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Referat

Immer noch leiden ca. ein Drittel aller Patienten unter PONV (Ubelkeit und Erbrechen
nach Narkosen). Von den Betroffenen wird PONV haufig als noch belastender
empfunden als die postoperativen Schmerzen. Es kann zu schweren postoperativen
Komplikationen fuhren, und damit verbunden ergeben sich nicht unerhebliche Kosten
fur das Gesundheitssystem.

Zur medikamentésen PONV-Prophylaxe stehen zahlreiche Substanzen ganz
unterschiedlicher Medikamentengruppen zur Verfigung, eine davon sind die 5-HT3-
Rezeptor-Antagonisten. Ziel dieser Arbeit war es, nach Unterschieden im Auftreten
von Varianten im Gen fir den Serotoninrezeptor Subtyp A bei PONV- und
Kontrollgruppenpatienten zu suchen, um so Rickschlisse auf mogliche genetische
Dispositionen ziehen zu kénnen und effektivere therapeutische Angriffsméglichkeiten
(5-HT3-Rezeptorantagonisten) zu finden.

In diese Studie wurden 189 Patienten, davon 95 in der POV-Gruppe und 94 in der
Kontrollgruppe, eingeschlossen. Von allen in die Studie eingeschlossenen Patienten
wurde das vermeintliche Risiko PONV zu entwickeln nach dem Risikoscore von Apfel
bewertet.

Bei allen PONV-Patienten wurde das gesamte 5-HT3;a-Gen (kodierende Sequenz,
Promotorregion, angrenzende Exon- und Intron Bereiche) mittels PCR amplifiziert
und anschlieBend durch direkte Sequenzierung analysiert. In der Kontrollgruppe
erfolgte mittels dHPLC oder durch Sequenzierung eine Uberprifung der gefundenen
genetischen Varianten. Mit Hilfe einer logistischen Regression erfolgte dann eine

Prufung auf signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen.
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1.1 Fragestellung

Vor dem Hintergrund einer moglichen genetischen Disposition sowie effektiver
therapeutischer Angriffsmoéglichkeiten (5-HT3-Rezeptorantagonisten) sollte nach
Unterschieden im Auftreten von Varianten im Gen flir den Serotoninrezeptor Subtyp
A bei PONV- und Kontrollgruppenpatienten gefahndet werden.

Hierzu wurde bei PONV-Patienten die gesamte kodierende Sequenz, die
Promotorregion sowie die angrenzenden Exon- und Intron- Bereiche des Gens
mittels PCR amplifiziert und anschlieRend durch direkte Sequenzierung analysiert.
Die nachweisbaren genetischen Varianten wurden in der Kontrollgruppe tber die
denaturierende HPLC (Denaturating high performance liquid chromatography) oder
mittels Sequenzierung gepruft. Die Prufung auf signifikante Unterschiede zwischen

beiden Gruppen erfolgte tUber eine logistische Regression.

1.2 Postoperative Nausea and Vomiting

Trotz moderner Verfahren der Allgemeinanasthesie, die eine gute Vertraglichkeit far
den Patienten gewahrleisten konnen, steht das Auftreten von postoperativer(m)
Ubelkeit und Erbrechen (PONV) immer noch an vorderer Stelle bei den

unerwinschten Nebenwirkungen.

1.2.1 Definition

Definiert ist Ubelkeit als ein unangenehmes, nicht schmerzhaftes Ereignis, das
zumeist auf den Pharynx oder den oberen Gastrointestinaltrakt projiziert wird.
Ubelkeit kann nur wenige Sekunden anhalten, sich Gber Stunden hinziehen oder, im
Fall von schwerer Ubelkeit, mit Erbrechen einhergehen (Apfel et al., 2004; Andrews
1992).

Erbrechen ist ein komplexer Vorgang, bei dem nach Verschluss des Pylorus und
einer Relaxation von Fundus und Kardia Mageninhalt durch Kontraktionen der
Bauch- und Zwerchfellmuskulatur entleert wird. Das Zwerchfell wird dabei in
Inspirationsstellung fixiert und die Bauchmuskulatur zur Kontraktion stimuliert. Da

sich gleichzeitig das Duodenum kontrahiert und die Osophagussphinkter erschlaffen,
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wird durch den hohen Druck auf den Magen dessen Inhalt via Osophagus nach oral
gepresst (Andrews 1992; Hildebrandt 1998; Silbernagel 2001).

Ubelkeit, Wiirgen und Erbrechen dienen dem Schutz vor endogenen oder exogenen
Schadstoffen oder sollen zur Beendigung emetogener Bedingungen beitragen. Sie
entsprechen somit physiologischen Reaktionen des Kérpers. Durch den emetischen
Reflex kommt es zur Expulsion von Mageninhalt, und gleichzeitig wird die weitere
Nahrungsaufnahme verhindert. Ubelkeit und Erbrechen sind Warnsymptome von
korperlichen Stérungen oder Erkrankungen und treten in den verschiedensten
klinischen Situationen auf (Kochs et al., 2001).

Das Brechzentrum liegt in der Medulla oblongata im Bereich der Formatio reticularis
und wird Uber afferente Fasern aktiviert. Diese Afferenzen stammen aus der
Chemorezeptortriggerzone (v.a. dopaminerg), aus dem Vestibularorgan (v.a.
histaminerg) und vom Nervus vagus (v.a. serotoninerg). Schlie3lich werden
sympathovagale und motorische Kerngebiete erregt, und es treten vegetative
Reaktionen wie Kaltschweil3igkeit, periorale Blasse und Erbrechen auf (Apfel et al.,
2004).

PONV (Postoperative nausea and vomiting) bezeichnet Ubelkeit und/oder Erbrechen
nach einer Anasthesie. Das Maximum von Ubelkeit und/oder Erbrechen liegt
gewobhnlich in den ersten zwei Stunden nach einer Operation. Generell ist diese
Komplikation aber bis 24 Stunden postoperativ moglich (Larsen 2002; Wurglics et al.,
2007).

Ein im Anschluss an eine Narkose auftretendes Erbrechen wird von den betroffenen
Patienten belastender als der postoperative Schmerz beschrieben. Des Weiteren
erhoht es die Gefahr von Aspiration und kann zu Komplikationen wie Nahtdehiszenz,
Osophagusruptur, subcutanem Emphysem und bilateralem Pneumothorax fiihren
(Apfel et al., 2004).

10
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Chemorezeptortriggerzone Nervus vagus Vestibularorgan
(dopaminerg) (serotinerg) (histaminerg)

Abbildung 1: Darstellung der Pathophysiologie vorPONV: Afferenzen aktivieren das Brechzentrum in derMedulla
oblongata, es kommt zu vegetativen Reaktionen wiebéglkeit und Erbrechen

1.2.2 Inzidenzen und Risikofaktoren fir die Entwick  lung von PONV

1.2.2.1 Inzidenzen

Auch heute noch liegt die Inzidenz von PONV im Bereich von 25-30%. Daflr werden
zahlreiche Risikofaktoren verantwortlich gemacht. Im Folgenden werden die
Risikofaktoren nicht nach pathophysiologischer Plausibilitdt, sondern gemal} der
Datenlage und ihrer klinischen Relevanz dargestellt (Apfel et al., 2004).

Tabelle 1: Risikofaktoren fir PONV, klassifiziert nach der Evidenz und klinischer Bedeutung (I = moderatll =
stark, Il = sehr stark) (Bellville et al., 1960)

Gesichert und klinisch besonders bedeutsam

11l weibliches Geschlecht

Il Nichtraucherstatus

Il Anamnese von PONV oder

Reisekrankheit

Il Allgemeinanésthesie

Il volatile Anasthetika

Il Narkosedauer

Il postoperative Opioide

Gesichert, aber klinisch weniger bedeutsam

junges Alter und ASA Status 1

oder 2

11
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Lachgas

Neostigmin, Pyridostigmin

Kontroverse Datenlage

Chirurgischer Eingriff

Erfahrung des Anasthesisten

RoutinemaRige Magensonde

Unzureichende Daten

Schmerzen

Bewegungen

Widerlegt

Adipositas (Body mass index)

Menstruationszyklus

Angst und Personlichkeit

1.2.2.2 Patientenspezifische Risikofaktoren

1.2.2.2.1 Geschlecht

Altere und neuere Studien zeigen, dass Frauen ein zwei- bis dreifach héheres Risiko
fur Ubelkeit und/oder Erbrechen nach Narkosen haben (Apfel et al., 2004; Apfel et
al., 2000; Bellville et al., 1960). Allerdings wird dieses Risiko erst mit dem Eintreten
der Geschlechtsreife deutlich, so dass spezifische hormonelle Ursachen in Betracht

gezogen werden kénnen (Apfel et al., 2000; Bellville 1961; Palazzo et al., 1984).

1.2.2.2.2 Nichtraucherstatus

Nichtraucher leiden ca. zweimal haufiger unter Ubelkeit und Erbrechen nach
Narkosen als Raucher. Dies konnte u. a. Cohen et al. in einer grof3en
epidemiologischen Multicenterstudie mit ca. 16000 Patienten zeigen (Apfel et al.,
2004; Apfel et al., 2000; Apfel et al., 1998; Cohen et al., 1994). Noch gibt es keine
einheitliche Erklarung fur die pathophysiologischen Mechanismen der protektiven
Wirkung des Nikotins. Zum einen kénnte die Beeinflussung des dopaminergen
Systems eine Rolle spielen: Im GABA-ergen-System hemmt Nikotin die

Dopaminfreisetzung, folglich steigt die synaptische Dopaminkonzentration, und dies

12
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fuhrt schlieBlich zur Downregulierung der Dopaminrezeptoren am synaptischen
Spalt. Kommt es also bei chronischen Rauchern im Verlauf einer
Narkosevorbereitung und einer Narkose zu einem Nikotinentzug, so ware eine
niedrigere Inzidenz von PONV durch einen relativen Dopaminmangel erklarbar (Apfel
et al., 2004; Apfel et al., 2000; Serhan et al., 1995). Sweeney kommt in seiner Studie
zu dem Ergebnis, dass die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe des
Zigarettenrauchs tber Beeinflussung der Cytochromoxidaseenzyme den Abbau von
Medikamenten in der Leber verandern. Auch dies kdnnte mdglicherweise einen

Einfluss auf postoperative Ubelkeit und/oder Erbrechen haben (Sweeney, 2002).

1.2.2.2.3 PONV-Anamnese oder Reisekrankheit

Patienten, die nach friilheren Operationen Ubelkeit und Erbrechen entwickelten,
haben ein generell zwei- bis dreifach h6heres Risiko fur PONV. Dies gilt auch fur
Personen, die in ihrer Anamnese eine Reisekrankheit angeben (Apfel et al., 2000;
Apfel et al., 1998). Von einigen Autoren wird dieser Zusammenhang auf psychische
Faktoren zurtickgefiihrt und als Beleg fir psychische Einflisse im Sinne einer
Konditionierung interpretiert (Apfel et al., 2000; Bardenheuer et al., 1997). Allerdings
ist es wahrscheinlicher, von einer individuell unterschiedlich ausgepragten
Empfindlichkeit des Brechreflexes auszugehen (Palazzo et al., 1984; Palazzo et al.,
1993). Mdglich ist auch die generelle Disposition zu Ubelkeit und Erbrechen, diese
scheint sich in einer Zwillingsstudie zu bestatigen (Andrews, 1992; Reavley et al.,
1999).

Auf der anderen Seite wird davon ausgegangen, dass bestimmte Personen eine
gewisse Disposition zu Ubelkeit und Erbrechen besitzen. Dieser Ansatz basiert u. a.

auf Zwillingsstudien und war auch Grundlage der vorliegenden Arbeit.

1.2.2.2.4 Alter

Als gesicherter Risikofaktor fir postoperative Ubelkeit und/oder Erbrechen gilt auch
das Alter. Allerdings ist es sinnvoll, zwischen Erwachsenen und Kindern zu
unterscheiden. Mit ca. 5% erbrechen Sauglinge relativ selten und haben damit die
niedrigste PONV-Wahrscheinlichkeit. Schulkinder und Jugendliche im Alter von 6-16
Jahren haben mit 34-51% die hochste PONV-Wahrscheinlichkeit. Im

13
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Erwachsenenalter bleibt die Haufigkeit konstant bei ca. 14-40%, sinkt aber ab der 7.
Lebensdekade wieder ab (Apfel et al., 2004; Apfel et al., 2000; Cohen et al., 1990).

1.2.2.2.5 Body Mass Index

Obwohl im Jahre 1960 in einer Studie von Bellville et al. ein Zusammenhang
zwischen Adipositas und Ubelkeit und Erbrechen beschrieben wurde, gilt dieser
Zusammenhang heute als widerlegt. Damals vermutete man, dass sich die
Anasthetika im Fettgewebe festsetzen und Uber eine langsame Wiederabgabe
PONV induzieren kénnen (Bellville et al., 1960). Inzwischen wurde in verschiedenen
Studien gezeigt, dass der BMI eindeutig keinen Einfluss auf Ubelkeit und Erbrechen
nach Narkosen hat (Cohen et al., 1994).

1.2.2.2.6 Menstruationszyklus

In verschiedenen Studien wurde wiederholt ein Zusammenhang mit den
verschiedenen Zyklusphasen und Ubelkeit und Erbrechen beschrieben. So zeigte
zum Beispiel eine retrospektive Analyse von Beattie et al. eine erhdhte Inzidenz von
Ubelkeit und Erbrechen wahrend der Menstruationsphase (Beattie et al., 1991).
Honkavaara et al. und Bellville et al. konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dass
die Inzidenz von Ubelkeit und Erbrechen vor allem in der Lutealphase (Tag 20-24)
erhoht ist (Bellville 1961; Honkavaara et al., 1991). Allerdings konnte letztlich fast
jeder Zyklusphase ein statistisch signifikant erhohtes Risiko fiir Ubelkeit und
Erbrechen nach Narkosen zugeordnet werden. Mittlerweile wird davon ausgegangen,
dass die spezifischen Zyklusphasen nicht mit einer veranderten PONV-Inzidenz
assoziiert sind, sondern dass allgemein das Geschlecht das Risiko beeinflusst
(Goepfert et al., 1997; Goepfert et al., 1998; Gratz et al., 1996).

1.2.2.3 Andsthesiologische Risikofaktoren

1.2.2.3.1 Andisthesieverfahren

Fur Allgemeinanasthesien ist ein hoheres PONV Risiko beschrieben als fur
Regionalanasthesien, wobei hier wiederum die epidurale Anasthesie ein etwas

14
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geringeres Risiko fur PONV aufweist als die Spinalanasthesie (Palazzo et al., 1984;
Borgeat et al., 2003; Clark 1984; Koller et al., 1994; Rabey et al., 1992; Watcha
2000). Je nach Untersuchung schwanken die Inzidenzen zwischen 11 und 21%
(Bonica et al., 1958; Dent et al., 1955).

Die Allgemeinanasthesie geht mit einem doppelt so hohen PONV-Risiko einher wie
eine Regionalanadsthesie (Cohen et al., 1994; Larrson et al., 1995; Quinn et al.,
1994). Nach Inhalationsanésthesien traten bei 23,5% der Patienten Ubelkeit und bei
13,5% Erbrechen auf, die Inzidenzen nach Propofolanésthesie betrugen hingegen
nur 8,2% bzw. 4,2%. Dies zeigte eine Metaanalyse von Sneyd et al. (Send et al.,
1998). Somit lag das relative Risiko im Vergleich zu Propofolandsthesien zwischen
2,9 und 3,2. Auch Lachgas ist ein nachgewiesener Risikofaktor flir PONV,
wenngleich das relative Risiko mit ca. 1,3 im Vergleich zu anderen Risikofaktoren
eher gering ist. Lachgas l6st als Monosubstanz unter hyperbaren Bedingungen
regelmaRig Ubelkeit und Erbrechen aus, die pathophysiologische Mechanismen sind

allerdings bisher nicht geklart (Hornbein et al., 1982; Russell et al., 1990).

1.2.2.3.2 Postoperative Opioidgabe

Postoperativ zugefiihrte Opioide scheinen das Risiko fiir Ubelkeit und Erbrechen
nach Narkosen zu verdoppeln (Apfel et al., 1999). Fur die emetogene Wirkung der
Opioide sind wahrscheinlich die Reizung des Vestibularapparates, die intestinale
Motilitatshemmung und/oder auch die Serotoninfreisetzung verantwortlich. Eine
direkte Wirkung auf die Chemorezeptortriggerzone wird in neueren Studien immer

weniger als Ursache der emetogenen Wirkung vermutet (Apfel et al., 2000).

1.2.2.3.3 Postoperative Bewegungsreize

Das vestibulare System wird durch Bewegung des Kopfes, Umlagerung und
Transport gereizt. Daher werden diese postoperativen Bewegungsreize haufig als
auslosende Faktoren fur Ubelkeit und Erbrechen nach Narkosen erwahnt (Andrews,
1992; Palazzo et al.,, 1984; Unkel et al.,, 1998). Unterstltzt werden diese
Vermutungen durch Beobachtungen, nach denen 66% der Patienten, die im
Aufwachraum asymptomatisch waren und dann auf der Station erstmalig Ubelkeit

und Erbrechen entwickelten, den Transport als Ausléser angaben (Muir et al., 1987).
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1.2.2.3.4 Erfahrungen des Andisthesisten

Einen Zusammenhang zwischen der Erfahrung des Anasthesisten und der Inzidenz
von postoperativer Ubelkeit und Erbrechen konnten Cohen et al. und Kretz
nachweisen (Cohen et al., 1994; Kretz, 1997).

Bei Assistenzarzten betrug die Inzidenz von PONV 17,5%, bei Fachéarzten nur
10,6%. Zurtickgefiihrt wird dies auf eine schlechtere Maskenbeatmung und die damit
verbundene erhohte Luftinsufflation in den Gastrointestinaltrakt, die dann Uber
Dehnungsrezeptoren emetisch wirken kénnen (Hovorka et al., 1990; Kenny, 1994;
Palazzo et al., 1984; Ramsay et al., 1994; Watcha, 2000).

1.2.2.4 Operative Risikofaktoren

1.2.2.4.1 Operationsdauer

Umstritten ist der Einfluss der Operationsdauer auf das Auftreten von PONV. In
einigen Studien wird ein Einfluss beschrieben (Cohen et al., 1994; Koivuranta et al.,
1997; Larrson et al., 1995), andere fanden keinen signifikanten Einfluss auf das
Auftreten von PONV (Palazzo et al., 1993; Koller et al., 1994; Ramsay et al., 1994;
Cohen et al., 1990). Als Ursache fir PONV bei langerer Operationsdauer vermuteten
z. B. Elhakim et al. den starkeren Flissigkeitsverlust (Elhakim et al., 1998). Auch
Biedler beschreibt, dass eine ausreichende Infusionsmenge vor Beginn der
Narkoseeinleitung zu einer besseren hamodynamischen Stabilitat fahrt. For
Patienten, die 20 ml/kg Infusionslésung préoperativ erhalten hatten, wurde somit eine
niedrigere PONV-Rate erreicht als nach Infusion von nur 2ml/kg (Biedler et al.,
1998).

1.2.2.4.2 Operationstechnik und Fachabteilung

Letztendlich kann festgestellt werden, dass jede Fachabteilung eine bestimmte Art
von Operationen aufweist, die eine besonders hohe Inzidenz an postoperativer
Ubelkeit und Erbrechen mit sich bringt. In der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde ist dies
die Tonsillektomie, erklart durch das Verschlucken von Blut (Kermode et al., 1995;
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Kontiniemi et al., 1997). Ein weiteres Beispiel ist die Strabismusoperation in der
Augenheilkunde, hier am ehesten durch einen occulo-emetischen Reflex bedingt
(Abramowitz et al., 1983; Broadman et al., 1990; Klockgether-Radke et al., 1992).

1.2.2.4.3 Magensonde

Kontrovers ist auch die Datenlage bezlglich des Einflusses der intraoperativ
gelegten Magensonde. Einige Studien beschreiben, dass das Absaugen von
Magensaft zu einer Reduktion von PONV fuhrt (Palazzo et al., 1984; Hovorka et al.,
1990; Camu et al., 1992), andere Studien zeigen ein vermehrtes Erbrechen, das sie

auf die mechanische Reizung des Pharynx zurlckfuhren.

1.2.3 Modell zur Risikoeinschéatzung

Da die Aussagekraft eines einzelnen Risikofaktors begrenzt ist, wurden sogenannte
Risikoscores entwickelt. Vereinfachte Risikoscores, die nicht den chirurgischen
Eingriff als Risikofaktor berticksichtigen, zeigen hierbei ebenso gute Vorhersagen wie
komplexere Scores (Apfel et al., 2000).

Der vereinfachte Risikoscore nach Apfel besteht aus folgenden vier Risikofaktoren:
weibliches Geschlecht, Nichtraucherstatus, Reisekrankheit oder PONV in der
Anamnese und der Gabe von postoperativen Opioiden (Apfel et al., 2000; Apfel et
al., 2004; Wurglics et al., 2007). Je nachdem, wie viele Risikofaktoren vorhanden
sind (null, eins, zwei, drei oder vier) betragt das Risiko ca. 10%, 20%, 40%, 60%
oder 80% (siehe Abbildung 2). Dies konnte durch externe Validierungen bestatigt
werden (Pierre et al., 2002; Apfel et al., 2002).
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3. letzte Wahl: Droperidol

Therapie

Abbildung 2: Mdgliches, risikoadaptiertes Prophylaxe- und Therapieschema anhand des vereinfachten Risiscores
nach Apfel (Apfel et al., 2004)

1.2.4 Prophylaxe und Therapie von PONV

Zur Ermittlung des PONV Risikos sollte zunachst eine Risikoevaluation mittels o.g.
Apfel-Score erfolgen. Liegen ein bis zwei Risikofaktoren vor (das Risiko liegt somit
um 20%— 40%), ist die Prophylaxe mit einem Antiemetikum sinnvoll. Mittel der ersten
Wahl ist Dexamethason (4mg) aufgrund geringer Nebenwirkungen und des
gunstigen Preises. Steigt die Anzahl der Risikofaktoren auf drei oder vier (somit ein
Risiko um 60%-80%), wird eine totale intravendse Anasthesie mit Propofol in
Kombination mit einem oder zwei Antiemetika empfohlen. Als Alternative ist eine
balancierte Allgemeinanasthesie mit zwei- oder dreifacher Antiemetikaprophylaxe
maoglich. In der Regel besteht die Kombinationsprophylaxe aus 4mg Dexamethason
I.v., 20 mg Metoclopramid i.v. und 4mg Ondansetron i.v. (Wallenborn, 2009).
Neuere Stoffklassen fir die PONV-Prophylaxe sind die NK1-Antagonisten, diese
heben die zentral- und peripher vermittelten Effekte der Substanz P auf. Der einzige
derzeit zugelassene Antagonist dieser Gruppe ist Aprepitant. Die bisher
durchgeflihrten klinischen Studien der am Menschen eingesetzten NK1-Antagonisten
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zeigen ein geringes Nebenwirkungspotenzial. Aprepitant zeigt gegeniber den
bislang verfiigbaren Substanzen eine Uberdurchschnittliche antiemetische Wirkung
(Wallenborn et al., 2009).

In der Gruppe der 5-HTs-Antagonisten ist Palonosetron ein neuer Vertreter mit
vergleichbar guter Wirksamkeit gegentiber Ubelkeit und Erbrechen. Ein mdglicher
Vorteil gegenuber anderen  5-HTs-Antagonisten begrindet  sich im
Nebenwirkungsprofil durch Nichtbeeinflussung des QTc-Intervalls (Wallenborn et al.,
2009).

Seit Juni 2008 ist Droperidol niedrig dosiert (bereits 1,25mg sind bei geringer
Nebenwirkungsrate in der PONV-Prophylaxe effektiv) zur Prophylaxe und Therapie
von PONV in Deutschland wieder zugelassen. Aufgrund einer mdglichen klinisch
relevanten QTc-Zeit-Verlangerung besteht ein erhohter Uberwachungsaufwand, der
bei einer Allgemeinanasthesie allerdings routinemafig im Aufwachraum durchgefuhrt
wird (Wallenborn et al., 2009).

Hinsichtlich der PONV-Prophylaxe mit Metoclopramid ist die Dosierung
entscheidend. Mit einer Dosierung von 25mg Metoclopramid erreicht man eine
wirksame PONV-Prophylaxe, mit 10mg hingegen wird kein Effekt erzielt, der mit

anderen etablierten Substanzen vergleichbar ist (Wallenborn et al., 2009).

Einer moglichen Therapie von PONV sollte immer eine effektive Prophylaxe
vorangestellt sein, deren immense Bedeutung aus einer gesteigerten
Patientenzufriedenheit, geringeren Kosten und aus der Reduktion des Auftretens von
seltenen, aber moglichen schwerwiegenden Komplikationen resultiert (Apfel et al.,
2004; Wurglics et al., 2007; Hill et al., 2000; Scuderi et al., 1999; Wallenborn 2009).

Der Verzicht auf Stickoxydul, das Vermeiden von prolongierter Hypotension bei der
Anasthesieeinleitung sowie im weiteren Andasthesieverlauf, die Durchfihrung einer
TIVA, die Reduktion einer postoperativen Opioidgabe (wenn moglich sollte eine
Regionalanasthesie zum Einsatz kommen) und die Therapie von Shivering mit

Clonidin tragen wesentlich zur Risikoreduktion von PONV bei (Wallenborn, 2009).

Prinzipiell sollte jedes erstmalig auftretende Erbrechen oder jede mittelschwere
Ubelkeit therapiert werden, da ohne therapeutische MaRnahmen weitere Episoden
von PONV in Uber 50% der Félle auftreten (Apfel et al., 2004). Zur Verfiigung stehen

hierbei dieselben Medikamente wie bei der Prophylaxe: 5-HTs-Antagonisten
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(Ondansetron, Tropisetron), H;-Rezeptor-Antagonisten (Dimenhydrinat), Dopamin-
D,-Antagonisten (Droperidol, Metoclopramid) und Dexamethason. Dabei sollte zur
PONV-Therapie bis sechs Stunden nach Operation ein anderes Antiemetikum als
intraoperativ verwendet werden (Wallenborn, 2009).

Die therapeutischen Mdglichkeiten sind allerdings dahingehend eingeschrankt, dass
eine TIVA postoperativ nicht einsetzbar ist und auch Dexamethason oft zu spat wirkt,
da die volle antiemetische Wirkung erst nach mehreren Stunden eintritt (Apfel et al.,
2004; Hofmann, 2001; Loffler, 2001).

1.3 Serotonin

1.3.1 Serotoninbiosynthese

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist ein Gewebshormon und Neurotransmitter,
dessen Name sich von seiner Wirkung auf den Blutdruck ableitet. Serotonin ist die
Komponente des Serums, Uber die der Tonus in den Blutgefal3en reguliert wird
(Hofmann, 2001; Léffler, 2001; Hick, 2002).

Serotonin entsteht in zwei Schritten aus Tryptophan. Zunachst erfolgt die
Hydroxylierung des Indolrings des Tryptophans, dabei wird 5-Hydroxytryptophan
gebildet. Im zweiten Schritt erfolgt dann die Decarboxylierung zu Serotonin (5-
Hydroxytryptamin).

Durch die mitochondriale Monoaminoxidase und Aldehyddehydrogenase wird
Serotonin  Uber 5-Hydroxyindolacetaldehyd zu 5-Hydroxyindolacetat abgebaut
(Hofmann, 2001). Neben der Aktivierung von 5-HT3-Rezeptoren ist Serotonin ein
partieller Agonist an Alpha2-Adrenorezeptoren (Allgaier et al., 1995; Schlicker et al.,
1994). Des Weiteren verstarkt Serotonin die Freisetzung von Dopamin. Dies erfolgt
nicht durch die Aktivierung von 5-HT3-Rezeptoren, sondern ist méglicherweise die
Folge einer erhéhten prasynaptischen 5-HT-Aufnahme durch Dopamin-Rezeptoren
(Schmidt et al., 1989; Yi et al., 1991; Campbell et al., 1995).
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1.3.2 Orte der Serotoninbildung

Die enterochromaffinen Zellen des Magen-Darm-Traktes sowie verschiedene Anteile
des Zentralnervensystems, der Bulbus olfactorius, die Hypophyse und das
Mesencephalon sind die verschiedenen Orte der Serotoninbildung (Hofmann, 2001,
Loffler, 2001).

Transportiert wird das Serotonin im Blut in den Thrombozyten. Normalerweise wird
ein Prozent des durch die Nahrungsproteine aufgenommenen Tryptophans in
Serotonin Uberfuhrt (Hofmann, 2001; Hick, 2002).

1.3.3 Serotoninwirkung

Serotonin bewirkt in der Lunge und den Nieren eine Vasokonstriktion, in der
Skelettmuskulatur hingegen eine Vasodilatation (Hick, 2002). Das aus den
Thrombozyten bei Verletzungen freigesetzte Serotonin bewirkt zusammen mit den
Katecholaminen ebenfalls eine Vasokonstriktion und unterstitzt so die vaskulare
Blutstillung (Hofmann, 2001).

Im  Magen-Darm-Trakt steigert Serotonin die  Darmmotilitat, und im
Zentralnervensystem ist Serotonin ein Neurotransmitter bei der

Erregungsibertragung (Hofmann, 2001; Loffler, 2001).

1.4 Serotoninrezeptoren

1.4.1 Der 5-HT 3-Rezeptor

Er gehort zur Familie der lonotropen, also ligandengesteuerter lonenkanéle, und
zeigt eine ausgepragte Kationenselektivitdt. Permeabel ist er Uberwiegend fir die
monovalenten lonen wie Na* und K*, aber auch fiir die bivalenten Kationen Ca** und
Mg** und vermittelt Einwartsstrome, die eine Membrandepolarisation bewirken
(Ortells et al., 1995; Yang, 1990; Hargreaves et al., 1994; Barnes et al., 1999).

Prasynaptische 5-HT3;-Rezeptoren regulieren die Freisetzung verschiedener
Neurotransmitter, z.B. GABA (Koyama et al., 2000; Van Hooft et al., 2000),
postsynaptische 5-HTs;-Rezeptoren sind an der schnellen exzitatorischen

synaptischen Ubertragung, z.B. im Hippocampus, beteiligt (MacMahon et al., 1997).
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Serotonin bewirkt als Agonist die schnelle Aktivierung des 5-HT3-Rezeptors, wodurch
sich der lonenkanal offnet. Durch Dissoziation des Agonisten oder durch
Desensitisierung erfolgt die SchlielBung der Kanéle. Dabei ist die Desensitisierung
eine typische Eigenschaft ligandengesteuerter lonenkandle und beschreibt das
Erreichen eines inaktiven Zustandes, obwohl der Agonist weiterhin gebunden bleibt.
Der Begriff Desensitisierung reprasentiert die Konformationsanderung eines
aktivierten Rezeptors, die das SchlieBen des Kanals und zusatzlich eine
voribergehende Unempfindlichkeit des Rezeptors gegeniber dem Agonisten
bewirkt. Sie ermdglicht eine schnelle Inaktivierung von lonenkanalen auch unter
langerdauernder Anwesenheit des Agonisten und limitiert somit die Dauer der
synaptischen Antworten (Yang, 1990; Lambert et al., 1989).

Die Desensitisierung von 5-HT3-Rezeptoren wird durch verschiedene Faktoren
beeinflusst. Durch Ersatz des 4 Lysin-Rests der TM2-Doméne bzw. des Leu286 im
TM2-Segment durch andere Aminosduren kann beim 5-HT3-Rezeptor die
Desensitisierung verstarkt bzw. abgeschwacht werden (Yakel et al., 1993). Auch die
extrazellulare Ca?*-Konzentration, der Differenzierungsstatus der Zellen und
Pharmaka beeinflussen die Rezeptor-Desensitisierung (Shao et al., 1991; Yakel et
al., 1993; Gunthorpe et al., 2000; Lobitz et al., 2001).

Man unterscheidet sieben verschiedene Untergruppen (5-HT;.;) der Serotonin-
Rezeptoren, diese bilden insgesamt 14 strukturell und pharmakologisch
unterschiedliche Subtypen. Innerhalb des zentralen und peripheren Nervensystems
sind die verschiedenen Serotonin-Rezeptoren an der Inhibition und Exzitation
beteiligt, des Weiteren steuern sie das endokrine System, die Hamatopoese und das
Immunsystem. Die meisten der Serotonin-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte
(metabotrope) Rezeptoren, bei denen die Signaltransduktion tber einen second
messenger reguliert wird (Barnes et al., 1999).

Die Aktivierung von 5-HTs-Rezeptoren fuhrt zu einer erhbhten Aktivitat
visceroaffektiver Neurone (Ubelkeit), zu einer vermehrten synaptischen
Ausschittung von GABA und Dopamin und zu einer verminderten synaptischen
Ausschuittung von Azetylcholin und Noradrenalin (Huther et al., 2000).

Das glykosilierte N-Terminal bildet beim 5-HT3-Rezeptor die Bindungsstelle fir das
Serotonin (Eisele et al., 1993). Die Aktivierung des 5-HT3;-Rezeptors unter Bindung
des Agonisten erfolgt gegentber anderen ionotropen Rezeptoren vergleichsweise
langsam (Waxham, 1999).
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Abbildung 4: 5-HT-Rezeptor, G-Protein-gekoppelt (htp://neuropsychoanalyse.blogspot.com/, Stand 05.@911)
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Abbildung 5: 5-HT3-Rezeptor, ligandengesteuerter loenkanal (Rammes et al., 2004)
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1.4.2 Die 5-HT3a-Untereinheit des 5-HT 3-Rezeptors

Man kennt zurzeit drei verschiedene Untereinheiten des 5-HT3-Rezeptors, 5-HTz3a, 5-
HTsg und 5-HTsc. Die 5-HT3a-Untereinheit besteht aus 487 Aminosauren und wurde
1995 aus Humangewebe kloniert, 1991 bereits aus Neuralgewebe der Maus. Die
Sequenz ahnelt der anderer ligandengesteuerter lonenkanale, z.B. Azetylcholin-
Rezeptoren, Glycin-Rezeptoren oder GABA-A-Rezeptoren (Mariq et al., 1991; Belelli
et al., 1995).

Im Unterschied zum humanen Genom gibt es den 5-HT3a-Rezeptor von Maus und
Meerschweinchen in zwei Splicevarianten, eine Langform (5-HTsa) und eine
Kurzform (5-HT3as). Bei der Kurzform fehlen sechs Aminosauren in der grof3en
intrazellularen Schleife, sie Uberwiegt um das Vier- bis Sechsfache. Eine
Phosphorylierung des Rezeptors kann an verschiedenen intrazellularen Stellen
erfolgen, eine dieser Phosphorylierungsstellen ist bei der Kurzform nicht vorhanden.
Bisher konnten allerdings keine physiologischen Unterschiede zwischen beiden
Splicevarianten nachgewiesen werden (Barnes et al., 1999; Werner et al., 1994).
Klonierte 5-HT3za-Untereinheiten koénnen heterolog exprimiert werden. Aus den
Untereinheiten bilden transfektierte Zellen ein homopentameres Protein, das dann
als funktionaler Rezeptor-Kanal in die Zellmembran eingelagert wird. Die so
gebildeten homomeren Rezeptoren, sogenannte 5-HT3za-Rezeptoren, ahneln in ihren
biophysikalischen Eigenschaften nativen 5-HTs;-Rezeptoren. Letztendlich gaben
jedoch einige funktionelle Unterschiede zwischen nativen 5-HT3-Rezeptoren und den
heterolog exprimierten homomeren 5-HT3a-Rezeptoren Anlass zur Vermutung, dass
die nativen Rezeptoren einen zusatzlichen Faktor, eventuell eine noch unbekannte
Untereinheit, enthalten (Van Hooft et al., 1997). 1999 wurde diese Untereinheit, die
sogenannte 5-HTgsg-Untereinheit, schlie3lich aus menschlichem Gewebe kloniert
(Davies et al., 1999). Jedoch bildet sich unter heterologer Expression der 5-HT3g-
Untereinheit kein funktionales homomeres Kanalprotein. Erst in Koexpression mit der
5-HT3sa-Untereinheit bildet sich ein heteropentameres Kanalprotein, der 5-HT3ag-
Rezeptor. Der homomere 5-HT3a-Rezeptor und der heteromere 5-HT3zag-Rezeptor
unterscheiden sich pharmakologisch nur wenig, allerdings weisen sie

biophysikalische Unterschiede auf (Brady et al., 2001).
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1.4.3 Verteilung der 5-HT 3;-Rezeptoren im Zentralnervensystem

Im hinteren vagalen Komplex des Hirnstamms liegt die Region mit der hodchsten
Dichte an 5-HT3-Rezeptoren. Dieses Areal umfasst den Nucleus tractus solitarius,
die Area postrema sowie den dorsalen motorischen Vaguskern und ist eng mit der
Physiologie des Brechreizes assoziiert. Hier wird auch der Angriffspunkt des stark
antiemetisch wirksamen 5-HT3-Rezeptorantagonisten Ondansetron vermutet (Pratt et
al., 1989). Im gesamten Vorderhirn ist die 5-HT3;-Rezeptorexpression hingegen
vergleichsweise gering. Die hochste Dichte findet sich hier im Hippocampus, in der
Amygdala und in oberflachlichen Kortexschichten. Allerdings zeigen die Verteilungen
Speziesunterschiede, beim Menschen z.B. findet sich eine hohe Rezeptordichte im
Nucleus caudatus und im Putamen, eine niedrigere hingegen in den Kortexregionen.
Bei Nagern ist dieses Verteilungsmuster umgekehrt. Letztendlich findet man jedoch
bei den meisten Spezies (z.B. Mensch, Maus, Ratte) eine durchgehend hohe 5-HT;-
Rezeptor-Konzentration im Hippocampus (Barnes et al., 1999; Parker et al., 1996).
Die mogliche bedeutende Rolle des Serotoninsystems bei der Entstehung und der
therapeutisch effektive pharmakologische Einsatz von
Serotoninrezeptorantagonisten bei der Pravention und Therapie von PONV bildeten
den theoretischen Hintergrund der vorliegenden Arbeit, in der der Frage
nachgegangen werden sollte, ob eine genetische Disposition von PONV uber
Varianten im Gen fUr den Serotoninrezeptor Subtyp A erklart werden.

1.5 Das 5-HT34-Gen

1995 isolierten Miyake et al. die menschliche 5-HT3x cDNA und zeigten, dass das 5-
HT3a-Gen (HTR3A) sich auf dem Chromosom 11g23.1 befindet (Miyake et al., 1995).
Briss et al. bestimmten 2000 die genomische Struktur des 5-HT3a-Gens, es umfasst
neun Exons, welche 487 Aminosauren codieren, und erstreckt sich Uber etwa 14,5
kb der angrenzenden genomischen Sequenz (Kaiser et al., 2004; Briss et al., 2000).
Sie zeigten, dass die Exons mit ca. 67 bis 302 Basenpaaren relativ klein sind und
durch relativ lange Introns voneinander getrennt sind. Eine Ausnahme hiervon
machen Exon sechs, sieben und acht, die alle nah aneinander liegen und nur durch
kleine Intronbereiche getrennt sind. Exon eins verschlisselt das Startpeptid fur die

Membrantranslokation, Exon zwei bis sechs verschlisseln den extrazellularen N-
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Terminus, Exon sieben verschlisselt TM1, TM2 und die kleine extrazellulare Schleife
zwischen TM2 und TM3. Exon acht tragt die genetische Information fur TM3 und
Exon neun verschlisselt die grol3e intrazellulare Schleife zwischen TM3 und TM4

sowie TM4 selbst und den kleinen extrazellularen C-Terminus (Bruss et al., 2000).

1.6 5-HT3,-Gen assoziierte Erkrankungen

Genetische Veranderungen im 5-HT3a-Gen (HTR3A) fuhren mdoglicherweise zu
psychiatrischen Erkrankungen (Briss et al., 2000). Diese umfassen Angststorungen,
Schizophrenie, Depression, Migrane, Vasospasmen und Epilepsie. Um die mdgliche
Rolle von genetischen Varianten im 5-HT3a-Gen (HTR3A) zu untersuchen, flhrten
Niesler et al. eine Genstudie durch. Diese erfolgte an einer grof3en Anzahl von
Personen mit Schizophrenie, bipolaren Stérungen sowie einer gesunden
Kontrollgruppe. Es zeigten sich sieben genetische Varianten, wobei finf von ihnen
nicht mit einer psychiatrischen Erkrankung in Verbindung gebracht werden. Zwei der
genetischen Varianten waren eine Missense-Mutation und konnten bei einigen
Schizophrenen Fallen nachgewiesen werden. Basierend auf der Haufigkeit dieser
Missense-Mutationen im 5-HT3a-Gen (HTR3A) ist es mdglich, dass etwa 1% der an
Schizophrenie erkrankten Patienten eine 5-HTsa-(HTR3A)-Mutation tragen (Niesler et
al., 2001). Auch im Hinblick auf diese psychiatrischen Erkrankungen ist es sinnvoll,
nach genetischen Varianten im 5-HT3a-Gen (HTR3A) zu suchen.

Die Arbeit von Kaisers et al. untersuchte den Zusammenhang zwischen
chemotherapieinduziertem Erbrechen und genetischen Varianten im 5-HT3a-Gen
(Kaiser et al., 2004). Es wurden 21 genetische Varianten im 5-HT3a-Gen (HTR3A)
gefunden. Keine dieser Varianten fiihrte nachweislich zu einem verstéarkten
Erbrechen unter Chemotherapie (Kaiser et al., 2004).

Im 5-HT3s-Gen zeigte sich jedoch ein verstarktes Erbrechen bei Patienten, die
homozygot fur die Deletion -100 -102delAAG innerhalb der Promotorregion des
Gens waren (Kaiser et al., 2004). Daher erfolgte die Annahme, dass auch
Veranderungen innerhalb des 5-HT3a-(HTR3A)-bzw. des 5-HTss-Gens zu einem
verstarkten postoperativem Erbrechen fihren.

Des Weiteren zeigt auch die erfolgreiche Prophylaxe und Behandlung von POV mit
5-HT3s-Antagonisten eine Beteiligung des serotoninergen Systems an der Entstehung
von POV (Ho et al., 2006).
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenauswahl

Nach zustimmendem Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitat Leipzig (Reg.-Nr. 273/2004) und dem schriftichen Einverstandnis der
Patienten wurden schlie3lich 189 Patienten in die Studie eingeschlossen, davon 95
in der POV-Gruppe und 94 in der Kontrollgruppe.

Der Ausschluss von insgesamt 11 Patienten erfolgte aufgrund einer unvollstandigen
Datenlage.

Aufgenommen in diese Studie wurden Patienten der ASA-Klassifikation (American
Society of Anesthesiologists) I-1ll mit geplanten operativen Eingriffen von mindestens
60 Minuten Dauer unter einer Allgemeinanasthesie mit volatilen Anéasthetika ohne
Lachgas sowie einer orotrachealen Intubation.

Die Aufteilung der Patienten erfolgte im Anschluss an die Allgemeinanésthesie.
Patienten, die postoperativ mindestens einmalig innerhalb von 6 Stunden (early
onset) noch im Aufwachraum erbrochen hatten, wurden der POV-Gruppe zugeteilt.
Patienten, die mehr als 6 Stunden nach dem Eingriff noch Erbrechen zeigten (later
onset), wurden weder in die POV-Gruppe noch in die Kontrollgruppe aufgenommen.
Die Schwere des Erbrechens wurde in dieser Studie nicht berlcksichtigt.

Eine Zuteilung zur Kontrollgruppe erfolgte, wenn die Patienten innerhalb einer
Uberwachungszeit von 24 Stunden weder (ber Ubelkeit noch iber Erbrechen
klagten. Ein Ausschluss von dieser Gruppe erfolgte, wenn eine PONV-Prophylaxe
intraoperativ oder postoperativ verabreicht wurde.

Die balancierte Allgemeinanasthesie wurde mit Propofol (2mg/kg), Fentanyl (2—-3
ung/kg) oder Sufentanil (0,5-0,6 png/kg) und Rocuronium (0,6mg/kg) eingeleitet, wobei
die Aufrechterhaltung der Anasthesie mit Isofluran oder Desfluran (MAC 0.9-1.1) in
einem Luft/Sauerstoff Gemisch (FiO2 0,4) erfolgte. Falls es notig wurde, erhielten die
Patienten intraoperativ zusatzliche Gaben von Opioiden und Muskelrelaxantien. Bei
allen Patienten bestand die Madoglichkeit der postoperativen Piritramidgabe zum

Schmerzmanagement.
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2.2 Molekulargenetische Methoden

2.2.1 DNA-Isolation aus Vollblut

Zur Isolierung der DNA wurde das Invisorb® Blood-Giga-Kit nach den Vorgaben des
Herstellers verwendet. Dabei erfolgte die Isolierung der DNA aus einer mit EDTA
versetzten Vollblutprobe von 10 ml anhand des Protokolls 1 wie folgt:

Die 10 ml Vollblut wurden in ein 50 ml Reaktionsgefal tbertragen, 30 ml Puffer 1
hinzugeflgt und anschlieBend fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Zentrifugation von 3 min bei 3000 U/min wurde der Uberstand verworfen. Nun wurde
das Pellet mit 20 ml Puffer 1 aufgeschittelt, fir 3 min bei 3000 U/min zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Nach der Zugabe von 3 ml Puffer 2 und 50 pl
Proteinase K wurde fiir eine Stunde im 60 °C Wasserbad inkubiert. Es folgte die
Zugabe von 1,8 ml Buffer 3, die Inkubation auf Eis fur 5 min und die anschliel3ende
Zentrifugation fiir 15 min bei 5000 U/min. Der Uberstand wurde in ein neues 15 ml
ReaktionsgefalR umgefillt. Zu diesem wurde ein Volumenteil Isopropanol gegeben
und anschliel3end geschwenkt, bis die DNA ausfiel. Die so entstandene DNA-Flocke
wurde in ein mit 1 ml 70% Ethanol gefllltes Réhrchen tberfuhrt und fur 6 min bei
8000 U/min zentrifugiert. Das erhaltene DNA-Pellet wurde in der Vakuumzentrifuge
UNIVAPO 150 ECH getrocknet, mit einer geeigneten Menge 1-x-TE-Puffer aufgefullt
und auf dem Thermomixer comfort bei 50 °C (Eppendorf, Hamburg, D) bis zum
Ubernachsten Tag geldst. Im Anschluss erfolgte eine Extinktionsmessung mit dem
Eppendorf BioPhotometer bei 260 nm (10D 260 nm = 50 ng DNA/mI) zur Ermittlung
der DNA-Konzentration. Die Reinheit wurde Uber das Absorptionsverhéltnis A 260/A
280 gemessen und lag im Bereich 1,7 bis 1,9. Nach der Extinktionsmessung wurde
das Template mit einer DNA-Konzentration von 20 ng/ul hergestellt und bei —20 °C

gelagert.
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Chemikalien:
Fur die Isolierung der DNA wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten Chemikalien

verwendet

Tabelle 2: Ubersicht tiber verwendete Chemikalien zuDNA- Isolierung

DNA-Isolierung | Invisorb Blood Giga Kit Invitek, Berlin, D

J.T. Baker, Griesheim,
Isopropanol

D
TE-Puffer EDTA (Titriplex) Merck, Darmstadt, D
TRIS SERVA, Heidelberg, D

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.2.1 Prinzip der PCR

Zunachst wurde der zu amplifizierende DNA-Doppelstrang bei 95°C thermisch
denaturiert. Zu Beginn der PCR-Zyklen erfolgte die Denaturierung fur ca. 1-5 min,
wahrend der Zyklen nur noch fur einige Sekunden. Nun folgte das Oligonucleotid-
Annealing, die Anlagerung der komplementaren Oligonucleotide an die denaturierte
DNA. Dieser Vorgang erfolgte bei 50-60 °C, die optimale Annealing-Temperatur
muss fir jedes Oligonucleotidpaar bestimmt werden. AnschlieRend folgte die
Oligonucleotid-Elongation (Verlangerung) mithilfe einer DNA-abhangigen DNA-
Polymerase bei 72 °C. Um auch teilweise verlangerte Produkte zu vervollstandigen,
wurde dem letzten Zyklus ein 10 minitiger Extensionsschritt bei 72 °C angehangt.
Die Amplifikation der DNA erfolgte mit dem Thermal Cycler GeneAmp. PCR System
2700 (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien) (Hildebrandt, 1998).

30



2 Material und Methoden

2.2.2.2 PCR-Reagenzien und Reaktionsansdtze

Materialien:

1.
2.
3.

DNA-Proben 20 ng/ul

10x Puffer (ohne MgCl, ) (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate: 920 pl Aqua, 20 pl dATP, 20 pl dCTP,
20 pl dGTP, 20 ul ATTP, ergibt 1000 ul dNTP (Amersham Biosciences, Freiburg,
D)

. Primer: die PCR-Primer wurden aus 80 pl Aqua sowie 10 ul Vorwartsprimer und

10 pl Ruckwartsprimer zusammengesetzt, EK der Primer: 10 pumol/l (Invitrogen,
Karlsruhe, D)

. Aqua dest.

6. MgCl; (25 mM) (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien)

. Tag-Polymerase (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien)

Tabelle 3: PCR- Reaktionsansatze fur Exon 1-9 des 5713A Rezeptors

Exon 1 2 3 4 5 6-8 |9
Reaktionsansatz: | 25l

Aqua dest. pl 13,9 (13,9 |12,4 |13,9 |13,9 [12,4|13,9
10x Puffer pl 25 (25 |25 |25 |25 |25 |25
MgCl pl 25 (25 |15 |25 |25 |15 |25
dNTP pl 25 (25 |25 |25 |25 |25 |25
Primer for+rev pl 1 1 1 1 1 1 1
Polymerase ul 01 |01 |01 |01 |O,1 |01 |01
DNA 20ng/ul 25 |25 |5 25 |25 |5 2,5
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Tabelle 4: Ubersicht iiber verwendete PCR-Primer

amplifiziertes GrofRe in
Primer Sequenz Fragment bp
1F 5-GAGCTCCCACAGCATGACATC-3'
1R 5-GATGCTTCAGTCCTCCGAGG-3' Exon 1 435
2F 5-CAAACCAGGACAAGAGAACCG-3'
2R 5-CCACAGCTCAGGATGGATTG-3' Exon 2 368
3F 5-CCAAAGCAATAGGGACACAAG-3'
3R 5-GAATCTCCTCATCTCAGGTCTGA-3' Exon 3 315
4F 5-AGATGCCCACCTGTTGCCTG-3'
4R 5-GATGTCCCACCAGGAATTGCAG-3' Exon 4 334
5F 5-GGTTATCCGGCTGCCTATACC-3'
5R 5-TGAGGTAGATCTGCTGCTCTTG-3' Exon 5 453
6F 5-CTTAATTGCTGCCCACCTGTGTC-3'
6R 5-CACATGGCATCCCATACCCTG-3' Exon 6-8 1243
oF 5-TAGAAGCATAAGGAACCATGTTC-3'
9R 5-CACCCATTAACTCATCATTTAGC-3' Exon 9 1100
2.2.2.3 Thermocycler-Programme
Tabelle 5: Thermocycler-Programme fur die zu amplifizerenden DNA-Fragmente in der PCR
Denaturierung Annealing Elongation Zyklenzahl
Tin Tin Tin
Exon|°C Zeitdauer |°C Zeitdauer °C Zeitdauer
1 95 5 min 56 30s 72 1 min 35
2 95 5 min 61 30s 72 80s 30
3 95 5 min 55 1 min 72 1 min 35
4 95 5 min 61 30s 72 80s 30
5 95 5 min 61 30s 72 80s 30
6-8 95 5 min 61 30s 72 80s 35
9 95 5 min 61 30s 72 80s 35
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2.2.3 Elektrophorese der PCR-Produkte

Um die Qualitat und die Quantitat der amplifizierten Gen-Fragmente und des
Leerwertes als Negativ-Probe zu Uberprifen, erfolgte im Anschluss an die PCR eine
Gelelektrophorese. Fiur die DNA-Syntheseprodukte der Grof3e 100-1000 bp erfolgte
die Auftrennung im elektrischen Feld mittels eines 1,4%-igem Agarosegels. Es wurde
1g Agarose in 60 ml 1 x TBE-Puffer aufgekocht, gelést und anschlieRend auf 60 °C
abgekihlt. Nun wurden 5 pl Ethidiumbromid zur Visualisierung der DNA zugefugt.
Dieses interkaliert sequenzunabhangig mit der DNA und fluoresziert nach Anregung
durch UV-Licht mit einer Wellenlange von 254 nm bis 360 nm im sichtbaren Bereich
von 590 nm. Das noch flissige Agarosegel wurde zur Aushartung in eine horizontale
Elektrophoresekammer gegeben. Nach erfolgter Aushéartung wurden die
amplifizierten Gen-Fragmente und der Leerwert auf das Gel aufgetragen. Dazu
wurde eine Mischung aus 7 pl amplifizierter DNA und 2 pl BPS-Ladungspuffer
verwendet. Damit wurde die Dichte der DNA-L6sung erhdht und die Proben konnten
in die Geltaschen absinken. Des Weiteren erfolgte auf diesem Weg die Markierung
der Lauffront. Ein zusatzlich auf dem Agarosegel aufgetragener 100-bp-
Langenstandard (Amersham Biosciences, Freiburg, D) diente zur Beurteilung der
FragmentgroRe des jeweiligen PCR-Produktes. Die Elektrophorese wurde mit
Gleichstrom bei einer Spannung von 90 V fir ca. 20 min durchgefihrt. Anschliel3end
erfolgte die Auswertung mit Fotodokumentation im UV-Transilluminator (VILBER
LOURMAT, Eberhardzell, D) bei einer Wellenlange von 312 nm (Bellville, 1961).

Abbildung 6: Fotodokumentation der Elektrophorese

33



2 Material und Methoden

2.2.4 Reinigung der PCR-Produkte

Die Reinigung der PCR- Produkte erfolgte mit dem QIAquick® PCR Purification Kit
(Quiagen®, Hilden, D).

Auf das PCR-Produkt wurden zunachst 250 ul PBI-Puffer gegeben und anschliel3end
wurde dieses Gemisch auf QIAquick®- Saulen uberfihrt. Nun erfolgte fiir eine Minute
bei 13000 U die Zentrifugation in der Biofuge pico (Heraeus, Hanau, D). Der
Durchfluss wurde verworfen, und es wurde auf die Saule 500 pl PE-Puffer gegeben.
Es folgte die erneute Zentrifugation fir eine Minute bei 13000 U sowie das
anschlieBende Verwerfen des Durchflusses. Dieser Schritt wurde nochmals
wiederholt, und nach dem Verwerfen des Durchflusses erfolgte die nochmalige
Zentrifugation fir eine Minute bei 13000U. Nun wurden die QIAquick®-Saulen auf
neue Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf, Hamburg, D) dberfuhrt und 18-25 ul EB-
Puffer (je nach Bandenstarke der eingesetzten Produktmenge) zugegeben. Im
Anschluss wurde das Produkt fir eine Minute stehen gelassen (das PCR-Produkt
l6st sich im EB-Puffer) und anschlieRend fir zwei Minuten bei 13000 U zentrifugiert.
Nach dieser Zentrifugation wurde der Durchfluss behalten und das gereinigte PCR-
Produkt bei -20 °C gelagert.

2.2.5 Sequenzieransatz

Die amplifizierte und gereinigte DNA wurde nun als Template fir den

Sequenzieransatz genutzt.

Reagenzien:

2 ul 5x Sequencing-Puffer (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien)

4 ul Aqua dest.

1 ul ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien)

1 pl Primer (nur der jeweilige Vorwarts- oder Ruckwartsprimer), Herstellung des
Sequenzierprimers 10 pl Stammprimer mit 120 pl Aqua dest. versetzt

2 ul amplifiziertes und gereinigtes DNA- Produkt
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Tabelle 6: zu den 0.g. PCR-Primern wurden folgenderfmer zum Sequenzieren genutzt

Amplifiziertes
Primer Sequenz Fragment
6AF 5'-CTCTGAGCAATCCAGGCTGG-3' |[Exon 7
6BF 5'-GCTCAGTCTGGTGAGAAACC-3' |[Exon 8
9AF 5'-CATCTGGCAGTACGCTTGAG-3' |[Exon 9
9BF 5'-GGCACTCCCTAAGTCCACTC-3' |Exon 9

PCR- Programm:

Initiale Denaturierung 2 min 96°C

Denaturierung 10 sec 96°C

Annealing 5 sec 50°C

Extension 4 min 60°C
25 Zyklen

Kihlen forever 4°C

2.2.6 Fallung des Sequenzieransatzes

Je Probe wurden 50 pl Athanol und 2 pl Sodiumacetat zugegeben. Dies wurde fir ca.
15 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlie3end geschwenkt und dann erneut fur
ca. 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zentrifugation fur
25 min bei 13000U in der Biofuge pico (Heraeus, Hanau, D). Nun wurde der
Uberstand vorsichtig entfernt und 240 pl 70% Athanol hinzugegeben. Dies wurde
erneut fur 7 min bei 13000U in der Biofuge pico (Heraeus, Hanau, D) zentrifugiert
und der Uberstand anschlieRend entfernt. Ubrig blieb ein Pellet, das nun in der
Vakuumzentrifuge Univapo 150 ECH (Uniequip, Planegg, D) fir ca. 12 min
getrocknet wurde. Das getrocknete Pellet wurde mit 35 pl Aqua dest. geldst.
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2.2.7 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Fur die vorliegende Arbeit erfolgte die Sequenzierung nach der Kettenabbruch-
Didesoxy-Methode nach Sanger et al. (1977). Durchgefihrt wurde sie am ABI Prism
310 (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien). Dieser besitzt eine mit flissigem
Polymer (POP6 = performance optimized polymer 6) geflllte Kapillare. Entlang
dieser Kapillare wird eine Spannung angelegt, und die DNA-Molekiile werden in die
Kapillare elektrophoriert. Kleine Moleklle wandern schneller als die gréf3eren an
einem Detektor vorbei, der mit Hilfe eines Laserstrahls die fluoreszenzmarkierten
ddNTPs zur Fluoreszenz anregt. Das so entstehende Fluoreszenzlicht wird von
einer CCD-Kamera registriert, in elektrische Informationen umgewandelt und an
einen Computer weitergeleitet. Die so gewonnenen Daten werden mit Hilfe spezieller
Software in vierfarbige Elektropherogramme umgewandelt. Jedem Didesoxynukleotid
wird eine bestimmte Farbe zugeordnet: Grin steht fir Adenosin, Rot fur Thymidin,
Blau fur Cytosin und Schwarz fir Guanin. In der vorliegenden Arbeit wurden folgende
Injektionszeiten genutzt: bis 500 bp 15 sec, bis ca. 1000 bp 30 sec.

Im Anschluss an die Sequenzierung erfolgte die Auswertung mit der DNA-
Sequencing-Analysis-Software Version 3.7 (Applied Biosystems, Foster City,

Kalifornien).

Abbildung 7: Sequenzierkurve
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2.2.8 Denaturing high performance liquid chromatogr aphy (dHPLC)

2.2.8.1 Grundlagen dHPLC

Die denaturing high performance liquid chromatography (kurz dHPLC) nutzt das
unterschiedliche Schmelzverhalten von Homo- und Heteroduplex-DNA zur Detektion
von Mutationen. Bei diesem Verfahren werden die zu untersuchenden PCR-Produkte
im Verhaltnis 1:1 mit der entsprechenden Wildtyp-DNA zusammengefiigt. Die so
entstandenen Proben werden in einem Thermocycler denaturiert und anschliel3end
langsam abgekuhlt, wobei sich Heteroduplices ausbilden. Diese doppelstrangigen
Hybrid-DNA-Molektle bestehen aus einem Strang Wildtyp-DNA und einem in seiner
Sequenz abweichenden Strang Patienten-DNA, sie sind durch die Verbindung zweier
nicht komplementarer Basen (Mismatches) gekennzeichnet. Auf Grund
unterschiedlicher Schmelztemperaturen weisen diese Hybride ein verandertes
Retentionsverhalten auf, welches sich graphisch darstellen lasst. Dieses
kostengiinstige und zeitsparende Verfahren weist Mutationen mit einer Sensitivitat
von Uber 95% nach und bot sich daher fir das Mutationsscreening innerhalb der

Kontrollgruppe an.

mV == |D: 2164 Exon 3 KG 47
=== |D: 2165 Exon 3 KG 48

~

0 10

Abbildung 8: Graphische Darstellung einer dHPLC Kurve: Eine Spitze stellt den Wildtyp dar, eine doppeét Spitze
zeigt die heterozygoten genetischen Varianten auf.

37



2 Material und Methoden

2.2.8.2 PCR-Reagenzien und Reaktionsansditze fiir die dHPLC

Materialien:

1. DNA-Proben 20 ng/ul

2. 10x Puffer (ohne MgCl, ) (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien)

3. dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphate): 920 ul Aqua, 20 pl dATP, 20 ul dCTP,
20 pl dGTP, 20 pl dTTP, ergibt 1000 pl dNTP
4. Primer: die PCR-Primer wurden aus 80 ul Aqua sowie 10 ul Vorwartsprimer und

10 pl Ruckwartsprimer zusammengesetzt (EK der Primer: 10 pumol/l)

5. Aqua dest.

6. MgCl, (25 mM) (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien)

7. Tag-Polymerase

Tabelle 7: PCR-

Reaktionsansatze fir die dHPLC

Exon 1-9

Reaktionsansatz 25,0 ul
Aqua dest. 13,9 ul
10xPuffer 2,5 ul
MgCl 2,5 ul
dNTP 2,5l
Primer for+rev 1,0 ul
Polymerase 0,1 ul
DNA 20ng/ul 2,5 pl

Tabelle 8: Zusatzlich fiir die dHPLC verwendete Primer

Amplifiziertes GroR3e in
Primer Sequenz Fragment bp
6F Wave |5-AGGACTTCATCTGCCCTCAG-3'
6R Wave |5-GAGTGGGAGTGAATGTGGGT-3' Exon 6 403
6AF 5'-CTCTGAGCAATCCAGGCTGG-3'
7R 5-GCATGTGTCTCTTGCCTCTG-3' Exon 7 408
9F Wave |5-GTCTCCCTCTCTTGCCAATG-3
9R Wave |5-GAGGATTTCTGCTTAGGCCC-3' Exon 9 407
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PCR-Programm fiir Exon 1-9:

Initiale Denaturierung 5 min
Denaturierung 30 sec
Annealing 30 sec
Extension 1 min

35 Zyklen
Kihlen forever 4°C

95°C
95°C
56°C
72°C

Die bei der dHPLC-Analyse ermittelten Schmelztemperaturen sind in der folgenden

Tabelle zusammengefasst:

Tabelle 9: ermittelte Schmelztemperaturen der einzeen Exons

Exon

Schmelztemperatur in °C

1

62,5

61,1

62,1

61,6

61

61,5

62,9

O INO 0|~ W(N

62
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2.2.9 Verwendete Geréate

Fur die vorliegende Arbeit wurden die in Tabelle 10 aufgefiihrten Gerate verwendet.

Tabelle 10: Ubersicht der verwendeten Gerate

Verfahren Geréat und Hersteller
PCR Cycler Genehm.® PCR System 2700,
Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien

Sequenzierung ABI PRISM™ 310 Genetic Analyser, Applied

Biosystems, Foster City, Kalifornien

DNA-Isolierung Bio Photometer, Eppendorf, Hamburg

Thermomixer Comfort, Eppendorf, Hamburg

Biofuge pico, Heraeus, Hanau, D

Labofuge 400R, Heraeus, Hanau, D

Elektrophorese Elektrophoresekammer, Roth, Karlsruhe, D

Elektrophorese-Netzteil, Consort, Turnhout,

Belgien

Fallungsreaktion UV-Transilluminator mit einer Wellenlange
von 312 nm, VILBER LOURMAT,
Eberhardzell, D

Biofuge pico, Heraeus, Hanau, D
Vakuumzentrifuge Univapo 150 ECH,
Uniequip, Planegg, D

2.3 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von SPSS fir Windows Version 14 (SPSS
Inc., Chicago, IL) durchgefthrt.

Bei fehlender Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) wurden  die
Gruppenvariablen mit dem U-Test nach Mann und Whitney verglichen. Haufigkeiten
wurden mit dem zweiseitigen Chi-Quadrat-Test gepruft. Bei erwarteten Zellzahlen
kleiner als funf kam der exakte Fisher-Test zum Einsatz.

Um den Einfluss der spezifischen Genotypen auf das Auftreten von POV zu
quantifizieren, wurde die multivariate logistische Regression genutzt. Hierbei wurde

die schrittweise Rickwartsanalyse genutzt, da in der Literatur keine relevanten
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Haufigkeitsangaben zu den nachgewiesenen genetischen 5-HTsa-Varianten zur
Verfiigung standen.

In der initialen univarianten Analyse wurden die genetischen Varianten und die
klassischen PONV-Risikofaktoren mittels Kreuztabelle miteinander verglichen. Im
nachfolgenden Schritt wurden Variablen mit p<0,13 in die logistische Regression
einbezogen. Basierend auf maximalen Wahrscheinlichkeitsschatzer (Hosmer-
Lemeshov-Test) entfielen schrittweise all jene Variablen, die das multivariate
logistische Regressionsmodell nicht weiter forderten.

Die unabhangigen Variablen von POV wurden als Odds-ratio mit einem
Konfidenzintervall von 95% dargestellt. Das Signifikanzniveau von 95% wurde fir

alle Tests angenommen.

3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakterisierung

Von allen in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden folgende Daten
gesammelt: Geschlecht, Grol3e und Gewicht (daraus resultierend der BMI), der
tagliche Genuss von Alkohol und Nikotin, krankheitsbezogene Anamnese, PONV-
Anamnese, Begleitmedikation sowie die Art des durchgeflhrten Eingriffs. Des
Weiteren erfolgten die Dokumentation der Eingriffsdauer und die postoperative
Opioidgabe. Beruhend auf diesen Daten wurde das vermeintliche Risiko PONV zu

entwickeln nach dem Risikoscore von Apfel bewertet.

3.2 Resultate innerhalb der Gruppen

Die Patienten unterzogen sich Operationen in folgenden Korperregionen: im
Bauchbereich (POV: n = 31, Kontrollgruppe: n = 35), im Extra- /Retroperitonealraum
(POV: n = 12, Kontrollgruppe: n = 30), an Knochen und Gelenken (POV: n = 27,
Kontrollgruppe: n = 15), im Gesicht und Halsbereich (POV: n = 15, Kontrollgruppe: n
= 9), an Gehirn (POV: n = 3, Kontrollgruppe: n = 2), im Thoraxraum (POV: n = 3) und
an sonstigen Gebieten (POV: n = 4, Kontrollgruppe: n = 3).
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In der POV-Gruppe betrug das durchschnittliche Alter 58 Jahre (der Jingste war 16,
der Alteste 85 Jahre alt), in der Kontrollgruppe waren die Patienten im Durchschnitt
63 Jahre alt (der jliingste war hier 26 Jahre und der alteste 87 Jahre).

Der BMI war in beiden Gruppen mit 25,7 in der POV-Gruppe und 25,5 in der
Kontrollgruppe annahernd gleich und zeigte somit in beiden Gruppen eine
Praadipositas. Somit konnte auch in dieser Studie gezeigt werden, dass der BMI
keinen Einfluss auf POV hat.

In der POV-Gruppe dauerte die Narkose im Mittel 138 Minuten, in der Kontrollgruppe
143 Minuten. Es zeigte sich auch in dieser Arbeit, dass die Anasthesiedauer keinen
signifikanten Einfluss (p = 0,663) auf das Auftreten von POV hat.

Des Weiteren konnte auch in dieser Studie gezeigt werden, dass das weibliche
Geschlecht mit einem erhéhten POV-Risiko einhergeht. In der POV-Gruppe waren
es 70 weibliche Patienten, in der Kontrollgruppe nur 28, somit umfasst die POV-
Gruppe etwa 2,5-mal mehr weibliche Patienten als die Kontrollgruppe.

Auch konnte ein protektiver Effekt des Rauchens bestatigt werden. Wéahrend in der
POV-Gruppe 81 Nichtraucher waren, zeigten sich in der Kontrollgruppe nur 68
Nichtraucher und damit ein hoherer Anteil an Rauchern.

PONV in der Anamnese gaben in der POV-Gruppe 28 Patienten an, in der
Kontrollgruppe waren es nur zwei Probanden.

Ausgehend von einem standardisierten postoperativen schmerztherapeutischen
Konzept differierte die Gabe von postoperativen Opioiden erwartungsgemafR nur
gering, so erhielten in der POV-Gruppe 81 Patienten postoperativ Opioide und in der
Kontrollgruppe 77 Probanden.

In der POV-Gruppe erhielten 36 Patienten eine PONV-Prophylaxe und zeigten
trotzdem Ubelkeit  und Erbrechen, hingegen erhielt keiner  der
Kontrollgruppenpatienten eine PONV-Prophylaxe.

Alkohol reduziert das Risiko ftr POV deutlich. Verneinten in der POV-Gruppe alle 95
Patienten den regelmalligen Genuss von Alkohol, so waren dies in der
Kontrollgruppe nur 67 Patienten und 27 nahmen mindestens 20g Alkohol taglich zu
sich.

Der Risikoscore nach Apfel lag bei der POV-Gruppe entsprechend eines erhdhten
POV-Risikos bei drei und in der Kontrollgruppe bei zwei.
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Tabelle 11: Patientencharakterisierung/Ergebnisse inerhalb der POV-Gruppe und der Kontrollgruppe

POV- Gruppe Kontrollgruppe
n=95 n=94 P

Alter (in Jahren) 58 (16-85) 63 (26-87) <0,001*
Body Mass Index 25,7 25,5 0,655t
ASA- Klassifikation 1] 1] 0,635t
Andsthesiedauer (min) 138 143 0,6637
Weibliches Geschlecht 70 28 <0,001t
Nichtraucherstatus 81 68 0,034t
PONV in Anamnese 28 2 <0,001%
Postoperative Opioidgabe (24 h) 81 77 0,668t
PONYV Prophylaxe 36 0 <0,001%
Alkohol

kein regelm. Alkoholgenuss 95 67 <0,001%
mind. 20 g Alkohol taglich 0 27 <0,001%
Risikoscore zur PONV Entwicklung 3 2 <0,001t
Piritramiddosis in mg (6 h postoperativ) 18 16 0,126t
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3.3 Ergebnisse der Genotypisierung des 5-HT 35 -Rezeptors

In dieser Arbeit konnten 16 genetische Varianten in der POV-Gruppe nachgewiesen
werden und 10 in der Kontrollgruppe. Funf der 16 genetischen Varianten befanden
sich in der codierenden Region des Gens. Vergleichend wurde die Arbeit von Kaiser
et al. herangezogen (Kaiser et al., 2004).

Im Folgenden sollen die Lage der einzelnen genetischen Varianten im Gen sowie die

Verteilung dieser innerhalb der Gruppen dargestellt werden.

HTR3A (5-HT3 A-gene)

c3-72C>T

‘ *503C>T [
c4+10G > A | |c556G> T | ,:
*70C>A

c1-19G>A

| 20T
i

c4+18T>C

€30 C>T €576 G>A c684C>T c831G>A c1377A>G
LeutiOLeu Leu192Leu || Tyr228Tyr || Lys288Lys Leud59Leu

Abbildung 9: 5-HT3A: Genomstruktur sowie Lokalisation der identifizierten genetischen Varianten in beida
Gruppen
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Tabelle 12: Identifizierte genetische Varianten irder POV-Gruppe und der Kontrollgruppe

POV Gruppe Kontrollgruppe
n=95, 190 Chromosomen n=94, 188Chromosomen
single nucleotide Anzahl der genetischenVarianten Anzahl der genetischen Varianten
genetische Varianten polymorphism
im 5-HT3A Gen database

(HGVS Nomenklatur) Genposition (dbSNP) heterozygot homozygot Summe AF heterozygot homozygot Summe AF
-42C>T -42 1062613 35 3 41 0,216 27 1 29 0,154

c30C>T (pLeulOLeu) 30 3 0 3 0,016 0 0 0 0
c1-19G>A 2427 1176722 19 1 21 0,11 14 2 18 0,096
c3+7A>C 3959 14 2 18 0,095 22 0 22 0,117
c3-72C>T 5806 11607240 11 2 15 0,079 22 0 22 0,117

c3-52C>T 5826 1 0 1 0,005 0 0 0 0

c4+10G>A 5997 1 0 1 0,005 0 0 0 0

c4+18T>C 6005 1 0 1 0,005 0 0 0 0
c5+85T>C 8049 35448518 17 1 19 0,1 19 0 19 0,101
c5-56G>T 10634 10160548 46 8 62 0,326 28 9 46 0,245
c576G>A (pLeul92Leu) 10721 34327364 7 0 7 0,037 6 0 6 0,032

c684C>T (pTyr228Tyr) 10829 1 0 1 0,005 0 0 0 0
c831G>A (pLys288Lys) 11318 4 0 4 0,021 2 0 2 0,011
c1377A>G (pLeu459Leu) 14378 1176713 37 3 43 0,226 25 1 27 0,144

*70C>A 14508 1 0 0,005 0 0 0 0
*503C>T 14941 34316451 0 0,026 5 0 5 0,026

Das 5-HT3, Gen befindet sich auf Chromosom 11, acc.no. 03389%egion 17408464-17423500. Die Allelfrequenzen leden sich jeweils auf 190 Chromosomen (POV-Gruppeind 188
Chromosomen (Kontrollgruppe).

HGVS= Human Genome Variation Society; he= heterozyw; ho= homozygot;3= gesamte Anzahl der Polymorphismen innerhalb der @Gppen (POV- und Kontrollgrupp
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Im Exon eins zeigten sich zwei genetische Varianten: -42C>T (GP -42) und c30C>T
(pLeulOLeu, GP 30). Die genetische Variante -42C>T befindet sich 42 Basen vor
dem Translationsstart und trat in der POV-Gruppe insgesamt bei 41 Patienten auf,
35mal heterozygot und dreimal homozygot. In der Kontrollgruppe zeigte sie sich bei
nur 29 Patienten, 27mal heterozygot und 1mal homozygot. Die zweite genetische
Variante im Exon 1 befindet sich im codierenden Bereich und trat in der POV-
Gruppe bei drei Patienten auf, in allen Fallen heterozygot. In der Kontrollgruppe

konnte sie nicht nachgewiesen werden.

GGCAAGC TGGCCCTTGGTGGGCC TCGCCCTGAGCACTCGG A
210 220 230 2

Abbildung 10: Polymorphismus -42C>T in der Promotoregion, hier als Wildtyp (Exon 1)

GGCAGAGG GC':’«.G GCAAGC TGGCCC TTGGTGGGCCTCGNCCTGAGCACTCG G
90 210 220 230 241

Abbildung 11: Polymorphismus -42C>T in der Promotoregion, heterozygot (Exon 1)

Im Exon zwei konnte nur eine genetische Variante nachgewiesen werden: cl-
19G>A (GP 2427), diese befindet sich im nicht codierenden Bereich. Sie trat in der
POV-Gruppe bei 21 Patienten auf, 19mal heterozygot und nur 1mal homozygot.
Auch in der Kontrollgruppe konnte sie bei insgesamt 18 Patienten nachgewiesen

werden, hiervon 14mal heterozygot und 2mal homozygot.
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GGGGGGCTGGT GT CTACTTT GAACTGT T €T CCT T CCECAG C CAGG AGG AGC CGAAA
20 30 40 50 60

bttt

Abbildung 12: Polymorphismus ¢1-19G>A (Exon 2), Wiltyp

GGGGGGCTGGT GT CTACT TTAAACTGTT CTCCTT CCCAG C CAGG AGG AGC CGAAA
20 30 40 50 60

| il ,

Abbildung 13: Polymorphismus c1-19G>A (Exon 2), hetrozygot

L

Auch das Exon 3 zeigte nur eine genetische Variante im nichtcodierenden Bereich:
c3+7A>C (GP 3959). Diese trat in der POV-Gruppe bei 18 Patienten auf, 14-mal
heterozygot und zweimal homozygot. In der Kontrollgruppe offenbarte sie sich bei 22

Patienten, in allen Fallen heterozygot.

ACCACCTACATCT GGTACCGGCAGGTGAGCAGACCCGCCCCTCCCTGCCCCC
110 120 130 140 150

Nl

Abbildung 14: Polymorphismus ¢3+7A>C (Exon 3), Wildyp
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ACCACCTACATCTGGTACCGGCAGGTGAGCNGACCCGCCCCTCCCTGCCCCC
110 120 130 140 150

M

Abbildung 15: Polymorphismus ¢3+7A>C (Exon 3), het®zygot

Die meisten genetischen Varianten zeigte das Exon 4, wobei sich auch hier alle im
nicht codierenden Bereich befinden: ¢3-72C>T (GP 5803), ¢3-52C>T (GP 5826),
c4+10G>A (GP 5997) und c4+18T>C (GP 6005). Auch die Arbeit von Kaiser et al.
zeigte zahlreiche genetische Varianten in diesem Exonbereich, allerdings konnten in
der vorliegenden Arbeit noch zwei weitere gefunden werden. In beiden Gruppen trat
die genetische Variante c3-72C>T am haufigsten auf. 15 Patienten konnten sie in der
POV-Gruppe vorweisen, davon 11 heterozygot und zwei homozygot. In der

Kontrollgruppe prasentierten sie 22 Patienten, alle heterozygot.

GGGTC GCC T GCAAC TCAGGCA GACTTCACCCTCAGT GC CCA
260 270 280 290

Abbildung 16: Polymorphismus ¢3-72C>T (Exon 4), Wildyp (mit RUckwartsprimer sequenziert)
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GGGTCCAC C TGCAACTCAGGCANAC TTCACCCTCAGTGC CCA
260 270 280 290

}«Aw\.“;“‘ Il 110 " ]

Abbildung 17: Polymorphismus ¢3-72C>T (Exon 4), hetezygot (mit Riickwartsprimer sequenziert)

ATAACG6GTACT CACAACTCATTGATGAGAATGTCCGGG ACCCA
90 100 110 120

|
n

i

Abbildung 18: Polymorphismus c4+10G>A (Exon 4), Wityp (mit RUckwartsprimer sequenziert)

GGGC TTCTCCAGCTCCTAAGCCACCCAGCCACCT CACAATGGATAAC
40 50 60 70 80

, | “ ﬂ
AL -“H‘x MULE

Abbildung 19: Polymorphismus c4+10G>A (Exon 4), hefrozygot (mit Ruckwartsprimer sequenziert)
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Im Exon 5 konnte nur eine genetische Variante c¢5+85T>C (GP 8049) im nicht-
codierenden Bereich nachgewiesen werden. In beiden Gruppen offenbarte sie sich
bei 19 Patienten, in der Kontrollgruppe in allen Fallen als heterozygote Variante. 17-

mal zeigte sie sich in der POV-Gruppe heterozygot und einmal in homozygoter Form.

In dieser Arbeit konnten im Exon 6 zwei genetische Varianten gefunden werden.
Hierbei findet sich die genetische Variante c576G>A (pLeul92Leu) im kodierenden
Bereich (GP 10721) und kommt bei beiden Gruppen in etwa gleich haufig vor. In der
POV-Gruppe zeigte sie sich bei sieben Patienten, bei allen heterozygot, und in der
Kontrollgruppe bei sechs Patienten, auch hier in allen Fallen heterozygot.

Die zweite genetische Variante c5-56G>T (GP 10634) liegt im nichtkodierenden
Bereich und trat bei 62 Patienten der POV-Gruppe auf, 46 zeigten sie in
heterozygoter Form und nur acht in homozygoter Form. In der Kontrollgruppe konnte

sie 46mal gefunden werden, 28mal heterozygot und neunmal homozygot.

A ATC TAGTACCCAG AGCC TGC T GG AC C C
231 240 Z50

Abbildung 20: Polymorphismus ¢5-56G>T (Exon 6), Wiltyp (mit Rickwartsprimer sequenziert)
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AATC TAGT AC CCAG AGC €CTGC TG ABRBCC
230 240 250

Abbildung 21: Polymorphismus c5-56G>T (Exon 6), hetrozygot (mit RUckwartsprimer sequenziert)

TTTGTGGC GC TTGC CAGAAAAGGTGAAA
50 60 70

Abbildung 22: Polymorphismus c576G>A (pLeul92Leu) (Ean 6), Wildtyp

T TTGT GGC GC TTNCCAG AAAAGGT GA AA
110 120 130

YW Sl

Abbildung 23: Polymorphismus c576G>A (pLeul92Leu) (Ean 6), heterozygot
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Die im Exon 7 gefundenen genetischen Varianten liegen beide im kodierenden
Bereich. C684C>T (pTyr228Tyr, GP 10829) konnte in der POV-Gruppe bei einem
Patienten in heterozygoter Form nachgewiesen werden, in der Kontrollgruppe zeigte
sie sich bei keinem unserer Probanden.

C831G>A (pLys288Lys, GP 11318) ist die zweite genetische Variante im Exon
sieben und trat bei vier Patienten der POV-Gruppe auf, immer heterozygot und bei
nur zwei Probanden der Kontrollgruppe, auch hier immer in heterozygoter Form.

GGAGGAGT GTAATCT TGAAAGAGACCCTCTCGCC
) 120 130 140

JIJ‘A“A““M‘& Mh ‘

Abbildung 24: Polymorphismus C831G>A (pLys288Lys) (E&n 7), Wildtyp (mit RUckwartsprimer sequenziert)

GGAGGAGTGTAATNTTGAAAGAGACCCTCTCG
140 150 160

f-

Abbildung 25: Polymorphismus C831G>A (pLys288Lys) (E&n 7), heterozygot (mit Rlckwartsprimer sequenzieit

- — <N
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Auch das Exon 9 konnte eine genetische Variante im kodierenden Bereich
aufzeigen. C1377A>G (pLeu4d59Leu, GP 14378) zeigte sich bei 43 Patienten der
POV-Gruppe, wobei sie bei 37 in heterozygoter und nur bei drei Patienten in
homozygoter Form auftrat. Bei den Probanden der Kontrollgruppe kam sie insgesamt
27-mal vor, 25-mal heterozygot und nur einmal homozygot.

Des Weiteren traten zwei genetische Varianten im nichtkodierenden Bereich auf.
Zum einen 70C>A (GP 14508), diese allerdings nur bei einem Patienten der POV-
Gruppe in heterozygoter Form und bei keinem Probanden der Kontrollgruppe. Zum
zweiten die genetische Variante 503C>T (GP 14941) die sich in beiden Gruppen bei
jeweils funf Patienten, immer in heterozygoter Form zeigte.

T TCCACAT TTACCT GC TAGC GGT GC TG GC C TA CA
300 310 320

\ | i | \ L

Abbildung 26: Polymorphismus C1377A>G (pLeu459Leu) (Eon 9), Wildtyp

T TCCACAT TTACCT GC TGGC GGTGC TGGC CTACA
S0 300 310 320

o v P

Abbildung 27: Polymorphismus C1377A>G (pLeu459Leu) (Eon 9), heterozygot
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GGGGACAG AGG AI' TTCT GCTTAGG CCCCTCAGG AC CC
50 60 80

o
bl

Abbildung 28: Polymorphismus 70C>A (Exon 9), Wildty

GGG G ACAG AGG AT T T CT GCT TAG G CCCCT CA
50 60 70

Abblldung 29 Polymorphlsmus 70C>A (Exon 9), hetermygote

G GCAGC T TCCCTGAACAC TCATCCCCCATCAGATGAT
190 200 210

Abbildung 30: Polymorphismus 503C>T (Exon 9), Wildty
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GGCAGC TTCCC TG AACAC TCATCCCNCATCAGATGAT
180 190 200 210

- 4 k ) A p— A A A

Abbildung 31: Polymorphismus 503C>T (Exon 9), heternygot
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3.4 Pradiktoren fur ein erhéhtes POV-Risiko

In das Modell der statistischen Auswertung mittels logistischer Regression wurden
alle Gruppencharakteristika mit einem p-Wert kleiner gleich 0,05 (Alter, POV-
Prophylaxe, Alkohol), die klassischen Risikofaktoren (weibliches Geschlecht,
Nichtraucherstatus, POV in Anamnese, postoperative Opioidgabe) sowie die
genetischen Varianten mit einem Haufigkeitsunterschied p<0,13 (-42 C>T; c¢5-56
G>T; c1377A>G) einbezogen. Hieraus ergaben sich funf unabhangige Préadiktoren
fur POV: das weibliche Geschlecht, PONV in der Anamnese und die genetische
Variante -42 C>T. Rauchen sowie ein hoheres Patientenalter erwiesen sich als

protektiv gegentber postoperativem Erbrechen.

Fur das weibliche Geschlecht lag ein ca. 7fach erhdhtes Risiko von postoperativem
Erbrechen vor. Auch Patienten, bei denen PONV bereits in der Anamnese bekannt
war, zeigten ein deutlich erhdhtes Risiko, erneut postoperativ zu erbrechen. Auf
Grund des sehr breiten Konfidenzintervalls (6,036 bis 63,925) liel3 sich das erhéhte
Risiko jedoch nicht genau angeben.

Patienten, die den Polymorphismus -42C>T aufwiesen, zeigten ein ca. 2,4-fach
erhohtes Risiko, unter POV zu leiden.

Raucher zeigten auch in der vorliegenden Untersuchung ein deutlich erniedrigtes
Risiko, von postoperativem Erbrechen betroffen zu sein.

Hinsichtlich des Alters zeigte sich, dass mit zunehmendem Alter das POV-Risiko

abnimmt und somit auch das zunehmende Lebensalter protektiv ist.

Tabelle 13: gefundene Pradiktoren mit der jeweilige odds ratio und dem 95% Konfidenzintervall

95% Konfidenzintervall
Pradiktoren Odds ratio unterer Wert oberer Wert
Alter (protektiv) 0,94 0,919 0,961
weibliches Geschlecht 6,943 4,067 11,852
Raucher 0,2 0,089 0,446
PONV in Anamnese 19,643 6,036 63,925
Polymorphismus -42C>T 2,371 1,209 4,651
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4.1 PONV und der 5-HT 35 -Rezeptor

In den letzten Jahrzehnten sind die anadsthesiebedingte Letalitat und Mortalitdt immer
weiter gesunken, die Patientenparameter wie Zufriedenheit und Wohlbefinden
nehmen jedoch an Bedeutung stetig zu (Rusch et al., 2010; Lohr 1988). Trotz
rasanter Fortschritte leiden jedoch immer noch ca. ein Drittel aller Patienten unter
PONYV (Gan et al., 2003).

Betroffene Patienten empfinden PONV haufig noch belastender als die
postoperativen Schmerzen und beide zéhlen zu den haufigsten postoperativen
Komplikationen. Fur viele Patienten ist die Vermeidung von PONV ebenso essentiell
wie die Vermeidung von Schmerzen (Macario et al., 1999).

Des Weiteren verursacht Erbrechen zwar seltene, aber durchaus schwerwiegende
Komplikationen, wie zum Beispiel Aspirationspneumonien, Hautemphyseme,
Pneumothorax, Nahtdehiszenzen oder Osophagusrupturen (Schumann et al., 1999;
Bremner et al., 1993; Risch et al., 2010).

Ein weiterer Faktor sind die durch PONV verursachten Gesundheitskosten, die sich
unter anderem aus einer Verlangerung der Liegezeiten im Aufwachraum mit
erhohtem  Uberwachungs- und  Therapiebedarf und aus stationaren
Wiederaufnahmen padiatrischer Patienten nach ambulanten Eingriffen ergeben
(Watcha, 2000).

Um die Patientenzufriedenheit und das Wohlbefinden der Patienten postoperativ
weiter zu verbessern und um Gesundheitskosten zu sparen, sollte eine PONV-
Prophylaxe bei Risikopatienten erfolgen. Zunachst sollten gesicherte emetogene
Faktoren vermieden werden. Da Regionalanésthesieverfahren mit einem geringeren
PONV-Risiko einhergehen, sollten diese, wenn maoglich, eingesetzt werden (Sinclair
et al.,, 1999). Zur weiteren Risikoreduktion sollte bei der Durchfihrung einer
Allgemeinanasthesie Propofol zur Narkoseaufrechterhaltung verwendet werden und
auf Lachgas verzichtet werden (Apfel et al., 2002; Apfel et al., 2004). Auch die
Verringerung der intra- und postoperativen Opioidgabe fuhrt zu einer weiteren
Absenkung des PONV-Risikos (Apfel et al., 1999; Apfel et al., 2002).

Zur medikamentdsen PONV-Prophylaxe stehen eine Vielzahl von Substanzen aus

unterschiedlichen Medikamentengruppen zur Verfigung, eine dieser Gruppen sind
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die 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten, deren Wirksamkeit untersucht und bestétigt wurde
(Rusch et al., 2010; Kazemi-Kjellberg et al., 2001). In jedem Fall sollte beim Auftreten
von PONV die Behandlung zugig erfolgen.

Da eine Prophylaxe sowie Therapie Uber eine Blockierung der 5-HT3-Rezeptoren
erreichbar ist, sollte in dieser Arbeit eine Genotypisierung der 5-HTza-Untereinheit
erfolgen und nach noch unbekannten Varianten in diesem Gen gefahndet werden.
Es stellte sich unter anderem die Frage nach méglichen Zusammenhangen zwischen

PONV und genetischen Varianten im Gen des 5-HT3a-Rezeptors.

4.2 Stellenwert bekannter PONV-Risikofaktoren in de  n untersuchten

Gruppen

Die Grunde fir medikamentdse Behandlungsmisserfolge in der PONV Therapie sind
maoglicherweise ahnlich komplex wie die multifaktorielle Genese von PONV. Auch
hierbei kbnnen u. a. genetische Faktoren eine Rolle spielen, die beispielsweise die
Pharmakodynamik an den Effektorsystemen oder die Pharmakokinetik mit
veranderten Abbauraten der Medikamente betreffen.

Bereits Kaiser und Mitarbeiter untersuchten einen Zusammenhang zwischen
chemotherapieinduziertem Erbrechen und genetischen Varianten im 5-HTg3a-
(HTR3A) und 5-HT3s-(HTR3B)-Gen. Die Analyse des HTR3A-Gens bei 242
Tumorpatienten, die einer Chemotherapie unterzogen wurden und Ubelkeit mit bzw.
ohne Erbrechen in unterschiedlicher Intensitat entwickelten, ergab insgesamt 21
genetische Varianten, von denen zwei zu einem Aminosdureaustausch im
kodierenden Bereich fuhrten. Keiner der identifizierten Varianten konnte jedoch in
einen signifikanten Zusammenhang mit Ubelkeit und Erbrechen unter einer
Chemotherapie gebracht werden (Kaiser et al., 2004).

Bei der Planung der vorliegenden Pilotstudie wurde angenommen, dass die
emetogene Potenz bzw. der entsprechende Reiz von Chemotherapeutika im
Gesamtkontext einer Tumortherapie deutlich hoher ist als von jenen Medikamenten,
die bei einer Allgemeinanasthesie zur Anwendung kommen. Dadurch konnte davon
ausgegangen werden, dass genetische Faktoren in den untersuchten Genen unter
Chemotherapie eventuell seltener zum Tragen kamen, da nahezu das gesamte

Untersuchungskollektiv Uber entsprechende Beschwerden klagte. Aus diesem Grund
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wurde angenommen, dass Patienten, die innerhalb einer postoperativen Periode von
6 Stunden erbrachen, mdglicherweise geeigneter fur eine diesbezlgliche HTR3A-
Gen-Assoziationsstudie waren. Diese wurden mit einer Kontrollgruppe verglichen,
bei denen entsprechende Beschwerden im Untersuchungszeitraum nicht auftraten.
Allerdings wurde auch in der vorliegenden Untersuchung zuné&chst der Schwerpunkt
auf eine umfassende methodische Analyse moglicher Varianten im HT3a-Gen
(HTR3A) gelegt. Dazu wurden sowohl alle AS-kodierenden Bereiche (9 Exons) als
auch die flankierenden Intronbereiche sowie die Promotorregion in der POV-Gruppe
mittels direkter Sequenzierung untersucht. Beim Nachweis von genetischen
Varianten wurde in der Kontrollgruppe nach diesen konkret mittels dOHPLC
gefahndet.

Im Ergebnis wurden in der POV-Gruppe insgesamt 16 verschiedene Varianten im
HT3a-Gen (HTR3A) entdeckt, von denen sich 10 in der Kontrollgruppe wiederfanden.
Die Mehrzahl der Varianten lag dabei aul3erhalb AS-kodierender Bereiche. Von den
Ubrigen funf, die in den Exonabschnitten auftraten, war die Variante c1377A>G
(pLeud59Leu) im direkten Gruppenvergleich signifikant haufiger bei den POV
Patientin zu finden. Keiner der funf Varianten fuhrte zu einem AS-Austausch, so dass
funktionelle Effekte im Serotoninrezeptor fraglich sind. Dagegen ergab sich aus der
logistischen Regressionsanalyse, dass neben den klassischen PONV-Risikofaktoren
die Variante -42C>T, welche in der Promotorregion des HTR3A-Gens zu finden ist,
ein unabhangiger Faktor fir das Auftreten von Erbrechen in der postoperativen
Friihphase ist bzw. das diesbeziigliche Risiko erhoht. Uber die funktionellen
Auswirkungen dieser Variante konnen mit den Ergebnissen der Arbeit keine
Aussagen getroffen werden.

Insgesamt offenbarte sich tber die Vielzahl identifizierter Varianten auch in dieser

Untersuchung eine grol3e Heterogenitat im HTR3A-Gen.

4.3 Bezlige zwischen den ermittelten Resultaten innerhalb der

Gruppen und bereits bekannten Risikofaktoren

Vor dem Hintergrund einer noch weitgehend unklaren Pathogenese von PONV, ist
es umso wichtiger, die hierfir auslésenden Pradiktoren zu kennen. Eine Vielzahl
wurde bereits beschrieben, jedoch kann keiner dieser Préadiktoren allein eine

ausreichende PONV-Vorhersage treffen. Mit entsprechenden Prognosesystemen

59



4 Diskussion

kann eine etwa 70 prozentige Vorhersagegenauigkeit ermittelt werden (Rusch et al.,
2010).

Eines dieser Prognosesysteme ist der Risikoscore nach Apfel et al., er umfasst vier
Faktoren: das weibliche Geschlecht, PONV oder Reisekrankheit in der Anamnese,
den Nichtraucherstatus und die zu erwartende postoperative Opioidgabe (Apfel et al.,
1999).

Ziel dieser Arbeit war es unter anderem, nach neuen Pradiktoren zu fahnden und

bereits beschriebene zu bestéatigen oder zu wiederlegen.

In der vorliegenden Arbeit waren in der POV-Gruppe 70 Patienten weiblichen
Geschlechts, in der Kontrollgruppe hingegen nur 28 Patienten. Somit umfasste die
POV-Gruppe 2,5-mal mehr weibliche Patienten als die Kontrollgruppe. Der p-Wert fur
das weibliche Geschlecht betragt <0,001. Die nach Apfel et al. im Risikoscore
festgelegte Geschlechterverteilung kann folglich mit dieser Arbeit bestétigt werden.
Generell ergab sich fir das weibliche Geschlecht ein ca. 7-fach erhdhtes Risiko von
postoperativer Ubelkeit und Erbrechen betroffen zu sein. Obwohl das
Konfidenzintervall mit 4,067 bis 11,852 relativ breit ist, wurde eindeutig belegt, dass
das Risiko fur das weibliche Geschlecht deutlich erhoht ist. Innerhalb der
Literaturrecherchen zeigt sich zumeist ein dreifach erhohtes Risiko (Apfel et al.,
2004; Apfel et al., 2000). Dieses Risiko wird erst mit Eintreten der Geschlechtsreife
deutlich, wofir vor allem hormonelle Unterschiede verantwortlich gemacht werden
(Apfel et al., 2000).

PONV in der Anamnese ergab sich bei 28 Patienten der POV-Gruppe, jedoch nur bei
zwei in der Kontrollgruppe. Damit litten deutlich mehr Probanden an Ubelkeit und
Erbrechen, die bereits ein solches Ereignis in ihrer Krankengeschichte aufwiesen.
Der p-Wert fir PONV in der Anamnese betragt <0,001. Auch hier bestatigt sich der
von Apfel et al. aufgezeigte Zusammenhang. Patienten mit PONV in Anamnese
zeigen ein zwei- bis dreifach hoheres Risiko fir Ubelkeit und Erbrechen nach
Narkosen (Apfel et al., 2000). Die statistische Auswertung aller Daten ergab auch in
dieser Studie ein deutlich erhbhtes Risiko fur Patienten mit PONV in Anamnese.
Ursachlich hierfir ist am ehesten eine individuell unterschiedlich ausgepragte
Empfindlichkeit des Brechreflexes oder eine generell bestehende Disposition zu
Ubelkeit und Erbrechen (Apfel et al., 2000).
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Beziglich des Nichtraucherstatus fanden sich in der POV-Gruppe 81, in der
Kontrollgruppe hingegen nur 68 Patienten. Damit scheint das Rauchen, wie von
Apfel et al. bereits festgestellt, auch in dieser Studie einen protektiven Effekt
aufzuweisen. Der p-Wert fur den Nichtraucherstatus liegt bei 0,034.

Auch die grol3 angelegte Studie (mit 1600 Patienten) von Cohen et al. zeigte, dass
Nichtraucher ca. zweimal haufiger unter PONV leiden als Raucher (Apfel et al.,
2000). Die Pathophysiologie dazu ist noch nicht abschlielend geklart, vermutet wird

aber die Beeinflussung des dopaminergen Systems (Apfel et al., 2000).

Den Risikofaktor der postoperativen Opioidgabe konnten in der POV-Gruppe 81 und
in der Kontrollgruppe nur 77 Patienten aufzeigen. Der p-Wert fir die Gabe von
postoperativen Opioiden liegt bei 0,668 und ist damit nicht signifikant. Dieses
Ergebnis war zu erwarten, da die postoperative Opioidgabe nach einem

standardisierten postoperativen schmerztherapeutischen Konzept erfolgt.

Die Zusammenschau aller in dieser Arbeit ermittelten Faktoren ergab innerhalb des
Risikoscores nach Apfel et al. fur die POV-Gruppe eine durchschnittliche Punktzahl
von drei und fir die Kontrollgruppe eine Punktzahl von zwei. Somit war das Risiko,
PONV zu entwickeln, in der POV-Gruppe hoher als in der Kontrollgruppe.

Apfel et al. haben weitere Risikofaktoren untersucht, die jedoch zum Teil klinisch
nicht so relevant sind und daher keine Anwendung in 0.g. Risikoscore finden (Apfel
et al., 2004).

Kinder erbrechen haufiger als Erwachsene, im Schulalter sind dies sogar 34-50%.
Damit ist PONV eine héaufige postoperative Komplikation im Kindesalter und fuhrt
gerade nach ambulanten Operationen zur stationaren Aufnahme. Gleichzeitig stellt
es fur Eltern und Kind eine enorme zusatzliche Belastung dar. Das Risiko von PONV
betroffen zu sein steigt bis zur Pubertat mit zunehmendem Alter zunachst an und
sinkt dann im Erwachsenenalter mit den Jahren wieder (Kretz et al., 2006).

Auch Apfel et al. zeigten, dass vor allem jungere Patienten von PONV betroffen sind
und die Inzidenz mit zunehmenden Alter abnimmt (Apfel et al.,, 2004). In der

vorliegenden Arbeit waren die Patienten der POV-Gruppe im Durchschnitt 58 Jahre,
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in der Kontrollgruppe durchschnittlich 63 Jahre. Der ermittelte p-Wert von kleiner
0,001 ergibt hierfir eine Signifikanz und bestatigt 0.g. Thesen.

Als unabhéangiger genetischer Faktor der zum Auftreten von POV fihrt, zeigte sich
innerhalb dieser Arbeit der Polymorphismus -42C>T. Patienten die diesen
Polymorphismus aufwiesen, zeigten ein ca. 2,4-fach erhohtes Risiko, unter POV zu
leiden.

Apfel et al. sehen den Risikofaktor der Adipositas als widerlegt (Apfel et al., 2004). In
beiden Gruppen zeigte sich ein anndhernd gleicher BMI, in der POV-Gruppe lag er
bei 25,7 und in der Kontrollgruppe bei 25,5. Dieser Wert entspricht einer
Praadipositas und ist mit einem p-Wert von 0,655 nicht signifikant. Damit wurde auch

mit dieser Arbeit die Adipositas als Risikofaktor widerlegt.

Abschlie3end kann gesagt werden, dass die ermittelten Resultate die multifaktorielle
Entstehung von PONV bestatigen und schlieBlich auch einen mdoglichen
Zusammenhang zwischen POV und den genetischen Varianten im 5-HT3a-Gen
(HTR3A) aufzeigen.

Des Weiteren sollten neue Studien darauf achten, zwischen POV und
Kontrollgruppen konsequent gleiche Bedingungen zu schaffen, vor allem hinsichtlich

der klassischen Risikofaktoren und der chirurgischen Eingriffe.
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5 Zusammenfassung

Die anasthesiebedingte Letalitat und Mortalitdt sinken immer weiter, daher ricken die
Patientenparameter wie Wohlbefinden und Patientenzufriedenheit immer mehr in den
Vordergrund.
Die Inzidenz, von PONV betroffen zu sein, liegt immer noch bei 25-30%. Fir die
Betroffenen ist sie eine sehr belastende postoperative Komplikation.
Mit Hilfe einer medikamentdsen PONV-Prophylaxe, unter anderem mit 5-HTs-
Rezeptor-Antagonisten, konnte das Auftreten von PONV gesenkt werden.
In dieser Arbeit wurde nach Unterschieden im Auftreten von Varianten im Gen fir
den Serotoninrezeptor Subtyp A bei PONV- und Kontrollgruppenpatienten gesucht,
um so Ruckschlisse auf mogliche genetische Dispositionen ziehen zu kdnnen und
effektivere therapeutische Angriffsmdglichkeiten (5-HT3-Rezeptorantagonisten) zu
finden.
In die Studie wurden 189 Patienten eingeschlossen, von allen wurde Geschlecht,
BMI, der tagliche Genuss von Alkohol und Nikotin, die krankheitsbezogene
Anamnese, PONV in Anamnese, die Begleitmedikation und die Art des
durchgefiihrten Eingriffs ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass der BMI keinen
Einfluss auf POV hat, ebenso die Anasthesiedauer. Das weibliche Geschlecht ist
auch innerhalb dieser Studie mit einem hoheren POV-Risiko verbunden, Rauchen
und ein hbéheres Patientenalter hingegen haben einen protektiven Effekt auf POV.
Des Weiteren reduziert Alkohol das Risiko fur POV deutlich. Der Risikoscore nach
Apfel lag bei der POV-Gruppe entsprechend eines erhohten POV-Risikos bei 3 und
in der Kontrollgruppe bei 2.
Bei allen Probanden der Gruppe mit postoperativem Erbrechen erfolgte eine
Genotypisierung des gesamten 5-HT3a Rezeptors mittels direkter Sequenzierung. Es
konnten 16 genetische Varianten in dieser Gruppe nachgewiesen werden. Ihr
Auftreten wurde in der Kontrollgruppe mittels dHPLC Uberprft. Hierbei fanden sich
10 genetische Varianten. Funf der insgesamt 16 verschiedenen genetischen
Varianten befanden sich in der codierenden Region des Gens.
Patienten, die den Polymorphismus -42C>T aufwiesen, zeigten ein ca. 2,4-fach
erhdhtes Risiko, unter POV zu leiden.
Auch in dieser Arbeit offenbarte sich eine grofe Heterogenitdt im 5-HT3a-Gen
(HTR3A).
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5 Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit ermittelten Resultate bestatigen die multifaktorielle Entstehung
von PONV und zeigen einen mdglichen Zusammenhang zwischen POV und den
genetischen Varianten im 5-HT34 Gen (HTR3A).

In neuen Studien sollte allerdings darauf geachtet werden, konsequent gleiche
Bedingungen zwischen POV und Kontrollgruppen zu schaffen, vor allem in Hinblick
auf die klassischen Risikofaktoren und die chirurgischen Eingriffe.
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Anhang

Untersuchung zum Auftreten genetischer
Polymorphismen bezlglich postoperativer
Ubelkeit und Erbrechen

Pat.-Aufkleber

OP-Tag A J._J_l.200_]

Allgemeine Angaben
Geschlecht O mannlich O weiblich

Alter [Jahre] I (18-80 Jahre sinschiufifshig)
GroRe [cm] o <[l 5

Gewicht [kg] ]

Art der Operation:

Andsthesie:

Aligemein-A. O neinQ ja regionale A.
Intubation Q nein0 ja Larynx-M.

Volatile A. O neinO ja Lachgas
Intraoperative PONV-Prophylaxe:

Anamnestische Angaben

Diabetes mellitus QO neinQ ja
COPD QO neinO ja
Gastritis QO neinQO ja
Nahrungsmittelunvertrdglichkeit:
Medikamentenunvertrdglichkeit:

O neinQ ja
O neinQ ja Maske QOneinOja
O neinO ja TIVA O neinOja

Niereninsuffizienz O neinQ ja
Allergien: :

Darmerkrankung Q nein0O ja

Raucher O neinOja — [Zigaretten/Tag] | |

Alkohol [drinks/Woche] _J_J 1 (1drink =0,25 1 Bler oder 0,1 | Wein oder 2 c! Spiritucsen)
OP in Anamnese OneinQja (Algsmein- O oder Regionalandsthesie O)

PONV in Anamnese O neinQ ja Reisekrankheit O nein O ja

Verwandte mit PONV-Anamnese:
Postoperativ Jetzige OP:

Ubelkeit O neinQ ja Erbrechen

O nein0 ja

Beschwerden im Vergleich zur Vor-OP ? O schlechter O gleich QO besser

Abb.39 Anasthesieprotokoll
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Anhang

Universitatsklinikum Leipzig

Kiinik fiir An&sthesiologie und
Intensivtherapie

Liebigstr. 20

04103 Leipzig

Direktor: Prof. Dr. med. habil. Derk Olthoff

Patienteninformation / Einversténdniserkldrung

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrier Patient,

bei lhnen wurde ein gehauftes oder sehr intensives Auftreten von Ubelkeit bzw.
Erbrechen nach einer Narkose beobachtet (bzw. wurde von Ihnen selbst
angegeben).

im Rahmen einer klinischen Untersuchung wollen wir bei Patienten, die
Uberdurchschnittlich haufig an Ubelkeit bzw. Erbrechen nach Narkosen leiden,
prufen, ob es hierfir eventuell eine genetische Veranlagung gibt und ob sich daraus
neue Ansatzpunkte flr die Therapie entwickeln lassen.

Ihr Einverstandnis vorausgesetzt, wirden wir dazu gemn 10 ml Blut von lhnen
abnehmen. Dieses wird anschlieBend auf genetische Hinweiszeichen fur lhr
Syndrom untersucht.

Selbstverstandlich werden die Daten im gesetzlichen Rahmen des Datenschutzes
anonym und ausschlieflich fur Forschungszwecke ausgewertet und nicht an Dritte
weitergegeben. lhnen entstehen daraus weder gesundheitliche, noch soziale oder
finanzielle Nachteile.

Vielen Dank fur lhre Mithilfe

Hiermit erklére ich mein Einverstandnis, an der 0.g. Untersuchung teilzunehmen.

Datum Unterschrift

Abb.40 Patienteninformation/ Einverstandniserklarung
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Anhang

Herstellung PCR-Primer
-80 ul Aqua dest.
-10 pl Vorwartsprimer

-10 pl Ruckwartsprimer

Herstellung Sequenzierprimer
-120 ul Agqua dest.
-10 pl Stammprimer

Herstellung dNTPs
-920 ul Agqua dest.
-20 pl dATP
-20 pul dCTP
-20 ul dGTP
20 ul dTTP

Herstellung 100-bp-Ladder
-160 ul Agua dest.
-20 pl Ladder-Konz.
-20 pl 10xPBS

Herstellung 10x-Bromphenolblau
-10 ml Aqua dest.
-4 g Saccarose

-2,5 mg Bromphenolblau

Herstellung von 0,5M EDTA
-400 ml Aqua dest.

-93,05 g EDTA (M = 372,24)

-6g NaOH

-vorsichtig erwarmen und rihren

-pH auf 8,0
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Anhang

Herstellung 10x-TE-Puffer
-80 ml Aqua dest.
-1,21 g Tris-Puffer (=100 mmol/l)
-372 mg EDTA (=10 mmol/l)
-mit HCL einen pH-Wert von 7,5 einstellen
-Gebrauchslésung 1xTE-Puffer steril filtrieren

Herstellung 10x-TBE-Puffer
-108 g Tris-Base
-55 g Borséaure
-40 ml 0,5 M EDTA
-auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen

-filtrieren
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