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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Extrakorporale Zirkulation und Nierenversagen

Herzchirurgische Eingriffe unter Verwendung der extrakorporalen Zrkulation (EKZ)
weisen als haufige Komplikation ein akutes Nierenversagen auf. Dieses geht mit
einer erhohten Mortalitdt einher [78, 90, 125, 129]. Im Hinblick auf ein stets &lter
werdendes Patientenkollektiv wurden bislang viele Anstrengungen unternommen,
das perioperative Risiko elektiver herzchirurgischer Patienten zu ermitteln und
gleichzeitig durch individuelle Therapieplanung zu minimieren. Hierzu werden
verschiedene Scoring-Systeme wie der EuroSCORE (European system for cardiac
operative risk evaluation), der seit dem Oktober 2011 in einer zweiten modifizierten
Fassung vorliegt, oder der STS-Score (Society of thoracic surgeons-Score)
eingesetzt.

Herzchirurgische Patienten werden in der Regel einer sehr ausfuhrlichen
praoperativen Diagnostik zugefuihrt. Dennoch gibt es nach wie vor grol3e
interindividuelle Unterschiede im perioperativen Verlauf, deren Ursache unklar bleibt.
Klinische und biochemische Faktoren, die bislang fir die Entwicklung des akuten
Nierenversagens identifiziert worden sind, erklaren das individuelle Risiko nur
teilweise. Ein Ansatz zur Pradiktion und préoperativen Risikostratifizierung stellt die
Identifikation moglicher genetischer Risikofaktoren dar.

Eine diskutierte Ursache fir das postoperative Nierenversagen nach EKZ stellt eine
vasomotorische Dysregulation dar. Das Enzym, welches mal3geblich am
Katecholaminmetabolismus beteiligt ist und infolgedessen auch einen konsekutiven
Einfluss auf den GefalRtonus ausubt, ist die Catechol-O-Methyltransferase [4]. Dieses

Enzym weist einen Einzelnukleotid-Polymorphismus auf. Durch einen Austausch der
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Aminosaure Valin durch Methionin im Codon 158 des COMT-Gens entstehen je nach
Allelverteilung drei verschiedene Gruppen mit unterschiedlicher Enzymaktivitat. Der
sogenannte  COMT-Vall58Met-Polymorphismus  ist  bislang mit  mehreren
Krankheitsmerkmalen und Krankheitsassoziationen in Verbindung gebracht worden.
In dieser Arbeit wird der Einfluss dieses Einzelnukleotidpolymorphismus auf die
postoperative  Nierenfunktion bei 1741 Patienten nach Operationen mit

kardiopulmonalem Bypass untersucht.

Herzchirurgische Eingriffe mit EKZ zahlen mit weltweit pro Jahr mehr als einer Million
durchgefihrter Operationen zu den haufigsten chirurgischen Verfahren. Die
Anwendung der EKZ ist heute ein Standardverfahren, pro Jahr erfahrt sie allein in
Deutschland circa 80.000 Einsatze [18]. Eine bis heute bestehende Komplikation
stellt das Auftreten eines systemischen Entziindungssyndroms durch Anwendung der
EKZ dar [58]. Diese verlauft in unterschiedlichen Schweregraden. Bei nahezu einem
Viertel aller herzchirurgischen Patienten kommt es zum sogenannten ,Post-
Perfusions-Syndrom®, die klinische Auspragung ist jedoch gering und zeitlich limitiert.
Allerdings entwickeln 2-10 % dieser Patienten das Vollbild des sogenannten
systemic-inflammatory-response-syndrom (SIRS). Dieses kann in verschiedenen

Schweregraden auftreten, im Extremfall fuhrt es zum Multiorganversagen.

Die Pathophysiologie des SIRS ist nach wie vor nicht vollstandig verstanden, viele
Faktoren wahrend der EKZ werden in Zusammenhang mit diesem Syndrom
gebracht. Zum einen materialabhangige Faktoren wie der Kontakt des
Patientenblutes mit nicht physiologischen Oberflachen, die Kardioplegie,

Hamodilution, der intrapulmonale Rechts-Links-Shunt und die Hypothermie durch die
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Anwendung der EKZ, zum anderen materialunabhéngige Faktoren wie das operative
Trauma mit Ischamie-Reperfusionsschaden und die Freisetzung von Endotoxinen

[55, 71].

1.2 Pathophysiologiedes SIRS und des Nierenversagens nach EKZ

Bekannt ist seit langerem, dass inflammatorische Prozesse im Korper nicht nur durch
Infektionen, sondern auch traumatisch, toxisch, immunologisch und ischamisch
ausgelost werden koénnen. Das Ziel ist hierbei eigentlich die Einleitung reparativer
Prozesse. Durch Aktivierung zellularer und humoraler Mediatorsysteme kann es
allerdings auch zu Uberschiel3enden Reaktionen mit Schadigung korpereigener

Strukturen bis hin zur manifesten Organschadigung kommen.

Bei allen herzchirurgischen Eingriffen mit EKZ kommt es zu einer individuellen
Immunantwort mit Komplementaktivierung, Freisetzung von Zytokinen, Aktivierung
von Leukozyten mit konsekutiver Expression von Adhasionsmolekiillen sowie der
Freisetzung von Sauerstoffradikalen, Arachidonsauremetaboliten,
plattchenaktivierendem Faktor, Endothelin und Stickstoffoxid (NO) [15, 41, 134]. Das
Komplementsystem wird durch den Fremdoberflachenkontakt des Blutes Uber den
alternativen Weg mit Bildung von C3a und Cb5a aktiviert, die Protamingabe zur
Heparinantagonisierung  aktiviert den klassischen Weg und erhoéht die

GefalR3permeabilitat.

Die Induktion spezifischer Adhasionsmolekille (Selektine, Integrine und
Immunglobuline) zusammen mit der Aufregulation leukozytarer Adhasionsrezeptoren
fuhrt zur Infiltration verschiedener Gewebe durch zirkulierende Leukozyten. Diese

sogenannte Diapedese stellt einen der grundlegenden Pathomechanismen des SIRS
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dar [15, 123]. Die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten fihrt zur Freisetzung
von Sauerstoffradikalen. Diese erhdhen durch Reaktion mit Lipiden die
Membranpermeabilitdt. Beteiligt sind zusatzlich Endotoxine, durch Endothelischamie
nach Vasokonstriktion mesenterialer Gefal3e werden diese freigesetzt und flhren
Uber den alternativen Weg zur Aktivierung des Komplementsystems und zur weiteren
Freisetzung von Zytokinen und TNA-alpha sowie zur gesteigerten Bildung von NO

durch Endothelzellen mit nachfolgender Vasodilatation.

In der Frihphase nach EKZ tberwiegen pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6,
IL-8 und TNA-alpha, anschlieRend anti-inflammatorische Faktoren wie IL-4, I1L-10 und
IL-13 [70, 72, 73, 86, 122, 126, 136]. Das Verhdltnis von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen sowie zwischen vasodilatativen und
vasokonstriktorischen Faktoren nach und wahrend der EKZ ist somit verantwortlich

fur die komplexe Dynamik und die klinische Auspragung der Immunantwort.

Die aufgefuhrten inflammatorischen Reaktionen fuhren allesamt zu Veranderungen
des Vasotonus und der mikrovaskuldren Permeabilitat. Hierbei kommt es zu
Beeintrachtigungen der Mikrozirkulation bis hin zum Vollbild des Capillary -Leakage-
Syndroms und des Multiorganversagens. Nahezu alle Patienten weisen nach EKZ
eine tempordre Vasodilatation mit vermindertem peripherem GefalRwiderstand auf.
Zur Aufrechterhaltung eines suffizienten Blutdruckes nach der Entwdhnung von der
Herz-Lungen-Maschine ist daher perioperativ trotz ausreichender Volumengabe und
suffizientem Herzzeitvolumen regelmaRig die Gabe von Vasopressoren notwendig

[10, 90].
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Eine Hauptkomplikation des SIRS ist in der klinischen Praxis die Nierenschadigung.
Bis zu 50 % der Patienten nach kardiopulmonalem Bypass erleiden ein akutes
Nierenversagen, welches mit deutlich erhdhter Mortalitat einhergeht [1, 22, 24, 82,
116, 124]. Hierbei muss unterschieden werden zwischen einer subklinischen renalen
Schadigung, welche mitunter laborchemisch gar nicht nachweisbar ist, bis hin zur
permanenten postoperativen Dialysepflichtigkeit. Durchgesetzt fur die Einteilung der
Nierenschadigung haben sich die 2004 festgelegten RIFLE-Kriterien [6, 9, 36] (siehe

Tabelle 1).
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Tabelle 1:In folgender Tabelle ist die Klassifikation des akuten Nierenversagens nach RIFLE-
Kriterien (Risk — Injury — Failure —Loss — ESRD (end stage renal disease))
aufgefuhrt. Der Grad der Organinsuffizienz wird anhand des Serumkreatinins und

der Urinausscheidung definiert.

RIFLE- Serumkreatinin Urin-Ausscheidung
Kriterium
Risk 1,5- bis 2-facher Kreatininanstieg <0,5 ml/kg/h fur 6 h
Injury 2- bis 3-facher Kreatininanstieg <0,5 ml/kg/h fur 12 h
Failure > 3-facher Kreatininanstieg oder <0,3 ml/kg/h fir 24 h oder
Serumkreatinin > 4 mg/dl mit fehlende Urinausscheidung
einem akuten Anstieg = 0,5 mg/dl (Anurie) fur 12 h
Loss Dauerhaftes Nierenversagen fir >
4 Wochen
ESRD Dauerhaftes Nierenversagen fir >
3 Monate

Als gesicherte praoperative Risikofaktoren fir das postoperative Nierenversagen
nach EKZ gelten Diabetes mellitus, eingeschrankte linksventrikulare Funktion, hohes
Lebensalter, Rauchen und insbesondere ein erhdhtes Serumkreatinin. Im
perioperativen Verlauf konnten weitere Risikofaktoren identifiziert werden, dazu
gehoren operationsabhéngige Parameter der EKZ wie die Bypass- und die
Aortenabklemmzeit, die Gabe von Diuretika und hypotensive Kreislaufphasen. Als
postoperative  Risikofaktoren  werden  angegeben:  Erythrozytentransfusion,
Vasokonstriktorengabe, Gabe von Inotropika, Diuretika und Antiarrhythmika [85,

103].
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Trotz dieser bekannten Pathomechanismen ist das Auftreten und die individuelle
Auspragung des Nierenversagens nach herzchirurgischen Eingriffen (cardiac surgery
associated acute kidney injury, CSA-AKI) nach wie vor kaum vorhersehbar. In
jungster Zeit wird daher auch der Einfluss genetischer Faktoren auf das

postoperative Nierenversagen nach EKZ diskutiert.

1.3 Genetische Variabilitat

Im Hinblick auf eine personalisierte Medizin gewinnt die Untersuchung der
genetischen Variabilitat von Patienten zusehends an Bedeutung. In genomweiten
Assoziationsstudien konnte gezeigt werden, dass fir verschiedene Einzelnukleotid-
Polymorphismen, sogenannte SNPs (single nucleotide polymorphisms), eine
Korrelation zu bestimmten Krankheitsmerkmalen besteht, sodass deren Analyse
aktuell sehr an Bedeutung gewinnt [130]. In Abbildung 1 ist ein SNP schematisch

dargestell.

Abbildung 1: Single Nucleotide Polymorphismus (mod.nach Hall 2007). Das obere DNA-
Molekll unterscheidet sich vom unteren DNA-Molekul lediglich in einem

Basenpaar. Das Basenpaar ist durch eine punktférmige Ellipse markiert.
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Das menschliche Genom enthélt circa 3 Miliarden Basenpaare. Als SNPs werden
Variationen einzelner Basenpaare der DNA bezeichnet, die mit einer Frequenz von
mehr als 1 % in einer Population vorkommen. Deren Anzahl wird auf circa 6 Millionen
geschatzt [130]. Sie sind mitverantwortlich fir die hohe Variabilitat des menschlichen
Genoms und damit auch des Phéanotyps. Circa 90 % aller genetischen Varianten des
menschlichen Genoms sind auf SNPs zurtickzufihren, dabei sind diese nicht
gleichverteilt, sondern treten in bestimmten Gen-Regionen mit unterschiedlicher
Haufigkeit auf. Bei zwei Dritteln aller SNPs wird Cytosin durch Thymin (sog.
Transition Pyrimidin- zu Pyrimidinbase) ausgetauscht. Hierbei kann es je nach
Basenaustausch zu einer Informationsveréanderung des Codons kommen. Bei einem
sogenannten synonymen SNP codiert das Triplett weiterhin fir dieselbe Aminosaure,
bei einem nicht-synonymen SNP erfolgt ein Aminosaurenaustausch. Liegt dieser in
einer codierenden Region, kann es durch eine veranderte Polypeptidsequenz zu

physiologischen Defekten kommen.
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1.4 Funktion der Catechol-O-Methyltransferase und Bedeutung des
COMT-Val158Met-Polymorphismus

Einer der bislang sehr gut untersuchten SNPs ist der COMT-Vall58Met-
Polymorphismus. Durch einen Austausch der Nukleinbasen Guanin zu Adenin im
Codon 158 des COMT-Gens entsteht ein Austausch von Valin durch Methionin.
Dieser Polymorphismus resultiert in drei verschiedenen Genotypen (Val/Val, Val/Met,
Met/Met) mit je nach Alleiverteilung unterschiedlicher Aktivitat der Catechol-O-
Methyltransferase (COMT), einem Enzym, welches eine wichtige Rolle bei der
Metabolisierung von Neurotransmittern und Katecholaminen spielt. Abbildung 2 zeigt

ein Bandermodell der humanen S-COMT (soluble-COMT).

3,5-Dinitrocatechol

S-Adenosylmethionin

Abbildung 2: Bandermodell von menschlicher S-COMT im Komplex mit 3,5-Dinitrocatechol
(blau) und S-Adenosylmethionin (gelb), modifiziert nach Rutherford K, 2008, J Mol
Biol

14
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In vorangegangenen Arbeiten konnten vor allem Krankheiten des psychiatrischen
und neurologischen Formenkreises mit diesem SNP in Zusammenhang gebracht
werden. Die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) ist bei der enzymatisch
katalysierten Methylierung von Katecholaminen beteiligt. Ende der 1950er-Jahre

wurde das Enzym von Axelrod und Kollegen erstmalig isoliert und charakterisiert.

Durch die COMT wird der Transfer einer Methylgruppe von S-Adenosyl-L-Methionin
(AdoMet) zu einer Hydroxylgruppe des Katecholsubstrates katalysiert und dieses
dadurch in eine inaktive Form Uberflihrt [49]. Abbildung 3 zeigt die Beteiligung der

COMT beim Abbau von Noradrenalin.

OH | OH
Ho NH,
HO
Noradrenalin Normetadrenalin
lMAO lMAO
OH COMT | OH
HomOH 0 OH
HO 7 HO ©
DIh\/dI’OXY- Vanillinmandelsaure
mandelsaure

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Noradrenalin-Metabolismus.
Die Abbildung zeigt schematisch die Aufgabe von COMT (Catechol-O-
Methyltransferase) und MAO (Monoaminooxidase) bei der Metabolisierung von
Noradrenalin.
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Durch den Austausch von Guanin gegen Adenin im Codon 108/158 wird die
Aminosaure Valin durch Methionin an Position 108 der S-COMT (soluble) bzw. 158
der MB-COMT (membran bound) substituiert. Hierdurch resultiert eine trimodale
Enzymverteilung, verursacht durch autosomal-codominante Allele, mit einer
COMT(LL)-Form (COMT(Low/Low), Met/Met-Genotyp); einer COMT(HH)-Form
(COMT(High/High), Val/Val-Genotyp) und einer heterozygoten COMT(HL)-Form
(COMT(High/Low), Val/Met-Genotyp). Dieser Polymorphismus fuihrt zu einer 3-4fach

reduzierten Enzymaktivitdt bei der COMT(LL)-Form [75].

Scanlon et al. konnten 1979 zeigen, dass dieser Unterschied durch eine
Thermolabilitat der LL-Form bedingt ist [111]. Die COMT(LL)-Form verursacht einen
erhohten Plasmakatecholaminspiegel durch veminderte Metabolisierung. Fir die
Noradrenalinmetabolisierung im  synaptischen Spalt ist die COMT wvon
untergeordneter Bedeutung, diese geschieht durch die Monoaminooxidase und ein

spezifisches Transportersystem [34].

1.5 COMT-Vall58Met-Polymorphismus-assoziierte Krankheitsbilder

Im Bereich psychiatrischer und neurologischer Krankheitsbilder konnten
Auswirkungen des verschiedenen COMT-Genotyps auf die Krankheitsauspragung
bzw. das Vorhandensein bestimmter Verhaltensmuster nachgewiesen werden.
Volavka et al. konnten 2004 zeigen, dass der LL-Genotyp bei psychiatrischen
Patienten in Zusammenhang mit gesteigertem aggressiven Verhalten steht [131].
Strous et al. konnten sowohl gesteigertes aggressives, als auch selbst- und
fremdgefahrdendes Verhalten bei Patienten mit Schizophrenie, die homozygote L-

Allel-Trager waren, nachweisen [118]. Diese Hinweise wurden von anderen

16



Einleitung

Arbeitsgruppen bestatigt [97, 119]. Weitere Studien zeigten einen Bezug des COMT-
Genotyps auf individuelle Personlichkeitsmerkmale wie Neugierverhalten (novelty
seeking), Problemvermeidung (harm avoidence), sowie Schmerzverarbeitung und
Anfalligkeit fir Gefiihle wie Angst und Niedergeschlagenheit [37, 93, 107, 108, 112,
128]. In  Verbindung mit  erhOhter  Koffeinzufuhr  sowie  erhdhtem
Serumhomocysteinspiegel ergab sich in Verbindung mit dem COMT-Vall58Met-

Polymorphismus eine vermehrter Rate an akuten Koronarereignissen [54, 133].

2009 wurde im Rahmen einer Pilotstudie publiziert, dass der COMT(LL)-Genotyp
einen Einfluss auf die Haufigkeit eines Nierenversagens nach Operationen mit
extrakorporaler Zirkulation habe [50]. Die Autoren vermuten, dass ein erhohter
Plasmakatecholaminspiegel zur vermehrten Vasodilatation durch Herabregulation
und Desensibilisierung der Alpha-Adrenorezeptoren fihrt. In einer Studie mit 260
Patienten zeigte sich ein COMT(LL)-Genotyp als unabhangiger Risikofaktor fur

Schock, Krankenhausverweildauer und akutes Nierenversagen.
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1.6 Fragestellungund Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss des COMT-Vall58Met-Polymorphismus
auf die postoperative Nierenfunktion bei herzchirurgischen Patienten nach
Operationen mit EKZ im Hinblick auf ein vermutetes erhdhtes Risiko des Met/Met-

Genotyps im Vergleich zum Wildtypgenotyp untersucht werden.

18
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Patientenkollektiv

Im Zeitraum zwischen Dezember 2006 und Juli 2009 wurden in der Klinik fur Herz-
und Gefaldchirurgie im Deutschen Herzzentrum Minchen, Klinik der Technischen
Universitat Munchen, 1741 Patienten vor elektiven kardiochirurgischen Eingriffen
unter Verwendung der extrakorporalen Zirkulation nach vorliegendem Ethikantrag
genotypisiert. Bei Patienten, die sich mehreren Operationen mit HLM unterzogen,
wird nur jeweils die Probe des ersten Eingriffes in die Datenbank mit eingeschlossen.
Exkludiert werden 23 Patienten mit Endokarditis, 3 Patienten nach
Nierentransplantation, 2 Patienten nach Nephrektomie, sowie 12 Patienten mit

praoperativer Dialysepflichtigkeit.

2.2 DNA-Extraktion

Im Rahmen der Aufnahmelaboruntersuchung wird nach erfolgter Aufklarung eine
zusatzliche  Gerinnungs-Monovette  (S-Monowvette  Gerinnung Citrat 5,0 ml)
abgenommen und aus dieser mittels des DNeasy-Blood-and-Tissue-Kits (Qiagen,
Hilden, Deutschland) genomische DNA extrahiert. Hierzu werden 20 pl Proteinase K
(40 mAU/mg Protein) in ein Eppendorfrohrchen pipettiert und 200 pl Vollblut
zugefihrt. Es werden 200 pl Pufferlosung AL zugefligt, die Probe wird ausgiebig
gevortext und 10 min bei 56° C inkubiert. Danach werden 200 pl Ethanol (96-100 %)
zugefigt und erneut fur 15 Sekunden gevortext. AnschlieRend wird der Probeninhalt
in das DNeasy-Mini-Spin-Column-Probengefal® dberfuhrt, bei 8000 Umdrehungen

pro Minute (6500 x g) zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Danach wird die
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Spin-Column jeweils mit einem neuen Probengefa? mit 500 pl AW 1-Pufferldsung bei
8000 rpm fur 1 Minute und mit 500 pl AW2-Pufferldsung 3 min bei 14.000 rpm
gewaschen, wobei der Durchfluss jeweils verworfen wird. Anschlieend wird die
Saule erneut fur 1 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt dient dazu, einen
Ubertrag von Ethanol zu verhindern, der nachfolgende PCR-Analysen inhibiert.

Danach wird die Saule auf ein frisches Eppendorfrohrchen gesetzt. Zur Elution der
DNA werden 200 ul AE Pufferldsung direkt auf die Membran der Saule pipettiert und
diese fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die aufgereinigte DNA wird durch
Zentrifugation fir 1 Minute bei 8000 rpm eluiert und die Konzentration photometrisch
bestimmt. Die aufgereinigte DNA kann direkt in nachfolgenden PCR-Reaktionen
eingesetzt werden. Das Prinzip der DNA-Extraktion ist in Abbildung 4 schematisch

dargestellit.

o Na— B < 't—_ﬁ
» Em § = 2= P
.‘l'-?’"v
Sample Lyse Bind Wash Elute Ready to use DNA

Abbildung 4: Dargestellt sind die Schritte der DNA-Aufreinigung der Blutprobe bei Verwendung
des Qiagen DNEasy Blood & Tissue Kits (mod. nach Qiagen, 2006).
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2.3 Real-Time-PCR und Schmelzkurvenanalyse

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode
zur spezifischen, exponentiellen Amplifikation eines definierten DNA-Abschnittes
(template). Dieser kann eine Lange von bis zu mehreren Tausend Basenpaare (base
pairs, bp) aufweisen. Die Spezifitdt wird durch zwei Primer gewahrleistet. PCR-
Primer sind circa 18 bis 25 bp lange kinstlich synthetisierte Oligonukleotide, die
komplementare Basensequenzen zu den Enden der Zielsequenz aufweisen. In drei
Reaktionsschritten geschieht mittels einer hitzestabilen Tag-Polymerase die

exponentielle Vervielfaltigung der DNA unter definierten Reaktionsbedingungen.

Im ersten Schritt erfolgt bei etwa 94 °C die Denaturierung der DNA zu
Einzelstrangen. Anschlie3end binden bei Temperaturen zwischen 55 und etwa 64 °C
die Primer an die entsprechende Zielsequenz (annealing). Unter Verwendung der im
Reaktionsansatz enthaltenen Desoxyribonukleosid-Triphosphate synthetisiert die
Tag-Polymerase neue, zum vorliegenden Einzelstrang komplementare DNA-Strange
(Extension) bei einer Temperatur von 72 °C. Durch mehrfache Wiederholung dieser
drei Reaktionsschritte (im Allgemeinen 40 Zyklen) wird der zwischen den Primern
liegende DNA-Abschnitt exponentiell amplifiziert.

Die LightCycler-Technologie basiert auf dem Prinzip der konventionellen PCR und
bietet zusatzlich den Vorteil, dass die Dauer der Temperaturprogramme deutlich
verkirzt und der Verlauf der PCR anhand von Fluoreszenzsignalen direkt verfolgt
werden kann. Durch Hybridisierungssonden ist auf3erdem die sofortige Detektion von
Mutationen der untersuchten DNA nach dem FRET-Prinzip (Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer) moglich. Diese Hybridisierungssonden sind zwei

sequenzspezifische Oligonukleotide, welche dem Standard-PCR-Ansatz zugeflgt
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werden. Sie binden in raumlicher Nahe zwischen den beiden Primern an die Zel-
DNA. Die Sonden (Sensor, Anker, s. Abb. 5) sind mit zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert (Fluorescein und LC-Red 640), das Fluorescein wird
mit einer 470-nm-Leuchtdiode des LightCyclers™ angeregt und ubertragt bei
Bindung beider Hybridisierungssonden an die DNA Energie auf das benachbarte rote
Fluorophor, welches daraufhin eine rote Fluoreszenz bei 640 nm emittiert. Diese rote
Fluoreszenz wird wahrend der Amplifikation als Signal detektiert.

Im Anschluss an die PCR erfolgt die Detektion der Mutationen in der sogenannten
Schmelzkurvenanalyse. Nach dem letzten Zyklus wird das Reaktionsgemisch auf 40
°C abgekihlt, sodass alle Komponenten an ihre komplementaren DNA-Sequenzen
binden. Dabei erfolgt eine schrittweise, langsame Erhdhung der Temperatur, wobei
das emittierte Fluoreszenzsignal kontinuierlich gemessen wird. Abhangig von der
Bindungsaffinitit und Sequenz der Sonden lésen diese sich nun bei einer
spezifischen Temperatur von der DNA ab und das FRET-Signal verschwindet. Bei
Ableitung des FRET-Wertes gegen die Temperatur erhalt man ein Maximum bei der
starksten Abnahme des FRET-Signals pro Temperaturdifferenz, dies ist der
Schmelzpunkt.

Beim Einsatz einer Wildtyp-Hybridisierungssonde im Bereich der gesuchten Mutation
(Basensequenz  komplementar zum  Wildtyp-Allel) l6st diese sich  beim
Vorhandensein einer Punktmutation bei niedrigerer Temperatur von der DNA ab als
beim Vorliegen einer Wildtyp-Sequenz. Dadurch ergeben sich in der
Schmelzkurvenanalyse je nach Genotyp der untersuchten Probe verschiedene
Schmelzpunkte, einer bei niedriger Temperatur fir die Mutation, einer bei héherer

Temperatur fur den Wildtyp. Die Detektion des COMT-Vall58Met-Polymorphismus
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erfolgt durch eine fluoreszenzbasierte Real-Time-PCR-Analyse mit anschlieRender

Schmelzkurvenanalyse mit einem LightCycler 1.5 (Roche, Mannheim, Deutschland).

Abbildung 5 zeigt das Prinzip der fluoreszenzbasierten Real-Time-PCR.

Sensor _,(Hj\::er

5 ‘
2 samatl LU LU LU LU DL UL UL

Erhitzen

o Sensor
60°C :'ﬂ N
Sensor Anker

X E Anker
g LCCCLCLEL LT LT LR LT LT LT DT LT 2 g LLLCCLLLLCLEL LT LTI LT LT LT LT LT :
mutation (Met) Wild-type (Val)
Weiter erhitzen
66°c Sensor <
E Anker

Mutation (Met) wild-type (Val)

Abbildung 5: Prinzip der fluoreszenzbasierten Real-Time-PCR, die erfolgreiche Amplifizierung
wird durch die gemessene Fluoreszenz detektiert.

Es wurden die folgenden Primer und Sensor-Proben benutzt (TIBMOLBIOL, Berlin,
Deutschland): Forward-Primer § GGG CCT ACT GTG GCT ACT CA 3’, Reverse-
Primer 5 GGC CCT TTT TCC AGG TCT G 3, Sensor-Probe 5 ATT TCG CTG GCA
TGA AGG ACA AG-Fluorescein (spezifisch fur das 158Met-Allel), Anchor-Probe 5
LC640-TGT GCA TGC CTG ACC CGT TGT CA 3.

Die genomische DNA (1 pl) wird in einem Gesamtvolumen von 10 pl mit 0,4 U
FastStart Taqg-Polymerase (ROCHE) unter Zugabe folgender Reagenzien

amplifiziert: 50 mM Tris/HCI, 10 mM KCI, 5 nM (NH,)SQO,, pH-Wert 8,3; 2,5 mM
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MgCl,, BSA (0,5 mg/ml), dNTPs (jeweils 0,2 mM), jeweils 650 nM fur Forward- und
Reverse-Primer und jeweils 188 nM Sensor- bzw. Anchor-Proben. Das
Reaktionsgemisch wird 10 min bei 95 °C erhitzt, um die Tag-Polymerase zu
aktivieren, gefolgt von 35 Zyklen bei 95 °C fur 0 Sekunden, 57 °C fur 10 Sekunden
und 72 °C fur 10 Sekunden. Die Detektion der erfolgreichen Amplifikation erfolgt in
jedem Zyklus durch die Messung der roten Fluoreszenz wahrend der
Annealingphase.

Nach der Amplifizierung wird das PCR-Fragment einer Schmelzkurvenanalyse
unterzogen. Es erfolgt ein erneutes Erhitzen auf 95 °C fur 0 Sekunden, danach wird
das Gemisch fur 2 Minuten auf 40 °C heruntergekihlit und danach langsam
(Aufwarmrate 0,1 °C/s) auf 80 °C erhitzt. Dabei wird kontinuierlich das
Fluoreszenzsignal aufgezeichnet. Nach Abschluss der Schmelzkurvenanalyse
werden mittels der LightCycler-Software die Schmelzpunkte (Tm) der beiden
Genotypen errechnet und graphisch gegentber der Fluoreszenz aufgetragen.
Hierbei zeigen sich die spezifischen Schmelzpunkte (Tm) beider Allele, Valin (ca.
60,5 °C) und Methionin (ca. 66,5 °C). Abbildung 6 zeigt die Schmelzkurven fur

Val/VVal, Val/Met und Met/Met.
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Abbildung 6: Die Abbildung zeigtdie verschiedenen Schmelzkurven der COMT-Isoformen,
diese kdnnen anhand unterschiedlicher Schmelzpunkte unterschieden werden.
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2.4 Statistische Analyse

Alle statistischen Tests wurden mit IBM SPSS Statistics (Version 20; IBM, Armonk,
NY) vorgenommen. Fur Kontinuierliche Variablen wurden Mittelwerte * eine
Standardabweichung angegeben, im Falle ordinal skalierter Variablen Anzahl und die
dazugehdrigen Prozentwerte. Fur Mittelwertvergleiche zwischen den Gruppen wurde
ein gepaarter T-Test nach Student bzw. eine unifaktorielle ANOVA herangezogen, fir
den Vergleich kategorialer Variablen ein X2-Test verwendet. Fiur die Evaluierung
bivariater Korrelationen wurde ein Korrelationskoeffizient nach Pearson errechnet.

Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde flr alle Ergebnisse als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Demographische Parameter

In die Studie wurden 1741 Patienten eingeschlossen. Die Allel-Verteilung der
Patienten zwischen homozygot und heterozygot entsprach annahernd dem Hardy -
Weinberg-Equilibrium: Gruppe | (Val/val) 417 Patienten (23,95 %), Gruppe Il
(Val/Met) 850 Patienten (48,82 %), Gruppe Il (Met/Met) 474 Patienten (27,26 %). Die
Geschlechterverteilung mannlich/weiblich gesamt entsprach 1214 (69,73 %) zu 527
(30,27 %). Die Verteilung mannlich/weiblich der einzelnen Gruppen war in Gruppe |
295 (70,75 %) zu 122 (29,25 %), in Gruppe Il 596 (70,12 %) zu 254 (29,88 %), in
Gruppe 11l 323 (68,14 %) zu 151 (31,86 %). Der Altersmittelwert betrug in Gruppe |
66,33 + 11,62 Jahre, in Gruppe Il 66,01 + 11,67 Jahre, in Gruppe 1l 66,08 + 12,28
Jahre. Das Gewicht in Gruppe | betrug 80,00 + 14,74 kg, in Gruppe 1l 80,16 + 14,21
kg, in Gruppe Il 78,87 + 13,11 kg. Die GrolRe der Probanden in Gruppe | betrug
171,54 + 9,23 cm, in Gruppe Il 171,30 + 9,3 cm, in Gruppe Ill 171,50 + 8,2 cm. Die

demographischen Unterschiede waren innerhalb der Gruppen nicht signifikant.
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Tabelle 2: Die Tabelle zeigt die demographische Verteilung des untersuchten

Patientenkollektivs. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der
in die Untersuchung einbezogenen Patienten (n.s.= nicht signifikant).

Parameter Gruppe | Gruppe |l Gruppe |l Signifikanz
Val/Val Val/Met Met/Met

Lebensalter [Jahre] 66,33 + 11,62 | 66,01 + 11,67 | 66,08 + 12,28 n.s.
Gewicht [kq] 80,00 + 14,74 | 80,16 + 14,21 | 78,87 + 13,11 n.s.
GroRRe [cm] 171,54 + 9,23 171,3 £ 9,3 1715 £ 8,2 n.s.
Harnstoff [mg/dl] 45,82 + 24,78 | 43,01 + 22,03 | 43,17 + 23,67 n.s.
Hamoglobin [g/dI] 13,59 £+ 1,56 13,59 + 1,52 13,64 £ 1,53 n.s.
Kreatinin praop. 1,01 + 0,38 1,0 £ 0,38 0,98 + 0,31 n.s.
[mg/dI]
Kreatininmaximum 1,22 + 0,83 1,20 + 0,84 1,17 + 0,74 n.s.
[mg/dI]
Bypasszeit [min] 109,3 £+ 44,24 | 106,6 + 38,2 | 108,57 +42,4 n.s.
Aortenabklemmzeit 75,08 * 29,64 72,2 + 27,3 74,2 + 29,45 n.s.
[min]
Noradrenalingabe 2,73 £ 6,25 2,61 + 5,64 2,36 + 3,66 n.s.
[d]
Fremdblut Summe 624,23 + 609,9 + 575,8 + n.s.
[mI] 1408,58 1340,5 1085,7
Leukozyten [G/I] 7,18 +1,81 74 +241 7,70 £5,8 n.s.
Verweildauer [d] 16,9 £ 2,94 16,86 + 2,95 16,88 + 3,09 n.s.
Arterielle Hypertonie | 289 (77,1 %) | 586 (75,9 %) | 327 (75,9 %) n.s.
Diabetes mellitus 79 (24,5 %) 156 (22,6 %) 97 (24,9 %) n.s.
Diuretikaeinnahme 154 (37,5 %) | 324 (38,8 %) | 184 (39,6 %) n.s.
ACE-Hemmer- 101 (24,6 %) | 225 (27,0 %) | 145 (31,2 %) n.s.
Einnahme
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Demographische Parameter
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Abbildung 7: Die Abbildung zeigtdie demografische Verteilung von Lebensalter (Jahre), Gril3e
(cm) und Gewicht (kg) des untersuchten Kollektivs (Mittelwerte und
Standardabweichung). Die einzelnen Gruppen sind homogen verteilt, zwischen
den Gruppen kann kein signifikanter Unterschied der Parameter ermittelt werden.

3.2 Laborparameter bei Aufnahme

Der Hamoglobinwert bei Aufnahme betrug in Gruppe | 13,59 £ 1,56 g/dl, in Gruppe Il
13,59 £ 1,52 g/dl, in Gruppe Il 13,64 + 1,53 g/dl. Der Harnstoffwert bei Aufnahme
betrug in Gruppe | 45,82 + 24,78 mg/dl, in Gruppe Il 43,01 + 22,03 mg/dl, in Gruppe
11 43,17 + 23,67 mg/dl; der Leukozytenwert bei Aufnahme lag in Gruppe | bei 7,18 *
1,81 G/, in Gruppe Il bei 7,4 £ 2,41 G/l, in Gruppe Il bei 7,70 £ 5,8 G/I. Die
Unterschiede fir Hamoglobinwert, Harnstoffwert und Leukozytenzahl innerhalb der
Gruppen waren nicht signifikant, Abbildung 8 zeigt die Verteilung der erhobenen

Werte bei Aufnahme.
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Laborparameter bei Aufnahme
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Abbildung 8: Die Abbildung zeigtdie demografische Verteilung des Hamoglobinwertes und des
Harnstoffwertes des untersuchten Kollektivs (Mittelwerte und
Standardabweichung). Die einzelnen Gruppen sind homogen verteilt, zwischen
den Gruppen kann kein signifikanter Unterschied der Parameter ermittelt werden.

3.3 Operationsabhangige Parameter und Verweildauer

Intraoperativ erhobene Parameter waren die Bypasszeit und die Aortenabklemmzeit.
Die Bypasszeit betrug fur Gruppe | 109,3 + 44,24 min, fur Gruppe Il 106,6 = 38,2 min,
fir Gruppe Ill 108,57 + 42,4 min; die Aortenabklemmzeit flr Gruppe | betrug 75,08 +
29,64 min, fuar Gruppe Il 72,2 = 27,3 min, fur Gruppe Il 74,2 + 29,45 min. Die
Verweildauer fur Gruppe | betrug 16,9 + 2,94 Tage, fur Gruppe Il 16,86 + 2,95 Tage,

fur Gruppe IlI 16,88 + 3,09 Tage. Die Unterschiede fir Bypasszeiten,
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Aortenabklemmzeiten und Verweildauer

innerhalb der Gruppen waren nicht

signifikant, die Zeiten sowie die Verweildauer sind in Abbildung 9 aufgefihrt.

Operationsabhangige Parameter
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Abbildung 9: Die Abbildung zeigtdie durchschnittliche Bypasszeitin Minuten, die
Aortenabklemmzeit in Minuten sowie die Verweildauer in Tagen des untersuchten
Kollektivs (Mittelwerte und Standardabweichung). Die einzelnen Gruppen sind
homogen verteilt, zwischen den Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied
der Parameter ermittelt werden.

3.4 Retentionsparameter

Der Kreatininwert bei Aufnahme betrug in Gruppe | 1,01 + 0,38 mg/dl, in Gruppe Il

1,00 £ 0,38 mg/dl, in Gruppe Il 0,98 + 0,31 mg/dl; der maximale Kreatininwert

wahrend des Klinikaufenthaltes betrug in Gruppe | 1,22 + 0,83 mg/dl, in Gruppe Il

1,20 £ 0,84 mg/dl, in Gruppe Il 1,17 £ 0,74 mg/dl. Die Unterschiede fir den
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praoperativen sowie den maximalen Kreatininwert innerhalb der Gruppen waren nicht

signifikant, Abbildung 10 zeigt die Werte der einzelnen Gruppen.

Retentionsparameter
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Abbildung 10: Die Abbildung zeigt den Kreatininwert bei Aufnahme und den maximalen
Kreatininwert in mg/dl wahrend des Klinikaufenthaltes im untersuchten
Kollektiv (Mittelwerte und Standardabweichung). Die einzelnen Gruppen sind
homogen verteilt, zwischen den Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied
der Parameter ermittelt werden.

Der postoperative Anstieg des Kreatininwertes betrug in Gruppe | 0,20 £ 0,71 mg/d|,
in Gruppe 1l 0,19 + 0,73 mg/dl, in Gruppe Il 0,17 = 0,65 mg/dl. Die Unterschiede
innerhalb der Gruppen waren nicht signifikant. Abbildung 11 zeigt die Werte der

einzelnen Gruppen.
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Abbildung 11: Die Abbildung zeigt den postoperativen Anstieg des Kreatininwertes in mg/dl im
untersuchten Patientenkollektiv (Mittelwerte und Standardabweichung).
Zwischen den Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied beobachtet
werden.
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Innerhalb der Genotypgruppe | zeigten 291 (73,9 %) der Patienten keine
Nierenfunktionsstorung im Sinne der RIFLE-Kategorien. 77 (19,5 %) der Patienten
konnten der RIFLE-Kategorie ,Risk®, 18 (4,6 %) Patienten der Kategorie ,Injury“ und
8 (2,0 %) der Kategorie ,Failure” zugeordnet werden. Innerhalb der Genotypgruppe Il
zeigten 622 (76,6 %) der Patienten keine Nierenfunktionsstérung im Sinne der
RIFLE-Kategorien. 123 (15,1 %) der Patienten konnten der RIFLE-Kategorie ,Risk",
46 (5,7 %) Patienten der Kategorie ,Injury“ und 21 (2,6 %) der Kategorie ,Failure®
zugeordnet werden. Innerhalb der Genotypgruppe Il zeigten 346 (76,7 %) der
Patienten keine Nierenfunktionsstorung im Sinne der RIFLE-Kategorien. 71 (15,7 %)
der Patienten konnten der RIFLE-Kategorie ,Risk®, 21 (4,7 %) Patienten der
Kategorie ,Injury“ und 13 (2,9 %) der Kategorie ,Failure® zugeordnet werden. Die
Unterschiede fur das Auftreten einer Nierenfunktionsstérung nach RIFLE-Kriterien
waren innerhalb der Genotypgruppen nicht signifikant. Abbildung 13 zeigt die

Verteilung der RIFLE-Gruppen nach Genotyp.
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Auftreten eines postoperativen Nierenversagens nach

RIFLE-Klassifikation nach Genotyp
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Abbildung 12: Die Abbildung zeigt die Verteilung der RIFLE-Gruppen nach Genotyp. Zwischen
den Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied beobachtet werden.
Aufgefiuhrt sind die Gruppen Risk, Injury, Failure, gegeniber den Patienten
ohne Nierenfunktionsstdrung (schwarz markiert).

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang des Genotyps mit dem postoperativen
Anstieg des Kreatininwertes sowie dem Auftreten eines Nierenversagens nach

RIFLE-Kriterien gezeigt werden.
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3.5 Korrelationen

Korrelationen mit dem postoperativen Kreatininwertanstieg zeigen sich im
vorliegenden Kollektiv fur folgende Parameter (Korrelation auf dem Niveau von 0,01
(2-seitig) signifikant): Lebensalter (Korrelationskoeffizienz nach Pearson r=0,205;
p<0,001), Bypasszeit (r= 0,131; p<0,001), Aortenabklemmzeit (r=0,058; p=0,017), die
Summe an verabreichtem Noradrenalin (r=0,469; p<0,001), Summe an

transfundiertem Fremdblut (r=0,450; p<0,001).

1007

A Kreatinin (mgl/dl)

I I I I I |
0 100 200 300 400 500 600
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Abbildung 13: Die Abbildung zeigt die Korrelation des Kreatininwertanstiegs mit der
Bypasszeitin Minuten (gestrichelte Linie: lineare Interpolationslinie,
durchgezogene Linie: 95 %-Konfidenzintervall).
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Abbildung 14: Die Abbildung zeigt die Korrelation des Kreatininwertanstiegs mit der
Aortenabklemmzeit in Minuten (gestrichelte Linie: lineare Interpolationslinie,
durchgezogene Linie: 95 %-Konfidenzintervall).
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Abbildung 15: Die Abbildung zeigt die Korrelation des Kreatininwertanstiegs mit dem
Lebensalterin Jahren (gestrichelte Linie: lineare Interpolationslinie,
durchgezogene Linie: 95 %-Konfidenzintervall).
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Die Abbildung zeigt die Korrelation des Kreatininwertanstiegs mit der
Noradrenalingabe in Tagen (gestrichelte Linie: lineare Interpolationslinie,
durchgezogene Linie: 95 %-Konfidenzintervall).
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Abbildung 17: Die Abbildung zeigt die Korrelation des Kreatininwertanstiegs mit der

Fremdblutgabe in Millilitern (gestrichelte Linie: lineare Interpolationslinie,
durchgezogene Linie: 95 %-Konfidenzintervall).
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4. Diskussion

Fur das Nierenversagen nach EKZ sind mehrere Einflussfaktoren entscheidend. Als
relevant gelten der Einfluss endogener und exogener Toxine, metabolische Faktoren,
Ischamie und Reperfusionsschaden, Schadigung durch Sauerstoffradikale,
neurohumorale Prozesse sowie eine generelle inflammatorische Aktivierung [8].
Mehrere Faktoren innerhalb des untersuchten Kollektivs haben einen Einfluss auf die

Nierenfunktion.

Noradrenalingabe

Fur die Aufrechterhaltung eines suffizienten renalen Perfusionsdrucks ist in der
postoperativen Phase herzchirurgischer Eingriffe unter Verwendung der EKZ
regelmalig die Gabe wvon Vasopressoren wie Noradrenalin notwendig [7]. Die
Noradrenalingabe bei systemischer Hypotension wird gleichzeitig jedoch auch als
Risikofaktor fur das Auftreten einer Nierenschadigung diskutiert [110]. Die Summe an
postoperativ  verabreichtem Noradrenalin unterschied sich innerhalb unserer

Patientengruppen nicht.

Hamoglobinwert und Transfusion

Als nephroprotektiv gilt die Aufrechterhaltung eines suffizienten perioperativen
Hamatokritwertes, zu niedrige Werte erhohen durch konsekutive Ischdmie das Risiko
fir Nierenschaden, gleichzeitig stellt die Gabe von Fremdblut ebenso ein Risiko dar.
Durch vermehrte Hamolyse und Rhabdomyolyse wahrend herzchirurgischer Eingriffe
kommt es zu erhdhten Plasmaspiegeln von Hamoglobin und Myoglobin, diese wirken

Uber ihre HAmM-Gruppe in hoherer Konzentration toxisch und flihren unter Vermittlung
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von Endothelin und durch NO-Inhibierung zu einer ausgepragten renalen
Vasokonstriktion mit konsekutiver Ischamie. Durch tubulare Prazipitation von freiem
Hamoglobin und Myoglobin werden vermehrt Sauerstoffradikale freigesetzt, diese
fuhren Uber die Oxdation wvon Lipiden und dber eine gesteigerte renale
Zytokinfreisetzung zu Zellschaden [51, 52, 64, 67, 94]. Die Gruppen der vorliegenden
Arbeit unterschieden sich nicht im Hinblick auf den préoperativen Hamoglobin-Wert

sowie die Menge des transfundierten Fremdblutes.

Nephrotoxine

Zu den exogenen Nephrotoxinen z&hlen verschiedene Pharmazeutika, inbesondere
nichtsteroidale Antiphlogistika und Aminoglykoside sowie Ro&ntgenkontrastmittel
[102]. Diese Substanzen wurden im untersuchten Patientenkollektiv préoperativ
abgesetzt. Die Applikation von Kontrastmittel fihrt zu einer Ischamie juxtamedulléarer
Nephrone durch eine Einschréankung des renalen Blutflusses, bei Patienten mit
vorbestehender renaler Dysfunktion oder Anamie ist die Ischamie besonders

ausgepragt [25, 59, 92, 96, 106].

Blutzuckerspiegel

Unter den metabolischen Faktoren, die ein CSA-AKI (cardiac surgery associated
acute kidney injury) begunstigen, ist besonders die Rolle des Blutzuckerspiegels gut
untersucht. Diabetes mellitus ist eine hdufige Komorbiditat unter kardiochirurgischen
Patienten und bereits fur sich allein ein unabhéngiger Risikofaktor fir
Nierenfunktionsstorungen [21]. Hyperglykdmie ist durch Stérungen der glomerularen
Membranfunktion und Tubulusschdden mit Nierenfunktionsstérungen assoziiert, von

prognostischer Bedeutung ist hier nicht nur der préaoperative, sondern insbesondere
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der perioperative Blutzuckerspiegel, dieses gilt auch fir Patienten ohne
vorbestehenden Diabetes mellitus [3, 29, 30, 53, 100]. Im untersuchten Kollektiv
wurde bei allen Patienten perioperativ eine intensivierte Insulintherapie mit

Zielblutzuckerwerten von unter 120 mg/dl durchgefinhrt.

Ischamie-/Reperfusionsschaden:

Einen weiteren Faktor in der Genese des akuten Nierenversagens bilden Ischamie-
und Reperfusionsschdden wahrend der EKZ Diese konnen auf mehrere
grundsatzliche pathophysiologische Mechanismen zurlickgefuihrt werden. Dazu
gehtéren die arterielle Hypotonie, der reduzierte systemische Blutfluss und
embolische Ereignisse [80]. Wird in Phasen absoluter bzw. relativer arterieller
Hypotonie die Autoregulationsschwelle der glomeruldren Perfusion unterschritten,
sinkt konsekutiv die glomerulére Filtrationsrate. Ursachen fur Hypotonie wahrend der
EKZ sind Hypowolamie durch Vasodilatation oder Blutverlust, Einflisse wvon
Anasthetika, mechanische Beatmung mit positivem Atemwegsdruck sowie die
Reaktion auf Protamin [2, 39, 62, 63, 69, 115] Das hamodynamische Monitoring
sowie die Anasthesieverfanren waren innerhalb der untersuchten Gruppen
gleichwertig.

In den letzten Jahren konnte in Autopsiestudien gezeigt werden, dass auch
embolische Ereignisse in Zusammenhang mit CSA-AKI gebracht werden kdnnen.
Hierbei zeigte sich eine Korrelation zwischen dem Schweregrad der aortalen
arteriosklerotischen Veranderungen und renalen Schaden, ein weiteres Risiko
stellten intrakardiale Thromben und Luft dar. [13, 26, 113, 114]. Der Schweregrad der
aortalen Gefalveranderungen wurde nicht erhoben, die Entliftung des Ventrikels

erfolgte stets, sofern technisch mdglich, unter TEE-Kontrolle.
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Die Niere hat eine zentrale Rolle in der Regulation des Blutvolumens und damit des
Blutdruckes. Bei schweren Storungen der Hamodynamik kommt es zu einer
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems Uber eine gesteigerte renale
sympathische Aktivierung. Es erfolgt eine gesteigerte tubuldre Reabsorption von
Natrium und Wasser, der renale Blutfluss und damit auch die Urinausscheidung
nimmt ab [57]; um einen Einfluss auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System zu
minimieren, wurden ACE-Hemmer bei Patienten dieser Studie praoperativ abgesetzt.
Ein weiterer Einflussfaktor ist der Volumenstatus der Patienten. Bereits geringe
Volumenanderungen, die klinisch durch ein Routinemonitoring mitunter noch gar
nicht detektierbar sind, koénnen zu renalen Perfusionsveranderungen durch
Sympathikusaktivierung fohren [109]. Im untersuchten Kollektiv erfolgte das
h&dmodynamische Monitoring durch arterielle Blutdruckmessung und durch

Herzzeitvolumen-Messung mittels Pulmonaliskatheter.

Steroide

Von Bedeutung ist weiterhin die Zytokinkonzentration. Durch verminderten tubularen
Abbau und verminderte Ausscheidung von TNF-alpha und IL-1 und IL-6 kommt es
bei einer Nierenfunktionsstérung zu einer erhohten Gesamizytokinbelastung bei
bereits primar durch die EKZ erhthten Plasmaspiegeln [5, 127]. Einen Einfluss auf
die Immunantwort durch Steroide konnen wir in unserem Kollektiv nicht
ausschliel3en. Steroide wurden zwar praoperativ abgesetzt, jedoch erhielten einzelne
Patienten  bei  therapierefraktdrer = Noradrenalingabe  Hydrokortison  sowie
Methylenblau und Vasopressin. Eine weitere Untersuchung dieser Patienten im
Hinblick auf ihren COMT-Genotyp ist anzustreben, daftr sind jedoch grol3ere

Patientenzahlen als in unserem Kollektiv notwendig.
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Antifibrinolytika
Die perioperative Gabe von Antifibrinolytika wurde in den letzten Jahren kontrovers
diskutiert [17], in der vorliegenden Studie zeigte die Gabe wvon Aprotinin keinen

signifikanten Einfluss auf den Kreatininwertanstieg.

Diuretika
Die Gesamtsumme der verabreichten Diuretika wurde bei den untersuchten
Patienten nicht bertcksichtigt, eine Analyse des nephrotoxischen Effektes hoher

Dosen an Schleifendiuretika wurde daher in dieser Arbeit nicht durchgefihrt.

COMT-Hemmer/MAO-Hemmer

Ein Einfluss von COMT-Hemmern und Monoaminooxidasehemmern kann im
untersuchten  Kollektiv —ausgeschlossen werden, da Medikamente dieser
Substanzklassen wvon keinem der eingeschlossenen Patienten eingenommen

wurden.
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Genetische Variabilitat und Krankheitssuszeptibilitat

Derzeit wird zusatzlich versucht, einen Zusammenhang zwischen genetischen
Veranderungen, Krankheitsauspragungen und Krankheitssuszeptibilitat herzustellen.
Hierbei konnte vor allem eine besondere Bedeutung der eingangs erwahnten SNPs
nachgewiesen werden. Durch immer fortgeschrittenere und leichter durchzuftihnrende
Seguenzierungsmethoden ist es heute mdglich, den Einfluss dieser Polymorphismen
in groRem Umfang auf Korrelationen zu komplexen Erkrankungen, Vertraglichkeit
bestimmter Medikamente und Veranlagungen fur Krankheitsanfalligkeiten zu
untersuchen.

Ein angestrebtes Ziel ist es, durch Genotypisierung das individuelle Risiko einzelner
Patienten immer besser einschatzen und therapeutisch reagieren zu konnen.
Genetische Polymorphismen konnten bislang mit einer Vielzahl postoperativer
Komplikationen in Verbindung gebracht werden. lhre Relevanz konnte bei
postoperativen Myokardschadigungen [38], Rhythmusstérungen [44],
Venengraftstenosierung  [99],  Transplantatabstoung  [65], neurokognitiver
Dysfunktion [87, 121], Insult-Rate [48] und Mortalitait [137] gezeigt werden.
Nachweise konnten ebenfalls erbracht werden fir perioperative Komplikationen wie
Blutungsneigung [32, 135], thrombotische Ereignisse [31] und vaskulére Reaktivitat
[77]. Veranderungen im Haptoglobin- und Angiotensin-I-Converting-Enzym-Gen
gehen mit Myokardschaden bei isolierten aortokoronaren Bypassoperation einher
[28, 132]. Polymorphismen im Interleukin-6 (IL-6), Apolipoprotein-E und TNF-Gen
haben einen signifikanten Einfluss auf die Immunantwort nach kardiochirurgischen
Eingriffen mit EKZ [14, 19, 47, 68] und sind mit erhoéhter Krankenhausverweildauer
assoziiert [20]. Fur IL-10 konnte ebenfalls eine Mutation gefunden werden, die mit

postoperativer kardialer Dysfunktion einhergeht [42].
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Genetische Polymorphismen und Auswirkung auf Nierenfunktionsstérungen

Der Untersuchung von SNPs im Hinblick auf Nierenfunktionsstérungen nach
herzchirurgischen Operationen kommt momentan eine besondere Bedeutung zu,
beschrieben wurde hierfir bislang der Einfluss mehrerer Polymorphismen: Ein
Polymorphismus in der Promotorregion des IL-6-Gens an Position 174 (Guanin zu
Cytosin) konnte 2003 in einer prospektiven Studie mit 111 Bypass-Patienten in
Verbindung mit einem vermehrten Anstieg des perioperativen Kreatinins gebracht
werden [43]. Stafford-Smith et al. untersuchten zwolf Polymorphismen in sieben
Kandidatengenen, die Allele IL-6 (572C) und Angiotensinogen (842C) waren mit
akutem Nierenversagen assoziiert, die Kombination beider Polymorphismen zeigte
einen Kreatininanstieg um 121 %, Zusammenhange mit AKI (acute kidney injury)
konnten auch fir Polymorphismen der Gene von Angiotensin, eNOS (T-786C),
Erythropoetin (rs1617640) und des Angiotensin-Rezeptor 1 gezeigt werden [116].
Chew et al. konnten einen Einfluss der Apo-E-Allele (Apolipoprotein-E) auf
postoperatives Serumkreatinin zeigen, das E4-Allel zeigte einen geringeren Anstieg
als die E2 und E3-Allele [23, 104, 105].

In einer Pilotstudie untersuchten Haase-Fielitz et al. 2009 in einem Kollektiv von 260
Patienten den Einfluss des Catechol-O-Methyltransferase-Genotyps auf das
postoperative Nierenversagen nach herzchirurgischen Eingriffen. Die Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) ist entscheidend an der Metabolisierung des
Noradrenalins beteiligt, damit kommt ihr eine wichtige Rolle in der Steuerung des
Gefal3tonus zu.

In ihrer Studie beschreiben die Autoren fur den COMT(LL)-Genotyp ein signifikant
hoheres Risiko fur das Auftreten eines vasodilatatorischen Schockzustandes, die

Schockdauer und die Haufigkeit eines akuten Nierenversagens [50]. Sie stellen die
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Hypothese auf, dass der COMT-Met/Met-Genotyp  durch  verminderte
Noradrenalinmetabolisierung zu erhéhten Katecholaminplasmaspiegeln und damit zu
einer persistierenden Vasodilatation fihrt.

Verantwortlich hierflr ist die Herunterregulation von Alpha-Adrenorezeptoren mit
konsekutiver Wirkungsminderung des exogen zugeftihrten Noradrenalins, die
Aktivierung ATP-abhangiger Kalium-Kanale in glatten GefalRmuskelzellen sowie eine
verminderte endogene Vasopressin-Synthese [27, 50, 76]. Der COMT-Genotyp
bestimmt die Enzymaktivitit im Cytosol und ist verantwortich fur den
Katecholaminabbau im distalen Anteil des proximalen Tubulus und aufsteigenden
Teil der Henle-Schleife [33, 89].

Postoperativ konnte von Haase-Fielitz et al. ein gruppenspezifischer Unterschied in
der Noradrenalinkonzentration beobachtet werden, auf den praoperativen
Katecholaminspiegel bei gesunden Probanden zeigt ein unterschiedlicher COMT-
Genotyp jedoch keine Auswirkung [11]. Sie berichten gleichzeitig in der LL-Gruppe
von einer erhohten intraneuronalen Konzentration von 3,4-Dihydroxyphenolglykol,
einem Metaboliten von Noradrenalin, als Indikator flr eine kompensatorische
Katecholamindeaktivierung durch die Monoaminooxidase, einem Effekt, der auch bei
der Anwendung von COMT-Hemmern z.B. bei Morbus Parkinson auftritt [120].
Vermehrte Plasmakatecholaminspiegel fihren zu einem vermehrten nicht-
enzymatischen autooxidativen Abbau, hierbei fallen vermehrt Sauerstoffradikale an,
die durch Alkylierung und Sulfonierung von Makromolekilen zu Zellschdden am
renalen Tubulusepithel beitragen kénnen [12, 16, 117].

Superoxid-Anioninen, die unter den Bedingungen einer septischen Kreislaufsituation
entstehen, reagieren wiederum mit endogen sezernierten und exogen zugefihrten

Katecholaminen und tragen damit zur generalisierten Erniedrigung des
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vasomotorischen Tonus bei; die Verabreichung einer Superoxid-Dismutase konnte
diesen Prozess im Tiermodell unterbinden [81]. Im Gegenzug konnte bei COMT-
Knockout-Mausen kein vermehrter oxidativer Stress in Leber oder neuronalem
Gewebe nachgewiesen werden [40].

Im Myokard fihrt ein Knockout jedoch zur Akkumulation von Katecholaminen mit
erhohter Zellschadigung [74], die Knockout-Tiere zeigten im Vergleich zum Wildtyp
eine vermehrte Geféldrelaxation sowie eine Resistenz gegenlber natriuminduzierter

Hypertonie [35].

Die Ergebnisse dieser Pilotstudie von Haase-Fielitz et al. kdnnen in der vorliegenden
Arbeit nicht reproduziert werden, ein Einfluss des COMT-Genotyps auf das

postoperative Nierenversagen nach EKZ zeigt sich im vorliegenden Kollektiv nicht.

Ausblick und Limitationen

Herzchirurgische  Operationen mit  kardiopulmonalem  Bypass  gehdren
bekannterweise zu den haufigsten Ursachen fur das akute Nierenversagen. Bislang
ist es jedoch nicht befriedigend moglich, das Risiko fir diese Komplikation
vorherzusagen bzw. zu verhindern.

Die mogliche Vorhersage des akuten Nierenversagens ist von grof3er Bedeutung, um
rechtzeitig nephroprotektive Mal3nahmen einzuleiten. Das in der klinischen Praxis
etablierte Serumkreatinin ist daftir jedoch nur eingeschrankt nutzbar, da ein Anstieg
erst vorliegt, wenn die glomerulare Filtrationsrate (GFR) um mehr als 50 % des
Normalwertes gefallen ist. Untersucht werden neue Marker wie NGAL und Cystatin
C. Diese gelten als vielversprechend zur Préadiktion eines AKI bei padiatrischen

Patienten, abschlieRende Untersuchungen stehen jedoch noch aus [56, 91].
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Sollten sich Hinweise auf einen Einfluss genetischer Polymorphismen auf das
postoperative Nierenversagen ergeben, muss erwogen werden, eine praoperative
Genotypisierung routinemaflig im Hinblick auf die individuelle Therapieplanung
vorzunehmen. Als nephroprotektiv haben sich bislang folgende Faktoren erwiesen:
die intensivierte Volumengabe mit einem Ziel-ZVvD von 8-12 mmHg, die suffiziente
Oxygenierung mit einem Zel-Hamatokrit von Uber 30 %, Vermeidung wvon
Hyperglykamien und Diuretika, die frihzeitige Hamofiltration bei postoperativen
Kreatininwerten von tber 2 mg/dl, sowie, wenn mdglich, die Umstellung auf Offpump-
Verfahren. [45, 61, 79, 88, 95, 98, 101].

Die Verwendung von Vasopressin anstelle von Noradrenalin zur Aufrechterhaltung
des Blutdruckes bei COMT-Met/Met-Allel-Tragern muss in weiteren Studien genauer
untersucht werden. In Betracht gezogen werden muss auch die Verwendung
miniaturisierter EKZ-Systeme mit geringerem Filivolumen und heparinisierten
Oberflachen. Durch Verringerung des Blut-Luft-Kontaktes kommt es hier zu einer
geringeren zellularen Blutaktivierung mit Verminderung moglicher Organstdrungen
[60]. Anzustreben ist weiterhin, sofern mdglich, ein zeitlicher Abstand zwischen der
Applikation von Rontgenkontrastmitteln bei diagnostischen

Herzkatheteruntersuchungen und Eingriffen mit EKZ.

Im Gegensatz zu der Arbeit von Haase-Fielitz et al. wurden bei unseren Patienten
keine Plasmakatecholaminspiegel gemessen, das vorliegende Kollektiv ist mit 1741
im Gegensatz zu 260 Patienten jedoch deutlich grof3er.

Weitere Untersuchungen in groRReren, multizentrischen Studien mit homogeneren
Kollektiven und sensitiveren Parametern fir Retentionsstérungen sind anzustreben.

Untersuchungen des COMT-Genotyps im Hinblick auf renale Dysfunktion bei Sepsis-
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Patienten im Allgemeinen sind denkbar, das Erreichen groRerer Fallzahlen ist hier

eher moglich.

Das menschliche Genom gilt seit 2003 im Rahmen des Human Genome Projects als
vollstandig entschlusselt. Mit der Entwicklung neuer, sogenannter NextGeneration-
Seguenzierungsverfahren ist es heute mdglich, die gesamte genomische Information
eines Menschen in kurzer Zeit und mit relativ geringen Kosten im Vergleich zu den
letzten Jahren zu ermitteln. Die Moglichkeit, die individuelle genetische Information
von Patienten in kurzer Zeit und mit niedrigen Kosten zu ermitteln und damit in der
klinischen Routine anwenden 2zu Kkonnen, ist ein angestrebtes Zel der
Humangenetiker, das in den kommenden Jahren wahrscheinlich erreicht wird [84].
Die Hoffnungen, hierdurch ein besseres Verstandnis von Erkrankungen auf
biologischer und molekularer Ebene zu erlangen und letztlich daraus therapeutische
Ansétze entwickeln zu kdnnen, sind enorm.

In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl genomweiter Assoziationsstudien
(genome-wide-association-studies, GWAS) durchgefuhrt. In diesen konnte der
Einfluss genetischer Faktoren insbesondere auf monogenetische Krankheitsbilder,
sogenannte ,rare diseases”, gezeigt werden [83]. Es wird angenommen, dass
innerhalb des nachsten Jahrzehnts alle verantwortichen Gene fir diese
monogenetisch vererbbaren Krankheiten gefunden sein werden [46].

GroRe Fortschritte wurden auch im Bereich der Pharmakogenomik erreicht, erste
klinisch anwendbare genetische Tests fiur Medikamente stehen bereits zur
Verfiigung. Ein Beispiel hierfir ist ein Test fur eine Variation des CYP2C19-Gens, mit
dem Patienten mit verminderter Clopidogrel-Metabolisierungsrate erkannt werden

kodnnen [66].
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Die ldentifikation von Varianten, die in Verbindung mit multigenetisch vererbbaren
Krankheiten gebracht werden kdnnen, steht im Gegensatz dazu noch am Anfang und
gestaltet sich weitaus schwieriger. Die potenzielle Beteiligung mehrerer
verschiedener Varianten in mehreren verschiedenen Genen in der Genese
komplexer  Erkrankungen  birgt immense  statistische und  analytische

Herausfordungen.

Der Einfluss eines einzelnen genetischen Polymorphismus wie des COMT-
Vall58Met-SNP auf ein derart komplexes multifaktorielles Kranheitsbild wie das des
postoperativen Nierenversagens bei einem multimorbiden und nicht vollstandig
homogenen Patientenkollektiv scheint zu gering.

Trotz dieser Schwierigkeiten ist das Feld der perioperativen Genomik
vielversprechend. Die Zukunft wird zeigen, ob dieses Versprechen eingelost werden

kann.
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5. Zusammenfassung

Die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) ist beteiligt an der Metabolisierung
zirkulierender Plasmakatecholamine. Ein Polymorphismus (Guanin zu Adenin
Transition) im vierten Exon des COMT-Gens resultiert in einem Austausch der
Aminosaure Valin zu Methionin im Codon 158. Dieses fuhrt zu einer Thermolabilitat
des Enzyms mit verminderter Enzymaktivitit und einem damit einhergehenden
Anstieg der Serumkatecholaminkonzentration. Wir untersuchten 1741 Patienten nach
herzchirurgischen Operationen mit extrakorporaler Zrkulation im Hinblick auf einen
Zusammenhang zwischen COMT-Genotyp und postoperativem Nierenversagen. Wir
identifizierten 417 homozygote Patienten mit hoher Enzymaktivitat (Val/Val), 850
heterozygote Patienten mit intermedidrer Enzymaktivitit (Val/Met) und 474
homozygote Patienten mit niedriger Enzymaktivitat (Met/Met). Fir den Anstieg des
postoperativen Kreatininwertes sowie das Auftreten eines Nierenversagens nach
RIFLE-Kriterien konnte kein signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppen gezeigt
werden. Im vorliegenden Kollektiv zeigte sich beim vermuteten homozygoten
Risikogenotyp kein erhohtes Risiko fir das Auftreten einer postoperativen

Nierenschadigung.
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