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Referat:

Das Ziel der Untersuchungen war einen méglichen Einfluss von Genpolymorphismen
auf den postoperativen Verlauf kardiochirurgischer Patienten aufzudecken. Es wurde
praoperativ das zu untersuchende Blut enthommen und zentrifugiert. Das
Uberstehende Blutplasma diente der Bestimmung des Catecholaminspiegels mittels
HPLC. Aus den korpuskularen Bestandteilen wurde die DNA isoliert und zur
Genanalyse verwendet. Die Polymerase-Ketten-Reaktion mit anschlielBender
Schmelzkurvenanalyse ermoglichte eine Differenzierung der 145A>G, 1165G>C [31-
Adrenorezeptor- und 472G>A COMT-Polymorphismen. Der postoperative Verlauf der
Patienten wurde bis zu deren Entlassung aufgezeichnet. Unter Betrachtung der
einzelnen  Polymorphismen zeigten sich Unterschiede im postoperativen
Noradrenalinverbrauch, im postoperativen Gesamtcatecholaminverbrauch, in der
Aufenthaltsdauer im Krankenhaus und im praoperativen Noradrenalinplasmaspiegel.
Patienten mit dem 145G/X und 1165CC waren signifikant langer im Krankenhaus als
die Trager des 145AA und 1165G/X. Der postoperative Noradrenalinverbrauch und
Gesamtcatecholaminverbrauch unterlag der Beeinflussung der drei Polymorphismen.
Die Trager des 145G/X, 1165G/X und 472GG hatten einen signifikant hoheren
Noradrenalinverbrauch als die 145AA, 1165CC und 472A/X Trager. Im zweiten
Schritt der Analyse wurden die SNP-Kombinationen berucksichtigt. Es stellte sich
heraus, dass sich unter Betrachtung dieser die zuvor festgestellten signifikanten
Zusammenhange auflésten. Demzufolge ist eine Betrachtung der SNP-
Kombinationen wichtig um genetische Risiken identifizieren zu kénnen und keine

Risiken in Datensatze hinein zu interpretieren.
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1 Einleitung

Der menschliche Kérper passt sich verschiedenen Stresssituationen an. Er ist in der
Lage sowohl auf korperliche Anstrengung als auch auf psychische Belastungen
adaquat zu reagieren. Ein wichtiges Organ hierfir ist das sympathische
Nervensystem. Es wird unter anderem durch sportliche Ertlichtigung aktiviert und
bewirkt eine dreifache Erhdhung des Noradrenalinplasmaspiegels. Psychischer
Stress verursacht andererseits eine verstarkte Adrenalinfreisetzung. Die beiden
Hormone vermitteln Uber die adrenergen Rezeptoren den entsprechenden
Anpassungsmechanismus auf die Gefahrensituation (Dimsdale und Moss 1980,
McDevitt 1989).

1.1 Die Catecholaminsynthese

Die Catecholamine Adrenalin und Noradrenalin sind wichtige Mediatoren des
sympathischen Nervensystems. Ihre Wirkung wird Uber die adrenergen Rezeptoren
vermittelt (Insel 1996, Small et al. 2003). Sie werden freigesetzt um den Blutdruck,
die Herzfrequenz, die Kontraktionskraft des Herzens, die Atemwege, die
metabolischen, cerebralen und immunologischen Funktionen zu regulieren (Bylund et
al. 1994, Cagliani et al. 2009).

Das 1,2-Dihydroxybenzol (Catechol) bildet die Grundstruktur des Adrenalins und
Noradrenalins. Sie werden in den A-Zellen des Nebennierenmarks synthetisiert
(Loffler 2003). Die Ausgangsaminosaure ist L-Tyrosin. Es wird im Zytoplasma durch
die Tyrosinhydroxylase in 3,4-Dihydroxyphenylethylamin (Dopa) umgewandelt
(Nagatsu et al. 1964, Hanna 1965). Dieser geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Catecholaminsynthese (Levin et al. 1960) lauft unter der Wirkung von Eisen(ll)-lonen,
Tetrahydrobiopterin und Sauerstoff ab (Nagatsu et al. 1964). Anschlie3end reagiert
Dopa mit der Dopadecarboxylase zu Dopamin (Hanna 1965). Der vesikulare
Monoamintransporter (VMAT) transferiert das Dopamin in die chromaffinen Granula
(Loffler 2003). Dort wird es durch die Dopamin-3-Hydroxylase zu Noradrenalin
umgewandelt. Die Hydroxylierung erfolgt unter der Anwesenheit von Ascorbinséaure,
Sauerstoff und Kupferionen (Levin et al. 1960, Levin und Kaufman 1961). Die
Ascorbinsaure beschleunigt die Noradrenalinsynthese (Levine et al. 1985, Levine
1986). Noradrenalin wird schlieBlich durch die B-Phenylethanolamin-N-

Methyltransferase zu Adrenalin umgewandelt (Hanna 1965).
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Adrenalin  wird im Nebennierenmark (Insel 1996) und Noradrenalin in den
sympathischen Neuronen und im Nebennierenmark (Benedict et al. 1978)
gespeichert. Acetylcholin  wird durch die pragangliondren Neurone des
Nebennierenmarks freigesetzt und bindet an die nicotinergen Acetylcholinrezeptoren
der sekretorischen Zellen. Es verursacht somit die Freisetzung des Adrenalins und
Noradrenalins in das Blut (Loffler 2003).

Uber den Blutweg verteilen sich die Hormone im Korper und gelangen zu den
Zielzellen um dort an die adrenergen Rezeptoren zu binden (Iversen 1965, Insel
1996). Die Adrenorezeptoren sind nahezu im gesamten peripheren Gewebe und im
zentralen Nervensystem nachweisbar (Bylund et al. 1994). Sie gehtren zu den
sogenannten G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Wallukat 2002).

1.2 Die G-Protein gekoppelten Rezeptoren

Die G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) sind die gréf3te und vielseitigste
Gruppe der Oberflachenrezeptoren. Sie haben alle den gleichen Grundaufbau. Auf
der extrazellularen Seite befindet sich der Aminoterminus fir die N-Glykosylierung,
es schliel3en sich die sieben transmembrandsen Helices an. Der Carboxyterminus ist
in der Zelle situiert und dient der regulierenden Phosphorylierung diverser
Proteinkinasen (Insel 1996, Lefkowitz 2007, Warne et al. 2008). Der aminoterminale
Abschnitt ist fur die Ligandenbindung von Bedeutung (Lefkowitz 2007). Die erste und
zweite extrazellulare Schleife sind Gber Disulfidbriicken miteinander verbunden und
sind somit fur die Rezeptorkonformation verantwortlich (Dixon et al. 1987a). Die
Aufgabe der Rezeptoren ist es ein extrazellulares Signal in ein Intrazellulares
umzuwandeln (Cerione et al. 1983, Hoebeke 1996). Dieses Signal wird durch
verschiedene Hormone vermittelt. Dazu zahlen zum Beispiel Acetylcholin, Dopamin,
Adrenalin, Noradrenalin, Vasopressin, Histamin, Glucagon, Geschmacksmolekule
und Thyreotropin (Insel 1996).

Es sind derzeit 800 verschiedene GPCR bekannt (Hill 2006, Warne et al. 2008). Aus
diesem Grund wurden sie durch die Aminoséduresequenzanalyse der Polymerase-
Ketten-Reaktion klassifiziert (Warne et al. 2008). In der GPCRDB (database) werden

sie in sechs Klassen eingeteilt:
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Klasse A rhodopsin-like (80% aller menschlichen GPCR)
Klasse B secretin-like

Klasse C metabotrope Glutamat-Rezeptoren

Klasse D Pheromon-Rezeptoren

Klasse E cAMP-Rezeptoren

Klasse F frizzled/smoothened family

Tabelle 1 Einteilung der G-Protein gekoppelten Rezeptoren in die Klassen A bis F

Die Klassen werden wiederum in Subklassen unterteilt und diese in Sub-sub-Klassen
(Davies et al. 2008). Die grolte Familie ist die Familie A, darunter z&hlen unter

anderem die humanen adrenergen Rezeptoren (Warne et al. 2008).

1.3 Die adrenerge Rezeptoren

1948 unterschied der Pharmakologe Raymond Ahlquist als erster die a-adrenergen
Rezeptoren von den (3-adrenergen Rezeptoren (Stiles et al. 1984, Bylund et al. 1994,
Wallukat 2002). Uber 20 Jahre spater verbreitete sich eine tiefe Skepsis tber die
Existenz der Rezeptoren in der Wissenschaft. Raymond Ahlquist unterstrich diese
Zweifel 1973, indem er die Rezeptoren als ein abstraktes und ausgedachtes Konzept
beschrieb (Ahlquist 1973). Die ersten B-Adrenorezeptorforschungen und -nachweise
begannen in den frihen 1970er Jahren durch den Kardiologen Robert Lefkowitz
(Lefkowitz 2007).

Lands teilte bereits 1967 die B-adrenergen Rezeptoren in zwei Subtypen ein. Subtyp
1 dominiere am Herzen und interagiere mit Adrenalin und Noradrenalin. Der Subtyp 2
verursache eine Vasodilatation, Uterusrelaxierung und eine Bronchodilatation und
binde bevorzugt Adrenalin (Stiles et al. 1984, McDevitt 1989).

Aufgrund der verschiedenen pharmakologischen Eigenschaften differenzierte Frielle
die ai1-, az-, B1-, B2-Adrenorezeptorsubtypen (Frielle et al. 1987). Derzeit sind neun
Rezeptoren bekannt. Der ai-adrenerge Rezeptor wird in die aia-, aie- und aip-
Adrenorezeptoren unterteilt. Die az-adrenergen Rezeptoren unterteilen sich in die
a2a-, az28- und azc-Adrenorezeptoren. Die B-adrenergen Rezeptoren gliedern sich in
die B1-, B2-, B3-Adrenorezeptoren (Brodde und Michel 1999, Small et al. 2003)

1.4 Die B-adrenergen Rezeptoren

Die [B-Adrenorezeptoren sind im gesamten humanen Gewebe verteilt. Mittels
Antagonisierung konnte eine Differenzierung zwischen dem (i- und dem [2-

adrenergen Rezeptor am Herzen und im Gewebe erfolgen (Stiles et al. 1984). Der
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B1-Subtyp dominiert am Herz, im Auge und an den reninsekretierenden Zellen der
Niere. Der B2-Subtyp befindet sich bevorzugt im bronchialen Gewebe, in den
peripheren BlutgefaRen und dem Uterus.

Das mit einer hohen sympathischen Innervation verbundene Gewebe hat einen
hohen Bi1-Adrenorezeptorbesatz und reagiert sensibel auf Noradrenalin. Die Organe
ohne sympathische Innervation sind bevorzugt mit B2-Adrenorezeptoren ausgestattet
und werden vor allem Uber das zirkulierende Adrenalin reguliert (McDevitt 1989).

Das Herz ist sowohl mit den B1- als auch mit den B2-Adrenorezeptoren ausgestattet
(Bristow et al. 1986). Diese These wurde mit dem Nachweis von zwei verschiedenen
MRNAs unterstitzt (Ungerer 1993, Engelhardt 1996). Del Monte belegte eine
Coexistenz der beiden Subtypen in einer einzelnen Myokardzelle (del Monte 1993).
Der Sinusknoten ist zudem mit einer dreifach héheren Rezeptordichte als in den
Vorhofen versehen, wobei der Subtyp 1 dominiert (Rodefeld et al. 1996).

Die endogenen Catecholamine interagieren mit den beiden (-adrenergen
Rezeptoren, so dass die kardiale Chronotropie und Inotropie erhdht werden
(Kaumann et al. 1989). Wird Noradrenalin bei einer sympathischen Innervation des
Myokards freigesetzt oder intravends verabreicht, so bindet es bevorzugt an die B1-
Adrenorezeptoren, was zu einem verstarkten Anstieg der Herzfrequenz und der
Kontraktionskraft fiihrt. Adrenalin verursacht eine Zunahme der Kontraktilitat tber die
Bi- und B2-Adrenorezeptoren (McDevitt 1989, Kaumann et al. 1989, Leenen et al.
1998, Brodde und Michel 1999).

1.5 Der Bi-adrenerge Rezeptor

Die Bi-Adrenorezeptoren (B1-AR) wurden von Thomas Frielle et al. 1987 entdeckt.
Die entsprechende cDNA wurde aus der Plazenta cDNA Library geklont, indem sie
mit dem Genomklon G-21 gescreent wurde. Diese Nukleinsaure ist 2,4 kb lang,
besitzt am 5°Ende eine nichttranslatierte Sequenz von 86 bp, am 3"Ende eine
nichttranslatierte Sequenz von 900 bp. Das intronfreie Gen wird auf dem Chromosom
10924 bis 26 codiert (Mason et al. 1999, Moore et al. 1999, Brodde 2008). Sein
Initiator Codon fir Methionin umgeben von der Kozak Sequenz bildet den open
reading frame fur die Proteinsynthese eines 477 Aminosaure (51 220 Da) langen
Produktes (Frielle et al. 1987).

Der Bi-Adrenorezeptor, ein integrales Membranprotein, gehort zu den GPCR, was

seinen klassischen Aufbau erklart. Die Abbildung 1.1 bildet diese Struktur ab. Der
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Aminoterminus ist extrazellular gelegen, gefolgt von den sieben transmembrandsen
Domanen (H1-7) und dem abschlieRenden Carboxyterminus intrazellular (Mason et
al. 1999). Demzufolge sind drei Schleifen (EL1-3) extrazellular und drei
cytoplasmatische Schleifen (CL1-3) intrazelluléar lokalisiert sind. Eine wichtige Rolle
wird dabei dem CL2 und CL3 zugeschrieben, da sie an der Bindung und Selektivitat
des Liganden, sowie an der Aktivierung des guaninnukleotidregulierenden Proteins
(G-Proteins) beteiligt sind. Wobei anzumerken ist, dass CL2 fur die Starke der
Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand und CL3, aus einer unublich langen
prolinreichen Sequenz aufgebaut (Steinberg 1999), fur die Spezifitat mafl3gebend ist.
Bereits bekannt ist, dass CL2 als eine kurze a-Helix strukturiert und parallel zur
Membranoberflache situiert ist. Es fungiert als Schalter zur Aktivierung des G-
Proteins. Des Weiteren kommt es zur Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen

zwischen dieser a-Helix und dem HS3.

HN extrazellular

I\ (49)
©

Zell-

membran

]\
(389) ®)
intrazellular [ 4
COOH /

Abbildung 1.1 Die Struktur des Pi-adrenergen Rezeptors, an der 49. und 389. Position der
Aminosaurekette sind der 145A>G (Ser49Gly) und der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus
lokalisiert (in Anlehnung an Johnson und Lima 2003)

1.5.1 Interaktionen mit dem Pi-Adrenorezeptor

Noradrenalin interagiert als typischer Agonist mit dem [i-adrenergen Rezeptor.
Dieses hydrophile Catecholamin wird von den hydrophoberen membransténdigen
Domanen gebunden (Dixon et al. 1987b, Hoebeke 1996). Es wird eine Anderung der
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Molekulkonformation verursacht. Besonders betroffen ist die dritte intrazellulare
Schleife, welche mit dem G-Protein assoziiert ist (Clapham und Neer 1993).

Das G-Protein ist ein essentielles Bindeglied der Signaltransduktion und aus drei
Untereinheiten (a, B, y) aufgebaut. Die a-Untereinheit geht eine feste, nicht kovalente
Bindung mit dem B-y-Heterodimer ein. Eine Klassifizierung nach der a-Untereinheit
macht eine Unterscheidung der verschiedenen G-Proteine méglich. Vier Klassen sind
bis heute aufgeklart: Gas, Gai, Gag und Gaiz13. Der Bi-Adrenorezeptor interagiert mit
dem Gs-Protein (Mason et al. 1999, Steinberg 1999).

Das G-Protein hat an der Guaninnukleotidbindungsstelle der a-Untereinheit im
inaktiven Zustand GDP gebunden. Wird ein Agonist gebunden, erfolgt ein Austausch
des GDP mit GTP. Dies lost eine Konformationsédnderung des Proteins aus und
bewirkt eine Ablésung des B-y-Heterodimers, wie es in der Abbildung 1.2 dargestellt
ist. Die  abgetrennten  Untereinheiten  dienen  der  Regulation  der
Effektormolekulaktivitat und sind wichtig fur die Bildung des zweiten Botenstoffes,
das zyklische AMP (cAMP) (Clapham und Neer 1993). Wenn ein G-Protein das GTP
gebunden hat, ist es in einem aktiven Zustand. Die Adenylylcyclase hydrolysiert das
GTP in GDP und Uberfiihrt das G-Protein wieder in einem inaktiven Zustand (siehe
Abbildung 1.2). Die drei Untereinheiten refusionieren (Cassel und Selinger 1978,
Insel 1996).

Adrenorezeptor Q/ Noradrenalin

Effektor

Abbildung 1.2  Aktivitatszustande des G-Proteins. GDP ist an der
a-Untereinheit des G-Protein gebunden. Das G-Protein ist inaktiv (im
,off*-Zustand). Mit dem GDP-GTP-Austausch wird das G-Protein
aktiviert. Es ist im ,,on“-Zustand. Die Hydrolyse des GTP in GDP und
Phosphat tberfiihrt das G-Protein wieder in den inaktiven Zustand.
(in Anlehnung an Insel 1996)
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Die Aktivierung des G-Proteins ist ein Mechanismus um das Signal des Rezeptors zu
verstarken. Ein Bi-Adrenorezeptor ist in der Lage mehrere G-Proteine zu aktivieren,
zudem Ubersteigt die Anzahl der G-Proteine deutlich die der Rezeptoren (Alousi et al.
1991, Post et al. 1995). Demzufolge kann ein einziger Agonist ein UbermaR an G-

Proteinen aktivieren (Pederson und Ross 1982, Ransnas und Insel 1988).

1.5.2 Die Signaltransduktion in einer Herzmuskelzel e

Noadrenalin bindet an dem Bi-adrenergen Rezeptor und aktiviert das Gs-Protein
(Lefkowitz et al. 1983). Uber das heterotrimere Protein ist der Rezeptor mit der
Adenylylcyclase gekoppelt (Cerione et al. 1983, Stiles et al. 1984). Sie bildet das
CcAMP als zweiten Botenstoff (Molinoff 1984, Stiles et al. 1984). Die Produktion des
CcAMP ist abhangig von der Agonistenaffinitat und —konzentration (Gilman 1987,
Freissmuth et al. 1989).

Es aktiviert wiederum die Proteinkinase A (PKA). Diese phosphoryliert daraufhin das
Phospholamban, das Troponin | und die Proteine des Sarkolemms, zum Beispiel den
L-Typ des Calciumkanals (Walsh und van Patten 1994, Schréder und Herzig 1999,
Liggett 2001). Die damit verbundene Aktivierung des Calciumkanals verursacht einen
Calciumeinstrom entlang des Konzentrationsgradienten in die Zelle. Der Anstieg der
intrazellularen Calciumionen bewirkt eine Freisetzung dieser lonen aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum Utber den ryanodinabhéngigen Calciumkanal in das
Zytoplasma. Die Calciumionen interagieren mit dem Troponin C, was eine
Kontraktion auslost. Der Vorgang entspricht der systolischen Phase der Herzaktion.
Die Phosphorylierung des Phospholamban bewirkt eine vermehrte Calciumaufnahme
in das sarkoplasmatische Retikulum, was mit einer verstarkten diastolischen
Relaxierung verbunden ist. Der Natrium-Calcium-Austauscher transferiert wahrend
der Diastole die Calciumionen aus der Zelle (Kaumann und Molenaar 1997, Brodde
und Michel 1999, Steinberg 1999).

1.5.3 Die Regulation des i-adrenergen Rezeptors

Die Anzahl der Rezeptoren an der Zelloberflache wird durch die Konzentration der
Catecholamine reguliert (Insel 1996). Die Bindung von Agonisten oder Antagonisten

verursacht eine Konformationsdnderung des Bi-Adrenorezeptors. Daraufhin werden
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die Serin- und Threoninreste der intrazellularen Schleifen und des Carboxyterminus
freigelegt und durch die Proteinkinase A und die G-Proteinrezeptorkinase (GRK)
phosphoryliert (Benovic et al. 1985, Kohout und Lefkowitz 2003). Es folgt eine
Bindung des Inhibitorproteins B-Arrestin an dem phosphorylierten Rezeptor. Damit
wird eine Entkopplung des Rezeptors von dem G-Protein ausgelost. Die Funktion
des Bi-adrenergen Rezeptors wird um 70% reduziert (Stiles et al. 1984, Ungerer et
al. 1993, Wallukat 2002, Lefkowitz 2007). Es erfolgt eine Aufnahme des inaktivierten
Rezeptors Uber Vesikelbildung in die Herzmuskelzelle. Er ist weiteren Stimulationen
somit endgultig entzogen. In den Vesikeln findet ein Recyclingprozess statt (Kallal et
al. 1998, Wallukat 2002).

Eine chronische Catecholaminstimulation fuhrt zu einer Herunterregulation der Bi-
adrenergen Rezeptoren auf der mRNA- und Proteinbiosyntheseebene. Dieser
Anpassungsmechanismus nimmt Stunden bis Tage in Anspruch (Ungerer et al. 1993,
Wallukat 2002).

Moradrenalin
# extrazellular
Zellmembran

/ ! o intrazellular

GRK - GDP

B-Arrestin <
a + e
” /

5 AMP

Abbildung 1.3 Die Regulation des B1-adrenergen Rezeptors. Die Bindung des Liganden fiihrt zu einem GDP-
GTP-Austausch. Die aktivierte a-Untereinheit stimuliert die Adenylylzyklase. cAMP wird gebildet. Es aktiviert die
Proteinkinase A. Darauffolgend wird das cAMP durch die Phosphodiesterase inaktiviert. Eine Phosphorylierung
des Rezeptors durch B-Arrestin und durch die G-Proteinrezeptorkinase (GRK) fiihrt zu einer Inaktivierung. (in
Anlehnung an Johnson und Lima 2003)
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1.6 Die Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen

Der Bi-Adrenorezeptor weist zwei Klinisch relevante Polymorphismen, den 145A>G
(Ser49Gly) und den 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus, auf. Der 145A>G
(Ser49Gly) Polymorphismus (rs1801252) ist an dem 145sten Nukleotid lokalisiert.
Adenin ist durch Guanin ausgetauscht. Diese punktmutative Veranderung wirkt sich
auf die Aminosaure an der 49sten Position aus, so dass Serin durch Glycin ersetzt
wird. Der 1165G>C (Arg389Gly)Polymorphismus (rs1801253) befindet sich an dem
1165sten Nukleotid. Guanin wird von Cytosin substituiert. Folglich findet ein
Aminosaurewechsel von Glycin zu Arginin an der 389sten Stelle statt (Magbool et al.
1999). Die beiden Polymorphismen sind nur im humanen Bi-adrenergen Rezeptor
vorzufinden, in anderen Spezies (Maus, Ratte, Schwein, Hund, Rhesusaffe) sind sie
nicht nachweisbar (Podlowski et al. 2000).

1.6.1 Der 145A>G (Ser49Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus

Das 145A (Serin-Allel) ist die Wildtyp-Varinate und liegt zu 85% homozygot in der
chinesischen und kaukasischen Bevoilkerung vor, 15% sind heterozygot. Die
Afroamerikaner weisen einen geringeren 145G (Gly49) Anteil von 13% auf (Moore et
al. 1999, Small et al. 2003). Mit 0,3% ist das 145G (Glycin-Allel) sehr selten in einem
homozygoten Chromosomensatz zu finden (Ulucan et al. 2008). Die 49ste Position in
der Aminosauresequenz ist am Aminoterminus lokalisiert (Moore et al. 1999) und ist
10 Aminosauren von der ersten transmembrantsen Region beziehungsweise 9
Aminosauren von der Zellmembran entfernt (Rathz et al. 2002, Small et al. 2003).
Der Polymorphismus ist wichtig fur die Platzierung des Rezeptors in der
Zellmembran und fur die Interaktionen des Rezeptors mit seinem Liganden (Moore et
al. 1999).

Die beiden Varianten haben die gleichen Bindungsaffinitdten fir die Agonisten und
Antagonisten, da die Bindung tber dem hydrophoben Kern des Proteins erfolgt. Es
ist kein Unterschied in der basalen Aktivitdt der Adenylylcyclase nachweisbar, weil
die G-Proteine an den intrazellularen Schleifen verankert sind (Rathz et al. 2002).
Der aminoterminale Abschnitt beeinflusst zudem das Falten des Rezeptors in der
Membran. Dieser Aspekt ist essentiell fir dessen Herunterregulation und fir die

Catecholaminbindung (Dixon et al. 1987a, Bérjesson 2000).
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Findet an der Herzmuskelzelle eine langandauernde Agonistenaktivierung statt,
zeigen sich Unterschiede in den beiden Polymorphismusvarianten. Die basale und
maximale agonistenbedingte Aktivierung der Adenylylcyclase ist deutlich hoher bei
dem 145G (Gly49). AuBerdem reagiert es empfindlicher auf hemmende Einfllisse
inverser Antagonisten wie Metoprolol. Die Ursache kénnten die unterschiedlichen
konformationsbedingten Vorziige des 145A (Ser49) und des 145G (Gly49) sein
(Koehl und Levitt 1999). Zudem verursacht das 145G unter den genannten
Bedingungen eine starkere Herunterregulation des Rezeptors (Rathz et al. 2002,
Levin et al. 2002, Sandilands und O"Shaughnessy 2005). Das 145A (Ser49) ist mit
einem hoheren Glykosylierungsgrad assoziiert, was eine Erklarung fir die differente
Herunterregulation darstellt (Small et al. 2003, Sandilands und O’Shaughnessy
2005). Levin et al. beschrieben 2002 eine deutlich niedrigere Affinitdtskonstante des
145G (Gly49), demzufolge soll diese Rezeptorvariante affiner fur Agonisten sein.
Fand eine kurzzeitige Rezeptoraktivierung von 10 bis 20 Minuten statt, so war das
145A (Ser49) resistenter als das 145G (Gly49) (Levin et al. 2002).

Es war kein Unterschied in der 145A>G (Ser49Gly) Frequenz zwischen den
Hypertonikern und gesunden Patienten feststellbar (Bengtsson et al. 2001). 2002
wurde unter 1348 Chinesen und Japanern ein deutlicher Unterschied in der
Herzfrequenz im Ruhezustand festgestellt. Probanden, die homozygot fur das 145A
(Ser49) waren, hatten eine signifikant héhere Herzfrequenz als die Trager mit dem
einen oder den beiden 145G (Gly49). Die niedrigste Rate war bei den homozygoten
145G (Gly49) Tragern nachweisbar (Ranade et al. 2002). Trug ein Proband das
145G (Gly49), so war eine starkere Reduktion des linksventrikularen
enddiastolischen Druckes (LVEDD) nachweisbar. Homozygote 145A (Ser49) Trager
zeigten einen hoheren LVEDD (Terra et al. 2005).

Unter einer niedrig dosierten B-Blockertherapie war die 5-Jahresmortalitdtsrate bei
den 145G (Gly49) enthaltenen Patienten niedriger als bei den 145A (Ser49) Tragern.
Der 145AA (Ser49Ser-) Genotyp zeigte eine verminderte Ansprechbarkeit auf diese

Antagonistentherapie (Magnusson et al. 2005).
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1.6.2 Der 1165G>C (Arg389Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus

Frielle bezeichnete das 1165G (Glycin-Allel) als Wildtyp, da es in dem ersten Klon
des Bi-Adrenorezeptors vorhanden war (Frielle et al. 1987). Das 1165G (Glycin-Allel)
unterliegt jedoch der rezessiven Vererbung und liegt zu 29% in der chinesischen, zu
27% in der kaukasischen und zu 42% in der afroamerikanischen Bevélkerung vor
(Moore et al. 1999).

Der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus ist neun Aminosauren von der
transmembrandsen Domane entfernt. Er ist in dem proximalen Abschnitt des
intrazellularen carboxyterminalen Endes situiert. Diese Domane ist flur die Kopplung
des G-Proteins von entscheidender Bedeutung (Magbool et al. 1999, Moore et al.
1999, Tesson et al. 1999, Johnson et al. 2003, Small et al. 2003). Das Arginin, eine
grol3e und basische Aminosaure, ist starker mit dem G-Protein verbunden als das
Glycin, eine kleine und neutrale Aminosaure (Mason et al. 1999, Xie et al. 2001).
Dieses bewirkt eine Unterbrechung der a-Helix und fihrt zu einer Entkopplung des
G-Proteins. Das fuhrt bei Agonistenstimulation zu einer verminderten cAMP-Bildung
und unterdriickten Adenylylcyclaseaktivitat. Sie ist bei der Arginin-Variante grof3er als
bei der Glycin-Variante (Xie et al. 2001, Small et al. 2003, Liggett et al. 2006). Eine
Beeinflussung der Agonistenaffinitdit bezlglich Isoprenalin, Adrenalin oder
Noradrenalin war nicht feststellbar.

Die basale und agonistenbedingte Aktivitat der Adenylylcyclase ist in der
Anwesenheit des Arginins um das zwei- bis dreifache héher (Mason et al. 1999).

Der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus reguliert die Funktion des -
Adrenorezeptors in der Vermittlung der Inotropie und Chronotropie (Moore et al.
1999). Zudem ist er beteiligt an der Desensibilisierung des Bi-adrenergen Rezeptors.
Das 1165C (Arg389) geht mit einer starkeren agonistenvermittelten
Herunterregulation, bedingt durch die hohere Adenylylcyclaseaktivitdt, als das
1165G (Gly389) einher (Rathz et al. 2003).

Verschiedene Studien deckten eine Beeinflussung des Polymorphismus auf die
kardiovaskularen Parameter auf. So war die homozygote 1165CC (Arg389ArQ)
Variante mit einem erhdhten systolischen und diastolischen Blutdruck im ruhenden
Zustand assoziiert (McCaffery et al. 2002). Humma et al. setzten Patienten, welche
unter Symptomen einer ischdmischen Herzkrankheit litten und keine -
Blockertherapie erhielten, unter Dobutaminstress. Es wurden eine signifikant hohere
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Herzfrenquenz und ein deutlich erhohter diastolischer Blutdruck bei dem
homozygoten 1165CC (Arg389Arg) registriert (Humma et al. 2001).

Eine derartige Wirkung des Polymorphismus wurde auch unter (B-Blockertherapie
aufgedeckt. Liu et al. gaben gesunden Chinesen Metoprolol in unterschiedlicher
Dosierung. Sie wiesen eine starkere Abnahme der Herzfrequenz in Ruhe und in
sportlicher Ubung sowie eine deutliche Verminderung des systolischen Blutdruckes
fur das homozygote 1165CC (Arg389Arg) nach (Liu et al. 2003). Eine Reduktion des
diastolischen 24-Stunden-Blutdruckes war bei den 1165CC (Arg389Arg) Tragern um
das zweifache starker als bei den glycinenthaltenen Probanden (Johnson et al.
2003). Erhielten Probanden Atenolol, so war eine signifikante Senkung des
systolischen und mittleren arteriellen Blutdruckes unter den homozygoten 1165CC
(Arg389Arg) Tragern erkennbar (Sofowora et al. 2003).

Bengtsson et al. dokumentierten, dass die homozygoten 1165CC (Arg389Arg) Trager
mit einem zu hohen Blutdruck belastet seien. Sie schrieben dieses Ph&nomen der
erhohten Rezeptoraktivitat der 1165C (Arg389) Variante zu. Das fuhre zu einem
erhohten Herzauswurfvolumen und somit zu der Hypertonie. Die Herzfrequenz, der
systolische und diastolische Blutdruck unterschieden sich allerdings nicht in den
beiden Polymorphismusvarianten. Hypertone Geschwisterpaare unterlagen einem
hoheren diastolischen Blutdruck und einer erhdhten Herzfrequenz, wenn sie die
homozygote 1165CC (Arg389Arg) Variante trugen. O’Shaughnessy et al. stellten
ebenfalls keinen Zusammenhang des Polymorphismus mit den basalen
Blutdruckwerten und der Herzfrequenz der Hypertoniker fest. Sie waren der Meinung,
dass eine Genotypisierung nicht hilfreich in der Auswahl eines (-Blockers sei
(O"Shaughnessy et al. 2000).

Erhielten die hypertonen Patienten jedoch Metoprolol, so war ein deutlich geringer
Abfall des systolischen Blutdruckes bei den homozygoten 1165GG (Gly389Gly)
Tragern, eine intermediare Abnahme bei den heterozygoten 1165CG (Arg389Gly)
Varianten und eine starke Reduktion bei den homozygoten 1165CC (Arg389Arg)
enthaltenen Probanden nachweisbar. Ebenso verhielt es sich mit dem diastolischen
und mittleren arteriellen Blutdruck. Die Herzfrequenz unterlag diesem Einfluss nicht
(Liu et al. 2006).

La Rosée et al. infundierten 30 gesunden Probanden Dobutamin. Unter
herzechografischer Kontrolle wurde eine ausgepragte Inotropiesteigerung bei dem

1165CC (Arg389Arg) gemessen. Der systolische Blutdruck war ebenfalls deutlich
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hoher als bei den Tragern des 1165G (Gly389) (La Rosée et al. 2004). Wurden
Probanden unter Dobutaminstress gesetzt, so war die Zunahme der
Plasmareninaktivitat starker bei den 1165C (Arg389) als bei den 1165G (Gly389)
tragenden Patienten. Zudem war die maximale Zunahme der Herzfrequenz und der
Kontraktilitat deutlicher bei dem 1165C. Unter [-Blockertherapie werden die
Patienten mit dem 1165CC (Arg389Arg) als ,good responder® und die mit dem
1165G (Gly389) als ,poor responder” bezeichnet (Bruck et al. 2005).

Bei Patienten, die unter einem Nierenversagen leiden und das 1165GG (Gly389Gly)
tragen, wurde eine groRere linksventrikulare Muskelmasse mittels der
Herzsonografie bestimmt (Stanton et al. 2002).

Es liegen allerdings Studien vor, in denen kein Einfluss des 1165G>C (Arg389Gly)
Polymorphismus auf die Plasmareninaktivitat, Herzfrequenz oder Kontraktilitat
nachzuweisen war (Buscher et al. 2001, Leineweber et al. 2006).

Iwai et al. stellten eine Assoziation zwischen dem Auftreten eines Myokardinfarktes
und dem 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus her. Die homozygoten 1165CC
(Arg389Arqg) erlitten signifikant mehr Herzinfarkte (lwai et al. 2003).

1.6.3 Die Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen und das insuffiziente Herz

Der dominierende Rezeptor des Myokards ist der Bi-adernerge Rezeptor mit 80%
(La Rosée et al. 2004). Das Verhaltnis der beiden kardialen B-Rezeptorsubtypen ist
in den Vorhofen 70:30 und in den Ventrikeln 80:20 (Brodde und Michel 1999). Mit
dem zunehmenden Lebensalter nehmen die Myozytenanzahl (Olivetti et al. 1991)
und die Bi-Adrenorezeptorempfindlichkeit (Brodde und Michel 1999) ab, hieraus
resultiert eine Zunahme des Plasmanoradrenalinspiegels (Esler et al. 1990, Lakatta
1993, Folkow und Svanborg 1993). Die sympathische Aktivitat erhéht sich um 10 bis
15% pro Dekade (Seals und Esler 2000).

Dieser Effekt ahnelt dem der chronischen Herzinsuffizienz, wobei die sympathische
Innervation rascher ansteigt (Francis und Cohn 1986, Packer 1992). Die Zunahme
des sympathischen Nervensystems kompensiert die verminderte Herzfunktion, um
den Blutdruck und Blutfluss aufrecht zu halten (Lakatta 1993, Swedberg et al. 1990).
Die damit verbundene funf- bis zehnfache Erhdhung der Noradrenalinfreisetzung
(Hasking et al. 1986) wird im zentralen Nervensystem beeinflusst. Es bestehen ein
geringerer inhibitorischer und ein starkerer exzitatorischer Input in der zentralen

Steuerungsanlage. AulRerdem ist eine Veranderung der humoralen oder lokalen
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Ubertragerstoffe in der zentralen neuronalen sympathischen Regulation
nachgewiesen. Demnach ist der normalerweise hemmende Baroreflex abgeschwécht
(Middlekauff und Mark 1998).

Der erhdohte Noradrenalinspiegel verursacht eine selektive Herunterregulation des B1-
Adrenorezeptors und eine  Unterdrickung der damit verbundenen
Signaltransduktionsachse. Das Verhdltnis der beiden Rezeptorsubtypen verandert
sich von 77:23 auf 60:40 (Francis und Cohn 1986, Bristow et al. 1986).

Messungen der mRNA-Spiegel in den Myozyten ergaben eine 50%ige Reduktion fur
den Bi-Adrenorezeptor und eine Erhéhung fur das GRK. Die Verminderung korreliert
deutlich mit der Schwere des NYHA-Grades. Hinzukommend ist die Rezeptordichte
um 56% reduziert (Bristow et al. 1993, Ungerer et al. 1993, Engelhardt et al. 1996,
Wallukat 2002). Diese reduzierte p-adrenerge Stimulation limitiert den
Energieverbrauch des Herzens, welches generell geringe metabolische Reserven
aufweist. Es ist ein dynamischer, schnell aufhebbarer Schutzmechanismus des
versagenden Myokards (Francis und Cohn 1986, van Campen et al. 1998, Liggett
2001).

Brodde et al. sind zu der Erkenntnis gekommen, dass der 1165G>C (Arg389Gly)
Polymorphismus an Bedeutung gewinnt, wenn eine chronische Herzinsuffizienz
vorliegt, aufgrund einer damit verbundenen Rezeptordesensibilisierung (Brodde und
Michel 1999, Brodde und Stein 2003). Er hat keinen kausalen Einfluss, jedoch ist er
ein wichtiger Risikofaktor. Diese These stitzte sich auf diverse Studien. So ist zum
Beispiel auffallig, dass mehr Afroamerikaner, die einen erhdhten 1165C (Arg389)
Anteil haben, an einer chronischen Herzinsuffizienz leiden als Kaukasier (Moore et
al. 1999, Leineweber et al. 2003, Brodde 2008). Demzufolge kdnnte man darauf
schlieBen, dass das 1165C (Arg389) mit einer schlechteren Herzfunktion assoziiert
sei. Das 1165C (Arg389) hat eine starkere Antwort auf die Agonistenstimulation als
das 1165G (Gly389), weshalb der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus auch als
,Gain of function polymorphismus® bezeichnet wurde (Liggett et al. 2006). Wagoner
et al. erklarten 2002, dass das 1165C (Arg389) eines insuffizienten Herzens mit
einem hoheren systolischen Blutdruck assoziiert sei. Der Sauerstoffverbrauch
wahrend sportlicher Ertlichtigungen war auf3erdem signifikant niedriger bei dem
1165GG (Gly389Gly) als bei dem 1165CC (Arg389Arg). Der grof3te Unterschied
stellte sich unter Beriicksichtigung des 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus ein
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(145AA1165GG (Ser49SerGly389Gly) < 145GG1165CC (Gly49GlyArg389Arg))
(Wagoner et al. 2002).

Der protektive Effekt einer [(-Blockertherapie Uber einen langeren Zeitraum ist
erwiesen und unterscheidet sich in dem 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus
(Mialet Perez et al. 2003, Liggett et al. 2006). Er ist besonders wirkungsvoll, wenn
das 1165C (Arg389) vorliegt. Unter Carvedilolgabe wurde eine Verbesserung der
linksventrikularen Ejektionsfraktion bei Vorliegen des 1165C (Arg389) registriert
(Mialet Perez et al. 2003). Die Steigerung der Ejektionsfraktion wurde in einer
weiteren Studie bestatigt, ebenso der Benefit des linksventrikularen Remodelings.
Der linksventrikulare enddiastolische Druck nahm bei den 1165G (Gly389) Tréagern
signifikant zu. Zudem war eine Wechselwirkung des 145A>G (Ser49Gly)
Polymorphismus vorhanden. Der linksventrikulare enddiastolische Druck war
geringer bei 145AG1165CC (Ser49GIlyArg389Arg) als bei 145AA1165CG
(Ser49SerArg389Gly). Letzteres ist mit einem niedrigeren Benefit der -
Blockertherapie assoziiert. Liggett prasentierte 2004 bei der Heart Failure Society of
America ein verbessertes Uberleben und eine geringere Todesrate und
Hospitalisierung unter Anwesenheit des 1165CC (Arg389Arg) mit entsprechender 3-
Blockertherapie (Terra et al. 2005).

Tragen an der dilatativen Kradiomyopathie erkrankte Patienten ein oder zwei 1165G
(Gly389) Allele, wird das Auftreten einer ventrikularen Tachykardie unterdrickt.
AulRerdem besteht ein geringeres Risiko einen plétzlichen Herztod zu erleiden (Iwai
et al. 2002). Erhalten die Patienten Gber sechs Monate den 3-Blocker Carvedilol, ist
eine Verbesserung der linksventrikularen Ejektionsfraktion bei ein oder zwei 1165C
(Arg389) Allelen bevorzugt auszumachen (Brodde 2008).

Der 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus beeinflusst ebenfalls das insuffiziente
Herz. Die Patienten mit dem 145G (Gly49) unterliegen einem geringeren Risiko eine
Herzinsuffizienz bei bestehender idiopatischer dilatativer Kardiomyopathie zu
entwickeln (Forleo et al. 2004). Allerdings stellte Podlowski fest, dass an dilatativer
Kardiomyopathie Erkrankte oftmals homozygot oder heterozygot fur das 145G
(Gly49) sind (Podlowski et al. 2000). Das Codon 49 beeinflusst das
Langzeitiberleben der Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz. Die 5-
Jahresmortalitdtsrate ist sowohl bei dem homozygoten als auch bei dem
heterozygoten 145G (Gly49) deutlich niedriger als bei dem 145A (Ser49). Dem 145G
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(Gly49) wird ein kardioprotektiver Effekt bei vorliegender Herzinsuffizienz

zugeschrieben (Borjesson 2000, Levin et al. 2002).

1.6.4 Wechselwirkungen der beiden Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen

Die homozygote 145GG (Gly49Gly) Variante ist beinahe immer mit dem
homozygoten 1165CC (Arg389Arg) verbunden, das 145A (Ser49) kann sowohl mit
dem 1165C (Arg389) als auch mit dem 1165G (Gly389) auftreten (Magnusson et al.
2005, Brodde 2008). Das 145GG1165GG (Gly49GlyGly389Gily) ist sehr selten in der
Bevolkerung vorzufinden.

Der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus wird wahrscheinlich von dem 145A>G
(Ser49Gly) Polymorphismus moduliert. Das 145G1165C (Gly49Arg389) und
145A1165C (Ser49Arg389) verursachen eine starkere Antwort als das 145A1165G
(Ser49Gly389) (Johnson et al. 2003, Sandilands et al. 2004, Bruck et al. 2005). Dies
ist an der erhéhten cAMP-Konzentration nach Isoprenalinstimulation erkennbar. Die
damit verbundene Desensibilisierung ist bei 145G1165C (Gly49Arg389) grolRer als
bei 145A1165G (Ser49Gly389) (Sandilands et al. 2004).

Unter sportlicher Ertiichtigung war eine Zunahme der Herzfrequenz bei dem
homozygoten 145AA (Serd49Ser) starker als bei den 145G (Gly49). Dieser Anstieg
unterschied sich nicht zwischen dem 1165C (Arg389) und dem 1165G (Gly389). Der
diastolische Blutdruck war bei dem 145GG (Gly49Gly) signifikant hoher als bei einem
oder beiden 145A (Ser49). Der maximale Sauerstoffverbrauch war bei dem
145GG1165CC (Gly49GIlyArg389Arg) am hochsten und bei dem 145AA1165GG
(Ser49SerGly389Gly) am geringsten (Defoor et al. 2006).

Der 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus habe nach Johnson et al. keinen Einfluss
auf den Blutdruck. Unter Metoprololtherapie lie3 sich eine deutliche Verminderung
des diastolischen  Blutdrucks bei dem homozygoten  145AA1165CC
(Ser49SerArg389Arg) verzeichnen. Das 145AG1165CG (Ser49GlyArg389Gly) zeigte
keine Reduktion (Johnson et al. 2003). Liu et al. beschrieben die Patienten mit dem
145AA1165CC (Ser49SerArg389Arg) und dem 145AG1165CC (Ser49GlyArg389ArQ)
als ,good responder* fir die Metoprololtherapie. Es war eine Reduktion des
systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdruckes nachweisbar. Die
Trager des 145AG1165CG (Ser49GlyArg389Gly) und des 145AA1165GG
(Ser49SerGly389Gly) wurden als ,nonresponder” bezeichnet (Liu et al. 2006).

Allerdings liegen drei Studien vor, die keine unterschiedlichen Effekte der
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Polymorphismen unter Atenolol- oder Bisoprololtherapie aufzeigten (O"Shaughnessy
et al. 2000).

White et al. konnten keine Abh&ngigkeiten der 145A>G (Ser49Gly) und 1165G>C
(Arg389Gly) Polymorphismen mit dem Auftreten einer koronaren Herzkrankheit
feststellen (White et al. 2002).

1.6.5 Der Einfluss der Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen auf die Wirkung des
Noradrenlin

Nur wenige Prozent des im Blutplasma befindlichen Noradrenalins werden von dem
Nebennierenmark gebildet. Der grofdte Teil wird von den sympathischen Nerven als
Neurotransmitter freigesetzt, 20 bis 30% gelangen in das Blut. 80 bis 90% des
neuronal freigesetzten Noradrenalins werden wieder von den sympathischen
Nervenendigungen uber einen aktiven Transporter (Reuptake 1) aufgenommen. Die
restlichen 10 bis 20% werden extraneuronal entfernt (Esler et al. 1990, Seals und
Esler 2000). Das aus therapeutischen Zwecken infundierte Noradrenalin wird
hauptsachlich neuronal aufgenommen.

Die Konzentration des Noradrenalins im Blutplasma wird von seiner Freisetzung und
Entfernung begrenzt. Die sogenannte Plasmareinigung ist vermindert und somit der
Plasmaspiegel erhéht, wenn ein reduziertes Herzauswurfvolumen und ein
verminderter peripherer Blutfluss bestehen. Dies ist bei der chronischen
Herzinsuffizienz der Fall. Der resultierende Noradrenalintiberschuss liegt am Herz bei
500% und an der Niere bei 200% (Hasking et al. 1986).

Snapir et al. konnten keinen Einfluss des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus auf
die Wirkungen des Adrenalins und Noradrenalins feststellen (Snapir et al. 2003). Bei
jungen Erwachsenen war ebenfalls kein Unterschied des ubungsbedingten
Herzfrequenzanstiegs durch neuronale Noradrenalinfreisetzung nachweisbar (Xie et
al. 2001, Buscher et al. 2001). In der Studie von Molenaar wurde den Patienten
wahrend der koronaren Bypassoperation eine Probe der rechten Vorhofmuskulatur
entnommen. Unter in vitro-Bedingungen konnten jedoch keine Unterschiede in den
maximalen Effekten des Noradrenalin bezlglich der 145A>G (Ser49Gly) und
1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismen nachgewiesen werden (Molenaar et al.
2002).
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Wahrend eines kardiochirurgischen Eingriffs wurde Myokard aus dem Vorhof
entnommen. Daraufhin folgte die direkte Gabe von Noradrenalin auf das
entnommene Gewebe. Das 1165CC (Arg389Arg) zeigte eine signifikant starkere
Antwort als das 1165GG (Gly389Gly). Demzufolge lag bei dem 1165CC (Arg389Arg)
ein hoherer intrazellularer cAMP-Spiegel vor als bei dem 1165GG (Gly389Gly)
(Sandilands et al. 2003).

Nach einer koronaren Bypassoperation wurde den Patienten Adrenalin verabreicht,
um das Herz in seiner Inotropie zu unterstitzen. Die 1165CC (Arg389Arg) Trager
bendtigen hierbei eine geringere Dosis Uber einem kirzeren Zeitraum. Zuséatzlich
wurden an den Patienten Herzfrequenz und systolischer Blutdruck gemessen, beide
Werte waren bei den homozygoten 1165CC (Arg389Arg) niedriger (Leinweber et al.
2007).

1.7 Die Metabolisierung des Adrenalin und Noradren  alin

Die Metabolisierung der Catecholamine Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin erfolgt
entweder intraneuronal Uber oxidative Deaminierung der Monoaminoxidase (MAO)
oder extraneuronal durch die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) (Lightman und
Iversen 1969, Esler et al. 1990). Jarrott erklarte, dass es keinen Unterschied in der
Aktiviat der MAO und COMT in verschiedenen Spezies gabe (Jarrott 1970). Aus
diesem Grund wurden viele Studien an der COMT der Ratte durchgefiihrt. Der
prinzipielle Abbauweg des Adrenalins (Epinephrins) und Noradrenalins
(Norepinephrins) ist die O-Methylierung in das Metanephrin und Normetanephrin.
Diese Reaktion erfolgt durch die COMT. Die entstandenen Metanephrine sind somit
inaktiviert (Axelrod et al. 1958, Axelrod und Tomchick 1958, LaBrosse et al. 1958).

In der Inaktivierung der Epinephrine spielt die MAO eine geringe Rolle. Das
unspezifische Enzym ist in den Mitochondrien der Gewebszellen vorzufinden und
katalysiert die Deaminierung der Aminogruppe (Corne und Graham 1957, Hanna
1965).

Die Abbildung 1.5 bildet die folgenden Metabolisierungsschritte ab. Das Noradrenalin
wird Uber die COMT in Normetanephrin umgewandelt, anschlieend wird dieses
durch die MAO in die 3-Methoxy-4-Hydroxymandelsaure (Vanillinmandelsaure)
deaminiert. In den Nervenzellen wird das Noradrenalin zu Beginn uber die MAO in
die 3,4-Dihydroxymandelsaure metabolisiert. Daraufhin wird das

Reaktionszwischenprodukt durch die COMT in die Vanilinmandelsaure katalysiert
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(Axelrod 1957, Axelrod und Tomchick 1958, Hanna 1965, Esler et al. 1990). Die
Ausscheidung der Abbauprodukte, in zum Teil glykoronidierter Form, erfolgt tiber den
Urin. 1 bis 2% des produzierten Adrenalins und Noradrenalins werden unverandert
Uber den Urin eliminiert (Axelrod et al. 1958, Esler et al. 1990).

’“V DHMA MAO VMA
HO H CH

OHH _
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Abbildung 1.4 Die Metabolisierungswege der Catecholamine. Dopamin, Noradrenalin (NOREPI) und Adrenalin
(EPI) werden durch die Catechol-O-Methyltransferase oder Monoaminoxidase (MAO) in 3-Methoxytyramin (MYT),
3,4-Dihydroxyphenylacetat (DHPA), Normethanephrin (NME), 3,4-Dihydroxymandelsdure (DHMA) und
Methanephrin (ME) metabolisiert. Die Endprodukte sind die Homovanillinmandelsaure (HVA) und
Vanillinmandelsaure (VMA). (Hanna 1965, mit Genehmigung des Verlags, ARVO)

1.8 Die Catechol-O-Methlytransferase - COMT

Die COMT ist ein wichtiges Enzym fur die Metabolisierung der endogenen
Catecholamine und Catecholestrogene (Axelrod und Tomchick 1958, Lotta et al.
1995, Hagen et al. 2007). Bereits 1957 isolierte Axelrod in der Rattenleber die
COMT. AuRRerdem wies er die Metabolite Methoxyepinephrin und —norepinephrin im
Urin nach. Das wichtigste Organ des Abbaus ist die Leber. Das Gehirn, die Nieren
und die Milz sind zur O-Methylierung ebenfalls fahig (Axelrod 1957). 1958 entdeckten
Axelrod und Tomchick dieses Enzym auch im Menschen (Axelrod und Tomchick
1958).
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Die COMT transferiert eine Methylgruppe unter Vermittlung der Cofaktoren, S-
Adenosylmethionin und einem Magnesiumion, zu einer 3-Hydroxylgruppe des
Catecholkerns (Axelrod 1957, Axelrod und Tomchick 1958, Waltman und Sears
1964, Campbell et al. 1984). Es wird 1 mol d- oder |-Epinephrin (Adrenalin) in 1 mol
Methanephrin  umgewandelt. Der Reaktionsprozess ist in der Abbildung 1.5
dargestellt. Das pH-Optimum ist von 7,5 bis 8,2 definiert. Die Inhibitoren der COMT
sind Pyrogallole, Catechole, Tropolone und Dihydroxyphenylacetamide (Waltman
und Sears 1964).

OH OH
CHs
|
HO (o}
COMT
NH2 7T’ NH2
HO SAM SAH HO

Abbildung 1.5 Die Metabolisierung eines Catecholamins iiber die COMT. S-Adenosylmethionin (SAM) dient als
Cofaktor und wird zu S-Adenosylhomocystein (SAH) demethyliert.

Die COMT st ein intrazellulares Enzym und ist praktisch in jedem Gewebe
vorzufinden (Hanna 1965, Mannistd und Kaakkola 1999). Die Leber weist eine
dreifach hohere Aktivitat als die Nieren auf. Die Aktivitat in dem Duodenum ist 30%
niedriger als in der Niere. Im Blut ist die COMT in den Erythrozyten und Lymphozyten
situiert (Mannist6 und Kaakkola 1999). Karhunen et al. beschrieben das
Vorhandensein der COMT in der Ohrspeicheldrise, Pankreas, Adenohypophyse,
Gehirn, periphere Nerven, Ganglien und BlutgefaRen (Karhunen et al. 1994).

Es zeigen sich Unterschiede in der COMT-Aktivitat zwischen Mannern und Frauen.
Die mannliche Leber besitzt eine signifikant hohere Metabolisierungskraft als die
Weibliche (Boudikova et al. 1990). Sie nimmt aul3erdem von der Geburt bis zum
Erwachsenenalter um das zehnfache zu (Mannisté und Kaakkola 1999). In der Niere
verhalt es sich ebenso, die Aktivitatssteigerung ist jedoch nur das Funffache (Vieira-
Coelho und Soares-da-Silva 1996).
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1.8.1 Die genetische Codierung der COMT

Die COMT ist auf dem Chromosom 22 zwischen den Banden q11.1 bis q11.2 codiert
(Grossman et al. 1992, Winqvist et al. 1992). Das Gen, welches die Information flr
zwei Proteine, der l6slichen und der membrangebundenen COMT, enthélt, besteht
aus sechs Exons, wobei die ersten beiden nicht codierend sind. Die
Initiationscodone, ATG, sind im dritten Exon und die Stoppcodone im sechsten Exon
situiert. Es liegen zwei regulierende Promotorregionen vor. Der Promotor P2 ist fur
Synthese einer 1,5 kb langen mRNA, die fur die membrangebundene COMT (MB-
COMT) codiert, verantwortlich. Der zweite Promotor P1 ist zwischen den
Startcodonen der beiden COMT-Varianten lokalisiert und reguliert die Bildung der 1,3
kb langen mRNA. Letztere enthalt die Translationsinfomation der I6slichen COMT (S-
COMT). Die groRere mRNA wird konstitutiv gebildet. Der Promotor 1 wird
entsprechend gewebsspezifischer Funktionen reguliert. Demzufolge differieren die
Mengen der kirzeren mRNA von Gewebe zu Gewebe. Die hdchsten 1,3 kb mRNA-
Konzentrationen sind in der Leber und der Niere vorzufinden. In der Leber sind die
beiden Promotoren P1 und P2 hoch aktiv. Im Gehirn ist der Promotor 1 kaum aktiv.
(Tenhunen et al.1994, Lundstrém et al. 1995). Die Synthese der MB- und S-COMT
wird auf den Transkriptions- und Translationsebenen geregelt. Zudem ist eine
Beeinflussung durch die Auswahl der beiden AUG Initiationscodone von Bedeutung.
Zusatzlich besteht die Moglichkeit des alternativen SpleiRens (Ulmanen und
Lundstrom 1991, Lundstrom et al. 1995).

112 Abbildung 1.6 Darstellung des
Chromosom 22. Die COMT st
in den Banden von ql1.1 bis

E; g11.2 codiert. (in Anlehnung an

123 Grossman et al. 1992)

131

13.2

13.31
13.32
13.33

(LT A
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Die im Zytoplasma lokalisierte S-COMT ist aus 221 Aminosauren zusammen gesetzt
und hat ein Molekulargewicht von 25 kDa. Die MB-COMT ist 50 Aminosauren langer
als die S-COMT und ist mit einem Molekulargewicht von 30 kDa gekennzeichnet. Die
50 Aminosauren bilden einen hydrophoben aminoterminalen Anker (Lundstrom et al.
1991, Tenhunen et al. 1994). Er wird in die zellularen Membranen eingebaut. Der
katalytische Abschnitt des integralen Proteins ist in die Richtung des Zytoplasmas
orientiert. Die carboxyterminale Region ist auf der zytoplasmatischen Seite der
Membran situiert (Ulmanen und Lundstrom 1991).

Die MB-COMT konnte an dem rauen Endoplasmatischen Retikulum und an der
Membran des Zellkerns nachgewiesen werden. Eine Bindung an der
Plasmamembran wurde ausgeschlossen. Die S-COMT wurde im Zytosol und im
Zellkern vorgefunden (Ulmanen et al. 1997).

Die S-COMT dominiert in den meisten Geweben. Die Leber enthalt 85%, die
Nebenniere 74%, die Niere 77% und das Duodenum 89% der S-COMT bezogen auf
die gesamte COMT-Menge. Das Gehirn ist mit einem 30%igen S-COMT-Anteil
versehen. Demnach Uberwiegt die MB-COMT im zentralen Nervnesystem. Diese
COMT-Variante ist auch in der Leber, Niere, Lunge und Nebenniere nachweisbar.
Das Herz, die Lymphozyten und die Brustdriisen enthalten nur einen geringen MB-
COMT-Anteil (Tenhunen et al. 1994).

Die MB-COMT hat eine 100-fach hohere Noradrenalinaffinitat, jedoch eine niedrigere
katalytische Aktivitat als die S-COMT (Grossman et al. 1992, Lotta et al. 1995, Vieira-
Coelho und Soares-da-Silva 1996). Die in der Leber befindliche MB-COMT
kennzeichnet eine drei- bis vierfache unterschiedliche Enzymaktivitat (Lachman et al.
1996).

1.8.2 Die Struktur der COMT

Die COMT ist aus acht a-Helices und sieben B-Strdngen aufgebaut. Sie sind in einer
typischen a/B-Struktur gefaltet. Das aktive Zentrum beinhaltet die Bindungsstellen fur
die Cofaktoren. Zudem werden Wasser und das eigentliche Substrat gebunden. Zu
Beginn wird das S-Adenosylmethionin in das aktive Zentrum gebunden, da die
Assoziationsstelle sehr tief im Enzym situiert ist. Es folgt das Magnesiumion. Es
bindet das Wassermolekul und erhoht die katalytische Aktivitat. Als letztes wird das
Substrat aufgenommen. Die Methylierung erfolgt entweder an der meta- oder an der
para-Hydroxylgruppe des Catechols. Sowohl die MB-COMT als auch die S-COMT
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bevorzugen die meta-O-Methylierung. Das Substrat und der Inhibitor werden tber
eine flache Furche an der Enzymoberflache gebunden (Vidgren et al. 1994,
Lundstrom et al. 1995, Mannist6 und Kaakkola 1999). Die COMT ist ein relativ

langsames Enzym (Schultz und Nissinen 1989).

1.8.3 Der COMT-Polymorphismus

Der 472G>A (Vall58Met) COMT-Polymorphismus (rs4680) ist wichtig fir individuelle
Differenzen in der Metabolisierung von Catecholaminmedikamenten und endogenen
Catecholen (Grossman et al. 1992). Weinshilboum und Raymond beschrieben
bereits 1977 unterschiedliche COMT-Aktivitdten (Weinshilboum und Raymond 1977).
Der Polymorphismusnachweis im vierten Exon bekréftigte dies. Es wurde in dem
Codon 158 der MB-COMT und in dem Codon 108 der S-COMT eine Punktmutation
nachgewiesen. Guanin wird ausgetauscht durch Adenin. Daraus resultiert ein
Aminosdureaustausch des COMT-Proteins. Valin wird durch das Codon GTG codiert
und entspricht dem Wildtyp. Es wird durch Methionin (Codon ATG) ersetzt.

Der Aminosaureaustausch bewirkt eine unterschiedliche Thermostabilitat und
katalytische Aktivitat des Enzyms. Die valintragende MB-COMT st bei 37<C stabiler
als die methioninenthaltene MB-COMT. Eine erh6hte Proteinstabilitéat besteht, wenn
sich eine hydrophobe Aminosaure an der Oberflache befindet. Das Valin ist
hydrophober als das Methionin. Demzufolge ist die Wildtyp-COMT stabiler als die
mutierte COMT (Chen et al. 2004). Folglich ist die Thermostabilitéat ein sensitives
Malf3 fur die Unterscheidung der beiden COMT-Varianten (Weinshilboum et al. 1999).
Die Substitution des Valins durch das Methionin beeinflusst die Enzymaktivitat.

Die Personen mit dem homozygoten 472GG (Vall58Val) weisen eine drei- bis
vierfach hohere Aktivitat als die Trager des homozygoten 472AA (Metl58Met) auf
(Weinshilboum und Raymond 1977, Lotta et al. 1995, Lachman et al. 1996). Die
Thermostabilitdt wurde bereits 1977 von Scanlon getestet. Das homozygote 472GG
(vali58val) ist mit einer hohen Enzymaktivitat (H-COMT) und Thermostabilitat
verbunden. Die valin- und methioninenthaltene (472GA) COMT besitzt eine
intermediare Aktivitdt und ist thermostabil. Liegt das 472AA (Metl58Met) in
homozygoter Form vor, ist die katalytische Wirkung um 60-70% reduziert (L-COMT)
und es fallt eine Temperaturlabilitat auf (Scanlon et al. 1979, Weinshilboum und
Dunnette 1981, Lachman et al. 1996).
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Weinshilboum und Raymond vertraten 1977 die Auffassung, dass die COMT mit
verminderter Umsatzrate autosomal rezessiv vererbt werden wirde (Weinshilboum
und Raymond 1977). Zwei Jahre spater widersprachen Scanlon et al. dieser These
und beschrieben einen codominanten Vererbungsmechanismus (Scanlon et al.
1979). Das wurde von Weinshilboum et al. 1999 bestétigt.

Die Verteilung der beiden Allelvarianten ist nahezu ausgeglichen in der kaukasischen
Bevolkerung (Weinshilboum et al. 1999). Die 472GG COMT liegt im asiatischen
Raum zu 70-80% vor (Kunugi et al. 1997). Die Afroamerikaner weisen einen
erhohten H-COMT-Anteil (472GG) von 55% auf, die intermediar aktive COMT
(472GA) liegt zu 38% vor und die mit der verminderten katalytische Wirkung
verbundene COMT (472AA) zu 7% (Mc Leod et al. 1994).

In einigen Studien wurde eine Beeinflussung des 472G>A (Vall58Met) COMT-
Polymorphismus auf kardiovaskulare Ereignisse geprift. Das homozygote 472GG
(Vall58Vval) ist mit erhdhten systolischen Blutdruckwerten verbunden (Hagen et al.
2007). Daraus ergab sich laut Eriksson et al. ein erhdhtes Herzinfarktrisiko der
472GG COMT-enthaltenen, hypertensiven Patienten. Moglicherweise wirkt die
472AA COMT kardioprotektiv (Eriksson et al. 2004). In einer finnischen Studie wurde
allerdings eine Assoziation der 472AA COMT mit der erhdhten Neigung zu koronaren
Herzkrankheiten festgestellt (Voutilainen et al. 2007).

1.9 Aufgabenstellung

Mit der Entdeckung verschiedener Polymorphismen an dem pi-Adrenorezeptor
stellten sich die 145A>G (Ser49Gly) und 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismen als
aktivitatsrelevant dar (Magbool et al. 1999). In zahlreichen Studien konnten
Assoziationen des  145A>G (Ser49Gily) Polymorphismus  mit  einer
agonistenbedingten Herunterregulation des Rezeptors (Levin et al. 2002, Rathz et al.
2002), der Herzfrequenz (Ranade et al. 2002, Defoor et al. 2006), der Mortalitatsrate
(Magnusson et al. 2005), des LVEDD (Terra et al. 2005) und der agonistenbedingten
Aktivierung des Adenylylzyklase (Levin et al. 2002) festgestellt werden.

Der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus beeinflusst die Kopplung des G-Protein
und ist somit mit einer unterschiedlichen Adenylylzyklaseaktivitat verbunden (Small et
al. 2003). Es konnten Zusammenhange mit dem Blutdruck, dem Kkardialen
Auswurfvolumen und der damit verbundenen Hypertonie nachgewiesen werden

(Bengtsson et al. 2001, McCaffery et al. 2002). Der Sauerstoffverbrauch und die
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Wirkung einer [B-Blockertherapie wurden in zahlreichen Studien berlcksichtigt
(Wagoner et al. 2002, Johnson et al. 2003, Liu et al. 2003, Sofowora et al. 2003,
Bruck et al. 2005, Terra et al. 2005, Liggett et al. 2006). Es liegen wenige Studien
vor, in denen kardiochirurgische Patienten im Mittelpunkt der Untersuchung standen.
Nach den Herzoperationen wurde die agonistenbedingte Kontraktionskraftsteigerung
des Herzens unter Einfluss der Rezeptorpolymorphismen untersucht (Molenaar et al.
2002, Sandilands et al. 2003).

Der Catechol-O-Methyltransferase wurden ebenfalls polymorphismusbedingte
Einflisse auf das Herz-Kreislaufsystem nachgewiesen. Das Herzinfarktrisiko und der
Blutdruck unterliegen ihrer Beeinflussung. Jedoch wurde eine Abhangigkeit des
COMT-Polymorphismus auf den postoperativen Verlauf schwer kardialkranker
Patienten nicht bertcksichtigt. Ebenso fanden keine Untersuchungen der i-
Adrenorezeptorpolymorphismen  unter  Berlcksichtigung  der  Catechol-O-
Methyltransferase auf das Herz-Kreislaufsystem statt.

Es sind bis zum heutigen Zeitpunkt keine Studien veroéffentlicht worden, in denen der
postoperative Verlauf schwer kranker Patienten unter Einlfuss der drei
Polymorphismen untersucht wurde. Dieser Aspekt gab Anlass eine solche
Untersuchung durchzufiihren. Es stellte sich das Ziel eine Assoziation der 145A>G
(Ser49Gly), 1165G>C (Arg389Gly), 472G>A (Vall58Met) COMT-Polymorphismen
und deren Kombinationen auf den Noradrenalinverbrauch eines speziellen
Patientenklientels festzustellen. Aus diesem Grund wurden Probanden ausgewahlt,
welche unter starken Stressbedingungen des Korpers in  Form eines
kardiochirurgischen Eingriffs standen. Aul3erdem waren sie aufgrund verschiedener
Comorbiditaten zusatzlich einem erhéhten Risiko ausgesetzt, was der Euroscore in
Form eines Punktewertes widergab. Zielparamter der Studie war der postoperative
kumulative  Noradrenalinverbrauch, wichtige  Nebenparameter waren der
Gesamtcatecholaminverbrauch, der praoperative Plasmacatecholaminspiegel, der
Euroscore, die Liegezeiten auf der Intermediate Care und Intensivstation und der
Aufenthalt im Krankenhaus.

Zudem waren nahezu alle Studienpatienten an einer Herzinsuffizienz
unterschiedlichen Grades erkrankt. Das stellte einen weiteren Aspekt dar, dass die
Auswirkungen der Polymorphismen zum Tragen kommen konnten (Brodde und
Michel 1999, Brodde und Stein 2003).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Gerate

Autosampler

Brucheisautomat

Elektrochemischer Detektor

Fotometer
Gefrierschrank (-21<C)

Gelkammer

Kihlschrank

Magnetrihrer

Manager

Messzylinder

Mikrowelle

Pipetten
PCR-Gerat

PCR-Gerat
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Knauer Advanced Scientific
Instruments Smartline Autosampler
3950, Berlin

intercontinentale Ziegra-Eismaschinen
GmbH, Isernhagen

Recipe Amperometric Detector EC
3000, Chemicals + Instruments GmbH
Munchen

BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
Comfort, Liebherr, Bibera ch an der
Ri3

EasyCast™ ElektrophoresisSystem
Model #B2, OwlScientific, Inc.,Woburn
(USA)

Bosch, Stuttgart

Hotplate Stirrer Model L-81,
Hartenstein Laborbedarf fir die
Forschung, Wirzburg

Knauer Advanced Scientific
Instruments Smartline Manager 5000,
Berlin

Hirschmann EM Techcolor Germany,
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG, Eberstadt

Moulinex  Micro-CHEF Mo 505,
Frankreich

Eppendorf, Hamburg

LightCycler 1.2, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim

LightCycler®480ll, Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim



Prazisionswaage

Personalcomputer

Personalcomputermonitor

Séaulenofen

Spannungsgerat

Transilluminator

Abdeckung
Geldokumentationssystem
Uberkopfschiittler
UV-Platte
Vortex Mixer
Warmeschiuittler
Zentrifuge

Zentrifuge

Zweikolbenpumpe

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

15-ml Tubes

Faust Laborbedarf AG, Schaffhausen
HP rp 5700, Windows Vista®Buisness
EM B32/64, OEM Software, Boblingen
Brilliance 190B, Philips, Hamburg
Knauer Advanced Scientific
Instruments Smartline Column Oven
4050, Berlin

Blue Power, Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

BioView UV light, UST-20M-BK
wavelength 312nm, biostep®,
Jahnsdorf

Dark Hood DH-10, biostep®, Jahns-
dorf

Gerix 1000, biostep®, Jahnsdorf
BioRS-24, LAB4You GmbH, Berlin
Angewandte Gentechnologie System
GmbH, Heidelberg

VM-300, Gemmy Industrial
Cooperation, Taipei (Taiwan)
Thermomixer 5436 eppendorf,
Hamburg

Centrifuge 5417R eppendorf,
Hamburg

Biofuge stratos, Heraeus Instruments
GmbH, Osterode

Knauer Advanced Scientific
Instruments Smartline Pump 1000,

Berlin

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen



EDTA-Monovetten

Fotometerkiivetten

Glaskapillaren

Multiwell

Handschuhe

Handschuhe
HPLC-Glasbehalter
HPLC-Deckel
Pipettenspitzen

Plastikvials fur Kartuschen
Probenaufbereitungkartuschen

Trennsaule

Verblomber

Zentrifugenrdéhrchen

2.1.3 Reagenzien

fir die DNA-Isolierung:
Kit DNA Isolierung

fir die PCR:
BSA
DMSO
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S-Monovette® 2,7ml, Sarstedt AG +
Co, Nurnbrecht

UVette® 220-1600nm Eppendorf,
Hamburg

LightCycler Capillaries, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim
LightCycler®480 Multiwell Plate 96

white, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim
Nitril®Next Gen®, Meditrade,

Kieferfelden

roli®protect-Vinyl, Roth, Karlsruhe

vwr international GmbH, Darmstadt
vwr international GmbH, Darmstadt
Laborfachhandel Dr. llona Schubert,
Leipzig

Multi Guard Barrier Tips, Sorenson™,
BioScience, Inc., Salt Lake City (USA)
Chromsystems, Minchen
Chromsystems, Miinchen

Trennsaule 5100, RP 18, Knauer
Advanced  Scientific  Instruments
Smartline Column Oven 4050, Berlin
VZ 11mm

Pegle- Darmstadt, Darmstadt

peqGOLD Blood DNA Minikit, peq
Lab, Erlangen

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Dimethylsulfoxid Roth GmbH,

Karlsruhe



dNTPs
MgCl2
PCR-Puffer
PCR-Wasser

Referenzfarbstoff

SYBR Green Mix

Tag-Polymerase

fur die Gelelektrophorese:

Agarosegel

DNA Marker

Ethidiumbromidlésung 7%
Ladepuffer

10x Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer

(0,89M Tris, 0,89M Borsaure, 0,02M EDTA)

fur die HPLC:
Methanol

Mobile Phase

Elutionspuffer

Waschpuffer
Extraktionspuffer

Interner Standard
Kalibrationsstandard

Plasma Kalibrationsstandard

Wasser
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dNTP-Set Roth GmbH, Karlsruhe
invitrogen, Karlsruhe

invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe
Rox Reference Dye, invitrogen,
Carlsbad

Platinum® SYBR® Green, gPCR
Super Mix-UDG, invitrogen, Carlsbad
Platinum Tag-Polymerase, invitrogen,

Karlsruhe

peqGold Universal Agarsoe, peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen
100bp DNA Ladder Plus, peglab,
Erlangen

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe
blue loading buffer 6x0,5ml, peglab,
Erlangen

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe

Methanol Rotisolv® HPLC Ultra
Gradient Grade, Carl Roth
GmbH+Co.KG, Karlsruhe

mobile Phase Catecholamines,
Chromsystems, Minchen
Chromsystems, Miinchen
Chromsystems, Miinchen
Chromsystems, Miinchen
Chromsystems, Minchen
Chromsystems, Muinchen
Chromsystems, Miinchen

34877 Wasser G Chromasol® fur



Gradientenelution, Piedel-de Haen®

Laborchemikalien GmbH + Co, Seelze

Verwendete Primer und Sonden

1165G>C (Arg389Gly)

Bezeichnung Sequenzfolge
Vorwartsprimer 5 - GCTGGGCTACGCCAACTC - &
Ruckwartsprimer 5 - GTGCGCTGGGTGCCTCT - 3
Anker 5 - CGCAGCCCCGACTTCCGCAA-FL - 3
Sensor 5 - LC640-GCCTTCCAGCGACTGCTCT - 3

145A>G (Ser49Gly)

Vorwartsprimer 5- CCGAGCCCGGTAACCTG - &

Ruckwartsprimer 5- CTGTCCACTGCTGAGACATCG - 3
Anker 5- CCGCCTCGTTGCTGCCTCCC-FL-3
Sensor 5- LC640-CCAGCGAAAGCCCCGAGC - 3

472G>A (Val158Met)

Vorwartsprimer 5 - GGGCCTACTGTGGCTACTCA -3
Ruckwartsprimer 5- GGCCCTTTTTCCAGGTCTG - 3
Anker 5- LC640-TGTGCATGCCTGACCCGTTGTCA - 3
Sensor 5- ATTTCGCTGGCATGAAGGACAAG —FL- 3

Tabelle 2.1 Zusammenfassung der verwendeten Vorwéarts- und Ruckwartsprimer, Sensor und Anchor fur
die 1165G>C (Arg389Gly-), 145A>G (Ser49Gly) B1-Adrenorezeptorpolymorphismen und den
472G>A (Vall58Met) COMT-Polymorphismus. von der Firma TIB Molbiol, Berlin

2.2 Methoden

Es wurden 116 Patienten des Herzzentrum Leipzig in unsere Studie aufgenommen.
Sie waren weil3, kaukasischer Abstammung und unterzogen sich entsprechend ihrer
kardialen Grunderkrankung einer kardiochirurgischen Operation. Wir schlossen
lediglich Patienten aus, welche bereits préoperativ catecholaminpflichtig waren. Sie
wurden Uber die Studie, den damit verbundenen Folgen und Risiken aufgeklart und

willigten der Teilnahme schriftlich zu. Die Durchfihrung der Studie erfolgte unter
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Zustimmung der Ethikkommission der Universitat Leipzig in Ubereinstimmung der

Deklaration von Helsinki.

2.2.1 DNA-Isolierung

Der erste Schritt der DNA-Isolierung stellte die Lyse kernhaltiger Blutzellen dar.
Demzufolge wurden als erstes 250 ul des Patientenbluts und 25 ul der Protease in
ein Zentrifugenrohrchen gegeben. Anschlielend wurden nach Vorgaben des
Herstellers 250 ul des BL-Puffers hinzu pipettiert. Nach 10-sekiindigem Vortexen
wurden die Proben in einem Warmeschuttler fir 10 Minuten bei 70C inkubiert. Um
eine standige Vermischung des Probeninhaltes, in welchem die Lyse nun begonnen
hatte, zu erreichen, wurde der Thermomixer auf ein geringes Mal3 an Bewegung
eingestellt.

War die Inkubationszeit abgelaufen, wurden die Zentrifugenréhrchen kurzzeitig mit
dem Vortex vermischt. Nachdem 260 ul absoluten Ethanols hinzu gegeben wurde, ist
nochmaliges Mischen des Lysates mit dem Vortexer von NOten gewesen. Der
gesamte Ansatz wurde schliel3lich auf eine HiBind®-DNA-Saule gegeben. Ein
Zentrifugationsschritt von 12000 rpm fur eine Minute folgte. Der sich daraus
ergebende zentrifugierte Ruckstand wurde verworfen.

Mehrere Waschschritte wurden nun vorgenommen, zum einen mittels 500 pl des HB-
Puffers und darauf folgenden Zentrifugierens, zum anderen mittels zweimaliger Gabe
von je 600 ul komplettierten DNA-Waschpuffers und folgender Zentrifugation bei
12000 rpm. Nachdem die DNA von jeglichen Blutbestandteilen und
Verunreinigungen ausgewaschen wurde, wurde final ein Trockenvorgang
vorgenommen. Dies erreichte man durch zweiminltiges Zentrifugieren bei 14000
rpm.

Die gewonnene DNA wurde aus der Trennséulenmatrix eluiert, indem zweimalig 100
pl des auf 70C vorgewarmten Elutionspuffers hinzu p ipettiert wurden, sich jeweils
eine funfmindtige Inkubation bei 70T und eine einm inltige Zentrifugation bei 10000
rom anschlossen. Die DNA-Proben wurden fir die zukinftigen Verwendungen in

dem Kihlschrank aufbewahrt.
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2.2.2 Die Polymerase-Ketten-Reaktion
2.2.2.1 Der Ablauf der Polymerase-Ketten-Reakton

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), eines der wichtigsten Verfahren in der
Molekularbiologie, dient der quantitativen Analyse von  spezifischen
Nukleinsduresequenzen (Raeymaekers 1995, Heid et al. 1996) und ermdglicht
einzelne DNA-Kopien auf das uber 10-Millionen-fache zu vermehren (Innis et al.
1988).

Es konnen verschiedene Nukleinsduren, wie Plasmid-DNA, Phagen-DNA,
komplementare DNA, genomische DNA, amplifiziert werden. Folgende Materialien
werden generell fir jede PCR bendtigt:

eine thermostabile Polymerase, eine Ausgangs-DNA (Template), zwei
komplementare Oligonukleotidprimer, einen Puffer um das pH-Optimum der
Polymerase aufrechtzuerhalten und die Nukleotide.

Das Verfahren verlauft im Allgemeinen in drei Schritten, wie es auch in der Abbildung

2.1 dargestellt ist:

1. Die Denaturierung

Bei einer Temperatur von 94 denaturieren die Wass erstoffbrickenbindungen

zwischen den beiden DNA-Strangen.

2. Das Annealing

Die Temperatur wird auf 57T reduziert, damit die O ligonukleotidprimer, welche im
UbermaR vorherrschen, an die einzelstrangige Template-DNA hybridisieren.

Es werden bevorzugt Primer mit 18 bis 30 Basen und einem 30- bis 70%igen
Guanin- und Cytosinanteil verwendet (Mulhardt 2006, Wilfingseder und Stoiber). Da
ein zu hoher Guanidin- und Cytosinanteil die Amplifikationseffizienz deutlich
vermindert (McDowell et al. 1998). Am 3°-Ende der Primer sind eins bis zwei
Guanine und Cytosine enthalten. Dies ermdglicht eine bessere Bindung an der
Template-DNA (Mulhardt 2006). Die Sequenz sollte moglichst spezifisch fur das
Amplifikationsprodukt sein. Haarnadelstrukturen, Poly(T) — Bereiche und eine 3’-
Komplementaritdt missen vermieden werden, da diese eine Hybridisierung beinahe
unmdoglich machen (Mulhardt 2006, Wilfingseder und Stoiber). Aul3erdem sollten
keine Primer verwendet werden, die untereinander hybridisieren. Es besteht die
Gefahr der Bildung von Primerdimeren.

- 40 -



3. Die Elongation

Es wird die Temperatur auf das entsprechende Polymeraseoptimum erhoht. Das sind
fur die Tag-Polymerase 72T. Sie verlangert den hybridisierten Primer bis die
Template-DNA einen vollstandigen Doppelstrang ergibt. Sie ist der Ursprungs-DNA
aquivalent.

Die Elongation kann durch verschiedene Polymerasen realisiert werden. Dazu z&hlen
zum Beispiel Pfu, Pwo und Tgo. Sie sind durch eine erhéhte Temperaturstabilitat und
eine zusatzliche 3°-5"-Exonucleaseaktivitdt charakterisiert. Allerdings ist die
Syntheserate nur 550 Nukleotide pro Minute. Weiterhin sind Tth und Tfl zu erwdhnen,
sie haben eine hohe reverse Transkriptaseaktivitdit. Demzufolge sind sie fir eine
cDNA-Synthese beinhalteten PCR geeignet.

Die klassische Polymerase ist die des Thermus aquaticus (Tag-Polymerase). Sie ist
mit einem Temperaturoptimum von 72T gekennzeichnet (Mulhardt 2006) und ist in
ihrer Funktion schnell und progressiv (Innis et al. 1988). Zudem férdert sie den
Automatismus der PCR und erhoht die Spezifitdt der Produkte (Holland et al. 1991).
Charakteristisch fir das Enzym ist aulerdem eine 5°-3"-nucleolytische Aktivitat
(Livak et al. 1995) und eine Syntheserate von 2800 Nukleotiden pro Minute.

Die Fehlerrate der Polymerasen liegt trotz der Fahigkeit des Korrekturlesen bei 1076
Basen, Enzyme ohne dieser Eigenschaft verursachen einen Fehler von 107 Basen.
Aus diesem Grund werden des Ofteren Polymerasemixe, aus diversen Polymerasen
bestehend, verwendet. Das vermindert die Fehlerrate und ermdglicht eine
Amplifikation von langen PCR-Fragmenten.

Nach 45 Zyklen ist die Amplifikation beendet. Es werden mindestens 30 Durchgange
von 30 s bei 94C, 30s bei 55T und 90 s bei 72C e mpfohlen (Milhardt 2006).
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Abbildung 2.1 Zusammenfassend die drei Schritte der PCR (in Anlehnung an Milhardt 2006) Der DNA-
Doppelstrang wird bei 94C in ihre Einzelstrange ge l6st. Die Primer binden bei 55C an die DNA. Mittels Tag-
Polymerase findet eine Elongation bei 72T statt.

Die vereinfachte Theorie beschreibt, dass beide Strange der Template-DNA
komplementiert werden, folglich geht aus dem ersten Zyklus die doppelte Anzahl der
urspringlichen Template-DNA hervor. In dem darauf folgenden Zyklus ist die
vierfache Menge der Template-DNA nachweisbar. Jedoch ist eine Verdopplung pro
Zyklus nicht realisierbar. Es ist wahrscheinlicher mit einem Faktor von 1,6-1,7 zu
rechnen (Mulhardt 2006). Die Begrindung liegt in einer verminderten initialen
Vermehrungsrate, da die Wahrscheinlichkeit, dass Primer und Enzym die Template-
DNA zur passenden Zeit finden, recht gering ist (Mulhardt 2006, Wilfingseder und
Stoiber). Mit der zunehmenden Anzahl an Template-DNA steigt die
Wahrscheinlichkeit an, gegen Ende der Amplifikation sinkt sie wieder. Die Ursache
hierfur liegt in der Akkumulation der Endprodukte, wie DNA und Pyrophosphate, in
der erhéhten Wahrscheinlichkeit eines Reannealings zweier fertiger DNA-Strange, in
der sinkenden Substratkonzentration und in der Menge an abnehmender intakter
Polymerase (Raeymaekers 1995, Milhardt 2006). Demzufolge ist der PCR-Verlauf
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gekennzeichnet durch einen linearen Anstieg zu Beginn, gefolgt von einer
exponentiellen Phase, Ubergehend in ein gesattigtes Plateauniveau (Raeymaekers
1995, Wilfingseder und Stoiber).

Dartber hinaus ist es wichtig MgCl2 in das Tube zugeben, da Magnesium das
Primerannealing, die Strangtrennung wéhrend der Denaturierung und die Bildung
von Primerdimeren beeinflusst. Zusatzlich ist freies Magnesium fur die Enzymaktivitat
essentiell.

Um die Ausbeute einer Amplifikation zu erhéhen, kénnten die Pyrophosphate aus
dem Tube entfernt werden. Folglich wird das Reaktionsgleichgewicht auf die Seite
des Produktes verschoben (Mulhardt 2006).

2.2.2.2 Die Real Time (RT) — PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ermdglicht geringe DNA-Mengen zu vervielfaltigen.
Die vervielfachte DNA kann durch aufwendige Detektionsmethoden nachgewiesen
werden. Dazu zahlen unter anderem die Agarosegelverfahren oder die
Kapillarelektrophorese, in der fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte mittels
Laserbestrahlung dargestellt werden (Heid et al. 1996).

Eine elegantere Methode den Vervielfaltigungsprozess darzustellen wurde bereits
1992 von Higuchi entwickelt. Er baute in die PCR-Anlage eine UV(Ultraviolett)-
Lampe und eine CCD (Charge-coupled Device)-Kamera ein und gab zusétzlich
Ethidiumbromid in das Reaktionsgemisch hinzu. Das Ethidiumbromid wurde wahrend
der Amplifikation in die DNA eingebaut und fluoreszierte unter UV-Bestrahlung. Das
Fluoreszenzsignal konnte mittels der Kamera detektiert werden, so dass eine
Konzentrationsbestimmung der Ziel-DNA mdglich war (Higuchi et al. 1992). Er stellte
die Grundlage fur die Real Time (RT)-PCR (Wilfingseder und Stoiber).

Heutzutage wird nicht mehr das Ethidiumbromid verwendet. Die PCR wird nun in
Echtzeit mittels fluoreszierender Farbstoffe sichtbar gemacht (wie die SYBR Green |
PCR). Ein Oligonukleotid, welches als Rezeptor dient, kann unspezifisch oder
spezifisch an der Ziel-DNA binden. Das detektierte Fluoreszenzsignal steigt
proportional mit der Produktmenge (Mulhardt 2006, Wilfingseder und Stoiber).

Ein wichtiges Instrument der heutigen RT-PCR ist die 5-3"-Exnucleaseaktivitat der
Taqg-Polymerase. Werden Oligonukleotidproben in das PCR-Reaktionsgemisch
gegeben, so wird die Amplifikation nicht gehemmt. Denn die Taqg-Polymerase baut

aufgrund ihrer nukleolytischen Aktivitdt nur die hybridisierten Oligonukleotidproben
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wahrend der Elongationsphase ab (Holland et al. 1991). Diese Eigenschaft machten
sich sowohl Heid et al. als auch Livak et al. zu nutze.

Es wurde ein Oligonukleotid mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Der eine
Farbstoff war 6-Carboxyfluorescein und diente als Reporter. Der andere Farbstoff
war 6-Carboxymethylrhodamin und wirkte als Loscher. Die mit Farbstoffen versehene
Probe wurde in das PCR-Reaktionsgemisch gegeben und hybridisierte wahrend der
Elongationsphase mit der Ziel-DNA. Das Emissionsspektrum des Fluorescein wurde,
sofern die Probe intakt war, durch das Rhodamin absorbiert. Wurde die Probe
wahrend der Extensionsphase durch die nukleolytische Aktivitdt der Tag-Polymerase
zerstort, so war eine ausreichende Loschung des Fluoreszenzsignals nicht mehr
gewéhrleistet. Demzufolge konnte die Fluoreszenzemission des Reporters detektiert
werden. Die Messung erfolgte in Echtzeit wahrend der exponentiellen Phase der
PCR. Es konnte festgestellt werden, dass die Zunahme der Emission proportional
der PCR-Produktmenge gewesen ist. Erreichte die PCR schlie3lich eine hohe
Zykluszahl, so konnte eine Plateauphase der Fluoreszenzemission aufgezeichnet
werden (Livak et al. 1995, Heid et al. 1996, Gibson et al. 1996).

Die Lokalisation der Fluoreszenzfarbstoffe spielte dabei eine entscheidende Rolle.
Generell befand sich der Reporterfarbstoff am 5°-Ende des Oligonukleotids. Der
Léschfarbstoff konnte entweder in der Mitte des Oligonukleotids oder an dessen 3’-
Ende lokalisiert sein (Livak et al. 1995). Wichtig war, dass die beiden Farbstoffe eine
ausreichende Nahe zu einander hatten. Stryer und Haugland erklarten namlich, dass
das Ausloschen eines Emissionssignals vom Abstand der beiden Farbstoffe
abhangig sei (Stryer und Haugland 1967).

Livak meinte jedoch, dass die Lokalisation des Rhodamin am 3"-Ende des
Oligonukleotids besser sei. Denn befand sich der ausléschende Farbstoff in der Mitte
des Oligonukleotids, gelang nicht immer die Emissionsdetektion. Zudem stellte er
eine effizientere Probenspaltung fest, wenn der Reporter und der Ausléscher an den
entgegen gesetzten Enden positioniert waren (Livak et al. 1995).

Es wurden schlie3lich verschiedene Hybridisierungssonden mit hoherer Spezifitat
entwickelt. Dazu zahlt zum Beispiel die TagMan-Sonde. Sie arbeitet nach dem
Prinzip von Livak und Heid. Eine Weiterentwicklung der Sonde sind die Molecular
Beacons. Diese Oligonukleotide bilden eine Haarnadelstruktur, da deren beiden
Enden  komplementar zueinander sind. Der Abstand der beiden

Fluoreszenzfarbstoffe ist somit immer ausreichend, damit eine Ausléschung der
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Reporteremission gewabhrleistet ist. Hybridisiert die Probe mit der Ziel-DNA, so wird
eine Konformationsénderung ausgeldst und die Reporterfarbstoffemission kann nicht
mehr geléscht werden (Wilfingseder und Stoiber).

2.2.2.3 Der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer ( FRET) zur
Polymorphismusanalyse
a) Der Ablauf der FRET

Die FRET ermdglicht ohne Strahlenbelastung eine Quantifizierung von
Nukleinsauren in Kombination mit der real time PCR.

Die in dem PCR-Gemisch enthaltene DNA wird durch den zuvor beschriebenen
PCR-Schritt in zwei Strange zerlegt. Wahrend des Annealingschrittes hybridisieren
jeweils zwei Oligonukleotide, der Sensor und der Anker, an bestimmten Stellen der
DNA (siehe unten). An den 5°-Enden der Oligonukleotide ist jeweils ein
Fluoreszenzfarbstoff (das Fluorochrom) gekoppelt. Wird einer der beiden mit Licht
einer definierten Wellenlange (Al) erregt, so wird das Fluorochrom aktiviert und
emittiert Licht der Wellenlange E1. Das Anregungs- und Emissionsspektrum ist fur
das Fluorochrom charakteristisch. Das emittierte Licht des Fluorochrom 1 aktiviert
nun das zweite Fluorochrom, welches sich in ausreichender Nahe zu ihm befindet.
Die Wellenlange des emittierten Lichts entspricht somit dem Anregungsspektrum des
zweiten Fluorochroms. Das aktivierte zweite Fluorochrom emittiert dann Licht mit der
Wellenlange E2.

Die Effizienz einer solchen Energietibertragung fallt rapide mit zunehmender Distanz
zwischen den Fluorochromen ab. Ist der Abstand zu groR, das heiR3t Giber 70 A, wird
das zweite Fluorochrom nicht mehr aktiviert. Es wird nur das emittierte Licht mit der
Wellenlange E1 des ersten Fluorochroms gemessen. Ist der Abstand der beiden
Fluorochrome kleiner als 70 A, ist ein Resonanzenergietransfer moglich. Demzufolge
wird das zweite Fluorochrom aktiviert und emittiert Licht mit der Wellenléange E2.
Misst ein Spektrofluorimeter nur E1, somit wird das Fluorochrom 1 (F1) als Reporter
und das Fluorochrom 2 (F2) als Léscher bezeichnet. Misst es aber E2 wird F1 als

Donor oder Anker und F2 als Akzeptor oder Sensor bezeichnet (Cardullo et al. 1988).
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b) Die FRET und Schmelzkurvenanalyse der  Bi-Adrenorezeptor- und COMT-
Polymorphismen

Das Reaktionsgemisch von 20 pl je Ansatz wurde fur die PCR-Reaktion wie folgt
vorbereitet:

destilliertes Wasser

10 mg Bovines Serum Albumin (BSA)

1 x PCR Puffer (20 mmol/l Tris-HCI (pH 8,4), 50 mmol/l KCI)

3 mmol/l MgCl2

5% Dimethylsulfoxid (DMSO)

0,5 umol/l Vorwartsprimer

0,5 umol/l Rickwartsprimer

0,25 pmol/l Sensor (0,225 pmol/l beziglich des 145A>G Polymorphismus)

0,25 pmol/l Anker (0,225 pumol/l Sensor beziglich des 145A>G Polymorphismus)
0,2 mmol/l von jedem Deoxynukleotidtriphosphat (ANTP)

1 U Taqg-Polymerase

15-30 ng isolierte DNA

Die Ansatze fur die Polymorphismusanalysen sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Dieses Reaktionsgemisch wird anschliel3end in die Glaskapillare pipettiert und fur
10s zentrifugiert. AnschlieBend werden die geflllten Glaskapillaren in die
vorgesehene Vorrichtung des LightCycler (Roche Molecular Biochemicals, Software

3.5) gegeben und die real time PCR mit FRET wird gestartet.

1165G>C 145A>G 472G>A
(Arg389Gly) (Serd9Gly) (Vall58Met)
destilliertes Wasser in

| 9,1 6,7 11

BSA in pl 0,5 0,5 0,5
PCR-Puffer in pl 2 2 2
MgClzin pl 1,2 1,2 1
DMSO in pl 1 3 0
Vorwartsprimer in pl 1 1
Ruckwartsprimer in pl 1 1 1
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Sensor in pl 1,3 15 1

Anker in pl 1,3 1,5 1

dNTP in pl 0,4 0,4 0,4
Tag-Polymerase in pl 0,2 0,5 0,2

Tabelle 2.2 PCR-Ansatze fur die 1165G>C (Arg389Gly), 145A>G (Ser49Gly) f1-Adrenozeptorpolymorphismen
und den 472G>A (Val158Met) COMT-Polymorphismus. Zu diesen Ansétzen von 19 pl wird 1 pl genomische DNA
hinzupipettiert.

Der erste Schritt der PCR ist die initiale Denaturierung. Die Temperatur wird auf 95T
mit einer Transitionsrate von 20C/s erhoht. Die In kubationszeit betragt 10 min.

Daraufhin folgt die Amplifikation der Traget-DNA mit 45 Zyklen von 95T fur 10 s,
57C fur 10 s und 72 fur 10 s. Es wird die Temper atur jeweils mit einer
Transitionsrate von 20C/s erhoht. Die Tabelle 2.3 fasst die LightCycler-Bedingungen

fur die drei Polymorphismusanalysen zusammen.

1165G>C (Arg389Gly)

Denaturierung | Amplifikation | Schmelzkurvenanalyse | Kiihlung
Temperatur in
< 95 95 | 57 | 72 | 95 55/40 85 40
Inkubationszeit 10 min 10s | 10s | 10s | 20s | 20s/120s | 1s | 30 min
Transitionsrate
_ 20 20 | 20 | 20 | 20 20/0,05 | 0,5 20
in Cls

145A>G (Ser49Gly)

Temperatur in
95 95 56 | 72 95 40 85 40
T
Inkubationszeit 10 min 10s | 10s | 10s | 30s 20s Os 30 min
Transitionsrate
_ 20 20 1 20 | 20 0,5 0,2 20
in /s
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472G>A (Val158Met)

Temperatur in
95 95 57 | 72 95 40 90 40
T
Inkubationszeit 10 min 5s |10s | 15s| 20s 20s Os 30 min
Transitionsrate
_ 20 20 20 | 20 | 30 20 0,2 20
in /s

Tabelle 2.3 Zusammenfassung der PCR-Bedingungen fir die Polymorphismusanalyse: initale Denaturierung,
Amplifikation und die anschlieRende Schmelzkurvenanalyse fiir die beiden B1-Adrenozeptorpolymorphismen und
dem COMT-Polymorphismus, mit terminalen Kiihlungsschritt

In dem vorbereiteten PCR-Ansatz befinden sich sowohl Vorwarts- und
Ruckwartsprimer als auch Sensor und Anker. Die Primer binden wahrend des
Annealingschrittes der PCR komplementar an die folgende DNA-Sequenzen. Hier
am Beispiel des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus: Der Vorwartsprimer (5° -
GCTGGGCTACGCCAACTC - 3') bindet komplementar an die DNA-Sequenz (3'-
CGACCCGATGCGGTTGAG - 5°) und der Ruckwartsprimer (3" -
TCTCCGTGGGTCGCGTG - 5°) bindet komplementar an die DNA (5'-
AGAGGCACCCAGCGCAC - 3"). Der Elongationsschritt schliel3t sich an. Die DNA
wird vervielfacht.

Im Anschluss an den PCR-L&aufen erfolgt die Mutationsanalyse unter Auswertung
spezieller Schmelzkurven. Bereits Wallace beschrieb, dass verschiedene Genotypen
auch unterschiedliche Schmelzkurven haben (Wallace et al. 1979). Diese Form der
Mutationsanalyse wurde fur die Untersuchung von genetisch bedingten
Erkrankungen und Verédnderungen genutzt. Es ist eine schnelle Methode um
Patienten mit einem Faktor V Leiden zu identifizieren (Lay und Wittwer 1997) oder
die beiden B2-Adrenorezeptorallelvarianten zu analysieren (Sabato et al. 2008).

Die Mutationsanalyse des Bi-Adrenorezeptors an der 1165sten Position ist durch den
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer grundlegend mdglich geworden. Eine
schematische Darstellung der FRET-Reaktion wird unter anderem in der Abbildung
2.2 wider gegeben.

Die Schmelzkurvenanalyse beginnt mit einer Denaturierung bei 95C fur 20 s. Die
doppelstrangige DNA wird in ihre Einzelstrange getrennt. Es schlief3t sich der

Kldhlungsprozess an. Er lauft in zwei Schritten ab (der erste Schritt: 55T,
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Inkubationszeit: 20 s, Transitionsrate: 20C/s und der zweite Schritt: 40T,
Inkubationszeit 120 s, Transitionsrate 0,05C/s) (V ergleich Tabelle 2.3). Wahrend
des Kuhlungsprozesses soll eine maximale Hybridisierung des Sensors und des
Ankers erreicht werden.

Die Schmelzkurvenanalyse des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus beruht auf
der Arbeit von Sauer et al. 2008.

Der Sensor (5° - LC640-GCCTTCCAGCGACTGCTCT - 3%, welcher den zu
analysierenden SNP des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus enthélt, bindet
komplementédr an die DNA (3" - CGGAAGGTCGCTGACGAGA - 5). Das 10te
Nukleotid der Sensorsequenz ist Cytosin und entspricht dem Cytosin an der
1165sten Position der Bi-Adrenorezeptor-DNA, welches fir die Aminosaure Arginin
an der 389sten Position des Rezeptorproteins kodiert. Der Sensor bindet
komplementér an der Gegenstrang-DNA.

Liegt jedoch anstelle des Arginin das Glycin an der 389sten Position im
Rezeptorprotein vor, so ist das Nukleotid Cytosin durch Guanin ausgetauscht.
Demzufolge ist das komplementdre Nukleotid des Gegenstrangs Cytosin. Die
Bindung des Sensors, welcher wie bereits erwahnt an seiner 10ten Position das
Cytosin enthalt, ist an der zu untersuchenden DNA-Sequenz folglich schlechter. Well
dieses Cytosin des Sensors nicht komplementar an dem Cytosin der Gegenstrang-
DNA binden kann. Zudem ist der Sensor an seinem 5-Ende mit dem
fluoreszierenden Farbstoff LightCycler (LC)-Red markiert.

Der Anker (5-CGCAGCCCCGACTTCCGCAA-FL-3") ist mit dem Farbstoff
Fluorescein an seinem 3’-Ende markiert und bindet komplementéar ein Nukleotid
entfernt von dem Sensor an die Gegenstrang-DNA (3°-
GCGTCGGGGTGAAGGCGTT-5").

Die Diode des Light Cyclers emittiert blaues Licht und aktiviert somit spezifisch das
Fluorescein. Dieser angeregte Fluoreszenzfarbstoff emittiert dann grtines Licht. Das
grune Licht regt spezifisch den Fluoreszenzfarbstoff LC-Red des Sensors an, so
dass dieser rotes Licht der Wellenlange von 640 nm abgibt. Das rote Licht wird von

dem Light Cycler sofort gemessen und auf dem Monitor dargestellt.

Nach dem Hybridisierungsschritt der Schmelzkurvenanalyse folgt eine langsame
Temperaturerhbhung auf 85C mit einer Inkubationszeit von 1 s und einer

Transitionsrate von 0,5C/s. Ist der Schmelzpunkt e rreicht, so 16st sich der Sensor
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von der DNA. Der Schmelzpunkt ist abhangig von der Komplementaritat zwischen
dem Sensor und der DNA. Eine Punktmutation bewirkt eine verminderte
Bindungsstarke zwischen dem Sensor und der DNA. Somit ist der Schmelzpunkt
niedriger. Wird dieser Temperaturpunkt erreicht, so kommt es zu einem plétzlichen
Abfall des Fluoreszenzsignals, da sich die Oligonukleotide von der DNA geldst haben
und ein Fluoreszenz-Energie-Transfer nicht mehr mdglich ist (siehe Abbildung 2.3).
Die erste negative Ableitung der Fluoreszenzanderung uber die Temperatur ergibt
ein  Maximum der Funktion und das entspricht dem Schmelzpunkt (siehe
Abbildungen 2.3 bis 2.11).

Fluorescein LCRED 640

Anker Sensor
5 CGCAGCCCCGACTTCCGCAA-Y 5 .GCCTTCCAGCGACTGCTCT-3
3 ACG GCGTCGGGGCTGAAGGCGTT C CGGAAGGTCGCTGACGAGA CGACGCGCGCGTCCCGACGG §

1. komplementére Bindung des Ankers und Senors an der DNA

Fluorescein ‘\\ LCRED 640

Anker Sensor

5-CGCAGCCCCGACTTCCGCAA-3 5 GCCTTCCAGCGACTGCTCT-Y

3 ACG GCGTCGGGGCTGAAGGLGTT C CGGAAGGTCGCTGACGAGA CGACGCGCGCGTCCGA 5

2.Blaues Licht der Light Cycler Diode emittiert zum Fluorescein des Ankers, dieses wird aktiviert und emittiert griines Licht.
Das griine Licht aktiviert das LCRED des Sensors und es emittiert rotes Licht, welches der Light Cycler misst.
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S

Fluorescein
Anker

5 -CGCAGCCCCGACTTCCGCAA-3”

LCRED 640
Sensor

5 -GCCTTCCAGCGACTGCTCT-3"

3 ACG GCGTCGGGGCTGAAGGCGTT € CGGAAGGTCGCTGACGAGA CGACGCGCGCGTCCCGACGG §°

3. Abl6sen des Sensors und Ankers bei Erreichen des Schmelzpunktes. Das blaue Licht der Light Cycler Diode wird von dem
Fluorescein absorbiert und es emittiert griines Licht. Dieses wird von dem Light Cycler in Echtzeit registriert.

Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der FRET und Schmelzkurvenanalyse am Beispiel des 1165G>C
(Arg389Gly) Polymorphismus. 1. Nach dem Ablauf der PCR-Zyklen und der Denaturierung der DNA-
Doppelstrange findet der Hybridisierungsschritt der Sonden statt. Der Anker und Sensor binden komplementér an
dem bzw in der Nahe der rezeptorpolymorphismuskodierenden gegenstréngigen DNA. Der Anker ist an seinem
3’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein markiert und der Sensor an seinem 5 -Ende mit dem LCRED
640. 2. Die Diode des Light Cyclers emittiert blaues Licht, welches spezifisch das Fluorescein aktiviert, woraufhin
dieses griines Licht emittiert. Das griine Licht bewirkt eine Aktivierung des LCRED und dieses emittiert rotes
Licht. Das wird in Echtzeit vom Light Cycler registriert. 3. Die Temperatur wird nun langsam wieder erhéht. Ist der
Schmelzpunkt erreicht, so l6st sich der Sensor von der DNA ab. Der Abstand zwischen Sensor und Anker ist zu

grof3, so dass kein Lichtquant zwischen dem Fluorescein und dem LCRED emittieren kann. Es folgt ein plétzlicher
Abfall des zuvor registrierten roten Lichtes.
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Abbildung 2.3 Abfall des Fluoreszenzsignals bei Erreichen des Schmelzpunktes
fur das 1165CC (Arg389Arg)
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Der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus ist durch zwei spezifische
Schmelzpunkte charakterisiert. Liegt das 1165CC (Arg389Arg) vor, so ist der
Schmelzpunkt (63,6C) hoher als der Schmelzpunkt des 1165GG (Gly389Gly)
(52,5C). Die Schmelzkurven sind in den Abbildungen 2.4 bis 2.6 dargestellt.
Demzufolge ergibt sich fir das homozygote 1165CC (Arg389Arg) eine Schmelzkurve
mit einem Maximum bei 63,6C. Die Schmelzkurve fir den homozygoten 1165GG
(Gly389Gly) ist mit einem Maximum von 52 ,5C charak terisiert. Das heterozygote
1165CG (Arg389Gily) ist mit zwei Maxima bei 52,5C u nd 63,6<C gekennzeichnet.
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Abbildung 2.4 Schmelzkurve von 1165CC (Arg389Arg) — Schmelzpunkt 63,6<C
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Abbildung 2.5 Schmelzkurve von 1165GG (Gly389Gly) — Schmelzpunkt 52,5C
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Abbildung 2.6 Schmelzkurve von 1165CG (Arg389Gly) —Schmelzpunkte 63,6C und 52,5C
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Der 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus hat je nach Genotyp ebenfalls
charakteristische Schmelzkurven, die in den Abbildungen 2.7 bis 2.9 zu sehen sind.
Ist der Genotyp homozygot fir das 145AA (Ser49Ser), so hat die Schmelzkurve
einen Peak bei 62<TC. Liegt das homozygote 145GG (Gly49Gly) vor, so ist der
Schmelzpunkt bei 52C kennzeichnend. Das heterozygote 145AG (Ser49Gly) hat

eine Schmelzkurve mit zwei Maxima bei 52C und 62T .

Abbildung 2.7 Schmelzkurve von 145AA (Ser49Ser) — Schmelzpunkt 62T

Abbildung 2.8 Schmelzkurve von 145GG (Gly49Gly) — Schmelzpunkt 52°C

Abbildung 2.9 Schmelzkurve von 145AG (Ser49Gly) — Schmelzpunkt 52€C und 62T
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Die charakteristischen Schmelzkurven des COMT-Polymorphismus sind in den
Abbildungen 2.10 bis 2.12 dargestellt. Der Schmelzpunkt des homozygoten 472AA
(Metl58Met) ist bei einer Temperatur von 67T aufge zeichnet worden. Das
homozygote 472GG (Vall58Val) hat einen Schmelzpunkt bei 61<C. Liegen die
beiden Allele in Form eines heterozygoten Genotyps vor, so sind zwei

Schmelzkurvenmaxima bei 61<C und 67<C charakteristi sch.

Abbildung 2.10 Schmelzkurve von 472AA (Met158Met) — Schmelzpunkt 67C

Abbildung 2.11 Schmelzkurve von 472GG (Val158Val) — Schmelzpunkt 61C

Abbildung 2.12 Schmelzkurve 472GA (Val158Met) — Schmelzpunkte 61C und 67<C
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2.2.2.4 Die SYBR Green | Methode

Die SYBR Green | Methode ist ein weiteres Verfahren einer real time PCR. Hier
bindet der fluoreszierende Farbstoff unspezifisch an die doppelstrangige DNA und
emittiert  Lichtquanten. Die Signalintensitat ist direkt proportional der
doppelstrangigen DNA-Menge. Eine Schmelzkurvenanalyse erfolgt mit dem
Erreichen des Schmelzpunktes der DNA. Sie liegt bei dieser Temperatur zu 50%
einzelstrangig und 50% doppelstrangig vor. Es kommt zu einem pl6tzlichen Abfall
des Fluoreszenzsignals, was zeitgleich registriert wird (Mulhardt 2006).

Diese Form der DNA-Analyse wurde zusatzlich bei dem COMT-Polymorphismus
angewandt. Zunachst wurde ein Master-Mix folgender Weise hergestellt:

12,5 pl SYBR Green

1 pl Vorwartsprimer

1 pl Rickwartsprimer

0,5 ul Rox Reference Dye

9 ul DEPC Wasser

Die SYBR Green Materialien entsprachen dem Platihnum SYBR Green gPCR
SuperMix-UDG.

In diesem Master-Mix wurde anschlieend 1 pl DNA hinzu pipettiert. Nach dem
Verbringen der Gemische in den LightCycler®480ll Roche wurde folgendes
Programm gestartet:

Transi-
Programm- Zyk- Analyse- Tempera- | Acquisitions- Zeit tions-
name len methode turin C modus rate in
Cls
Preinkubation | 1 keine 50 keiner 2 min 4.4
Preinkubation I 1 keine 95 keiner 2 min 4.4
Amplifikation 50 Quantifizierun 95 keiner 15s 4.4
g 60 einfach 30s 2,2
95 keiner 5s 4,4
Schmelzkurve 1 Schmelzkurve 65 keiner 1 min 2,2
97 kontinuierlich 0,11
Kuhling 1 keine 40 keiner 30s 2,2

Tabelle 2.4 SYBR Green Programm zur Amplifikation des COMT-Polymorphismus: Preinkubationsschritte |1 und
11, Amplifikation, Schmelzkurve und abschlieBende Kiihlung

-B55 -




Die amplifizierte DNA wurde anschlieRend mittels Gelelektrophorese gereingt. Die

Squenzierung wurde von der Firma Eurofins MWG GmbH durchgefuhrt.

2.2.3 Sequenzierung und Verifizierung der Polymorph  ismen
2.2.3.1 Die Gelelektrophorese

Nachdem die entsprechenden DNA-Sequenzen mittels FRET beziehungsweise
SYBR Green amplifiziert wurden, war der néchste Schritt der DNA-Verifizierung die

Agarose-Gelelektrophorese.

a) Funktionsweise der Agarosegelelektrophorese

Die Agarose ist ein Polymer aus 1,3-verbundenen (-D-Galaktose und 1,4-
verbundenen 3,6-Anhydro-a-L-Galaktose, zusatzlich sind Carboxyl-, Pyruvat- und
Sulfatgruppen an den Zuckern gebunden. Im heil3en, flissigen Zustand liegen die
Strukturen durcheinander vor. Erst wahrend des Abkihlvorgangs richten sich die
Agaroseketten in helikale Faserbindel aus. Die Faserbiindel sind dber nicht
kovalente Hydrogenverbindungen assoziiert.

Die Fasern formen Poren und Kanéle. Die Grol3e der Poren bei 1%iger Agarose sind
100 nm. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes findet eine Ausrichtung der
Faserbiindel entsprechend ihrer Ladung statt. Die DNA-Molekile wandern in diesem
elektrischen Feld durch die Poren und Kanale des Agarosegels. Diese Migration wird
von deren molekularen Massen beeinflusst. Mit zunehmender Molekilmasse nimmt
die Mobilitat der DNA-Molekule ab. Durch Interaktionen zwischen der negativ
geladenen DNA und den Fasern findet schlie3lich eine Hemmung der Wandeurng
durch das Gel statt. Die DNA-Molekile werden demnach entsprechend ihrer Grol3e
zwischen 100 bp und 20 kbp getrennt.

AulRerdem wird die Mobilitat durch die Starke des elektrischen Feldes bestimmt. Je
starker das elektrische Feld ist, desto mobiler sind die DNA-Molekile (Stellwagen
2009 und Stellwagen und Stellwagen 2009).
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b) Aufbereitung des Agarosegels

Die Gelkammer wurde in die Elektrophoresekammer eingeschoben und der Kamm
fur die zukuinftigen Geltaschen eingehangen.

Es folgte die Herstellung des 1%-igen Agarosegels. Zunachst wurden 2 g der
pegqGOLD Universal Agarose abgewogen und in einem Kolben gegeben. In dem
Kolben wurden anschliel3end 200 ml des selbstangefertigten TBE (Tris-Borat-EDTA)
Puffer hinzugegeben. In der Mikrowelle wurde das Gemisch so lange erhitzt bis eine
klare Fliussigkeit entstanden ist. Es folgte eine 10-minttige Abkuhlungsphase auf
dem Magnetruhrer.

Bevor das Gel in die Gelkammer gegeben wurde, wurden 14 pl Ethidiumbromid
hinzu pipettiert. Nach dem Einfillen des Agarosegels in die Gelkammer wurden
Luftblasen mit Hilfe einer Pipettenspitze aus diesem entfernt. Nach 30 Minuten
Wartezeit war das Gel auspolymerisiert, so dass die Gelkammer entsprechend der
Polarisierung in der Elektrophoresekammer gedreht werden konnte. Die Kammer
wurde anschlielRend mit einfachen TBE Puffer aufgefillt bis das Gel bedeckt war. Der
Kamm wurde entfernt.

Bevor die DNA in die Geltaschen uberfuhrt werden konnten, musste diese mittels
6xLadepuffer markiert werden. Eine 26 pl Probe wurde mit 5 pl des 6xLadepuffers
vermischt. Ebenso wurden 2 ul des entsprechenden 100 bp DNA Ladder Plus mit 1
pl des 6xLadepuffers vermischt.

Die Geltaschen wurden nun mit den DNA-Proben und der Vergleichsprobe des DNA-
Leiers befillt und eine Spannung von 80 Volt wurde an der Elektrophoresekammer
angelegt. Nach 1 Stunde war der Lauf beendet und die DNA-Banden konnten mittels
ultravioletten Lichts auf der UV-Platte sichtbar gemacht werden. Mit dem Gerix 1000
wurde ein reprasentatives Abbild dargestellt und auf ein Speichermedium

gespeichert.
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c) Die Agarosegelelektrophorese und Sequenzierungd  er DNA-Proben

Die Elektrophorese und Sequenzierung des 1165G>C (Arg389Gly) pi-
Adrenorezeptorpolymorphismus:

Dies erfolgte entsprechend dem Paper von Sauer et al. 2009.

Hier wurde nach der DNA-Amplifikation das Verfahren des
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) angewandt. Das
Restriktionsenzym BsmFI| spaltet die DNA am Codon 389, wenn die Glycin-Variante
vorhanden war. Codierte das Codon 389 fur die Arginin-Variante, wurde die DNA
nicht durch das Enzym gespalten. Nach dem Restriktionsverdau wurden die DNA-
Fragmente mit der Agarose-Gelelektrophorese dargestellt.

Es war eine DNA-Fragmentbande der Grol3e von 530 bp sichtbar, wenn das
homozygote 1165CC (Arg398Arg) vorlag. Wenn die Glycin-Variante vorhanden war,
wurde die 530 bp lange DNA in zwei Fragmente der Grol3e 366 bp und 164 bp
gespalten. Lag das 1165GG (Gly389Gly) homozygot vor, waren zwei DNA-
Fragmente in der Lange von 366 bp und 164 bp vorhanden. Bei einem
heterozygoten Genotyp waren demnach drei Banden in den Langen von 530 bp, 366
bp und 164 bp in der Gelelektrophorese sichtbar.

Parallel wurde die Schmelzkurvenanalyse mit diesen Proben durchgefihrt. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 2.13, 2.14, 2.15 dargestellt. Lag das 1165CC
(Arg389Arg) vor, so war eine Bande der Grof3e von 530 bp in Restriktionsverdau und
eine Schmelzkurve bei 63,6C nachweisbar. War das 1165GG (Gly389Gly)
vorhanden, waren zwei Banden der Gréf3en von 366 bp und von 164 bp nach dem
RFLP und eine Schmelzkurve bei 52,5C nachweisbar. Bei der heterozygoten
1165CG (Arg389Gly) Variante waren drei Banden der Grdl3en von 530 bp, 366 bp
und 164 bp und zwei Schmelzkurven bei 52,5T und 63 ,6C nachweisbar.

Diese analysierten DNA-Abschnitte wurden anschlie3end sequenziert.
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Abbildung 2.13 In der Gelelektrophorese ist eine DNA-Bande nach dem Restriktionsenzymverdau dargestellt (2).
Lag das 1165CC (Arg389Arg) homozygot vor, so wurde die DNA-Probe durch das Enzym BsmFI nicht gespalten
und es besteht nur ein Fragement. Diese entsprach im Vergleich zu dem DNA-Marker (1) einer DNA-
FragmentgrofRe von 530 bp. Die Schmelzkurvenanalyse zeigte eine Schmelzkurve bei 63,6°C. Die DNA-Proben
der beiden Verfahren wurden anschlieRend sequenziert und es ergab sich das oben dargestellte
Sequenzierungsmuster. An der Position 1165 ist das unterstrichene C = Cytosin, welches im Codon 389 fiir die
Aminoséaure Arginin kodiert, nachweisbar gewesen (Anlehnung an Sauer et al. 2009).
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1165GG (Gly389Gly)
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Abbildung 2.14 In der Gelelektrophorese sind zwei DNA-Banden nach dem Restriktionsenzymverdau dargestellt
(2). Lag das 1165GG (Gly389Gly) homozygot vor, so wurde die DNA-Probe durch das Enzym BsmFl in zwei
Fragmente gespalten. Diese entsprachen mit dem DNA-Marker (1) vergleichend den DNA-FragmentgréfZen von
366 bp und 164 bp. Die Schmelzkurvenanalyse zeigte eine Schmelzkurve bei 52,5€C. Die DNA-Proben der
beiden Verfahren wurden sequenziert und es ergaben sich die oben dargestellten Sequenzierungsmuster. An der
Position 1165 ist das unterstrichene G = Guanin, welches im Codon 389 fiir die Aminosdure Glycin kodiert,
nachweisbar gewesen (Anlehnung an Sauer et al. 2009).
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1165CG (Arg389Gly)
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Abbildung 2.15 In der Gelelektrophorese sind drei DNA-Banden nach dem Restriktionsenzymverdau dargestellt
(2). Lag das 1165CG (Arg389Gly) heterozygot vor, so wurde ein Teil der DNA-Probe, welcher das Guanin an der
1165. Position enthielt, durch das Enzym BsmFI in zwei Fragmente gespalten. Der andere Teil der DNA-Probe,
welcher das Cytosin an der 1165. Position enthielt, wurde nicht von dem Enzym gespalten Diese drei DNA-
Banden entsprachen mit dem DNA-Marker (1) vergleichend den DNA-FragmentgréRen von 530 bp, 366 bp und
164 bp. Die Schmelzkurvenanalyse zeigte zwei Schmelzkurven bei 52,5C und 63,6C. Die DNA-Proben der
beiden Verfahren wurden wieder sequenziert und es ergaben sich die oben dargestellten Sequenzierungsmuster.

Die Nukleotidsequenz enthielt die SNP-Varianten, Guanin und Cytosin, an der 1165. Position (Anlehnung an
Sauer et al. 2009).
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Die Agarosegellektrophorese und Sequenzierung des 472G>A (Vall58Met) COMT-
Polymorphismus:

DA
Grife

bp 1 2 3 4

400
e - e en e

Elektrophorese 1% Agarosegel COMT-Polymorphismus

1... 100 bp DNA Ladder Plus
2. 472GA (Val158Met)
3... 472AA (Met158Met)
4. . 472GG (Val158Val)

Abbildung 2.16 In der Gelelektrophorese sind 3 Banden erkennbar. Diese entsprechen einer DNA-Gr63e im
Vergleich mit dem 100 bp DNA Ladder Plus von etwa 200 bp. Das Ergebnis ist vereinbar mit der Grol3e des
amplifizierten Genabschnitts des 472G>A(Val158Met) COMT-Polymorphismus von 178 bp.

Die drei amplifizierten DNA-Proben, welche den 472GA (Vall58Met), 472AA
(Metl58Met) und 472GG (Vall58Vval) SNP (Vergleich Abbildung 2.16) enthielten,
durchliefen anschlieRend die Agarosegelelektrophorese und es zeigten sich 3
Banden. Vergleichend mit dem 100bp DNA Ladder Plus entsprach das einer DNA-
GrofRe von 200 bp. Das war vereinbar mit der Gréf3e von 178 bp des amplifizierten
Genabschnitts des 472G>A (Vall58Met) COMT-Polymorphismus.

Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Proben zum Sequenzieren an die
Firma Eurofins MWG GmbH versandt. Die von der Firma analysierten DNA-
Sequenzen wurden anschlieRend mit Chromas Lite 2.1.1 dargestellt.

In den Sequenzierungsmustern des 472GA (Vall58Met) und des 472AA
(Metl158Met) SNP konnte das mutierte Codon ATG verifiziert werden (Abbildungen
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2.17 und 2.19). In der Abbildung 2.16 sind das die DNA-Banden 2 und 3. Das A steht
fur das Nukleotid Adenin. Es codiert im Codon ATG an der 472. Position fur die
Aminosaure Methionin. In der Sequenzierung des 472GG (Vall58Vval) SNP konnte
das Codon GTG nachgewiesen werden. In der Abbildung 2.16 entspricht das der
DNA-Bande 4. Das G steht fur das Wildtyp-Nukleotid Guanin und codiert im Codon
GTG die Aminosaure Valin. Dies zeigt die Abbildung 2.18.
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EE EEE EEEN NN
ATTTC GC TG GC

I

Abbildung 2.17 Das Sequenzierungsmuster des 472AA (Met158Met) SNP. In der Abbildung 2.16 ist das die
DNA-Bande 3. Die Aminosaure Methionin wird von dem Codon ATG codiert. Das A steht flr das Nukleotid
Adenin und ist die mutierte Variante des analysierten SNP. In der Schmelzkurvenanalyse zeigte sich ein
Schmelzpunkt bei 67<C.

100 110
EEEEE I NS EE
ATGALAGGACAAGGT

Abbildung 2.18 Das Sequenzierungsmuster des 472GG (Vall58Val) SNP. In der Abbildung 2.16 entspricht das
der Bande 4. Die Aminoséaure Valin wird von dem Codon GTG codiert. Das G entspricht dem Nukleotid Guanin
und ist die Wildtypvariante des analysierten SNP. In der Schmelzkurvenanalyse war der Schmelzpunkt bei 61°C
nachweisbar.
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Abbildung 2.19 Im Sequenzierungsmuster des 472GA (Vall58Met) SNP konnte ebenfalls das mutierte Codon
ATG nachgewiesen werden, entsprechend in der Abbildung 2.16 der DNA-Bande 2. In der

Schmelzkurvenanalyse konnten zwei Schmelzpunkte bei 61T und 67<C nachgewiesen werden .

Die Elektrophorese und Sequenzierung des 145A>G (Ser49Gly-) [i-
Adrenorezeptorpolymorphismus:

Die Primer und Sonden wurden in Zusammenarbeit mit der Firma TIB Molbiol
entwickelt. Die Amplifikationen der DNA-Proben fir den 145A>G (Ser49Gly)
Polymorphismus sowohl mit der FRET-Methode fiir den LightCycler 1.2 als auch mit
der Sybr Green Methode fir den LightCycler 4801l und die Agarose-
Gelelektrophorese verliefen jedoch frustran. Eine Sequenzierung durch die Firma

Eurofins war bei zu geringer DNA-Konzentration nicht mdglich.

2.2.4 Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC)

Die HPLC ist eine Trennmethode der Chromatographie. 1985 beschreibt sie Eppert
als ,(...) ein fur den Stoffaustausch selektives Zweiphasensystem, bewirkt durch
Relativbewegung der Phasen. Eine Phase ist stets kompakt, die andere fluid* (Eppert
1997). Folglich wird die kompakte Hilfsphase als stationdre Phase, welche einer
Adsorption der entsprechenden Analyte dient, und die fluide Hilfsphase als mobile
Phase bezeichnet (Meyer 1999).

Im 19. Jahrhundert wurde das &lteste chromatographische Verfahren, die frontale
Papierchromatographie, von F. F. Runge beschrieben. Mit der Jahrhundertwende
bildeten die Tswettschen Arbeiten die Grundlage der Entwicklung der Saulen-
Flussigkeits-Chromatographie (Eppert 1997). 1941 gelangen es Martin und Synge
eine modernere Chromatographie zu entwickeln. Sie definierten elementare
Bedingungen, damit eine erfolgreiche Trennung von Flussigkeitsbestandteilen

mdoglich war. Dazu zahlte zum einen, dass in der stationaren Phase sehr kleine
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Teilchen vorhanden sein missen. Zum anderen ist ein hoher Druck nétig um die
mobile Phase durchpressen zu kdnnen. Aus dieser Definition ergab sich der Name
HPLC, die high pressure liquid chromatography (Martin und Synge 1941).

2.2.4.1 Das Grundprinzip der HPLC

Die HPLC ist eine leistungsfahige Trennmethode, mit der man eine Vielzahl ahnlicher
Analyten aus einer Mischung auslésen kann. Jedoch sind die entsprechenden
Verteilungskoeffizienten und demzufolge die verschiedenen Retentionsfaktoren
entscheidend. Zum Beispiel werden zwei Komponenten getrennt, welche
unterschiedlich mit den Hilfsphasen reagieren. Dies bedeutet, dass Verbindung A
bevorzugt mit der stationdren Phase und Verbindung B mit der mobilen Phase in
Verbindung geht. Dementsprechend wird Analyt B mit dem Flie3mittel rascher weiter
transportiert. Im Gegensatz dazu wird Analyt A, der mit der stationdren Phase in

Wechselwirkung steht, erst durch langeres Auswaschen eluiert (Meyer 1999).

2.2.4.2 Der Aufbau der HPLC-Apparatur

Ein Chromatograph kann modular oder als Kompaktgerat aufgebaut sein. Der
Aufbau, wie in Abbildung 2.20 dargestellt, ist folgender: 1. ein Vorrat an mobiler
Phase, 2. eine Zuleitung mittels Fritte, 3. eine Hochdruckpumpe, 4. ein
Probenaufgabesystem, 5. eine Saule, 6. ein Detektor, zum Beispiel ein
elektrochemischer Detektor, 7. Abfall, 8. die Datenerfassung und —verarbeitung
(Meyer 2004).

3

B T

Abbildung 2.20 Aufbau der HPLC - Apparatur (in Anlehnung an Meyer 2004)
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zu 1. Die mobile Phase

Fur das gelingen einer Chromatographie ist die mobile Phase unerlasslich. Sie wird
entsprechend ihrer Wechselwirkungen mit der stationaren Phase auserwahlt. Des
Weiteren ist eine niedrige Viskositat (kleiner als Wasser) fir eine schnelle
Chromatographie von Bedeutung (Meyer 2004). Sie muss bei einer bestimmten
Wellenldnge transparent sein, wenn ein UV- oder Fluoreszenzdetektor verwendet
wird (Seaver und Sadek 1994). Aul3erdem muss sie inert gegenuber
Probesubstanzen sein, so dass keine Reaktionen mit dem Probegemisch erfolgen
kénnen. Sie darf nicht toxisch sein und ein entsprechender Brechungsindex ist von
Bedeutung (Meyer 2004).

zu 3. Die Hochdruckpumpe
Die Zweikolbenpumpe von Smartline beférdert die Probe mit einem kontinuierlichen

Fluss von 1 ml/min und einem Druck von 152 bar zu der Trennséaule.

zu 5. Die Trennsaule

Die Trennsaule ist in den Smartline Column Oven 4050 eingebaut. Der Saulenofen
dient der Erwadrmung der mobilen Phase am S&auleneingang und ermdglicht eine
gleichmaliige Temperaturverteilung tber die gesamte S&ule. Somit wird eine bessere
Trennleistung ermdglicht (Knauer Advanced Scientific Instruments). Die Temperatur
lag bei den Catecholaminbestimmungen bei 21<C.

Die meisten Trennsaulen sind aus Stahl 316 (Chrom-Nickel-Molybdéan), da dieser
druckbestandig und inert gegen chemische Korrosion ist. Es ist wichtig, dass die
Innenseite glatt ist, was bei Glasrohren der Fall ist. Sie sind glatt, chemisch inert,
stahlummantelt, also druckfest und korrodieren nicht. In dieser Séule befindet sich

die stationdre Phase.

Die stationdre Phase
Sie kann von verschiedenen Materialien gebildet werden, zum Beispiel von den
porosen Partikeln. Diese werden am haufigsten verwendet. lhre innere Struktur ist
vollig pords ahnlich einem Schwamm. Er ist starr und druckbestandig. Die mobile
Phase und die darin enthaltenen Analyten flie3en nicht innerhalb der Poren, sondern

diffundieren.
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Ein anderes Element ist die monolithische Phase. Diese stationdre Phase wird aus
einem Stuck porosen Materials synthetisiert. Das Silicagel oder auch ein organisches
Polymer flllen das Innenvolumen der S&ule aus. Das Silicagel besteht aus
Siliziumatomen, welche dreidimensional Uber Sauerstoffbriickenbindungen
miteinander verbunden sind (siehe Abbildung 2.21). An der Oberflache eines solchen

Netzwerkes befinden sich unter anderem Silanogruppen (OH-Gruppen).

freies Siloxan geminale assoziierle saures Silanol
Silanol Silancle Silanole neben Met
OH
| W Cl’"‘ """" OH OH
Si
e \C -.-.......:3. / \. /

\ ?\0/ g /Si“n’ﬁlk /Mmﬁ\o/fr\
Q\/ -? J;" P ﬁmﬁ’“ﬁ -
o

: O |-...__,0 .
> e L . 7 . /0";\5‘\9

Abbildung 2.21 Chemischer Aufbau des Kieselgels (Meyer 2004,

mit Genehmigung des Verlags)

In dem Gerust sind Metallionen eingebaut oder bereits vorhanden. Sie bestimmen
den Gehalt der sauren Silanole. Moderne Gele haben einen niedrigen Metallgehalt,
somit ist eine Trennung basischer Stoffe mdglich.

AulRerdem sind Silicagele chemisch modifizierbar, so dass die stationare Phase zum
lonenaustausch, zu einer Enantiomertrennung oder far eine
Affinitatschromatographie verwendet werden kann.

Andere stationdre Phasen sind: Perfusionspartikel, Aluminiumoxid, Magnesiumsilikat,
poroses Glas, Hydroxyapatit und Agarose (Unger KK 1979, Nawrocki 1997, Meyer
2004).

zu 6. Der Detektor

Detektoren dienen der Erkennung von Substanzen, die aus der S&ule eluiert werden.
Demzufolge wird eine Anderung der Zusammensetzung in der mobilen Phase
registriert, in ein elektrisches Signal umgewandelt und dieses an einen Schreiber
oder Bildschirm gesendet. Der Schreiber zeichnet dies als Abweichung von der
Basislinie auf.

Zum einen gibt es konzentrationsabhangige Detektoren, bei denen das Signal

proportional der Probenkonzentration ist. Zum anderen gibt es stoffstromabhéangige
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Detektoren, die Signale wider geben, die proportional dem Stoffstrom, der Anzahl der
Probemolekiile/ -ionen pro Zeiteinheit, sind.

Es wurde eine Vielzahl an Detektoren entwickelt.

Der UV-Detektor registriert die UV-Lichtabsorption.

Die Brechungsindex-Detektoren sind unselektiv. Sie registrieren alle Substanzen, die
einen anderen Brechungsindex als die reine mobile Phase haben.

Der Fluoreszenz-Detektor erkennt sehr empfindlich und spezifisch fluoreszierende
Stoffe.

Elektrochemische Detektoren eignen sich zum Nachweis von Spuren leicht
oxidierbarer oder reduzierbarer organischer Verbindungen (Meyer 2004). Der EC
3000 Amperometric Detector ist ideal zur Bestimmung von aromatischen Alkoholen
und Aminen, von Vitaminen, Purinen, Kohlenhydraten und Aminosauren (Knauer

ClinLab® Amperometric Detector).

zu 8. Datenerfassung und -verarbeitung

Die Daten werden mit dem Programm Clarity Chrom erfasst und in Form eines
Chromatogramms widergegeben. Dieses vermittelt qualitative und quantitative
Informationen. Dazu zahlt zum Beispiel die Elutionszeit, die Zeit, nach welcher das
Signal auf dem Bildschirm erscheint. Sie ist fur jeden Stoff des HPLC-Gemisches
charakteristisch. Zudem sind die Flache und die HoOhe eines Signals der

Konzentration des entsprechenden Stoffes proportional (Meyer 2004).

Der Autosampler

Der Autosampler 3950 von Smartline ist zusatzlich zwischengeschaltet. Er dient der
genauen und sicheren Probendosierung ohne Verunreinigungen. Die Arbeitsweise ist
in der Abbildung 2.22 zusammen gefasst. Zu Beginn befindet sich das Probengefal}
in der Injektoreinheit und der Verschluss wird von der Injektionskanule durchstochen.
Ein Mikrokolben saugt eine definierte Probenmenge in eine Kapillare, anschlieend
wird das Probengefal? wieder entfernt. Das Ventilrohr dreht sich und die Probe wird
zusammen mit der mobilen Phase verlustfrei zur Trennsadule transportiert (Eppert
1997).
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1-Probenbehalter,

2-Injektor,

3-Mikrodosierkolben,
4-Ventilrotor,
: 5-Elutionszufuhr,
6-zur Trennsaule,
7-zum Abfall

Abbildung 2.22 Die Arbeitsweise des Autosamplers die obere Darstellung ist die Probendosierung, die
untere Darstellung ist die Probeninjektion (in Anlehnung an Eppert 1997)

Der Autosampler wird heruntergekthlt auf 4C, da sich der Noradrenalingehalt nach
sechs Stunden um 25% bei Raumtemperatur reduziert (Weicker et al. 1984).

verschiedene Vorsaulen

Es gibt die Moglichkeit eine Vorsaule zwischen der Hochdruckpumpe und dem
Probenaufgeber einzuschalten. Diese auch als Opfersdule bezeichnete Vorséaule
dient als Puffer fir die Trennsaule. Da die mobile Phase Silicagel (Kieselgel) zum
Teil in Kieselsaure auflost, wirden solche stationare Phasen in kiirzester Zeit zerstort

sein. Eine Opfersaule enthalt ebenfalls Silicagel, dieses wird als erstes von dem
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Losungsmittel angegriffen. Die mobile Phase ist nun mit Kieselsaure gesattigt,
folglich bleibt die eigentliche stationare Phase verschont.

Des Weiteren kann auch eine Schutzsaule vor der Trennsaule zwischen geschalten
sein. Diese enthélt die identische Zusammensetzung der eigentlichen stationaren
Phase. Dadurch werden Verunreinigungen und retardierende Substanzen
zurickgehalten (Meyer 1999). Es wurden jedoch keine Vorsaulen oder Schutzsaulen
in die HPLC-Apparatur fur die Probenbestimmungen eingebaut.

2.2.4.3 chromatographische Trennverfahren

Es gibt verschiedene flissigkeitschromatographische Trennverfahren.

Die lonenaustausch-Chromatographie:

Die stationare Phase ist fir den lonenaustausch mit einer elektrisch geladenen
Oberflache ausgestattet. Die stationdre Phase ist mit funktionellen Gruppen, wie
Sulfat-, Karboxyl- oder Ammoniumgruppen, assoziiert. Passiert die mobile Phase die
Saule, konkurrieren die lonen der mobilen Phase und die ionischen Probemolekiile
um einen Platz auf der Oberflache der stationaren Phase. Es gibt
Kationenaustauscher, die Bindungen mit den Kationen eingehen, und
Anionenaustauscher, die Bindungen mit den Anionen eingehen. Die Auftrennung der
einzelnen Inhaltsstoffe erfolgt somit durch das Konkurrieren der lonen der mobilen
Phase mit denen der Probe.

Ein solcher Kationenaustauscher findet Verwendung bei der Bestimmung von
Katecholaminen, Carbamaten, Purinen oder Nucleosiden.

Anionenaustauscher werden zur Bestimmung von Nukleotiden, Zucker, Analgetika
oder Sulfonamiden verwendet.

Die Adsorbtions-Chromatographie

Sie dient der Trennung von Aminen, Prostaglandinen, Steroiden, Barbituraten und
Vitaminen.

Die Umkehrphasenchromatographie

Sie wird eingesetzt fur die Bestimmung von Catecholaminen, Fettsduren, Tensiden
und Alkoholen (Meyer 2004).

Die Affinitatschromatoqgraphie

Sie besitzt die grol3te Spezifitat und arbeitet nach dem Prinzip der Wechselwirkungen
zwischen Antigen und Antikérper, Enzym und Inhibitor, Hormon und Tragerstoff.

Beide beteiligten Stoffe sind rdumlich und elektrostatisch zueinander kongruent. Die
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eine Komponente (Ligand) ist an dem Trager gekoppelt, die andere (Probe) als
Losung wird reversibel adsorbiert. Die Ubrigen Probeninhaltsprodukte in der Lésung
kénnen nicht mit dem Liganden interagieren und werden somit auch nicht adsorbiert.
Es ergibt sich hiermit die Méglichkeit eine Probe von allen anderen Begleitstoffen zu
bereinigen (Walters 1985, Cooke 1987, Jones 1991).

Weitere Methoden zur Stofftrennung und Analyse sind die lonen-, lonenpaar- und
Gelchromatographie.

2.2.4.4 Die Elution

Nach der Bindung der verschiedenen Probenbestandteile an der stationaren Phase
erfolgt die Elution mit einer spezifischen Ldsung. Die adsorbierten Inhaltsstoffe
haben unterschiedlich hohe Affinitaten zu der Loésung und werden somit
nacheinander eluiert. Es genugt aber auch den pH-Wert oder den
Konzentrationsgradienten zu verandern um die spezifischen Wechselwirkungen
aufzuheben (Meyer 2004).

2.2.4.5 Die Probengewinnung

Mit der HPLC-Methode war es mdglich den Catecholamingehalt im Blutplasma zu
bestimmen. Voraussetzung fir die Konzentrationsanalyse war, dass sich die
Studienpatienten in Ruhelage befanden. Bei einem Teil der Probanden wurde das
Blut unmittelbar vor der Operation von dem Anasthesiepfleger entnommen. Unter
diesen Bedingungen wurden externe Einflisse, wie der Nadelstich fir die
Blutentnahme oder die unbekannte Umgebung des Operationsraums und interne
Einflusse, wie die Aufregung und Angst vor der Operation, ausgeschaltet. Die
herzchirurgischen Patienten wurden mittels des Anasthetikums Propofol in Narkose
versetzt. Nach 20 Minuten wurde das Blut uber die EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure)-Monovetten gewonnen.

Dem anderen Teil der Patienten wurde das Blut am Einweisungstag entnommen.
Nach dem Aufklarungsgespréach haben sie sich fur 20 Minuten in ihre Betten gelegt,
um eine ausreichende physische und psychische Entspannung zu erreichen. AuRBere
Storfaktoren wurden fur diesen Zeitraum ausgeschaltet. AnschlieRend wurde das
Blut Uber die EDTA-Monovetten entnommen.

Die gewonnenen Proben wurden im Anschluss fur 10 Minuten bei 2100 U/min
zentrifugiert, damit sich die korpuskularen Blutbestandteile von dem Plasma trennten.
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Das uberstehende Plasma wurde daraufhin in Zentrifugenréhrchen pipettiert und bei
-20T aufbewahrt (Weicker et al. 1984).

2.2.4.6 Die Probenaufbereitung

Die Patientenproben mussten fur den HPLC-Lauf vorbereitet werden.

Als erstes wurden 1ml Plasma, 500 ul Extraktionspuffer (mdglicherweise Tris-
Hydroxy-Ethylaminomethan (Weicker et al. 1984)) und 50ul interner Standard (3,4-
Dihydroxybenzylamin) in die Probenaufbereitungskartusche pipettiert. Diese enthielt
bereits Aluminiumoxid, welches die Catecholamine aus dem Plasma binden sollte
(Bauersfeld et al. 1986). Es war wichtig, dass dieses Salz eine optimale Qualitat
hatte, damit eine gute Bindung der Catecholamine moglich war (Weicker et al.
1984).

Es schloss sich ein 10-mindtiges ,uber den Kopf schiitteln® an. Fur die Extraktion
wurden die Proben zwei Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Es folgte ein
dreimaliges Waschen mit je 1 ml Waschpuffer, dieser konnte zum Beispiel Tris-Puffer
bei einem pH-Wert von 8,7 sein (Weicker et al. 1984). Bevor die am Aluminiumoxid
gebundenen Katecholamine eluiert werden konnten, wurden sie bei 3500 U/min far
zwei Minuten trocken zentrifugiert. Die Trennung erfolgte mittels der Gabe von 120 pl
Elutionspuffer, welcher ein Gemisch aus Bor- und Essigsaure sein konnte
(Bauersfeld et al. 1986), einem Aufschuitteln der Proben, finfminitigen Ruhen und
einer abschlieRenden Zentrifugation bei 2500 U/min.

120 pl des gewonnenen Eluats wurden in die HPLC-Glasbehéalter gegeben und
verblombt. Eine Aufbewahrung war im Kihlschrank fir eine Woche moglich
(Chromsystems 1999).

2.2.4.7 Die HPLC zur Bestimmung des Catecholamingeh  alts der Proben

Die RP18-Saule war in dem Smartline Column Oven 4050 eingebaut. Sie enthielt die
stationare Phase, welche mdglicher weise Octadecylsilan sein konnte (Bouloux und
Perrett 1985). Das Octadecylsilan ist fur die Umkehrphasenchromatographie ein
geeignetes Medium. Dieses Chromatographieverfahren ist eine wichtige Methode um
Noradrenalin, Adrenalin, internen Standard, Dopamin und andere unbekannte
Substanzen von einander zu trennen. Die Bestandteile der mobilen Phase wurden in

bestimmten zeitlichen Abstanden mit dem elektrochemischen Detektor registriert. Die
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Signale wurden zu dem Integrator geleitet und als Gaul3"sche Kurve wiedergegeben
(Meyer 1999).

a) Die Umkehrphasenchromatographie

Umkehrphasenchromatographie bedeutet, dass die stationdre Phase weniger polar
als die mobile Phase ist. Am haufigsten werden chemisch gebundenes
Octadecylsilan (ODS), ein n-Alkan mit 18 Kohlenstoffatomen oder kirzere Alkylketten
(< 8 Kohlenstoffe) als stationdre Phase verwendet.

Die Retention ist starker, wenn

-die Alkylketten langer,

-die Bindungsdichte der Alkylketten dichter,

-die stationare Phase dicker und

-der Kohlenstoffgehalt hher sind.

Als mobile Phase werden Wassergemische verwendet. Der Grund hierflr ist unter
anderem, dass reines Wasser als mobile Phase nicht geeinget ist, weil die stationare
Phase hydrophob ist und damit die Elution sehr langsam erfolgen wirde. Ferner
werden Substanzen besonders gut an die stationdre Phase gebunden, wenn sie
gering wasserloslich sind. Je héher der Wassergehalt des Elutionsmittels ist, desto
langer sind die Retentionen.

Die mobile Phase besteht folglich aus verschiedenen Komponenten. Eine ist zum
Beispiel Methanol. Es besitzt eine hohe Polaritat und fuhrt jedoch zu einem niedrigen
Elutionsergebnis. Tetrahydrofuran kann ein weiterer Bestandteil der mobilen Phase
sein. Es hat eine niedrige Polaritat und die Elution ist demnach sehr hoch. Aul3erdem
ist anzumerken, dass stark apolare Verbindungen nur mit wasserfreien Eluenten
ausgelost werden kénnen. Als Wasser darf nur spezielles HPLC-Wasser verwendet
werden.

Sind Methanol (B-LOsungsmittel) und Wasser (A-Losungsmittel) die Komponenten
der mobilen Phase, so erhoht sich ihre Viskositat und ein héherer Druck wird bendtigt
um einen kontinuierlichen Transport durch die Trennséaule zu ermdglichen. Es
besteht die Moglichkeit ein weiteres organisches Ldsungsmittel als dritte
Komponente einzufihren um die Selektivitdt zu erhéhen (Meyer 1999).
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die mobile Phase aus verschiedenen

Komponenten zusammengesetzt ist, wie zum Beispiel aus:
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Kaliumhydrogenphosphat, Zitronensaure, Puffer (pH 6) aus Octansulfonat, EDTA
und 10% Methanol (Bouloux und Perrett 1985) oder

Natriumacetat, Zitronensaure, Natriuml-Octansulfonat, di-n-Butylamin, Natrium-
EDTA gel6st in destilliertem Wasser/Methanol (Weicker et al. 1984) oder

Essigsaure, Butylamin, Natriumoctylsulfonat, Dinatrium- EDTA, Natriumsulfat
(Bauersfeld et al. 1986).

b) Die elektrochemische Detektion

Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf einer Anderung der chemischen Struktur
der zu detektierenden Substanz durch  Oxidations- beziehungsweise
Reduktionsprozesse (ClinLab 2001). 1976 entwickelten Keller et al. die ersten
Grundlagen fur die elektrochemische Detektion. Watson nutzte schlief3lich 1981 die
Amperometrie fur die Detektion des Noradrenalin und Adrenalin.

Die Dektorzelle ist aus drei Elektroden, der Gegenelektrode, der Referenzelektrode
und der Arbeitselektrode aufgebaut. Letztere kann aus Glaskohlenstoff (Bouloux und
Perrett 1985), Kohlepaste oder amalgamiertem Gold (Meyer 1999) bestehen.
Zwischen der Referenzelektrode, welche aus Silber/ Silberchlorid (Van der Hoorn et
al. 1989) ist, und der Arbeitselektrode liegt eine Polarisationsspannung an (Bouloux
und Perrett 1985). Diese ermdglicht eine Oxidation beziehungsweise Reduktion der
zu untersuchenden Analyte.

Die Gegenelektrode dient dem Aufrechterhalten des Potentials. Sie verhindert einen
Stromfluss, welcher durch die zu untersuchenden Elektrolyte ausgelost wird, an der
Referenzelektrode. Die elektrochemisch aktive Verbindung gelangt, nachdem sie in
der Trennsaule eluiert wurde, in die Detektorzelle und wird an der Arbeitselektrode
oxidiert beziehungsweise reduziert (Chromsystems 1999). Die Abbildung 2.23 bildet

eine Detektorzelle zur elektochemischen Detektion ab.
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Abbildung 2.23 Darstellung der Detektorzelle. Zwischen der Referenzelektrode, welche aus Ag/AgCl besteht,
und der Arbeitselektrode liegt ein gleichméaRiges Arbeitspotential an, dieses ist wichtig fur die Bildung von
Oxidations- und Reduktionsreaktionen an der Arbeitselektrode. Gelangt eine elektrochemische Substanz
zwischen der Arbeitselektrode und Gegenelektrode, so nimmt diese Substanz entweder ein Elektron von der
Arbeitselektrode auf oder gibt eines ab. Es wird demnach reduziert bzw oxidiert. Das nun negativ oder positiv
geladene Substrat gelangt aufgrund seiner neuen Ladung an die Gegenelektrode und gibt dort 1 Elektron ab oder
nimmt eines auf, es entsteht ein Stromfluss. Dieser wird verstarkt und als chromatographisches Signal wider
gegeben.

Damit diese chemische Reaktion ablaufen kann, ist jedoch ein gewisses Mal3 an
Aktivierungsenergie notig. Das wird durch das aufgebaute Potential der Elektroden

ermdglicht. Der Verlauf des Energieniveaus ist in der Abbildung 2.24 erklart.

E_nergie- Aktivierung-
niveau energie flr den
Reaktionsstart

innere Energie

Zeit
Abbildung 2.24 Verlauf der Energieniveaus eines zu detektierenden Molekiils

Alle Molekile haben eine eigene innere Energie, somit benétigen manche mehr

Aktivierungsenergie um das Plateau fir den Reaktionsstart zu erreichen als andere.
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Diese Reaktion lauft in drei Schritten ab (siehe Abbildung 2.25):
1. Die Diffusion — In der Messzelle diffundieren die Molekile in der Lésung zu
der Elektrodenoberflache.
2. Die Elektrolyse — An der Elektrodenoberflache laufen die Redoxreaktionen ab.
3. Die Rediffusion — Die oxidierten/reduzierten Moleklle gehen zuriick in die

LOosung.
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Abbildung 2.25 Die drei Schritte der elektrochemischen Reaktion

Die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte sind sowohl die Diffusion als auch die
Rediffusion.

An der Arbeitselektrode findet die Oxidation statt, wenn ein positives Potential anliegt
und das Molekll somit ein oder mehrere Elektronen abgibt. Bei der Reduktion liegt
ein negatives Potential an und das Molekll nimmt ein oder mehrere Elektronen von
der Arbeitselektrode auf.

Der dadurch entstehende Stromfluss ist proportional der Analytenkonzentration. Die
nachstehende Gleichung driickt den geschilderten Zusammenhang aus:

l=nlF [T [D [t

| — Strom durch Redoxreaktion
n — Anzahl der Elektronen, die an der Redoxreaktion teilnehmen
F — Faraday Konstante
C — Widerstandskapazitat
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D — Diffusionskoeffizient der Analyte
¢ — die Konzentration der Analyte, die im Moment in der Zelle sind
(ClinLab 2001)

Die Oxidationsreaktionen der Amperometrie finden zum Beispiel an aromatischen
Hydroxyverbindungen  (Abbildung 2.26), aromatischen Aminen, Indolen,
Phenothiazinen und Mercaptanen statt. Die Reduktion ist eine sehr seltene Reaktion,

sie erfolgt zum Beispiel an Nitrosaminen (Meyer 1999).

OH

-2H*
-2e”

Abbildung 2.26 Die Oxidation einer Katecholverbindung

Der Strom korreliert mit dem Potential, welches an der Arbeitselektrode anliegt. Er ist
positiv gerichtet, wenn eine Oxidation an der Arbeitselektrode stattfindet und negativ,
wenn eine Reduktion erfolgt (ClinLab 2001). Der Stromfluss wird Gber das Messgerat
(Gerateeinstellung: Potential 0,55V und Messbereich £ 10 nA) registriert. Das
elektrische Signal wird verstarkt und in ein Chromatographisches umgewandelt.

Die dem Messprinzip zugrunde liegende Redoxreaktion ist nur an bestimmten
funktionellen Gruppen und chemischen Strukturen bei einem entsprechenden
Arbeitspotential mdglich.

Das Arbeitspotential wird so gewahlt, dass das Detektorsignal maximal ist und die
Begleitverbindungen der Probe nicht detektiert werden. Die Einstellung des richtigen

Arbeitspotentials ist in Abbildung 2.27 unterstitzend dargestellt.
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Signal in
nA/Peakh6he

P1 P2 P3 Arbeitspotential
inmV

Abbildung 2.27 Einstellung des optimalen Arbeitspotentials

Wird das Arbeitspotential niedriger als P1 eingestellt, reicht die Energie nicht aus um
eine Verbindung zu oxidieren. Baut die Arbeitselektrode ein Potential entsprechend
P2 auf, so steht mehr Energie zu Verfigung und eine hoéhere elektrochemische
Umsatzrate wird erreicht. Das zumessende Signal verstarkt sich ebenfalls. Steigt die
Energie bis auf P3, ist die Umsetzung am starksten. Potentiale tber P3 bewirken
keine weitere Signalzunahme, da ein Maximum der elektrochemischen
Reaktionsleistung erreicht ist. Das Messsignal wird nur noch von der Konzentration
der zu bestimmenden Verbindung beeinflusst. Aus diesem Grund bezeichnet man
dieses Phanomen als diffusionskontrollierten Plateaubereich.

Ein Potential, welches groRer als P3 eingestellt ist, hat zur Folge, dass die
Selektivitat vermindert wird. Es werden folglich vermehrt andere Verbindungen
umgesetzt (Chromsystems 1999).

Das Arbeitspotential am Electrochemical Detector EC 3000 wurde auf 0,627 V
eingestellt. Es floss ein Grundstrom von 0,27 nA.

Eine grundlegende Voraussetzung fur die elektrochemische Detektion ist die Wabhl

der mobilen Phase. Sie muss leitend sein. Apolare Losungsmittel, wie sie in der
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Adsorbtionschromatographie Anwendung finden, sind fir eine elektrochemische
Detektion  ungeeignet. Des  Weiteren durfen  keine  Chloride  oder
Hydroxycarbonsauren enthalten sein (Meyer 1999).

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit und Selektivitat der Amperometrie (Bauersfeld et
al. 1986, Chromsystems 1999) ist die deren Ausbeute auf 10% beschrankt.

Der grofite Teil verlasst die Messzelle unverandert. Eine 100%ige Umsetzung findet
bei der coulometrischen Detektion Anwendung (Meyer 1999).

Die Spezifitat und Qualitat der HPLC wurde bereits von Nette et al. beschrieben
(Nette et al. 2005).

2.2.4.8 Die Auswertung

Einem Chromatogramm konnen qualitative und quantitative Informationen

entnommen werden.

a) Die quantitative Auswertung

Ein Chromatogramm stellt verschiedene Gauf3kurven (siehe Abbildung 2.28) dar.
Deren Flachen und Ho6hen sind proportional der jeweiligen Stoffmenge.

Signal tr

to

Noradrenalin Adrenalin

k J

= | Zeit

Abbildung 2.28 schematische Darstellung eines Chromatogramms zweier Substanzen
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w — Basisbreite des Peaks
to — Totzeit: die Zeit, welche die mobile Phase benétigt um durch die Trennsaule zu
wandern
Ihre Geschwindigkeit berechnet sich aus: u=L/to
L — Lange der Trennsaule
Geht eine Verbindung keine Wechselwirkung mit der stationaren Phase ein,
so wird sie zu der Zeit to detektiert.

tr...Retentionszeit: die Zeit, welche vom Einspritzen bis zum Peakmaximum vergeht

Substanzen unterscheiden sich in verschiedenen Eigenschaften, zum Beispiel im
Absorptionsmaximum bei der UV-Detektion oder im Extinktionskoeffizienten. Dies hat
starken Einfluss auf das Detektorsignal. Demzufolge war es unabdingbar ein
Kalibrationschromatogramm zu erstellen. Die Kalibration erfolgte mittels eines

externen Standards und eines internen Standards (Meyer 1999).

Der externe Standard

Es wird beispielsweise eine Einpunktkalibration durchgefihrt (siehe Abbildung 2.29).

. . Signal
Kalibrationschromatogramm  Analysenchromatogramm

180

T

180 60

9 Menge

Abbildung 2.29 Einpunktkalibration (in Anlehnung an Meyer 1999)

Die Kalibriergerade muss durch den Nullpunkt verlaufen und linear sein. Die
Signalgrol3e der Analysensubstanz ist auf der Geraden wieder zu finden.

Es war wichtig, dass der externe Standard mit jeder Auswertungsreihe neu bestimmt
wurde. Wirde ein altes Kalibrierchromatogramm verwendet werden, konnte die
Auswertung fehlerhaft sein. Ursachlich hierfir waren mdglicherweise andere HPLC-
Bedingungen (Asshauer und Ullner 1986, Katz 1987, Lindsay 1992).
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Die Zusammensetzung des Kalibrationsstandards der Katecholaminbestimmung sah

wie folgt aus:

Noradrenalin 5000 pg/ml
Adrenalin 2500 pg/ml
Dopamin 2500 pg/ml
Interner Standard (DHBA) 5000 pg/ml

Der externe Standard wurde am Anfang injiziert um sicher zu stellen, dass das
System Aaquilibriert war und am Ende der Untersuchungsreihe. Letzteres stellte
sicher, dass sich die Chromatographiebedingungen nicht verdndert hatten
(Chromsystems 1999).

Der interne Standard

Der interne Standard (3,4-Dihydroxybenzylamin) (Bauersfeld et al. 1986, Van der
Hoorn et al. 1989) ist eine Substanz, welche weder im Probengemisch noch im
Kalibrationsstandard vorhanden ist (Meyer 1999).

Dies ermoglicht Verluste bei der Probenvorbereitung auszugleichen und diese mit
den anderen Peaks zu verrechnen. 50yl des internen Standards hatte eine
Konzentration von 12 pg/ul. Diese wurden wahrend der Aufbereitung in die Probe
gegeben. Folglich befanden sich 600mg 3,4-Dihydroxybenzylamin in einem Milliliter
der Probe (Chromsystems 1999).

b) Die qualitative Auswertung

Sie beschreibt die Zuordnung eines bestimmten Peaks zu einer bestimmten
Substanz, welche sich in dem zu analysierenden Gemisch befindet. Grundlegende
Voraussetzung ist, dass die Retentionszeiten einer Verbindung immer identisch sind.
Dem gehen identische Chromatographiebedingungen, zum Beispiel die
Zusammensetzung der mobilen Phase, die FlieBgeschwindigkeit oder die
Temperatur, voraus.

Eine Mdoglichkeit liegt in dem Vergleich des k-Wertes einer Bezugssubstanz mit dem

Wert der Probenverbindung. Der k-Wert entspricht dem Retentionsfaktor.

k = Anzahl der Mole des Stoffes Y in der stationdren Phase im Gleichgewicht /
Anzahl der Mole des Stoffes Y in der mobilen Phase im Gleichgewicht
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Eine andere ist das Vergleichen der Retentionszeiten.

t'rR ... Netto-Retentionszeit. t'r = tr — to

Es bestehen Abhangigkeiten der Retentionszeit mit der Flie3geschwindikeit der
mobilen Phase und mit der L&dnge der Trennsaule.Demzufolge ist die Totzeit l&nger,
wenn die Saule lang ist oder wenn die mobile Phase langsam stromt. Somit ist die
Retentionszeit nicht geeignet um eine Substanz zu beschreiben. Der
Retentionsfaktor sollte hierfir verwendet werden. Der Retentionsfaktor ist sowohl von
der Lange der Saule als auch von der FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase

unabhéngig.

2.2.4.9 Die Berechnung der Catecholaminkonzentratio  nen

Mittels quantitativer Analyse wurde die Flache der Peaks fiur die Katecholamine und

fur den internen Standard bestimmt (Meyer 1999).

[5vd
200

100 W \W interner Standard

= U‘fl . N JLJ B - - W O 8

mv

-100+

-200

| | | |
o] =] 10 i5 20

Time [ovin:]

Abbildung 2.30 Catecholaminchromatogramm, der Peak bei 5,88 min entspricht dem Noradrenalin, der kleine
Peak bei 7,13 min entspricht Adrenalin und der dritte Peak bei 10,7 min entspricht dem internen Standard

Nach einem HPLC-Lauf einer Probe ergab sich das Chromatogramm, wie es in der
Abbildung 2.30 dargestellt ist. Um einen Peak dem richtigen Probenbestandteil
zuordnen zu konnen, wurden die Retentionszeiten bertcksichtigt. Diese waren fur
Noradrenalin 5,88 min, fur Adrenalin 7,13 min und fur den internen Standard 10,7
min. AnschlieBend wurden die Peak-Flachen bestimmt, daraus wurden die

Konzentrationen der Catecholamine im Plasma wie folgt berechnet:
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Beispiel Noradrenalin (NA)
[NA] (in pg/ml) = (NAPr * ISst) / (NAst * ISpr) *Faktor

NAPr — Peakflache des Noradrenalin im Probenchromatogramm
ISst — Peakflache des internen Standards im Kalibrationschromatogramm
NAst — Peakflache des Noradrenalin im Kalibrationschromatogramm

ISpr — Peakflache des internen Standards im Probenchromatogramm

Faktoren: Noradrenalin 600
Adrenalin 300
Dopamin 300

(Chromsystems Munchen 1999)
Normbereiche:

Noradrenalin 185-275 pg/mi
Adrenalin 30-85 pg/ml
Dopamin 30-85 pg/ml

(L. Thomas, Marburg)

2.2.4.10 Die Wiederfindungsrate

In der Auswertung eines Chromatogramms kdnnen Fehler auftreten.

Der konstant-systematische Fehler tritt auf, wenn die Kalibriergerade nicht durch den
Nullpunkt verlauft.

Der proportional-systematische Fehler geht mit einem fehlerhaften Anstieg einher.
Eine quantitative Auswertung wird unter isokratischen Bedingungen durchgefiihrt, da
mit der Gradientenelution Fehler auftreten kdnnen. AuRerdem kdénnen wahrend der
Probenaufbereitung Fehler auftreten und die Ergebnisse verfalschen.

Aus diesem Grund wird die Wiederfindungsrate berechnet.

Zum einen wird der Reinstoff ohne Probenaufbereitung gemessen und zum anderen
mit der Probenaufbereitung. Beide Ergebnisse werden gegeneinander verrechnet
und schlussendlich als Wiederfindungsrate in Prozent angeben (Meyer 1999).

Die absolute Wiederfindung bei 10 Bestimmungen (Mittelwert) betragt fur:

Noradrenalin 72%
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Adrenalin 70%
Dopamin 68%
Interner Standard 73%
Die analytische Wiederfindung mit Korrektur fur die Wiederfindung des internen

Standards betragt fir (Mittelwert von 10 Bestimmungen):

Noradrenalin 99%
Adrenalin 96%
Dopamin 93%

(Bauersfeld et al. 1986)
Die Nachweisgrenze fur Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin liegt bei 10-10000
pg/ml Plasma (Chromsystems Munchen 1999)

2.3 Statistik

Zur Auswertung der statistischen Ergebnisse erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn
Dr. rer. nat. Meinhard Mende des Zentrums fir klinische Studien der Universitat
Leipzig. Zudem wurde das Statistikprogramm SPSS (Statistical Package of Social
Science) 15.0 fur Windows [Auswertung Version] verwendet. Die Daten der Patienten
wurden mittels deskriptiver Statistik, Kovarianzanalyse und Haufigkeitsverteilung
ausgewertet und dargestellt. In der Patientencharakteristik wurden die Daten als
Mittelwerte + Standardfehler oder in der prozentualen Verteilung angegeben. Der
Schwerpunkt der Studie war der postoperative Verlauf der Patienten, so dass die
Catecholaminpflichtigkeit, die Liegezeiten auf den Uberwachungsstationen und im
Krankenhaus, aber auch die praoperativen Adrenalin- und
Noradrenalinplasmaspiegel als die abhangigen Variablen definiert wurden. Es sollte
untersucht werden, ob diese von den unabhdngigen Variablen, den SNPs,
beeinflusst wurden. Demzufolge wurde das homozygote 145AA (Ser49Ser) des
145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus vom dem heterozygoten 145AG (Ser49Gly)
unterschieden. Ebenso verhielt es sich mit dem 1165G>C (Arg389Gly) und dem
472G>A (Vall58Met) COMT-Polymorphismus. Es wurde das homozygote 1165CC
(Arg389Arg) bzw das homozygote 1165GG (Vall58Val) gegeniber dem
homozygoten 1165GG (Gly389Gly)/ heterozygoten 1165CG (Arg389Gly) bzw dem
homozygoten 472AA (Met158Met)/ heterzygoten 472GA (Vall58Met) unterschieden.
Fur die jeweiligen SNPs wurden die Mittelwerte der abhangigen Variablen ermittelt.
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In einem weiteren Schritt wurden dann die Kombinationen untersucht, sowie die
Verteilung der Allelvarianten des Studienkollektivs im Vergleich zu der
Allgemeinbevdlkerung mittels Hardy- Weinberg-Equilibrium und dem Chi-Test. Die
Berechnung der Allelfrequenzen fir die SNP erfolgte nach Hardy Weinberg mittels
der Formel (p+q)2 = p2+2pq+g2 = 1 (Hardy 2003).

Des Weiteren wurde mit der Kovarianzanalyse Uberpruft, ob die Einflisse der
Polymorphismen auf die abh&ngigen Variablen signifikant waren. Hierbei war
relevant, dass die unabhangigen Variablen die abhangigen Variablen nicht alleine
beeinflussten. Es wurden weitere Einflussgréf3en als Kovariaten einbezogen. Dazu
zahlte der praoperative individuelle Risikofaktor, welcher mit dem logistischen
EuroSCORE | (European System for Cardiac Operative Risk Evaluation) berechnet
wurde, und der hausinterene Risikofaktor, welcher durch die durchschnittlichen
Verweildauern auf den Uberwachungsstationen und im Krankenhaus der Patienten
im Zeitraum von 2007 bis 2011 definiert wurde. Ein signifikanter Zusammenhang
bestand bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05.

Die dargestellten Diagramme wurden mit dem Programm GraphPad Prism 6
generiert. Diese bilden die Mittelwerte mit den Standardfehlern und die Streuung, in
Form von Scatterplots, der postoperativen Parameter auf die einzelnen SNPs und
auf die 12 SNP-Kombinationen ab.

-85 -



3 Ergebnisse
3.1 Patienten des Herzzentrum Leipzig

Im Herzzentrum Leipzig werden jahrlich 3500 Patienten operiert, dazu zahlten
ebenfalls die 116 Patienten dieser Studie. Ihre Daten wurden anonymisiert und mit
dem Statistikprogramm SPSS ausgewertet. Der praoperative Status ist in Tabelle 3.1
zusammengefasst. Es ist erkennbar, dass mehr Manner (66%) als Frauen (35%)
erfasst wurden. Das mittlere Alter der Patienten hat 63 £ 1,2 Jahre betragen. Der aus
der angegebenen GroRe und dem Gewicht berechnete Body-Mal3-Index hat
durchschnittlich bei 27 + 0,4 kg/m2 gelegen. Ein Ubergewichtig wird nach der
Weltgesundheitsorganisation (2012) von 25 kg/m? bis 30 kg/m? definiert, demzufolge
ist ein groBBer Teil der Patienten mit einem zu hohen Ko&rpergewicht belastet
gewesen.

Am Aufnahmetag wurde bei jedem Patienten unter anderem eine Echokardiografie
durchgefthrt. Die Ejektionsfraktion hat im Mittel 58,7 £ 0,9% betragen. Die ermittelten
Klappenvitien wurden ab einem Stenose- oder Insuffizienzgrad von Zwei in die
Studie aufgenommen. Der héaufigste Defekt war das Aortenklappenvitium mit 42,2%,
am seltensten war die Pulmonalklappe (2,6%) betroffen.

Eine weitere Standarduntersuchung war die Herzkatheteruntersuchung. Hierunter
wurde oftmals eine bis dahin unbekannte koronare Herzkrankheit festgestellt. 45,7%
der Patienten haben unter dieser Erkrankung gelitten, bei der ein bis drei Gefal3e
betroffen waren.

Die NYHA-Klassifikation stellt ein Mal} fir den Schweregrad der Herzerkrankung dar.
Sie beschreibt vier Grade (1994). Die meisten Patienten (40,5%) haben eine
Herzerkrankung mit einer geringen Einschrankung der korperlichen Aktivitat gehabt,
jedoch ohne Beschwerden in physicher oder psychischer Ruhe. Das hat einem
Schweregrad von Zwei entsprochen. Die genannten krankhaften Verdnderungen des
Herzens waren die Indikationen zu einem operativen Eingriff.

Eine andere Einteilung der Schwere einer Herzerkranung ist die CCS-Klassifikation.
Die kanadische Gesellschaft fur kardiovaskulare Erkrankungen beschrieb in
Anlehnung an Campeau Luciens Erkenntnisse vier Schweregrade der Angina
pectoris (Campeau 1976). 50,9% der Patienten hatten keine pectangindsen
Beschwerden. 26,7% waren in ihren normalen korperlichen Aktivitaten, wie
schnellem Laufen oder Treppen steigen und unter emotionalem Stress leicht

eingeschréankt. Das entsprach einem CCS-Grad von Zwei. Sehr wenige Patienten
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(1,7%) litten unter einer Ruhe-Angina pectoris und einer deutlichen
schmerzbedingten Einschrdnkung der koérperlichen Aktivitat. Sie wurden in einem
Schweregrad von Vier eingeordnet.

Das Risikoprofil der Patienten ist ein entscheidender Faktor flr das postoperative
Ergebnis gewesen. Hierzu haben zum Beispiel der Nicotinabusus (32,8%) oder eine
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (6,9%) gezahlt. Ein Viertel der Patienten
haben unter einem Diabetes mellitus gelitten und 7,8% haben eine Kardiomyopathie
gehabt. Die haufigste Comorbiditat ist die arterielle Hypertonie (69,8%) gewesen.
Eine Niereninsuffizienz haben wir ab einem Serumkreatininwert von 100 pmol/l
eingestuft. Demzufolge haben 10,3% der Probanden eine beeintrachtigte
Nierenfunktion gehabt.

Der logistische Euroscore | (2003) berticksichtigt diese und weitere Faktoren
(extrakardiale GefalRerkrankungen, neurologische Einschrankungen,
vorangegangene Herzoperationen, aktive Endokarditis, kritischer préaoperativer
Status, instabile Angina pectoris, vorangegangene Herzinfarkte, pulmonale
Hypertonie, Art des operativen Eingriffs und Herzseptumruptur nach einem
Herzinfarkt). Er stellt ein objektives Mal? flir das praoperative Risiko dar und erstreckt
sich von 0 bis 100 Punkten. Das Patientenkollektiv dieser Studie hat ein
durchschnittliches Risiko von 5,5 + 0,5 Punkten gehabt.

Das Spektrum der herzchirurgischen Operationen erstreckt sich von einem einfachen
arteriokoronaren Bypass bis  zu den komplizierten Gefal- und
Klappenrekonstruktionen. Mitralklappenrekonstruktionen beziehungsweise —ersétze
(36,2%) und arteriokoronare Bypasse (37,1%) sind die h&aufigsten Eingriffe des

Studienkollektivs gewesen (siehe Tabelle 3.1).

Anzahl der Patienten n = 116

Alter in Jahren 63+1,2
Frauen 35 %
Gewicht in kg 80zx1
Grol3e in cm 171 +0,7
BMI in kg/m?2 2704
Diabetes mellitus 25 %
Hypertonie 69,8 %
Absolute Arrhythmie 22,4 %
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chronisch obstruktive Lungenerkrankung

6,9 %

Kardiomyopathie 6,9 %
Raucher 32,8 %
Niereninsuffizienz 10,3 %
Euroscore 5,5+0,6
CCS-Stadium
0 50,9 %
1 10,3 %
2 26,7 %
3 9,5 %
4 1,7%
NYHA-Stadium
0 17,2 %
1 9,5 %
2 40,5 %
3 31,9 %
4 0,9 %
Ejektionsfraktion in % 58,7+0,9
Aortenklappenvitium 42,2%
Mitralklappenvitium 38,8%
Trikuspidalklappenvitium 17,2%
Pulmonalklappenvitium 2,6%
KHK 45,7%
Operation relative Haufigkeit

arteriokoronarer Bypass
Aortenklappenersatz
mit Aorta ascendens Ersatz
Trikuspidalklappenrekonstruktion/ -ersatz
Mitralklappenrekonstruktion/ -ersatz
Pulmonalklappenersatz
Re-Operation
Implantation einer intraaortalen

Ballonpumpe

37,1%
30,2%
12,9%
12,1%
36,2%
1,7%
4,3%
2,6%

Tabelle 3.1 Patientencharaketristik
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3.2 Verteilung der Polymorphismen im Patientenkolle ktiv

Die FRET ermdglicht die Polymorphismen des Bi1-Adrenorezeptors und der Catechol-
O-Methyltransferase zu verifizieren.

In der kaukasischen Bevolkerung ist das 145A (Ser49) des 145A>G (Ser49Gly)
Polymorphimus am haufigsten vertreten (Magbool et al. 1999). Das 145G (Gly49) ist
in einem homozygoten Chromosomensatz mit 0,3% sehr selten vorhanden (Ulucan
et al. 2008). Dies hat sich auch in unserem Patientenkollektiv wider gespiegelt.
84,5% der Probanden haben das 145A (Ser49) getragen. Es lag entweder in der
homozygoten Form (84,5%) oder in der heterozygoten Form (15,5%) vor.
Demzufolge ist kein homozygoter Trager fur 145GG (Gly49Gly) nachweisbar
gewesen. Dies ist unter anderem in Tabelle 3.2 zusammen gefasst.

47,4% der Studienprobanden trugen das rezessiv vererbte 1165G (Gly389) des
1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus. Es waren jedoch nur 9,5% der Patienten
homozygot fur dieses. Die haufigste Allel-Form in diesem herzchirurgischen Kollektiv
war das 1165C (Arg389). Sie lag zu 52,6% homozygot und zu 37,9% heterozygot
vor.

Die Substitution der Aminosaure Valin an der 158sten Position der Catechol-O-
Methyltransferase durch Methionin geht mit einer differenten Enzymaktivitat einher
(Lotta et al. 1995). In der kaukasischen Bevolkerung ist die Verteilung des 472G
(Vall58) und 472A (Metl58) mit jeweils 50% ausgeglichen (Kunugi et al. 1994,
Palmatier et al. 1999). In der Studie zeigte sich folgende Verteilung auf das Erbgut:
31,9% waren homozygote 472GG (Valls58Val) Trager, 36,2% heterozygote und
31,9% waren homozygote 472A- (Met158) Trager.

In den weiteren Ausfuhrungen der Ergebnisse wurden die homozygoten 145AA
(Ser49Ser), 1165CC (Arg389Arg) und 472GG (Vall58Val)-Trager zu den mutierten
Allel-Tragern dargestellt. Die Ursache hierfir war das Fehlen der homozygoten
145GG (Gly49Gly) Tréagern in der Studienpopulation, so dass zur deutlicheren
statistischen Darstellung zu den mutierten Allel-Tragern sowohl die homozygoten
(145GG/Gly49Gly, 1165GG/Gly389Gly und 472AA/Metl58Met) als auch die
heterozygoten Varianten (145AG/Ser49Gly, 1165CG/Arg389Gly und
472GA/Vall58Met) gezahlt wurden. Sie wurden dementsprechend als 145G/X
(Gly49/X), 1165G/X (Gly389/X) und 472A/X (Met158/X) beschrieben. Das X stand flr
die SNP-Variante.
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homozygot fur das homozygot fur das

Genprodukt dominante/Wildtyp- heterozygot rezessive/mutierte
Allel Allel
145A>G
145AA/ Ser49Ser 145AG/ Ser49Gly  145GG/ Gly49Gly
(Serd49Gly) Bi-
84,5 % 15,5 % 0%
Adrenorezeptor
1165G>C

(Arg389Gly) B1-

1165CC/Arg389Arg 1165CG/Arg389Gly 1165GG/Gly389Gly

52,6 % 37,9 % 9,5 %
Adrenorezeptor
472G>A 472GG/ Valls8Vval 472GA/ Valls58Met 472AA/ Met158Met
(Vall58Met) COMT 31,9 % 36,2 % 31,9 %

Tabelle 3.2 Verteilung der Patienten auf die drei Polymorhpismen

Allelfrequenz fur das Allelfrequenz fur das

Genprodukt dominante/Wilptyp-  rezessive/mutierte p-Wert
Allel Allel
145A>G _ _
145 Adenin 145 Guanin
(Ser49Gly) Bi1- 1,0
0,923 0,077
Adrenorezeptor
1165G>C
(Arg389Gly) 1165 Cytosin 1165 Guanin 0.65
Bi- 0,714 0,286 ’
Adrenorezeptor
472G>A . _
472 Guanin 472 Adenin
(Vall158Met) 0,003
0,509 0,491
COMT

Tabelle 3.3 Die Verteilung der Allelfrequenzen fiir die SNP unter Berlcksichtigung des Hardy Weinberg
Equilibriums. Bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 war mittels Chi2-Test bei dem 472G>A (Vall58Met)
Polymorphismus ein signifikanter Unterschied zwischen der Allgemeinbevdlkerung und dem Studienkollektiv zu
verzeichnen (p=0,003). Die Verteilung der Allele des 145A>G (Ser49Gly) und 1165G>C (Arg389Gly)
Polymorphismus im Studienkollektiv unterschied sich nicht signifikant von der Allgemeinbevélkerung (p>0,05).

Nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, welches die genetische Variablitat einer

Population von Generation zu Generation als konstant beschreibt (Hardy 2003),

waren keine signifikanten Abweichungen der Allelfrequenzverteilungen der beiden

Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen zwischen der Allgemeinbevélkerung und dem
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Patientenkollektiv nachweisbar (145A>G p = 1,0 und 1165G>C p = 0,65; Vergleich
Tabelle 3.3). Vall58Met-Genotyp. Er in dem
Patientenkollektiv (36,2% 50%
Allgemeinbevdlkerung (Kunugi et al. 1997, Palmatier et al. 1999), nach dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht p = 0,003).

Die Tabelle 3.4 fasst die Patientencharakteristik auf die Polymorphismusvarianten

Ausnahme bildete der
deutlich

war

unterreprasentiert Patienten,

aufgeschlisselt zusammen. Es ist erkennbar, dass die Verteilung des Alters, des
Korpergewichtes, der Korpergrof3e, der Hypertonie, der Niereninsuffizienz, des
EuroSCOREs und der Ejektionsfraktion auf die Polymorphismusvarianten nahezu
gleich ist. Auffallig war, dass es eine statistisch signifikante Abhangigkeit zwischen
der Erkankungshaufigkeit des Diabetes mellitus mit den Polymorphismen gab. Die
Patienten mit dem 472GG (Vall58Val), dem 472G/X (Gly49/X) waren signifikant
weniger von dem Diabetes betroffen (p < 0,05).

Es zeigte sich aul3erdem eine statistische Signifikanz in der Indikation eines
arteriocoronaren Bypasses und den Polymorphismen (p < 0,05). Vor allem Patienten

mit dem 145G/X (Gly49/X) wurden signifikant am haufigsten operiert.

Arg389
Parameter alle Ser49Ser | Gly49/X 2 Gly389/X | Vall58Vval = Metl58/X  p-Wert
rg
N 116 98 18 61 55 38 78
Alter (Jahre) 6312 | 62,3+t1,3 | 66,1+25 61,9+1,6 @ 64+1,8 | 64,4+1,8 62,2¢+15 0462
weiblich (%) 35 38 17 38 31 40 32 0,208
Gewicht (kg) 80+1 80,2+1,5  79,3+3,2 « 80,8+1,8 79,3+t1,9 77,5¢+2,3 = 81,3x16  0.533
GroRe (cm) 1711 171+1 171+2 170+1 1711 169+1 171+1 0,766
Diabet?OS/ ;ﬂe"itus 25 28 11 30 20 8 33 0,003*
0
absolute(ér)rhythmie 22 25 11 21 24 29 19 0,322
0
chronisch
obstruktive 7 6 11 10 4 8 6 0,462
Lungenerkrankung
(%)
koronare 46 43 61 53 38 37 50 0,073
Herzkrankheit (%)
Kardiomyopathie (%) 7 6 11 10 4 5 8 0,422
Raucher (%) 33 31 44 30 36 24 37 0,241
Niereninsuffizienz 10 10 11 10 11 8 12 0,933
(%)
EuroSCORE 55+0,5  5,1+0,6 74+1,9  55+0,8 = 55407 5,3+0,6 5,640,8 0,521
B-Blocker (%) 53 54 44 57 47 40 59 0,088
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Ejektionsfraktion (%)

59+1

59+1

56+2

57+1

60+1

56+2

59+1

0,13

arteriocoronarer
Bypass (%)

37

31

61

39

33

29

40

0,045*

Aortenklappenersatz
[-rekonstruktion (%)

30

26

44

20

39

34

26

0,055

Aortenklappenersatz
/-rekonstruktion mit
Aorta ascendens
Ersatz %

13

14

11

0,161

Trikuspidalklappener
satz/-rekonstruktion
(%)

12

13

11

17

13

12

0,521

Mitralklappenersatz/-
rekonstruktion (%)

36

37

39

42

31

42

34

0,502

Pulmonalklappeners
atz/-rekonstruktion
(%)

0,334

Operationsdauer in
Minuten

2007

19348

236+12

20149

20012

20312

19949

0,203

Tabelle 3.4 Die Patientencharakteristik auf die Polymorphismusvarianten aufgelistet. Es zeigten sich signifikante
Abhangigkeiten zwischen der Haufigkeit des Auftretens des Diabetes mellitus und der Operationsindikation des
arteriocoronaren Bypasses (p < 0,05). Die Verteilung des Alters, der Korpergrof3e, des Korpergewichtes, der
Niereninsuffizienz, des EuroSCORESs und der Ejektionsfraktion war zwischen den Allelvarianten ausgeglichen.

3.3 Liegezeiten der Patienten
3.3.1 Das gesamte Studienkollektiv

Nach der Operation wurde der Patient entweder auf die Intensivstation (ITS) oder in
den Aufwachraum verlegt. Diese Entscheidung war sowohl von der Schwere und
dem Verlauf der Operation, als auch von dem Risikoprofil des Patienten abhangig.
Wir zahlten die Zeiten im Aufwachraum zu den Liegezeiten auf der Intensivstation, da
die Versorgung und Uberwachung der Patienten im Aufwachraum &ahnlich der auf der
Intensivstation waren. Die Patienten wurden anschlie3end vom Aufwachraum auf die
Intensivstation oder auf die Intermediate Care (IC) Station verlegt.

Nach der intensivmedizinischen Uberwachungsphase wurden die Patienten
entweder auf die Intermediate Care Station oder auf die Normalstation verteilt.
Insgesamt waren 94% der Patienten auf der IC Station.

Wahrend des Aufenthaltes auf der Intensivstation oder Intermediate Care Station
wurde unter anderem stindlich der mittlere arterielle Druck bestimmt. Es ergab sich
ein Mittlewert von 82,3 £ 0,7 mmHg. Im weiteren postoperativen Verlauf haben 4,3%
der Patienten ein Nierenversagen und 0,9% ein Lungenversagen erlitten.

Die Liegezeiten in der intensivmedizinischen Abteilung differierten stark, was auch in
Abbildung 3.1 zu erkennen ist. Die kirzeste Aufenthaltsdauer sind zwei Stunden

gewesen und die Langste hat sich auf 1866 Stunden belaufen. Die Ursache fir
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diesen Unterschied konnte verschieden sein. Sie war unter anderem von der
Schwere und dem Verlauf des operativen Eingriffs, von dem Operateur und dem
individuellen Risiko abhangig. Im Durchschnitt haben die Patienten jedoch 66,1 + 19
Stunden in dieser Abteilung verbracht.

Die Abbildung 3.1 stellt auRerdem den Aufenthalt auf der Intermediate Care Station
dar. Es ist erkennbar, dass die Patienten 427 Stunden maximal und 57,6 + 6,5
Stunden im Mittel auf der Station verbracht haben. Die durchschnittlichen
Verweildauern der Uberwachungsstationen unterschieden sich kaum.

Der Patient wurde auf die Normalstationstation verlegt, sobald er kreislaufstabil und
nicht mehr Uberwachungspflichtig war. Der weitere Aufenthalt war sowohl von
medizinischen als auch sozialen Faktoren abhangig. Die Dauer des
Krankenhausaufenthaltes haben wir von dem Ende der Operation bis zu der
Entlassung bestimmt. Daraus hat sich ein Mittelwert von 14,5 + 1,1 Tagen ergeben,
dies ist in der Abbildung 3.2 erkennbar. Des Weiteren waren keine grof3en
Schwankungen, wie bei den anderen Stationen abgebildet, vorhanden. Nach der

Hospitalisation hat sich die Anschlussheilbehandlung angeschlossen.

Liegezeiten auf den Uberwachungsstationen
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Abbildung 3.1  Die Verteilung der Liegezeiten des  Abbildung 3.2 Die Verteilung des

gesamten Studienkollektivs auf den Intensiv- und IC-

Stationen. Die

mittleren

Aufenthaltsdauern

unterscheiden sich kaum. Die Intensivstation zeigt
gréRere Ausreil3er als die IC-Station. Zudem ist der

SEM-Wert deutlich héher.
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Krankenhausaufenthalts in Tagen. Durchschnittlich
verbrachten die Probanden 14 Tage im Haus. Es
sind jedoch grofe Unterschiede erkennbar. Der
langste Aufenthalt war 84 Tage, der kirzeste 5
Tage.



ITS-Zeiten in Stunden

3.3.2 Einfluss des 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus  auf die Liegezeiten

84,6% der Patienten trugen das 145A (Ser49) in einem homozygoten
Chromosomensatz. Sie haben auf der Intermediate Care Station durchschnittlich
56,2 £ 6,9 Stunden und auf der Intensivstation 64,8 + 22,2 Stunden verweilt. Dies
entsprach nahezu dem Patientendurchschnitt. Die Abbildungen 3.3 und 3.12
spiegeln das unter anderem wider. Die Trager des 145G/X (Gly49/X) waren im Mittel
73,2 £ 18,5 Stunden in der intensivmedizinischen Abteilung gewesen. Es bestand ein
nicht signifikanter Unterschied von 17 Stunden zwischen dem 145AA (Ser49Ser) und
dem 145G/X (Gly49/X). Die Liegezeiten auf der Intermediate Care Station
unterschieden sich um 8,6 Stunden zwischen dem 145AA (Ser49Ser) und dem
145G/X (Gly49/X) zu verzeichnen.

Die Abbildung 3.10 stellt den Euroscore dar. Sie zeigt, dass sich die Risikopunkte der
beiden Varianten geringflgig unterschieden. Das praoperative Risikoprofil war bei
den Tragern des 145AA (Ser49Ser) geringer (5,1 = 0,6) als bei den des 145G/X
(Gly49/X) (7,4 £ 1,9) (n.s.). Ob dies eine Erklarung fir den Unterschied der zuvor
erwahnten 17 Stunden sein kbnnte, ist fraglich.

Die Dauer der Hospitalisation, welche in Abbildung 3.4 dargestellt ist, zeigte eine
deutliche Differenz von einer Woche. Die Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) waren
signifikant langer im Krankenhaus.

Liegezeiten auf der Intensivstation Aufenthalt im Krankenhaus
S 30
140- %
120~ = =
T
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S
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145AA (Serd9Ser)  145G/X (Gly49/X) 145AA (Serd9Ser) 145G/ (Gly49/X)

Abbildung 3.3  Verteilung der Liegezeiten auf der
Intensivstation bezogen auf den 145A>G (Ser49Gly) B1-
AR-Polymorphismus. Es ist ein nicht signifikanter
Unterschied von 17 Stunden erkennbar. Die Patienten

Station. 3.7).
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Abbildung 3.4 Die Aufenthaltsdauer im Krankenhaus
beziglich des 145A>G  (Ser49Gly) B1-AR-
Polymorphismus. Die Patienten mit dem145AA waren
mit dem 145AA lagen 64,8 + 22,2 Stunden und die signifikant langer im Krankenhaus (145AA 13,5+1,1
Patienten mit dem 145G/X 73,2 + 18,5 Stunden auf der Tage, 145G/X 20+4 Tage). *p < 0,05 (Vgl. Tbl. 3.6 und



ITS-Zeiten in Stunden

3.3.3 Einfluss des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphism  us auf die Liegezeiten

61 Patienten trugen das 1165CC (Arg389Arg). Sie zeigten Differenzen zu den 55
Patienten, welche das homozygote und heterozygote 1165G (Gly389) trugen. Die
Abbildung 3.16 gibt das wider. Es zeigte, dass die Patienten mit dem 1165CC
(Arg389Arg) im Durchschnitt 48,3 £+ 5,7 Stunden und die mit dem 1165G/X
(Gly389/X) im Mittel 67,9 £ 12,2 Stunden auf der Intermediate Care — Station
verbracht haben. Es war ein Unterschied von 19,6 Stunden auffallig. Die Ursache
hierfir lag nicht an einem durchschnittlich erhéhten Risikoprofil, wie in Abbildung
3.14 zu sehen ist. Die Euroscores waren namlich zu dem damaligen Zeitpunkt far
beide Probandengruppen identisch (5,5 = 0,8 1165CC (Arg389Arg), 5,5 = 0,7
1165G/X (Gly389/X)).

Liegezeiten auf der Intensivstation variierten nur gering. Die Abbildung 3.5 lasst
erkennen, dass die Patienten mit dem 1165CC (Arg389Arg) 68,1 + 31,1 Stunden und
die mit dem 1165G/X (Gly389/X) 63,9 + 20,5 Stunden auf der Station verbracht
haben. Es war keine signifikante Beeinflussung des Polymorphismus nachweisbar.
Wir haben jedoch eine Differenz in der Hospitalisationsdauer feststellen konnen. Das
bildet das Diagramm 3.6 ab. Die Trager des 1165CC (Arg389Arg) waren zwei Tage
langer im Herzzentrum Leipzig als die Trager des 1165G/X (Gly389/X) (15,5 + 1,9
Tage 1165CC (Arg389Arg), 13,4 £ 1,2 Tage 1165G/X (Gly389/X)).

Liegezeiten auf der Intensivstation Aufenthalt im Krankenhaus
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Abbildung 3.5 Die Liegezeiten der Patienten auf der Abbildung 3.6 Die Dauer des

Intensivstation bezogen auf den 1165 G>C
(Arg389Gly) B1-AR-Polymorphismus zeigen keine
signifikanten Unterschiede. Die Patienten war mit
einer langeren Aufenthaltsdauer als mit dem
1165CC waren 68,1 + 31,1 Stunden und die mit dem
1165G/X 63,9 + 20,5 Stunden auf der ITS.
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Krankenhausaufenthalts unterschied sich signifikant
zwischen den Genotypen. Das 1165CC war mit
einer langeren Aufenthaltsdauer als das 1165G/X
assoziiert (1165CC 15,5 + 1,9 Tagen, 1165G/X 13,4
+ 1,2 Tagen). *p < 0,05 (Vgl. Thl. 3.6 und 3.7).



3.3.4 Einfluss des COMT-Polymorphismus auf die Lieg  ezeiten

Bezuglich der COMT lieRen sich die Patienten in zwei Gruppen einteilen. Die eine
Gruppe trug die schnell metabolisierende Variante der Catecholamin-O-
Methyltransferase. Die 472GG (Vall58Val) tragenden Studienteilnehmer haben
durchschnittiche 68 + 14,4 Stunden in der IC-Abteilung gelegen, wie in der
Abbildung 3.20 abgebildet. Die Patienten der anderen Gruppe, welche die langsamer
metabolisierende Catechol-O-Methyltransferase, in den Diagrammen als 472A/X
(Met/X158) bezeichnet, enthielten, waren 52,7 + 6,8 Stunden auf der Station
gewesen. Es bestand ein Unterschied von 15 Stunden.

Die Abbildung 3.7 stellt die Verweildauer in der intensivmedizinischen Abteilung dar.
Sie zeigt, dass die Patienten mit dem 472GG (Vall58Val) durchschnittlich 44,6 £ 7,9
Stunden und die Patienten mit der 472A/X (Met158/X) Variante im Mittel 76,2 + 27,6
Stunden auf der Intensivstation gelegen haben. Dementsprechend ist eine nicht
signifikante Differenz von 31,6 Stunden erkennbar.

Zudem waren die Risikoprofile nahezu identisch. Die Darstellung 3.18 bildet den
Euroscore mit einem durchschnittichen Punktewert von 5,1 + 0,6 fur das 472GG
(Vall58Vval) ab. Die 472A/X (Met/X158) COMT ist mit einem mittleren Punktewert
von 5,7 + 0,8 gekennzeichnet. Demnach liegt ein Unterschied von lediglich 0,6
Punkten vor.

Die durchschnittliche Aufenthaltsdauer im Krankenhaus sind zwei Wochen (472GG
(valls58val) 15,5 + 2 Tage, 472A/X (Metl58/X) 14 + 1,4 Tage) gewesen. Die
Verteilungen der Liegezeiten sind in der Abbildung 3.8 zusammengefasst. Es ist

keine grol3e Diskrepanz zu sehen.

Liegezeiten auf der Intensivstation Aufenthalt im Krankenhaus
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Abbildung 3.7 Die Liegezeiten der Patienten auf Abbildung 3.8 Der Krankenhausaufenthalt wurde
der Intensivstation bezogen auf den 472 G>A nicht von dem 472 G>A (Vall58Met) COMT-
(Vall58Met) COMT-Polymorphismus zeigten keine Polymorphismus beeinflusst (472GG 15,5+2 Tage
signifikanten Unterschiede (472GG 44,6 + 7,9 und 472A/X 14+1,4 Tage).

Stunden und 472A/X 76,2 + 27,6 Stunden).
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3.3.5 Einfluss des Euroscores auf die Liegezeiten u nd den
Catecholaminverbrauch

Der Euroscore fasst das individuelle Risikoprofil eines Patienten in einen Punktewert
zusammen. Er stellt somit ein objektives Mald dar. Dementsprechend musste eine
Abhangigkeit zwischen dem Wert des Euroscores und dem postoperativen Verlauf
nachweisbar sein.

Charakteristisch fir den postoperativen Verlauf der Patienten waren eine
Catecholaminpflichtigkeit, die Liegezeiten auf den Uberwachungsstationen sowie der
gesamte stationdre Aufenthalt. Mittels linearer Regression konnte eine partielle
Abhangigkeit zwischen den genannten Parametern und dem Euroscore festgestellt
werden.

Hat eine groRRere Kreislaufinstabilitat bestanden, musste eine hohere Dosis an
Catecholaminen verabreicht werden. Diese Kreislaufinstabilitat wurde zum Teil von
dem entsprechenden individuellen Risikoprofil des Patienten beeinflusst. Demzufolge
konnte eine Korrelation zwischen dem Euroscore und der gesamten
Catecholamingabe mit einer Signifikanz von p < 0,001 festgestellt werden. Das ist in
Tabelle 3.5 zusammengefasst. Es ist in der linearen Regression zwischen der
Noradrenalingabe und dem Euroscore ebenfalls eine grenzwertige Signifikanz von p
= 0,038 erkennbar gewesen.

Ist eine weitere umfassende Uberwachung nach dem operativen Eingriff notig
gewesen, wurden die Patienten auf die Intensivstation gelegt. Es wurde zu Beginn
von allen Patienten, welche von 2007 bis 2011 im Herzzentrum operiert wurden, eine
mittlere Aufenthaltsdauer bestimmt. Diese hat eine enge Korrelation mit dem
Euroscore gezeigt (p = 0,001). Wir konnten jedoch keine Korrelation der Liegezeiten
unserer Studienpatienten mit dem Risikofaktor feststellen (p = 0,333). Demnach sind
wahrscheinlich auch die Komplexitat der Operation, unvorhersehbare intraoperative
Komplikationen, der Operateur und womdglich die Genpolymorphismen von
entscheidendem Belang.

Die Patienten wurden schlief3lich von der Intensivstation oder von dem Aufwachraum
auf die Intermediate Care Station zur weiteren Kreislaufiibberwachung verlegt. Es liel3
sich ein Zusammenhang zwischen der Aufenthaltsdauer dieser Station und dem
Euroscore nachweisen (p = 0,005). Demnach haben das Alter, das Geschlecht und
die zusatzlichen Erkrankungen der betroffenen Probanden einen Einfluss auf deren

Liegezeiten gehabt. Ebenso ist eine gegenseitige Beeinflussung zwischen dem
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Euroscore und der durchschnittlichen IC-Verweildauer belegbar gewesen (p <
0,001). Das individuelle Risiko stellt somit einen starken Einflussfaktor auf die Dauer
der Liegezeiten dar und musste demnach als Kovariate in der Analyse der Effekte
der Genpolymorphismen einbezogen werden.

Die Zeitspanne von dem Ende der Operation bis zu der Entlassung haben wir als
Aufenthaltsdauer im Krankenhaus definiert. Wir konnten keine Korrelation zwischen
dem Euroscore und der durchschnittlichen Krankenhausaufenthaltsdauer unserer
Patienten feststellen (p = 0,255). Ebenso war keine Korrelation zwischen dem
Risikofaktor und dem mittleren stationaren Aufenthalt der Patienten des Zeitraums
von 2007 bis 2011 (p = 0,078).

abhangige Variable p-Werte
gesamte Catecholamingabe <0,001
Noradrenalingabe 0,038
mittlerer ITS-Aufenthalt (von 2007-2011) 0,001
ITS-Aufenthalt der Studienpatienten 0,333 /n.s.
mittlerer IC-Aufenthalt (von 2007-2011) < 0,001
IC-Aufenthalt der Studienpatienten 0,005
mittlerer stationérer Aufenthalt (von 0,078 / n.s.
2007-2011)
stationarer Aufenthalt der 0,255 /n.s.

Studienpatienten

Tabelle 3.5 Einfluss des Euroscores auf die aufgefiuhrten Variablen. Die mittleren Aufenthaltsdauern auf der IC-,
ITS-Stationen und im Haus beziehen sich auf den Zeitraum von 2007 bis 2011. Mit einem erhdhten Euroscore
waren signifikant eine erhéhte Catecholamingabe (p<0,001 u p<0,038), ein langerer mittlerer ITS-Aufenthalt der
Patienten von 2007 bis 2011 (p=0,001), ein langerer mittlerer IC-Aufenthalt der Patienten von 2007 bis 2011
(p<0,001), ein langerer Aufenthalt der Studienpatienten auf der IC-Station (p=0,005) nachweisbar. Es waren
keine Abhéangigkeiten des ITS-Aufenthalts der Studienpatienten, des mittleren stationaren Aufenthaltes sowohl
der Patienten im Zeitraum von 2007 bis 2011 als auch der Studienpatienten nachweisbar. n.s. = nicht signifikant
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Es wurde deutlich, dass der Euroscore grenzwertig beziehungsweise partiell mit dem
Catecholaminverbrauch und den Liegezeiten korrelierte. Demzufolge mussten
weitere Einflussfaktoren in Betracht gezogen werden. Dieser Aspekt wurde in der

Covarianzanalyse bertcksichtigt und untersucht.

3.3.5.1 Einfluss der Polymorphismen auf die Liegeze iten unter
Berucksichtigung des Euroscores

Die Liegezeiten auf der Intermediate Care Station unterschieden sich beziglich der
verschiedenen Polymorphismen. Jeder Patient litt allerdings unter weiteren
Erkrankungen, die das operative Ergebnis und den weiteren stationaren Verlauf
beeinflussen konnten. Der Euroscore fasste das in einem entsprechenden
Punktewert zusammen. Der Punktewert wurde mittels Covarianzanalyse verrechnet
und floss als Covariate in die Polymorphismusanalyse hinein.

Unter der Verwendung eines Signifikanzniveaus von a = 0,05 waren keine
signifikanten Beeinflussungen der Polymorphismen auf die Aufenthaltsdauer auf der
Intermediate Care Station oder der Intensivstation nachweisbar (p > 0,05) (siehe
Tabelle 3.6).

Anders verhielt es sich mit der Verweildauer im Krankenhaus. Es stellte sich ein
signifikanter Zusammenhang mit dem 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus dar (p =
0,01). Die Patienten mit dem 145AA (Ser49Ser) waren durchschnittlich eine Woche
kirzer im Krankenhaus als die Trager des 145G/X (Gly49/X). Ebenso liel3 sich eine
signifikante Beeinflussung mit dem 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus
nachweisen (p = 0,018). Die Patienten mit dem 1165CC (Arg389Arg) waren zwei
Tage langer im Herzzentrum als die 1165G/X (Gly389/X) Trager (siehe Tabelle 3.6).

unabhangige Variable Liegezeiten auf der IC- Aufenthalt im
Station Krankenhaus
145A>G (Ser49Gly) B1-AR p=0,701 p =0,01*
1165G>C (Arg389Gly) Bi-AR p =0,237 p =0,018*
472G>A (Vall58Met) COMT p=0,103 p=0,342
Euroscore p=0,189 p = 0,903

Tabelle 3.6 Ergebnisse (p-Werte) der Interaktionen des 145A>G (Ser49Gly), 1165G>C (Arg389Gly) B1-
Adrenorezeptorpolymorphismus und des COMT-Polymorphismus unter der Covariate Euroscore. Signifikanz bei
p < 0,05*. Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) und dem 1165CC (Arg389Arg) waren signifkant langer im
Krankenhaus.
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3.3.5.2 Einfluss der Polymorphismen auf die Liegeze iten unter
Berucksichtigung des hausinternen Risikomarkers

Die Polymorphismen schienen die Liegezeiten der Patienten oder den
Catecholaminverbrauch zu beeinflussen. Eine entscheidende Bedeutung haben
jedoch auch die Schwere und der Verlauf der Operation, sowie der Operateur und
die weitere Behandlung des Patienten auf der Uberwachungsstation gehabt. Aus
diesem Grund wurden die mittleren Liegezeiten auf der Intensivstation von allen
Patienten im Zeitraum von 2007 bis 2011 bestimmt. Diese mittlere Aufenthaltsdauer
stellt einen hausinternen Marker dar. Sinn war es diesen als Covariate zu verwenden
um Abweichungen der Patienten vom durchschnittlichen Fall besser erkennen zu
kénnen. Er fasst somit die herzzentrumspezifischen Einflisse zusammen. Des
Weiteren war eine lineare Abhangigkeit zwischen dem objektiven Mal} des
Euroscores und dem hausinternen Marker nachweisbar (p = 0,001).

Die Liegezeiten auf der Intermediate Care Station wurde nicht von den drei
Polymorphismendem beeinflusst (p > 0,05), wenn der hausinterne Marker
bericksichtigt wurde.

Es wurden die Liegezeiten auf der Intermediate Care Station fur das
Patientenkollektiv mit den mittleren Intermediate Care-Liegezeiten der Patienten in
dem Zeitraum von 2007 bis 2011 verglichen. Es stellten sich auch unter diesen
Voraussetzungen keine signifikanten Beeinflussungen der Polymorphismen ein (p >
0,05). Die Aufenthaltsdauer in der intensivmedizinischen Abteilung unterlag keiner
Beeinflussung der drei Polymorphismen (p > 0,05).

Der Krankenhausaufenthalt ist allerdings von den Polymorphismen abhéngig
gewesen, wenn sowohl die mittlere ITS-Dauer der Patienten von 2007 bis 2011 als
auch der mittlere Krankenhausaufenthalt der Patienten von 2007 bis 2011 als
Covariablen berucksichtigt wurden. Das 145G/X (Gly49/X) ging mit einer signifikant
langeren Verweildauer einher (p = 0,014 unter Bericksichtigung der Covariable
mittlere ITS-Dauer 2007 — 2011 und p = 0,012 unter Berucksichtigung der Covariable
mittlerer Krankenhausaufenthalt 2007 — 2011). Eine signifkante Beeinflussung des
1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus auf den Aufenthalt im Krankenhaus war
ebenfalls nachweisbar (p = 0,017 unter Berlcksichtigung der Covariablen mittlere
ITS-Dauer und p = 0,01 beziglich des mittleren Krankenhausaufenthalts 2007 —
2011). Patienten mit dem 1165CC (Arg389Arg) waren signifikant langer im
Krankenhaus. Dies wird in Tabelle 3.7 zusammengefasst.
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unabhangige Variable Aufenthalt im Krankenhaus

Covariable: mittlere ITS- Covariable: mittlerer
Dauer der Patienten von Krankenhausaufenthalt der
2007-2011 Patienten von 2007-2011
145A>G (Ser49Gly) B1-AR p =0,014* p = 0,012*
1165G>C (Arg389Gly) B1-AR p=0,017* p =0,01*
472G>A (Vall58Met) COMT p =0,295 p =0,304

Tabelle 3.7 Ergebnisse (p-Werte) der Interaktionen der Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen und des COMT-
Polymorphismus unter Berlicksichtigung der Covariablen mittlere ITS-Dauer und mittlerer Krankenhausaufenthalt
der Patienten von 2007 bis 2011. Signifikanz p < 0,05*. Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X), 1165CC
(Arg389Arg) waren signifikant langer im Krankenhaus.

3.4 Der postoperative Noradrenalinverbrauch
3.4.1 Das gesamte Studienkollektiv

Nach der Operation ist oftmals zur Unterstitzung der Kreislauffunktion die Gabe von
Catecholaminen nétig. Der Blutdruck kann unter anderem durch die Wirkung der
Narkotika zu stark vermindert sein, so dass Noradrenalin gegeben werden muss.
Das Herz ist durch die Operation geschwéacht, so dass Dobutamin appliziert werden
musste. Der Patient hat einen Herz-Kreislauf-Stillstand auf der Intensivstation
entwickelt, somit ist die Gabe von Adrenalin unter Umstanden lebensrettend.

Das studienrelevante Catecholamin ist Noradrenalin, da dieses vorrangig eingesetzt
wurde und es das Substrat fur die COMT ist. 43,6% der Patienten haben es bei der
entsprechenden Indikation erhalten. Die Angaben sind in Milliliter, die Dosierung
betrug in einem Perfusor 3mg/50ml. Der mittlere Noradrenalinverbrauch war 23,9 *
7,1 ml. Er ist in der Abbildung 3.9 dargestellt. Es ist zudem erkennbar, dass die
Noradrenalinpflichtigkeit stark variierte. Es wurden maximal 497 ml verabreicht.

66,4% der Patienten habe Noradrenalin zu der Kreislaufunterstiitzung nicht bendtigt.
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Abbildung 3.9 Der Noradrenalinverbrauch in ml zeigte deutliche
Schwankungen in der Verteilung auf das Patientenkollektiv. Im Mittel
wurden 23,9 = 7,1 ml verabreicht. 56,4% der Patienten erhielten kein
Noradrenalin. Der maximale Bedarf lag bei 497 ml.

3.4.2 Einfluss des 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus auf den
Noradrenalinverbrauch

Tragt der PBi-Adrenorezeptor Glycin an der 49sten Position, ist er affiner fir
Noradrenalin. Es ist auferdem eine starkere Aktivierung der Adenylatcyclase
nachweisbar (Levin et al. 2002).

Die Patienten mit dem 145AA (Ser49Ser) haben im Mittel 154 = 4,8 ml an
Noradrenalin wahrend der intensivmedizinischen Uberwachung erhalten. Dies ist in
Abbildung 3.11 dargestellt. Die Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) bendtigten 69,9
+ 36,6 ml. Die Ursache hierfur ist moéglicherweise der unterschiedliche Euroscore
gewesen (5,1 + 0,6 fur 145AA (Ser49Ser), 7,4 + 1,9 fur 145G/X (Gly49/X)). Es hétte

aber auch der Polymorphismus eine Auswirkung haben kénnen.
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Verbrauch des Noradrenalin
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Abbildung 3.10 Der Euroscore unterschied sich Abbildung 3.11 Der Noradrenalinverbrauch wurde

gering in den Genotypen. Die Patienten mit dem signifikant vom dem 145 A>G (Ser49Gly) B1-AR-

145AA (Ser49Ser) wiel3en ein praoperatives Risiko Polymorphismus beeinflusst. *p < 0,05 (Vgl. Thl. 3.8

von 5,1 + 0,6 und die Patienten mit dem 145G/X und 3.9). Die Patienten mit dem 145AA (Ser49Ser)

(Gly49/X) 7,4 + 1,9. verbrauchten im Mittel 15,4 + 4,8 ml und die Tréger
des 145G/X(Gly49/X) 69,9 + 36,6ml.

. . i Noradrenalinplasmaspiegel
Liegezeiten auf der IC-Station
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100
c =, 400+
2 80+ 2 1 —l_
5 < 300
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N 204 Z 100+
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145AA (Serd9Ser)  145G/X (Gly49/X) 145AA (Ser49Ser)  145G/X (Gly49/X)
Abbildung 3.12 Die Liegezeiten auf der IC- Abbildung 3.13 Der praoperative
Station unterschieden sich nicht signifikant in den Noradrenalinplasmaspiegel wurde nicht signifikant
145A>G  (Ser49GhW)  B1-AR-Polvmorphismus- von dem 145A>G (Ser49Gly) B1-AR-

Polymorphismus beeinflusst.

3.4.3 Einfluss des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphism us auf den
Noradrenalinverbrauch

Der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus verursacht unterschiedliche Antworten
auf eine agonistenbedingte Aktivierung. Bindet Noradrenalin an dem Arg389-Bi-
Adrenorezeptor, ist die Aktivitat der Adenylylcyclase starker als bei der Gly389-
Variante (Mason et al. 1999). Daraus ergibt sich eine hohere Herzfrequenz und

starkere Zunahme des Blutdruckes (Humma et al. 2001).
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IC-Zeiten in Stunden

Dieser Aspekt ist eine Erklarung fur den Unterschied des Noradrenalinverbrauchs
des Studienkollektivs. Die Abbildung 3.15 zeigt, dass das 1165CC (Arg389Arg) mit
einer geringeren Noradrenalingabe von 9,9 * 3,1 ml assoziiert war und der
Verbrauch des 1165G/X (Gly389/X) um das Vierfache erhéht war. Diesen Patienten
wurden im Mittel 39,4 £ 14,3 ml Noradrenalin verabreicht. Anders als bei dem
145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus waren die individuellen Risiken bei 1165CC
(Arg389Arg) und 1165G/X (Gly389/X) gleich (Euroscore von 5,5 + 0,8 fur 1165CC
(Arg389Arg), von 5,5 + 0,7 fur 1165G/X (Gly389/X)). Demzufolge war eine 1165G>C
(Arg389Gly) Beeinflussung wahrscheinlich.

Verbrauch des Noradrenalin
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Abbildung 3.14 Der Euroscore war fast identisch. Die  Abbildung 3.15 Der Noradrenalinverbrauch wurde
Patienten mit dem 1165CC (Arg389Arg) hatten ein  signifikant von dem 1165G>C (Arg389Gly) B1-AR-
operatives Risiko von 5,5 £ 0,8 und die Patienten mit  Polymorphismus beeinflusst.*p < 0,05. Vgl Thl. 3.8 und
dem 1165G/X (Gly389/X) 5,5 £ 0,7. 3.9). Die Patienten mit dem 1165G/X (Gly389/X)
verbrauchten mit 39,4 + 14,3 ml signifikant mehr
Noradrenalin als die 1165CC (Arg389Arg) Trager mit

9,9+3,1ml
Liegezeiten auf der IC-Station Noradrenalinplasmaspiegel
100 500
80- R4t T
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60+ £ 300+
1 =
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o
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C T T c ] 1
1165CC (Arg389Arg) 1165G/X (Gly389/X) 1165CC (Arg389Arg) 1165G/X (Gly389/X)
Abbildung 3.16 Der 1165G>C (Arg389Gly) B1- Abbildung 3.17 Die préaoperative
AR-Polymorphismus beeinflusste nicht die Noradrenalinplasmakonzentration unterschied
Liegezeiten auf der IC-Station. sich nicht in den Polymorphismusvarianten.
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3.4.4 Einfluss des COMT-Polymorphismus auf den Nora

drenalinverbrauch

Die Aminosaure Valin wird durch die Aminosaure Methionin an der 158sten Position

des Enzymproteins substituiert. Daraus resultiert eine drei- bis vierfach hdhere

Aktivitat der Wildtypvariante (Lotta et al. 1995). Dieser Sachverhalt spiegelt sich auch

in der Studie wider.

Die Patienten mit dem schnell metabolisierenden Enzym haben einen hdheren

Noradrenalinverbrauch als die Patienten mit der langsam metabolisierenden Variante

gehabt. Dies wird in der Abbildung 3.19 dargestellt. Es ist erkennbar, dass das

472GG (Vall58Vval) mit einer Noradrenalingabe von 52,9 + 20,4 ml assoziiert war
und der Verbrauch des 472A/X (Met158/X) 10,3 + 3,4 ml war. Das objektive Risiko
der Patienten unterschied sich kaum. Der Euroscore betrug fur die Trager des
472GG (Vall58Vval) 5,1 £ 0,6 und fur die Trager des 472A/X (Met158/X) 5,7 +0,8.
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Abbildung 3.18 Der Euroscore unterschied sich
nicht zwischen dem 472GG (Vall58Val) mit 5,1 +
0,6 und dem 472A/X (Metl58/X) mit 5,7 + 0,8.

Noradrenalinverbrauch in ml

Verbrauch des Noradrenalin
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Abbildung  3.19 Der  COMT-Polymorphismus
beeinflusste  signifikant den  Verbrauch  des
Noradrenalin. *p < 0,05 (Vgl. Thl. 3.8 und 3.9). Die
Patienten mit dem 472GG (Val158Val) benétigten 52,9
+ 20,4 ml mehr als die Patienten mit dem 472A/X
(Met158/X) (10,3 + 3,4 ml).
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Liegezeiten auf der IC-Station Noradrenalinplasmaspiegel

IC-Zeiten in Stunden
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Abbildung 3.20 Die Liegezeiten auf der IC-Station Abbildung  3.21  Der Noradrenalinplasmaspiegel
wurden nicht von dem COMT-Polymorphismus préoperativ. wurde signifkant von dem COMT-
beeinflusst. Polymorphismus beeinflusst. *p < 0,05. Das 472A/X

(Met158/X) war mit einem geringeren Plasmaspiegel
von 280 + 24,6 ng/l im Vergleich zu dem 472GG
(Vall58Val) mit 412 ,2 + 44,9 ng/l assoziiert.

3.4.5 Einfluss der Polymorphismen auf den Noradrena linverbrauch unter
Berucksichtigung des Euroscores

Der 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus beeinflusste signifikant den Verbrauch des
Noradrenalins der Patienten. Mit einer Signifikanz von p = 0,001 war ein deutlich
hoherer Noradrenalinbedarf bei Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) nachweisbar.
Das 145AA (Ser49Ser) war demnach mit einem geringeren Noradrenalinbedarf von
15,4 + 4,8 ml verbunden. Das Vierfache haben somit die Patienten mit dem 145G/X
(Gly49/X) erhalten.

Die Patienten, welche homozygot fur 1165CC (Arg389Arg) waren, haben signifikant
mehr Noradrenalin verabreicht bekommen als die Patienten mit dem 1165G/X
(Gly389/X). Dieser Effekt stellte sich mit einer Signifikanz von p = 0,002 dar.

Die Catechol-O-Methyltransferase, die homozygot fur das 472GG (Vall58Val) war,
baute das verabreichte Catecholamin schnell ab, so dass sie mit einem signifikant
hoheren Noradrenalinbedarf assoziiert war (p < 0,001). Es wurden im Mittel 52,9 +
20,4 ml bei Vorhanden sein der Vall58Val-COMT verabreicht. Die Met158/X-
enthaltene Catechol-O-Methyltransferase ging mit einem funffach niedrigerem

Noradrenalinverbrauch einher. Das ist in der Tabelle 3.8 zusammengefasst.

- 106 -



unabhangige Variable Noradrenalinverbrauch

145A>G (Serd49Gly) Bi-AR p = 0,001*
1165G>C (Arg389Gly) B1-AR p = 0,002*
472G>A (Vall58Met) COMT p < 0,001*

Tabelle 3.8 Ergebnisse (p-Werte) der Interaktionen der Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen und des COMT-
Polymorphismus unter Beriicksichtigung der Covariable Euroscore. Signifikanz p < 0,05*. Patienten mit dem
145G/X (Gly49/X), 1165G/X (Gly389/X) und dem 472GG (Vall58Val) hatten einen signifikant erhéhten
Noradrenalinverbrauch.

3.4.6 Einfluss der Polymorphismen auf den Noradrena linverbrauch unter
Berucksichtigung des hausinternen Risikomarkers

Unter Verwendung des hausinternen Risikomarkers als Covariate waren signifikante
Zusammenhange der drei Polymorphismen auf den Noradrenalinbedarf nachweisbar.
Der 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus beeinflusste den Verbrauch des
Noradrenalin mit einer Signifikanz von p = 0,005. Demzufolge wurde den 18 145G/X
(Gly49/X) tragenden Patienten signifikant mehr Noradrenalin verabreicht als den 98
homozygoten 145AA (Ser49Ser) tragenden Patienten.

Trugen zudem die Patienten das 1165G/X (Gly389/X), so war ein signifikant
geringerer Noradrenalinbedarf nachweislich (p = 0,001). Der COMT-Polymorphismus
beeinflusste in gleicher Weise den Verbrauch. Das 472GG (Vall58Val) ging mit

einem signifikant erhéhten Bedarf einher (p < 0,001). Dies ist in Tabelle 3.9

zusammengefasst.
unabhéngige Variable Noradrenalinverbrauch
145A>G (Ser49Gly) B1-AR p = 0,005*
1165G>C (Arg389Gly) B1-AR p = 0,001*
472G>A (Vall58Met) COMT p <0,001*

Tabelle 3.9 Ergebnisse (p-Werte) der Interaktionen der Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen und des COMT-
Polymorphismus unter Berticksichtigung der Covariable mittlere ITS-Dauer der Patienten von 2007 bis 2011.
Signifikanz p < 0,05*. Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X), 1165G/X (Gly389/X) und dem 472GG (Vall58Val)
hatten einen signifikant erhdhten Bedarf an Noradrenalin.
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3.5 Der postoperative Verbrauch von Catecholaminen
3.5.1 Das gesamte Studienkollektiv

Nach dem operativen Eingriff ist die Kreislaufsituation oftmals instabil gewesen, so
dass die Gabe von Catecholaminen nétig war. Eine wichtige Indikation hierfr ist zum
Beispiel der zu starke Abfall des Blutdruckes gewesen. Es wurde Noradrenalin Gber
einen Perfusor verabreicht. Hatte sich keine Besserung eingestellt, hat der Patient
zusatzlich Dobutamin oder Adrenalin erhalten.

44,8% der Patienten bekamen die Catecholamine Noradrenalin und/ oder Adrenalin
infundiert. Darunter sind vier Probanden gewesen, welche zusatzlich Dopamin oder
Dobutamin verabreicht bekamen. Der Catecholaminverbrauch ist in Milliliter
angegeben, welche in einem Perfusor mit der Konzentration von 3mg/50ml
beziehungsweise das Dobutamin mit 5mg/ml und das Dopamin mit 250mg/50ml
appliziert ~wurden. Das Diagramm 3.22 bildet die stark variable
Catecholaminpflichtigkeit des Studienkollektivs ab. 55,2% der Studienteilnehmer
haben diese medikamentdse Unterstitzung des Kreislaufs nicht bendétigt. Es wurden

maximal 596 ml und im Durchschnitt 36,6 + 9,4 ml verabreicht.

Gesamtcatecholaminverbrauch

Verbrauch der Catecholamine in ml

40- S —
Y VI

0 —

| |
Gesamtcatecholamine

Abbildung 3.22  Die Catecholaminpflichtigkeit variierte in dem
Studienkollektiv. Es war ein mittlerer Verbrauch von 36,6 + 9,4 ml
erkennbar, die maximale Gabe erstreckte sich bis auf 596 ml. 55,2
% erhielten keine kreislaufunterstiitzende Medikation
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3.5.2 Einfluss des 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus auf den gesamten
Catecholaminbedarf

Wahrend der postoperativen Uberwachung haben die Patienten neben Noradrenalin
weitere Catecholamine erhalten. Unter Berucksichtigung des 145A>G (Ser49Gly)
Polymorphismus war ein Unterschied zwischen den Allel-Varianten erkennbar. Die
Patienten, welche das 145AA (Ser49Ser) besalRen, haben einen geringeren
Gesamtcatecholaminverbrauch als die Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) gehabt.
So ist es auch in der Abbildung 3.23 dargestellt. Der mittlere Bedarf der
homozygoten serintragenden (145AA) Probanden lag bei 28,9 + 8,2 ml und der der
glycintragenden Probanden (145G/X) bei 78,9 + 41,2 ml. Demzufolge war eine
Differenz von 50 ml zwischen den beiden Probandengruppen zu verzeichnen.
Jedoch war zu beriicksichtigen, dass der Euroscore zwischen den Allel-Varianten
leicht schwankte. Die Patienten mit dem 145AA (Ser49Ser) haben einen geringeren
Risikofaktor (5,1 + 0,6) als die Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) (7,4 + 1,9)

gehabt. Dies konnte eine Ursache fur die Differenz des Verbrauchs gewesen sein.

Verbrauch der Gesamtcatecholamine
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Abbildung  3.23 Es ist eine Differenz der
Gesamtcatecholamingabe erkennbar. Das 145AA (Ser49Ser)
ist mit einem signfikant niedrigeren Verbrauch von 28,9 + 8,2
ml dargestellt. Das 145G/X (Gly49/X) ging mit einem héheren
Bedarf von 78,9 + 41,2 ml einher. *p <0 ,05 (Vgl. Thl. 3.10).
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3.5.3 Einfluss des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphism us auf den gesamten
Catecholaminbedarf

Der gesamte Catecholaminbedarf unterschied sich zwischen den homozygoten
1165CC (Arg389Arg) und den 1165G/X (Gly389/X) tragenden Patienten. Das
1165G/X (Gly389/X) ging mit einem signifikant hoheren Verbrauch einher. Auf3erdem
war das Risikoprofil nahezu gleich. Wie in der Abbildung 3.24 veranschaulicht, ist der
mittlere Bedarf der 1165CC (Arg389Arg) Patienten 24,6 + 8,7 ml gewesen. Die
Trager des 1165G/X (Gly389/X) bendtigten durchschnittlich 50 = 17,4 ml.
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Abbildung 3.24 Der summierte Catecholaminverbrauch
unterschied sich in dem 1165CC (Arg389Arg) und dem
1165G/X (Gly389/X) signifikant. Das 1165CC (Arg389Arg)
war mit einem Bedarf von 24,6 + 8,7 ml und das 1165G/X
(Gly389/X) mit einem Verbrauch von 50 + 17,4 ml
verbunden. *p < 0,05 (Vgl. Thl. 3.10 und 3.11)

3.5.4 Einfluss des COMT-Polymorphismus auf den gesa mten
Catecholaminbedarf

Eine Abhangigkeit des COMT-Polymorphismus auf den Noradrenalinabbau war
signifikant nachweisbar. Die Studienteilnehmer haben allerdings zuséatzlich Adrenalin,
Dopamin und Dobutamin erhalten. Unter Bertcksichtigung der verschiedenen

Enzymaktivitaten ist ein Unterschied von 45 ml in der Abbildung 3.25 erkennbar. Die
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Patienten mit der schnell metabolisierenden 472GG (Vall58Val) Catechol-O-
Methyltransferase haben einen mittleren Catecholaminbedarf von 67,6 + 24,3 ml
gehabt. Das Metl58/X(472A/X)-enthaltene Enzym ist mit einem geringeren
Verbrauch von 22,1 + 7,6 ml assoziiert gewesen. Der Euroscore unterschied sich
lediglich um 0,6 Punkte. Die 472GG (Vall58Val) COMT ist mit einem Risikofaktor
von 5,1 + 0,6 verbunden gewesen und die 472A/X (Met158/X) COMT mit einem
Faktor von 5,7 +0,8.
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Abbildung 3.25 Es ist eine signifikante Differenz zwischen
den COMT-Varianten erkennbar. Der gesamte
Catecholaminbedarf war 67,6 + 24,3 ml fir das 472GG
(Vall58Vval) und 22,1 + 7,6 ml fur das 472A/X (Met158/X).*p
< 0,05 (Vvgl. Thl. 3.10 und 3.11).

3.5.5 Abhangigkeit des Catecholaminverbrauchs von d  en Polymorphismen
unter Beriicksichtigung des Euroscores

Eine signifikante Abh&ngigkeit der gegenseitigen Beeinflussung der Polymorphismen
auf den Noradrenalinverbrauch konnte mittels Covarianzanalyse festgestellt werden.
Ebenso verhielt sich mit dem gesamten Catecholaminverbrauch. Es waren fir die
drei Polymorphismen signifikante Beeinflussungen nachweisbar (p < 0,05). Patienten
mit dem 145G/X (Gly49/X), dem 1165G/X (Gly389/X) oder dem 472GG (Vall58Val)
verbrauchten mehr Catecholamine als Patienten mit dem 145AA (Ser49Ser),
1165CC (Arg389Arg) oder dem 472A/X (Metl58/X). Die Signifikanzen sind in der
Tablle 3.10 dargestellt.
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unabhéngige Variable gesamter Catecholaminvebrauch

145A>G (Ser49Gly) B-AR p = 0,03
1165G>C (Arg389Gly) B1-AR p = 0,015*
472G>A (Vall58Met) COMT p < 0,001*

Tabelle 3.10 Ergebnisse (p-Werte) der Interaktionen der B1-Adrenorezeptorpolymorphismen und des COMT-
Polymorphismus unter Berlcksichtigung der Covariable Euroscore. Signifikanz p < 0,05*. Es stellten sich
signifikante Einflisse der drei Polymorphismen auf den Gesamtcatecholaminverbrauch ein.

3.5.6 Abhangigkeit des Catecholaminverbrauchs von d  en Polymorphismen
unter Beriicksichtigung des hausinternen Risikomarke rs

Unter Verwendung des hausinternen Risikomarkers als Covariate waren ebenfalls
signifikante Abhangigkeiten des 1165G>C (Arg389Gly) Bi-Adrenorezeptor- und des
472G>A (Vall58Met) COMT-Polymorphismen nachweisbar. Die Signifikanzen sind in
der Tabelle 3.11 dargestellt.

Es war keine signifikante Beeinflussung des 145A>G (Ser49Gly) -
Adrenorezeptorpolymorphismus  auf  den gesamten Catecholaminbedarf
nachweisbar.

Mit einer Signifikanz von p = 0,011 war der Gesamtcatecholaminbedarf der 1165G/X
(Gly389/X) tragenden Patienten hoher als der 1165CC (Arg389Arg) tragenden
Patienten.

Die 472GG (Vall58Val) enthaltene COMT ging mit einem signifikant héheren Bedarf
als die 472A/X (Met158/X) enthaltene COMT (p < 0,001).

unabh&ngige Variable gesamter Catecholaminvebrauch
145A>G (Ser49Gly) B1-AR p=0,138
1165G>C (Arg389Gly) B1-AR p =0,011*
472G>A (Vall58Met) COMT p < 0,001*

Tabelle 3.11 Ergebnisse (p-Werte) der Interaktionen der B1-Adrenorezeptorpolymorphismen und des COMT-
Polymorphismus unter Berticksichtigung der Covariable mittlere ITS-Dauer der Patienten von 2007 bis 2011.
Signifikanz p < 0,05*. Patienten mit dem 1165G/X (Gly389/X) oder dem 472GG (Val158Val) verbrauchten mehr
Gesamtcatecholamine. Der 145A>G (Ser49Gly) B1-Adrenorezeptorpolymorphismus hatte keinen Einfluss.
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3.6 Die Konzentrationen des Adrenalins und Noradren  alins im Patientenplasma
3.6.1 Das gesamte Studienkollektiv

Alle Studienteilnehmer haben eine grundlegende Herzerkrankung gehabt, wobei
32,8% der Patienten an einer Herzinsuffizienz Grad 3 bis 4 nach NYHA gelitten
haben. Es besteht eine starkere sympathische Innervation bei Vorliegen einer
chronischen Herzinsuffizienz (Francis und Cohn 1986). Der
Noradrenalinplasmaspiegel kann auf Werte bis zu 1300 ng/l ansteigen (Cohn et al.
1984).

Die Bestimmung des Noradrenalinspiegels ist mit der HPLC erfolgt, allerdings sind
22 Patientenplasmen aufgrund von Hamolyse nicht auswertbar gewesen. Die
verbleibenden Proben haben eine mittlere Plasmakonzentration von 350 * 33,7 ng/l
ergeben. Der Referenzbereich des Noradrenalins liegt jedoch zwischen 185 bis 275
ng/l (L.Thomas, 1988). Demzufolge war eine deutliche Erhéhung erkennbar. 44
Patienten haben einen tber dem Referenzbereich liegenden Plasmaspiegel gehabt.
Die Abbildung 3.26 stellt die Verteilung auf das Patientenkollektiv dar. Es ist
erkennbar, dass sich das Maximum bis auf 2695 ng/l erstreckt. Fur diesen Wert liel3
sich allerdings eine préoperative Catecholamingabe der Ané&sthesisten nicht voéllig
ausschliel3en.

Die Messung des Adrenalinspiegels wurde ebenfalls mit der HPLC durchgefihrt.
Eine eindeutige Adrenalinbestimmung ist lediglich in 13 Proben mdglich gewesen.
Die Verteilung des Plasmaspiegels wird in Abbildung 3.27 widergegeben. Die
ausgewerteten Konzentrationen haben sich von 1 bis 68 ng/l erstreckt. Der
Referenzbereich wird zwischen 30 bis 85 ng/l (L. Thomas, 1988) angegeben.
Demzufolge war die mittlere Adrenalinkonzentration von 3,2 = 1 ng/l unter dem

Grenzbereich einzuordnen.
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Abbildung 3.26 Der Noradrenalinspiegel Abbildung 3.27 Die Verteilung des
variierte im Patientenkollektiv. Es wurde ein Adrenalinspiegels differiert in dem
mittlerer Spiegel von 350 * 33,7 ng/l ermittelt. Patientenkollektiv. Die durchschnittliche
Die hochste Konzentration betrug 2695 ngl/l. Konzentration lag bei 3,2 £ 1 ng/l, die Maximale bei

68 ng/l.

3.6.2 Einfluss des 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus auf die Adrenalin- und

Noradrenalinplasmaspiegel

Es ist kein Unterschied zwischen den Allel-Varianten in der Adrenalin- und
Noradrenalinplasmakonzentration in den Abbildungen 3.13 und 3.28 zu erkennen.
Die Patienten mit dem 145AA (Ser49Ser) haben eine mittlere Konzentration von
323,1 = 24,8 ng/l und die mit dem 145G/X (Gly49/X) eine durschnittliche
Konzentration von 356,1 + 66,8 ng/l gehabt. Die Adrenalinplasmaspiegel zeigten eine
mittlere Konzentration von 3,1 = 1,2 ng/l bei dem 145AA (Ser49Ser) und 4,1 + 2,7
ng/l bei dem 145G/X (Gly49/X).

3.6.3 Einfluss des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphism us auf die Adrenalin-

und Noradrenalinplasmaspiegel

Es war keine eindeutige Diskrepanz des Noradrenalinplasmaspiegels zwischen dem
1165CC (Arg389Arg) und dem 1165G/X (Gly389/X) nachweisbar. Anders verhielt es

sich mit der Adrenalinkonzentration. Die Abbildungen 3.17 und 3.28 stellen die
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Zusammenhange der beiden Catecholamine dar. Die Patienten, welche das 1165CC
(Arg389Arg) enthielten, haben eine mittlere Konzentration von 2,5 + 1,5 ng/l gehabt.
Die 1165G/X (Gly389/X) war mit einer durchschnittichen Konzentration von 4 + 1,5
ng/l verbunden. Zudem war kein Unterschied zwischen den Risikofaktoren

nachweisbar. Eine statistische Signifikanz lag jedoch nicht vor (p > 0,05).

3.6.4 Einfluss des COMT-Polymorphismus auf die Adre nalin- und
Noradrenalinplasmaspiegel

Der Polymorphismus der Catechol-O-Methyltransferase schien die Adrenalin- und
Noradrenalinplasmaspiegel, wie in den Abbildungen 3.21 und 3.28 dargestellt, zu
beeinflussen. Es war aufféllig, dass die schnell metabolisierende COMT mit einem
signifikant hoheren Noradrenalinplasmaspiegel von 412,2 + 44,9 ng/l assoziiert war.
Die weniger aktive Enzymvariante ging mit einer niedrigeren mittleren Konzentration
von 280 + 24,6 ng/l einher. Dieser Einfluss war mit p = 0,005 signifikant. Der
Euroscore unterschied sich lediglich um 0,3 Punktewerte. Der praoperative
Adrenalinplasmaspiegel der 472GG (Vall58Val) COMT betrug im Mittel 4 + 2,2 ngl/l.
Er war nicht signifikant hoher als bei der 472A/X (Metl58/X) COMT mit einer

mittleren Konzentration von 2,8 £ 1,1 ng/l.

Adrenalinplasmaspiegel
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L

Adrenalin in ng/l
H
1
—
—
—

Abbildung 3.28  Der mittlere Adrenalinplasmaspiegel unterschied sich nicht signifikant zwischen den drei
Polymorphismen.
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3.6.5 Abhéangigkeiten der Adrenalin- und Noradrenali  nplasmaspiegel von den
Polymorphismen unter Berlicksichtigung des Euroscore S

Es hat sich kein signifikanter Zusammenhang der Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen
mit den Adrenalin- und Noradrenalinplasmaspiegel nachweisen lassen (p > 0,05).
Allein der COMT-Polymorphismus beeinflusste den praoperativen
Noradrenalinplasmaspiegel signifikant (p = 0,003). Das 472GG (Vall58Val) war mit

einer signifikant hoheren Konzentration assoziiert.

3.6.6 Abhéangigkeiten der Adrenalin- und Noradrenali  nplasmaspiegel von den
Polymorphismen unter Berlicksichtigung des hausinter nen Risikomarkers

Unter Verwendung des hausinternen Risikomarkers als Covariable sind keine
signifikanten Abhéangigkeiten zwischen den Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen und
den Adrenalin- und Noradrenalinplasmaspiegeln erkennbar gewesen (p > 0,05). Der
COMT-Polymorphismus ging mit einer signifikanten Abhangigkeit auf den
Noradrenalinplasmaspiegel einher. Demzufolge war die mittlere Konzentration des
472GG (Vall58Val) signifikant héher (p = 0,002).

3.7  Einfluss anderer Faktoren auf die Polymorphismu sabhangigkeiten

Es konnten signifikante Abhangigkeiten der 3 Polymorphismen mit dem
Noradrenalinverbrauch, = Gesamtcatecholaminverbrauch, dem Aufenthalt im
Krankenhaus und dem Noradrenalinplasmaspiegel nachgewiesen werden. Jedoch
war es wichtig andere Faktoren, die die Ergebnisse der Studie beeinflussen kdnnten,
nicht zu vernachlassigen. Zu diesen Faktoren zéhlten die Operationsart (siehe
Tabelle 3.4) und auch die préoperative Gabe von (-Blockern. Um eine derartige
Beeinflussung auszuschlieBen wurden die Patienten, welche sich einem
arteriocoronaren Bypass unterzogen (n = 43), von den Patienten, die eine andere
Operation als den Bypass erhielten (n = 73) differenziert. Die beiden
Patientengruppen unterschieden sich jedoch nicht in dem Verbrauch des
Noradrenalin, der Gesamtcatecholamine, dem Noradrenalinplasmaspiegel oder dem
EuroSCORE.

Die Abhéangigkeiten der Polymorphismusvarianten auf den Noradrenalinverbrauch

waren auch in der Gruppe des arteriocoronaren Bypasses und in der Gruppe aller
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Noradrenalinverbrauch in ml

anderen Operationen prasent. Die Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) bendtigten
signifikant mehr Noradrenalin zur Aufrechterhaltung der Herz-Kreislauf-Funktion als
die Trager mit dem 145AA (Ser49Ser) (siehe Abbildung 3.29). Dieser Effekt war
sowohl bei den Patienten, welche einen arteriocoronaren Bypass erhielten,
nachweisbar als auch bei den Patienten, die sich einer anderen Operation als den
Bypass unterzogen.

Ebenso verhielt es sich bei den Tragern des 1165CC (Arg389Arg) und des 1165G/X
(Gly389/X) (Vergleich Abbildung 3.30). Der Noradrenalinverbrauch des 1165G/X
(Gly389/X) war signifkant hoher sowohl bei den Bypassoperationen als auch bei
allen anderen Eingriffen. Es konnte ebenfalls der Effekt des COMT-Polymorphismus
auf den Noradrenalinverbrauch in den beiden Operationsgruppen nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 3.31). Die Patienten mit dem 472A/X (Met158/X) bendtigten
signifikant weniger Noradrenalin als die 472GG (Vall58Val) Trager.

Operation: arteriocoronarer Bypass alle anderen Operationen
2404 T 24M
220~ £ 2207
200- & 200
180~ S 180+
160~ _‘g 160+ *
140+ & 1404
120~ i > 120+
100~ _|_ = 100+
80~ 80+
60~ 5 60+
40- S 40-
20+ IJ__I 2 20+ l__%
0 0

1 1 1 1
145AA (Ser49Ser)  145G/X (Gly49/X) 145AA (Ser49Ser)  145G/X (Gly49/X)

Abbildung 3.29 Der Noradrenalinverbrauch wurde signifikant von dem 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus
beeinflusst. Die Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) bendtigten mehr Noradrenalin als die 145AA (Ser49Ser)
Trager. Dieser Effekt lag sowohl bei den Patienten, die einen arteriocoronaren Bypass erhielten, als auch bei den
Patienten, die sich einer anderen Operation unterzogen, vor (*p < 0,05).
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Operation: arteriocoronarer Bypass alle anderen Operationen

£ 240 s
220- £ 2204
£ 200~
= 200+ L
G 180 S 1804
S 180 3
S 160~ 5 1607
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E 120- * E
= 1004 < 1004
g 80+ g 80+
g 60+ —l_ g 60~ *
o 404 T 40 T
S 201 — S 204
*
0 0

L| L] L | |
1165CC (Arg389Arg) 1165G/X (Gly389/X) 1165CC (Arg389Arg) 1165G/X (Gly389/X)

Abbildung 3.30 Der Einfluss des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus auf den Noradrenalinverbrauch lag
sowohl bei den Patienten mit dem arteriocoronaren Bypass als auch bei den Patienten, die eine andere Operation
erhielten, vor. Die Patienten mit dem 1165G/X (Gly389/X) bendtigten signifikant mehr Noradrenalin als die Trager
mit dem 1165CC (Arg389Arg) (*p < 0,05).

Operation: arteriocoronarer Bypass alle anderen Operationen

£ 240 T 2404
c 220-
c 220+ £
£ = 200
= 200+ 3]
S 180 > 1807
S 160~ 5 160-
> 120- > 1201
= 100 5 1004
2 80- S 80+
2 60 2 60+
5 = <]
g 40+ * o 404 L *
S 204 —_— S 204
'il
0 0

1 1 1 1
472GG (Val158Val) 472A/X (Met158/X) 472GG (Val158Val) 472A/X (Met158/X)

Abbildung 3.31 Der COMT-Polymorphismuseinfluss auf die Gabe von Noradrenalin lag sowohl bei den Patienten
mit einem Bypass als auch bei den Patienten mit einer anderen Operation vor. Die Trager des 472A/X (Met158/X)
verbrauchten weniger Noradrenalin als die des 472GG (Val158Val) (*p < 0,05).

Die Antagonisierung der (B-adrenergen Rezeptoren konnte ebenfalls ein wichtiger
Einflussfaktor unserer Studienergebnisse sein. Aus diesem Grund unterschieden wir
die Patienten, die praoperativ eine B-Blockertherapie erhielten (n = 61), von denen,
die keine B-Blocker einnahmen (n = 55). Es konnte jedoch kein Unterschied im
Noradrenalinverbrauch, der IC-Verweildauer und des EuroSCOREs zwischen den
beiden Gruppen festgestellt werden. Die meisten Patienten nahmen vor der
Operation Metoprolol in einer Tagesdosis von 47,5 mg ein.

Die Effekte der Bi-Arenorezeptorpolymorphismen und des COMT-Polymorphismus
auf den Noradrenalinverbrauch waren sowohl bei den Patienten, die [-Blocker
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einnahmen, als auch bei den Patienten, die keine B-Blocker erhielten, nachweisbar.
Demzufolge zeigte sich bei Vorhanden sein des 145G/X (Gly49/X) ein signifikant
hoherer Noradrenalinverbrauch bei Patienten sowohl mit B-Blockade als auch bei
Patienten ohne B-Blockade. Dies ist in der Abbildung 3.32 dargestellt.

Der Effekt des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus auf die Noradrenalingabe
unterschied sich ebenfalls nicht zwischen den Patienten mit 3-Blockertherapie und
den Patienten ohne [(-Blockereinnahme (Vergleich Abbildung 3.33). Lag das
1165G>C (Gly389/X) vor, so war die Verabreichung von Noradrenalin signifikant
hoher.

Der 472G>A (Vall58Met) Polymorphismus behielt ebenfalls seinen Einfluss auf den
Noradrenalinverbrauch (siehe Abbildung 3.34). Die Anwesenheit des 472A/X
(Met158/X) ging mit einer signifikant niedrigeren Noradrenalingabe einher sowohl bei
den Patienten unter praoperativer B-Blockergabe als auch bei Patienten ohne -
Blockade.

Betrachtete man den praoperativen Noradrenalinplasmaspiegel, so konnte bei den
Patienten mit B-Blockade ein niedrigerer, jedoch nicht signifikanter, Plasmaspiegel

festgestellt werden (p = 0,124).

mit 3-Blockertherapie ohne $-Blockertherapie

T 2404 E 2404

£ 220 £ 220+

£ 200+ £ 200+
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5 60- 5 604

© 40+ © 40+
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Z ) Z

1 L 1 1
145AA (Serd49Ser)  145G/X (Gly49/X) 145AA (Serd9Ser)  145G/X (Gly49/X)

Abbildung 3.32 Der Einfluss des 145A>G (Ser49Gly) Polymorphismus auf den Noradrenalinverbrauch war
sowohl bei den Patienten mit B-Blockertherapie als auch bei den Patienten ohne B-Blockade nachweisbar (*p <
0,05).
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mit p-Blockertherapie ohne p-Blockertherapie
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Abbildung 3.33 Der 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus beeinflusste signifikant den Noradrenalinverbrauch
der Patienten, dieser Effekt war bei den Patienten mit B-Blockade und ohne B-Blockertherapie nachweisbar (*p <
0,05).
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Abbildung 3.34 Es zeigte sich kein Unterschied in der Gabe von B-Blockern oder der fehlenden Verabreichung
des Medikamentes, was den Einfluss des COMT-Polymorphismus auf den Noradrenalinverbrauch betraf (*p <
0,05).

3.8 Einflisse der SNP-Kombinationen auf den postope  rativen Verlauf

Zuvor wurden die Einflisse der drei Polymorphismen auf den postoperativen Verlauf
im Einzelnen betrachtet. Es zeigten sich bezuglich der Liegezeiten, des
postoperativen Noradrenalinverbrauchs, des postoperativen
Gesamtcatecholaminbedarfs und des préaoperativen Noradrenalinplasmaspiegels
signifikante Abhangigkeiten. Im menschlichen Organismus liegen die drei
Polymorphismen jedoch in Wechselwirkung zueinander beziehungsweise
gemeinsam vor. Aus diesem Grund ist die Betrachtung der Auswirkung der

Kombinationen der Polymorphismusvarianten zueinander wichtig.
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Es wurden 12 Kombinationsvarianten bertcksichtigt. Aufgrund des Fehlens des
homozygoten 145AA (Gly49Gly) wurde wieder das Gly49/X, sowohl fir den
homozygoten 145AA (Gly49Gly) als auch fir den heterozygoten 145AG (Ser49Gly)
Genotypen verwendet. Dementsprechend wahlten wir auch wieder das Gly389/X
zusammenfassend fur den homozygoten 1165GG (Gly389Gly) und fir den
heterozygoten 1165CG (Arg389Gly) Genotypen. Anders verhielt es sich mit dem
472GA (Vall58Met) COMT-Polymorphismus. Aufgrund der unterschiedlichen
Enzymaktivitaten des 472GG (Vall58Val), des 472GA (Vall58Met) und des 472 AA
(Metl58Met) und der differenten Verteilung in unserem Patientenkollektiv im
Vergleich zur Normalbevélkerung unterschieden wir diese voneinander in der

Kombinationsbetrachtung.

3.8.1 Einfluss der SNP-Kombinationen auf die Liegez  eiten

Die Liegezeiten der Patienten auf der Intensivstation unterschieden sich kaum in den
SNP-Kombinationen. Wie in der Abbildung 3.35 erkennbar, waren die meisten
Patienten weniger als 200 Stunden auf dieser Station. Ausnahmen waren Patienten
mit den folgenden SNP-Kombinationen

145AA1165CCA472GA (Serd9SerArg389ArgVall58Met),

145AA1165G/X472GA (Serd9SerGly389/XVall58Met),

145AA1165CC472AA (Ser49SerArg389ArgMet158Met) und

145AA1165G/X472AA (Ser49SerGly389/XMet158Met).

Ebenso verhielt es sich mit der IC-Station, die meisten Patienten waren weniger als
200 Stunden auf der Uberwachungsstation. In der Abbildung 3.36 sind funf Patienten
erkennbar, die sich deutlich in der Verweildauer der anderen Patienten
unterschieden. Diese ,Ausreil3er” trugen die

145AA1165G/X472GG (Ser49SerGly389/XVall58Val),

145G/X1165G/X472GG (Gly49/XGly389/XVal158Val) und

145AA1165G/X472GA (Serd49SerGly389/XVall58Met) SNP-Kombinationen.

Der gesamte Aufenthalt im Krankenhaus zeigte wenig Unterschiede in der
Verteilung, wie in der Abbildung 3.37 dargestellt. Funf Patienten waren ebenfalls
deutlich langer im Herzzentrum als die Ubrigen. Dies betraf die
145G/X1165CC472GG (Gly49/XArg389ArgValls8Vval), die 145AA1165CC472GA
(Ser49SerArg389ArgVall58Met), die 145AA1165G/X472GA
(Ser49SerGly389/XVall58Met), die 145AA1165CC472AA
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(Ser49SerArg389ArgMet158Met) und die 145G/X1165CC472AA
(Gly49/XArg389ArgMet158Met) SNP-Kombinationen.

In den Verteilungen der Verweildauern auf den Uberwachungsstationen und im
Krankenhaus war keine haufig vorkommende SNP-Kombination aufféallig, die mit

einer deutlich erhdhten oder deutlich verminderten Aufenthaltsdauer assoziiert war.

Aufenthalt auf der Intensivstation
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Abbildung 3.35 Die Verteilung der Liegezeiten auf der Intensivstation unterschied sich bis auf wenige
Ausnahmen (145AA1165CC472GA (Ser49SerArg389ArgVall58Met), 145AA1165G/X472GA
(Ser49SerGly389/XVall58Met), 145AA1165CC472AA (Ser49SerArg389ArgMet158Met) und
145AA1165G/X472AA (Serd9SerGly389/XMet158Met) nicht zwischen den SNP-Kombinationen.
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Aufenthalt auf der Intermediate Care Station
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Abbildung 3.36 Die Verweildauern auf der IC-Station zeigten bis auf wenige Streuungen
(145AA1165G/X472GG (Ser49SerGly389/XVall58Val), 145G/X1165G/X472GG
(Gly49/XGly389/XVal158Val) und 145AA1165G/X472GA (Ser49SerGly389/XVall58Met))
keine deutlichen Differenzen zwischen den SNP-Kombinationen.
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Abbildung 3.37 Der Aufenthalt im Krankenhaus zeigte Streuungen in den SNP-
Kombinationen. Die meisten Patienten waren weniger als 20 Tage im Herzzentrum.
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3.8.2 Einfluss der SNP-Kombinationen auf den postop erativen
Noradrenalinverbrauch

Es stellte sich eine deutliche Streuung des Noradrenalinverbrauchs in dem
Patientenkollektiv dar (Vergleich Abbildung 3.38). Die Verteilung des
Noradrenalinverbrauchs basierte jedoch nur auf den Bedarf von 39 Patienten.
Hierbei war der exorbitante Bedarf von zwei Patienten des 145G/X1165G/X472GG
(Gly49/XGly389/XVall58Val) Genotyps auffallig. Es ergab sich jedoch kein Hinweis
fur eine SNP-Kombination, die mit einem deutlich erhdhten oder verminderten Bedarf
einher ging und zudem gehéauft vorlag.

77 Patienten bendétigten kein kreislaufunterstiitzendes Noradrenalin. Unter ihnen
waren alle 12 SNP-Kombinationen nachweisbar. Demzufolge gab es Patienten mit
dem oben genannten Genotyp, denen kein Noradrenalin verabreicht wurde.
Demgegenuber gestellt ist der EuroSCORE in Abbildung 3.39.

Die Verteilung des Punktewertes war nahezu ausgeglichen. Es zeigte sich ein
insgesamt niedriges Risikoprofil mit weniger als 20 Punkten bei maximal 100
Punktewerten. Drei Patienten, mit den 145G/X1165G/X472GA
(Gly49/XGly389/XVall58Met) und den 145AA1165CC472AA
(Ser49SerArg389ArgMet158Met) Genotypen, wiesen ein deutlich hoheres

praoperatives Risiko zwischen 30 und 40 Punktwerten auf.
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Noradrenalinverbrauch
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Abbildung 3.38 Die Verteilung des Noradrenalinverbrauchs der 39 Patienten aufgefiihrt fir die 12 SNP-
Kombinationen. Diese war nahezu ausgeglichen, es konnte keine SNP-Kombination nachgewiesen werden, die
mit einem auffallig héheren oder niedrigeren Verbrauch einher ging. 77 Patienten erhielten kein Noradrenalin zur
Kreislaufunterstiitzung. Unter diesen waren alle 12 SNP-Kombinationen vertreten.
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Abbildung 3.39 Darstellung des praoperativen Risikoprofils mittels Euroscore verteilt auf die 12 SNP-
Kombinationen. Das Risiko ist insgesamt als niedrig einzustufen. Die meisten Patienten hatten einen
Punktewert unter 20, bis auf drei Ausnahmen mit dem 145G/X1165G/X472GA
(Gly49/XGly389/XVal158Met) und dem 145AA1165CC472AA (Ser49SerArg389ArgMet158Met).
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3.8.3 Einfluss der SNP-Kombinationen auf den postop erativen
Gesamtcatecholaminverbrauch

Der gesamte Catecholaminbedarf zeigte ein &hnliches Streuverhalten wie der
Noradrenalinverbrauch, wie in der Abbildung 3.40 zu erkennen ist. 64 Patienten
erhielten kein Catecholamin. 52 Patienten wurde mindestens eines der
Catecholamine, Adrenalin, Noradrelain, Dopamin oder/und Dobutamin, infundiert. Die
folgenden SNP-Kombinationen

145AA1165G/X472GG (Ser49SerGly389/XVall58Vval),

145G/X1165G/X472GG (Gly49/XGly389/XVall58Val),

145AA 1165CC472AA (Ser49SerArg389ArgMet158Met) und

145AA1165G/X472AA (Ser49SerGly389/XMet158Met)

waren mit den hochsten Bedarf assoziiert. Es war keine SNP-Kombination
nachweislich, die mit einem stark erhdhten Bedarf und einem gehauften Auftreten

einher ging.
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Abbildung 3.40 Die Verteilung des postoperativen Gesamtcatecholaminbedarfs in ml auf die 12

SNP-Kombinatinonen. Die SNP-Kombination 145AA1165G/X472GG
(Ser49SerGly389/XVall58Val), 145G/X1165G/X472GG  (Gly49/XGly389/XVall58Val), 145AA
1165CC472AA (Ser49SerArg389ArgMet158Met) und 145AA1165G/X472AA

(Ser49SerGly389/XMet158Met) waren mit dem maximalen Bedarf assoziiert. Es zeigte sich jedoch
keine SNP-Kombination, die gehauft mit einem erhéhten Bedarf einherging.
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3.8.4 Einfluss der SNP-Kombinationen auf die praope rativen Adrenalin- und
Noradrenalinplasmaspiegel

Die Verteilung des praoperativen Noradrenalinspiegels war nahezu ausgeglichen
(Vergleich Abbildung 3.41). Es zeigte sich keine SNP-Kombination mit einem deutlich
erhohten Plasmaspiegel und einem gehauften Auftreten. Ein Patient mit dem
145AA1165CC472AA (Serd9SerArg389ArgMet158Met) wies eine exorbitant erhdhte
Plamsakonzentration von 2695 ng/l auf. Hier war eine Noradrenalinapplikation nach
Einleitung der Narkose durch den Anasthesisten nicht auszuschlief3en.

Der Adrenalinplasmaspiegel war nur bei 13 Patientenproben bestimmbar. Es ist
demzufolge als nicht reprasentativ einzustufen. Die Abbildung 3.42 stellt die

Verteilung der Adrenalinplasmakonzentrationen der 13 Proben dar.
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Abbildung 3.41 Der praoperative Noradrenalinplasmaspiegel in ng/l zeigte eine ausgeglichene
Verteilung. Ein Patient mit der 145AA1165CC472AA (Ser49SerArg389ArgMet158Met) SNP-
Kombination wies eine exorbitant erhfhte Konzentration von 2695 ng/l auf. Eine externe
Noradrenalinapplikation nach Narkoseeinleitung war nicht auszuschlieRen.
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Abbildung 3.42 Es waren nur 13 Patientenproben beziiglich der Adrenalinplasmakonzentration
bestimmbar. Es lie3 sich demzufolge keine représentative SNP-Kombinationsverteilung darstellen.
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4 Diskussion

Ein wichitge Limitation der Studie war die mit vielen Stérungen Uberlagerte Analyse
des 145A>G (Ser49Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus. Eine Verifikation durch
die Sequenzierung war nicht moglich. Aktuell bietet keine Firma den Ser49Gly-B1-
Adrenorezeptorpolymorphismustest auf dem Markt an. Demnach muissen die

Ergebnisse beziiglich dieses Polymorphismus mit Vorsicht bewertet werden.

In zahlreichen Studien wurde die Verteilung der drei Polymorphismen in der
kaukasischen Bevolkerung beschrieben. Das 145AA (Ser49Ser) des 145A>G
(Ser49Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus tritt mit einer Haufigkeit von 85% in
der chinesischen und kaukasischen Bevolkerung auf. Lediglich 15% der Menschen
tragen das 145AG (Ser49Gly) in einem heterozygoten Chromosomensatz (Moore et
al. 1999), 0,3% sind homozygote Trager des 145GG (Gly49Gly) (Ulucan et al. 2008).
Das rezessiv vererbte 1165G (Gly389) des 1165G>C (Arg389Gly) pi-
Adrenorezeptorpolymorphismus ist mit 27% in der kaukasischen Bevdlkerung
vertreten. 73% weisen demzufolge das 1165CC (Arg389Arg) auf (Moore et al. 1999).
Nach dem Hardy Weinberg Equlibrium waren keine Unterschiede in der
Polymorphismusverteilung zwischen der kaukasischen Bevolkerung und dem
Studienkollektiv feststellbar (145A>G (Ser49Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus
mit p = 1,0, 1165G>C (Arg389Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus mit p = 0,65)
(Vergleich Tabelle 3.3). Demnach sind die beiden B1-Adrenorezeptorpolymorphismen
fur kardiale Erkrankungen nicht pradisponierend.

Anders verhielt es sich mit dem 472G>A (Vall58Met) COMT Polymorphismus. Die
Studienpatienten reprasentierten nicht die von Palmatier et al. oder Weinshilboum et
al. beschriebene ausgeglichene Verteilung der beiden Allele in der kaukasischen
Bevolkerung (Palmatier et al. 1999, Weinshilboum et al. 1984 und 1999). McLeod et
al. beschrieben ein Allelverhaltnis von 23% flir das 472GG (Vall58Val) zu 50% fur
das 472GA (Vall58Met) zu 27% fur das 472AA (Metl58Met) fur die weil3e
Bevolkerung (McLeod et al. 1994). Unter Bertcksichtigung des Hardy Weinberg
Equilibriums war eine signifikante Abweichung zwischen dem Studienkollektiv und
der Allgemeinbevélkerung nachweisbar (p = 0,003) (siehe Tabelle 3.2 und 3.3).
Sowohl Eriksson et al. als auch Hagen et al. konnten in der nordeuropaischen
Bevolkerung keinen derartigen signifikanten Unterschied nach dem Hardy Weinberg
Equilibrium nachweisen (Eriksson et al 2004, Hagen et al. 2007). Ob dem COMT
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Polymorphismus eine erhthte Pradisposition fur kardiale Erkrankungen oder ein
erhohtes postoperatives Risiko zu geschrieben werden kann, ist allerdings nicht
abschéatzbar. In der Literatur sind au3erdem keine einheitlichen Unterteilungen in der
Polymorphismusverteilung zu finden und deutliche regionale Unterschiede in der

Allelfrequenz zu verzeichnen (McLeod et al. 1994, Palmatier et al. 1999).

Ziel der Studie war es Einfliisse der Bi-Adrenorezeptor- und COMT-Polymorphismen
auf den postoperativen Verlauf herzchirurgischer Patienten aufzudecken. Unter
Betrachtung eines einzelnen Polymorphismus schienen sich Effekte auf den
postoperativen Noradrenalinverbrauch, Gesamtcatecholaminverbrauch und der
gesamten Aufenthaltsdauer im Krankenhaus zu suggerieren.

Ausgangspunkt war unter anderem der praoperative Gesundheitszustand der
Patienten. Er wurde sowohl von der kardialen Beeintrachtigung als auch von den
bestehenden Comorbiditaten gepragt. Ein gutes objektives Mal3 zur Einschéatzung
des Gesundheitszustands war der logistische Euroscore. Er betrug im Mittel 5,5 +
0,5. Es waren keine Unterschiede in der Verteilung des Euroscores auf die
Polymorphismen nachweisbar (siehe Abbildungen 3.10, 3.14, 3.18). Demnach war
das praoperative Risikoprofil der Patienten gleich niedrig. Die Effekte der
Polymorphismen waren als unabhangig von dem Euroscore zu beschreiben.

Es konnte zudem keine Korrelation zwischen dem Euroscore und den Liegezeiten
der Studienpatienten auf der ITS festgestellt werden (p = 0,333, Vergleich Tabelle
3.5). Allerdings bestand eine enge Korrelation zwischen dem mittleren ITS-Aufenthalt
von 2007 bis 2011 und dem Risikofaktor (p = 0,001). Die Ursache fur die
unterschiedlichen Korrelationen war wahrscheinlich der Risikofaktor selbst. Die
Patienten der Studie hatten alle ein relativ niedriges préaoperatives Risiko (siehe
oben), anders als die Patienten, die in dem Zeitraum von 2007 bis 2011
bertcksichtigt wurden. Diese lagen nicht nur zur intensiveren postoperativen
Uberwachung auf der ITS, sondern aufgrund zahlreicher anderer kardiopulmonaler

Erkrankungen. Demzufolge waren deutlich héhere Euroscorewerte zu erwarten.

Zielparameter unserer Untersuchungen war der Noradrenalinverbrauch. Es zeigte
sich ein signifikant erhohter Bedarf unter den Tragern des 145G/X (Gly49/X),
1165G/X (Gly389/X) und 472G/X (Vall58/X) (siehe Abbildungen 3.11, 3.15, 3.19,
Tabellen 3.8, 3.9). Sowohl die Dichte als auch die Aktivitat des Bi-Adrenorezeptors
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wird von dem 145A>G (Ser49Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus beeinflusst. So
ist das 145G (Gly49) mit einer starkeren Herunterregulation und einer héheren
Adenylylcyclaseaktivitdt des Rezeptors assoziiert (Levin et al. 2002, Rathz et al.
2002, Sandilands et al. 2004). Dies ist unter anderem in der Tabelle 4.1 dargestellit.
Der erhdhte Noradrenalinverbrauch der Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) kénnte
demnach durch den verminderten Rezeptorbesatz der Herzmuskelzelle bedingt zu
sein.

Der erhthte Verbrauch des Noradrenalin der 1165G/X (Gly389/X) tragenden
Patienten konnte durch die unterschiedliche Bi-Adrenorezeptoraktivitat beeinflusst
von dem 1165G>C (Arg389Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus bedingt sein.
Das 1165G (Gly389) unterdrickt die agonistenbedingte Stimulation der
Adenylylcyclase. Diese ist um das zwel- bis dreifach vermindert (Mason et al. 1999,
Xie et al. 2001, Small et al. 2003, Liggett et al. 2006). Demnach bestande ein
hoherer Bedarf des Noradrenalins um die weniger aktiven Gly389-enthaltenen -
Adrenorezeptoren zu aktivieren. Dies ware eine Erklarung fir den in unserer Studie
signifikant auffalligen erhéhten Verbrauch. Dieser Effekt konnte bereits 2007 von
Leineweber et al. bezuglich des Adrenalins nachgewiesen werden. Sie schrieben
dem 1165C (Arg389) einen geringeren Adrenalinbedarf der Patienten nach einem
arteriovendsen Bypass zu (Leineweber et al. 2007). Molenaar konnte allerdings 2002
keine Abhangigkeiten zwischen dem Noradrenalineffekt auf die Myokardzelle und
den 145A>G (Serd49Gly) und 1165G>C (Arg389Gly) B1-
Adrenorezeptorpolymorphismen in vitro feststellen. Diese werden mdglicherweise
erst markant, wenn pathologische Veranderungen am Herzen vorhanden sind
(Molenaar et al. 2002). Wird Noradrenalin direkt auf intraoperativ entnommenes
Myokard gegeben, so schreiben Sandilands et al. dem 1165CC (Arg389Arg) eine
starkere Antwort als dem 1165GG (Gly389Gly) zu (Sandilands et al. 2003). Die
Tabelle 4.1 stellt den Einfluss des 1165G>C  (Arg389Gly) pi-
Adrenorezeptorpolymorphismus auf den Bi-Adrenorezeptor dar, so ist auch der
Effekt auf die Rezeptordichte dargestellt. Rathz et al. beschrieben eine verminderte
Herunterregulation der Gly389Gly-enthaltenen Rezeptoren (Rathz et al. 2003).
Dieser Einfluss konnte in unserer Studie nicht nachgewiesen werden, da
Untersuchungen und Messungen des Rezeptorbesatzes auf den Myokardzellen nicht

durchgefuihrt wurden.
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Diese Effekte liel3en sich auch auf den gesamten Catecholaminbedarf Ubertragen, da

das Noradrenalin

als

bevorzugtes Catecholamin

Gesamtcatecholamine ausmachte.

einen Hauptanteil der

Rezeptorakiivit Herunterregulation des B1-AR-Polymorphismus
Rezeptors

1 1 145AA (Ser49Ser)

1 1" 145AG (Ser49Gly)
v 1M1 145GG (Gly49Gly)
M1 1 1165CC (Arg389Arg)
" 1 1165CG (Arg389Gly)
1 ! 1165GG (Gly389Gly)

Tabelle 4.1 Auswirkungen des 145A>G (Ser49Gly) und des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus auf die
Aktivitat und Regulation des Bi-adrenergen Rezeptors

Der 472G>A (Vall58Met) COMT-Polymorphismus wirkt sich auf die Aktivitat des
Enzyms aus. Liegt das 472AA (Metl58Met) vor, so wird dem Enzym eine drei- bis
vierfach niedrigere Aktivitdt zu geschrieben (Weinshilboum und Raymond 1977,
Scanlon et al. 1979, Lotta et al. 1995, Lachman et al.1996, Hagen et al. 2007). Der
Noradrenalinabbau uber die 472GG (Vall58Vval) COMT ist demnach deutlich
schneller, so dass in diesem Zusammenhang ein héherer Noradrenalinverbrauch des
Enzyms und somit ein héherer Bedarf des Patienten bestehen musste. Dies liel3 sich
in unserer Studie nachvollziehen. Patienten mit dem 472GG (Vall58Val) benétigten
signifikant mehr Noradrenalin postoperativ als die Patienten mit der langsam
metabolisierenden 472A/X (Met158/X) (siehe Abbildung 3.19). Dieser Effekt liel3 sich
ebenso im praoperativen Noradrenalinplasmaspiegel erkennen. Die Patienten mit
dem 472GG (Vall58Vval) wiesen einen signifikant héheren Plasmaspiegel des
Noradrenalin auf als die 472A/X (Met158/X) tragenden Patienten (siehe Abbildung
3.21).

Es konnten neben dem Einfluss der beiden Bi-Adrenorezeptor-Polymorphismen und
des COMT-Polymorphismus auf den Noradrenalinverbrauch auch Effekte auf den
gesamten Aufenthaltszeitraum im Krankenhaus nachgewiesen werden. Vergleicht
man die Zeitrdume auf dieser Station zwischen den Polymorphismen, so liegen sie

jedoch alle in einer Bandbreite.
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Die Liegezeiten auf der ITS und der IC-Station waren unabhangig von den
Polymorphismen, da die Belegung der Station von den logistischen Gegebenheiten
bestimmt wurde. Demnach wurden die Patienten unserer Studie aufgrund extern
eingelieferter Notfalle schneller auf die IC-Station verlegt. Ebenso erfolgte die
Verlegung der Patienten von der IC-Station auf die Normalstation nicht allein aus
medizinischen Grinden. Organisatorische Einfliisse waren nicht auszuschliel3en.

Eine weitere Beeinflussung der 145A>G (Ser49Gly) und 1165G>C (Arg389Gly) B:-
Adrenorezeptorpolymorphismen bestand in der gesamten Aufenthaltsdauer im
Krankenhaus. Patienten mit dem 145G/X (Gly49/X) und dem 1165CC (Arg389ArgQ)

waren signifikant langer im Krankenhaus (siehe Abbildungen 3.4 und 3.6).

Die Operationsarten waren zwischen den Polymorphismen nahezu gleich verteilt,
aulRer der arteriocoronare Bypass (siehe Tabelle 3.4). Es zeigte sich beziglich der
Bypass-Operation eine signifikant unterschiedliche Verteilung zwischen den
Polymorphismen. Aus diesem Grund differenzierten wir die Patienten mit einem
arteriocoronaren Bypass von denen, die sich eine der anderen Operationen
(Aortenklappenersatz mit oder ohne Aorta ascendens Ersatz, Mitral-, Trikuspidal-
oder Pulmonalklappenersatz oder —rekonstruktion) unterzogen. Die signifikanten
Effekte der drei Polymorphismen auf den Noradrenalinverbrauch waren in den
beiden Gruppen nachweisbar (siehe Abbildungen 3.29, 3.30 und 3.31). Demzufolge
beeinflusste die Art der Operation nicht unsere Ergebnisse.

52,6% der Patienten erhielten praopertiv eine B-Blockerdauermedikation. Wichtige
Effekte der B-Blockade sind unter anderem die Reduktion der Herzfrequenz, die
Verlangerung der diastolischen Fullphase, die Abnahme des Kkardialen
Sauerstoffverbrauchs und die Hochregulation der kardialen B-Adrenorezeptoren
(L6pez-Sendodn et al. 2004). Wir schlossen eine Beeinflussung dieser Therapie auf
die Polymorphismuseffekte aus, indem wir die Patienten mit einer -
Blockerdauertherapie von den Patienten ohne diese Medikation unterschieden. Die
Abhangigkeit des Noradrenalinverbrauchs von den drei Polymorphismen war in
beiden Gruppen signifikant. Die praoperative (3-Blockerdauermedikation beeinflusste
somit nicht unsere Statistik (siehe Abbildungen 3.32, 3.33 und 3.34).

Es existieren bereits einige Studien, die sich mit dem Einfluss der B1-Adrenorezeptor-
polymorphismen auf dem Adrenalin- und Noradrenalinverbrauch beschéftigten. Es
konnte kein Einfluss des 1165G>C (Arg389Gly) Polymorphismus auf die Effekte des
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Adrenalin und Noradrenalin junger gesunder Erwachsener festgestellt werden
(Buscher et al. 2001, Xie et al. 2001, Snapir et al. 2003). Ebenso konnten Molenaar
et al., wie oben beschrieben, keinen 145A>G (Ser49Gly) und 1165G>C (Arg389Gly)
Polymorphismuseinfluss auf den Noradrenalineffekt feststellen (Molenaar et al.
2002). Aus diesem Grund bertcksichtigen wir in unserer Studie nicht nur die Bi-
Adrenorezeptor-Polymorphismen, sondern auch den COMT-Polymorphismus. Der
mit dem COMT-Polymorphismus verbundene unterschiedliche Noradrenalinabbau
kénnte die Effekte der beiden Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen aufdecken.

Die drei Polymorphismen waren in dem Studienklientel als genetisch unabhéangig
voneinander zu betrachten. Mittels Fisher’s exact test konnten keine Assoziationen
zwischen den Allelen der 145A>G (Ser49Gly) und 1165G>C (Arg389Gly) P1-
Adrenorezeptorpolymorphismen (p = 0,478) festgestellt werden. Ebenso verhielt es
sich mit den Allelen der 1165G>C (Arg389Gly) und 472G>A (Vall58Met)
Polymorphismen (p = 0,695) und den Allelen der 145A>G (Ser49Gly) und 472G>A
(Val158Met) Polymorphismen (p = 0,587).

Den beiden Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen wird ein Kopplungsungleichgewicht
zugeschrieben, so dass zum Beispiel Trager des Gly49 haufiger mit dem Arg389Arg
als mit dem Gly389Gly assoziiert sind. Die Gly49Gly389 Kombination ist sehr selten
vertreten (Johnson et al. 2003, Magnusson et al. 2005). Als vollstandig unabh&ngig
kénnen die beiden Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen allerdings nicht betrachtet
werden, weil ihnen unter anderem nach Sandilands et al. ein funktioneller
Zusammenhang zugeschrieben wird (Sandilands et al. 2004). Aus diesem Grund ist
es sinnvoll nicht die SNPs in Studien zu bertcksichtigen, sondern die Haplotypen
(Brodde et al. 2006).

Es konnten signifikante Abhé&ngigkeiten zwischen den einzelnen Polymorphismen
und dem gesamten Krankenhausaufenthalt, dem Noradrenalinverbrauch, dem
Gesamtcatecholaminverbrauch und dem préaoperativen Noradrenalinplasmaspiegel
unter Betrachtung der Mittelwerte festgestellt werden. Diese vermeintlichen
Assoziationen liel3en sich jedoch unter Beriicksichtigung der SNP-Kombinationen bei
tiefer Analyse nicht wiederfinden. Die Abbildungen 3.37, 3.38, 3.40 und 3.41 bilden
die entsprechenden Variablen nach SNP-Kombinationen aufgelistet ab. Beziglich
des Noradrenalinverbrauchs stellte sich ein nahezu einheitliches Verteilungmuster

entsprechend der SNP-Kombinationen dar. Allerdings gab es zwei ,Ausreil3er” mit
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der Genotypenkombination 145G/X1165G/X472GG (Gly49/XGly389/XVall58Val).
Sie disponierte einen erhdhten Noradrenalinverbrauch. Die anderen Patienten mit
der gleichen Kombination wiel3en einen Bedarf von 0 ml auf (Vergleich Abbildung
3.38).

Demzufolge lag keine SNP-Kombination in dem Studienkollektiv vor, welche mit
einem deutlich erhéhten oder verminderten Bedarf gehauft einher ging. Die zuvor
festgestellten signifikanten Zusammenhéange von p < 0,001 (Vergleich Tabellen 3.8
und 3.9) blieben somit nicht bestehen.

Der gleiche Sachverhalt traf auch fir die anderen vermeintlichen Signifikanzen zu.
Der Gesamtcatecholaminverbrauch bezogen auf die SNP-Kombinationen wurde
ebenso durch zwei ,AusreiRer* mit der Kombination 145G/X1165G/X472GG
(Gly49/XGly389/XVall58Val) beeinflusst. Andere Patienten mit der gleichen
Kombination benétigten keine medikamentdse Kreislaufunterstiitzung. Insgesamt war
ein nahezu einheitliches Verteilungsmuster nachweisbar (Vergleich Abbildung 3.40).
Der vermeintlich erhdhte Gesamtcatecholaminbedarf wurde durch wenige Ausreil3er
in der Polymorphismuseinzelanalyse bestimmt (Vergleich Tabelle 3.10 und 3.11).
Unter Berticksichtigung der SNP-Kombinationen war Keine vorhanden, die mit einem
deutlich erhéhten oder verminderten Bedarf einher ging.

Die Aufenthaltsdauer im Herzzentrum Leipzig war nahezu einheitlich zwei bis drei
Wochen. Die festgestellten signifikanten Zusammenhénge zwischen den 145A>G
(Ser49Gly) und 1165G>C (Arg389Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismen und dem
Krankenhausaufenthalt (siehe Tabellen 3.6 und 3.7) wurden unter Betrachtung der
SNP-Kombinationen aufgehoben. Funf Patienten mit den Kombinationen
145G/X1165CC472GG (Gly49/XArg389ArgValls8Val), 145AA1165CC472GA

(Ser49SerArg389ArgVall58Met), 145AA1165G/X472GA
(Ser49SerGly389/XVall58Met), 145AA1165CC472AA
(Ser49SerArg389ArgMet158Met) und 145G/X1165CC472AA

(Gly49/XArg389ArgMet158Met) waren mehr als 40 Tage im Herzzentrum Leipzig.
Zum einen unterschieden sich die genannten finf Patienten in ihren SNP-
Kombinationen, zum anderen waren Patienten mit den gleichen Kombinationen in
der Studie, die jedoch kurzer, unter 20 Tage, im Krankenhaus verweilten (siehe
Abbildung 3.37).

Die Betrachtung der SNP-Kombinationen loste ebenso den signifikanten Einfluss des
472G>A  (Vall58Met) COMT  Polymorphismus auf den praoperativen
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Noradrenalinplasmaspiegel auf (Vergleich Abbildung 3.21). Die Verteilung der
Noradrenalinkonzentration im Blutplasma war unter Berucksichtigung der SNP-
Kombinationen nahezu einheitlich (siehe Abbildung 3.41). Es lag eine exorbitant
erhohte  Konzentration bei der SNP-Kombination  145AA1165CC472AA
(Ser49SerArg389ArgMet158Met) vor. Dieser hohe Wert war durch eine
Noradrenalinapplikation nach Narkoseinleitung durch den Andasthesisten sehr

wahrscheinlich.

Die begrenzte Patientenanzahl kénnte als Limitation herangezogen werden.

Jedoch waren bei den 116 Patienten keine groRen Unterschiede unter
Berucksichtigung der SNP-Kombinationen erkennbar, so dass bei einer
Patientenanzahl von 1000 wahrscheinlich ebenso keine groRen Unterschiede zu
erwarten waren.

Wurden die Effekte der Polymorphismen getrennt voneinander untersucht, so wurde
der Eindruck einer signifikanten Beeinflussung suggeriert. Bezog man die SNP-
Kombinationen jedoch in die Analyse hinein, so hoben sich die Einflisse auf die
Liegezeiten, dem Noradrenalinverbrauch und dem Gesamtcatecholaminverbrauch
auf.

Das ist ein haufiges Problem zahlreicher Studien, die die beiden -
Adrenorezeptorpolymorphismen einzeln untersuchten (Borjesson et al. 2000,
Podlowski et al. 2000, Bengtsson et al. 2001, Humma et al. 2001, Levin et al. 2002,
Liu et al. 2003, Sandilands et al. 2003, La Rosée et al. 2004, Terra et al. 2005,
Leineweber et al. 2007), allerdings die SNP-Kombinationen nicht in ihre Auswertung
einbezogen.

Wie bereits Brodde et al. und Hoehe et al. bemerkten, ist vor allem die Analyse der
Polymorphismuseffekte entsprechend der Haplotypen (eine Kombination von Allelen
auf einem Chromosom oder einem Teil eines Chromosoms (International HapMap
Consortium 2003)) sinnvoll und nicht alleine nach den SNPs (Hoehe et al. 2002,
Brodde et al. 2006). Eine Haplotypenanalyse wurde nicht im Rahmen dieser Studie
durchgefihrt, da bereits die Betrachtung der SNP-Kombinationen eine Auflésung der
Effekte aufzeigte.

Ein genetisches Risiko wird unter Berlcksichtigung der SNP-Kombinationen und
wahrscheinlich auch der Haplotypen besser identifizierbar sein und es werden

Fehlinterpretationen in Datensatze vermieden.
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Die Herzmuskelzellen sind mit zwei 3-Rezeptorsubtypen ausgestattet, wobei der (1-
adernerge Rezeptor mit 80% deutlich dominiert (La Rosée et al. 2004). Das
Verhaltnis der beiden Subtypen liegt in den Vorhdfen bei 70:30 und in den Ventrikeln
bei 80:20 (Brodde und Michel 1999).

Es wurden zwei funktionsrelevante Polymorphismen in dem Bi-adrenergen Rezeptor
nachgewiesen. Die erste Mutation ist an der 49. Position der Aminoséauresequenz
lokalisiert. Die Aminosaure Serin wird durch eine Punktmutation in der DNA
ausgetauscht durch Glycin (Magbool et al. 1999). Der 145A>G (Ser49Gly) Bi-
Adrenorezeptorpolymorphismus befindet sich am extrazellularen aminoterminalen
Abschnitt des Proteins. Er ist wichtig fur die Lokalisation und das Falten des
Rezeptors in der Zellmembran (Moore et al. 1999, Dixon et al. 1987a). Die 389.
Aminosaure des Rezeptors ist das Arginin. Es wird ebenfalls durch eine

Punktmutation in der DNA ausgetauscht durch das Glycin. Diese Region ist im
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proximalen Abschnitt des Carboxyterminus situiert. Sie ist fur die Kopplung des G-
Proteins von Bedeutung (Magbool et al. 1999, Moore et al. 1999, Tesson et al. 1999,
Johnson et al. 2003, Small et al. 2003). Das Glycin bewirkt eine Unterbrechung der
a-Helixstruktur, was folglich zu einer Unterdrickung der agonistenbedingten
Stimulation des Adenylylcyclase fuhrt (Small et al. 2003).

Der 145A>G (Ser49Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus spielt eine wichtige Rolle
in der Regulation des Rezeptorbesatzes auf der Herzmuskelzelle und beeinflusst die
Aktivitat der Adenylylcyclase. Liegt die Glycin-Variante vor, so ist eine deutlich
starkere Herunterregulation der Bi-Adrenorezeptoren nachweislich. Auf3erdem ist
eine hohere Aktivitdt der Adenylylcyclase unter Agonistenstimulation auffallig (Levin
et al. 2002).

Das Glycin an der 389. Position verursacht eine Entkopplung des G-Proteins. Das
fuhrt zu einer verminderten cAMP-Bildung der Adenylylcyclase (Xie et al. 2001, Small
et al. 2003). Das hat eine Verminderung der Chronotropie und Inotropie zur Folge
(Bengtsson et al. 2001, Humma et al. 2001, La Rosee et al. 2004, Bruck et al. 2005).
Die genannten Einflisse der beiden Polymorphismen werden unter
Noradrenalinstimulation auffallig. Das Hormon ist ein wichtiger Transmitter des Bi-
Adrenorezeptors und wird hauptsachlich Uber die Catechol-O-Methyltransferase
abgebaut. Aus diesem Grund ist verstandlich, dass verschiedene Enzymaktivitaten
die Wirkung des Noradrenalins beeinflussen kénnen. Die 158. Aminosaure ist
entweder Valin oder Methionin. Liegt das Valin in homozygoter Form vor, so ist eine
hohe Aktivitdt des Enzyms messbar. Das homozygote Methionin geht mit einem drei-
bis vierfach niedrigeren Substratumsatz einher (Lotta et al. 1995, Lachman et al.
1996).

Um die Auswirkungen der Polymorphismen sicher nachweisen zu kbnnen wurde ein
spezielles Patientenklientel ausgewahlt. Alle Probanden waren fortgeschritten
herzkrank, weshalb sie operiert werden mussten. 82,8% der Patienten wiesen zudem
eine Herzinsuffizienz auf. Aufgrund des umfassenden operativen Eingriffes, der
darauffolgenden intensiven Uberwachungssituation und den vielen Comorbiditaten
standen die Patienten unter einem sehr starken Stress. Diese Bedingungen sollten
es ermoglichen verschiedene Polymorphismuseinflisse auf den postoperativen

Verlauf nachweisen zu konnnen. Insbesondere der Catecholaminverbrauch, die
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Liegezeiten auf den Uberwachungsstationen und der Aufenthalt im Krankenhaus

waren wichtige Einflussparameter.

An der Studie nahmen 116 Patienten teil. Sie wurden entweder aufgrund schwerer
Herzklappenvitien oder wegen einer fortgeschrittenen koronaren Herzkrankheit
operiert. Die durchschnittlich 63-jahrigen Patienten litten an verschiedenen
Comorbiditaten, zum Beispiel an einem Diabetes mellitus (25%), einer Hypertonie
(69,8%), einer absolute Arrhythmie (22,4%), einer Kardiomyopathie (7,8%) und einer

Niereninsuffizienz (10,3%).

Praoperativ wurden die Blutproben entnommen. Dies erfolgte entweder in 20-
minttiger Ruhelage des Probanden oder unmittelbar vor der Operation in Narkose.
Unter diesen Bedingungen konnten sowohl &auf3ere als auch innere Stressoren
ausgeschaltet werden. Aus dem gewonnenen Blut wurde zum einen die DNA isoliert
und zum anderen die Catecholaminplasmakonzentration mittels HPLC bestimmt. Die
Bestimmung der Polymorphismen gelang Uber die Schmelzkurvenanalyse mittels
FRET.

Es wurde anschlielend der genaue postoperative Verlauf aufgezeichnet und
ausgewertet. Nach der Operation wurden die Patienten entweder in den
Aufwachraum oder auf die Intensivstation verlegt. Blieben die Patienten weiterhin
Uberwachungspflichtig, wurden sie auf der Intermediate Care Station verlegt. Waren
sie ausreichend stabil, gelangten sie auf die Normalstation. Wahrend der intensiven
medizinischen Versorgungsphase wurden oftmals kreislauf- und herzstabilisierende
Catecholamine verabreicht, insbesondere Noradrenalin.

Die genannten Parameter wurden auf Einflisse der 145A>G (Ser49Gly), 1165G>C
(Arg389Gly) Bi-Adrenorezeptor- und 472G>A (Vall58Met) COMT Polymorphismen

untersucht.

Die Verteilung des 145A>G (Ser49Gly) pi-Adrenorezeptorpolymorphismus im
Patientenkollektiv war wie folgt, 84,5% der Probanden waren homozygot fur das
145AA (Ser49Ser) und 15,5% heterozygot. Es waren keine homozygoten 145GG
(Gly49Gly) Trager nachweisbar. Das Arg389-Allel lag mit 52,6% am haufigsten in der
homozygoten 1165CC Form vor. Heterozygot waren 37,9% und lediglich 9,5% waren

homozygot fir das 1165GG. Beide Pi-Adrenorezeptorpolymorphismen unterlagen
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dem Hardy Weinberg Equilibrium. Die Verteilung des COMT-Polymorphismus war
ausgeglichen. 31,9% waren homozygote 472GG (Vall58Val) Trager und wiel3en
somit die hochaktive Enzyform auf. 36,2% waren heterozygot und 31,9% homozygot
fur Methionin (472AA). Es zeigte sich aul3erdem eine Abweichung des
Verteilungsmusters des Studienkollektivs von der Allgemeinbevélkerung nach Hardy
Weinberg (p = 0,003).

Es konnten Zusammenhange der drei Polymorphismen mit dem
Noradrenalinverbrauch und dem Gesamtcatecholaminverbrauch festgestellt werden.
Patienten mit dem 1165G/X (Gly389/X) bendtigten mehr Noradrenalin
beziehungsweise Gesamtcatecholamine zur Kreislaufstabilisierung als die Trager
des 1165CC (Arg389Arg) (p = 0,001 beziehungsweise p = 0,011). Ebenso bestand
ein geringerer Bedarf bei den 145AA (Ser49Ser) Tragern als bei den Patienten mit
dem 145G/X (Gly49/X) (p = 0,001 und p = 0,03). Die methioninenthaltene COMT ist
die langsam metabolisierende Enzymform. Demzufolge wurde diesen Probanden
weniger unter anderem Noradrenalin verabreicht als den schnellen Metabolisierern (p
< 0,001).

Die Liegezeiten auf der Intermediate Care Station und der Intensivstation wurden
nicht von den Polymorphismen beeinflusst. Wahrscheinlich waren die Schwere und
der Verlauf der Operation, der Operateur und die logistischen Bedingungen
vordergrindig.

Der gesamte Krankenhausaufenthalt war moglicherweise von dem 1165G>C
(Arg389Gly) Bi-Adrenorezeptorpolymorphismus abhéangig. Patienten mit dem
1165CC (Arg389Arg) lagen langer im Herzzentrum als die 1165G/X (Gly389Gly)
Trager (p = 0,01). Ebenso war signifikant nachweisbar, dass das 145G/X (Gly49/X)
mit einem langeren Aufenthalt verbunden war als das 145AA (Ser49Ser) (p = 0,01).
Die verschiedenen COMT-Aktivitaten hatten keine Einflisse.

Die praoperative Adrenalinplasmakonzentration unterlag keiner
Polymorphismusbeeinflussung. Der praoperative Noradrenalinplasmaspiegel schien
von dem COMT-Polymorphismus beeinflusst zu werden. Patienten mit dem 472A/X
(Met158/X) hatten eine signifikant niedriger Noradrenalinkonzentration im Plasma als
die Trager des 472GG (Vall58Vval) (p = 0,002).
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Ein weiterer Teil der Analyse bestand darin, die genannten Einflussvariablen mit den
SNP-Kombinationen zu vergleichen. Hierbei stellte sich heraus, dass sich unter
Betrachtung der Kombinationen die zuvor berechneten Signifikanzen verloren. Es
zeigte sich ein nahezu einheitliches Verteilungsmuster des Noradrenalinverbrauchs,
des Gesamtcatecholaminverbrauchs, des Krankenhausaufenthalts und des
praoperativen Noradrenalinplasmaspiegels. Vereinzelte exorbitant erhthte Werte
fuhrten zunéchst in den Analysen zu der Annahme einer signifikanten
Polymorphismusbeeinflussung. Demzufolge hatten die Polymorphismen, anders als
es der erste Eindruck vermittelte, keinen Einfluss auf die Liegezeiten, den
Noradrenalinverbrauch, den Gesamtcatecholaminverbrauch und den
Noradrenalinplasmaspiegel.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Betrachtung der SNP-Kombinationen oder
der Haplotypen (eine bestimmte Kombination von Allelen auf einem Chromosom
oder einem Teil eines Chromosoms (International HapMap Consortium 2003)), wie
es Brodde et al und Hoehe et al. beschrieben, ein wichtiger Bestandteil von
Polymorphismusanalysen sein sollte (wie es bereits Hoehe et al. 2002 und Brodde et
al. 2006 beschrieben), um genetische Risiken korrekt zu interpretieren und keine

Risiken in Datensétze hineinzuinterpretieren.
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