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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Funktion des Endothels

Alle GefalRe des menschlichen Koérpers sind von einer einschichtigen
Zellschicht, dem Endothel, ausgekleidet, welches das strémende Blut von der
GefalBmuskulatur trennt. Das Endothel hat nicht nur die Funktion einer
physiologischen Barriere, sondern ist auch an der Regulierung des Blutflusses
und des Gefaldtonus beteiligt (Lischer und Tanner 1993). Ebenso wird dem
Endothel eine wichtige Funktion bei der Entstehung von Entzindungs-
geschehen und der Immunantwort zugeschrieben, da inflammatorische
Prozesse die transendotheliale Zellmigration erleichtern. Auch die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren sowie die antibakterielle Eigenschaft des Endothels
ricken immer mehr in den Vordergrund (Bauer und Sotnikova 2010).
Endothelzellen kénnen durch die Freisetzung von vasoaktiven Substanzen den
Tonus der glatten GefalRmuskelzellen regulieren. Unter physiologischen
Umstanden scheint die Freisetzung relaxierender Faktoren, die eine
Aggregation und Adhasion von Blutzellen an der Gefal3wand verhindern, zu
Uberwiegen (Vanhoutte et al. 1991). Durch Hypoxie oder Schadigung des
Endothels werden jedoch prokoagulatorische Substanzen freigesetzt, die eine
Vasokonstriktion zur Folge haben. So kann die antithrombogene Wirkung des
Endothels in einen thrombogenen Wirkmechanismus tUbergehen. Als Grundlage
fur eine adaquate Durchblutung und eine ausreichende Organperfusion ist die
Intaktheit des Endothels daher von enormer Wichtigkeit (Furchgott und
Zawadzki 1980).

Zuséatzlich sollte ein  Gleichgewicht zwischen vasokonstriktiven und
vasodilatativen endothelialen Substanzen gewahrleistet werden. Zu den
wichtigsten Vasodilatatoren zéhlen Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin
(PGI2), welches Uuber die Aktivierung der Adenylatzyklase (AC) eine
Gefalldilatation bewirkt und dabei gleichzeitig das proaggregatorische
Thromboxan A2 inhibiert. PGI2 hemmt die Plattchenaggregation und kann
somit der intraarteriellen Thrombenbildung entgegenwirken (Moncada et al.
1976). Endotheliale Vasokonstriktion wird vor allem durch Angiotensin Il (Dzau

1986) und Endothelin-1 vermittelt. Die gefaRverengende Wirkung des
1



1 Einleitung

Endothelins ist langlebig und leistungsféahig, sodass es als ein entscheidender
Faktor bei der Regulierung des Gefal3tonus angesehen werden kann (Luscher
und Tanner 1993).

Das Endothel hat nicht nur fibrinolytische, sondern auch prothrombotische
Eigenschaften. Die Neigung zur Thrombinbildung kann sowohl durch biologisch
aktive Substanzen wie Homocystein, Interleukin | und Endotoxin als auch durch
andere Faktoren, beispielsweise eine mechanische Verletzung des Endothels
oder durch Hypoxie hervorgerufen werden. Diese prokoagulatorische Reaktion
des Endothels verlauft in mehreren Phasen und ist multifaktoriell bedingt
(Gertler et al. 1992). Durch das Verlorengehen der GefaR3integritat bildet sich
eine reaktive Oberflache aus, welche Thrombozytenaggregation erméglicht und
folglich auch das Entstehen von Thrombosen begunstigt.

Somit wird deutlich, dass das vaskulare Endothel eine wichtige Rolle in der
basalen und dynamischen Regulation des Kreislaufes einnimmt (Spieker und
Lischer 2005). Vor allem bei der Pathogenese von arteriosklerotischen
GefalRerkrankungen, Myokardhypertrophie, aber auch bei der Genese von
arterieller Hypertonie und Diabetes mellitus spielt die endotheliale Dysfunktion
eine ausschlaggebende Rolle (Channon und Guzik 2002).

1.2 Stickstoffmonoxid (NO)

Furchgott und Zawadzki entdeckten im Jahre 1980 erstmals, dass das
intakte Endothel durch Acetylcholin (Ach) angeregt wird, einen Botenstoff zu
produzieren, welcher zur Dilatation glatter Gefalimuskelzellen fuhrt. Basierend
auf Ursprung und Wirkung der Substanz bezeichneten sie diese als
.endothelium-derived relaxing factor” (EDRF) (Furchgott und Zawadzki 1980).
Mitte der Achtziger Jahre gelang es Louis Ignarro und Robert Furchgott
unabhangig voneinander, die Substanz EDRF als NO zu identifizieren (Marsh
und Marsh 2000). In Hinblick auf Aktivitat, Stabilitat und Anfalligkeit fur
Inhibitoren waren beide Substanzen identisch (Palmer et al. 1987). NO gilt
heute als eines der relevantesten Molekile im menschlichen Organismus, da es
in vielen biologischen Vorgangen involviert ist und auch als Signalmolekil im

kardiovaskularen System eine bedeutende Rolle spielt (Bian und Murad 2003).
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1.2.1 Molekularbiologische Eigenschaften von NO

Das gasférmige und farblose Molekil NO besitzt eine Halbwertszeit von nur
wenigen Sekunden. Aufgrund der geringen Grol3e, der Ladungsneutralitat und
der Lipophilie (Kelm 1999) ist es mdglich, dass NO Uber die Zellmembran
diffundiert und somit auch an weiter entfernten Zellen wirken kann. Die
Diffusionskapazitat ist dabei enorm grof3, sodass teilweise Diffusionsstrecken
von bis zu 600 Mikrometer zurtickgelegt werden kénnen (Stamler et al. 1992).
NO reguliert wichtige physiologische und biochemische Prozesse in der
Zellregulation und Zellfunktion. Durch den Charakter als freies Radikal mit
einem ungepaarten Elektron lasst sich die hohe Reaktionsfreudigkeit dieses
Molekiils erklaren (Murad 2004).

Die Scherkrafte, die das Blut auf das Endothel austibt, werden als ein starker
Stimulus der NO-Freisetzung gesehen. Je hoher die Scherkrafte, desto mehr
NO wird freigesetzt. Diese ,Flow-abhangige Vasodilatation“ wird als Reaktion
auf einen stark erhohten Blutfluss angesehen. Auch einige Hormone und
Transmitter wie Bradykinin, Histamin, Serotonin oder Acetylcholin (ACh) tben
ihre gefalRerweiternde Wirkung Uber die Stimulation der endothelialen NO-
Produktion aus (Arnal 1997).

NO wird schnell durch Bindung an Hamoglobin oder durch Oxidation zu Nitrit
metabolisiert und ist folglich nicht im Blut nachweisbar. Als stabiles
Abbauprodukt von NO wird Nitrat letztlich Gber die Nieren ausgeschieden (Kelm
1999).

1.2.2 Wirkung von NO auf das Herz-Kreislauf-System

Das endogen produzierte Signalmolekil NO besitzt ein vielfaltiges
Wirkspektrum. Gebildet aus L-Arginin, wirkt NO als Vermittler der endothel-
abhangigen Vasodilatation. Durch die Aktivierung der I6slichen Guanylatzyklase
in den glatten GefalBmuskelzellen kommt es zur Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP). Dieses fuhrt wiederum zur Aktivierung einer
Proteinkinase G, die Uber eine Abnahme der Calciumkonzentraion eine

Gefaldrelaxation bewirkt. In Thrombozyten bewirkt NO Uber Erhdhung der
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1 Einleitung

l6slichen Guanylatzyklase eine verminderte Adhasion und Aggregation dieser
Zellen. Die genannten gefal3erweiternden und antiaggregatorischen
Eigenschaften wirken nicht nur der Entstehung von Vasospasmen und
Thromben entgegen, sondern ermoglichen auch eine Verbesserung der
Perfusion. Folglich nimmt NO eine wichtige Schutzfunktion in der lokalen
Regulation des Blutflusses wahr (Lischer 1991).

Neben der Relaxation der glatten GefalBmuskelzellen inhibiert NO die
Thrombozyten- und- Leukozytenadh&sion (Kubes et al. 1991), dampft die
vaskulare Proliferation von glatten Muskelzellen und ist an der Immunabwehr
beteiligt (Bian et al. 2008). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass NO
ebenfalls eine Rolle im Fettstoffwechselkreislauf spielt, indem es die Oxidation
von Low Density Lipoprotein (LDL) abbremsen kann (Hogg et al. 1993). Auch
iIm zentralen Nervensystem (ZNS) werden NO vielfaltige Funktionen
zugeschrieben, beispielsweise ist es an der Regulation des cerebralen
Blutflusses sowie an der Modulation der Zell-Zell-Kkommunikation beteiligt
(Chiueh 1999). Durch seine vielfaltigen Wirkungen als intrazellularer Botenstoff,
als parakrine Substanz, als Neurotransmitter oder als Hormon, welches auch an
weit entfernten Zielgeweben fir Effekte sorgen kann (Murad 2004), wird
ersichtlich, dass NO von enormer Bedeutung im menschlichen Organismus in
Bezug auf das Herz-Kreislauf-System ist.

NO ist ein sehr komplexes und facettenreiches Molekil, dessen Wirkungen
dosisabhangig und zelltypspezifisch variieren. So kann es in einigen Zellen die
Apoptose fordern und in anderen Zellen wiederum eine antiapoptotische
Funktion wahrnehmen. In Hepatozyten wirkt NO zytoprotektiv, weil es einen
hemmenden Einfluss auf Apoptose vermittelnden Caspasen-Proteasen besitzt.
Als endogene Inhibitoren der NO-Produktion werden NG-Monomethyl- L-Arginin
(L-NMMA) oder auch NG-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) beschrieben
(Kubes et al. 1991).

Wie wahrscheinlich bei jedem Botenstoff zu beobachten, kann es aufgrund von
hoher oder zu niedriger Konzentration der Substanz auch zum Auftreten
pathologischer Effekte kommen. Ob und in welchem MalRe NO zytotoxisch
wirkt, ist abhdngig vom Redoxzustand der Zelle. Durch oxidativen Stress kommt
es zum vermehrten Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies, die die Reaktion

von NO mit Superoxidanionen zu Peroxynitrit fordern. Peroxynitrit selbst kann
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als starkes selektives Oxidationsmittel wirken und einen zytotoxischen Effekt
Uber die Modifizierung von Proteinen vermitteln. Der Abbau durch freie
Sauerstoffradikale ist ein entscheidender Faktor, der die Bioverfugbarkeit von
NO begrenzt (Beckman und Koppenol 1996). Eine dauerhaft erhdhte
Konzentration von Peroxynitrit kann mit rheumatoider Arthritis, amyotropher
Lateralsklerose, Alzheimer und anderen Krankheiten in Verbindung gebracht
werden (Squadrito und Pryor 1998). Eine chronisch langerfristige Exposition
gegenidber permanent hohen NO-Konzentrationen kann sogar zu
Zellveranderungen, Desoxyribonukleinsaure- (DNA) Schaden und zur
Tumorentstehung beitragen (Kim et al. 2001).

Bei normal-niedrigen Konzentrationen von NO Uberwiegen hingegen die
zytoprotektiven, antioxidativen, antiapoptotischen und vasoprotektiven Eigen-
schaften des Molekuls. Dieses Freisetzungsmuster wird als ,low-output-Kinetik"
beschrieben.

Aus diesem Grund ist nachweislich eine relative Verminderung der
normal-niedrigen NO-Spiegel als wichtiger Faktor bei der Entstehung der
Arteriosklerose anzusehen, wohingegen eine uberméaflige NO-Bildung an der
Genese der Hypotonie und des Septischen Schocks beteiligt zu sein scheint
(Arnal 1997). Aktuelle und zukinftige Untersuchungen werden zweifellos das
klinische und therapeutische Spektrum von NO in Bezug auf eine Reihe

wichtiger Erkrankungen erweitern.
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1.2.3 Entstehung von NO

Die Entstehung von NO beruht auf einem sehr komplexen Mechanismus, der
durch die NO-Synthase (NOS), eine Oxidoreduktase, katalysiert wird und die
Anwesenheit verschiedenster Co-Molekile voraussetzt (Tejero und Stuehr
2013). Die NOS setzt die Oxidation der semiessentiellen Aminosaure L-Arginin
zu Citrullin und NO um. In den letzten Jahren wurden immer mehr
Mechanismen entdeckt, die die Aktivitat der NOS kontrollieren und daher einen
Einfluss auf den Umfang der NO-Produktion haben. So kénnen sowohl
Schwankungen des intrazellularen pH-Wertes und/ oder der Calcium-
konzentration, als auch eine Anderung der Schubspannung maRgeblich die
Aktivitat der NOS in den Endothelzellen beeinflussen (Fleming und Busse
1995).

1.3 Enzymfamilie der NO-Synthasen

Derzeit sind drei NOS-Isoformen bekannt, die durch verschiedene Gene
kodiert werden. Diese drei Isoenzyme unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Aktivierung, Wirkung, Expression (Takeishi 2010) und ihren Genloci (Griffith
und Stuehr 1995):

e die neuronale NOS (nNOS oder NOS 1), lokalisiert auf Chromosom 12
e die induzierbare NOS (INOS oder NOS 2), lokalisiert auf Chromosom 17
¢ die endotheliale NOS (eNOS oder NOS 3), lokalisiert auf Chromosom 7.

Sowohl die eNOS als auch die nNOS werden kontinuierlich exprimiert und
daher auch als konstitutive NOS (cNOS) zusammengefasst. Beide sind
Calcium- und Calmodulin-abhangig, da bei erhohter intrazellularer Calcium-
konzentration das Protein Calmodulin an die cNOS bindet und diese aktiviert
(Hattori et al.1994).

Im Unterschied dazu wird die iINOS nicht permanent exprimiert, sondern ist
durch inflammatorische Reize induzierbar und befindet sich auch bei normalen

Calicumkonzentrationen an Calmodulin gebunden (Balligand und Cannon 1997,
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Hattori et al. 1994). Die INOS wird vor allem in Effektorzellen des
Immunsystems, wie Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten, teilweise
aber auch in Muskel- und Endothelzellen Calcium-unabhangig exprimiert. Durch
Entziindungsprozesse, die unter dem Einfluss von Zytokinen wie beispielsweise
Tumornekrosefaktor- Alpha (TNF-a) oder Interleukin- 6 (IL- 6) entstehen,
konnen dabei 100-1000 fache Mengen der normalen NO-Konzentration erreicht
werden (,high-output-Kinetik“). Eine vermehrte Aktivitat der iINOS wird auch in
Zusammenhang mit myokardialer Dysfunktion, Myokarditis und der Entstehung
von systemischen Entziindungsreaktionen gebracht (Hoit 2001).

Dem gegenuber synthetisiert die ctNOS (bestehend aus nNOS und eNOS)
Calcium-abhangig kontinuierlich eine geringe Mengen an NO, sodass die
Expression von Adhasionsmolekiilen, die Zytokin-/ Chemokinsynthese und die
Leukozytenadhasion gehemmt werden. Sie unterliegt einer ,low-output-Kinetik*
und wirkt somit eher zytoprotektiv (Guizk et al. 2003). Kardiale Effekte der
cNOS sind vielfaltig, hierzu zahlen beispielsweise die Regulation der
Koronardurchblutung, der Herzfrequenz und der Myokardkontraktiliat (Hoit
2001).

Die neuronale NO-Synthase ist an vielen Prozessen der Informations-
Ubertragung im ZNS und peripheren Nervensystem beteiligt. Sie wird
uberwiegend im neuronalen Gewebe Calcium-abhéangig exprimiert und ist dort

in héherer Konzentration als im Blutkreislauf nachweisbar (Steinert et al. 2010).

1.3.1 Endotheliale NO-Synthase

Die endotheliale NO-Synthase ist ein Enzym, das konstitutiv vor allem in den
Endothelzellen, Hepatozyten, Kardiomyozyten, aber auch von vielen weiteren
Zellen unseres Korpers gebildet wird und entscheidend an der
Aufrechterhaltung der vaskuldaren Homoostase beteiligt ist. Am Herzmuskel
hemmt die eNOS die Thrombozyten-, Monozyten- und Leukozytenadhasion, ist
zugleich aber auch in der Lage, den Sauerstoffverbrauch durch parakrin
gebildetes NO zu senken (Balligand und Cannon 1997). Eine strenge
Regulation der eNOS-Aktivitat auf trans- und posttranslationaler Ebene muss

somit stets gewabhrleistet sein. Es existieren verschiedene Faktoren, die die
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Genexpression der eNOS induzieren oder auch reduzieren kénnen und folglich
NO-Synthese verandern.

Durch eine Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration bildet sich ein
Calcium-Calmodulin-Komplex aus, der an die Reduktasedoméne der eNOS
bindet und so einen Elektronentransfer erméglicht, durch den das Enzym in den
Zustand seiner maximalen Aktivitat UGberfuhrt wird (Presta et al. 1997). Es
existieren mehrere verschiedene Mechanismen, die die intrazellulare
Calciumkonzentration beeinflussen konnen. Agonisten, wie ACh oder auch
Bradykinin (Lowry et al. 2013) induzieren Uber die Bildung von Inositol 1,4,5-
Triphosphat (IP3) eine Calciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen
Retikulum und steigern damit die eNOS-Aktivitat. Folglich wird mehr NO
gebildet (Dinerman et al. 1993).

Die Bildung von NO durch die eNOS der Endothelzellen kann aber auch
Calcium-unabhangig durch Erh6hung der Scherkrafte gesteigert werden. In der
Promotorregion der eNOS ist ein Element enthalten, welches an der Erkennung
von Scherkréaften beteiligt ist. Bei vermehrter hAmodynamischer Belastung in
einem Gefall kommt es zur Registrierung dieser erhohten Scherkréfte, was eine
gesteigerte eNOS-Expression nach sich zieht (Uematsu et al.1995).

Daneben existieren noch weitere Stimuli, die eine NO-Freisetzung durch die
eNOS induzieren. Ostrogene kénnen die Genexpression der NOS 3 steigern,
indem sie die Bindung des Transkriptionsfaktors Specifity Protein 1 (Sp-1), der
essentiell fur die Aktivitatt des NOS 3 Promotors ist, fordern. Aufgrund der
erhohten Aktivitat der vasoprotektiven eNOS kénnen Ostrogene moglicherweise
dazu beitragen, die Inzidenz von kardiovaskuldren Erkrankungen zu senken
(Kleinert et al. 1998).

Caveolin, ein integrales Menbranprotein, wirkt wiederum hemmend auf die
Aktivitat des eNOS und bindet dabei ebenfalls an der Reduktasedomane. Als
Antagonist zum Calcium/ Calmodulinkomples bewirkt Caveolin eine kompetitive
Hemmung der eNOS. Demnach fiihrt eine Uberexpression von Caveolin zu
einer gedampften eNOS-Enzymaktivitdt, hat jedoch keinen Einfluss auf die
anderen NOS-Formen, was auf eine eNOS spezifische Hemmung durch
Caveolin hindeutet (Michel et al. 1997, Chen et al. 2012). Auch durch
Phosphorylierung bestimmter Serin- und Threoninkinasen kann die

eNOS-Aktivitat reguliert werden (Dimmeler et al. 1999).
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Hohe NO-Konzentrationen kénnen ihrerseits ebenfalls Uber einen negativen
Feedbackmechanismus die Aktivitdt der NOS verringern. Mittels Bindung von
NO an die Ham-prosthetische Gruppe der NOS wird die NO-Synthese reduziert.
Interessant ist hierbei, dass die eNOS und die nNOS sensitiver als die INOS auf
Inhibition durch hohe NO-Spiegel reagieren (Griscavage et al. 1995). Dennoch
konnte in einer kirzlich publizierten Studie nachgewiesen werden, dass bei
Patienten mit essentieller Hypertonie die INOS-Expression erhdht und dadurch
die NO-abhangige Vasodilation reduziert ist (Smith et al. 2011). Somit wird die
NO-Synthese auch entscheidend von der lokalen NO-Konzentration beeinflusst.
Da eNOS uber die Freisetzung von NO an der Aufrechterhaltung der
vaskularen Homdostase beteiligt ist, sind diese Regulationsmechanismen der
eNOS von enormer Wichtigkeit, um ein Gleichgewicht zwischen Aktivitat und
Hemmung zu gewéahrleisten.

Der Mechanismus der permanenten NO-Freisetzung durch die eNOS wirkt
protektiv auf das menschliche Herz-Kreislauf-System. Ein relativer Mangel der
vaskularen NO-Konzentration kann Folge einer endothelialen Dysfunktion sein.
Aufgrund erniedrigter eNOS-Konzentrationen kann es zur Vasokonstriktion,
neointimaler Proliferation und zu Entziindungsreaktionen kommen, wodurch die
Entstehung von Arteriosklerose oder auch von pulmonaler Hypertension
begunstigt wird (Atochin und Huang 2010).

Ferner konnte gezeigt werden, dass es wahrend und auch nach
herzchirurgischen Eingriffen mit Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine (HLM) zu
einer signifikanten Erhéhung der NO-Produktion kommt (Ruvolo et al. 1994).
Als Grund dafir kdnnen die entstehenden Endotoxine angesehen werden, die
bei der Durchfuhrung einer kardiopulmonaler Bypassoperation als potenter
Stimulus fur die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine verantwortlich sind.
Diese bedingen eine gesteigerte iINOS Expression, die mit nachfolgender
massiver NO-Freisetzung einhergeht (Hogg et al. 1993). Die Erh6hung der
lokalen NO-Konzentration mindert, wie bereits erwdhnt, die eNOS-Aktivitat,
erhoht gleichzeitig aber auch die vaskuldre Permeabilitdt und fordert die
Entstehung systemischer Entzindungsprozesse nach kardiochirurgischen

Operationen (Fischer et al. 2007).
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1.4 Genetische Variabilitat- Polymorphismus

Die DNA beinhaltet die genetischen Erbinformationen des Organismus.
Durch die Bindung einer Base, eines Phosphatrestes und eines 5er-Zuckers
(Desoxyribose) entsteht der Grundbaustein der DNA: das Nukleotid. Dabei
stehen unserem Korper vier Basen zur Verfugung, je zwei Purinbasen (Adenin
und Guanin) und zwei Pyrimidinbasen (Thymin und Cytosin). Je drei Nukleotide
codieren fir eine Aminosdure (AS). Durch die Abfolge mehrerer ASnh
hintereinander, einer AS-Sequenz, wird ein Protein gebildet.

Die Sequenzierung des menschlichen Genoms gelang erstmals im Jahre 2000.
Kurze Zeit spater wurde die zu 99,9% entschlisselte Genkarte des Menschen
vergffentlicht. Durch den revolutiondren Erkenntniszuwachs auf Ebene der
Molekularbiologie kann heute gesagt werden, dass das menschliche Genom
3,08 Milliarden Basen enthéalt und aus circa 20-25.000 proteinkodierenden
Genen besteht. Vom gesamten Genom codieren jedoch nur 2-3% der Gene fur
ein Genprodukt.

Aufgrund von Unterschieden in der Abfolge der Nukleotidsequenz sind von
einigen Genen verschiedene Genvarianten vorhanden. Treten diese
Sequenzanderungen in homologen DNA-Bereichen mit einer Allelfrequenz von
>1% auf, dann wird im molekularbiologischen Terminus von einem genetischen
Polymorphismus gesprochen. Bei der Mutation hingegen liegt die Auftritts-
wahrscheinlichkeit von Nukleotidsequenzénderungen bei <1% (Buselmaier und
Tariverdian 2006). Polymorphismen sind beispielhaft fir die Variabilitat des
Genoms, teilweise sind sogar 50- 80 Polymorphismen pro Gen bekannt.

Von der Vielzahl der genetischen Polymorphismen stellt der Einzelnukleotid-
Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism=SNP) mit circa 90% eine
der haufigsten genomischen Variabilitaten dar. Der SNP entsteht durch den
Austausch eines einzelnen Nukleotids gegen ein anderes. Wird hierbei eine
Purinbase gegen eine andere Purinbase ausgetauscht oder eine Pyrimidinbase
ihrerseits durch eine andere Pyrimidinbase ersetzt, wird von einer Transition
gesprochen. Abzugrenzen davon ist die Transversion, bei der eine
Pyrimidinbase gegen eine Purinbase (oder umgekehrt) ausgetauscht wird.
Daneben gibt es andere, weitaus seltener vorkommende Sequenzvarianten,

wie Insertions- und Deletionspolymorphismen, die durch das Einfligen oder
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Entfernen einer oder mehrerer Basen oftmals schwerwiegende Folgen nach
sich ziehen. Hierbei kann das Genprodukt enorm veréandert werden (Alharbi et
al. 2013).

Zudem gibt es Repeat-Polymorphismen, die eine vielfaltige Wiederholung von
Basentripletts aufweisen, wobei die Pathogenitat mit steigender Anzahl der
Repeats zunimmt (Tsai et al. 2012).

Polymorphismen, die in der Promotorregion eines Genes lokalisiert sind,
konnen die Transkriptions- oder auch die Expressionsrate eines Genes
verandern. Da hierdurch oftmals die Bindungsstelle von Transkriptionsfaktoren
verandert wird, kann das Genprodukt in Qualitdt und Quantitdt beeinflusst
werden (van't Hooft et al. 1999). Nukleotidsequenzénderungen, die in
funktionell nicht relevanten DNA-Abschnitten liegen, werden als stille
Polymorphismen bezeichnet, weil sie zu keiner Verdnderung der
Genexpression und des Genproduktes fiuihren (Buselmaier und Tariverdian
2006). Insgesamt existieren Uber eine Million Polymorphismen im menschlichen
Genom und circa 85% der DNA-Unterschiede zwischen zwei Individuen sind

auf sie zuriickzufthren.

1.4.1 eNOS-Gen

Das auf dem Chromoson 7g35-36 liegende eNOS-Gen beinhaltet 26 Exons
und 25 Introns. Gensequenzen, die in der messenger-Ribonukleinsaure
(m-RNA) vorhanden sind und auch nach dem SpleiRen erhalten bleiben,
werden als Exons bezeichnet. Introns hingegen befinden sich in der
heterogenen-RNA (hn-RNA), werden aber durch den Spleivorgang exzisiert,
sodass sie in der m-RNA nicht mehr vorhanden sind und folglich auch nicht fur
ein Genprodukt kodieren.

Insgesamt Uberspannt das eNOS-Gen circa 21 Kilobasen (kb) genomischer
DNA und kodiert fiir ein Protein mit dem Molekulargewicht von 135 Kilodalton
(kDa) (Marsden et al. 1993). Die gespleif3te und translationsbereite m-RNA des
eNOS-Gens besteht aus 4052 Nukleotiden, ist endothelzellspezifisch und
umfasst 4 kb. Normalerweise besitzt die m-RNA eine relativ lange Halbwertszeit

von circa 24 bis 48 Stunden, die jedoch in Anwesenheit von TNF o oder durch
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Hypoxie auf wenige Stunden gesenkt werden kann (Karantzoulis-Fegaras et al.
1999). In der Promotorregion befinden sich mehrere cis-regulatorische
Sequenzen, darunter zum Beispiel Aktivator Protein 1 (AP-1), AP-2, zyklisches
Adenosinmonophosphat (CAMP) oder auch Sp-1. Wie bereits in Kapitel 1.3.1
erwahnt, konnen Ostrogene die NOS 3-Expression hochregulieren, da sie die
Bindeaktivitat des Transkriptionsfaktors Sp-1 an den Promotor des eNOS-Gens
erhéhen (Kleinert et al. 1998). Auch vermehrte hdmodynamische Belastung
fuhrt zu einer verstarkten eNOS-Bildung, da die Promotoregion regulatorische
Elemente enthalt, welche erhdhten Scherstress wahrnehmen und

dementsprechend die Expression ankurbeln (Uematsu et al. 1995).

1.4.2 Polymorphismen des eNOS-Gens

Es existieren mehrere Polymorphismen des eNOS-Gens, die die Produktion
und die funktionelle Aktivitat des Enzymes beeinflussen. Dadurch kénnen die
Expression, die Translation und die katalytische Aktivitdt der eNOS verandert
werden (Dosenko et al. 2006).

Als erstes sei der in dieser Arbeit relevante eNOS-G-894-T-Polymorphismus
genannt. Aufgrund einer Basensubstitution von Guanin (G) zu Thymin (T) an
Position 894 im Exon 7 des eNOS-Gens kommt es zum Austausch der AS
Glutamat (Glu) gegen Aspartat (Asp). Dies bedingt eine Anderung der
AS-Sequenz des Codons 298. Diese Genvariante wird daher auch als Glu-298-
Asp-Polymorphismus betitelt und fuhrt zu einer molekularen Variante des
eNOS-Gens, die anfalliger fur proteolytische Spaltung ist, mdglicherweise auch
einen Einfluss auf die Enzymstabilitdt hat und die Interaktion von Proteinen
untereinander verandert (Teasuro et al. 2000). Es existieren drei Genotypen
des eNOS-G-894-T-Polymorphismus: GG, GT und TT.

Als weitere genetische Variabilitat wird der eNOS-T-786-C-Polymorphismus
beschrieben. Dieser ist in der 5 “flankierenden Promotorregion des eNOS-Gens
lokalisiert und fuhrt zu einer Transition an Position 786, bei der die Pyrimidin-
base Thymin (T) durch Cytosin (C) ersetzt wird. Dieser Polymorphismus ist

entscheidend an der Regulation der eNOS-Genexpression beteiligt, da er
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teilweise die Transkriptionsrate um bis zu 50% reduzieren kann. Auch hier
werden drei Genotypen beschrieben: TT, TC und CC (Rossi et al. 2003).

Eine weitere Variante ist der eNOS-27-bp-Polymorphismus im Intron 4 des
eNOS-Gens, dem eine variable Nummer von Tandem-Repeats (VNTR)
zugrunde liegt. Es sind zwei Allele bekannt: das 4a-Allel, bestehend aus vier
27-bp-Repeats und das 4b-Allel, bestehend aus finf 27-bp-Repeats (Dosenko
et al. 2006).

Daneben existiert der eNOS-G-10-T-Polymorphismus, welcher im Intron 23
lokalisiert ist. Es wird spekuliert, dass diese Transversion den Spleil3vorgang
des eNOS-Genes verandern kdonnte (Gluba et al. 2009).

1.4.3 eNOS-G-894-T-Polymorphismus

Bereits in einigen klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass der eNOS-
G-894-T-Polymorphismus mit verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen
assoziiert ist (Angeline et al. 2011, Hingorani et al. 1999). Es existieren drei
Genotypen, wobei ein Individuum entweder jeweils Trager des homozygoten
GG- oder TT-Allel ist oder das heterozygote GT-Allel besitzt.

Die funktionelle Bedeutung dieses Polymorphismus zeigt sich vor allem bei
homozygoten TT-Alleltragern, da die hiermit einhergehende verminderte
Enzymaktivitat der eNOS zu einer geringeren basalen NO-Produktion fihrt. Die
verdnderte Syntheserate von NO beschleunigt das Auftreten von
arteriosklerotischen Gefalveranderungen und koronaren Spasmen. Aufgrund
dieser Tatsache ist gut nachvollziehbar, dass der homozygote TT-Genotyp des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus mit einem erhdhten Risiko fur das Auftreten
einer koronaren Herzkrankheit (KHK) oder eines akuten Myokardinfarktes
assoziiert ist (Hingorani et al. 1999).

Des Weiteren kann die TT-Genvariante mit einer erhdhten Préavalenz
bestimmter Risikofaktoren der KHK wie Hypercholesterindmie, Arteriosklerose
(Jeerooburkhan et al. 2001) und Diabetes mellitus (Angeline et al. 2011) in
Zusammenhang gebracht werden. Daher konnte der eNOS-G-894-T-
Polymorphismus  moglicherweise als  genetischer  Einflusswert  der

kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitdt betrachtet werden und auch als
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genetischer Marker fur die Entwicklung von arteriosklerotischen Erkrankungen
von Bedeutung sein.

Im Gegensatz dazu scheint die Rolle dieses Polymorphismus in Bezug auf
essentielle arterielle Hypertonie noch nicht endgultig geklart zu sein. Miyamoto
et al. zeigten, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Polymorphismus und dem Auftreten von essentieller Hypertonie besteht.
Demnach zogen sie es in Erwagung, ihn als eigenstandigen Faktor fur die
Entwicklung der essentiellen Hypertonie anzusehen (Miyamoto et al. 1998).
Dahingegen konnte im Rahmen einer retrospektiven Kohortenstudie im Jahre
2004 keine Assoziation zwischen dem eNOS-G-894-T-Polymorphismus und
einer erhdhten Inzidenz fur Hypertonie festgestellt werden (Kishimoto et al.
2004). Noiri und seine Mitarbeiter publizierten im Jahre 2002, dass das T-Allel
auch einen Risikofaktor fiir das Auftreten von kardiovaskularen Komplikationen
bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, auf Grundlage von Diabetes
mellitus, darstellt. Die mit dieser Genvariante einhergehende verminderte NO-
Produktion kann abfallende vasodilatatorische Eigenschaften bedingen und die
proinflammatorische Leukozytenadhasion am Endothel steigern. Dadurch
konnte das Auftreten von arteriosklerotischen Lasionen beschleunigt werden. In
dieser Studie zeigte sich, dass Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, die
homozygote TT-Trager des eNOS-G-894-T-Polymorphismus waren, eine
deutlich erhohte Pravalenz fir das Auftreten von arteriosklerotischen
Folgeerkrankungen wie KHK oder peripherer arterieller Verschlusskrankheit
(PAVK) hatten (Noiri et al. 2002).

Eine weitere Studie mit 291 Patienten untersuchte, ob der eNOS-G-894-T-
Polymorphismus auch als limitierender Faktor fir die Ausbildung von
Kollateralen bei Patienten mit chronischen Koronarverschliissen angesehen
werden kann. Dies erscheint enorm wichtig, da es aufgrund von Okklusion zu
Symptomen wie Angina pectoris oder auch linksventrikularer Dysfunktion
kommen kann. Beim Vorliegen des TT-Genotypes zeigte sich, dass die
Angiogenese als Reaktion auf Gewebeischamie stark vermindert war, was sich
durch eine geringere Aktivitat der eNOS erklaren lasst. Dementsprechend wird
deutlich, dass die eNOS nicht nur eine wichtige Rolle bei der Regulation des
vaskularen Tonus wahrnimmt, sondern auch als ein entscheidender Faktor bei

der Modulation der Angiogenese angesehen werden kann (Lamblin et al. 2005).
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1.4.4 eNOS-G-894-T-Polymorphismus in der Herzchirurgie

Welchen Einfluss Genpolymorphismen auf Patienten wahrend und nach
kardiochirurgischen Operationen haben, scheint bis heute noch nicht
hinreichend untersucht worden zu sein. Die Detektion verschiedener Genotypen
ware zur Abklarung der interindividuellen Variabilitat allerdings sinnvoll, um so
madglicherweise individualisierte Therapien erstellen zu kénnen.
Herzchirurgische Operationen werden heutzutage schon routinemaRig mit
immer geringeren Mortalitdtsraten durchgefuhrt. Um das Herz dabei
stillzulegen, wird eine kardioplegische Losung in die Koronarien injiziert und so
ein kunstlicher Herzstillstand herbeigefihrt. Nun kann mit Hilfe einer HLM die
Funktion des Kreislaufes aufrechterhalten werden.

Wahrend herzchirurgischer Eingriffe mit HLM koénnen Veradnderungen der
vaskularen Permeabilitat, des regionalen Blutflusses sowie der Myokard-
perfusion auftreten. Dies zieht mitunter eine massive Freisetzung von
vasoaktiven Substanzen wie Bradykinin oder NO nach sich. Die bereits durch
den kardiopulmonalen Bypass bedingte Hypotension wird hierdurch noch weiter
verstarkt (Ruvolo et al. 1999). Um den Patienten wéhrend des Eingriffes zu
stabilisieren und der auftretenden Hypotension entgegenzuwirken, werden
vasokonstriktive  Substanzen bendtigt. Haufig verwendet wird dabei
beispielsweise Phenylephrin, ein a;—Adrenorezeptor-Agonist.

Philip et al. versuchten 1999 erstmals eine mogliche Assoziation zwischen dem
eNOS-G-894-T-Polymorphismus und dem vaskularen Antwortverhalten nach
alpha-adrenerger Stimulation wahrend kardiochirurgischer Operationen zu
ermittelten. Hierbei zeigte sich ein deutlich erhdhtes Ansprechen auf die
Phenylephrin-Injektionen bei Patienten, die TT- oder GT-Alleltrager des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus waren. Das vaskuldre Antwortverhalten
gegeniber vasoaktiven Substanzen scheint durch eNOS-894T-Genvariante
verandert zu sein. Dies koénnte sich auf die verminderte NO-Synthese
zuriickfuhren lassen, da dem Molekul NO starke Effekte in der Modulation des
vaskularen Tonus zugeschrieben werden (Philip et al. 1999).

Eine im Jahre 2006 publizierte Studie untersuchte den Einfluss des eNOS-G-
894-T-Polymorphismus auf die perioperative Hamodynamik und auf den

Katecholaminverbrauch bei Patienten wéahrend herzchirurgischer Operationen.
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In Hinblick auf die hamodynamischen Parameter sowie die bendtigte
pharmakologisch inotrope Unterstitzung lieRen sich jedoch keine Unterscheide
zwischen dem GG-, GT- und TT-Genotyp feststellen. Auch postoperativ konnte
keine Korrelation zwischen auftretenden hamodynamischen Schwankungen
und dem eNOS-G-894-T-Polymorphismus festgestellt werden. Das klinische
early-Outcome schien nicht verandert zu sein. Dies sollte allerdings kritisch
hinterfragt werden, da hier nur elektive Patienten ausgewéahlt wurden, die sich
Aorto-Koronaren-Venenbypass (ACVB) Operationen unterzogen und
Studienkollektiv mit 105 Patienten allerdings relativ gering war (Liakopoulos et
al. 2006).
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1.5 Zielsetzung

Der eNOS-G-894-T-Polymorphismus ist mit der Entstehung von
kardiovaskularen Erkrankungen wie Arteriosklerose, KHK, Hypertension sowie
Hyperlipidamie  vergesellschaftet.  Aufgrund der verringerten eNOS-
Enzymaktivitdt, die eine verminderte NO-Synthese bedingt, scheint dieser
Polymorphismus von enormer Bedeutung fur das Herz-Kreislauf-System zu
sein. Auch wahrend kardiochirurgischer Interventionen spiegelt sich die
klinische Relevanz dieser Genvariante wider, da die veranderte
eNOS-Enzymaktivitat das Auftreten von vasomotorischen Abnormalitaten
beginstigen kann.

In einigen Studien wurden bereits Zusammenhdnge zwischen genetischen
Polymorphismen und deren Einfluss auf die Entstehung von Endorganschaden
nach kardiochirurgischen Operationen untersucht (Popov et al. 2010 b, Wang
JF et al. 2010). In Hinblick auf peri- und postoperative auftretende
hamodynamische Veranderungen bei kardiochirurgischen Eingriffen konnte der
eNOS-G-894-T-Polymorphismus bereits als Kandidatengen identifiziert werden.
Insbesondere nach elektiven Eingriffen zeigte sich eine signifikant erhéhte
Mortalitatsrate innerhalb der Gruppe der homozygoten TT-Alleltrager des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus (Janssen 2009).

Ob und vor allem welchen Effekt Genpolymorphismen auf die Langzeitmortalitat
nach kardiochirurgischen Eingriffen haben, scheint bisweilen noch unklar und
wurde zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht hinreichend untersucht.

Daher soll es Zielsetzung dieser Studie sein, den klinischen Einfluss des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf die 5-Jahres-Mortalitdt und -Morbiditat
kardiochirurgischer Patienten nach Eingriffen mit kardiopulmonalem Bypass zu
untersuchen.

Anhand dieser Ergebnisse konnte sich ableiten lassen, ob dieser
Polymorphismus hinreichend Pathogenitat besitzt, um als eventueller
pradispositionierender Risikofaktor der kardiovaskularen Langzeitmortalitat
angesehen zu werden. Als genetischer Marker wirde er der Risikoevaluierung

dienen und koénnte folglich als Screeningparameter etabliert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Patientenkollektiv

Ziel dieser Studie war es, den klinischen Einfluss des eNOS-G-894-T-
Polymorphismus auf die 5-Jahres-Mortalitéat und -Morbiditat kardiochirurgischer
Patienten zu untersuchen. Das Kollektiv dieser prospektiven Langzeitstudie
umfasste 500 méannliche und weibliche kardiochirurgische Patienten, die im
Zeitraum von November 2005 bis Dezember 2006 in der Klinik fur Thorax-,
Herz- und Gefalchirurgie (THG) (Direktor: Prof. Dr. med. Dipl.-Phys. F.A.
Schondube) der Universitatsmedizin Goéttingen (UMG) operiert wurden. Es
wurden nur Probanden ausgewahlt, die zum Zeitpunkt der Operation zwischen
18-80 Jahren alt waren. Patienten mit vorbekannten Neoplasien wurden aus der
Studie ausgeschlossen. Zu den durchgefihrten kardiochirurgischen
Interventionen gehorten sowohl Bypass,- Herzklappen- und Aorteneingriffe
sowie kombinierte Prozeduren, die unter Anschluss an HLM durchgefihrt
wurden. Dabei wurden elektive, dringliche und auch Notfalloperationen mit in
die Studie eingeschlossen.

Die direkte postoperative Uberwachung erfolgte auf der Intensivstation 0118
des Zentrums fur Andasthesiologie, Rettungs- und Intensivmedizin (ZARI)
(Direktor: Prof. Dr. med. M. Quintel) der UMG. Die anschlielRende Versorgung
und arztliche Betreuung der Patienten bis zum definitiven Entlassungsdatum
wurde von den Mitarbeitern der THG sichergestellt. Zur Bestimmung der
Genpolymorphismen wurde den Patienten im Rahmen der Uberwachung
einmalig 5ml Blut anlasslich einer routinemafiigen Blutentnahme entnommen.

Neben dem direkten postoperativen Outcome (Janssen 2009) war von
vornerein eine anschlielende Langzeitstudie geplant. Um Aussagen bezlglich
des Einflusses des eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf 5-Jahres-Mortalitat und
-Morbiditat kardiochirurgischer Patienten treffen zu kénnen, war es im Rahmen
dieser Studie erforderlich, nach Ablauf von funf Jahren, Informationen zum
aktuellen Gesundheitszustand der Patienten zu gewinnen. Zur Datenerhebung
wurde ein speziell auf diese Studie zugeschnittener Fragebogen ausgearbeitet,

der an die jeweiligen Hausérzte der Patienten gesendet wurde. Die Daten der
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zurlckgesendeten Fragebtgen wurden anschlieRend in das eigens entwickelte
Datenbanksystem (von Herrn Prof. Dr. med. J. Hinz und Herrn PD. Dr. med. A.-
F. Popov) ibernommen und ausgewertet.

Die Patientenaufklarung erfolgte im Zuge der initalen Studie (Janssen 2009).
Alle Patienten wurden dariber informiert, welche Ziele diese Studie verfolgt,
dass eine studienspezifische Blutentnahme durchgefiihrt wird und dass ihre
Daten unter Anwendung des Datenschutzgesetzes ausgewertet und
gespeichert werden. Zuséatzlich wurde dartber aufgeklart, dass es moglich sei,
auch mehrere Jahre nach der Hospitalisierung aktuelle Informationen zum
gegenwartigen Gesundheitszustand einzuholen. Nach ausfihrlicher Aufklarung
erfolgte die freiwillige, schriftiche Einwilligung der Patienten. Bei nicht-
einwilligungsfahigen Patienten wurde der ,mutmaliliche Wille® durch
Angehdrige erfragt oder die Einwilligung erfolgte durch einen gesetzlich
ernannten Betreuer. Die Patienten konnten jederzeit auf eigenen Wunsch ohne
Angabe von Grunden aus der Studie austreten. Diese Studie wurde von der

hiesigen Ethikkommission mit der Antragsnummer 30/7/05 genehmigt.

2.2 Datensammlung

Diese hier vorgelegte Arbeit stellt eine Folgestudie dar und schlief3t teilweise an
eine bereits stattgehabte Dissertation (Janssen 2009) an. Dazu muss
berlcksichtigt werden, dass initial von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Hinz/
PD Dr. med. Popov 525 Patienten zur Untersuchung der Bedeutung
verschiedener Genpolymorphismen fur das Auftreten und den Schweregrad des
Lungenversagens in die Studie eingeschlossen und deren Daten im
Datenbanksystem gespeichert wurden. Als Risikopatienten fur die Entwicklung
eines Lungenversagens galten dabei Patienten mit Langzeitbeatmung (n=25)
und kardiochirurgische Patienten mit Operationen unter Hilfe einer HLM
(n=500). Um Aussagen zum Einfluss der Polymorphismen auf die Morbiditat
und die Mortalitat treffen zu koénnen, wurde gemald einer durchgefihrten
Poweranalyse eine Fallzahl von 500 Patienten empfohlen.

Zum postoperativen Outcome der Patienten verfasste Frau Gesine Janssen

Ihre Dissertation mit dem Titel ,Der Einfluss des eNOS- Polymorphismus 894
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G/T auf das Auftreten und den Schweregrad eines Lungenversagens® (Janssen
2009). Das Patientenkollektiv von Frau Janssen wurde aus der genannten
Datenbank entnommen und umfasste 25 Patienten mit Langzeitbeatmung
sowie 475 Kkardiochirurgische Patienten. Dahingegen bestand das
Patientenkollektiv der hier vorgelegten prospektiven Studie aus 500
kardiochirurgischen Patienten (davon 475 Patienten identisch Janssen). Ziel
war es, mittels Fragenbogen einen Follow-up-Status der Patienten zu erheben,
um Aussagen zum Einfluss des eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf 5-Jahres-

Mortalitat und -Morbiditat kardiochirurgischer Patienten zu ermitteln.

Somit kann die Datenerhebung in zwei Kategorien unterteilt werden. Es wurden
zum einem aktuelle Daten aus dem Fragebogen ausgewertet und zur
bestehenden Datenbank hinzugefiigt oder erganzt. Zum anderem wurde
wiederum auch auf Daten der vorangegangenen Studie zurtickgegriffen, die
sich bereits in der Datenbank befanden. Dazu zahlten beispielsweise
allgemeine Patienteninformationen, pra- und perioperative Daten oder
Kontaktdaten des Hausarztes (Janssen 2009).

Die Datenbank wurde eigens fir diese aneinander anschlieRenden Studien auf
der Basis eines Softwarepaketes von Mircosoft® Access mit integrierter

Programmiersprache Microsoft® Visual-Basic entwickelt.

Die gesammelten Daten der Probanden lassen sich folglich in zwei Abschnitte

gliedern:
e aktuelle Daten (Follow-up-Daten), erhoben anhand der Auswertung des

Fragenbogens

e vorangegangene Daten, die sich bereits in der Datenbank befanden.
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2.3 Aktuelle Daten

Zu den aktuellen Daten zahlten alle Informationen, die mittels der
Fragebdgen, des telefonischen Kontaktes und der Ausklnfte der zustandigen
Einwohnermeldeamter erhoben wurden. Diese werden im Folgenden nadher

beschrieben.

2.3.1 Anschreiben an die Hauséarzte

Um eine adaquate Kontaktaufnahme mit den Hausarzten herzustellen, wurde
ein passendes Anschreiben entworfen, das Informationen bezuglich der Studie
und zu dem beiliegenden Fragebogen enthielt. Dariber hinaus wurden die Ziele
der Studie erlautert und mitgeteilt, dass der genannte Patient in die Studie
eingewilligt hat und es somit moglich sei, Informationen bezlglich seines
Gesundheitsstandes zu erfragen. Ebenso wurde mit Hilfe des Anschreibens
deutlich gemacht, wie wichtig die Mithilfe der niedergelassenen Kollegen und
Kolleginnen sei, denn nur durch einen moglichst vollstandig beantworteten
Fragebogen kdnnten wissenschaftlich verwertbare Angaben gemacht werden.
Weiterhin wurde in dem Anschreiben vermerkt, dass diese Studie durch die
zustandige Ethikkommission genehmigt wurde und es enthielt die
entsprechende Antragsnummer, sodass Transparenz ermdglicht wurde. Ferner
wurde in dem Anschreiben darauf aufmerksam gemacht, dass bei Unklarheiten
oder Fragen jederzeit die Mdglichkeit zu einem telefonischen Gesprach
bestehe. Falls dennoch Zweifel bezlglich der Informationsfreigabe der
Patientendaten bestanden, konnten die Hausarzte Einsicht in die
Einwilligungserklarung des Patienten und in die Genehmigung der
Ethikkommission nehmen. Somit sollte eine Nichtbeantwortung des
Fragebogens aufgrund von Bedenken und Unsicherheit verhindert werden. Um
die Motivation der Kollegen und Kolleginnen zu wecken, um sie dazu zu
bewegen, den Fragebogen zu beantworten, unterschrieben Herr Prof. Dr. med.

J. Hinz und Herr PD. Dr. med. A. F. Popov alle Anschreiben personlich.
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UNIVERSITATSMEDIZIN
Klinik und Poliklinik fir Thorax-, Herz GOTTINGEN UMG

Prof. Dr. med. Dipl.-Phys. F.A. Schéndube
Studienleiter: Dr. med. A.-F. Popov

Zentrum Anasthesiologie, Rettungs- und Intensivmedizin
Prof. Dr. med. M. Quintel
Studienleiter: PD Dr. med. J. Hinz

Sehr geehrte Kolleginnen und Kollegen,

im Rahmen der Studie ,, Die Bedeutung der Gen- Polymorphismen Endothelin-1 198T,
Endothelin-T1370G (ET-1), e Nitric Oxide Synthase G894T und e Nitric Oxide Synthase
T786C (eNOS) fiir das Auftreten und den Schweregrad des Lungenversagens.*
benotigen wir Information zu Ihrem Patient/Patienten

Ihr Patient/Patientin hat im Jahr 2006 an der obigen Studie teilggnommen und sich
bereit erklart, dass wir uns im Verlauf mit seinem Hausarzt in Kontakt setzen, um die
neusten Daten zu seinen/ihren Befinden und die neusten fir die Studie wichtigen
Befunde erhalten.

Daher sind wir auf Ihre Mithilfe angewiesen und hoffen, dass Sie es uns mit den
entsprechenden Daten ein ,,Follow up“ der Studie ermdglichen. Sie geben uns damit die
Maoglichkeit Kenntnisse auf dem Gebiet des Lungen- und des Organversagens nach
herzchirurgischen Operationen mit Herz-Lungenmaschine zu erweitern.

Wir mdchten Sie bitten, den beigefiigten Fragebogen soweit wie mdglich zu
beantworten, da nur durch vollstandig beantwortete Fragen wissenschaftlich
verwertbare Aussagen gemacht werden koénnen.

Bitte senden Sie, den ausgefullten Fragebogen unter der Faxnummer: 0551/398375 mit
dem Betreff: ,,Polymorphismus-Studie* schnellstmdglich an uns zurick.

Bei Fragen stehen wir naturlich jederzeit telefonisch zur Verfligung.

Diese Studie wurde von der hiesigen Ethik- Kommission mit der Antragsnummer
30/7/05 genehmigt. Vielen Danke fir Ihre Mithilfe.

Mit freundlichen kollegialen Grii3en

PD. Dr. med. J. Hinz Dr. med. A.-F. Popov

Priv.- Doz. Dr. med. J. Hinz ~ Tel: 0551/3922995

Dr. med. A.- F. Popov Tel: 0551/3914691
Doktoranden

Hr. Christian Bireta Tel: 0176/24196483
Fr. Christina Lipke Tel: 0176/24869426

Abbildung 1: Das Anschreiben
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2.3.2 Konzeption und Aufbau des Fragebogens

Mithilfe des Fragebogens gelang es, auch ohne direkten Patientenkontakt,
Informationen zum derzeitigen Gesundheitszustand des einzelnen Studien-
teilnehmers zu gewinnen. Der Fragebogen, welcher sowohl offene als auch
geschlossene Fragen enthielt und sich in zwei Abschnitte untergliederte,
entstand durch Zusammenarbeit der Klinik und Poliklinik fir Thorax-, Herz- und
Gefal3chirurgie in Kooperation mit dem Zentrum fir Anaesthesiologie, Rettungs-
und Intensivmedizin der Universitatsmedizin  Goéttingen.  Ziel dieses
Fragenbogens war es, zu eruieren, welchen Einfluss der eNOS-G-894-T-
Polymorphismus auf die 5-Jahres-Mortalitat und -Morbiditdt des einzelnen
Studienteilnehmers besitzt. Dazu wurde der Fragebogen so konzipiert, dass im
ersten Abschnitt Fragen hinsichtlich der Mortalitat gestellt wurden und im
zweiten Abschnitt die Morbiditat, bezogen auf die einzelnen Organsysteme,

untersucht wurde.

Der erste Themenkomplex beinhaltete zwei offene Fragen, durch die
Informationen zur Mortalitat und zur erneuten Hospitalisierung gewonnen
werden konnten. Diese Fragen wurden bewusst als offene Fragen konzipiert,
da sich so ein breites Spektrum an Antwortmoéglichkeiten fir den Hausarzt
ergab. Beispielsweise konnte damit naheres Uber die Todesursache und das
Todesdatum eruiert werden. So konnte das Langzeittiberleben, bezogen auf
den jeweiligen Genotyp, untersucht werden und mogliche Unterschiede
hinsichtlich der Uberlebensrate aufgedeckt werden. Dabei war es auch wichtig
ein mogliches gehauftes Auftreten von Todesursachen in Abhangigkeit eines
Genotyps zu detektieren und somit einen Bezug zu dem von uns untersuchten

Polymorphismus herzustellen.

Der zweite Themenkomplex beschaftigte sich mit der Morbiditat und setzte sich
aus Fragen zu Erkrankungen der einzelnen Organsysteme zusammen. Es
wurden nur solche Organsysteme ausgewéhlt, bei denen die verringerte
NO-Konzentration aufgrund des eNOS-G-894-T-Polymorphismus direkte

Auswirkungen zeigt. Hierzu zahlen beispielsweise ZNS, Lunge, Niere und Herz.
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Der erste Abschnitt hinsichtlich der einzelnen Organsysteme bezog sich auf
Fragen zum Zentralen Nervensystem. Diese wurden als geschlossene Fragen
angelegt, bei denen nur die Antwort ,ja“ oder ,nein“ mdglich war. Falls der
Hausarzt eine der Fragen, betreffend Apoplex oder Blutung im ZNS des
Patienten mit ,ja“ beantwortete, wurde er gleichzeitig aufgefordert, das Datum
dieses Ereignisses zu benennen, falls es ihm bekannt war.

Im nachfolgenden Gebiet ,Lunge” gab es sowohl offene als auch geschlossene
Fragen. Hier sollten Informationen beziiglich Erkrankungen pulmonaler Genese
der Patienten, wie chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) und
Asthma erfasst werden. Des Weiteren wurde erfragt, ob der Patient nach der
stationaren Entlassung aus der UMG kunstlich beatmet wurde und falls ja, wie
lange die Beatmungsdauer betrug.

Im darauffolgenden Abschnitt ,Niere” wurden die Hausarzte gebeten, den
aktuellsten und den maximalsten Kreatinin- und Harnstoffwert des Patienten,
jeweils mit Datum und Einheit, zu nennen. Zudem wurde ermittelt, ob der
Patient ein Nierenersatzverfahren bendtigte.

Der letzte Abschnitt ,Herz“ stellte den umfassendsten Bereich des Fragebogens
dar und beinhaltete Fragen zu kardialen Erkrankungen. Auf diese Weise sollte
festgestellt werden, ob der Studienteilnehmer nach der Hospitalisierung einen
Myokardinfarkt erlitt und ob Erkrankungen wie Angina pectoris,
Rhythmusstorungen oder Vorhofflimmern bestanden. Additiv dazu wurde
versucht herauszufinden, ob bei dem Patient eine Re-Intervention am Herzen
stattfand. Falls dies zutraf, baten wir den Hausarzt die Art der Re-Intervention
naher zu beschreiben. Des Weiteren fragten wir nach Echokardio-
graphiebefunden, dabei gentigten Angaben zur Ejektionsfraktion (EF) und zum
pulmonal-arteriellen Mitteldruck (PAPmean), da diese Parameter die
Herzfunktion des Patienten reflektieren. AbschlieBend wurde nach einer Kopie
des Herzkatheterbefundes gefragt, falls dieser postoperativ durchgefihrt
worden war. Da eine verringerte NO-Menge an der Entstehung von
kardiovaskularen Erkrankungen beteiligt zu sein scheint, wurde dieser

Themenkomplex sehr ausfuhrlich dargestellt.

24



2 Material und Methoden

UNIVERSITATSMEDIZIN U M G
GOTTINGEN
Betreff: Polymorphismus- Studie (0551/398375)
Studien- Nr.:

Name des Patienten:
Geburtsdatum des Patienten:

Ist der Patient/ die Patienten innerhalb der letzten 5 Jahre verstorben? Falls ja, nennen
Sie uns bitte die Todesursache und das Todesdatum.

Erfolgte eine erneute Hospitalisierung (postoperativ) aufgrund pulmonaler oder kardialer
Genese (wenn ja, bitte mit Datum)?

NS

Hatte der Patient in den letzten 5 Jahren einen:

e Apolex: Ja: , (Datum) Nein;
e eine Blutung im ZNS: Ja: , (Datum) Nein:
Lunge:

Leidet der Patient unter (postoperativ):
« COPD: Ja: , (Datum) Nein:

e Asthma: Ja , (Datum) Nein:

Wurde der Patient in den letzten 5 Jahren beatmet?

Ja: , (Datum) Nein:

Falls ja, wie lange und warum hat die Beatmung stattgefunden?

Abbildung 2: Der Fragebogen Seite 1
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UNIVERSITATSMEDIZIN UMG
GOTTINGEN

Betreff: Polymorphismus- Studie (Fax: 0551/398375)
Studien- Nr.:

Name des Patienten:

Geburtsdatum des Patienten:

Niere:

Bitte nennen Sie uns die Harnstoff und Kreatininwerte des Patienten mit Einheit.
(Wir bendtigen den Maximalwert der letzten 5 Jahre als auch den aktuellsten Wert)

Kreatinin: max.: , (Datum): , aktuell: (Datum):

Harnstoff: max.: , (Datum): , aktuell: (Datum):

Bendtigte der Patient in den letzten 5 Jahren und/ oder aktuell ein Nierenersatzverfahren?

Ja: , (Datum) Nein:

Herz:

Hatte der Patient in den letzen 5 Jahren:

e einen Myokardinfarkt: Ja: , (Datum)___ Nein:
e eine Angina pectoris: Ja: , (Datum)_ Nein:
e VVorhofflimmern: Ja: ,(Datum)__ Nein:
e Rhythmusstérungen : Ja: ,(Datum)__ Nein:
e Re-Operation am Herzen:  Ja: , (Datum)__ Nein:

e Art der Re- Operation:

Als letztes mochten wir Sie noch bitten, uns Befunde zu den folgenden Untersuchungen
mitzuteilen, falls diese innerhalb der letzten 5 Jahre durchgefiihrt worden sind.

Echokardiografie: EF (%): , Datum:
PAPmean (mmHg): , Datum:

Herzkatheterbefund, wenn vorhanden mit Datum (in Kopie):

Abbildung 3: Der Fragebogen Seite 2
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2.3.3 Kontaktaufnahme und Datenerhebung

Nach der Ausarbeitung des Anschreibens und des Fragebogens wurden
diese per Postweg an die Hauséarzte der Studienteilnehmer gesendet. Das
Patientenkollektiv umfasste urspringlich 500 Patienten. Aufgrund einer
peri/postoperativen Mortalitatsrate von 8,2% (n=41) in der initialen Studie
(Janssen 2009) konnten allerdings nur 459 Fragebdgen versendet werden.

Zum Grol3teil waren die Adressen der niedergelassenen Kollegen und
Kolleginnen in der bereits erwdhnten Datenbank zu finden. Die Hausérzte
wurden gebeten, den mit gesendeten Fragebogen so vollstandig wie moglich
auszufiullen. Die Rucksendung des Fragebogens mit den dazugehorigen
Patienteninformationen durch den Hausarzt erfolgte per Fax an das
Ebenenbiro der THG der Universitatsmedizin Gottingen. Nach Erhalt des
Fragebogens wurde dieser von uns ausgewertet und die daraus gewonnenen
Informationen in das Datenbanksystem eingegeben und gespeichert. Danach
sendeten wir ein Dankesschreiben an die jeweiligen Hausarzte zurick, in dem
wir uns fur lhre wissenschaftliche Mithilfe und die gute Zusammenarbeit
bedankten.

Falls wir nach dem ersten Anschreiben keine Antwort erhielten, sendeten wir
nach telefonischer Kontaktaufnahme mit den Haus&rzten nochmals einen
Fragebogen an die Kollegen, um so einen mdglichst hohen Ricklauf an Daten
zu gewahrleisten. Allerdings musste festgestellt werden, dass nicht alle
niedergelassenen Hausarzte, den Fragebogen zuriicksendeten oder aber, dass
der Patient den Hausarzt wechselte und dieser daher keine Informationen
zuriicksenden konnte. Oftmals fehlten wohl aber auch die ausreichende Zeit
oder der finanzielle Anreiz, sodass die Teilnahme an der Studie verweigert
wurde. In diesen Fallen wurde versucht telefonisch Kontakt mit den Patienten
aufzunehmen. In der Datenbank befanden sich die personlichen Daten sowie
die Telefonnummern der Studienteilnehmer, sodass teilweise durch direkten
telefonischen Kontakt mit den Patienten der aktuelle Hausarzt ausfindig
gemacht werden konnte oder der Fragebogen direkt mit den Patienten
telefonisch bearbeitet wurde.

Jedoch gelang es nicht bei allen Patienten eine telefonische Datenerhebung

sicherzustellen. Um auch diese Patienten erfassen zu kdnnen, wurde das
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zustandige Einwohnermeldeamt kontaktiert, um so letztendlich Informationen
bezlglich der Mortalitdt der Ubriggebliebenen Studienteilnehmer zu erhalten.
Unter Berufung auf 821 Absatz 2 des Melderechtsrahmengesetzes (MRRG)
konnte durch die erweiterte Melderegistrierauskunft nach Glaubhaftmachung
von berechtigtem Interesse eine Datenweitergabe ermdglicht werden. Zu den
Daten der erweiterten Melderegistrierauskunft zahlen beispielsweise: frihere
Vor- und Familienamen, Tag und Ort der Geburt, Staatsangehdorigkeit, aber

auch Sterbetag und -Ort.

Die Follow-up-Datenerhebung der Patienten erfolgte in enger, kollegialer
Zusammenarbeit mit Herrn Bireta Uber einen Zeitraum von eineinhalb Jahren
(Juni 2010- Januar 2012) mit einem durchschnittlichen Zeitaufwand von circa
30 Wochenstunden fur beide Doktoranden. Alle fir die Studien notwendigen
Arbeitsschritte (Studienplanung, Konzeption und Erstellung des Fragenbogens,
Datenerhebung sowie Datenauswertung) wurden zu gleichen Anteilen von
Herrn Bireta und mir durchgefuhrt. Herr Bireta war ebenfalls in der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Hinz/ PD Dr. med. Popov tatig und verfasste
parallel zu der hier vorgelegten Arbeit eine Dissertation mit dem Titel ,Einfluss
des eNOS T-786C-Polymorphismus auf die 5-Jahres-Mortalitat und -Morbiditat

von Patienten nach herzchirurgischen Eingriffen.”

2.4 Vorangegangene Daten

Wie bereits erwahnt schlie3t diese Arbeit zum Teil an eine Studie an, in
welcher der postoperative Einfluss des eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf
das Auftreten und den Schweregrad eines Lungenversagens untersucht wurde
(Janssen 2009). Schon damals war es vorgesehen, die Patienten nach Ablauf
eines bestimmten Zeitraumes wieder zu kontaktieren, um so einen Follow-up-
Status zu erheben. Diese nun vorliegende Langzeitstudie baut teilweise auf
Patientendaten der vorangegangenen Studie auf, sodass diese hier kurz

genannt seien.
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2.4.1 Praoperative Daten

Zu den allgemeinen Patientendaten zahlten Informationen wie Name,
Geschlecht, Geburtsdatum, Adresse, Telefonnummer und behandelnder
Hausarzt. Vor der Auswertung erfolgte eine Pseudonymisierung mit Hilfe von
Zahlen. Weiterhin wurden das stationdre Aufnahmedatum in die UMG, das
Operationsdatum, der offizielle Entlassungszeitpunkt und das eventuelle
Todesdatum mit in die Datenbank aufgenommen, um eine zeitgenaue

Nachverfolgung zu gewéhrleisten.

Die Risikofaktoren der Patienten wurden ebenfalls praoperativ ermittelt und in
die Datenbank eingegeben. Zu den Risikofaktoren zahlten folgende definierte
Werte: Nikotinabusus, arterieller Hypertonus, Hypercholesterindmie, Diabetes
mellitus, positive Familienanamnese bezuglich kardialer Ereignisse, pAVK,
zerebrale Ereignisse, pulmonale Hypertonie, COPD, Herzinsuffizienz, KHK,
Angina pectoris und aktive oder anamnestische Krebsleiden.

Durch den ausgeflllten und zurlickgesendeten Fragebogen stellte sich nun
jedoch heraus, dass bei einigen Patienten neue Risikofaktoren hinzugekommen

waren, sodass die Datenbank auch diesbeziiglich teilweise komplettiert wurde.

2.4.2 Perioperative Daten

In der Datenbank waren Informationen beziglich des perioperativen Verlaufs
der Patienten gespeichert. Zu den intraoperativ erhobenen Daten zahlten
beispielsweise die Aortenabklemmzeit, die Anschlussdauer an die HLM, die
verabreichten Medikamente, sowie die auftretenden perioperativen
Komplikationen. Des Weiteren wurde die Notwendigkeit des Eingriffes in
verschiedene Stufen unterteilt, dabei wurden elektive, -dringliche und
-Notfalloperationen voneinander unterschieden. Postoperativ wurden wahrend
der intensivmedizinischen Uberwachung die relevanten Kreislaufparameter via
Elektrokardiogramm  (EKG), arterieller  Blutdruckmessung, zentralem
Venenkatheter, Pulmonaliskatheter und Pulskontur-Herzzeitvolumen (PiCCO)

Uberwacht.
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2.5 Analyse des eNOS-G-894-T-Polymorphismus

Um den Genpolymorphismus bestimmen zu kénnen, wurde bei allen
Patienten eine studienspezifische Blutentnahme durchgefihrt. Dazu wurden
5ml Blut aus einem zentralen Venenzugang oder aus einem arteriellen Katheter
der A. radialis abgenommen. Das Ethylendiamintetraacetat (EDTA)- gepufferte
Vollblut wurde anschlielRend eingefroren und somit fur die weiterfiUhrende
Diagnostik konserviert.

Die initiale Probenauswertung erfolgte im Forschungslabor der Thorax-,
Herz- und Gefalichirurgie. Die Methodik der Genotypisierung mittels PCR und
anschlieRender Gelelektrophorese erfordert mehrere Einzelschritte, die im
Rahmen der vorangegangenen Studie durchgefihrt wurden (Janssen 2009).
Dabei wurde die DNA zunachst aus dem EDTA-gepufferten Blut des Patienten
isoliert und mittels PCR amplifiziert. Danach wurde das PCR-Produkt
sequenziert, um somit den entsprechenden Genotypen des eNOS-G-894-T-
Polymorphismus festzulegen.

Da diese Genotypisierungsmethode 2009 allerdings nicht mehr als ,State of
the Art“ angesehen wurde, erfolgte am 10.11.2009 eine Nachtypisierung der
Patienten mittels TagMan-SNP-Genotypisierung, einer PCR-basierten Methode
zur Alleldiskriminierung von Single Nukleotid Polymorphismen, durch das
Institut fir klinische Pharmakologie der UMG (PD Dr. med. Tzvetkov). Hierbei
wurden Oligonukleotid-Sonden eingesetzt, die am 5-Ende mit zwei
unterschiedlich fluoreszierenden Reporterfarbstoffen und am 3"-Ende mit einem
Quencher markiert waren. Eine vollstandige Hybridisierung der Sonden erfolgte
nur spezifisch in Abhangigkeit der gewahlten Punktmutation und erzeugte ein
Fluoreszenzsignal, welches nach Beendigung der PCR-Reaktion mittels
Detektorgerat gemessen und ausgewertet werden konnte.

Folglich konnten die Patienten entsprechend ihres Genotyps in drei Gruppen

aufgeteilt werden:

e homozygote GG-Alleltrager (n=251)
¢ heterozygote GT-Alleltrager (n=210)
e homozygote TT-Alleltrager (n=39).

30



2 Material und Methoden

2.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Software
STATISTIKAR (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Bei allen statistischen Sets
wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 fir den alpha-Fehler als
signifikant angenommen. Die Genotypverteilung wurde mit dem Hardy-
Weinberg-Gesetz im Vergleich zur Normalbevdlkerung Uberprift. Die
Uberprifung der Ergebnisse auf Normalverteilung erfolgte mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test. Bei Annahme der Normalverteilung wurde die
deskriptive Statistik als Mittelwert + Standardabweichung ermittelt. Bei
Ablehnung der Normalverteilung durch den Kolmogorov-Smirnov-Test wurde
die deskriptive Statistik als Median oder als Bereich angegeben. Bei
ordinalskalierten Daten erfolgte die Prifung auf signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test. Bei kategorialen Variablen
wurden die Werte als prozentualer Anteil angegeben. Die weitere Testung auf
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte in einer Feldertafel
mit dem Pearson-Chi-Quadrat-Test. Die Testung auf Unterschiede in den
Gruppen in der 5-Jahres-Mortalitat erfolgte mit der Kaplan-Meier-Analyse und

einem Log-Rank-Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Riucklauf der aktuellen Daten

Da diese Arbeit wie bereits erwdhnt, zum Teil an eine vorangegangene
Studie anschliet, wurde stellenweise auf entsprechenden Daten der
Vorgangerstudie, die sich im Datenbanksystem befanden, zurtckgegriffen.
Diese Daten sind ebenfalls essentiell fir die hier vorgelegte Arbeit, weil die
anschlieBenden Ergebnisse teilweise darauf aufbauen oder in Bezug zu ihnen

gesetzt werden (Janssen 2009).

Die Studienpopulation umfasste insgesamt 500 kardiochirurgische Patienten,
wobei die postoperativen Mortalitat 8,2% (n=41) betrug (Janssen 2009). Somit
wurden nach Ablauf von funf Jahren 459 speziell ausgearbeitete Fragebdgen
an die Hauséarzte der verbliebenen Studienteilnehmer versendet. Von diesen
versendeten Fragebdgen wurden 329 ausgefillt und zurtickgesendet. Hierdurch
gelang es, im ersten Schritt der Datensammlung einen Rucklauf von 71,7% zu
erzielen. AnschlieRend erfolgte im zweiten Schritt die personliche telefonische
Kontaktaufnahme mit den Studienteilnehmern. Dabei konnten wiederum 29
Fragebogen beantwortet werden, sodass hierdurch weitere 6,3%
Follow-up-Daten gewonnen werden konnten. Im letzten Schritt wurden die
zustandigen Einwohnermeldedmter der restlichen 101 Patienten kontaktiert.
Dadurch konnten weitere 22% an Daten zum Follow-up-Status hinzugefigt
werden. Letztendlich gelang es mittels der genannten MaflRnahmen beziglich
der Mortalitat ein Gesamtfollow-up von 100% zu erzielen.

Dahingegen war der Rucklauf an verwertbaren Daten in Hinblick auf die
Langzeitmorbiditat unzureichend, so dass es diesbeziiglich nicht gelang klinisch

relevante Aussagen zu treffen.
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3.2 Analyse des Nachbeobachtungszeitraumes

Zur differenzierten Darstellung der Nachverfolgung erfolgte eine Auswertung
der Daten, die innerhalb des Nachbeobachtungszeitraumes von funf Jahren
erhoben wurden.

Zunachst wurde aus der initialen Studie der Operationszeitpunkt des jeweiligen
Studienteilnehmers als Startpunkt Ubernommen, um einen klaren und
einheitlichen ersten Messpunkt zu definieren. Der ermittelte messbare
Endpunkt wurde, angesichts des unterschiedlichen Verlaufs der Patienten, der
unterschiedlich angewandten Methodik zur Datenerhebung und der daraus
resultierenden nicht einheitlichen Messpunkte, ebenfalls standardisiert. Als
Endpunkt wurde das Datum des letzten Eintrags in die Datenbank definiert. So
gelang es einen einheitlichen Nachbeobachtungszeitraum zu ermitteln. Bei
Patienten, die im Verlauf des Nachbeobachtungszeitraumes verstorben waren,
wurde das Todesdatum als weiterer Messpunkt hinzugefiigt. Dahingegen wurde
bei Probanden, die innerhalb des Nachbeobachtungszeitraumes am Leben
geblieben sind, der letzte von uns durchgefiihrte Eintrag in die Datenbank als
Endpunkt Gbernommen. Demnach konnten in Bezug auf die Uberlebenszeit
(gelebte Tage nach der Operation) und hinsichtlich der Uberlebensraten
(Auswertung mittels Kaplan-Meier-Kurve) statistische Aussagen getroffen

werden.

In den folgenden Graphiken wurde das Datum der Follow-up-Datenerhebung
(standatisierter Endpunkt), jeweils in drei Monatsschritten gegentber der
Anzahl der Patienten aufgetragen. Es zeigten sich sowohl beim
Gesamtkollektiv, als auch bei den einzelnen Genotypen (GG-, GT- und TT)
erwartungsgemal zwei Peaks in der Follow-up-Datenerhebung.

Zum einem wurde ein geringer Teil der Follow-up-Daten peri/postoperativ nach
durchgefuhrter Operation im Rahmen der initialen Studie erhoben (Janssen
2009). Dazu zahlten beispielsweise Patienten, die peri/postoperativ verstorben
waren oder Patienten, die aufgrund von aufgetretenen Komplikationen langer

postoperativ Uberwacht werden mussten.
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Der Grofiteil der Follow-up-Daten wurde jedoch innerhalb des von uns
untersuchten Nachbeobachtungszeitraumes erhoben. Neben dem initialen
zeigte sich ein weiterer Peak zwischen 60-72 Monaten nach durchgefuhrter
Operation.
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Abbildung 4: Nachbeobachtungszeitraum des Gesamtkollektivs
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3.3 Genotypen- und Allelfrequenzverteilung

Bei allen Studienteilnehmern wurde mittels Tagman-SNP-Genotypisierung

der eNOS-G-894-T-Polymorphismus detektiert und bestimmt. Demnach
konnten drei Gruppen entsprechend ihres Genotypes definiert werden:
homozygote Trager des G-Allels (GG), heterozygote Trager des G- sowie des
T-Allels (GT) und homozygote T-Alleltrager (TT). In unserer Studienpopulation
zeigte sich hierbei eine Genotypenverteilung, die dem Hardy-Weinberg-
Equilibrium entsprach. Von den 500 in die Studie eingeschlossenen Patienten
konnten 251 Studienteilnehmer als homozygote G-Alleltrager (GG) identifiziert
werden, 210 Studienteilnehmer waren heterozygot (GT) fur den
Polymorphismus und weitere 39 Studienteilnehmer waren homozygot (TT) fur
die Transversion in diesem Gen.
Folglich konnte eine Allelfrequenz von 0.71 fur das G-Allel und 0.29 fur das
T-Allel beobachtet werden. Die Gen- und Allelfrequenzverteilung des eNOS-G-
894-T-Polymorphismus in dieser Studienpopulation korrelierte mit anderen
bereits publizierten Studien (Liakopoulos et al. 2006, Philip et al. 1999) und
zeigte eine Ubereinstimmung mit der Minor-Allel-Frequenz der db-SAP-
Datenbank.

Tabelle 1: Genotypen- und Allelfrequenzverteilung

894 GIT GG GT TT G-Allel | T-Allel | p-Wert
n=500 251 210 39 712 288 0,86
(%) 50 42 8 71 29

3.4 Analyse der pra- und perioperativen Daten

Diese Daten wurden pra- und perioperativ erhoben und bereits ausfihrlich in
der vorangegangenen Studie (Janssen 2009) diskutiert. Jedoch sind sie
ebenfalls in dieser Arbeit aufgefuhrt, weil die anschlieRenden Ergebnisse und

teilweise darauf aufbauen.
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3 Ergebnisse

In der folgenden Tabelle wurden allgemeine und klinische Daten der Patienten,
bezogen auf die verschiedenen Genotypen zusammengestellt. Hierbei liel3en
sich bezlglich Alter und Geschlecht keine signifikanten Unterschiede zwischen
den drei Gruppen feststellen. Auch in Hinblick auf die Risikofaktoren wie Body-
Mass-Index, Nikotinabusus, Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus, positive
Familienanamese, Ejektionsfraktion, Niereninsuffizienz, pAVK, zerebrale
Ereignisse, pumonale Hypertonie und COPD waren keine Auffalligkeiten
zwischen den einzelnen Genotypen zu beobachten. Eine erhthte Signifikanz
konnte in der Gruppe der homozygoten TT-Alleltrager beziglich des arteriellen
Hypertonus (87%) festgestellt werden. Daraus ergab sich ein p-Wert von 0.05,

welcher das Signifikanzniveau erreichte.

Tabelle 2: Praoperative Patientendaten

GG GT TT o-
n=251 n=210 n=39 Wert
Alter (Jahre) 68110 67111 68+9 0.97
Geschlecht méannlich (%) 65 64 67 0.93
Risikofaktoren
BMI (kg/m?); 28+4.6 27+4.8 27+4.5 0.18
Niktionabusus (%) 34 31 41 0.49
Hypertonus (%) 73 69 87 0.05
Hypercholesterinamie (%) 50 45 54 0.48
Diabetes mellitus (%) 31 30 33 0.91
Positive Familienanamnese (%) 16 15 21 0.66
Ejektionsfraktion (%) 53+14 52+15 62+10 0.07
Niereninsuffizienz (%) 12 16 15 0.41
PAVK (%) 7 6 15 0.09
Zerebrale Ereignisse (%) 14 12 10 0.70
Pulmonale Ereignisse (%) 10 5 8 0.13
COPD (%) 7 9 10 0.74

BMI: Body-Mass-Index (kg/m?2); pAVK: periphere arterielle Verschlusskrankheit; COPD:

chronisch obstruktive Lungenerkrankung
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Betrachtet man die Dringlichkeiten der operativen Eingriffe, so lieRen sich
zwischen elektiven und dringlichen Operationen keine Unterschiede hinsichtlich
der einzelnen Genotypen beobachten. Signifikante Unterschiede zeigten sich
hingegen im Bereich der notfallmalig durchgeflhrten operativen Interventionen
in der Gruppe der heterozygoten GT-Alleltrager (p=0.03). Bezogen auf die Art
des operativen Eingriffes zeigten sich bei der operativen Myokard-
revaskularisation (CABG), bei Herzklappenoperationen, bei kombinierten
Eingriffen oder bei anderen Verfahren keine Unterschiede innerhalb der
Gruppen.

Tabelle 3: Perioperative Daten

GG GT TT
p- Wert
n=251 n=210 n=39

Dringlichkeit des Eingriffes

Elektive Operationen n=396 (%) 81 77 85 0.41
Dringliche Operationen n=41 (%) 10 6 5 0.21
Notfalloperationen n=63 (%) 9 17 10 0.03
Art des Eingriffes

CABG n=251 (%) 47 53 56 0.26
Herzklappenoperationen n=107 (%) 23 21 13 0.32
Kombinierte Eingriffe n=101 (%) 22 17 26 0.36
Andere Verfahrensweisen n=41 (%) 8 9 5 0.78

CABG: operative Myokardrevasuklarisation; elektive Eingriffe: zum Zeitpunkt der Wahl, nicht
zwingend notwendig; dringliche Operation: sobald ein Operationssaal verfugbar ist, spatestens
innerhalb einer Woche nach Uberweisung; Notfalloperationen: unverziigliche Operations-

indikation, da vitale Bedrohung des Patienten.
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3.5 Morbiditat im Langzeitverlauf

Um aussagekraftige Ergebnisse beziglich der Langzeitmorbiditat treffen zu

konnen, sollte ein mdglichst hoher Satz an auswertbaren Daten vorhanden
sein.
Dazu wurden die Fragenbdgen und die Informationen der Melderegister-
auskunfte ausgewertet. Da jedoch nur 329 der 459 versendeten Fragebotgen
von den Hausérzten zurtickgesendet wurden, gelang es nicht, alle bendétigten
Informationen zu eruieren, die notwendig gewesen waren, um statistisch
signifikante Aussagen hinsichtlich der Langzeitmorbiditat treffen zu kénnen.
Dies mag teils daran gelegen haben, dass nicht alle von uns erfragten Werte
von klinischer Relevanz fir den Patienten waren, sodass der Hausarzt diese
nicht bestimmt hatte. Weiterhin wurden einige, der von uns erfragten
Untersuchungen nicht oder in nur unregelméfligen Abstanden von den
Hausarzten durchgefihrt, sodass auch hier keine aussagekraftigen Daten
erhoben werden konnten. Da 29 Fragebtgen telefonisch durch direkten
Patientenkontakt beantwortet wurden, war es hierbei nicht mdglich,
Informationen zu aktuellen Blutwerten oder speziellen Werten der
Echokardiographie zu erhalten. Des Weiteren mag die unzureichende
Datengewinnung bezuglich der Langzeitmorbiditat auch daran gelegen haben,
dass 101 Patienten Uber die zustandigen Einwohnermeldeamter erfasst
wurden. Diese erweiterte Melderegisterauskunft konnte allerdings nur Auskunft
uber den Sterbetag und -ort des Studienteilnehmers geben, wohingegen keine
Aussagen beziglich der Morbiditat getroffen werden konnten.

40



3 Ergebnisse

3.6 Mortalitat im Langzeitverlauf

Bei einem Follow-up-Datensatz von 100% in Hinblick auf die Langzeitmortalitat
gelang es, die Sterblichkeit bezogen auf die einzelnen Genotypen des eNOS-G-
894-T-Polymorphismus zu analysieren.

Bei einem urspringlich gesamten Patientenkollektiv von n=500 wurde in der
vorangegangenen Studie (Janssen 2009) eine peri/postoperative Mortalitat von
8,2% (n=41) beobachtet. Dazu kamen innerhalb des von uns betrachteten
Nachbeobachtungszeitraumes weitere 16,8% (n=84), sogenannte Out-of-
Hospital-Mortalitat. Folglich ergab sich eine Gesamtmortalitat/ 5-Jahres-
Mortalitat von 25% (n=125).

Sowohl peri/ postoperativ, als auch hinsichtlich der Out-of-Hospital-Mortalitét
sowie in Bezug auf die Gesamtmortalitdt lieRen sich keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der Mortalitatsraten zwischen einzelnen Genotypen
(GG, GT und GT) des eNOS-G-894-T-Polymorphismus aufdecken. Folglich

zeigte kein Genotyp dieser Genvariante eine signifikant erhdhte Sterblichkeit.

Tabelle 4: Mortalitatsraten im Vergleich

GG GT TT p- Wert
n=251 n=210 n=39
Peri/postoperative Mortalitét n=41 (%) 7 10 8 n.s.
Out-of-Hospital-Mortalitat n=84 (%) 18 14 21 n.s.
5-Jahres-Mortalitat n=125 (%) 26 24 28 n.s.

n.s. = nicht signifikant

41



3 Ergebnisse

In Hinblick auf die Todesursachen konnten keine klinisch relevanten Aussagen
getroffen werden.

Dies mag unter anderem daran liegen, dass von den Kollegen der initialen
Studie, trotz einer peri/postoperativen Mortalitatsrate von 8,2% keine genauere
Differenzierung der Todesursache vorgenommen wurde (Janssen 2009). Eine
nachtraglich von uns durchgefiihrte Analyse scheiterte allerdings, da oftmals
keine genaue Abgrenzbarkeit der Todesursache zwischen peri/postoperativem
Herz-Kreislaufversagen, postoperativ entwickelter Sepsis oder einem
Multiorganversagen bei den initial verstorbenen Patienten mdglich war. Um
einer Verfalschung der Daten entgegenzuwirken, wurde d Todesursache dieser
Patienten folglich als unbekannt eingestuft.

Bezlglich der Out-of-Hospital-Mortalitdt von 16,8% (n=84) konnte die
Todesursache bei 39 der 84 verstorbenen Patienten eruiert werden. Davon
verstarben 12 Patienten aufgrund von kardialen Ereignissen, 10 Patienten an
Sepsis mit nachfolgendem Multiorganversagen, 8 Patienten an zerebralen
Ereignissen wie Apoplex oder Blutung, weitere 4 Patienten an neu
diagnostizierten Malignomerkrankungen und 5 Patienten aufgrund von
sonstigen Todesursachen (beispielsweise Tod durch Wohnungsbrand). Den
Grol3teil hingegen bildete die Gruppe der unbekannten Todesursachen (n=45).
Aufgrund der unzureichenden Datenlage war es folglich nicht moglich, die
Todesursache in Zusammenhang mit der klinischen Bedeutsamkeit des eNOS-

G-894-T-Polymorphismus zu bringen.

Tabelle 5: Todesursachen (5-Jahres-Mortalitat /Gesamtmortalitat)

Todesursachen Gesamtmortalitat, n=125 Anteil in %
Kardiale Ereignisse 12 10
Sepsis mit Multioragnversagen 10 8

Zerebrale Ereignisse

Malignome
Sonstige Todesursachen 5 4
Unbekannte Todesursachen 86 69

Zerebrale Ereignisse: Apoplex oder Blutung; Malignomerkrankungen: innerhalb des Nach-
beobachtungszeitraumes neu diagnostiziert (waren bei Einschluss in die Studie nicht bekannt).
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3.7 Analyse der Uberlebenszeiten

Die Analyse der Uberlebenszeiten beinhaltete die Langzeitmortalitatsrate,
das Todesalter sowie das Alter bei Operation.
In Hinblick auf das Todesalter konnten zwischen den jeweiligen Genotypen des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus keine signifikanten Unterscheide festgestellt
werden. Bei GG-Alleltragern betrug das Alter bei Tod 74+8 Jahre, bei GT-
Alleltragern 73+7 Jahre und beim TT-Genotyp 75+4 Jahre. Auch hinsichtlich
des Alters bei Operation lieien sich vergleichbare Werte zwischen den
einzelnen Genotypen feststellen.
In Bezug auf die Langzeitmortalitait wurden die gelebten Tage nach der
Operation betrachtet. Dabei konnte jedoch kein Genotyp identifiziert werden,
der eine signifikant bessere oder schlechtere Uberlebenszeit aufwies. In der
homozygoten GG-Gruppe wurden kumulativ 500+493 gelebte Tage nach OP
datiert, in der heterozygoten GT-Gruppe waren es 497+588 Tage und in der
homozygoten TT-Gruppe 599+578 Tage. Der p-Wert war hinsichtlich der
Langzeitmortalitat, bezogen auf die einzelnen Genotypen, als nicht signifikant

anzusehen.

Tabelle 6: Uberlebensraten sowie Operations- und Todesalter, n=125

GG GT TT
n=64 n=50 n=11 p- Wert
Alter bei Operation (Jahre) 7248 72+7 7314 0.67
Gelebte Tage nach OP (Tage) 500+493 4974588 599+578 0.71
Alter bei Tod (Jahre) 74+8 7347 75+4 0.64

43
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Mittels der Kaplan-Meier-Kurve wurden die Uberlebensraten der drei
Genotypen bestimmt. Hierzu wurden zu jedem Jahr direkt die kumulativen
Prozentsatze der verstorbenen Patienten aufgetragen.
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve
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4 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, die klinische Relevanz des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf die 5-Jahres-Mortalitat und -Morbiditat von
kardiochirurgischen Patienten zu ermitteln. Dabei schliel3t diese Arbeit an eine
vorangegangene Dissertation an, die den direkten postoperativen Einfluss des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus bei Patienten nach Eingriffen mit kardio-
pulmonalem Bypass untersuchte (Janssen 2009). Initial wurden 500 Patienten
in die Studie eingeschlossen. Unter Berucksichtigung der postoperativen
Mortalitatsrate von 8,2% (n=41) in der initialen Studie, konnte von 459
Patienten ein Follow-up-Status bezlglich Morbiditat und Mortalitdt erhoben
werden. Dabei wurden die Probanden entsprechend ihres Genotyps in drei
Gruppen aufgeteilt (GG, GT und TT). Das Hauptaugenmerk richtete sich in
dieser Studie vor allem auf die Gruppe der homozygoten TT-Alleltrager, da
hauptsachlich das T-Allel als Risikofaktor fiir die Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen angesehen wird (Hingorani et al. 1999) und somit eine héhere 5-
Jahres-Mortalitatsrate innerhalb dieser Gruppe erwartet wurde.

Bei einem Follow-up-Ergebnis von 100%, bezogen auf die Langzeitmortalitat,
konnte im Rahmen dieser Studie gezeigt werden, dass sich keine Unterschiede
hinsichtlich der Sterblichkeit, bezogen auf die einzelnen Genotypen, erkennen
lassen. Bei homozygoten TT-Alleltrdgern wurde folglich keine erhdhte
5-Jahres-Mortalitat nach herzchirurgischen Eingriffen mit kardiopulmonalem
Bypass festgestellt. In Hinblick auf die Langzeitmorbiditat konnten keine
Aussagen getroffen werden, da der Datenrtcklauf auf diesem Gebiet

unzureichend war.

Da Herz-Kreislauf-Erkrankungen heutzutage zu den haufigsten Todesursachen
zahlen, scheint es von enormer Bedeutung zu sein, genetische Risikofaktoren
zu detektieren, die an der Genese dieser Erkrankungen beteiligt sind. Laut
Pressemitteilung des Statistischen Bundesamtes lag die Zahl der Todesfélle
aufgrund von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, gemessen an der Gesamtmortalitat
der deutschen Bevolkerung im Jahre 2011 bei 40,2% (Statisches Bundesamt

2011). Diese Zahl macht deutlich, wie notwendig eine intensive Forschung auf
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diesem Gebiet ist, da kardiovaskulare Erkrankungen nicht nur von exogenen
Faktoren abhangig sind, sondern auch aus dem Zusammenwirken der
einzelnen genetischen Pradispositionsfaktoren eines Individuums entstehen.
Durch Veranderungen der NO-Bioverfugbarkeit kann die Pathogenese
kardiovaskularer Erkrankungen gesteigert werden, da NO eine entscheidende
Rolle in der Regulation des Herz-Kreislauf-Systems einnimmt. NO vermittelt
nicht nur die endothelabhangige Vasodilatation, sondern dampft auch die
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen, hemmt die Plattchen-
aggregation und ist somit an der Regulation des vaskuldren Tonus sowie des
Blutdruckes beteiligt (Moncada und Higgs 2006).

Der von uns untersuchte eNOS-G-894-T-Polymorphismus ist auf dem
Chromosom 7 lokalisiert und kann Veranderungen der NO-Biosynthese
bedingen, weil eNOS die Oxidation von L-Arginin zu NO und Citrullin umsetzt.
Bei diesem Polymorphismus kommt es aufgrund einer Basensubstitution von G
zu T an Position 894 im Exon 7 zu einer Anderung der AS-Sequenz, was
insbesondere bei homozygoten TT-Alleltragern eine verminderte NO-Produktion
bedingt (Teasuro et al. 2000). Daneben konnten weitere Polymorphismen des
eNOS-Gens identifiziert werden, die eine tragende Rolle in der Regulation des
kardiovaskularen Systems spielen und folglich Morbiditat als auch Mortalitat
beeinflussen  kdnnen. Genannt seien beispielsweise der eNOS-
T-786-C-Polymorphismus (Rossi et al. 2003), der eNOS-27-bp-Polymorphismus
(Dosenko et al. 2006) und der eNOS-G-10-T-Polymorphismus (Gluba et al.
2009). Im Hinblick auf die pathophysiologische Bedeutung von NO ist die Rolle
von eNOS in der Entwicklung verschiedener Erkrankungen als mdoglicher
Risikofaktor schon mehrfach untersucht worden.

Angesichts der verringerten NO-Synthese, die bei homozygoten TT-Alleltragern
des eNOS-G-894-T-Polymorphismus vorliegt, kann die Entwicklung von
endothelialer Dysfunktion und das Auftreten von arteriosklerotischen
GefalRerkrankungen begunstigt werden (Hingorani et al. 1999). Ein relativer
Mangel an NO koénnte folglich die Entstehung einer KHK beglnstigen. Ob und
inwieweit der eNOS-G-894-T-Polymorphismus mit einem erhéhten Risiko fur
die Pradisposition einer KHK einhergeht, wurde schon mehrfach, teilweise mit

kontroversen Ergebnissen, untersucht.
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Colombo et al. publizierten im Jahre 2003, dass genetische Polymorphismen
des eNOS-Gens die individuelle Anfalligkeit fir KHK beeinflussen kénnen. In
dieser Studie zeigten homozygote TT-Alleltrager des Genpolymorphismus
angiographisch vermehrt stenosierte Herzkranzgefalie, was folglich mit einem
erhohten Risiko fir KHK assoziiert ist (Colombo et al. 2003). Diese Daten
wurden jedoch von anderen Studien widerlegt, die keinen Zusammenhang
zwischen der Polymorphismus-Genvariante und einer erhdhten Inzidenz fir
KHK feststellten (Wang CL et al. 2001, Mathew et al. 2008). Auch in einer
Studie, die 184 Probanden einschloss, zeigten homozygote TT-AlleltrAger des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus keine erhdhte Assoziation fur das Auftreten
oder den Schweregrad einer KHK (Jaramillo et al. 2006). Um diese
gegensatzlichen Aussagen zu objektivieren, wurde eine grof3e Meta-Analyse,
bestehend aus 56 Einzelstudien, durchgefuhrt. Hierdurch war es moglich, die
verschiedenen Einzelergebnisse zusammenzufassen und somit die EffektgrofRe
zu bestimmen. Im Rahmen dieser Meta-Analyse zeigte sich eine erhéhte
Assoziation zwischen dem T-Allel und der KHK, was letztlich die Aussage
unterstitzt, dass homozygote  TT-Alleltrdger des eNOS-G-894-T-
Polymorphismus als eine Risikogruppe fur das Auftreten einer KHK anzusehen
sind (Li et al. 2010). Diese Ergebnisse wurden auch von weiteren neueren
Studien untermauert (Tian et al. 2013, Zhang et al. 2012).

Die klinische Relevanz des eNOS-Polymorphismus spiegelt sich ebenfalls bei
herzchirurgischen Eingriffen mit kardiopulmonalem Bypass wider. Hier kdnnen
Veranderungen der eNOS-Enzymaktivitat zu einem suboptimalen Outcome
vieler Patienten fuhren (Cattaruzza et al. 2004). Eine verminderte
eNOS-Aktivitat kann hierbei, wie bereits in Kapitel 1.3.1 erwahnt, das Auftreten
von systemischer Hypotension, Herzversagen und erhohter vaskulérer
Permeabilitdt begunstigen. Durch den Kontakt des Blutes mit der Fremd-
oberflache der HLM werden proinflammatorische Subtanzen freigesetzt, die
ihrerseits die Endothelintegritdt stéren und damit zu Veranderungen der
vasomotorischen Regulation fuhren kénnen (Baehner et al. 2012). Als Antwort
auf Verletzung verliert das Endothel seine antiaggregatorischen und
vasodilatorischen Eigenschaften, sodass die Durchgangigkeit der koronaren
BypassgefalRe beeintrdchtigt werden kann. Dies konnte die Genesung der

Patienten negativ beeinflussen, das Arterioskleroserisiko erhéhen und den
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Langzeiterfolg des koronararteriellen Bypass beeintrachtigen (Sellke et al.
1996).

Um das Komplikationsrisiko wéahrend kardiochirurgischer Eingriffe besser
abschatzen zu konnen und auch den peri- sowie postoperativen Verlauf
genauer zu kontrollieren, wurden die Forschungen auf dem Gebiet der
Herzchirurgie in den letzten Jahren intensiviert. So gelang es bereits mehrere
genetische Polymorphismen zu detektieren, die eine Auswirkung auf die
Morbiditat und Mortalitdt herzchirurgischer Patienten zeigen (Ozolina et al.
2012, Tatarunas et al. 2012).

In Hinblick auf die Entwicklung von akutem Lungenversagen (Wang JF et al.
2010), akutem Nierenversagen (Isbir et al. 2007), postoperativen Infektionen
(Nakazawa et al. 2012) sowie postoperativen Myokardinfarkten (Podgoreanu et
al. 2006) und erhdhten postoperativen Mortalitéatsraten (Nakada et al. 2011)
konnten die klinischen Einflisse von Genpolymorphismen schon untersucht und
bestatigt werden. Somit kdnnen einige Genpolymorphismen als potentielle
pradiktive Faktoren fir das Auftreten von postoperativen Risiken nach

chirurgischen Eingriffen angesehen werden.

Auch die Genvarianten der eNOS schienen fur Genassoziationsstudien in der
Herzchirurgie vielversprechend zu sein, da eNOS intensiv mit dem Endothel
interagiert und das Herz-Kreislauf-System reguliert. In einer Studie von Popov
et al. wurde erstmals die klinische Relevanz des eNOS-Polymorphismus in
Bezug auf die postoperative Mortalitat kardiochirurgischer Patienten untersucht.
Es wurde angenommen, dass genetische Variationen der eNOS, aufgrund ihrer
erhbhten Assoziation mit kardiovaskuldren Erkrankungen zu ho6heren
Mortalitatsraten fuhren kdnnten. Allerdings wurde in dieser Studie speziell der
eNOS-T-786-C-Polymorphismus und nicht der eNOS-G-894-T-Polymorphismus
betrachtet. Die Ergebnisse zeigten eine signifikant erhdhte postoperative
Mortalitatsrate innerhalb der Gruppe der homozygote CC-Alleltrager des eNOS-
T-786-C-Polymorphismus. Demnach koénnten diese Alleltrdger als eine
Hochrisikogruppe innerhalb einer heterogenen Population von Individuen
angesehen werden. Dies wirde nicht nur der genetischen Risikoabschatzung
dienen, sondern auch die Prognosen und Komplikationen einzelner Patienten

mafigeblich bestimmen (Popov et al. 2010 a).

48


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tatar%C5%ABnas%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23167228

4 Diskussion

Demnach schien es ebenfalls sinnvoll, den eNOS-G-894-T-Polymorphismus in
Bezug auf kardiochirurgische Interventionen naher zu betrachten, da auch hier
Verdnderungen der Mortalitatsraten, insbesondere bei homozygoten
T-Alleltragern, erwartet wurden. Es konnte bereits festgestellt werden, dass TT-
Alleltrager dieser Genvariante vermehrt auf vasokonstriktive Stimulation
wahrend herzchirurgischer Eingriffe ansprechen. Das verénderte vaskulére
Antwortverhalten basiert moglicherweise auf der verminderten NO-Synthese
dieser Patienten (Philip et al. 1999).

Daher wurde erwartet, dass sich der eNOS-G-894-T-Polymorphismus ebenfalls
auf die peri- und postoperative Hamodynamik herzchirurgischer Eingriffe mit
kardiopulmonalem Bypass auswirkt. Dieser Fragestellung widmeten sich
Liakopoulos et al. im Jahre 2006. Allerdings widerlegten die Ergebnisse dieser
Studie die angenommene Hypothese. Kontrar wurde kein Einfluss des eNOS-
G-894-T-Polymorphismus auf die perioperative Hamodynamik kardio-
chirurgischer  Patienten nachgewiesen. Auch in Hinblick auf die
pharmakologisch inotrope und vasopressorische Unterstiitzung wéahrend der
Eingriffe lieBen sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen
(GG, GT, TT) detektieren (Liakopoulos et al. 2006). Da die Studienpopulation
mit n=105 allerdings relativ gering war und nur elektive Patienten fir
ACVB-Operationen ausgewahlt wurden, sollte man diese Ergebnisse kritisch
hinterfragen.

In Folge untersuchte Gesine Janssen in ihrer Dissertationsarbeit den Einfluss
des eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf das Auftreten und den Schweregrad
eines Lungenversagens sowie auf die postoperative Mortalitatsrate
kardiochirurgischer Patienten. Es wurden 500 Patienten in diese Studie
eingeschlossen, wobei die kardiochirurgischen Interventionen sowohl elektive,
dringliche als auch Notfalloperationen umfassten. Nach elektiven Eingriffen
wurde eine signifikant erhohte Mortalitdt (30%) innerhalb der Gruppe der
homozygoten TT-Alleltrdger beobachtet. Basierend auf diesen Ergebnissen
konnte somit bestétigt werden, dass der eNOS-G-894-T-Polymorphismus die
Mortalitéatsrate nach kardiochirurgischen Interventionen zu beeinflussen vermag
und das vor allem das T-Allel als Risikofaktor in Bezug auf eine erhthte

postoperative Mortalitat anzusehen ist (Janssen 2009).
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Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde im Rahmen der vorliegenden Studie
der Einfluss der eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf die 5-Jahres-Mortalitét
und -Morbiditat kardiochirurgischer Patienten untersucht. Derzeit sind kaum
Genassoziationsstudien im Bereich der koronaren Revaskularisationstherapie
publiziert, die Langzeitiiberlebensraten von kardiochirurgischen Patienten naher
untersuchen. Dies mag einerseits daran liegen, dass die Patientenrekrutierung
in  kardiochirurgischen Fachern relativ gering ist, andererseits sind
Langzeituberlebensstudien von der Durchfiihrung eher schwer zu organisieren
und oftmals gelingt es nicht, die benétigte Fallzahl, die fur ein aussagekraftiges
Follow-up-Ergebnis nétig ware, zu erreichen.

Da der eNOS-G-894-T-Polymorphismus, wie bereits erwahnt die postoperative
Mortalitatsrate kardiochirurgischer Patienten signifikant beeinflusst (Janssen
2009), nahmen wir an, dass sich auch Unterschiede in der 5-Jahres-
Mortalitatsrate zwischen den einzelnen Genotypen aufdecken lassen. Die
intensive Nachverfolgung der 459 kardiochirurgischen Patienten erfolgte mittels
Sendung eines speziell ausgearbeiteten Fragebogens an die Hausarzte,
direkten telefonischen Kontakt zu den Patienten und Anschreiben der
zustandigen Einwohnermeldeamter.

So gelang es bezilglich der Langzeitmortalitéat/ 5-Jahres-Mortalitat ein Follow-
up-Ergebnis von 100% zu erreichen. Allerdings zeigten sich, entgegen der
zuvor angenommenen Hypothese, keine Unterschiede in der 5-Jahres-
Mortalitatsrate der einzelnen Genotypen. Obwohl vor allem das T-Allel des
eNOS-G-894-T-Polymorphismus, bedingt durch eine verminderte NO-Synthese,
als Risikofaktor fur verschiedene Erkrankungen wie Hypertonie (Miyamoto et al.
1998) und Diabetes mellitus (Angeline et al. 2011) angesehen wird, scheint es
basierend auf den Ergebnissen dieser Studie, nicht als ein pradiktiver Faktor fr
eine erhdhte Langzeitmortalitdit nach kardiochirurgischen Interventionen zu
gelten. Allerdings sollte beriicksichtigt werden, dass die Anzahl der
homozygoten TT-Alleltrager in unserem Studienkollektiv sehr gering war (n=39).
In Bezug auf die Langzeitmorbiditat war der Datenrtcklauf unzureichend,
sodass es nicht gelang statistisch signifikante Aussagen zu treffen und einen
Genotyp des Polymorphismus in Zusammenhang mit auftretenden

Erkrankungen zu bringen.
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Damit bestatigen unsere Ergebnisse die Aussagen von Liakopoulos et al., da
auch in dieser Studie kein Einfluss des eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf die
perioperative Hamodynamik und das postoperative Outcome nach
herzchirurgischen Eingriffen festgestellt wurde. Allerdings war die
Studienpopulation in unserem Kollektiv groer als bei Liakopoulos et al.

(n=105), sodass eine hohere statische Power erzielt werden konnte.
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4.1 5-Jahres-Mortalitat

Die Untersuchung der 5-Jahres-Mortalitat war einer der Hauptschwerpunkte
dieser Studie. Dabei ergaben die errechneten Werte keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen. Trotz eines Datenrticklaufes von 100% liel3
sich kein Genotyp des eNOS-Polymorphismus als mdglicher Risikofaktor fir
eine erhOhte Langzeitmortalitat identifizieren. Der eNOS-G-894-T-
Polymorphismus hat somit keinen Einfluss auf die 5-Jahres-Mortalitatsrate
kardiochirurgischer Patienten nach Eingriffen mit CPB.

Insgesamt verstarben innerhalb des Nachbeobachtungszeitraumes nicht mehr
Patienten als erwartet. Die 5-Jahres-Mortalitat/ Gesamtmortalitat, bestehend
aus der peri/postoperativen Mortalitdt von 8,2% (n=41) und aus der Out-of-
Hospital-Mortalitéat von 16,8% (n=84), betrug in dieser Studie 25% (n=125).
Auch andere Langzeitstudien, die ebenfalls kardiochirurgische Patienten nach
Eingriffen mit CPB nachverfolgten, zeigten &ahnliche Ergebnisse. In einer
kurzlich publizierten Studie, die 80 kardiochirurgische Patienten einschloss,
betrug die 5-Jahres-Mortalitdtsrate beispielsweise 26+5% (Levy et al. 2012).
Eine weitere Studie beobachtete 8597 Patienten nach Operationen mit ACVB
hinsichtlich der 1-, 3-, 5- und 7-Jahres-Mortalitdt. Die 7-Jahresmortalitatsrate
wurde mit hier mit 24,2% angegeben (Wu et al. 2012).

Dabei ist berticksichtigen, dass unsere Studie, im Gegensatz zu Levy et al. und
Wu et al. nicht nur elektive Operationen, sondern verschiedenste
kardiochirurgische Interventionen umfasste. Dazu  zahlten etwa
Mitralklappenersatz/ rekonstruktion, Aorteneingriffe, komplexe kombinierte
Verfahren und sowohl dringliche als auch Notfalloperationen. Dartber hinaus
wurden Patienten, die bereits zum Zeitpunkt der Operation reanimationspflichtig
waren nicht aus der Studie ausgeschlossen.

Die Ergebnisse unserer Studie sind demnach mit anderen internationalen
Studien vergleichbar und decken sich mit den allgemeinen Sterblichkeitsraten

von Patienten nach Eingriffen mit CPB.
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4.2 5-Jahres-Morbiditat

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, den Einfluss des eNOS-G-894-T-
Polymorphismus auf die 5-Jahres-Morbiditat von kardiochirurgischen Patienten
zu ermitteln. Bereits vorangegangene Studien zeigten einen Zusammenhang
zwischen dem eNOS-G-894-T-Polymorphismus und auftretenden kardio-
vaskularen Erkrankungen. Die verminderte NO-Synthese, die mit dieser
Genvariante vergesellschaftet ist, kann direkte Auswirkungen an verschiedenen
Organsystemen bedingen. Mit Hilfe des von uns erstellten Fragebogens wurde
versucht diese Morbiditaten aufzudecken und sie in einen Zusammenhang mit
einem Genotyp des eNOS-G-894-T-Polymorphismus zu bringen. Dazu wurden

folgende Organsysteme naher betrachtet: ZNS, Lunge, Niere und Herz.

Im ZNS vermittelt NO, als potentes Antioxidans, nicht nur neuroprotektive
Effekte, sondern ist auch an der Regulierung des cerebralen Blutflusses und an
der Zell-Zel-Kkommunikation beteiligt (Chiueh 1999). Demnach wird
verstandlich, dass verminderte NO-Spiegel zu pathologischen Veranderungen
im ZNS fuhren konnen. In einer kurzlich publizierten Studie konnte der
TT-Genotyp des eNOS-G-894-T-Polymorphismus als Risikofaktor fir einen
ischamischen Schlaganfall identifiziert werden (Xiong et al. 2012).

Auch in Hinblick auf das Organsystem ,Niere® wurden auftretende
Langzeitmorbiditaten in  unserem  Studienkollektiv erwartet. In einer
vorangegangenen Publikation des ,Perioperative Genetics ans Saftey
Outcomes Study (PEGASUS) Investigative Team® konnte gezeigt werden, dass
genetische  Polymorphismen das Risiko der Entwicklung einer
Niereninsuffizienz nach kardiochirurgischen Eingriffen erhdéhen koénnen
(Stafford- Smith et al. 2005). Anschliel3end identifizierten Popov et al. den
eNOS-Polymorphismus als eventuellen Pradispositonsfaktor fur das Entstehen
eines postoperativen Nierenversagens nach kardiochirurgischen Eingriffen mit
CPB (Popov et al. 2009).

Zudem zeigt der eNOS-G-894-T-Polymorphismus ebenfalls in Bezug auf das
Herz-Kreislauf-System verschiedene Auswirkungen. Durch die verminderte
NO-Synthese kann beispielsweise das Auftreten von arteriosklerotischen

GefalRveranderungen beschleunigt werden. Dabei kann vor allem das T-Allel
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mit einer erhohten Pravalenz flr Arteriosklerose, Hypercholesterinamie
(Jeerooburkhan et al. 2001), Diabetes mellitus (Angeline et al. 2011) und
essentieller Hypertonie (Srivastave et al. 2008) in Verbindung gebracht werden.

Nach Auswertung der zuriickgesendeten Fragebdgen konnte allerdings kein
ausreichender Datensatz an Informationen gewonnen werden, da nur 329 der
459 versandten Fragebdgen beantwortet wurden und diese oftmals nicht
vollstandig ausgefullt waren. Der Rucklauf an verwertbaren Daten bezlglich der
Langzeitmorbiditdt war somit unzureichend und folglich gelang es nicht
aussagekraftige Ergebnisse beziglich der 5-Jahres-Morbiditat zu treffen. Es
lieR sich demnach kein Genotyp identifizieren bei dem signifikant gehaufte
Morbiditaten in den zuvor diskutierten Organsystemen ZNS, Lungen, Niere und
Herz auftraten.

Um bestimmte Alleltrager des eNOS-G-894-T-Polymorphismus maéglicherweise
als eine Risikogruppe fur das Auftreten bestimmter Morbiditaten zu
identifizieren, ware eine Nachuntersuchung mit direktem Patientenkontakt an
der UMG von Vorteil gewesen. Auch ein Hausbesuch bei den Patienten wére
ebenfalls denkbar gewesen, da diese Studie allerdings nicht industriell geférdert

wurde, war dies nicht mdglich.
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4.3 Genotypen- und Allelfrequenzverteilung

Diese Studie schliel3t, wie bereits ausfuhrlich in Kapitel 2.2. erlautert, zum
Teil an eine vorangegangene Dissertation mit dem Titel ,Der Einfluss des
eNOS-Polymorphismus 894G/T auf das Auftreten und den Schweregrad eines
Lungenversagens® (Janssen 2009) an. Allerdings zeigte sich bei gleicher
Anzahl der untersuchten Patienten (n=500) eine unterschiedliche Genotypen-
und Allelfrequenzverteilung des eNOS-G-894-T-Polymorphismus zwischen dem
Patientenkollektiv von Frau Janssen und dem der hier vorgelegten Arbeit. Dies

kann durch zwei Punkte plausibel erklart werden:

*Die Patientenkollektive wichen voneinander ab.

Initial wurden insgesamt 525 Patienten zur Untersuchung der Bedeutung
verschiedener Polymorphismen fir das Auftreten und den Schweregrad eines
Lungenversagens von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Hinz/ PD Dr. Popov in die
Studie eingeschlossen und deren Daten im Datenbanksystem gespeichert, wie
bereits in Kapitel 2.1 erwahnt. Als Risikopatienten fur die Entwicklung eines
Lungenversagens galten Patienten mit Herzoperationen unter Anschluss eine
HLM (n=500) und Patienten mit Langzeitbeatmung (n=25). Um Aussagen zum
Einfluss der Polymorphismen auf die Morbiditat und die Mortalitat treffen zu
kénnen, wurde gemald einer durchgefihrten Poweranalyse eine Fallzahl von
500 Patienten empfohlen. Frau Janssen untersuchte in Ihrer Dissertationsarbeit
den Einfluss eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf das Auftreten und den
Schweregrad eines Lungenversagens und schloss 25 Patienten mit
Langzeitbeatmung sowie 475 Patienten mit Operationen unter Hilfe einer HLM
in das Patientenkollektiv ein. Dahingegen befasste sich diese Studie mit dem
Einfluss des eNOS-G-894-T-Polymorphismus auf die 5-Jahres-Mortalitat und -
Morbiditat kardiochirurgischer Patienten. Das Patientenkollektiv dieser hier
vorgelegten Studie umfasste 500 Patienten mit Operationen unter Hilfe einer
HLM (davon 475 Patienten identisch zu Frau Janssen).

Demnach wurde jeweils auf unterschiedliche Patienten der obengenannten
Datenbank zurlckgegriffen. Das fuhrte zu Unterschieden in der

Genomverteilung.
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 Die Diskrepanz der Genomverteilung erklart sich zusatzlich durch

unterschiedliche Genotypisierungsverfahren.

Die initiale Genotypiserung mittels PCR und anschlielRender Gelelektrophorese
erfolgte Rahmen der initalen Studie (Janssen 2009) durch die beteiligten
Doktoranden, unter Hilfe und Anleitung einer technischen Assistentin (TA) aus
der THG. Da dieses Genotypisierungsverfahren allerdings 2009 nicht mehr als
,otate of the Art" angesehen wurde, erfolgte am 10.11.2009 eine
Nachtypisierung mittels TagMan-SNP-Genotypisierung durch das Institut fur
klinische Pharmakologie (PD Dr.med. Tzvetkov), wie bereits in Kapitel 2.5
beschrieben. Daraus ergab sich insgesamt eine Anderung in der
Genomverteilung des eNOS-G-894-T-Polymorphismus von 5% im Gegensatz
zu den initialen Ergebnissen. Es erfolgten unsererseits diverse
Plausibilitatskontrollen, die harte Hinweise fur die Korrektheit der Ergebnisse
lieferten. Zum einen zeigten die Ergebnisse der TagMan-SNP-Genotypisierung
eine Ubereinstimmung mit der Minor-Allel-Frequenz der db-SAP-Datenbank
und zum anderen eine Ubereinstimmung mit dem Hardy-Weinberg-Equilibrium
(p=0,86). Zusatzlich erfolgte bei 9,4% der Proben eine doppelte
Genotypisierung. Diese Gegenprobe zeigte eine komplette Ubereinstimmung
der Ergebnisse. Somit kann die Plausibilitat und Korrektheit der ermittelten
Genotypen- und  Allelfrequenzverteilung durch das Tagman-SNP-

Genotypisierungsverfahren bestatigt werden.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Unterschiede in der Genotypen- und
Allelfrequenzverteilung zwischen dem Patientenkollektiv von Frau Janssen und
dem der hier untersuchten Studie aufgezeigt. Aufgrund unterschiedlicher
Patientenkollektive und unterschiedlicher Genotypisierungsverfahren ergab sich
ein Anderung in der Anzahl der homozygten TT-Alleltrager, zusétzlich zeigten

Anderungen in Hinblick auf den GG- und den GT-Genotyp des eNOS-G-894-T-

Polymorphismus.
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Tabelle 7: Patientenkollektiv und Genotypenverteilung Janssen/ Lipke

Frau Janssen

Frau Lipke

Patientenkollektiv (n=500)

« 25 Patienten mit Langzeitbeatmung
* 475 Patienten mit HLM

Genotypen- und Allelfrequenzverteilung

Patientenkollektiv (n=500)

» 500 Patienten mit HLM
(475 identisch zu Fr. Janssen)

Genotypen- und Allelfrequenzverteilung

* PCR-Genotypisierung
* GG=260

* GT=226

*TT=14

* G-Allel= 746

» T-Allel= 254

» TagMan-SNP-Genotypisierung
*+ GG=251

* GT=210

* TT=39

* G-Allel= 712

* T-Allel= 288

HLM: Herz-Lungen-Maschine; PCR: Polymerasekettenreaktion.

4.4 Einschrankungen der Studie

Die durchgefuhrte Studie unterlag insgesamt einigen Einschrankungen. Das
Studienkollektiv war mit 500 Patienten relativ limitiert gewéhlt. Zwar ergab die
zuvor durchgefuhrte Poweranalyse des Instituts fir Medizinische Statistik der
UMG, dass eine Anzahl von 500 Patienten gentgen wirde, um Unterschiede
hinsichtlich 5-Jahres-Mortalitat und -Morbiditat zwischen den einzelnen
Genotypen aufzudecken, dennoch zeigten unsere Daten diesbeziglich keine
signifikanten Ergebnisse.

Die Genotypenverteilung des eNOS-G-894-T-Polymorphismus entsprach bei
unserem Studienkollektiv dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Mit Hilfe des
Hardy-Weinberg-Equilibrium werden relative Haufigkeiten dominanter oder
rezessiver Gene in der Population berechnet. Diese bleiben unter der
Voraussetzung der Panmixie und Abwesenheit von Mutationen oder
Selektionen stets konstant. Da unser Patientenkollektiv allerdings vorwiegend
aus alteren Menschen bestand, die kardiale Vorerkrankungen auswiesen und
daher kardiochirurgische Interventionen benétigten, kann demzufolge von einer
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gewissen Vorselektion gesprochen werden. Zudem setzte sich das
Studienkollektiv zum Grofiteil aus Kaukasiern zusammen, die meist aus dem
Raum Sud und -Mittelniedersachsen stammten. Dies spiegelt jedoch nur eine
geringe Anzahl aller Patienten, die sich Herzoperationen mit CPB unterziehen,
wider.

Ebenso war die Anzahl der homozygoten TT-Alleltrager mit n=39
verhaltnismalfig gering. Da jedoch gerade das T-Allel mit der Entstehung von
kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert ist, wurde genau in der Gruppe der
homozygoten TT-Alleltrager eine erhdhte Langzeitmortalitat erwartet. Daher
ware es empfehlenswert, die Studie noch einmal mit einer grol3eren Anzahl an
homozygoten TT-Alleltrdgern durchzufihren, um somit reprasentativere
Ergebnisse zu erhalten und diese dann gegebenenfalls mit unseren Daten zu
vergleichen. Daraus konnten sich eventuelle Unterschiede oder
Gemeinsamkeiten ableiten lassen.

Eine zusatzliche Einschrankung dieser Studie war die Datengewinnung mittels
der speziell ausgearbeiteten Fragebdgen. Durch diese Methode konnten nicht
ausreichend Informationen bezlglich der Langzeitmorbiditdt und der
Todesursache gewonnen werden. Da die Studie dartber hinaus nicht durch
wirtschaftliche Mittel gefordert wurde, fehlte wohl oftmals auch der finanzielle
Anreiz fur die niedergelassenen Kollegen zur vollstandigen Beantwortung der
Fragebdgen. Beispielsweise gab es kaum einen Rucklauf an Daten hinsichtlich
der von uns erfragten Blutwerte oder von speziellen Werten der
Echokardiographie. Insgesamt wurden die Fragebdgen meist nicht vollstandig
genug beantwortet, sodass es nicht gelang, bestimmte Morbiditaten in
Zusammenhang mit einem Genotyp des eNOS-G-894-T-Polymorphismus zu

bringen.
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5 Zusammenfassung

Im  menschlichen Organismus ist das  Stickstoffmonoxid-System
entscheidend an der Regulation des kardiovaskularen Gleichgewichts beteiligt.
Die endotheliale NO-Synthase katalysiert dabei als Schlisselenzym die
Umsetzung des vasoprotektiven Signalmolekils NO aus L-Arginin. NO wirkt
seinerseits als Vermittler der endothelabhangigen Vasorelaxation, reguliert die
Mikrozirkulation verschiedener Organe und wirkt der Thrombenbildung
entgegen. Es wurde bereits nachgewiesen, dass Veranderungen der
NO-Konzentration an der Pathogenese verschiedener Herz-Kreislauf-
Erkrankungen wie Arteriosklerose, Hypertonie, KHK oder Diabetes mellitus
beteiligt sind.

Auch genetische Variationen des eNOS-Gens, sogenannte Polymorphismen,
kénnen die NO-Biosynthese beeinflussen. Der in dieser Arbeit untersuchte
eNOS-G-894-T-Polymorphismus ist mit einer geringeren eNOS-Enzymaktivitat
und folglich verminderten basalen NO-Konzentrationen vergesellschaftet.
Bereits in vorangegangenen Studien konnten Polymorphismen des eNOS-Gens
als Pradispositionsfaktoren in Hinblick auf auftretende perioperative
Komplikationen bei kardiochirurgischen Eingriffen identifiziert werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des eNOS-G-894-T-
Polymorphismus auf die 5-Jahres-Mortalitat und -Morbiditat kardiochirurgischer
Patienten untersuchen. In das Studienkollektiv wurden 500 Patienten
einbezogen, die unter Anschluss an eine HLM an der UMG operiert wurden.
Der eNOS-G-894-T-Polymorphismus wurde laboranalytisch mittels TagMan-
SNP-Genotypisierung bestimmt und die Patienten folglich anhand ihres
Genotyps in drei Gruppen aufgeteilt (GG-, GT- und TT-Alleltrager). Um Daten
bezlglich der 5-Jahres-Mortalitat und -Morbiditdt zu erhalten, wurde ein
Fragebogen an die Hausarzte der Patienten gesendet. Falls dadurch kein
Informationsricklauf gelang, nahmen wir telefonisch Kontakt zu den Patienten
auf oder wendeten uns an die zustandigen Einwohnermeldeamter. Dadurch

gelang es ein Follow-up-Status von den Studienteilnehmern zu erheben.
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In Hinblick auf die 5-Jahres-Morbiditat war es nicht mdglich klinisch relevante
Aussagen zu treffen, da der Informationsriucklauf auf diesem Gebiet
unzureichend war.

Demgegenuber konnten klare Aussagen bezlglich des héartesten klinischen
Parameters, der 5-Jahres-Mortalitat getroffen werden. Das Follow-up-Ergebnis
hinsichtlich der Mortalitat betrug 100%. Bei einer Gesamtmortalitatsrate von
25% (n=125) lieBen sich allerdings keine Unterschiede, bezogen auf die
Sterblichkeit zwischen den drei Gruppen feststellen. Folglich konnte kein
Genotyp des eNOS-G-894-T-Polymorphismus identifiziert werden, der die 5-
Jahres-Mortalitatsrate kardiochirurgischer Patienten nach Eingriffen mit CPB
signifikant beeinflusst.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der eNOS-G-894-T-
Polymorphismus nicht zur Abschatzung individueller Uberlebensraten nach
kardiochirurgischen  Eingriffen  geeignet ist und letztlich  keinen
Screeningparameter hinsichtlich der Langzeitmortalitat darstellt.

Da die Pathogenese und die Folgen von kardiovaskularen Erkrankungen
allerdings ein bevolkerungspolitisches Problem darstellen, sollte dieses
komplexe und wichtige Thema der Genassoziationsstudien im Bereich der
Herzchirurgie weiter intensiviert werden, um mogliche Praventionsmaflinahmen
sowie neue Therapieansatze fur kardiochirurgische Patienten entwickeln zu

kénnen.
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