80,008ml. Elektrophofesdgetrennt wurde
das PCR- Produkt bei 100 Volt, bis eine ausreichefidennung der
Molektle erfolgt war. Die Geltasche wurde mitl Ladepuffer (Roth®) und
2ul der DNA- Probe beladen. Zusatzlich wurde ein lgirsjandard von
100bp (Roth®) sowie eine Negativkontrolle von 6wklche keine DNA
beinhaltete, aufgetragen. Anschlie3end wurde fiie dialbe Stunde Strom
mit der Starke von 100 Volt angelegt, wodurch giad Nukleinsduren im
elektrischen Feld der GroRe nach auftrennten. Dagdar Gelmenge
enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in die DNAdl fluoresziert unter
UV-Licht. Die fotographische Erfassung erfolgteeimem Transilluminator
(Biometra®) mit einer CCD-Kamera und wurde von détrogramm

BioDocAnalyze (Biometra®) auf dem Computer ausgésier

Dpnll Restriktionsverdau:

Die Reagenzien der Firma BioLabs® wurden fir derdse bei
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-85° C gelagert. Vor Beginn des Vorgangs wurde daspendorf-
Thermostat® auf 37° C vorgeheizt, um die optimalbelstemperatur zu
erreichen. Dann wurde das notwendige Material ars894- GT- PCR

enthommen.

MasterMix fur eine Probe:

10x Dpnll- Puffer 25 ul
Restriktionsenzym Dpnll  0,125ul (2.5 units)
HPLC- H,0O 17,375ul

20 i

Zu diesem gesamten Mix wurden nun noch 5ul PCR- plate
(894- GT- PCR) hinzugegeben. Dies wurde gut gexbriad anschlie3end
kurz anzentrifugiert, um danach fir 2 Stunden bg&i & inkubiert zu
werden.

Fur den Gelansatz wurden 80ml eines 4%igen Agaebseg
(Metaphor Fa. Biozym®) mit 1x TAE Puffer sowie 8gthidiumbromid
(Roth®) verwendet. Darauf wurden wiederum zwei Rrobufgetragen- 1ul
6x Ladepuffer (Roth®) mit 6ul einer Kontrollprobesowie 1pl 6x
Ladepuffer (Roth®) mit 2l der DNA- 20 bp.

2.3.4 Statistische Auswertung
Die statistischen Berechnungen erfolgten mit derftvgoe

STATISTIKAR (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Bei allen sttiishen

Verfahren wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit @085 fir den alpha-
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Fehler als signifikant angenommen. Die Uberpriifaieg Ergebnisse auf
Normalverteilung erfolgte mit dem Kolmogorov-Smivrdest. Bei
Annahme der Normalverteilung wurde die deskripti&atistik als
Mittelwert + Standardabweichung ermittelt. Bei Afbeing der
Normalverteilung durch den Kolmogorov-Smirnov-Testurde die
deskriptive Statistik als Median und Bereich angpege Bei nicht
normalverteilten Daten wurde der Wilcoxon- matchgohir, Mann-
Whitney-U- Test oder der Kruskal- Wallis- Test awgedet. Bei
normalverteilten Werten wurde der T- Test verwendétltiples Testen
wurde hier nicht durchgefuihrt. Bei kategorialen ighlen erfolgte die
Uberprifung auf signifikante Unterschiede zwisckden Gruppen in einer
Feldertafel mit dem einseitigen Chi-Quadrat-Tedir kleine Fallzahlen

wurde mit dem FisherZs exact- Test untersucht.

Bei einer solchen Studie war es notwendig, die Ggverteilung
Uber das Hardy- Weinberg- Gesetz zu ermitteln, uniilzerprifen, ob die
Ergebnisse auf eine Normalbevdlkerung Ubertraglad. sTrotzdem das
Hardy- Weinberg- Gesetz nur einen modellhaften @ktar innehat, wird es
dennoch sehr haufig verwendet, um populationsgssteti Gesichtspunkte
vom Modell auf die Realitdt zu Ubertragen. Insbesoa bei sich im
Gleichgewicht befindenden Populationen mit relgtioRer GroRe lasst sich
dieses Modell realistisch anwenden. Die beiden Ebtrniir das Hardy-
Weinberg Gleichgewicht lautep? + 2pq + o° = 1 undp + q = 1. Dabei
entspricht ,p* der relativen Haufigkeit des Aufeets des Allels A. 0"
entspricht der Allelfrequenz des zu A komplementawllels a. Die
Genotypfrequenz eines Genpools ist in einer Idgualfaion konstant. Zur
Berechnung der einzelnen Haufigkeiten der Genotypemrden die

folgenden Formeln verwendet: > p2pq + §= 1, § = h(AA),
2pq = h(Aa) und 9= h(aa).
Aufgrund der Fragestellung dieser Arbeit wurden das jeweilige 95%-

Konfidenzintervall fir die relevanten, namlich d@lmonalen Parameter

berechnet. Diese finden sich in Tabelle 8 in rundlemmern.
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3 Ergebnisse

3.1 Haufigkeitsverteilung der Allele

Alle 500 in die Studie eingeschlossenen Patientearden
genotypisiert. Durch die PCR konnte der Polymonphis 894 G/T
lokalisiert und bestimmt werden, wobei drei Unteggpen fur die jeweilige
Allelverteilung gebildet wurden: homozygote Traghrs G- Allels (GG),
heterozygote Trager des G-Allels und des T- A{&$) sowie homozygote
Trager des T- Allels (TT). Davon fielen 260 (52%&y 00 Patienten auf die
Gruppe mit den Allelen GG, 226 (45,2%) auf die G T und 14 (2,8%)
auf die Gruppe mit den Allelen TT.

Insgesamt betrachtet ergab sich eine hohere Aremal- Allelen
(74,6%) als an T- Allelen (25,4%). Die AufteilungerdGenotypen des
eNOS- Polymorphismus 894 G/T entspricht nicht demageten Zahlen
unter dem Hardy- Weinberg- Gleichgewicht. Unter @Wirde fur GG
55,7%, fur GT 37,9% und fur TT 6,5% erwartet werderes ist bei dieser
Untersuchung nicht der Fall. Hier ist der Anteilr deeterozygoten GT-
Trager deutlich gréRer. Im Gegensatz dazu falltGlieppe der erwarteten
TT- Alleltrager deutlich kleiner aus. Die Verteilgirder Genotypen wurde
berechnet, wobei sich fir GG eine Haufigkeit vor®52fir GT eine
Haufigkeit von 45,2% und fur TT eine Haufigkeit va8% ergab. Im
Vergleich mit den erwarteten Werten einer Normadtbesrung unter HWG
ergab sich ein hochsignifikanter p- Wert von p €00009, wonach die
Verteilung dieser Studie nicht der Verteilung untdardy- Weinberg

entsprach.

Fur dieses Ergebnis gibt es mehrerer Erklarungsotigliten, die in der

Diskussion noch einmal aufgearbeitet werden.
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894G/T GG GT TT G-Allel T-Allel

n = 500 (%) 260 (529%) 226 (45,2%) 14 (2,8%) 746 (74,6%) 254 (25,4%)

Tabelle 5: Allelverteilung

3.2 Vergleich der demographischen und klinischen Daten

Die allgemeinen und praoperativen Daten bezogen dief
unterschiedlichen Genotypen (GG, GT, TT) sind inbdlk 6
zusammengefasst. Bei dem Vergleich der drei Gruppanten im Bezug
auf Alter, Geschlecht und BMI keine Unterschiedstdestellt werden.
Ebenso war bei den verschiedenen Dringlichkeitsstufler Operation
(elektiv, dringlich, Notfall) kein signifikanter Uarschied zwischen den drei
Gruppen auszumachen. Hinsichtlich der einbezogeReikofaktoren
(Nikotinabusus, arterieller Hypertonus, Hyperlipoj@indmie, Diabetes
mellitus, Ejektionsfraktion, COPD, Niereninsuffine pulmonaler
Hochdruck und zerebrale Ereignisse) konnten keingnifikanten
Zusammenhange zwischen dem jeweiligen Genotyp werd efmittelten
Werten beobachtet werden. Bezogen auf die Aortemkizeit und die
gesamte Dauer der Bypass- Operation war ebenfalis &ignifikanter

Unterschied auszumachen.

Auffallig war einzig eine erhdhte Signifikanz in rd&ruppe der
homozygoten T- Alleltrager hinsichtlich einer pogh Familienanamnese.
Von 14 Patienten mit dem Genotyp TT hatten 6 vomliéhen
Krankheitsbildern in der Familie zu berichten. Higs ergab sich ein p-

Wert von 0,02 und war damit als signifikant zu behten.
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GG GT TT
Variable (n=260) (n=226) (n=14) p- Wert
Alter (Jahre) 67,5+10,1 67,2+11,2 68,2+9,3 0,91
Mannlich/ Weiblich 166/94 149/77 8/6 0,75
Body mass index (kg/m? 278+46  274+52 28,1+5,2 0,45
Dringlichkeit der Operation
Elektiv (n= 396) 211 175 10 0,9
Dringend (n=41) 21 18 2 0,7
Notfall (n=63) 28 33 2 0,5
Risikofaktoren
Nikotinabusus 87 75 5 0,98
Arterieller Hypertonus 190 160 5 0,45
Hyperlipoproteindmie 124 110 7 0,96
Diabetes mellitus 78 70 6 0,59
Positive Familienanamnese 40 33 6 0,02
Ejektionsfraktion (%) 53+14 52+15 62 + 10 0,07
Niereninsuffizienz 34 33 1 0,68
PAVK 18 16 1 0,99
Zerebrale Ereignisse 36 29 1 0,75
Pulmonaler Hypertonus 21 16 3 0,15
COPD 25 14 1 0,37
Operative Charakteristika
HLM- Zeit (min) 95+41 91+35 104 £ 27 0,35
Kardiopulmonale Bypass- Zeit (min) 145+8 140 £ 52 177 £ 68 0,07

Tabelle 6: Vergleich der demographischen und klinischen Daten

Die gesammelten Daten beziglich der praoperatigegiommenen
Medikation wurden ebenfalls in die statistische lisa mit einbezogen.
Die relevanten Medikamente sind in Tabelle 7 zwteselinsichtlich eines
signifikant erhdhten Verbrauchs dieser Medikamenteerhalb einer oder

mehrerer der drei Genotyp- Gruppen liel3 sich keitet$chied feststellen.
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GG GT TT
Variable (n=260) (n=226) (n=14) p- Wert
3-Blocker 168 (65%) 139 (61%) 9 (64%) 0,77
ACE- Hemmer 135 (52%) 118 (52%) 10 (71%) 0,35
Koronartherapeutika 50 (19%) 39 (17%) 4 (29%) 0,53
Antiarrhythmika 7 (3%) 11 (5%) 1 (7%) 0,37
Diuretika 104 (40%) 89 (39%) 6 (43%) 0,96
Statine 116 (45%) 115 (51%) 7 (50%) 0,37
Antidiabetika 46 (18%) 45 (20%) 3 (21%) 0,79
Antihypertensiva 53 (20%) 56 (25%) 2 (14%) 0,39
Bronchodilatatoren 7 (3%) 8 (4%) 0 (0%) 0,68
Antikoagulanzien 169 (65%) 160 (71%) 8 (57%) 0,28

Tabelle 7: Praoperative Medikation

3.3 Pulmonale Parameter

Im Hinblick auf die Entstehung und den Schweregrides
Lungenversagens wurden die pulmonalen Parametemthess sorgfaltig
untersucht. Neben dem arteriellen pH, dem Kohldfistxidpartialdruck
(PaCQ), dem Herzindex (ClI) und dem pulmonalvaskuléaren
GefalRwiderstand (PVRI) waren die Werte, die fur Diagnosestellung
eines ALI/ ARDS notwendig sind, von Bedeutung. Daatlten neben dem
Oxygenierungsindex (PaO,), den pulmonalen Infiltraten und dem
pulmonalkapillaren  Verschlussdruck (PCWP) auch d@ositiv-
endexspiratorische Druck (PEEP) sowie der pulmotealalle Druck

(PAP). Zusatzlich wurden noch die Werte tlesg injury score ermittelt.

Beim Betrachten des PaB0O, waren erniedrigte Werte im

Vergleich zu den Normalwerten an gesunden Probaad#allig. Wahrend
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sich bei Gesunden Werte des R&D, von bis zu 550 mmHg finden,
konnte in der Gruppe der homozygoten G- AlleltrégjarQuotient von 256
+ 13 mmHg, in der Gruppe der heterozygoten G- undlleltrager 265 +
16 mmHg und in der Gruppe der homozygoten T- Abgier 231 + 18
mmHg festgestellt werden. Diese Werte waren erigednd gehorten laut
Definition zu einem der vier Diagnosekriterien fliein akutes
Lungenversagen (ALI= PafF5O, < 300 mmHg). Da diese Werte aber
zwischen den verschiedenen Genotypen annéherntisiciemvaren, lag der
p- Wert erwartungsgeman nicht unter 0,05 und waritsoicht signifikant.
Ahnlich verhielt es sich mit den Werten des PEERr kvaren zwischen
den Ergebnissen der einzelnen Gruppen kaum Untedsclauszumachen
(GG- Gruppe: 8 £ 3 mbar, GT- Gruppe: 7 + 2 mbar; Gruppe: 9 £ 3
mbar), weshalb auch hier der p- Wert mit 0,06 uratkr des gewéhlten

Signifikanzniveaus blieben.

Ein weiteres Diagnosekriterium eines akuten Lungesagens war
durch die Zahl der Infiltrate in den Lungen gegelddenEinzelnen waren in
der GG- Gruppe 1,21 + 1 Infiltrate vorhanden, im @8- Gruppe 1,31 + 1
und in der TT- Gruppe mit 1,86 £+ 1 etwas mehr irdte aufgetreten.
Allerdings war auch dieser Kkleine Unterschied nichber dem
Signifikanzniveau. Der p-Wert entsprach hier n@70,

Als drittes Kriterium wurde ebenfalls der pulmoregklare
Verschlussdruck (PCWP) in die Auswertung einbezodaieser war in
allen drei Gruppen unter dem Wert von 18 mmHg. dié@rDiagnose eines
ALI/ ARDS ware allerdings ein Wert von Uber 18 mmhigtwendig
gewesen. In der homozygoten GG- Gruppe betrug @gviP 15 + 4 mmHg,
in der GT- Gruppe 14 +4 mmHg und in der homozygotld- Gruppe
15 + 1 mmHg. Beim Betrachten aller relevanten puiaien Werte konnte
festgestellt werden, dass hier kein Linksherzvessagls Ursache flr ein
Lungenversagen vorlag. Zwischen den drei Genotykennten keine
signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Dier tbeschriebenen
Werte sind aus Tabelle 8 zu entnehmen.
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GG GT TT
Variable (n:260) (n:226) (n:l4) p- Wert
P,0,/F O, 256 + 13 265+ 16 231+18 0,31
(243 - 268) (251 - 279) (173 - 287)
PEEP (mbar) 8+3 72 9+3 0,06
Infiltrate 124+1 131+1 1.86+1 0,07
PCWP(mmHg) 15+4 14+4 15+1 0,24
(14 -17) (12 - 15) (13 -16)
Arterieller pH 7,39+£0,47 7,39 £0,05 7,39 £0,05 0,59
Compliance (ml/mbar) 45 + 20 46 +19 61 +37 0,38
(41 -49) (42 —50) (30-91)
Lung injury score 1,32+1 1,28+1 157+1 0,37

(1,23 - 1.41) (1,18-1,38)  (1,12-2,03)

PAP (mmHg) 26 +9 25+ 4 22+4 0,45
(24 - 29) (24 - 27) (15 — 29)

PVRI (dyn-s-1-m?-cm-5) 201 + 167 227 +157 110 + 67 0,05
(115 - 252) (181 - 274) (51 - 216)

Tabelle 8: Pulmonale Parameter (Mittelwert + Standardabweichung, in runden

Klammern + 95% Konfidenzintervall)

Wie Dbereits oben erwahnt wurden neben den vier die
Diagnosestellung notwendigen pulmonalen Parametsh anoch funf
weitere Messwerte berlcksichtigt. Dazu zahlte uateterem der arteriell
gemessene pH, der bei allen drei Gruppen bei A8uhd mit einem p-
Wert von 0,59 nicht signifikant war. Ahnlich verhiees sich mit der
Compliance in den einzelnen Gruppen. Auch hier i&n bedeutender
Unterschied zwischen den drei Genotypen zu erkenmas durch den p-

Wert von 0,38 bestatigt wurde.

Hinsichtlich desLung injury score waren die Werte in den drei
Gruppen ahnlich verteilt (GG: 1,32 £ 1, GT: 1,28 £TT: 1,57 £ 1). Auch

45
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hier erreichte der ermittelte p-Wert mit 0,37 niclas Signifikanzniveau.
Als vorletzter pulmonaler Parameter wurde der pulatarterielle

Mitteldruck (PAP) auf Unterschiede zwischen den @gpen untersucht. In
allen drei Gruppen wurde der Normalwert von im MitB- 19 mmHg

Uberschritten. In der homozygoten G- Allelgruppérdmp der Wert 26 + 9
mmHg, in der heterozygoten GT- Gruppe 25 = 4 mmHud in der

homozygoten TT- Gruppe 22 = 4 mmHg. Allerdings warélie

Unterschiede zwischen den Gruppen nicht grof3 gesagdass es hier
ebenfalls zu keinem signifikanten Ergebnis kam. paiNert betrug hier
0,45.

Der einzige Parameter, der hier das Signifikanzniverreichte, war
der pulmonalvaskulare Widerstand. In der GG- Grupgteug der Wert 201
+ 167 und in der GT- Gruppe 227 £ 157. Ein deudrctnterschied bestand
zu der TT-Gruppe, in der der Wert nur 110 + 67 unptDieser Unterschied
schlug sich in dem ermittelten p- Wert nieder, mér0,05 signifikant war.

3.4 Perioperative Parameter

Bezogen auf die in den ersten 24 Stunden gemessenen
hamodynamischen Werte, konnten bei Herzfrequenttlen@m arteriellem
Druck (MAP), zentralem Venendruck (ZVD) sowie deneriEindex (CI)
keine bedeutenden Differenzen festgestellt werBesm.Werte in allen drei
Genotyp- Gruppen entsprachen weitestgehend den alwarten. Ahnlich
verhielt es sich mit den Werten dAsute physiology and chronic health
evaluation Il score (APACHE II) und desSmplified acute physiology Il
score (SAPS 1l). Bei den ermittelten Werten war keingndikante
Korrelation zwischen Genotyp und erreichter Purtitia jeweiligen Score

zu erkennen.

Auffallig in diesem Bereich war allerdings der ®ysische
GefalRwiderstandsindex. In der GG- Gruppe betrug/dert 991 + 433, in
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der GT- Gruppe 966 + 352 und in der TT- Gruppe 63%/. Diese Werte
waren zum Teil im Normbereich, allerdings war dertéyschied zur TT-
Gruppe signifikant grof3, was sich auch durch delVert bestatigen liel3.
Dieser lag hier bei 0,05. Alle hier genannten Wesied in Tabelle 9

nachzuvollziehen.

Variable G T i p- Wert
(n=260) (n=226) (n=14)

Herzfrequenz (bpm) 86+2 87+3 90+3 0,09

MAP (mmHg) 80+9 81+8 80+9 0,24

CVP (mmHg) 11+3 11+4 11+2 0,84

Cl (I/min/m?) 3+3 3%1 3+0 0,64
SVRI (dyn-s-1-m2-cm-5) 991 + 433 966 + 352 695 + 87 0,05
Scores

APACHE Il Score 15+6 16+7 16+6 0,35

SAPS Il Score 24+7 25+8 26+6 0,13

Tabelle 9: Hdmodynamische Parameter

In die statistische Auswertung einbezogen wurdeanfils die
jeweils bendtigten inotrop wirkenden Medikamente@azD gehdrten unter
anderem Epinephrin, Norepinephrin, LevosimendannoEmnon sowie
Dobutamin. In allen drei Genotyp- Gruppen konntersichtlich der Menge
dieser Medikamente keine Unterschiede festgestetitrden. Ahnlich
verhielt es sich bei weiteren verabreichten Mediaten wie z. B.
Nitroglyzerin (NTG), Amiodaron, Vasopressin und Kson. Zwischen den
drei Allel- Gruppen konnten hier ebenfalls keineff€@enzen beobachtet
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werden. Alle hier beschriebenen Ergebnisse sifchbelle 10 dargestelit.

GG GT T
Variable (n=260) (n=226) (n=14) p- Wert

Inotropika

Epinephrin (mg/d) 10,72 +£128 1,37 £4.57 153+25 0,86

Norepinephrin (mg/d) 3,14 +15,7 2,2+10,3 0,6 +1,53 0,85

Levosimendan (mg/d) 0,09 +0,89 0 0 0,24

Eonoximon (mg/d) 27 +195 13,979 0 0,63

Dobutamin (mg/d) 10 +49 13+65 11,7 +44,1 0,99
Andere Medikamente

NTG (mg/d) 10+ 25 11,5+ 32 13,5+22 0,69

Amiodaron (mg/d) 52 +233 79 + 310 0 0,24

Kortison (mg/d) 36 + 328 44 + 273 0 0,33

Vasopressin (iU/d) 0,28+3 0,36 £ 0,53 0 0,64

Tabelle 10: Verwendete Inotropika

3.5 Postoperative Parameter im Vergleich

Wie in Tabelle 11 zusammengestellt, waren bei desigperativen
Parametern im Hinblick auf Erythrozytentransfusionaler Gabe von
gefrorenen Frischplasmen, einer Resternotomie laehblutung sowie der
Gabe von Prothrombinkomplexkonzentraten kein Zusantrang zwischen
den ermittelten Werten und dem jeweiligen GenotygstAustellen.
Vergleichbar waren ebenfalls die Werte bei Einsaitzer intraaortalen

Ballonpumbe (IABP) sowie einer extrakorporalen Meamoxygenierung
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(ECMO).

Bezogen auf das Auftreten eines perioperativen iHfiarktes sowie
einer postoperativen sternalen Wundinfektion wain ksignifikanter
Unterschied erkennbar. Die mittlere Aufenthaltsdsag einer der beiden
Intensivstationen betrug in der homozygoten GG-ppeu6,8 + 11,8 Tage,
in der heterozygoten GT- Gruppe 8,3 + 14,6 Tageinrder homozygoten
TT-Gruppe 20,4 £36,8 Tage. Die mittlere Gesamtahf@tsdauer im
Krankenhaus betrug in der GG- Gruppe 25 + 20 Tagder GT- Gruppe
25 £ 19 Tage und in der TT-Gruppe 34 £+ 37 Tage.

GG GT TT

Variable (n=260) (n=226) (n=14) p- Wert
Erythrozytenkonzentrate (ml/d) 270 +£728 243 + 436 130 + 265 0,50
Fresh frozen Plasma (ml/d) 110+ 712 40 + 203 0 0,67
Prothrombin- Komplex- Konzentrate
(i) 19 +190 0 0 0,25
Resternotomie bei Nachblutung 4 5 0 0,75
IABP 18 18 1 0,90
ECMO 1 0 0 0,63
Perioperativer Myokardinfarkt 0 3 0 0,16
Sternale Wundinfektion 0 2 0 0,29
Intensivstationaufenthalt(d) 6,8+11,8 8,3+14,6 20,4 £ 36,8
Krankenhausaufenthalt (d) 25+20 25+19 34 +37

Tabelle 11: Postoperatives Outcome

3.6 Mortalitat

Die Gesamtmortalitdt bezogen auf alle einbezog&td¥nPatienten

betrug 8,2%. Verteilt auf die einzelnen Gruppenctete dies in der GG-
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Gruppe 24/260 (9,2%), in der GT- Gruppe 14/226%§,2nd in der TT-
Gruppe 3/14 (21,4%).

Von den insgesamt 500 Patienten war bei 396 Pahezih elektiver
Eingriff durchgefuhrt worden, bei 41 eine dringerafeerative Intervention
und bei 63 Patienten eine notfallmalige OperatiStellt man diese
Ergebnisse in Zusammenhang mit den unterschiedlienotypen, kann
man aus Tabelle 12 entnehmen, dass bei den driegeogerativen
Interventionen keine Unterschiede hinsichtlich Wtartalitat zwischen den
drei Gruppen bestehen (GG- Gruppe: 4/21 (19%), @Tppe: 2/18 (11%),
TT- Gruppe: 0/2). Daraus ergab sich ein p- Wert 00 und somit keine
Signifikanz. Ahnlich verhielt es sich bei den nditfaéiRig durchgefiihrten
Operationen im Bezug auf die Mortalitat. In der GGruppe betraf dies
6/28 Patienten (21%), in der GT- Gruppe 3/33 (9,1%6) in der TT-
Gruppe 0/2. Der daraus ermittelte p- Wert betri82 Qnd erreichte damit
ebenso keine Signifikanz.

GG GT TT
Variable (n=260) (n=226) (n=14) p- Wert
Gesamt (8,2 %) (%) n= 500 24 (9,2%) 14 (6,2%) 3 (21,4 %) 0,09
Elektive Eingriffe(%) n= 396 14/211 (6,6%) 9/175 (5,1%) 3/10 (30%) 0,008
Dringende Eingriffe (%) n= 41 4/21 (19%) 2/18 (11%) 0/2 0,60
Notfalle(%) n= 63 6/28 (21%) 3/33 (9.1%) 0/2 0,32

Tabelle 12: Mortalitat

Anders verhielt es sich mit den elektiv geplantengiffen. Von
den insgesamt 396 Patienten, die sich einer elki@®peration unterzogen,
waren 10 homozygote Trager des T- Allels. Von die$® starben 3 an
Herz- Kreislaufversagen: entweder direkt wahrend @peration oder im
Verlauf des weiteren postoperativen Aufenthalts aufer der beiden

50



3 Ergebnisse

Intensivstationen. Mit einem p- Wert von 0,008 kamom einer signifikant
erhohten Korrelation zwischen Genotyp und einektelen Operation
gesprochen werden.

In den beiden anderen Gruppen war keine erhohtaiffRenz
festzustellen. In der GG- Gruppe betrug die Magalinach elektiver

Operation 6,6% (14/ 211 Patienten) und in der Giup@e 5,1% (9/ 175
Patienten).
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4 Diskussion

Ziel dieser Studie war es zu ermitteln, ob zwischdam
Polymorphismus eNOS 894 G/T und dem Auftreten einggjenversagens
nach einer Operation mit Anschluss an eine Herzigemn- Maschine ein
Zusammenhang besteht. Dazu wurden drei Gruppen jeweils
unterschiedlichem Genotyp gebildet (eine Gruppe hainozygoten G-
Alleltragern, eine heterozygote GT- Gruppe und eiGeuppe mit
homozygoten T- Alleltragern), wobei das Hauptaugernauf der Gruppe
der homozygoten T- Alleltrager lag, da hier einérlstre Auspragung im
Falle eines Zusammenhangs zwischen dem Eingriff dewh Auftreten

eines Lungenversagens erwartet wurde.

In anderen Studien wurde bereits die Vermutung [@edudass T-
Alleltrager mit einem erhohten Risiko fur Herz- kglauferkrankungen
belastet seien. Unter anderem gab es dazu 1998 Stundie, in der
nachgewiesen wurde, dass ein Austausch vom G- Alel T- Allel zu
vermehrten koronaren Spasmen fuhren kann (Yoshietush, 1998). Diese
Erkenntnis wurde durch eine interventionelle Studie 213 Patienten
erlangt, von denen 113 der Patienten T- Alleltrdgeden Polymorphismus
eNOS 894 G/T und 100 Patienten homozgygot fur daaliél waren. Nach
intrakoronarer Injektion von Acetylcholin konntezgegt werden, dass die
T- Alleltrager im Gegensatz zu der Vergleichsgruppet den G-
Alleltragern ein signifikant hoheres Risiko fur Keoarspasmen haben. In
einer weiteren Studie wurde der Zusammenhang zetsdem T- Allel und
dem Risiko fur das Auftreten eines Myokardinfarkiesersucht (Shimasaki
et al., 1998). Es waren in dieser Studie 285 P&iendie einen
Myokardinfarkt erlitten hatten, mit einer Kontraligppe von 607 Patienten

verglichen worden. Die Ergebnisse bewiesen auchr he&nen
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Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und deftrefamn von
Herz- Kreislauferkrankungen. Es konnte gezeigt wemeyddass die T-
Alleltrager im Vergleich zu den G- Alleltrdgern elh73 fach erhdhtes
Risiko fur Myokardinfarkte haben.

Hierdurch wurde fir unsere Studie deutlich, dassnbéorliegen
eines homozygoten Genotyps mit schlechteren Ergséni bzw. einem

vermehrten Risiko fUr das Auftreten eines Lungesagens zu rechnen war.

Die Ergebnisse unserer Studieeigten, dass kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus 894 G/@ deam
Auftreten eines Lungenversagens bestand. Allerdingsinte eine
Assoziation des Polymorphismus mit einer erhohteortdlitdt bewiesen
werden. In der Gruppe der homozygoten T- AlleltrAgar eine signifikant

erhohte Sterblichkeit nach elektiven Eingriffengeifeten.

Bereits in friheren Studien wurde der Einfluss des
Stickstoffmonoxid auf die Endothelfunktionen nachgesen. Eine Stdérung
im endothelialen NO-System kann wie bereits genanasttreichende
Folgen fur den gesamten Organismus haben und dighethale System
nachhaltig schadigen (Moncada und Higgs, 1993).etJanderem zahlt
dazu bei zu niedrigen NO- Konzentrationen die fetide protektive
Wirkung bei der Entstehung von Atherosklerose. Alpgcht nur die
Entstehung verschiedenster Krankheiten wird duiok &térung im NO-
System begunstigt. Vielmehr kann es ebenso intkaN@s zu einer
Thrombenbildung kommen, die zu Thrombosen oder Herbdlihren kann
und dadurch letztlich lebensbedrohliche Situatiohervorgerufen werden
konnen.

Bisher wurden in der Literatur zwei verschiedenenegische
Varianten fur die endotheliale NO-Synthase diskttiBazu zahlt einmal
der eNOS Polymorphismus 786T/C und der eNOS Polghismus 894
GI/T. Der fur diese Studie ausgewahlte PolymorphgseNOS 894 G/T war

dabei mit einer einer verminderten eNOS- Enzymdktivassoziiert (Wang
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XL et al., 2000). Anhand dieser Ergebnisse wurdeimner weiteren Studie
nachgewiesen, dass dieser Polymorphismus auch inet erniedrigten

basalen NO- Konzentration assoziiert ist (Veldmiaal.e 2002). Hier wurde
41 gesunden Patienten der NOS- Inhibitor L- NMM4iziert. Nach der

genetischen Analyse wurden dann die verschiedeppg@ruder Genotypen
miteinander verglichen, woraus sich ergab, dassTdidlleltrager dieses
Polymorphismus eine geringere Antwort auf die Itifgk lieferten. Daraus
liel3 sich schlieRen, dass hier eine weniger NOt&gen aktiv waren und

damit auch eine verminderte basale NO- Konzentratayliegen musste.

Fur die homozygote Auspragung (TT- Allele) dieses
Polymorphismus konnte bisher nachgewiesen werdess a¢tben diese
genetische Variante die Ansprechbarkeit auf einphal adrenerge
Stimulation entscheidend beeinflussen kann (Phdipal., 1999). Hier
wurden 68 Patienten mit dem Polymorphismus 894 @f€rsucht, die sich
einer Bypass- oder Herzklappenoperation unterzianessten. Aus den
Ergebnissen wurde deutlich, dass die T- Alleltrages Polymorphismus
eNOS 894 G/T eine hohere Ansprechbarkeit auf eineadrenerge
Stimulation bei hamodynamischer Verschlechterunfwiasen, als die

Patienten in der Kontrollgruppe.

Insgesamt gibt es, wie bereits genannt, wesentliehr Studien, die
sich mit diesem Polymorphismus und dem kardiovaskal System
befassen, als solche, bei denen die Lungen undichégEinflisse des
Polymorphismus auf das gesamte pulmonale SysteMiitalpunkt stehen.
Bisher konnte in diesem Bereich erforscht werdenassd der
Polymorphismus eNOS 894 G/T einen Einfluss aufLdiegenfunktion bei
Patienten mito;- Antitrypsinmangel ausibt (Novoradovsky et al.99p
Hier wurden insgesamt 345 Patienten mit eben did3aymorphismus und
einem az- Antitrypsinmangel in verschiedene Gruppen hingici ihrer
Lungenfunktion und der Schwere der Erkrankung dailje und
anschlie3end mit einer Kontrollgruppe von 93 asymyatischen Patienten
im Alter zwischen 18 und 55 Jahren verglichen. Bierbei angewendeten
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Methoden zur ldentifizierung der jeweiligen Genagpwaren mit denen
unserer Studie im Wesentlichen vergleichbar. Dabgab sich, dass in der
Gruppe der schwer an dem- Antitrypsinmangel Erkrankten auch eine
hohe Anzahl an Tragern des Polymorphismus 894 @ffreten war. Dies
war ein Hinweis darauf, dass diese genetische M&riaeinen
entscheidenden Einfluss auf den AuspragungsgradEdeankung mitoy-

Antitrypsinmangel hat.

Eine weitere Studie beschéftigte sich ebenfalls mdiesem
Polymorphismus und einer anderen Erkrankung. Hiesleden 70, nicht
miteinander verwandte Patienten im Alter zwischerurd 40 Jahren
untersucht, die den Polymorphismus 894 G/T aufwiased an cystischer
Fibrose erkrankt waren (Grasemann et al., 2003)ffahg war ein
Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen epéén. Bei den
weiblichen T- Alleltrdgerinnen wurden im Gegensatez den Patientinnen
mit dem Wildtyp erhohte NO- Konzentrationen in dausatemluft
gemessen. Des Weiteren ergab sich aus den Messudgse diese
Patientinnen wesentlich seltener von dem Keim Rsmodas aeruginosa
befallen waren als die Patienten, die das G- Alegen. Dies lie3 die
Schlussfolgerung zu, dass dieser Polymorphismus, das T- Allel einen
Einfluss auf die NO- Konzentration bei Patienten aystischer Fibrose in

den Atemwegen hat.

4.1 Lungenversagen

Primar wurde aus den Ergebnissen dieser Studieliateutiass
zwischen den drei verschiedenen Genotyp- Gruppes, (GT, TT) im
Hinblick auf ein Lungenversagen kein Unterschiedzamachen war. In
allen drei Gruppen erlitten Patienten ein Lungesagen, allerdings war
kein einzelner Genotyp signifikant mehr betroffels alie anderen

Genotypen.
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In dieser Studie waren bei allen drei Gruppen digeken fur ein
ALI erfullt. Die jeweiligen Ergebnisse des Oxygemiegsindex Pa@ FO,,
die Anzahl der bilateralen Infiltrate im ap- Ronmbéd sowie die Werte fur
den PCWP waren insgesamt im Bereich der fur dienidein eines akuten
Lungenversagens notwendigen Werte. In der Gruppéa@mozygoten T-
Alleltrager waren diese Werte zwar tendenziell schter als in den beiden
anderen Gruppen, allerdings nicht oberhalb desifsignzniveaus. Ein
signifikantes Ergebnis trat allerdings bei Betrachties pulmonalvaskularen
Widerstands auf. Hier waren die Werte innerhalber Gruppe nach der
Operation mit der Herz- Lungen- Maschine deutlichniedrigt und

unterschieden sich damit von den Werten der beadeleren Gruppen.

Erklarbar sind diese Ergebnisse unter anderem dathags bei
hamodynamischer Verschlechterung der Patienten eswortige
medikamentdse Therapie durch das zustandige Pémenitensivstation
eingeleitet wurde, die sich an hamodynamischen nRatexn wie dem
pulmonalen und systemischen Widerstand sowie demzzdigvolumen
orientierte und eine Normalisierung dieser Wertes apriméres
Behandlungsziel hatte. Dies konnte erklaren warigrbdhwere des ALI in
alle drei Patientengruppen gleich war und damitgedf3erer Schaden bzw.
die Entwicklung in Richtung eines ARDS verhindedrden konnte.

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass Eingrifeezw B. eine
Bypass- Operation deutlichen Einfluss auf die Lurfigektion haben und
eine enorme Belastung fur den gesamten Organisarstetlen (Ando et
al., 2008). Dies betrifft besonders junge Patieniaibei kann eine solche
Operation bei bereits vorerkrankten Patienten ober unginstigen
Verlaufen ein Lungenversagen (ALI) verursachen,ches$ sich dann in
einigen Fallen auch zu der schwereren Form (ARD&)viekeln kann.
Demnach ergab sich die Frage, ob das entwickeltagémversagen
aufgrund der belastenden Operation und eventuelhevobestehender
Risikofaktoren entstand oder vielmehr der Polym@plus einen Einfluss
auf die Entstehung des Lungenversagens hatte. HB#atnachten der
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individuellen Risikofaktoren wurde jedoch deutlicllass auch hier
zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikantgnterschiede
vorhanden waren. Einzig eine positive Familienaresenwar in der
homozygoten Gruppe haufiger aufgetreten. Dennocksmman sagen, dass
die gewahlten Risikofaktoren nicht nur auf das Lemgystem bezogen
sondern allgemeiner gefasst waren. Hier waren gpelzere Risikofaktoren

vielleicht aussagekratftiger gewesen.

Somit war insgesamt kein direkter Einfluss des Rolgphismus auf

ein Lungenversagen erkennbar.

4.2 Mortalitat

Die berechneten Werte ergaben deutliche Untersehiaasichtlich
der postoperativen Mortalitat. Hier gab es eine 3@ Mortalitat in der
Gruppe der homozygoten T- Alleltrager nach elektiurchgefihrten
Eingriffen am offenen Herzen. Innerhalb der beidaederen Gruppen (GG
und GT) lag die Mortalitat bei nur 6,6% bzw. 5,1%.

Dementsprechend lasst sich sagen, dass ein Zusdrantgen
zwischen dem Polymorphismus eNOS 894 G/T und destoperativen
Mortalitdtsrate besteht. Insgesamt waren nicht rratienten verstorben als
erwartet. Allerdings konnte in einer anderen Stugtmittelt werden, dass
die postoperative Sterblichkeit entscheidend vonm dgeweiligen
Krankenhaus und dessen postoperativer Versorgbhgngt (Osswald et
al., 1999). Es wurden im Rahmen dieser Studie segée4985 Patienten im
Zeitraum von 1988 bis 1997 untersucht, die aufgrimidr Symptomatik
eine Bypass- Operation bendtigten. Hier wurde denmtung geéulRert,
dass im Allgemeinen die friihe postoperative Maitdrate eher zu niedrig
angegeben wird und die Aussagekraft der 30- Tagedtalitat gepruft. In
dieser Studie lag die mittlere Aufenthaltsdauerkmankenhaus bei 13,5+
9,6 Tagen und die 30- Tage- Mortalitdt bei 5,6%.e Dyesamte
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Mortalitdtsrate lag hier bei 5,3%. Dieses Ergebwar somit mit der
Sterblichkeit in unserer Studie vergleichbar. Aliags trat bei elektiv
durchgefuhrten Operationen in der Gruppe der hogmzn T- Alleltréager
eine erhohte Sterblichkeit auf. Von insgesamt 1lfhdwygoten Patienten
starben 3 nach einem elektiven Eingriff, worau$ siee Mortalitatsrate von
30% ergab. Dies erscheint im ersten Moment vi¢lakser aufgrund der
kleinen Anzahl der homozygoten Genotypen zu ratwn. Um einen
definitiven Zusammenhang feststellen zu kdnnen, steisnan dieselbe
Untersuchung noch einmal mit einer gré3eren Andadder homozygoten
Genotypen durchfiuihren. Dennoch scheint der Polymemus 894 G/T

einen Einfluss auf die Mortalitat zu haben.

In den beiden anderen Genotyp- Gruppen konnte mblidk auf die
Mortalitdt nach elektiven Eingriffen kein signifikes Ergebnis beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu war die Zahl der verstan Patienten bei
dringend oder notfallmaRig durchgefuhrten Eingniffe allen drei Gruppen
erhoht. Dies ist jedoch nicht verwunderlich, dacstimmer notfallmafiig
durchgefuhrte Operationen mit einer erhéhten Strkeitsrate verbunden
waren (Ferrari et al., 2008). In dieser Studie wa80 Patienten untersucht
worden, von denen sich 25 Patienten (8,6%) authremes akuten
Koronarsyndroms oder einer instabilen Angina péstoin einem
lebensbedrohlichen Zustand befanden und demenkspréc in eine
Hochrisikogruppe eingeteilt wurden. Nach der Bypa&gperation mit
Einsatz der Herz- Lungen- Maschine wurden die Rtre Uberwacht und
im Hinblick auf ihr postoperatives Outcome untetdud@uffallig war eine
im Gegensatz zu den Vergleichsgruppen erhthte pestbve Mortalitat in

eben dieser Hochrisikogruppe mit notfallmafig dgeftihrtem Eingriff.

Bereits in frheren Studien war bei herzchirurgetlEingriffen ein
Zusammenhang zwischen einer verlangerten Aortenkiegit, der Dauer
der gesamten Operation und einer damit verbundéaié&eren Mortalitat
entdeckt worden (Doenst et al., 2008). In diesedi®t wurden tUber den
Zeitraum von 1990 bis 2003 insgesamt 27215 Patiemtéersucht, die eine
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herzchirurgische Operation mit einem Abklemmen derta erhielten.
Patienten mit extrem langen Aortenklemmzeiten (0mi®d) wurden
ausgeschlossen, um den Einfluss von intraoperaBahwierigkeiten und
einer daraus resultierenden Verlangerung der Akleemmzeit zu
minimieren. Die Ergebnisse zeigten, dass die A&teanmzeit durchaus
eine vorhersehbare Einflussgréf3e auf die Mortah&itPatienten mit einer
linksventrikularen Ejektionsfraktion von >40% dai#t In unserer Studie
waren allerdings keine Abhangigkeit zwischen eineerlangerter
Aortenklemmzeit und dem jeweiligen Genotyp festellish. In der Gruppe
der homozygoten T- Alleltrager waren die Gesamtdalex Operationen
sowie die Aortenklemmzeiten nicht signifikant langds in den anderen

beiden Gruppen.

4.3  Erklarungen zur Abweichung vom HWG

Wie bereits genannt entsprach die Genotypenventgitlieser Studie
nicht den erwarteten Werten, welche unter HWG geltBies kann
verschiedene Ursachen haben.

Zuvor muss man jedoch einige Limitierungen des HW&achten,
die durchaus auch Einfluss auf die Ergebnisse diggalie haben kdnnen.
Hierbei spielen die Kennzeichen einer idealen Paim eine grof3e Rolle.
Bei einer sehr groRen Individuenzahl verandertzigéllige Verlust eines
Individuums oder ein Gendrift praktisch nicht diéwHigkeit der Allele. Bei
einer sehr kleinen Population wirde ein solcherlugtroder Gendrift
jedoch eine groRe Auswirkung haben. Zudem finden eieer idealen
Population keine Mutationen sowie keine Ab- odewZnderung statt, die
die einen Einfluss auf die Allelfrequenz haben kénn Ebenso gibt es bei
einer idealen Population keine Selektion. Das bededass es weder Vor-
noch Nachteile fur Trager bestimmter Gene gibtg8sehen ist die ideale

Population ein theoretisches Konstrukt. In der Ra#alird mindestens eine
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dieser Bedingungen nicht erfullt, da fast alle diesBedingungen
Evolutionsfaktoren darstellen.

Bezogen auf diese Studie muss man also einen Efiwon
Selektion in Betracht ziehen, da ja das Kollektiv Ratienten aufgrund
spezieller Faktoren ausgewahlt worden ist. Fast alihgeschlossenen
Patienten waren an einer koronaren Herzkrankhé&iaekt und mussten
sich deswegen einer operativen Therapie unterzieBDementsprechend
muss man sagen, dass eine Selektion der teilnelememiobanden
stattgefunden hat und somit eine Auswirkung auf Wierteilung der

Genotypen nicht auszuschlieRen ist.

Abgesehen davon gibt es jedoch noch weitere Umstadié zu
bertcksichtigen sind. Zunachst einmal muss man Miglichkeit des
Zufalls heranziehen. Danach wirde sich die Diskmepawischen den
Werten alleine durch eine zuféllig andere Vertagluerklaren. Diese
Maoglichkeit wirde sich schwer weder bestéatigen nagbschliel3en lassen,
da man bei derartigen Berechnungen immer die mgaBeeinflussung als
eine mogliche Erklarung heranziehen muss. Die Fmbda dieser Studie
wurden zuféllig ausgewahlt und unterlagen keinersekektion nach z.B.
Geschlecht oder Herkunft. Demnach sollte man alglictie Erklarung far
das Abweichen vom Hardy- Weinberg- Gesetz eine llmygéaVerteilung

heranziehen.

Eine andere Erklarung fur das Abweichen der Wertgde ein
Fehler im Genotypisierungsverfahren abgeben. Hierbdisste ein
systematischer Fehler in der Aufarbeitung der Rrdioav. im eigentlichen
PCR- Verfahren vorgelegen haben. Nach Prufung defakirens lasst sich
allerdings ein systematischer Fehler als Erklarangschliel3en, da in den
verschiedenen Untersuchungen keine durchgéngigdébdfebhnung zu
finden war. Dennoch lassen sich kleinere Fehler Atslauf und der
Durchfihrung der verschiedenen Untersuchungen nigliy ausschlie3en
und demnach sollte man auch dieses als mdglichéardng fir das

Abweichen der Genotypverteilung gelten lassen.
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Des Weiteren muss man einen anderen Punkt mit & di
Uberlegungen einbeziehen. Da es sich bei dem Ratienilektiv um
Personen aus dem Raum Géttingen und aus der weltengebung handelt
und sich in dieser Gegend durch die groRe Unirsiicht nur Personen
kaukasischen Ursprungs aufhalten, muss ebenfashbet werden, dass
eventuell auch Nicht- Kaukasier in der Studienpapoh enthalten sein
konnen, die letztlich eine Anderung der Genotymikmg bewirkt haben
konnten. Die Werte dieser Studie (G 74,6%) entsmecbei einem
Vergleich tendenziell eher den Werten flr Asiat@n-80%) oder Afrikaner
(G ~90%). Dies konnte also eine Erklarung fur dalswgichen der
Verteilung darstellen. Bei der Uberpriifung der Stotkilnehmer konnte
diese Moglichkeit jedoch weitgehend ausgeschlosserden, allerdings
konnte ein eventueller Einfluss auf die Verteiluthgy Genotyphaufigkeit
durch nicht- kaukasische Vorfahren dabei nicht tegltiwerden. Demnach
misste man bei allen eingeschlossenen 500 Patiemefntersuchung der
Familien und Vorfahren durchfihren, um jegliche flEisse durch

auslandische bzw. nicht- kaukasische Vorfahrenchlisssen zu kdnnen.

Eine weitere Moglichkeit ware ein  Nichterfillen der
Voraussetzungen fur das HWG durch zum Beispiel #arfluss von
Inzucht im Raum Gottingen. Bei der Berechnung dedlusses durch
Inzucht konnte aber schnell festgestellt werderssddiese Situation hier

keine Rolle spielt, da die Voraussetzungen dafcintrerfillt sind.

Abschlie3end bleibt zu sagen, dass es verschiddesaehen geben
kann, die zum signifikanten Abweichen der Genotyfeieing gefihrt
haben kdnnen. Was letztlich ursachlich fur diegedion ist, bleibt schwer

nachzuweisen.

4.4 Einschrankungen der Studie

Insgesamt unterlag die Studie einigen Einschrangomngum einen

war die Anzahl der Patienten innerhalb der homotgmy&ruppe sehr klein.
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Hier waren von den insgesamt 500 prospektiv einjpezen
Studienteilnehmern nur 14 Patienten homozygote éfrédps T- Allels.
Diese Anzahl war zu klein, um eine reprasentativessage treffen zu
kénnen. Demnach ware zu empfehlen, die Untersuchoofgmal mit einer
groReren Gruppe an homozygoten T- Alleltragern lzurfiihren und das
Ergebnis dann mit unseren Ergebnissen zu vergiejchen eventuell

auftretende Unterschiede oder Parallelen beschreibb&dnnen.

Des Weiteren war die Gesamtzahl der einbezogenganka auf
500 limitiert. Im Vergleich zu anderen Studien @&ts eine relativ kleine
Zahl. Allerdings waren hier Patienten, die sicheeinherzchirurgischen
Eingriff unterziehen mussten, von Bedeutung undhtniPatienten mit
allgemeinen kardialen Erkrankungen. Studien, dieh siit kardialen
Erkrankungen beschétftigen, beziehen meist ein geg¥atientenkollektiv
ein, da innerhalb der Bevdlkerung eine wesentlictiRgre Anzahl von
Menschen mit kardialen Erkrankungen vorhanden ai, Patienten, die
einen herzchirurgischen Eingriff bendtigen.

Eine vor der Studie durchgefiihrte statistische Pamadyse ergab,
dass die Anzahl von 500 Patienten ausreichen wiintielnterschiede in
der Schwere des Lungenversagens zwischen den @enaty finden. Hier
waren jedoch keine signifikanten Ergebnisse erzielorden. Die
Poweranalyse wurde primar nicht durchgefiihrt, untetschiede in der
Mortalitdt zwischen den Genotypen nachzuweisen. démauere Angaben
bezuglich der Mortalitdit machen zu kénnen, musste prospektive Studie

mit bis zu 2000 Patienten durchgefiihrt werden.

Ein weiterer Schwachpunkt in dieser Studie war Eiigeilung der
einzelnen Dringlichkeitsstufen. Zwar wurde zwischaaktivem Eingriff,
dringend notwendiger Intervention und einem Notfalhterschieden,
allerdings kamen hier assoziierte operative Problewie z. B. eine
intraoperativ aufgetretene Asystolie, eine notwgeadDefibrillation oder

eine Reanimation nicht zur Geltung.
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Neben dem in dieser Studie untersuchtem Polymarptgskonnte
bereits ein weiterer Polymorphismus auf diesem (Bederselben Region
entdeckt werden. Dieser ist an der Position 768denUmgebung der 5°
Region lokalisiert (Nakayama et al., 1999). Ein fliss dieses
Polymorphismus auf die gesamten Ergebnisse ist atlesmicht
auszuschlie3en und eine vergleichende Studie wang smpfehlenswert.

Durch das Abweichen vom Hardy- Weinberg- Gesetibergich
eine weitere Einschrankung der Studie. Da die Ggwetteilung dieser
500 Probanden nicht der erwarteten Verteilung umt®G entspricht,
konnen die Ergebnisse nicht unmittelbar auf einernidbevdlkerung
Ubertragen werden. Da jedoch letztlich schwer Zuekl sein wird, warum
es zu einer solchen Genotypverteilung gekommennisisste man noch
einmal alle moéglichen Fehlerquellen eruieren undchhel3end mdgliche
Ursachen fur die Abweichung vom Hardy- Weinbergs&e beseitigen.
Zudem gilt Hardy-Weinberg-Gesetz strenggenommenfinmuPopulationen
unbegrenzter GrofRe in denen keine Selektion wikkes ist flr das
Probandenkollektiv aber nicht zutreffend. Diesestdnd kann letztlich fur

Abweichungen sorgen.
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5  Zusammenfassung

Viele Funktionen im menschlichen Korper stehenntseheidendem
Zusammenhang mit dem Stickstoffmonoxid- System. tQuliert tber
komplexe Wege die Relaxation glatter GefalmusKelzein arteriellen
sowie venodsen Gefal3en im gesamten Korper. Des Wieitemmt es eine
gefal3protektive Funktion ein und kann somit Dbeispieise einer
Thrombosebildung entgegenwirken. Es konnte bishachgewiesen
werden, dass Veranderungen in der NO- Konzentratiien Entstehung
einiger Krankheiten, im Besonderen kardiovaskuld&ekrankungen,
beeinflussen. So konnte unter anderem eine Beziehawischen
Stickstoffmonoxid und der Pathogenese der Atheewske hergestellt
werden. Aber die vielfaltigen Funktionen des NOdsmmcht nur auf das
kardiovaskulare System beschrankt. Speziell inLderge hat NO &hnlich
relaxierende Wirkungen auf die GefalBmuskelzellelterdings erst in

wesentlich hoheren Konzentrationen.

In friheren Studien wurde bereits der PolymorphsmaNOS 894
G/T untersucht. Hier konnte festgestellt werdenssddiese genetische
Variante einen entscheidenden Einfluss auf das N@tem hat. Beim
Vorliegen dieses Polymorphismus war eine vermirderNOS-
Enzymaktivitat und daraus resultierend eine ermgeelr basale NO-
Konzentration nachgewiesen worden. Diese Verandermim NO- System
kobnnen den gesamten Organismus demnach beeinflussenh die

Entstehung bestimmter Erkrankungen fordern.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss des Polpmemus eNOS
894 G/T auf das Auftreten bzw. den Schweregradseinsngenversagens
nach einer Operation mit Anschluss an die Herz-gem Maschine zu
untersuchen. Dazu wurden insgesamt 500 Patientendién Studie

einbezogen und nach ihrem herzchirurgischen Einguf einer der beiden
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Intensivstationen der Universitatsklinik Gottingan Hinblick auf ein
Lungenversagen uberwacht. Zusatzlich wurde derilgweGenotyp jedes
Patienten bestimmt. Die Ergebnisse zeigten deutlitass kein direkter
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus 894 G/@ dem
Auftreten eines Lungenversagens besteht. Zwategrliiast alle Patienten
ein mehr oder weniger stark ausgepragtes Lungesxyens allerdings hatte
der jeweilige Genotyp keinen Einfluss auf das EnggbKeine der drei
Genotypgruppen erzielte ein gegentiber den andereppén signifikantes
Ergebnis. Im Bezug auf die postoperative Mortalitéar jedoch ein
Zusammenhang zu erkennen. Patienten, die homozyhétger des T-
Allels waren, unterlagen einer 30%igen Mortalitabch elektiven
Eingriffen. Diese Mortalitatsrate war im Gegensaizden anderen Gruppen

signifikant erhoht.

Diese Ergebnisse sind allerdings mit einigen Eir@tkungen
besetzt. Da die Patienten bei pulmonaler Versckéeghg sofort therapiert
wurden, bleibt ein moéglicher Zusammenhang zwisctiem untersuchten
Polymorphismus und dem Auftreten eines Lungenverssghoch offen.
Des Weiteren kann auch ein direkter Einfluss eirmachbarten
Polymorphismus nicht vollig ausgeschlossen werdes. bleibt also

weiteren Studien Uberlassen, dies noch einmal gerzauprifen.
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