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1. Einleitung

1.1. Genetische Polymorphismen

1.1.1. Historie

“It has not escaped our notice that the specific pairing we have postulated immediately suggests

a possible copying mechanism for the genetic material.””

Mit diesem Satz lieBen Watson und Crick in ihrer beriihmten Veroffentlichung ,,A Structure
for Deoxyribose Nucleic Acid“ 1953 durchblicken, dass sie sich der Bedeutung ihrer
Entdeckungen fiir die weitere Erforschung der Biologie im Allgemeinen und der
Vererbungslehre im Besonderen durchaus bewusst waren, oder sich dies zumindest erhofften.
Tatsdchlich ist die Forschung knappe 70 Jahre spéter wirklich um zahlreiche faszinierende
Entdeckungen reicher geworden. Der Weg von der DNA zum Protein ist inzwischen ebenso
bekannt wie unzdhlige Gene mit ihren phéinotypischen Korrelaten. Transkription und
Translation sind inzwischen fester Bestandteil des Biologieunterrichts der Oberstufen an
Gymnasien. Fiir jiingere Generationen sind jene Erkenntnisse also schon als Allgemeinbildung
anzusehen. Seit April 2003, also fast genau 50 Jahre nach der revolutiondren Publikation, gilt
das menschliche Genom als vollstéindig sequenziert®. Dabei ist die Bedeutung aller rund 20.000
bis 25.000 Gene noch nicht bekannt. Viele Erbkrankheiten koénnen inzwischen auf ganz
bestimmte Mutationen zuriickgefithrt werden, so auch die Faktor-V-Leiden-Mutation als
Ursache einer APC-Resistenz’. Auch Analysen einzelner Gene spielen heutzutage eine
wichtige Rolle. Sind bei einem Patienten beispielsweise Mutationen bekannt, die auf ein
erhdhtes Krebsrisiko schlieBen lassen, so bewirkt dies entscheidende Anderungen im
Fritherkennungs- und Therapieregime®. Die neu entdeckten Zusammenhinge und technischen
Fortschritte bieten neue Moglichkeiten wie zum Beispiel in der sich rasant weiterentwickelnden
Prinataldiagnostik®, werfen dadurch aber auch neue Fragen nicht zuletzt im ethischen Bereich
auf. Zukunftstheorien und Gedankenanstée zum Thema ,,Designerbabys® sind in der Presse
im Umlauf'® und die Diskussionen um Abtreibungen und ,,lebenswertes Leben* stoen gerade
vor dem historischen Hintergrund Deutschlands auf groBe Resonanz innerhalb der
Bevdlkerung. Noch lésst sich nicht abschitzen, wie viele Moglichkeiten und Probleme durch
genetische Analysen entstehen werden. Eine jener Chancen soll jedoch mit dieser Arbeit im

Ansatz aufgezeigt werden.



1.1.2. Single Nucleotide Polymorphisms

Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) sind
Punktmutationen, also Variationen einzelner Basenpaare in einem DNA-Strang. Sie kommen
nur in bestimmten Regionen der DNA vor und dort mit unterschiedlicher Héaufigkeit. Per
definitionem miissen sie bei mindestens 1% der Population vorkommen, was seit Einfiihrung
moderner molekulargenetischer Techniken an Bedeutung verloren hat. Stetige
Weiterentwicklung bestehender Sequenzierungsverfahren sowie die Neuentwicklung
anderweitiger Methoden erleichtern die Forschungsarbeit erheblich. Diese unter dem Begriff
,next generation sequencing® zusammengefassten Methoden beschleunigen zum Beispiel
durch hochparallele Arbeitsabldufe die Analyse und konnen so die Prozesszeit und —kosten
signifikant reduzieren'!. Der hohe Stellenwert dieser Verfahren dufert sich auch in Nature
Methods® Preisverleihung fiir die Methode des Jahres 2007'2. Andert sich durch den
Basentausch die Information des Codons nicht, so spricht man von einem synonymen SNP.
Codiert dieses Basen-Triplett nun jedoch fiir ein anderes Protein, so wird es als nicht-
synonymes SNP bezeichnet. In einer codierenden Region spricht man dann von einem cSNP
(codingSNP) - verianderte Proteinfunktion und physiologische Defekte konnen die Folge sein’.
SNPs in DNA-Bereichen der Genregulation heillen rSNPs (regulatorySNP) und konnen iiber
das AusmaB der Genexpression funktionell relevant sein'®. Zudem sind inzwischen SNPs aus

Bereichen der RNA-Prozessierung, sogenannte stSNPs (structural RNASNP) bekannt.

Wissenschaftliche Relevanz kommt den SNPs durch hohe Variabilitit, haufiges Auftreten und

nicht zuletzt durch ihre schnelle und einfache Bestimmbarkeit zu.

Fiir diese Arbeit wurden SNPs untersucht, die zu Verdanderungen von Glucocorticoidrezeptoren
(GR) fiihren und somit physiologische Abweichungen im Glucocorticoidsystem mit sich
bringen. Der biologische Effekt dieser SNPs wurde bei Patienten untersucht, die sich einem
herzchirurgischen Eingriff unterziechen mussten. Dies deshalb, weil frithere Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe gezeigt hatten, dass die perioperative Stressreaktion bei diesen Patienten das
kurz- und langfristige Outcome beeinflusst!*!> und das Glucocorticoidsystem ein wesentlicher

Regulator der Stressreaktion ist.



1.2. Das Glucocorticoid System
1.2.1 Ubersicht

Glucocorticoide werden in der Nebennierenrinde (NNR) synthetisiert, zdhlen zu den
Corticosteroiden und umfassen Corticosteron, Cortisol und dessen inaktivierte Form, das
Cortison. Ersteres spielt als Stressmediator eine untergeordnete Rolle und ist daher eher als
Zwischenprodukt bei der Synthese von Aldosteron aus Pregnenolon anzusehen.
Glucocorticoide sind gemeinhin als ,,Stresshormone* bekannt, werden sie doch in Zeiten der
Gefahr oder anderer Belastungen vermehrt ausgeschiittet und stellen dann den Korper auf diese
Situation ein. Die Ausldser (,,Stressoren®) konnen dabei zum einen physikalischer Natur sein
(z.B. Schmerz, Kélte/Hitze, schwere korperliche Arbeit) und so eine objektive Bedrohung fiir
den Korper darstellen. Zum anderen konnen aber auch emotionale Stressoren wie Angst oder
Leistungsdruck zur Stressreaktion fithren. Cortisol stimuliert die Gluconeogenese und stellt
somit sicher, dass der gesteigerte Energiebedarf einer Stresssituation gedeckt wird. Es bewirkt

zudem eine erhdhte Expression von 2-Rezeptoren,

O

Abbildung 1: Cortisol, Strukturformel

zeigt also auch synergistische Effekte mit dem Katecholaminsystem. Des Weiteren bewirkt
Cortisol eine katabole Stoffwechsellage in Muskel-, lymphatischem-, Binde-, Fett- und
Knochengewebe. All dies ldsst sich bei tiberméBig hoher und langfristiger Wirkung feststellen,
wenn z.B. bei Patienten mit Morbus Cushing eine verringerte Muskelmasse, Stammfettsucht

und Osteoporose zu diagnostizieren sind'®.



Therapeutisch ldsst sich die antiinflammatorische Wirkung des Cortisols ausnutzen. Dies
geschieht z.B. dann, wenn entziindliche Vorgidnge auBler Kontrolle geraten, wie das beim
anaphylaktischen oder septischen Schock der Fall ist. Dabei kommt dem behandelnden Arzt
die Tatsache zugute, dass Cortisol zusétzlich die Katecholamin-Rezeptorempfindlichkeiten
erhoht. Glucocorticoidrezeptoren finden sich sowohl im Endothel als auch in der glatten
Muskulatur des Gefdllsystems und vermodgen die Antwort auf Katecholamine zu
potentieren!”!¥, Im Gegensatz zu ebenjenen Katecholaminen wirken Glucocorticoide allerdings
mit etwas Zeitversetzung. Der verspatete Wirkungseintritt beruht darauf, dass Cortisol seine
Wirkung klassischerweise nicht primér direkt entfaltet, sondern dadurch, dass die Transkription
diverser Gene beeinflusst wird. Dafiir 16st sich der intrazelluldr gelgene Rezeptor nach
Ligandenbindung zunéchst von den Heatshock-Proteinen HSP70 und 90 und wird dann in den
Zellkern transloziert, um dort nach Dimerisierung seine Wirkung zu entfalten'® — ein Vorgang,
der Zeit braucht. Eine derartig aktivierte, vermehrte Transkription von Lipocortinen hemmt
zudem die Aktivitdit der Phospholipase-A2. Dadurch wird indirekt die Synthese von
vasoaktiven Eikosanoiden (TXB2, 6-Keto-PGF-1a) gehemmt, die ansonsten vasodilatativ aktiv
gewesen wiren. Auch eine verminderte Expression von pro-inflammatorischen Mediatoren wie

TNF- o, IL-6 und IL-8 ist beschrieben?’.

1.2.2. Stress

Der ,,Vater der Stressforschung® Hans Selye entwickelte 1936 ein Modell um den Vorgang zu
beschreiben, bei dem tierische oder menschliche Organismen auf spezifische duflere Reize
(,,Stressoren) mit einer unspezifischen Antwort reagieren. Die aus heutiger Sicht als vollig
selbstverstidndlich hingenommene Bezeichnung dieser Stimuli als ,,Stress* war zu jener Zeit ein
Novum. Bis dato wurde dieser Begriff lediglich in der Werkstoffkunde verwendet, um einen
auf ein Material einwirkenden Zug oder Druck zu beschreiben. Die korperliche Antwort auf
eine akute Stressexposition bezeichnete Selye als ,,Allgemeines Adaptationssyndrom®. Des
weiteren stellt er fest, dass sich bei dieser Anpassungsreaktion drei Phasen abgrenzen lassen,
wenn eine verldngerte Stressexposition besteht: die Alarmreaktion, das Stadium des

Widerstandes und das Stadium der Erschopfung?!.

Inzwischen sind die physiologischen Vorgidnge der Stressreaktion besser erforscht und
charakteristische Muster bekannt, nach denen diese ablduft. So ist erwiesen, in welcher
Reihenfolge die humoralen Stressmediatoren freigesetzt werden (s. Abbildung 2). Die

Erstantwort in Form des katecholaminergen Systems ist besonders gut untersucht und wird
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beispielsweise in der Notfallmedizin durch Verabreichung adrenerg wirkender Medikamente
beeinflusst. Dem folgt eine Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
(Hypothalamic-Pituitary-Adrenal-; HPA-) Achse, die die Stressreaktion sowohl potenzieren als
auch beenden kann. Durch die beiden Peptidhormone CRH (Corticotropin-Releasing Hormon)
aus dem Hypothalamus und ACTH (Adrenocorticotropes Hormon) aus der Hypophyse, sowie
dem Steroid Cortisol aus der Nebennierenrinde stehen die drei Gewebsebenen in Kontakt.
Durch Riickkopplungsschleifen werden so Produktion und Sekretion auf jeder Ebene optimal

dem Bedarf angepasst.

Bei der Aufgabe, die Aktivitdt der HPA-Achse zu regulieren und auch die Stressreaktion in
ihrem AusmaB zu limitieren, wird Cortisol eine besonders wichtige Rolle beigemessen®?.
Glucocorticoide haben also nicht nur bei der Initialisierung der Stressreaktion eine wichtige
Funktion, sondern sind auch in der spéiteren Widerstands-, Erschopfungs- und

Chronifizierungsphase von groBer Bedeutung?3*,

Humorales Reaktionsmuster unter akutem Stress

Katecholamine

CRH A Glukokortikoide A
ACTH A
Opiate A

Gonadotropine W

Geschlechtshormone W

Glukagon, GH A

[ADH] A [Renin] A

< 1 Minute < 10 Minuten < 1 Stunde Stunden bis Tage

Abbildung 2: Schematische Darstellung der humoralen Stressreaktion im zeitlichen Verlauf . Auf akute
Stressexposition folgt nach nur wenigen Minuten eine Aktivierung des katecholaminergen Systems
(dargestellt in roter Farbe) und die Freisetzung von CRH. Das Glucorticoidsystem reagiert mit
deutlicher Verzégerung. CRH=Corikotropin-Releasing-Hormon, ACTH=Adrenocortiocotropes
Hormon, GH=Wachstumshormon (,, growth hormone ), ADH=Antidiuretisches Hormon
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Glucocorticoide beeinflussen aber nicht nur die periphere Stressreaktion, sondern haben auch
sehr wichtige zentrale Funktionen. Sie konnen die Bluthirnschranke passieren und haben
deshalb Einfluss auf kognitive Funktionen, Verhaltensweisen und Psyche. Bei Patienten mit
Cushing-Syndrom konnen deshalb depressive, é&ngstliche und sogar psychotische
Verstimmungen sowie Appetit- und Schlafstérungen diagnostiziert werden®. Zudem zeigen

sich Einschrédnkungen der kognitiven Leistungsfahigkeit und Gedéchtnisfunktion?®.

1.2.3. Glucocorticoide und emotionales Gedachtnis

Es ist seit mehr als 40 Jahren bekannt, dass die Encodierung, der Abruf und die Loschung
traumatischer Informationen im emotionalen Gedéchtnis stresshormonabhingig erfolgt, wobei
insbesondere das Noradrenerge- und das Glucocorticoidsystem eine wichtige Rolle spielen®’.
Bei der stresshormoninduzierten Konsolidierung des emotionalen Gedéchtnisses interagieren
Glucocorticoide und Noradrenalin in der Amygdala und im Hippocampus sowie in zahlreichen
anderen Hirnarealen®®. Neuere Erkenntnisse weisen auf eine Beteiligung eines weiteren,
ubiquitiren neurobiologischen Systems bei der Regulation des emotionalen Gedéchtnisses hin,
dem Endocannabinoidsystem?’. Dieses System beeinflusst auch die Aktivitdt der HPA —
Achse’. Patienten mit PTSD zeigen in zahlreichen Studien Verdnderungen in der Funktion der
HPA - Achse im Sinne eines Hypocortisolismus®'. Ein Hypocortisolismus kann zum
unkontrollierbaren Abruf traumatischer Informationen aus dem emotionalen Gedéchtnis und zu
einer Persistenz der Stressreaktion fiihren®2. Diese Hypothese ist allerdings nicht unumstritten,
Hypocortisolismus fand sich nicht in allen Studien und ist mdglicherweise auf bestimmte
Individuen oder klinische Situationen beschriankt. Allerdings fiihrte die Gabe von
Hydrocortison in sehr niedriger Dosierung bei Patienten mit PTSD (Terroropfer) in einer
Pilotstudie zu einer Besserung der Symptomatik, die v.a. gedédchtnisrelevante Symptome

betraf33.

Erforscht wurde die Gedichtniskonsolidierung und der Gedédchtnisabruf unter Stress u.a. durch
tierexperimentelle Arbeiten unter Anwendung des ,,Inhibitory-Avoidance*-Modells, einer seit
vielen Jahren etablierten Methode®*. Hierbei wird das Versuchstier (zumeist eine Ratte)
zunichst in den hellen Anteil einer aus zwei Kompartimenten bestehenden Box eingebracht.
Das lichtscheue und nachtaktive Tier wird sich dann sofort in den dunklen Anteil der Box
begeben. Dort angekommen erhélt es einen Stromsto3 von der Dauer etwa einer Sekunde. 48

Stunden nach dieser aversiven Erfahrung wird die Ratte erneut in der gleichen Art und Weise
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in den Versuchsaufbau verbracht. In Abhéngigkeit von der Intensitit der Erinnerung an das
traumatische Geschehen wird das Tier dann mehr oder weniger lange warten, bis es erneut in
den dunklen Teil quert. Die Zeit, die das Versuchstier bei der Reexposition abwartet bis es sich
erneut in den dunklen Teil der Box begibt, wird als ,,retention latency* (RL) bezeichnet und gilt
als MaB fiir die Intensitdt der Erinnerung an das aversive Erlebnis. Die RL kann durch
parenterale Verabreichung von Stresshormonen oder Pharmaka nach Applikation des
Stromstofles  beeinflusst werden: dabei wird selektiv die kurze Phase der
Gedéchtniskonsolidierung manipuliert ohne die Encodierung des StromstoBes (z.B. das

Schmerzerlebnis) an sich zu beeinflussen.

Generell wird bei der Signalwirkung von Glucocorticoiden von einer iiberwiegend
genomischen Reaktion ausgegangen. Demgegeniiber haben diese Experimente gezeigt, dass
Glucocorticoide sehr wahrscheinlich auch eine membranstindige Wirkungsweise haben. So
hatte ein Corticosterone, das an bovines Albumin gebunden war und so nicht in das Zellinere
diffundieren konnte, den gleichen gedichtniskonsolidierenden Effekt im basolateralen Anteil

der Amygdala wie freies Corticosterone™.

Unter Anwendung dieser Methodik konnte ein neues Modell zur Gedéchtniskonsolidierung

unter Stress erarbeitet werden (s. Abbildung 3) 3¢:

Inhibition of GABA
release by CB1 disinhibits
NE release

Noradrenergic
Neuron

333

Enhanced NE release =
Memory Consolidation

Abbildung 3: Modell der regulatorischen Prozesse der Geddchtniskonsolidierung unter Stress: Dieses Modell geht
davon aus, dass Glucocorticoide membranstindige Glucocorticoidrezeptoren stimulieren, die iiber eine
Aktivierung des cAMP- und Protein Kinase A Signalwegs zur Steigerung der Endocannabinoidsynthese und damit
zur Aktivierung prdsynaptischer CB1-Rezeptoren fiihren. Die darauffolgende Inhibition GABAerger Interneurone
bedingt eine gesteigerte Noradrenalin-Freisetzung, die wiederum eine Geddchtniskonsolidierung bewirkt.
Abbildung entnommen aus einem Editorial’” von Hill et al. zu einer Studie um Campolongo et al.’°

13



Zusammenfassend haben diese tierexperimentellen Untersuchungen gezeigt, dass die
Glucocorticoid-Signalwirkung bei der Regulation des emotionalen Gedichtnisses eine wichtige
Funktion aufweist. Glucocorticoid vermittelte Effekte von Stress auf das aversive Gedéchtnis

spielen jedoch auch beim Menschen eine entscheidende Rolle.
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1.3. Posttraumatische Belastungsstorung

1.3.2. Uberblick

Der Mensch verfiigt bekanntermaflen iiber ein hervorragendes Gedéchtnis. Wie auch bei
anderen hoher entwickelten Lebewesen bot und bietet ihm das einen gro3en
evolutionstechnischen Selektionsvorteil. Denn durch diese Gehirnleistung konnen bereits
erlebte gefihrliche Situationen in Zukunft gemieden werden und nutzbringende Vorginge
eventuell reproduziert werden. Erinnerungen haben aber nicht immer nur einen positiven Effekt
und extreme Erfahrungen haben mitunter auch eine schidigende Wirkung auf den Menschen.
Katastrophale Ereignisse konnen zur psychischen Qual werden und zur Ausbildung von
Erkrankungen des dngstlich-depressiven Formenkreises flihren. Die Posttraumatische
Belastungsstorung (posttraumatic stress disorder, PTSD) ist der Musterfall einer solchen stress-
assoziierten Erkrankung und entsteht durch das Erleben eines oder mehrerer traumatischer
Ereignisse. Diese miissen nicht unbedingt an der eigenen Person erlebt worden sein; auch der
Zeuge z.B. eines Gewaltverbrechens kann betroffen sein. PTSD und andere stress-assoziierte
Erkrankungen finden sich allerdings nicht nur bei Kriegsveteranen oder Zeugen von
Naturkatastrophen sondern auch bei Patienten nach lebensbedrohlichen Erkrankungen®*. Zu
beobachtende Konsequenzen bei den Betroffenen sind unter anderem eine erschwerte soziale
Reintegration  und  Rehabilitation, eine  signifikante = Verschlechterung  der
gesundheitsbezogenen Lebensqualitédt*®, und schlieBlich gar eine Beeinflussung des
Langzeitiiberlebens*!. In den alternden Gesellschaften unserer Zeit hduft sich die Anzahl
schwer und intensivpflichtig Erkrankter, denen mit stetig verbesserter medizinischer
Versorgung begegnet wird. Dies fiihrt wiederum zu hoheren Uberlebensraten*? und einer
hoheren Zahl an langzeitiiberlebenden Patienten nach Intensivbehandlung. So diirfte auch die
Anzahl und damit Bedeutung stress-assoziierter Erkrankungen nach Intensivtherapie

zunehmen.

1.3.3. Haufigkeit Post-Traumatischer Belastungsstorungen nach

lebensbedrohlichen Erkrankungen

PTSD wird zunéchst einmal mit Kriegsveteranen in Verbindung gebracht. Forschungsarbeiten

an US Militdrs ergeben dabei Punktprivalenzen von 2% — 17%, wéhrend sich bei Veteranen
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anderer Nationen ein niedrigeres Hochstmal und eine kleinere Spanne darstellen*’. Wie bereits

erwdhnt konnen aber auch korperliche Leiden zu einer stress-assoziierten Erkrankung fiithren:

Die PTSD Inzidenzen sind bei Patienten nach Intensivtherapie grob miteinander vergleichbar.
Sie beliefen sich gemafl den Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Prof. Gustav Schelling bei
Langzeitiiberlebenden des akuten Lungenversagens (Acute Respiratory Distress Syndrome,
ARDS) auf 20% — 24%**. Nach schweren Verbrennungen lag die Punkt — Prévalenz einer
PTSD Symptomatik zwischen 20% und 45%%. Ein hoherer oberer Grenzwert fand sich bei
Patienten nach Septischem Schock, bei dem bis zu 60% der Patienten betroffen waren*’. Sechs
Monate nach chirurgischen Eingriffen am Herzen und anschlieender Intensivbehandlung lag
die Pravalenz noch bei 18,2%'4. In einer Langsschnittstudie mit Patienten nach ARDS hatten
35% der Patienten eine PTSD-Symptomatik vorzuweisen 3 Monate nachdem sie die ICU (engl.
Intensive Care Unit, Intensivstation) verlassen hatten. Bei der Gruppe der langzeitiiberlebenden
Patienten fanden sich bei 62% noch 2 Jahre nach Intensivbehandlung PTSD Symptome, davon
nahmen 40% eine psychiatrische Therapie und 50% eine medikamentose Therapie mit
Psychopharmaka in Anspruch®. Schon seit geraumer Zeit ist das Auftreten von PTSD bei
Patienten nach Myokardinfarkt bekannt. Hier finden sich Inzidenzen in bis zu 31%%-? der
Fille. Insgesamt findet die Tatsache, dass das Krankheitsbild PTSD nach Aufenthalt auf einer
Intensivstation relativ hiufig auftritt und fiir Patienten viele negative Konsequenzen mit sich
bringt, noch verhiltnismiBig wenig Beachtung im klinischen Alltag, ganz zu schweigen von
medizinischer Lehre und Ausbildung. Bei tdglichen Behandlungszahlen von iiber 10.000
Intensivpatienten in tiber 1.500 Intensivstationen in Europa®? ist dies ein Umstand, den es zu
bessern gilt, auch wenn es zuletzt Anzeichen fiir das Entstehen eines hoheren

Problembewusstseins gab*.

1.3.4. Symptomatik und Diagnostik der Post-traumatischen

Belastungsstorung

Die Diagnose des PTSD erfolgt entsprechend der Kriterien des DSM-V, des Diagnostical and
Statistical Manual of Mental Disorders in der fiinften Revision, welches von der American
Psychiatric Association herausgegeben wird®. Zu den definierenden Merkmalen zihlen die
Exposition gegeniiber einer lebensbedrohlichen Situation (Kriterium A), das Wiedererleben
besagter Situation im Sinne von Intrusionen (z.B. Flashbacks, Albtrdume, etc.)(Kriterium B),

Vermeidendes Verhalten (Kriterium C), negative Verdnderungen in Bezug auf Stimmung und
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Wahrnehmung (z.B. fehlende affektive Schwingungsfihigkeit, dissoziative
Amnesie)(Kriterium D), sowie Alterationen betreffend der emotionalen Erregbarkeit (z.B.
pathologisch erhohte Schreckhaftigkeit, Konzentrationsschwiche)(Kriterium E). AuBerdem
zdhlen eine Persistenz der Symptome der Kriterien B bis E iiber die Lidnge eines Monats hinaus
(Kriterium F), funktionelle Signifikanz z.B. durch Einschrinkung des Soziallebens oder
eingeschrinkte Arbeitsfahigkeit (Kriterium G) und letzten Endes der Ausschluss anderer
Ursachen, wie z.B. Drogenabusus (Kriterium H), zu den erforderlichen Attributen einer
PTSD>. Es sollte nicht unerwihnt bleiben, dass die Symptome zwar im Regelfall im
unmittelbaren zeitlichen Zusammenhang mit dem Stressor als akute Belastungsstorung
auftreten, es aber auch zu verspétetem Eintreten der Manifestation kommen kann. So wurden
mitunter schon Latenzen von Wochen, Monaten oder sogar Jahren beobachtet. Des Weiteren

besteht eine hohe Chronifizierungsneigung?®.

1.3.5. Risikofaktoren zur Entwicklung einer Posttraumatischen

Belastungsstorung nach Intensivtherapie

Einige Risiko- bzw. protektive Faktoren beziiglich der Ausbildung einer PTSD sind beim
heutigen Stand der Forschung bereits bekannt. Die Krankheitsentstehung wird dabei durch die
Entwicklung einer Sepsis (Quotenverhéltnis OR=1.08), die hochdosierte Applikation von
Opioiden (OR=2.13) und eine bereits vorbestehender Depression (OR=1.96) bevorzugt.
Protektiv wirkt beispielsweise die niedrigdosierte Gabe von Opioiden (OR=0.83). Es zeigte
sich aulerdem, dass nicht nur die Therapieoption an sich, sondern auch die Dauer der
Anwendung eine FEinflussgroe darstellt. Die Aufenthaltsdauer auf Intensivstationen
(OR=1.39)*, sowie die Dauer der Sedation mit Hilfe von Benzodiazepinen stellten sich als
Risikofaktor dar’’. Dem steht die Lédnge der Glucocorticoidtherapie wiéhrend der
Intensivbehandlung als protektiv gegeniiber (OR=0.91)%. Als zu Weilen wichtigstes Element
fiir das FEintreten einer PTSD Symptomatik nach Intensivbehandlung wird jedoch die
Erinnerung an die gefdhrdenden und dngstigenden Ereignisse wihrend des Aufenthaltes auf

den Intensivstationen beschrieben!##4,

Bei der Vielzahl und Vielfalt der unterschiedlichen traumatischen Erinnerungen ist es zur
Erhebung hilfreich, eine gewisse Unterteilung in Kategorien vorzunehmen. Der von Stoll et al
speziell fiir PTSD-Symptomatik bei Intensivpatienten validierte Fragebogen PTSS-10 grenzt
hierbei Angst oder Panikreaktionen, Atemnot, Halluzinationen oder Alptrdume und Schmerz

voneinander ab. Die vier Kategorien werden unterschiedlich oft von Patienten nach

17



Intensivbehandlung angegeben: Bei langzeitiiberlebenden Patienten nach akutem
Lungenversagen hat die Kategorie mit Alptriumen und Halluzinationen mit ca. 60% mit
Abstand die hochste Privalenz flinf Jahre nach der Behandlung. Die anderen drei Arten spielen
mit Anteilen von 35% bis 40% der Patienten eine kleinere, wenn auch keineswegs zu
vernachldssigende, Rolle**%°, Mit einer steigenden Zahl an traumatischen Erinnerungen steigt
sowohl die Inzidenz als auch die Intensitéit einer PTSD-Symptomatik. Dieser Effekt steigert
sich zudem iiberproportional, wenn die Erinnerungen aus verschiedenen Kategorien
stammen.!**° Vorarbeiten unserer Forschungsgruppe zu diesem Thema vermag Abbildung 4

zu veranschaulichen.

PTSD — Symptom Score

0 1 2 3 4
Anzahl traumatischer Erinnerungen

Abbildung 4: Wechselbeziehung zwischen der Anzahl traumatischer Erinnerungen an eine Intensivtherapie bei
Patienten nach ARDS und dem Symptom Score fiir PTSD. Die 123 Patienten wurden durchschnittlich 5 Jahre
nach Verlegung von der ICU mittels dem PTSS-10 Instrument evaluiert. Mit * gekennzeichnet sind signifikant
erhohte PTSD-Scores bei Patienten mit mehrfachen traumatischen (>2) Erinnerungen (p<0,01, ANOVA mit

Tukey’s post-hoc test). Die in der Abbildung visuell suggerierte lineare Korrelation lief3 sich statistisch
nachweisen (r=0,43, p<0,01, n=123)*

Um der Entwicklung einer PTSD bei Intensivpatienten mit prophylaktischen Therapieansitzen
begegnen zu konnen, bedarf es eines besseren Verstindnisses der zugrundeliegenden
Entstehungsmechanismen. Diese neurobiologischen Grundlagen der Gedichtnisbildung sind
zurzeit Gegenstand der Forschung. Gewisse einflieBende Faktoren sollen mit dieser Arbeit

aufgezeigt werden.
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2. Ziel und Hypothese der Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit galt es folgende Fragestellung zu beantworten:

Welchen Einfluss {iben verschiedene genetische Varianten (SNPs) des Glucocorticoidrezeptors

bei herzchirurgischen Patienten in Bezug auf
1.) klinische Variablen (z.B. Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation)
2.) biochemiche Parameter (z.B. Plasmaspiegel von Cortisol)
3.) psychometrisches Outcome (z.B. PTSD-Symptomatik)

aus?

Hieraus ergab sich folgende Hypothese, die es zu iiberpriifen galt:

Die genetischen Varianten (SNPs) des Glucocorticoidrezeptors beeinflussen diesen funktionell,
was zu signifikant zu beobachtenden Verdnderungen klinischer, psychometrischer und

biochemischer (Outcome-)Parameter fiihrt.
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3. Methodik
3.1. Uberblick

In der durchgefiihrten prospektiven Kohortenstudie wurden Patienten, die sich eines
herzchirurgischen Eingriffs unterziehen mussten, beziiglich unterschiedlicher Polymorphismen
des Glucocorticoidrezeptors genetisch typisiert. Im Anschluss an pré-, intra- und postoperative
Blutabnahmen wurden die Plasmaspiegel einiger biochemischer Parameter bestimmt.
Daraufhin wurden die klinischen Outcome-Parameter des Eingriffs und der Zeit auf der ICU
protokolliert. Des Weiteren waren Patienten dazu aufgefordert vor dem Eingriff, bei der
Verlegung auf die IMC-Station, und nach sechs Monaten standardisierte und bei

Intensivpatienten validierte Fragebogen zur psychometrischen Bestandsaufnahme auszufiillen.

Die folgende Abbildung und das Flussdiagramm geben einen Uberblick iiber die Zeitpunkte
der Datenerhebung und den generellen Ablauf der Studie.
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Datenerhebung

perioperativ Biochemische und
Aufklirung (ua. psychometrische Daten Datenerhebung
Zustimmung Endocannabinoide) wéhrend Intensivtherapie Verlegung ICU
Datenerhebung .
préoperativ l » A
(Genotypisierung)
A

\§!
\‘:} \

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Studienablaufs
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Patientenidentifikation
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Aufklirung
Zustimmungserklirung

10.

T

Ausschlusskriterien:

fehlende Zustimmung

Positiver HIV — Test

Notfalleingriff

Schwangerschaft

Niereninsuffizienz (Creatinin > 2 mg/dl)
Leberinsuffizienz (Bilirubin > 3 mg/dl) oder
Hepatitis B/C

NNR - Insuffizienz / Glucocorticoidtherapie
Insulinpflichtiger Diabetes

Weitere schwere Begleiterkrankungen (z.B.
Tumor)

Vorbestehende psychiatrische Erkrankungen
(Alkohol-/ Drogenabusus, Major
Depression, Bipolare Storungen, Psychosen,
Demenz)

Priioperativ
. Demographische Daten
. Biochemische Bestimmungen: Cortisol
. Blutentnahme zur genetischen Typisierung
. Fragebogen: PTSD, SF-36
v
Aufnahme ICU

Biochemische Bestimmungen: Cortisol

A 4

POD1-4
. Biochemische Bestimmungen: Cortisol
. Delirdiagnostik (ICU-CAM)

A 4

ICU — Verlegung

. Behandlungsdaten
. Biochemische Bestimmungen: Cortisol
. Fragebogen: PTSD

)

Telefonkontakt

A 4

+ 6 Monate (per Post)
o Fragebogen: PTSD, SF-36
o Demographische und krankheitsrelevante Fragen

Abbildung 6: Flussdiagramm des Studienaufbaus. POD=Postoperativer Tag
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3.2. Teilnehmer

In die Studie wurden Patienten aufgenommen, bei denen eine Koronararterien-
Bypassoperation, ein  Herzklappenersatz ~ bzw. eine  -rekonstruktion,  eine
Aortenbogenrekonstruktion oder eine Kombination dieser Eingriffe in der herzchirurgischen
Abteilung des Universitédtsklinikums Miinchen GroBBhadern erfolgte. Dieses Patientengut weist
durch den hohen Grad an Stress fiir Korper und Psyche genau die Voraussetzungen fiir unsere
Untersuchung auf. So sind herzchirurgische Eingriffe z.B. mit dem systemischen
inflammatorischen Response-Syndrome (SIRS)®!  vergesellschaftet, welches in der
perioperativen Phase auftreten kann®?. Des Weiteren finden sich bei Ihnen als Intensivpatienten
stress-assoziierte psychische Erkrankungen wie PTSD3. Eine obligatorische Intensivtherapie
nach verhdltnismadBig homogenen operativen Prozeduren stellte sich als nahezu ideale

Kombination dar, die sich schon in Vorliuferstudien etablieren konnte.!*!3

Folgende Kriterien schlossen eine Teilnahme des Patienten an der Studie aus:
e fehlende Zustimmung
e Positiver HIV-Test
e Notfalleingriff
e Schwangerschaft
e Niereninsuffizienz (Creatinin > 2mg/dl)
e Leberinsuffizizienz (Bilirubin > 3mg/dl) oder Hepatitis B / C
e NNR-Insuffizienz oder Glucocorticoidtherapie
¢ Insulinpflichtiger Diabetes mellitus
e Weitere schwere Begleiterkrankungen (z.B. Autoimmunerkrankungen oder maligne
Tumore)
e Vorbestehende psychiatrische Erkrankungen
= Alkohol-/ Drogenabusus
= Major Depression
= Bipolare Stérungen
= Psychosen

= Demenz
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Die Ausschlusskriterien kamen dabei aus verschiedenen Griinden zum Tragen. So fiihrte eine
bestehende Infektion mit HIV oder Hepatitis B / C hauptsdchlich zum Eigenschutz der
beteiligten Forscher zum Nichteinschluss in die Studie. Nieren- und Leberinsuffizienz drohten
Forschungsergebnisse zu verfilschen, da sie eine oft schon langerfristig bestehende und
zusétzliche Stresssituation fiir die jeweiligen Patienten bedeuteten. Der Einfluss des Stressors
Operation hétte demnach zu einer verdnderten Reaktion fithren kdénnen und so zu einer
inhomogeneren Patientengruppe gefiihrt. NNR-Insuffizienz, Insulinpflichtiger Diabetes
mellitus und weitere schwere Begleiterkrankungen fiihren allesamt zu Verdnderungen des
Stresshormonhaushaltes und waren deshalb ebenfalls Ausschlusskriterium. Vorbestehende
psychiatrische Erkrankungen hétten fiir eine ungleiche Ausgangslage bei der psychometrischen
Evaluation der Forschungsergebnisse gesorgt. Mittels Aktenstudium wurden passende
Probanden ausfindig gemacht, am Vortag der jeweiligen Operation auf ihrer Station aufgesucht,
iiber die Studie informiert, aufgekldrt und schlieflich im beiderseitigen Einvernehmen in die
Studie eingeschlossen. Zur weiteren, anonymisierten Betrachtung der Patienten wurden diese

nun — dem Zeitpunkt ihres Studieneinschlusses entsprechend — fortlaufend nummeriert.

3.3. Datenerhebung

Das elektronische Narkoseprotokoll (Firma IMESO GmbH, Giellen, Deutschland) lieferte die
perioperativ erhobenen Daten wie z.B. Applikationsmengen, -dosierungen und -zeitrdume von
Glucocorticoiden, Katecholaminen, etc. Auch die Dauer des FEingriffs sowie die Dauer
intraoperativer Phasen (Kardio-pulmonaler Bypass, Aortenabklemmzeiten, etc.) konnten so
unter anderem registriert und ausgewertet werden. In Ermangelung eines solchen Systems auf
der Intensivstation erfolgte die Datenerhebung hier klassisch manuell unter Zuhilfenahme von
Patientenakten und Verlaufsdokumentation. Die Datenerhebung 6 Monate nach dem Aufenthalt
auf der Intensivstation erfolgte, indem die Fragebogen per Post zu den Patienten verschickt
wurden. Ein vorausgehendes Telefongesprich sollte die Patienten nochmals an diesen letzten
Schritt erinnern, die Validitédt des Posteingangs im Voraus bestitigen und die Wichtigkeit ihrer
Mitarbeit unterstreichen. Durch diesen zusétzlichen, personlicheren Kontakt konnte die
Compliance und die damit verbundene Riicklaufquote der Fragebdgen sehr hochgehalten

werden (86,32%).
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3.4. Blutabnahmeprotokoll

Die Blutentnahmen erfolgten generell aus arteriellen Zugéingen, die im Rahmen der
anisthesiologischen OP-Betreuung standardmiBig gelegt und zur postoperativen Uberwachung
auf der ICU beibehalten wurden. Unmittelbar nach dem Legen dieses Zuganges erfolgte die
erste Blutabnahme noch im wachen Zustand des Patienten. Dadurch sollte ein Einfluss der
Narkosemittel auf die biochemischen Parameter verhindert und ein ungetriibter Blick auf die
praoperativen Kenngroflen ermdglicht werden. Weitere Abnahmezeitpunkte waren direkt nach
der Aufnahme auf die Intensivstation, an allen postoperativen Tagen auf dieser, sowie am
Verlegungstag auf die IMC-Station um jeweils 9.00 Uhr um den Einfluss zirkadianer Rhythmik

auf einige Laborgrofen weitgehend auszuschlieen.

Zunichst erfolgte einmalig eine Blutentnahme von 2 EDTA-R&hrchen (4,9 ml) zur genetischen
Typisierung. Pro Patient und Abnahmezeitpunkt wurden dann zwei Lithium-Heparin-Réhrchen
(4,9 ml) zur Plasmagewinnung entnommen. Innerhalb der ersten 10 Minuten nach der erfolgten
Blutabnahme wurden die Lithium-Heparin-Réhrchen bei 5000 Umdrehungen pro Minute und
einer Dauer von 5 Minuten bei einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Im Anschluss konnte
das gewonnene Plasma in vier 1,5 ml-Polypropylen-Eppendorf-Tuben in Mengen von jeweils
750 pl pipettiert werden. Zusammen mit den nicht zentrifugierten EDTA-R6hrchen wurden die
Plasmaproben umgehend bei -80°C gelagert. Um Verwechslungen auszuschlieen, wurden
siamtliche Tuben und Rohrchen vor dem Einfrieren etikettiert und mit Patientennummer,

genauem Abnahmezeitpunkt (pré-operativ, post-operativ, etc.) und Abnahmedatum versehen.

Dieses Blutabnahmeprotokoll ist auf die Bestimmung von Endocannabinoidspiegeln
zugeschnitten, welche in einem parallel laufenden Studienansatz untersucht wurden. Durch
seine hochspezifische Natur wird aber dennoch ein hochster Grad an Reproduzierbarkeit und
Homogenitdt der zu untersuchenden Proben gewdhrleistet. Die so erstellten Versuchsstiicke
wurden letztendlich im Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Klinikum der Universitdt Miinchen,
Standort GroBhadern, mittels Immunassay-Systemen (AVIDA Centaur, Siemens Healthcare
Diagnostics; Cobas 8000 Modular Analyzer Series, Roche Diagnostics) untersucht. Bestimmt

wurden dort die Plasmaspiegel von Cortisol.
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Die weiteren (Labor-)Parameter (Entziindungswerte, Dosierungen der applizierten Pharmaka,
etc.) wurden den Patientenakten entnommen, nachdem die Patienten von der Intensivstation

verlegt wurden.

3.5. Psychometrie

Zur psychometrischen Bestandsaufnahme wurden die Fragebogen SF-36 und PTSS-10

herangezogen, jeweils ausgewihlt aufgrund ihres standardisierten und validierten Charakters.

3.5.1. SF-36: gesundheitsbezogene Lebensqualitat

Der SF-36 (Short Form - 36) Gesundheitsfragebogen wurde préoperativ und 6 Monate nach der
Operation von den Studienteilnehmern ausgefiillt. Bei ihm handelt es sich um ein validiertes
Instrument zur Erfassung der gesundheitsbezogenen Lebensqualitét, der schon lange im Umlauf
ist und haufig zur Therapie- und/oder Verlaufskontrolle verwendet wird®-%. Er lésst sich in

acht mit Skalen bewertete Doménen unterteilen:

e Allgemeine Gesundheitswahrnehmung
e Vitalitdt

e Psychisches Wohlbefinden

e Soziale Funktionsfahigkeit

e Korperliche Funktionsfahigkeit

e Korperliche Schmerzen

e Emotionale Rollenfunktion

e Korperliche Rollenfunktion

Die Skalen umfassen den Wertebereich 0 — 100 und werden entsprechend der gewichteten
Summen der Antworten errechnet. Dies ermdglicht anschlieBend das Errechnen von zwei

Summenskalen zur korperlichen und psychischen Gesundheit.
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3.5.2. PTSS-10: traumatische Erinnerungen und PTSD-Symptome

Zusitzlich zum SF-36 Gesundheitsfragebogen galt es von den Patienten praoperativ, am Tage
der Verlegung von der Intensivstation auf die Zwischenwache und ebenfalls 6 Monate nach der
Operation einen Fragebogen zu traumatischen Erinnerungen, sowie eine Skala zur Erfassung
posttraumatischer Reaktionen (PTSD-Score) auszufiillen. Dieser sogenannte PTSS-10-Test
(Posttraumatische Stress Skala — 10) wurde — wie bereits in Kapitel 1.3.5 beschrieben — von
Stoll et al. bei Patienten nach Intensivtherapie validiert®®. Traumatische Erinnerungen wurden
durch ja-oder-nein Fragen zu den Bereichen Alptraume oder Angst, Schmerzen und Atemnot
erfragt. Dies bezog sich jeweils auf den Zeitraum der vorausgegangenen Woche. Der PTSD-
Score beinhaltete eine Skala zwischen 1="nie* und 7=“immer* zu folgenden 10 Punkten:
Alptraume, Schlafprobleme, Depressionen, Schreckhaftigkeit, Gereiztheit, Bediirfnis nach
Riickzug von anderen, hdufige Stimmungsschwankungen, schlechtes Gewissen /
Selbstvorwiirfe / Schuldgefiihle, Muskelverspannungen, und zuletzt Angst vor Stellen oder
Situationen, die an eine Intensivstation erinnern konnten, ebenfalls in der vergangenen Woche

auftretend.

Bei einem Summenscore > 35 Punkten gilt der Test als positiv und verfiigt ab diesem Ergebnis
iiber eine Sensitivitit von 97,5% und einer Spezifitit von 77%, um die Diagnose eines
vorliegenden Vollbildes einer PTSD nach Intensivbehandlung akkurat vorhersagen zu kénnen.
Eine entsprechende Diagnosestellung miisste dann mittels standardisiertem psychiatrischen

Assessment (z.B. CAPS - Clinician-Administered PTSD Scale) erfolgen.

Abbildung 7 und Abbildung 8 zeigen die Fragebdgen, wie sie in der Studie zum Einsatz kamen.
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Traumatische Erinnerungen

Die Fragen dieser Skala beziehen sich auf Ihre Erinnerung an die Zeit,
die Sie auf der Intensivstation verbracht haben.

Wenn ich an die Zeit auf der Intensivtherapiestation zuriickdenke, dann
erinnere ich mich an:

Schmerzen ja [ nein []
Atemnot ja [ nein []J
Alptraume ja nein []
Angst ja nein []

Abbildung 7: PTSS-10: Erhebung von traumatischen Erinnerungen mittels ja-oder-nein Fragen. Die
Erinnerungsintensitdit wurde nicht spezifisch erfasst.
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Skala zur Erfassung posttraumatischer Reaktionen

Ich habe in den letzten Tagen bzw. leide an...

1. Schlafproblemen

Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

2. Alptriumen

Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

3. Depressionen, fithle mich bedriickt
Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

4. Schreckhaftigkeit, d.h. ich erschrecke leicht, wenn ich plotzlich Geridusche hore oder
Bewegungen wahrnehme

Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

5. das Bediirfnis, mich von den anderen zuriickzuziehen

Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

6. Gereiztheit, d.h. ich werde schnell gereizt oder irgere mich

Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

7. hiufige Stimmungsschwankungen

Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

8. ein schlechtes Gewissen, mache mir Selbstvorwiirfe, habe Schuldgefiihle

Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

9. Angst vor Stellen oder Situationen, die mich an die Intensivstation erinnern kénnten

Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

10. Muskelverspannungen
Nie immer
1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 8: Erhebung des PTSD-Scores via skaliert zu beantwortender Stichpunkte. Fiir Einzelheiten beziiglich
des genauen Vorgehens sowie der Erfassungszeitpunkte siehe Text.
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3.6. Genetische Untersuchungen

3.6.1. Auswahl der SNPs

Analysiert wurden fiinf funktionelle SNPs des GR-Gens NR3C1 (nuclear receptor subfamily 3,
group C, member 1): rs10052957, rs6190, rs6195, rs41423247 und rs6198. Diese waren gemél

dem 1000-Genome-Projekt®® dafiir bekannt die GR-Sensitivitdt zu beeinflussen.

So ist der Bcll-Polymorphismus  (rs41423247) mit einem  hypersensitiven
Glucocorticoidrezeptor vergesellschaftet'®, wihrend TthIIIT (rs10052957) im Gegensatz dazu
zu einer relativen Glucocorticoidresistenz®” fiihrt. Auch die Polymorphismen ER22/23EK
(rs6190), N363S (rs6195) und 9 (rs6198) sind dafiir bekannt, funktionell aktiv zu sein und
sind Gegenstand intensiver Forschung®-7°, Als Kontrolle und sechster untersuchter SNP wurde
1512054797 verwendet, der keinen Einfluss auf die Entwicklung kardiovaskulédrer

Erkrankungen hat’!.

Auch die Haufigkeit des Vorkommens der SNPs bildete ein zusitzliches Auswahlkriterium.
Die Minor-Allel-Frequenzen, also die Frequenzen des selteneren Allels, der untersuchten SNPs

stellen sich folgendermaflen dar:

MAF (A-Allel) rs12054797 16%
MAF (T-Allel) rs10052957 25%
MAF (T-Allel) rs6190 1%
MAF (C-Allel) rs6195 0,8%
MAF (G-Allel) rs41423247 28%
MAF (G-Allel) rs6198 9%

Diese Daten entstammen dem 1000 Genome Project®® der Phase 1, wobei dieser Datensatz im
Mai 2011 verdffentlicht wurde. Hierbei waren 1092 Individuen aus der ganzen Welt
genotypisiert worden. Aufgrund dieser Tatsache konnte davon ausgegangen werden, dass die
SNPs rs6190 und rs6195 in der kaukasischen Bevdlkerung héaufiger vorkommen, da diese in

asiatischen Volksgruppen nicht nachgewiesen werden konnten!-2,

Das untersuchte Genmodell des Glucocorticoidrezeptors trigt den HGVS-Namen (von der

Human Genome Variation Society (HGVS) vorgeschriebene und international giiltige
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Schreibweise von humanen Sequenzvariationen) ,,NM 000176.2 — NP _000167.1
glucocorticoid receptor isoform alpha“. Die NM-Nummer kennzeichnet die transkribierte

mRNA, die NP-Nummer das resultierende Protein.

3.6.2. DNA-Isolierung

Hinweis: Die unter 3.6.2., 3.6.3. und 3.6.4. beschriebenen Arbeitsschritte wurden von Frau Dr. Martina Pfob
durchgefiihrt und die genannten Kapitel wurde von ihr verfasst. Zur wissenschaftlichen Nachvollziehbarkeit

werden sie hier ebenfalls in Génze beschrieben.

Die Firma QIAGEN (QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook, Second Edition,
November 2007, 1999 —2007) lieferte die Vorschrift, nach der die Isolierung der genomischen
DNA durchgefiihrt wurde. Eine Auffithrung der Gerédte und Hilfsmittel, Reagenzien und
Materialien sowie deren Herstellerfirmen bietet Tabelle 1. Gemal der Anleitung wurden
zundchst einige Vorbereitungen getroffen: die beiden mitgelieferten Waschpuffer wurden mit
100 prozentigem Athanol verdiinnt (Waschpuffer 1 mit 125 ml, Waschpuffer 2 mit 160 ml) und
die lyophilisierte (gefriergetrocknete) Protease wurde mit dem dazugehdrigen Solvent (5,5 ml)
aufgelost. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden alle verwendeten Ldsungen
aliquotiert, also in Teilportionen aufgespalten. Die so entstandenen Aliquots der Protease
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Das gerade in Gebrauch befindliche
Aliquot wurde jedoch bei 4-8 °C im Kiihlschrank gelagert. Alle anderen Reagenzien waren bei
Raumtemperatur stabil. Zusitzlich wurde 100%iger Athanol benétigt, der nicht zu den im Kit

enthaltenen Reagenzien zéhlte.

Zuerst wurden entsprechend der Probenanzahl die 1,5 ml fassenden Reaktionsgefd3e mit der
laborinternen Bearbeitungsnummer versehen. Nachdem jeweils 20 pl Protease auf dem Boden
des Reaktionsgefilles vorgelegt wurde, erfolgte anschlieBend das Daraufpipettieren von 200 pl
der gemischten Blutprobe. Daraufhin wurden jeweils 200 ul AL-Puffer (Lyse) zupipettiert, das
Reaktionsgefa3 fest verschlossen und der Inhalt sofort vermischt, indem 15 Sekunden im
Intervall ein Vortexmischer verwendet wurde, bis die Losung glasig und dunkel wurde. Im
Anschluss kam das Reaktionsgefdf fiir eine Zeitspanne von 10 Minuten in einen auf 56 °C
temperierten Heizblock. Innerhalb dieser Inkubationszeit wurden die spéter zu verwendenden

zentrifugierbaren Chromatographie-Sdulen mit den Nummern der Proben beschriftet.
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Die durch die Inkubation am Deckel entstandenen Kondensationstropfen wurden darauthin
durch kurzes Zentrifugieren entfernt. Ferner wurde 100%iger Athanol in einer Menge von 200
ul zu jeder Probe hinzugegeben. Die Proben wurden danach sofort erneut 15 Sekunden lang im
Intervall gevortext und kurz zentrifugiert. Die zuvor vorbereiteten Chromatographie-Siulen
wurden nun mit dem kompletten Volumen befiillt und in der Zentrifuge 1 Minute lang bei 8000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Dies flihrte zur Bindung der DNA an die Silica-
Membran durch das Ionenaustauschprinzip der Chromatographie. Zum Waschen der Membran
wurde die Séule in neue Sammelgefile gestellt, der nicht mehr bendtigte Unterstand samt
Gefdll verworfen. Das Waschen geschah durch Pipettieren von jeweils 500 pul Waschpuffer 1
auf die Sédule und anschlieBende erneute Zentrifugation fiir 1 Minute mit 8000 rpm. Die
Membran wurde dadurch von Lyse- und Blutpufferresten, sowie von Verunreinigungen befreit.
In einem zweiten Schritt wurde 500 ul Waschpuffer 2 zugegeben, und dann fiir 3 Minuten bei

14000 rpm zentrifugiert.

Bereits vorbereitete, mit laborinterner Bearbeitungungsnummer und Namen beschriftete 1,5
ml-ReaktionsgefiBe waren nun Uberfiihrungsziel der Siulen. Die Zugabe von 200 pl
Elutionspuffer und weitere Zentrifugation von 1 Minute bei 8000 rpm resultierte in der Losung

der DNA von der Sdule und deren Auffang im Reaktionsgefals.

Diese nun isolierte DNA stand somit fiir die Durchfiihrung der PCR bereit oder konnte

alternativ bis zu deren Verwendung bei 4°C gelagert werden.

Reagenzien und Material Gerate und Hilfsmittel
1,5 ml-Reaktionsgefalle festschlieRend 1000 ul-Pipette, variabel verstellbar
Firma Sarsted Firma Gilson
1000ul-Pipettenspitzen mit Filter Firma 200 pl-Pipette, variabel verstellbar
Kisker Firma Gilson
200 pl-Pipettenspitzen mit Filter Firma 20ul-Pipette, variabel verstellbar Firma
Kisker Gilson
10ul-Pipettenspitzen mit Filter der Firma Zentrifuge (Centrifuge 5417 C) Firma
Kisker Eppendorf
QIAamp DANN Mini Kit (250 Saulen) Heizblock, variabel einstellbar Firma
Firma QIAGEN LAB-LINE
100 % Athanol Firma Merck Schuttler (VorTex Genie 2) Firma

Bender & Hobein
Proteinase K

Tabelle 1: Bei der DNA-Isolierung verwendete Reagenzien, Material, Gerdte und Hilfsmittel
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3.6.3. PCR

Die Vervielfiltigung der DNA mit Hilfe der PCR (engl. Polymerase Chain Reaction;
Polymerase Kettenreaktion) war ein bahnbrechendes neues Prinzip, fiir deren Erfindung Kary
B. Mullis 1993 den Nobel-Preis fiir Chemie erhielt. Das grundsitzliche Prinzip der PCR ist in
wenigen Schritten erklért: Die doppelstrdngige DNA wird zunéchst erhitzt und spaltet sich so
in seine zwei Einzelstringe auf, wird also ,,denaturiert”. Zugefiigte Primer (kurze, bekannte
Sequenzen) lagern sich dann an die Stringe an. Sie stellen den Anfang des zu bildenden
komplementiren Stranges dar und bieten einen Ansatzpunkt fiir die DNA-Polymerase. Bei
einer niedrigeren, fiir sie optimalen, Arbeitstemperatur baut dieses Enzym nun die zugehorigen
Strdnge aus ebenfalls zugefiigten Einzelnukleotiden zusammen. Dieser dreischrittige Zyklus

wird dann mehrfach wiederholt.

Fiir den Amplifikationsansatz wurden die Taq-Polymerase, die vier Desoxynukleotide Adenin,
Cytosin, Guanin und Thymidin, sowie die DNA-spezifischen Primer benétigt. Von der GO-
Tag-Polymerase wurde pro 25ul-PCR-Ansatz 0.625 U eingesetzt. Der zugehorige

Reaktionspuffer enthielt MgCl in einer Endkonzentration von 1,5 mM.
Ein Standard 25 pl-PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

2,5 ul DNA (50-200 ng)

2,5 ul ANTP’s

5,0 pl 10x Reaktionspuffer

0,5 pl Primer vorwirts (20 pM)

0,5 pl Primer riickwérts (20 pM)

1,25 ul DMSO

0,13 pl Taq (0,625 U)

12,6 ul H20

Mit den dNTPs (Desoxynukleosid-Tripohsphate) wurde in Form einer 1,25 mM-
Gebrauchslosung (je 500 pl plus 38,0 ml Lichrosolv-Wasser) gearbeitet, die aliquotiert bei -20°
C gelagert wurde. Endkonzentration in der PCR war dann 0,125 mM.

Die zu verwendenden Primer wurden zunichst entsprechend der Referenz-Gensequenzen

(OMIM-Datenbank) selbst ausgewihlt.
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Folgende Primersequenzen kamen fiir die jeweiligen SNPs zum Einsatz:

rs12054797
CTTGGCCTCTGCCTACTCCTG
CCTAAGTGATCATCATGAGTGG

rs10052957
TGAGGATCTTGAGGGTTATCTGTACAC
GTCAACATTTATTGCGCATCTGC

rs6190
GGTAGAGAAGAAAACCCCAGCAGTGTGCTTGCTCAGAAG
GTCTCTCCCATATACAGTCCCATTGAG

rs6195
GTCTGCCATTTCTGTTCATGGTG
CGTACAGATGTCACTTAGGTTGTCTACC

1s41423247
CTTACATAGTCAAAAGTTGTGCTGCC
GAGAACTTGCAGGAACATTTGAACG

rs6198
GATTTCCATCTTGGCTGGTCAC
TGTAGTTAAGCAAGTTATTTGAGGAGGG

Die durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC, engl. high performance liquid

chromatography) gereinigten Primer, wurden lyophilisiert geliefert und bis zur Herstellung der

entsprechenden Gebrauchslosung bei -20° C gelagert. Die letztlich verwendete Losung hatte

eine Konzentration von 20 uM, die Endkonzentration in der PCR betrug 0,4 pM. Sowohl

Stamm- als auch Gebrauchslésungen wurden aliquotiert bei -20°C gelagert.

Als spezieller Zusatz kam teilweise Dimethylsulfoxid (DMSO) zum Einsatz. Hiermit lassen

sich GC-reiche Regionen durch eine Erniedrigung der Schmelztemperatur oft besser

amplifizieren.
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Die bereits beschriebenen Temperaturzyklen wurden pro PCR in der Regel dreiflig bis vierzig
Mal wiederholt. Eine initiale Denaturierung wurde zundchst 3 Minuten lang bei 95°C
durchgefiihrt. AnschlieBend kam es je Zyklus immer zu folgenden Schritten, die jeweils 20

Sekunden lang durchgefiihrt wurden:

Die Erwérmung auf 95° C fiihrte im ersten Schritt zur Spaltung der doppelstringigen DNA.
Das Temperaturoptimum zum Anlagern der Primer war abhéngig von deren Linge und
Zusammensetzung (GC-Gehalt) und wurde dementsprechend primerspezifisch ausgewdhlt. Die
Polymerase baute dann im Elongationsschritt die komplementéren Stréange bei fiir sie optimalen

72°C zusammen und stellte somit den dritten Schritt der PCR dar.
Es wurde zusétzlich eine abschlieBende Elongation {iber 2 Minuten durchgefiihrt.

Verwendete Materialien, Reagenzien, Hilfsmittel und Gerdte der PCR sowie deren

Herstellerfirmen sind Tabelle 2 zu entnehmen.

Material und Reagenzien Hilfsmittel und Gerate
20 pl-Pipettenspritzen mit Filter Firma Reaktionsgefal-Halter Firma Eppendorf
Kisker
200 pl-Pipettenspritzen mit Filter Firma 20 pl-Pipette, variabel einstellbar Firma
Kisker Gilson
1000uI-Pipettenspitzen mit Filter Firma 200 pl-Pipette, variabel einstellbar Firma
Kisker Gilson
500 pl-Reaktionsgefal (dunnwandig) 1000 pl-Pipette, variabel einstellbar
Firma Thermo Scienctific Firma Gilson
1,5 ml-Reaktionsgefal} Firma Sarstedt Stander fur 500 pl-Reaktionsgefalle
Firma NEOLAB
Lichrolsoy-Wasser Firma Baker Stander fur 1,5 ml-Reaktionsgefalle
Firma Schubert&Weis
Taqg-Polymerase Firma Promega, PTC220 Thermozykler Firma MWG
Madison, WI, USA
dNTPs Firma Amersham Pharmacia Zentrifuge Centrifuge 5415 C Firma
Eppendorf
Primer Firma Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA

Tabelle 2: Bei der PCR verwendete Materialen, Reagenzien, Hilfsmittel und Gerdte

3.6.4. Sequenzierung

Um festzustellen welche genotypische Variante der Rezeptoren bei den Patienten vorherrscht,

wurde die DNA entsprechend der Technik von Sanger sequenziert. Diese enzymatisch
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durchgefiihrte Didesoxymethode basiert auf dem Prinzip des zufélligen Kettenabbruchs. Der
entscheidende Punkt bei dieser FEinzelstrang-PCR ist folgender: Durch Zugabe von
Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs) kommt es an der Stelle, wo diese in den Strang
eingebaut werden, zum Kettenabbruch. Dies deshalb, weil ddNTPs keine 3’OH-Gruppe
besitzen, die der DNA-Polymerase dann als Verkniipfungsstelle mit der Phosphatgruppe des
eigentlich folgenden Nukleotids fehlt. Durch den Einbau dieser ddNTPs an zufilliger Stelle des
DNA-Stranges, entstehen unterschiedlich lange Fragmente, die sich jeweils um eine Base
voneinander unterscheiden. Durch eine Farbmarkierung lassen sich die einzelnen
Basenbausteine voneinander unterscheiden. In unserem Fall war Adenin griin, Guanin schwarz,
Cytosin blau, und Thymin rot markiert. Durch Elektrophorese in einem Kapillar-Sequenzer
werden die Bruchstliicke dann der Grofe nach aufgetrennt und dann mit einem Detektor
analysiert. Dieser arbeitet mit einem Laserlicht, welches die fluoreszenzmarkierten Nukleotide
zum Leuchten anregt und somit sichtbar macht und jedes einzelne Nukleotid sichtbar macht.
Ein Computerprogramm ermdglicht dann die Visualisierung der so gewonnenen Resultate als
Kurvendiagramm. Eventuell vorhandene Polymorphismen kdnnen dann im Vergleich mit einer

Normalsequenz ausgemacht werden.

Fiir die Durchfithrung der Sequenzreaktion miissen die PCR-Produkte zunéchst aufgereinigt
werden, was in dieser Studie via Gelelektrophorese geschah. Im Anschluss an diese miissen
deren Produkte ebenfalls aufgereinigt werden, um eine einwandfreie Arbeit des Kapillar-

Sequenzers zu ermdglichen. Dazu siehe unten.

Sequenzreaktionsansatz

Die Sequenzreaktion wurde mit dem ,BigDyeTerminator v3.1“-Kit der Firma Applied
Biosystems durchgefiihrt. Es enthélt im Mix die Tag-Polymerase, Reaktionspuffer, die ANTPs
und die ddNTPs. Fiir den Ansatz wurde ein 200 pl-Reaktionsgefdll mit folgenden Reagenzien
befiillt:

3,0 ul aufgereinigtes Fragment
1,5 ul Reaktionspuffer

1,5ul BigDye-Reagenz

3,0 ul destilliertes H>0
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Der daraus entstandene Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 ul wurde in den

Thermozykler gestellt und das folgende Programm gestartet:

Initiale Denaturierung 96°C 1 Minute
1. Schritt 96°C 10 Sekunden
2. Schritt 60°C 5 Sekunden
3. Schritt 60°C 1 Minute

Letztere drei Schritte entsprachen einem Zyklus, welcher 25-mal wiederholt wurde.

Wie bereits angeschnitten, musste die Probe nun zunichst gereinigt werden, um sie dann auf
den Sequenzer laden zu koénnen. Dazu wurde sie einleitend mit 10 pl 125 uM EDTA-L6sung
versetzt und dann in ein beschriftetes 1,5 ml-Reaktionsgefa3 tiberfiihrt. In diesem war bereits
55 ul 100%iger Athanol und 2 pl Natriumacetat-Losung (3 M; pH 5,2) enthalten. Die
Substanzen wurden hernach gut gemischt. Einer 10-miniitigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur folgte eine Zentrifugation iiber 20 Minuten bei maximaler Umdrehungszahl.
Der Uberstand wurde sodann vorsichtig abpipettiert, bevor 250 pl Waschpuffer in Form von
70%igem Athanol hinzugegeben und abermals gemischt wurde. Einem erneuten Zentrifugieren
iber 5 Minuten bei maximaler Umdrehungszahl folgte nochmalig ein Abkippen des
Uberstands, die Zugabe von 250ul Waschpuffer (70%iger Athanol) und die Zentrifugation iiber
5 Minuten bei maximaler Umdrehungszahl. Der Uberstand wurde dann abgekippt und das

Pellet an der Luft oder im Heizblock getrocknet. Damit war die Probe zum Laden bereit.

Die Sequenzproben wurden dabei zundchst mit 30 pl HiDi-Fomamide versetzt, gut gemischt
und 10 Minuten bei Raumtemperatur gelost. Eine vorbereitete Plattenbelegung (Vorlage,
96well-ELISA-Platte) half dabei, nun jeweils 15 pl Probe luftblasenfrei in die Vertiefungen
einer ,MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate” zu pipettieren. Eine gummiartige
,PlateSepta“-Matte deckte die Platte ab, die dann in die entsprechende Halterung fiir den
Sequenzer gesteckt wurde, der nun gestartet werden konnte. Nach Abschluss der Sequenzierung
ermoglichte das Programm ,,Sequencing Analysis* Archivierung und Druck der analysierten

Sequenzen.
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Material und Reagenzien, Firma oder Selbstansatz

200 ul-Pipettenspitzen, Sarstedt

20 pl-Pipettenspitzen mit Filter, Kisker

1000 pl-Pipettenspitzen mit Filter, Kisker

200 pl-Reaktionsgefal® dunnwandig, ABgene

ExoSAP-IT, USB

BigDye Terminator Sequencing Kit v3.1, Applied Biosystems
3 M Natriumacetat-Lésung (pH 5,2), Sigma

Athanol, Merck

Lichrolsov-Wasser, Baker

Marathon-Laufpuffer

Ethidiumbromid

125 uM EDTA-L6sung

70 %er Wasch-Athanol

HiDi-Formamide, Applied Biosystems

POP-6-Polymer, Applied Biosystems

Laufpuffer Sequenzer (Genetic Analyser Buffer)

Drucker, Papier, Druckerpatrone diverse Farbe, Hewlett Packard
20ul-/200p1-/1000ul-Pipette, variabel einstellbar, Gilson
Stander fur 200 pl-Reaktionsgefalle, Roth

Zentrifuge ABOTT TDX Centrifuge, ABOTT

PE9600 und PE9700 Thermozykler, Perkin Elmer
Reaktionsgefali-Halter fur 200 yl-Gefalle, Perkin Elmer
Zentrifuge ABOTT Tischzentrifuge, ABOTT

MicroAMP Optical 96-well Reaction Plate, Applied Biosystems
Plate Septa, Applied Biosystems

ABI 3130 Kapillar-Sequenzer, Applied Biosystems

Tabelle 3: Utensilien des Sequenzierungsvorgangs
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3.7. Statistik

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss hypothesenbasiert ausgewihlter SNPs des
Glucocorticoidrezeptor-Gens NR3C1 auf die frihe wund spdte Ergebnisqualitdt
herzchirurgischer Eingriffe untersucht werden. Diverse kontinuierliche und binire
Ergebnisvariablen wurden in diesem Zusammenhang definiert. Tabelle 4 offeriert einen
Uberblick iiber die verschiedenen Variablen und deren Definition, Berechnung und

Skalenniveau.

Die Anzahl traumatischer Erinnerungen, der PTSD-Score, die korperliche und psychische
gesundheitsbezogene Lebensqualitit wurden als primére Ergebnisvariablen definiert. Deren
Berechnung basierte auf den Ergebnissen des PTSS-10-Instrumentes bzw. der korperlichen und
psychischen Summenscores der SF-36 Fragebdgen, jeweils mit kontinuierlichem Skalenniveau.
Die Pridsenz traumatischer Erinnerungen (Anzahl traumatischer Erinnerungen > 0) und eine
Risikoeinschétzung fiir die Ausbildung eines PTSD-Vollbildes (PTSS-10 Summenscore > 35)
wurden als bindre Ergebnisvariablen definiert und betrachteten zeitpunktspezifisch
(préoperativ, bei Verlegung von der ICU und 6 Monate postoperativ) den Zustand der Patienten.
Zusitzlich sollten die bindren Ergebnisvariablen ,,neu aufgetretene traumatische Erinnerungen
(Zahl traumatischer Erinnerungen nach Intensivtherapie [bei der Verlegung von der
Intensivstation / 6 Monate spdter] > zum prioperativen Zeitpunkt) und ,,neu aufgetretenes
Risiko fiir PTSD* (praoperativer Summenscore < 35 und > 35 direkt nach Intensivtherapie / 6
Monate spiter) eine Beobachtung im zeitlichen Verlauf erstellen. Diese Uberlegung fand dabei
nicht nur auf dem Boden des PTSS-10-Tests statt, sondern auch mit Hilfe der Summenscores
des SF-36-Fragebogens. Die zahlreichen klinischen und biochemischen Parameter wurden als

sekundére Ergebnisvariablen betrachtet.

Gruppenvergleiche zu nominalskalierten Variablen wurden mittels Chi-Quadrat-Test und
Gruppenvergleich zu dichotomen Variablen wurden mittels Fisher-Test angestellt.
Normalverteilte verhéltnisskalierte Variablen wurden zwischen homozygoten Trigern der
SNPs und den restlichen Patienten mit dem T-Test fiir unverbundene Stichproben verglichen.
Ein zuvor durchgefiihrter Levene-Test priifte auf Gleichheit der Varianzen. Ergab sich gemif3
des Shapiro-Wilk-Test eine nicht-parametrische Verteilung, so kam der Mann-Whitney-U-Test
zur Anwendung. Die Verdnderungen kontinuierlicher Variablen iiber die drei Messzeitpunkte
wurden mittels Friedman-Test, die Verdnderung bindrer Variablen iiber die Zeit mittels

McNemar-Test auf Signifikanz gepriift. Um festzustellen, ob es zu einer Verbesserung
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korperlicher Funktionsfihigkeit oder psychischem Wohlbefinden gekommen war, wurden
besagte Summenscores zum praoperativen Zeitpunkt mit denen zum Zeitpunkt 6 Monate spater

mittels Wilcoxon-Test verglichen.

Eine dhnliche, von unserer Forschungsgruppe bereits durchgefiihrte, Studie'’, die lediglich den
Bcll-Polymorphismus betrachtete, wurde zur Abschdtzung der bendtigten Patientenzahl
herangezogen. Die weiteren SNPs, die wir zur Vertiefung jenes Forschungsansatzes in dieser
Studie untersuchten, lieBen durch niherungsweise vergleichbare MAFs erwarten, dass die ca.
100 Patienten ausreichend sein wiirden, um einen signifikanten Effekt des selteneren Allels
gegeniiber dem Wildtyp nachzuweisen. Der limitierten Fallzahl ist geschuldet, dass in der Regel
das recessive model zur Berechnung herangezogen wurde. Die zu vergleichenden Gruppen
waren somit immer die homozygoten Triger des minor Allels auf der einen und die
Kombination aus heterozygoten Triagern und Nicht-Tragern des selteneren Allels

zusammengefasst auf der anderen Seite.

Um die Schweigeverzerrung durch fehlende Werte einer Variable zu verringern, kam das
statistische Instrument der Imputation zur Anwendung. Hierbei wurden die Mittelwerte aller
vorhandenen Werte eingesetzt. Einer Sensitivititsanalyse entsprechend wurde die Auswertung
nur mit den vorhandenen Werten wiederholt und die Ergebnisse mit der imputierten Analyse
verglichen. Hierdurch sollte vermieden werden, dass grobe Verzerrungen durch die Imputation
selbst entstehen. Eine genaue Aufschliisselung der betroffenen Datensitze ist dem Appendix zu

entnehmen.

Tabellarisch dargestellte Ergebnisse zeigen Mittelwerte mit Standardabweichung (SD; engl.

standard deviation).

Allen statistischen Analysen wurde ein Signifikanzniveau von 5% vorgegeben (p < 0,05), von

Trends wird bis zu einem p-Wert von p < 0,1 berichtet.

Verwendete Software waren Sigmaplot 12.5 (Systat Software Inc., Kalifornien, USA, 2013)
und SSPS Statistics 27 (IBM Corporation, New York, USA, 1989, 2020).
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Primére Ergebnisvariable Defintion Berechnung Skalenniveau
Anzahl traumatischer Erinnerungen? Traumatische Erinnerungen > der einzelnen Kontinuierlich
o Alptrdume/Halluzinationen traumatischen

¢ Angst/Panik
e Atemnot
e Schmerzen

Erinnerungen

Prasenz traumatischer Erinnerungen (ja/nein)? Prasenz mindestens einer der oben Anzahl traumat. Binar
aufgefihrten traumatischen Erinnerungen >0
Erinnerungen

Neu aufgetretene traumatische Erinnerungen Mindestens eine nach Zahl traumatischer Binar

(ja/nein)°

Intensivbehandlung neu aufgetretene
traumatische Erinnerung

Erinnerungen nach
Intensivtherapie > als zum

praOP Zeitpunkt

PTSD Score? PTSS-10 Summenscore > der PTSS-10 Kontinuierlich/Skala (10 —
Subscores 70)

Hohes Risiko fiir PTSD Vollbild (ja/nein)?d Hohes Risiko fur PTSD Vollbild PTSS-10 Summenscore Binar
>35

Neu aufgetretenes Risiko fiir PTSD (ja/nein)® PTSD - Hochrisiko nach Intensivtherapie | PTSS-10 Summenscore < | Binar

oder zum Zeitpunkt 6-Monate aber nicht
praOP

35 praOP und >35 nach
Intensivtherapie und zum
Zeitpunkt 6-Monate

Korperliche Funktionsfahigkeit®

SF-36 Summenscore

Algorithmus zur SF-36
Auswertung

Kontinuierlich/Skala (0-
100)

Verbesserung
Korperliche Funktionsfahigkeit (ja/nein)®

Differenz zwischen SF-36
Summenscore 6-Monate post-OP und
dem praoperativen Wert

Summenscore 6-Monate
postOp — praOP >0

Binar

Psychisches Wohlbefinden®

SF-36 Summenscore

Algorithmus zur SF-36
Auswertung

Kontinuierlich/Skala (0-
100)

Verbesserung psychisches Wohlbefinden
(ja/nein)®

Differenz zwischen SF-36
Summenscore 6-Monate post-OP und
dem praoperativen Wert

Summenscore 6-Monate
postOp — praOP >0

Binar

Tabelle 4: Primdre Ergebnisvariablen der prospektiv durchgefiihrten Studie

aDie Bestimmung dieser Variablen erfolgte zu 3 Messzeitpunkten: Praoperativ, bei der Verlegung von der Intensivtherapiestation und 6 Monate nach

dem Eingriff.

®Diese Variablen wurden zu 2 Messzeitpunkten bestimmt: Praoperativ und zum Zeitpunkt 6 Monate nach dem Eingriff.
°Die Bestimmung dieser Variablen erfolgte bei Verlegung von der Intensivtherapiestation und 6 Monate spéater.
dCave: bei dem PTSS-10 Fragebogen handelt es sich lediglich um ein Screeninginstrument. Es kann lediglich von einem PTSD Risiko und nicht von

einer PTSD Diagnose gesprochen werden.
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3.8. Ethik und Datenschutz

Die Untersuchungen wurden unter Riicksprache mit der Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitit durchgefiihrt und von dieser genehmigt (Protokoll-Nr. 347/02;
348/02). Der Datenschutz wird nach deutschem Recht gewihrleistet.

Der duflerst sensible Charakter der genetischen Daten der Patienten fiihrte zu dem Entschluss,
nach Abschluss der Untersuchungen alle Daten zu anonymisieren, um eine Zuordnung von
Genotyp und Patientenname unmdglich zu machen. Dies soll Schutz vor unrechtmiBigem

Zugriff bieten.

Um fiir Ausnahmefille gewappnet zu sein, in denen eine Patientenidentifizierung dennoch von
Noten sein sollte, wird eine Liste, die die Zuordnung von Patientenname und Kontaktadresse
zum Genotyp erlaubt, bei einem Notar verwahrt. Solche Ausnahmefille konnten beispielsweise
neuere Erkenntnisse beziiglich des Krankheitswertes der bestimmten SNPs, oder ein
berechtigtes wissenschaftliches Interesse an weiterfithrenden Untersuchungen sein. Besagter
Notar entscheidet dann im Einzelfall und nach Stellungnahme der Ethikkommission und der
beteiligten Wissenschaftler/Arzte iiber die RechtmiBigkeit des Vorhabens und den Zugang zu
dieser Information. Die Patienten erfahren die Ergebnisse der genetischen Untersuchungen
selbst nicht und auch die Tatsache genetischer Untersuchungen per se wird nicht in der
Krankenakte der Patienten vermerkt. Diese Tatsachen und Vorgehensweisen sind eingehend in

der Aufkldrung der Patienten vor dem Einschluss in die Studie beriicksichtigt worden.
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4. Ergebnisse

4.1. Demographie und allgemeine Behandlungsdaten

Die Studie umfasste insgesamt 100 Patienten. Durch Verlegung von der Intensivstation,
fehlende Riicksendung der Fragebdgen, Sterblichkeit oder nachtrdgliche Erfiillung eines
Ausschlusskriteriums stand nicht zu allen Untersuchungszeitpunkten fiir alle untersuchten
Variablen die gesamte Patientenzahl zur Verfiigung. Die jeweilige tatsdchlich untersuchte
Patientenzahl ist den Tabellen und Abbildungen zu entnehmen. Das mittlere Alter betrug
67,38+9,53 Jahre bei einer mittleren Grofle von 173,56+9,21 cm und einem mittleren Gewicht
von 81,50+13,93 kg. 43 Patienten erhielten einen Klappenersatz, 42 Patienten erhielten einen
Aortocoronaren Bypass und 10 Patienten einen Eingriff am Aortenbogen. Als Ausdruck der
Auspriagung des korperlichen Stresses, denen sich die Patienten ausgesetzt sahen, stehen eine
durchschnittliche Aortenabklemmzeit von 70,77+35,76 Minuten und eine durchschnittliche
Dauer des kardiopulmonalen Bypasses von 105,12+51,52 Minuten zu buche. Postoperativ

befanden sich die Patienten im Mittel fiir 72,64+98,86 Stunden auf der Intensivstation.

Eine Aufschliisselung dieser und weiterer Parameter zeigt Tabelle 5.
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Variable N Mittelwert Standardabweichung
Alter (Jahre) 95 67,38 9,53
Grofle (cm) 95 173,56 9,21
Gewicht (kg) 95 81,50 13,93
BMI (kg/m?) 95 27,07 4,16
Aortocoronarer Bypass (min) 95 105,12 51,52
Aortenabklemmzeit (min) 95 70,77 35,76
Volumen EK (ml) 95 300,00 435,40
Volumen FFPs (ml) 95 707,90 946,47
Volumen HES (ml) 93 1142,03 431,93
Volumen Ringer (ml) 95 2072,63 740,82
Volumen NaCl (ml) 95 131,90 102,72
Norepinephrin intraoperativ/kg/min 95 1,34 x 10 5,35x 103
Epinephrin intraoperativ/kg/min 95 5,51 x 10 5,09 x 103
Dauer Anwendung Norepinephrine intraop. (min) 95 333,37 75,09
Dauer Anwendung Epinephrine intraop. (min) 95 98,85 81,46
Gesamtdauer Anwendung Norepinephrin (h) 95 20,11 23,24
Gesamtdauer Anwendung Epinephrin (h) 95 11,73 20,18
Prae-OP Serumspiegel Cortisol (ng/dl) 84 15,66 6,01
Post-OP Serumspiegel Cortisol (ng/dl) 92 41,84 30,91
POD1 Serumspiegel Cortisol (ug/dl) 90 63,51 37,25
Hydrocortisondosis intraoperativ (mg/kg KG) 95 0,65 0,80
Hydrocortisondosis ICU (mg/kg KG) 95 1,25 2,47
Gesamtdosis Hydrocortison (mg/kg KG) 95 1,90 2,89
Dauer Aufenthalt auf der ICU (h) 95 72,64 98,86
Gesamtdauer Aufenthalt von Aufnahme bis 95 16,01 8,59

Entlassung (d)
Tabelle 5

44



4.2. Psychometrische Daten

Der Friedman-Test der gesamten Stichprobe zeigte in Bezug auf die Anzahl der traumatischen
Erinnerungen einen signifikanten Effekt des Zeitpunktes der Datenerhebung (,,prédoperativ*,

,Verlegung von der ICU* und ,,6 Monate postoperativ*) (p<0,000).

Der paarweise Vergleich ergibt hierbei signifikante Unterschiede zwischen der Anzahl der
traumatischen Erinnerungen sowohl zum préoperativen Zeitpunkt als auch zum Zeitpunkt der
Verlegung von der ICU jeweils im Vergleich zu sechs Monate postoperativ (jeweils p<0,000).
Zudem war die Prdsenz mindestens einer traumatischen Erinnerung zu den ersten beiden
Erhebungszeitpunkten signifikant im Vergleich zum follow-up sechs Monate spéter erhoht

(jeweils p<0,001).

Beziiglich der vom PTSS-10 Instrument erhobenen Werte zur PTSD-Symptomatik zeigten sich
keine signifikanten Differenzen iiber die Zeit. Die mittels SF-36 erhobenen korperlichen
Summenscores zeigten eine signifikante Verbesserung 6 Monate nach herzchirurgischem
Eingriff im Vergleich zu praoperativ (p-Wert 0,002 im Wilcoxon-Test), wéihrend sich bei der

Selbsteinschdtzung der psychischen Stimmungslage kein signifikanter Unterschied zeigte.

Eine tabellarische Ubersicht dieser Ergebnisse zeigen die Tabellen 6 und 7.

45



Psychometrische

PTSD-Risiko

Traumatische
Erinnerungen j/n

Zeitpunkt

Parameter

ICU

Priaop

6M

Auftreten

ja/nein

11/77

8/74
Neu: 7/75

86

88

82
82

Minimum

10,00

Maximum

45,00

Mittelwert

22,62

Standard-
Abweichung

9,47

p-Wert
Friedman

p-Wert
TI-T2

p-Wert
TI-T3

p-Wert
T2-T3

. 0,804 1,000 0,454

Tabelle 6

Verlauf der primédren psychometrischen Endpunkte im Untersuchungszeitraum in der gesamten Stichprobe. Von einem PTSD-Risiko wird ab einem PTSS-10 Score > 35
gesprochen; zu einer Diagnosestellung kommt es nicht, da kein standardisiertes psychiatrisches Assessment durchgefiihrt wurde. Dichotome Variablen wurden mittels McNemar-
Test untersucht, kontinuierliche Variablen mittels Wilcoxon-Test. Zeitpunkte: T1 = prdoperativ, T2 = bei der Verlegung von der ICU, T3 = 6 Monate postoperativ.
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Psychometrische Parameter Zeitpunkt N Minimum Maximum Mittelwert Standard-Abweichung | p-Wert

Kérperlicher Summenscore Praop 77 15,43 61,89 40,87 11,10

SF-36 0,002
6 M 77 21,19 60,03 45,84 9,79

Psychischer Summenscore Praop 77 20,64 68,51 49,22 10,64

SF-36 0,414
6 M 77 23,24 63,73 48,87 10,90

Tabelle 7 Signifikante Verbesserung der korperlichen Funktionsfihigkeit (SF-36 Summensocre) im Wilcoxon-Test 6 Monate postoperativ.
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Sollten Patienten bei der Verlegung von der Intensivstation neue traumatische Erinnerungen
vorzuweisen gehabt haben, so zeigten diese Patienten einen grenzwertigen Trend zu niedrigeren
Scores beziiglich ihrer psychischen Befindlichkeit im SF-36 Instrument sechs Monate
postoperativ. Der Vollstidndigkeit halber sei erwéhnt, dass Berechnungen mit imputierten Daten

hierbei zu niedrigeren p-Werten fiihrten (Siehe Tabelle 8).

Neue traumatische Erinnerungen bei der Ja Nein p-Wert
Verlegung von ICU
Korperlicher Summenscore SF-36 45,25+10,26 47,69+8,77 0,223
6 Monate postoperativ
Psychischer Summenscore SF-36 47,06+11,33 50,9449 .44 0,105
6 Monate postoperativ
Korperlicher Summenscore SF-36 43,96+9,67 47,14+7,97 0,142
6 Monate postoperativ (Imputation)
Psychischer Summenscore SF-36 46,40+10,92 50,60+8,62 0,058
6 Monate postoperativ (Imputation)

Tabelle 8

Patienten mit einem PTSS-10 Score >35 und damit einem neu aufgetretenen Risiko fiir eine
postraumatische Belastungsstorung sechs Monate nach dem Eingriff zeigten signifikant

schlechtere korperliche und psychische Summenscores. (Siehe Tabelle 9)

Neu aufgetretenes PTSD-Risiko 6 Monate Ja Nein p-Wert
postoperativ

Korperlicher Summenscore SF-36 35,83+8,91 46,76+8,25 0,002

6 Monate postoperativ

Psychischer Summenscore SF-36 28,07+£6,10 50,78+7,62 0,000

6 Monate postoperativ

Tabelle 9: Mittels Imputation ermittelte Werte ohne Verdnderung des Signifikanz-Niveaus.
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4.3. Verteilung der identifizierten SNPs

Das Auftreten der diversen minor-Allele in unserer Studienpopulation gestaltete sich je nach
untersuchtem SNP unterschiedlich. Beim SNP rs41423247 konnten zehn homozygote Triager
des minor Allels identifiziert werden, bei rs10052957 waren es derer sechs, bei rs6198 drei
Patienten. Es konnte kein einziger Triger des minor Allels von rs6190 eingeschlossen werden.
In der Patientenpopulation konnten zudem keine homozygoten Trager des minor Allels von
156195 eingeschlossen werden. Bei lediglich sechs heterozygoten Tragern wurde daher auf eine

statistische Auswertung verzichtet. Eine exakte Darstellung zeigt Tabelle 10.

SNP rs41423247 | rs10052957 | rs6190 rs6195 rs6198 rs12054797

Haufigkeiten | CC 43 | CC 46 | GG 95 | AA 89 | AA 62 | GG 59

C/G 42 | CT 43 A/G 6 | AG 30 | G/A 31

GG 10 | IT 6 GG 3 | AA 5

Tabelle 10

Bemerkenswerterweise fanden sich Patienten, die Triger mehrerer untersuchter minor Allele

waren.
Pat. 17: rs41423247, rs12054797

Pat. 18: rs41423247, rs10052957, rs12054797
Pat. 62: rs10052957, rs6198

Pat. 72: rs10052957, rs6198

Pat. 80: rs10052957, rs6198

Dementsprechend waren alle eingeschlossenen homozygoten Trager des minor Allels von

rs6198 auch Tréager des minor Allels rs10052957.
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4.4. Ergebnisse Bcll — rs41423247

Beim untersuchten SNP rs41423247 lieBen sich bei homozygoten Trigern des minor Allels
,GG* signifikante Unterschiede sowohl im klinischen als auch im psychometrischen Bereich
gegeniiber Nicht- und heterozygoten Trigern feststellen. So war das GG-Allel mit einem
niedrigeren BMI und hoéheren maximalen Blutglucosekonzentrationen intraoperativ
vergesellschaftet. Die Patienten bedurften einem groferen Volumen an infundierten
Thrombozyten sowie FFPs, zudem bendtigten sie jeweils signifikant hiufiger die Transfusion
zumindest eines solchen Blutproduktes. Es zeigte sich ein Trend zu einer héufiger
durchgefiihrten Hydrocortisongabe, die sich jedoch nicht als signifikant herausstellte. Dies
zeigte sich sowohl intraoperativ als auch auf der Intensivstation. In Bezug auf die verabreichte
Hydrocortisondosis waren keine statistischen Unterschiede feststellbar. Signifikant erhdhte
Lactat-Serumspiegel intraoperativ sowie bei der Verlegung auf die ICU konnten ebenfalls
detektiert werden. Bei den Serumcortisol-Spiegeln zeigt sich zum postoperativen Zeitpunkt ein

Trend zu erhdhten Werten der ,,GG*-Tréger, der jedoch nicht statistisch signifikant war.

Die Tabellen 11 und 12 zeigen eine Ubersicht iiber die diversen Parameter.

Klinische Parameter rs41423247 CC/CG rs41423247 GG p-Wert
n=85 n=10

BMI 27.35+4.26 24.65+2.05 0.031

Volumen infundierter Thrombozyten 182.14+283.34 370.00+275.08 0.015

intraoperativ (ml) n=84

Volumen infundierter Thrombozyten 21,43+112,02 90,00£114,91 0.005

postoperativ (ml) n=34

Volumen infundierter FFPs (ml) 647,06+946,72 1225,00+811,81 0.021

Maximale Blutglucosekonzentration 163.49+37.80 189.10+28.04 0.017

intraoperativ n=83

Hydrocortisondosis intraoperativ (mg/kg 0,61+0,80 0,99+0,72 0,204

KG)

Hydrocortisondosis in der ICU (mg/kg 1.346+2.583 0.405+0.721 0.436

KG)

Hydrocortisondosis gesamt (mg/kg KG) 1,96+3,03 1,39+1,19 0,555

Maximaler Lactat-Serumspiegel 2,66+1,91 3,75+1,82 0,023

intraoperativ (mmol/l) n=83

Lactat-Serumspiegel bei Aufnahme auf 2.97+£2.16 4.46+2.50 0.047

die ICU (mmol/l) n=83

Cortisol-Serumspiegel prioperativ (ng/dl) 15,80+6,00 14,64+6,31 0,619
n=74

Cortisol-Serumspiegel postoperativ 39,80+30,40 58,57+31,51 0,057

(ng/dl =82

Cortisol-Serumspiegel POD1 (ng/dl) 64,42+38,80 55,32+17,44 0,962
n=81 n=9
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Dauer antibiotischer Behandlung (Tage) 1,26+3,12 0,00+0,00 0,071

LOS ICU (h) 75,38+103,73 49,35+31,11 0,903
LOS IMC (h) 37,92426,00 41,17+£31,70 0,964
n=71 n=9
LOS von der Aufnahme bis zur 15,88+8,89 17,10+£5,63 0,161
Entlassung (d)
Tabelle 11
Klinische Parameter rs41423247 CC/CG rs41423247 GG p-Wert
n=85 n=10
Gabe von FFPs intraoperativ (ja/nein) 37/48 8/2 0,043
Gabe von TKSs intraoperativ (ja/nein) 30/55 8/2 0,013
Gabe von Hydrocortison intraoperativ 33/52 7/3 0,089
(ja/nein)
Gabe von Hydrocortison intraoperativ 42/43 8/2 0,096
und/oder auf der ICU (ja/nein)
Gabe eines ACE-Inhibitors (ja/nein) 33/52 7/3 0,089
Tabelle 12

Bei den psychometrischen Parametern wird iiber die Ergebnisse, die mittels Imputation
zustande gekommen sind berichtet; hierdurch wurden im Vergleich zum Originaldatensatz
keine Grenzwerte der Signifikanz iiber- oder unterschritten, jedoch ist von einer besseren

ndherungsweisen Abbildung der Ergebnisse auszugehen, wie bereits unter 3.7 beschrieben.

Psychometrisch konnte bei den homozygoten Tragern des minor-Allels ein signifikant hherer
PTSS-10 Score bei der Verlegung von der ICU gezeigt werden. Unterschiede in Bezug auf die
Anzahl traumatischer Erinnerungen oder gesundheitsbezogener Lebensqualitit zu den
einzelnen Erhebungszeitpunkten waren nicht signifikant. Eine Ubersicht der Ergebnisse ist

erneut tabellarisch dargestellt.

Psychometrische Parameter rs41423247  rs41423247 GG p-Wert
CC/CG n=10
n=85
Anzahl traumatischer Erinnerungen 1,27+0,90 1,30+0,95 0,866
prioperativ
Anzahl traumatischer Erinnerungen bei der 1,41+1,20 1,34+0,94 0,990
Verlegung von der ICU
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Anzahl traumatischer Erinnerungen 6 Monate
postoperativ
PTSS-10 Score prioperativ

PTSS-10 Score bei der Verlegung von der ICU
PTSS-10 Score 6 Monate postoperativ
Korperlicher Summenscore SF-36 prioperativ
Psychischer Summenscore SF-36 prioperativ
Korperlicher Summenscore SF-36

6 Monate postoperativ

Psychischer Summenscore SF-36
6 Monate postoperativ

Tabelle 13

4.5. Ergebnisse Tthlll/ — rs10052957

0,13+0,32
22,9348,92
21,8548,75
21,8349,20
40,74+10,09
49,33+9,85
45,61+9,08

49,03+10,10

0,3240,47
24,40410,94
29,16+8,92
20,47+7,30
41,91+9,44
48,28+7,08
47,75+6,02

47,56+6,94

0,152
0,832
0,019
0,870
0,874
0,443
0,794

0,405

Auch der SNP rs10052957 erbrachte signifikante Ergebnisse sowohl diverser klinischer als

auch einiger psychometrischer Parameter. Homozygote Tréiger ,,TT* dieses SNPs erhielten

signifikant hohere Hydrocortison-Dosen intraoperativ. Zudem bendtigten diese Patienten

hohere maximale Dosen und langere Anwendungsdauern sowohl von Epinephrin als auch von

Norepinephrin. Des Weiteren wurden grofere Volumina von infundiertem Cellsaver-Blut,

Thrombozytenkonzentraten und FFPs appliziert, was statistisch signifikant war oder einen

(grenzwertigen) statistischen Trend darstellte. Tendenziell benétigten die minor-Allel-Trager

eine hohere Anzahl an IE PPSB. Eine genaue Aufstellung ist der Tabelle 14 zu entnehmen.

Klinische Parameter rs10052957 CC/CT rs10052957 TT p-Wert
n=89 n=6

Cellsaver-Blut (ml) 478,69+318,64 1067,00+794,60 0,008

Volumen infundierter Thrombozyten 192,05+288,96 350,00+255,83 0,066

intraoperativ (ml) n=88

Volumen infundierter FFPs intraoperativ 646,07+858,45 1625,00+1671,45 0,103

(ml)

Postoperative Gabe von PPSB (IE) 19,32+138,01 166,67+408,25 0,054
n=88

Cortisol-Serumspiegel prioperativ (ng/dl) 15,57+5,98 17,16£6,95 0,472
n=79 n=5

Cortisol-Serumspiegel postoperativ (ug/dl) 40,57+30,58 60,07+32,54 0,094
n=86

Cortisol-Serumspiegel POD1 (ng/dl) 62,88+37,93 72,33+26,84 0,145
n=84

Hydrocortison-Dosis intraoperativ (mg) 49,70+61,45 99,13+78,02 0,038
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Hydrocortison-Dosis intraoperativ (mg/kg)

Hydrocortisondosis in der ICU (mg/kg KG)
Hydrocortisondosis gesamt (mg/kg KG)

Kumulative Intraoperative Epinephrin-
Dosis (mg/min)

Dauer der intraoperativen Epinephrin-
Gabe (min)

Epinephrin-Dosis (mg/kg KG/min)

Dauer der Epinephrin-Gabe in der ICU (h)

Max. intraoperative Norepinephrin-Dosis
(mg/h)

Kumulative Norepinephrin-Dosis
intraoperativ (mg)

Norepinephrin-Dosis (mg/kg KG/min)

Max. Norepinephrin-Dosis auf der ICU
(ng/kg KG/min)

Maximum dose of norepinephrine (mg/h)
ICU

LOS ICU (h)

LOS ICM (h)

LOS von der Aufnahme bis zur Entlassung
(@)
Tabelle 14

0,610,77
1,142,207
1,75+2,67
0,60£0,72
91,30+72,83
5,34x107°45,15x10°
10,70+18,36
1,17+0,53
3,62+1,96
1,3x10+0,53x10
0,140,08
0,68+0,42
67,56+81,224

37,72+£26,964
n=75
15,49+7,406

1,24+1,00
2,90+4,53
4,1445,02
1,74+1,91
210,83+123,90
8,15x105+3,22x10°5
27,00+37,76
1,5740,36
5,6543,33
1,8x104+0,52x10"
0,42£0,60
2,20+3,34
148,004245,640

46,80+17,726
n=5
23,67+18,587

0,059
0,128
0,102
0,024
0,011
0,084
0,060
0,043
0,052
0,042
0,080
0,105

0,354
0,310

0,112

Bei homozygoten Trédgern fiel statistisch signifikant hdufiger die Entscheidung zumindest ein
Thrombozytenkonzentrat zu verabreichen. Diese Patientengruppe war zudem signifikant

seltener mit einer arteriellen Hypertonie vorerkrankt.

Klinische Parameter rs10052957 CC/CT  rs10052957 TT p-Wert
n=89 n=6

Gabe von TKs intraoperativ 33/56 5/1 0,036

(ja/nein)

Himodialyse (ja/nein) 0/89 1/5 0,063

Arterielle Hypertonie (ja/nein) 70/19 2/4 0,029

Tabelle 15

Auf der psychometrischen Ebene zeigten die Daten einen signifikant hoheren PTSS-10 Score

bei der Verlegung von der ICU im Sinne einer hdheren psychischen Belastung der
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homozygoten Triager. Eine Reduktion dieses Scores im 6-Monats-follow-up fiihrte dazu, dass

dieser Unterschied zu ebenjenem Zeitpunkt nicht mehr signifikant war.

Es zeigte sich, dass diese Patienten bereits pridoperativ eine schlechtere allgemeine
Gesundheitswahrnehmung besallen, auch wenn dieser Effekt sich nur als Tendenz und nicht als
statistisch signifikant erwies. Allerdings konnten sie im Vergleich mit heterozygoten Trigern
bzw. Nichttragern eine statistisch signifikant grofere Verbesserung dieser Wahrnehmung im

Vergleich der pri- und postoperativen Werte erreichen.

Psychometrische Parameter rs10052957 rs10052957 p-Wert
CC/CT TT
n=89 n=6
Anzahl traumatischer Erinnerungen prioperativ 1,26+0,90 1,33+1,032 0,922
Anzahl traumatischer Erinnerungen bei der Verlegung 1,41+1,18 1,40+1,20 0,863
von der ICU
Anzahl traumatischer Erinnerungen 6 Monate 0,13+0,32 0,53+0,52 0,007
postoperativ
PTSS-10 Score prioperativ 22,69+9,06 29,80+14,24 0,209
n=83 n=5
PTSS-10 Score Verlegung von ICU 22,05+9,27 31,80+8,70 0,025
n=81 n=5
PTSS-10 Score 6 Monate postoperativ 21,51+9,68 26,33+£10,79 0,311
n=79 n=3
Kérperlicher Summenscore SF-36 prioperativ 41,04£11,21 38,30+£10,23 0,608
n=72 n=5
Psychischer Summenscore SF-36 prioperativ 49,60+10,39 43,74+14,00 0,369
n=72 n=5
Korperlicher Summenscore SF-36 45,68+9,92 49,68+5,15 0,700
6 Monate postoperativ n=74 n=3
Psychischer Summenscore SF-36 49,29+10,67 38,50+13,65 0,130
6 Monate postoperativ n=74 n=3
Differenz korperlicher Summenscore SF-36 Postoperativ- 4,53+11,40 13,52+8,53 0,189
Préoperativ n=59 n=3
SF-36 Allg. Gesundheitswahrnehmung (0-100) pria-OP 58,12+16,70 46,06£15,18 0,098
n=83
SF-36 Allg. Gesundheitswahrnehmung (0-100) 63,54+18,54 65,33+2,89 0,802
6 Monate postoperativ n=78 n=3
Differenz Allg. Gesundheitswahnehmug pri- vs. post-OP 4,54+20,09 30,67+9,02 0,016
n=73 n=3

Tabelle 16

Homozygote Triger erfiillten bei der Verlegung von der Intensivstation signifikant hiufiger das
Kriterium fiir ein PTSD-Risiko. Hierbei handelte es sich tendenziell auch hidufiger um ein neu

aufgetretenes PTSD-Risiko. Traumatische Erinnerungen fanden sich signifikant hdufiger bei
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homozygoten Trigern, zudem kam es signifikant seltener zu einer Abnahme der Anzahl der

traumatischen Erinnerungen nach 6 Monaten im Vergleich zu préoperativ.

Psychometrische Parameter rs10052957 CC/CT rs10052957 TT p-Wert
n=81 n=5
PTSD-Risiko bei der Verlegung von der 10/71 3/2 0,023
ICU (ja/nein)
Imputation n=89/6: 10/79 3/3 0,032
Neu aufgetretenes PTSD-Risiko bei der 7/74 2/3 0,083
Verlegung von der ICU (ja/nein)
Imputation: 7/82 2/4 0,098
Traumatische Erinnerungen 6 Monate 10/71 3/2 0,023
postoperativ (ja/nein)
Imputation: 18/71 4/2 0,024
Tabelle 17
Psychometrische Parameter rs10052957 CC/CT  rs10052957 TT p-Wert
Anzahl traumatischer Keine Veranderung 19 2
Erinnerungen nach 6 Zunahme 0 1
Monaten im Vergleich zu Abnahme 62 2
prioperativ
Gesamt 81 5 0,000
Imputation: Keine Verdnderung 19 2
Zunahme 0 1
Abnahme 70 3
Gesamt 89 6 0,000
Tabelle 18

4.6. Ergebnisse 98 - rs6198

Die homozygoten Trager ,,GG* des SNP rs6198, die alle auch homozygote Triger des minor
Allels des SNP rs10052957 waren, bendtigten hohere Dosen von Norepinephrin intraoperativ
sowie hohere Volumengaben an Cellsaver-Blut sowie von Thrombozytenkonzentraten. Die
intraoperativen Maximalserumspiegel von Glucose waren tendenziell hoher. Die Cortisol-
Serumspiegel und die applizierten Hydrocortison-Dosen unterschieden sich statistisch nicht

signifikant. Es bestand eine leichte Tendenz zu einem ldngeren Gesamtaufenthalt in der Klinik.
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Klinische Parameter rs6198 AA/AG rs6198 GG p-Wert
n=92 n=3

Cellsaver-Blut (ml) 488,21+323,11 1363,33+1075,19 0,018

Volumen infundierter Thrombozyten 192,31+285,28 500,00+173,21 0,032

intraoperativ (ml) n=91

Maximaler Glucose-Serumspiegel 164,90+36,97 206,67+41,00 0,055

intraoperativ (mg/dl) 1=90

Cortisol-Serumspiegel prioperativ 15,5745,93 18,02+9,11 0,417

(ng/dl n=81

Cortisol-Serumspiegel postoperativ 41,37+31,27 55,86+11,06 0,222

(ng/dn =)

Cortisol-Serumspiegel POD1 (ng/dl) 63,15+37,31 73,86+41,70 0,451
n=87

Hydrocortisondosis intraoperativ 0,63+0,78 1,35+1,20 0,123

(mg/kg KG)

Hydrocortisondosis in der ICU (mg/kg 1,13+2,24 4,92+6,17 0,137

KG)

Hydrocortisondosis gesamt (mg/kg KG) 1,75+2,64 6,27+6,85 0,184

Bilanz Urin (ml) 1561,74+698,67 2933,33+1301,28 0,029

Norepinephrine during surgery/kg/min 1,31 x10%+0,52 x10* 2,11 x10%+0,13 x10* 0,009

Postoperative Gabe von PPSB (IE) 18,68+135,74 333,33+£577,35 0,003
n=91

Dauer Himodialyse (d) 0+0 0,33+0,58 0,000

LOS ICU (h) 67,22+79,956 239,00+354,360 0,509

LOS ICM (h) 37,77£26,555 58,50+17,678 0,253
n=78 n=2

LOS von der Aufnahme bis zur 15,52+7,32 31,00+26,00 0,098

Entlassung (d)
Tabelle 19

Trager des GG-Allels wurden signifikant haufiger einer himodialytischen Therapie zugefiihrt

und litten signifikant seltener an einem arteriellen Hypertonus. Sie zeigten zudem statistische

Trends zum héufigeren Vorhandensein einer Aortenstenose als Vorerkrankung sowie zur Gabe

mindestens eines Thrombozytenkonzentrates im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes im

Vergleich zu heterozygoten Triagern bzw. Nichttragern.

Klinische Parameter rs6198 AA/AG rs6198 GG p-Wert
n=92 n=3

Gabe von TKs 35/57 3/0 0,061
intraoperativ (ja/nein)

Aortenstenose (ja/nein) 34/58 3/0 0,056
Arterieller Hypertonus 72/20 0/3 0,013
(ja/nein)

Himodialyse (ja/nein) 0/92 1/2 0,032

Tabelle 20
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Die korperlichen und psychischen Summenscores des SF-36 Instruments unterschieden sich
pra- und postoperativ nicht, allerdings konnten auf der Seite der GG-Triger prdoperativ
lediglich zwei Datensétze und postoperativ ein einzelner Datensatz zur Statistik herangezogen
werden, sodass die Aussagekraft dieser Vergleiche deutlich eingeschriankt ist und darauf
verzichtet wird, dies tabellarisch exakt darzustellen. Fiir die Anzahl der traumatischen
Erinnerungen standen zu den Zeitpunkten Verlegung von der ICU und sechs Monate
postoperativ zwei Datensdtze der GG-Triger zur Verfiigung. Es stellten sich hierbei keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der Anzahl der traumatischen Erinnerungen dar, jedoch
kam es bei Nicht-Trdgern bzw. heterozygoten Trigern zu einer signifikanten Abnahme der

traumatischen Erinnerungen nach sechs Monaten.

Psychometrische Parameter rs6198 AA/AG rs6198 GG  p-Wert
n=92 n=3
Anzahl traumatischer Erinnerungen 1,27+0,89 1,33+1,53 0,910
préaoperativ (Imputation)
Anzahl traumatischer Erinnerungen bei der 1,42+1,18 1,14+1,03 0,828
Verlegung von der ICU (Imputation)
Anzahl traumatischer Erinnerungen 6 Monate 0,14+0,34 0,38+0,54 0,083
postoperativ (Imputation)
PTSS-10 Score prioperativ 23,0249,54 25,00+7,94 0,585
n=85
PTSS-10 Score Verlegung von ICU 22,45+9,47 29,50+9,19 0,289
n=84 n=2
PTSS-10 Score 6 Monate postoperativ 21,53+9,65 34,00 0,220
n=81 n=1
Tabelle 21
Psychometrische rs6198 AA/AG rs6198 GG  p-Wert
Parameter
Anzahl traumatischer Keine Veranderung 21 0
Erinnerungen nach 6 Zunahme 0 1
Monaten im Vergleich zu Abnahme 63 1
prioperativ
Gesamt 84 2 0,000
Imputation: Keine Verinderung 21 0
Zunahme 0 1
Abnahme 71 2
Gesamt 92 3 0,000
Anzahl traumatischer -4,00 1 0
Erinnerungen nach 6 -3,00 4 0
Monaten im Vergleich zur -2,00 8 1
Verlegung von der ICU -1,00 18 0
,00 27 0
1,00 18 0
2,00 6 0
3,00 2 1
Gesamt 84 2 0,014
Tabelle 22
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4.7. Ergebnisse Kontrolle — rs12054797

Der SNP rs12054797 zeigte entgegen den postulierten Annahmen des Untersuchungsansatzes

signifikante  Unterschiede einzelner Parameter, so zum Beispiel beim zur
Kreislaufstabilisierung benoétigten Einsatz einzelner Katecholamine. In diesem Kontext sei
erneut erwihnt, dass von den fiinf AA-Tridgern zwei auch homozygote Triger des Bcll-
Polymorphismus waren. Bei homozygoten AA-Trigern wurde signifikant linger Vasopressin
eingesetzt und dieses hoher dosiert, zudem zeigte sich eine hohere Noradrenalindosis am ersten
postoperativen Tag. Des Weiteren zeigte sich ein statistischer Trend, dass homozygote

Merkmalstrager eher Hydrocortison auf der Intensivstation erhielten, wobei es keine

Unterschiede in der Hydrocortisondosis wéhrend dieser Zeit gab.

Klinische Parameter rs12054797 GG/GA rs12054797 AA  p-Wert
n=90 n=>5

Alter (Jahre) 67.52+9.00 64.80+17.98 0.701

BMI (kg/m?) 27.18+4.14 25.02+4.29 0.334

Maximale Blutglucosekonzentration 165.584+37.92 178.00+32.71 0.394

intraoperativ (mg/dl) n=88

Cortisol-Serumspiegel prioperativ (ng/dl) 15,85+6,06 12,68+4,56 0,227
n=79

Cortisol-Serumspiegel postoperativ (ug/dl) 42,01+£31,13 39,01+£29,68 0,966
n=87

Cortisol-Serumspiegel POD1 (ng/dl) 63,25+£37,71 67,87+31,61 0,679
n=85

Hydrocortisondosis intraoperativ (mg/kg 0,64+0,79 0,80+1,09 0,669

KG)

Hydrocortisondosis in der ICU (mg/kg KG) 1.26+2.53 1.03+£0.79 0.187

Hydrocortisongesamtdosis (mg/kg KG) 1.90+£2.96 1.82+1.49 0.407

Lactat-Serumspiegel bei Aufnahme auf die 3.15£2.29 2.69+0.85 0.733

ICU (mmol/l) n=88

Delirium Dauer (d) 0.33£0.91 0.40£0.55 0.203

Vasopressindosis intraoperativ 1,78+3,33 4,61+4,11 0,032

Dauer der Vasopressingabe 50,89+83,64 139,40+102,22 0,022

Gesamtdosis Noradrenalin auf der ICU 0,026+0,072 0,083+0,10 0,034

POD1/ kg KG n=89

Kummulativdosis Noradrenalin auf der 2,32+6,54 5,92+6,04 0,036

ICU POD1 (mg) n=89

LOS ICU (h) 73,50+£101,413 57,20+22,565 0,611

LOS ICM (h) 38,34426,345 37,38+33,619 0,642
n=76 n=4

LOS von der Aufnahme bis zur Entlassung 15,99+8,740 16,40+5,683 0,498

(d
Tabelle 23
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Klinische Parameter rs12054797 rs12054797 AA  p-Wert
GG/GA n=5
n=90
Einsatz von Vasopressin (ja/nein) 28/62 4/1 0,043
Einsatz von Hydrocortison in der ICU 31/59 4/1 0,060

(ja/nein)

Tabelle 24

Bei den psychometrischen Parametern zeigte sich lediglich der Wert der emotionalen

Rollenfunktion 6 Monate postoperativ statistisch signifikant.

Psychometrische Parameter rs12054797 GG/GA rs12054797 AA p-Wert
n=90 n=5

Anzahl traumatischer Erinnerungen 1,27+0,88 1,20£1,30 0,762

préoperativ (Imputation)

Anzahl traumatischer Erinnerungen bei 1,44+1,18 0,88+0,88 0,348

der Verlegung von der ICU (Imputation)

Anzahl traumatischer Erinnerungen 6 0,15+0,34 0,23+0,44 0,390

Monate postoperativ (Imputation)

PTSS-10 Score prioperativ 23,06+9,18 23,60+8,35 0,854

PTSS-10 Score Verlegung von ICU 22,60+9,07 22,92+8,72 0,894

PTSS-10 Score 6 Monate postoperativ 22,01+9,08 15,80+4,82 0,118

Kérperlicher Summenscore SF-36 41,04+10,96 36,58+16,61 0,505

prioperativ n=74 n=3

Psychischer Summenscore SF-36 49,10£10,77 52,00+7,91 0,775

prioperativ n=74 n=3

Korperlicher Summenscore SF-36 45,52+9,86 51,62+6,94 0,179

6 Monate postoperativ n=73 n=4

Psychischer Summenscore SF-36 48,49+11,05 55,76+3,68 0,211

6 Monate postoperativ n=73 n=4

SF-36 Emotionale Rollenfunkt. (0-100) 6- 61,40+44,24 100,00+0,00 0,050

n=76

Monate postop
Tabelle 25
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5. Diskussion

5.1. Grundsitzliche Aussagen:

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir den Einfluss hypothesenbasiert ausgewahlter SNPs
des Glucocorticoidrezeptor-Gens NR3C1 auf klinische und biochemische Variablen sowie
psychometrisches Outcome bei herzchirurgischen Patienten. Der Glucocorticoidrezeptor wird
ubiquitdr in nahezu allen Geweben exprimiert, sodass er eine Vielzahl von
Regulationsmechanismen beeinflusst.

Endogen ausgeschiittete sowie exogen zugefiihrte Glucocorticoide beeinflussen die neuronale
Verarbeitung des Gehirns im Rahmen einer kritischen Erkrankung und somit das
psychometrische Outcome nach einer solchen kritischen Erkrankung. Sie haben iiber
Regulationsmechanismen in diversen Hirnregionen Einfluss auf das Auftreten von Delir,

angstbesetzten Erinnerungen, PTSD, Depression und Angststérungen?.

Prefrontal Cortex
‘ - » Decreased spine density and
d g connectivity I:

-

Critical illness

I
= = +  Synaptic plasticity H
= +  Dendritic architecture h-H|ppocampus
sy — A+ Altered GR ) . !
Glucocorticoids i 4 o — Outcome
qQ M i Interaction with -
s 1 Lon systemic and local , +  Dendritic atrophy and decreased + Cognitive
! g inflammation spine density impairment
" Cortisol +  Altered GR expression, +  Depression, anxiety
signaling « Decreased PTSD
Biphasic effect on memory
Dose consolidation
Timing
Duration
GR vs MR potency \ _ |
Genetic variation ) — Amygdala
(S

Biphasic facilitation or impairment
of fear memory

Blockade of stress-induced
dendritic arborization

Abbildung 9: Endogene und exogene Glucocorticoide iiben direkten und indirekten Einfluss auf die Hirnfunktion
von Patienten nach kritischer Erkrankung aus. Effekte auf den prdfrontalen Kortex, den Hippocampus und die
Amygdala kénnen zu kognitiven Einschrinkungen fiihren und die Entstehung dngstlich-depressiver Erkrankungen
begiinstigen. Auf dem Boden von neuronaler Plastizitdt, verdnderter GR-expression bzw. -aktivitit und Interaktion
mit lokaler und systemischer Inflammation entfalten sich diese Wirkungen. GC konnten die Entwicklung von PTSD
zudem tiber eine Blockade von stress-induziertem Wachstum von dendritischen Zellen in der Amygdala
verhindern’.
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Auch auf klinische und biochemische Variablen hat das Glucocorticoidsystem bzw. genetische
Verdnderungen innerhalb dieses Systems variablen Einfluss: Mit Hinblick auf die Tatsache,
dass das Glucocorticoidsystem auch fiir Wachstum und Entwicklung entscheidende Funktionen
innehat, wurden bei einer umfassenden Studie insgesamt 2414 Kinder auf bekannte SNPs
untersucht. Betrachtete Faktoren umfassten fetales, Geburts-, frithes postnatales Gewicht,
Kopfldnge und —umfang sowie der Wachstumsverlauf bis 24 Monate nach Geburt. Hierbei
wurden jedoch keine Assoziationen zu pathologischen Geschehnissen festgestellt (rs41423247,
1s10052957, 1s6198, 156195, rs6190).68

Fiir die SNPs rs41423247, rs10052957, rs6195 und rs6190 zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen gesunden Kindern und solchen mit Asthma, sowie keine Unterschiede
hinsichtlich der benétigten Cortison-Inhalationsdosis’. Obwohl die auch durch uns
untersuchten SNPs einen Effekt auf den menschlichen Metabolismus haben, so lidsst die
Studienlage keinen klaren Effekt auf kardiovaskulire Erkrankungen und Uberleben im héheren
Alter erkennen’>74, Allerdings kénnen die SNPs beispielsweise abdominale Fettleibigkeit”>’6,
Blutdruckwerte”” und das Risiko fiir ein metabolisches Syndrom’® negativ beeinflussen und
damit bekannte Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit. Zudem
konnte bei Patienten unter Therapie mit Glucocorticoiden eine Assoziation von
hypersensitivem Glucocorticoid-Rezeptor und den negativen Konsequenzen dieser Therapie
(erhohter BMI, erhohte abdominale Fettleibigkeit und Vorhandenseins eines metabolischen
Syndroms) gezeigt werden’. Die Assoziation des Glucocorticoidrezeptors sowie dessen
verdnderter Sensitivitit mit PTSD, Depression und psychometrischem Outcome sind
hinlénglich bekannt!>#® und weiterhin Gegenstand intensiver Forschung®'®2. Es stellte sich
heraus, dass in PTSD-Patienten eine Uberexpression des NR3C1-Gens stattfindet und dies
einen potentiellen Surrogatparameter darstellen konnte®!. Auf molekularer Ebene konnte
gezeigt werden, dass eine Uberexpression des NR3C1-Gens die Expression und das Splicing
von Genen beeinflusst, die an Inflammationsprozessen und der Entstehung von PTSD beteiligt
sind®2.

Aufgrund der Mannigfaltigkeit der vom Glucocorticoidsystem beeinflussten Prozesse und
Regulationsmechanismen  stellten die zahlreichen untersuchten psychometrischen,
biochemischen und klinischen (Outcome-)Parameter eine breitgefacherte
Untersuchungsgrundlage dar. Die Auswahl der untersuchten SNPs erfolgte neben der
bekannten funktionellen Effekte auch Aufgrund der Héufigkeit ihres Auftretens in der

kaukasischen Bevolkerung. In unsere Studienpopulation konnten bei vier der sechs
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untersuchten SNPs homozygote Triger des minor-Allels eingeschlossen und deren Einfluss auf

ebenjene Parameter untersucht werden.

5.2. Bcll — rs41423247

rs41423247 ist auch als Bcll Polymorphismus bekannt und ist ein hdufig vorkommender SNP,
der sich im GR-Gen NR3CI1 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1) befindet. Es

liegt ein C zu G Nukleotidaustausch im Intron 2, 645 Basenpaare unterhalb des Exons 2 vor®?,

stop SToP
ATG | [a3umR] | [B3UTR |

Human GR Gene 1 2 3 4 S 6 7/ 8 9a m —_—

‘v Alternative use of exon 9a or 93

Sl 2 slels felr]el oa
il 1 2 [3]4] s f6]7]s] 9]

80

1 420 4 727 777

vore I CET R
1

420 480 727 742

mRNA

Protein

Abbildung 10: Struktur des GR-Gens, der mRNAs und resultierenden Proteine. Dargestellt sind die Exons 9a
und 9f die durch alternatives Splicing unterschiedliche mRNAs generieren. Die resultierenden Proteine sind bis
zur Position 727 identisch. GRo verfiigt letztlich iiber 777 Proteine, GRp iiber 742°.

NTD=N-terminale Transaktivierungsdomdne, DBD=DNA-bindende Domdine, LBD=ligandenbindende Domdne

Die Allelfrequenz (%) belief sich in einer Studie auf CC:57.9/CG:34.1/GG:8 (n=264)"2. Der
Nukleotidaustausch hat einen hypersensitiven Glucocorticoidrezeptor zur Folge!>#+8, was sich
sowohl in einer deutlicheren Cortisolsuppression nach niedrigdosiertem DEX, als auch durch
lokale Hautreaktion nach topischer GC-Anwendung zeigte®>#7-88, Nachdem bereits in vitro-
Testungen auf GC-Sensitivitdt Einschdtzungen zu einem Ansprechen auf eine GC-Therapie
geben konnen®>?, konnte darauffolgend eine Korrelation zwischen dem Bcll Polymorphismus
und einer in vitro festgestellten Hypersensitivitit gezeigt werden’!. Eine Typisierung konnte
somit in Zukunft ein wichtiges diagnostisches Instrument darstellen, um eine Therapie

entsprechend anpassen zu konnen: So konnte bei zu erwartenden Nonrespondern auf eine
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unndtige Therapie verzichtet und eine — durch starke Nebenwirkungen — zuweilen sogar
schédliche Therapie verhindert werden. Aber auch Responder kdnnten profitieren, indem durch
angepasste Dosen die Gefahr der Toxizitdt leichter vermieden werden konnte, derer sie durch
ihre Hypersensitivitét stirker ausgesetzt sind. Der Einfluss des Polymorphismus sowohl auf
diverse Krankheitsbilder als auch auf die entsprechende Therapie konnte bereits gezeigt
werden: bei Middchen mit idiopathischer juveniler Arthritis ist der Bc/l-Polymorphismus mit
einem fritheren Krankheitsbeginn, schlechterem Verlauf und stirkerer Entziindungsreaktion
assoziiert”, bei Patienten mit zystischer Fibrose weisen homozygote Tréger einen groBeren
Lungenschaden auf®*. Der GG-Genotyp konnte auBerdem mit Morbus Crohn®* sowie besserem
Ansprechen  auf  GC-Therapie  bei  Patienten @ mit  Chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen®>-¢ in Verbindung gebracht werden.

In unserer Studie zeigten sich der Einfluss des GC-Rezeptors auf den Stoffwechsel anhand
signifikant niedrigerer body mass indices sowie signifikant hoherer intraoperativer
Blutglucosespiegel bei Tragern des GG-Allels. Es ist bereits vorbeschrieben, dass die Trager
des GG-Allels einen erniedrigten BMI aufweisen, was auf einen groferen Verlust von lean
body mass im Alter zuriickgefiihrt wurde®’. Andererseits wurde in der Vergangenheit auch
festgestellt, dass die Triager einen erhohten BMI?, in Relation zur Korpermasse mehr Korperfett

und erhohte Cholesterinwerte’>, sowie eine erhdhte Insulinresistenz aufweisen’®.

Table 1. Relationship of individual polymorphisms and fasting glucose concentration, insulin concentration, insulin resistance, body mass and general

ArQIO-vascular rnsk

Fasting glucose Insulin General cardio-

. . Insulin resistance "
concentration concentration -vascular risk

morphism N363 (Huezinga 1998 (Huez

nd 2000),
TTremblay et a
= 013
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Abbildung 11: Einfluss diverser Polymorphismen auf den Niichternblutzucker, Insulinkonzentrationen,
Insulinresistenz, BMI und kardiovaskuldres Risiko. Unverdnderte Tabelle aus A. Majer-Lobodzinska and J.
Adamiec-Mroczek Glucocorticoid receptor polymorphism in obesity and glucose homeostasis Adv Clin Exp Med
20173

In einer Studie mit groBer Teilnehmerzahl an Senioren zeigten solche mit dem G-Allel
niedrigere Cortisolspiegel nach dem Dexamethason-Suppressionstest (DST) sowie tendenziell

einen hoheren Blutdruck, ecine verdnderte Insulinsensitivitit und verdnderte

63



Korperfettdistribution®. Weitere Veroffentlichungen beschreiben eine Assoziation des SNPs
mit hoheren BMI-Werten’!”” und mit niedrigeren Blutglucosespiegeln’!, obgleich diese
Beobachtung im Rahmen einer routineméfigen Untersuchung stattfand und dadurch keine gute
Vergleichbarkeit mit der ausgepragten Stresssituation eines herzchirurgischen Eingriffes wie in
unserer Studie besteht. Zudem stand der Blutglucosespiegel in unserer Studie zum Teil unter
der Beeinflussung durch eine Hydrocortison-Gabe. Die Hydrocortisondosis unterschied sich
nicht zwischen homozygoten GG-Trégern und heterozygoten bzw. Nicht-Tragern des G-Allels,
jedoch zeigte sich ein statistischer Trend, dass bei homozygoten GG-Trigern der Entschluss zu
eine solchen Therapiemafnahme {iberhaupt durchzufiihren héaufiger fiel.

Ein hoherer BMI besteht des Weiteren bei homozygoten Merkmalstrdgern unter Ersatztherapie

102 Der unterschiedliche

bei Morbus Addison!?!! sowie bei Patienten mit Morbus Cushing
Einfluss der Rezeptorsensitivitit an Zielgeweben und auf die Regulationsmechanismen der
HPA-Achse konnten eine mogliche Erkldrung fiir die unterschiedlichen Folgen eines
hypersensitiven Rezeptors bei unterschiedlichen Krankheits- und Therapiekonstellationen
darstellen.

Durch die intronische Natur des Bcll -Polymorphismus stellt sich auerdem die Frage, auf
welchem Wege dessen Auswirkungen herbeigefiihrt werden. Eine indirekte Wirkungsweise
tiber Beeinflussung von Enhancer- oder Repressor-Stellen wird derzeit diskutiert®. Dadurch
scheint auch eine variable Wirkung, also entweder Hyper- oder Hyposensitivitit, welche
gleichzeitig fiir die Gewebeart spezifisch ist, moglich!®. Ein gewebsspezifischer Einfluss des
Bcll SNP wird auch von Souza et al in Erwégung gezogen, die eine verdanderte GC-Sensitivitit
in der HPA-Achse, jedoch nicht bei PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell,
mononukleédre Zellen des peripheren Blutes) feststellen konnten!%4,

In unserer Untersuchung erhielten die homozygoten Triger des GG-Allels signifikant grofere
Volumina an Thrombozytenkonzentraten und FFPs, zudem fiel signifikant haufiger die
Entscheidung iiberhaupt auf eine solche Therapie zuriickzugreifen. Zudem hatten diese
Patienten hohere maximale intraoperative Lactat-Serumspiegel sowie hohere Lactat-
Serumspiegel bei der Aufnahme auf die Intensivstation. Ein groBerer Volumenbedarf sowie
hohere Lactatspiegel sind Hinweise auf einen Bedarf nach einer intensivierteren Therapie zur
Kreislaufstabilisierung und konnten Ausdruck einer groBeren perioperativen Stressreaktion
sein. In einer groen Multicenterstudie zur Sepsis konnte eine Reduktion der Sterblichkeit auf
der ICU, im Krankenhaus und im 6-Monate-follow-up gezeigt werden, wenn bei Patienten im
septischen Schock die Lactat-Spiegel >4 mmol/l waren und die Patienten eine GC-Therapie

mittels Hydrocortison und Fludrocortison erhielten!®®. Inzwischen besteht daher die
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Empfehlung einer Gabe von 200 mg Hydrocortison/d bei Patienten im schweren septischen
Schock!%. Auch in diesem Setting stellt sich daher die Frage, ob oder inwiefern eine verdnderte
Sensitivitit des GR-Rezeptors klinische Outcomes beeinflusst und ob eine préoperative
Testung auf die genetische Pradisposition therapeutische Konsequenzen haben kénnte. Durch
unsere Untersuchung konnte kein Einfluss des SNPs auf die Aufenthaltsdauer der Patienten auf
der Intensivstation oder auf den Gesamtaufenthalt im Krankenhaus dokumentiert werden.

Die Cortisolspiegel der untersuchten Gruppen unterschieden sich nicht signifikant, jedoch
zeigte sich ein statistischer Trend zu einem hoheren Cortisolspiegel der homozygoten GG-
Trager zum Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation. Die Untersuchungsergebnisse
unserer Arbeitsgruppe, die in der Vergangenheit bei homozygoten Merkmalstrégern des Bcll -
Polymorphismus bei der moderat stressigen prioperativen Situation niedrigere
Plasmacortisolspiegel zeigen konnte!®, konnten somit nicht bestdtigt werden. Erniedrigte
Plasmacortisolspiegel waren auch nach Durchfiihrung eines psychologischen Stresstestes

nachweisbar!?’

und wiren daher erwartbar gewesen.

Auch im psychometrischen Bereich konnte unsere Studie statistisch signifikante Unterschiede
detektieren. Triger des GG-Allels zeigten zum Zeitpunkt der Verlegung von der Intensivstation
einen signifikant hoheren PTSS-10-Score, ohne prédoperativ oder sechs Monate postoperativ
einen relevanten Unterschied zu zeigen. Dies entspricht den Ergebnissen der Vorgingerstudie
unserer Arbeitsgruppe!>. Wihrend die Werte der Triager des major-Allels sowie heterozygote
Trager kaum Verdnderungen ihrer Scores aufwiesen, so flihrte ein Anstieg der Werte
unmittelbar nach dem Aufenthalt auf der Intensivstation zu der signifikanten Differenz, die
durch ein Absinken der Werte sechs Monate spiter nicht mehr zu beobachten war. Diverse
Wechselwirkungen zwischen der Psyche und dem untersuchten Bc/l -Polymorphismus sind
bereits vorbeschrieben worden. Es besteht eine Assoziation zu Depression’®%¢ und eine
Korrelation zu einer groBeren Ausprigung einer PTSD!®®. Auch ein Einfluss auf die
therapeutischen Maflnahmen bei solchen Erkrankungen konnte gezeigt werden, so
beispielsweise ein vermindertes Ansprechen auf eine medikamentdse antidepressive Therapie

mittels Paroxetin'®®, was einem verbesserten Ansprechen auf Fluvoxamin!!?
b

entgegensteht.
Nachdem mit dem ER22/23EK-Polymorphismus auch ein hyposensitiv verédnderter Rezeptor
mit Depressionen assoziiert ist®® wire denkbar, dass die Stérung der HPA-Achse an sich die
Suszeptibilitdit zu psychiatrischen Erkrankungen erhoht. Moglicherweise ist hierbei
zweitrangig, ob der Glucocorticoidrezeptor eher hypo- oder hypersensitiv verdndert ist.
Nachdem die psychometrischen Unterschiede erst nach der stressreichen Intervention

nachzuweisen waren, darf diese Gen-Umwelt-Interaktion nicht auler Acht gelassen werden.
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Neben einer Kriegserfahrung mit hoheren PTSD-Scores von minor-Allel-Trdgern unter

Vietnam-Veteranen!?®

als klassisch untersuchtem Stressor gibt es inzwischen weitreichendere
Untersuchungen. So konnte eine Interaktion des prénatalen Einflusses einer Hungersnot, dem
Bcll -Polymorphismus und traumatischen Erlebnissen im Erwachsenenalter auf die Auspriagung
eines PTSD-Scores gezeigt werden!!!. Eine prioperative Testung konnte auch im
Zusammenhang mit psychometrischen Outcome-Variablen in Zukunft von Relevanz sein. Eine
intraoperative Gabe von hochdosiertem Dexamethason vor einem herzchirurgischen Eingriff
scheint bei Patienten mit B¢/l -Polymorphismus einen protektiven Effekt auf die Entwicklung
von PTSD-Symptomen zu haben!!2, Auch Vorlauferstudien unserer Forschungsgruppe konnten
zeigen, dass eine Gabe von Stressdosen Hydrocortison zu signifikant niedrigeren PTSD-Stress-
Scores und einer verbesserten gesundheitsbezogenen Lebensqualitét fiihrt!!3!'4, Der zeitliche
Verlauf der erhdhten Stressscores von Merkmalstragern unmittelbar nach der Exposition
gegeniiber Stress deckt sich mit den Erkenntnissen einer koreanischen Studie, bei der diese in

der Friihphase nach Erhalt einer Krebsdiagnose ein erhdhtes Risiko fiir Suizid aufwiesen, das

nach einem Jahr nicht mehr nachweisbar war!!>.

5.3. Tthillll — rs10052957

Der SNP rs10052957 wird auch als TthllIl bezeichnet. Es liegt ein G zu A Nukleotidaustausch
vor mit Allelfrequenzen von GG 79%, GA 20% und AA 1%’!. Die Position wird mit 2656
Basenpaaren oberhalb des Exon 1B in der 5’UTR (untranslated region; untranslatierte Region)
angegeben®. Betroffene weisen eine erhdhte Glucocorticoidresistenz auf. Der kausale
Zusammenhang der Resistenz ist hierbei eventuell nur modulierend bei gemeinsamer
Vererbung mit dem ER22/23EK Polymorphismus zu erklédren, die genaue Rolle der TthIII1-
Mutation wird noch diskutiert’!.

In unserer Studie wurde Patienten, die homozygote Triger des minor-Allels waren, grof3ere
Volumina an Cellsaver-Blut verabreicht und es wurden héhere Dosen an Norepinephrin und
Epinephrin zur Kreislaufstabilisierung benétigt, was eine grofere Kreislaufinstabilitit dieser
Patienten nahelegt. Zudem erhielten diese Patienten hohere Hydrocortisondosen intraoperativ,
was diese Vermutung unterstiitzt, denn Glucocorticoid-Gaben koénnen nicht nur eine schnellere
Kreislaufstabilisierung im septischen Schock ermoglichen!®, sondern sie finden auch im
Rahmen von grofen Eingriffen inkl. herzchirurgischen Eingriffen Anwendung zur

Kreislaufstabilisierung!!®. Bei diesen Patienten fiel zudem signifikant hdufiger die
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Entscheidung zur Verabreichung eines Thrombozytenkonzentrates. Es bestanden statistische
Trends zu einem groBeren verabreichten Volumen an Thrombozytenkonzentraten sowie der
Menge an verabreichten internationalen Einheiten PPSB. Inwiefern der perioperative Einsatz
von Glucocorticoiden perioperative Blutungen beeinflusst, bleibt ein umstrittenes Thema. Bei
Eingriffen mit perioperativer Blutungsneigung wie Tonsillektomien lehnen diverse Meta-
Analysen die Hypothese einer Assoziation einer Dexamethason-Gabe zu Blutungsereignissen
mehrheitlich ab!!”. Eine prdoperative GC-Gabe vermag den perioperativen Blutverlust bei einer
operativen Versorgung bei Polyposis nasi vermindern!'®. Der stattgefundene Blutverlust war
bedauerlicherweise nicht Bestandteil unserer Datenerhebung. Homozygote Trager des minor-
Allels waren in unserer Studie statistisch signifikant seltener an einem arteriellen Hypertonus
vorerkrankt. Dies deckt sich mit Erkenntnissen einer chinesischen Studie, die einen erniedrigten
systolischen Blutdruck zeigen konnte’!.

Hinsichtlich der psychometrischen Parameter zeigten sich ebenso statistisch signifikante
Unterschiede  zwischen  homozygoten  minor-Allel-Trdgern und der restlichen
Studienpopulation. ,,AA“-Trager hatten zum Zeitpunkt der Verlegung von der Intensivstation
signifikant hohere PTSS-10 Scores und {iiberschritten dadurch signifikant héufiger den
Grenzwert zur Erfiillung eines PTSD-Risikos. Dies steht im Gegensatz zu einer Studie an
Kriegsveteranen, in der keine Assoziation zur Lebenszeitpravalenz von PTSD bei diesem SNP
nachgewiesen werden konnte!!®. Die Anzahl der traumatischen Erinnerungen sechs Monate
nach dem Eingriff war signifikant grofer, mit einer signifikant groBeren Wahrscheinlichkeit
iiberhaupt eine solche traumatische Erinnerung zu haben. Moglicherweise ist dies bedingt durch
eine schlechtere Verarbeitung moglicher traumatischer Erinnerungen auf der Intensivstation,
da die Abnahme solcher Erinnerungen im zeitlichen Verlauf ebenfalls statistisch signifikant
geringer war. Eine intraoperative Gabe von hochdosiertem Dexamethason wihrend eines
herzchirurgischen FEingriffes scheint bei Patienten mit 7tAllI1-Polymorphismus einen

112 Gleiches konnte

protektiven Effekt auf die Entwicklung von PTSD-Symptomen zu haben
fiir den hypersensitiven Bcl/l-Polymorphismus beschrieben werden. In unserer Studie bekamen
die homozygoten Triger des Tthllll-Polymorphismus wie oben beschrieben hohere
Hydrocortisondosen, ohne jedoch einen erkennbaren Effekt auf ein besseres psychometrisches
Outcome zu haben. Dies ldsst vermuten, dass eine Beeinflussung der HPA-Achse an sich und
nicht ausschlieBlich ein hyper- bzw. hyposensitiv verdnderter Rezeptor spezifische Effekte nach
sich zieht, wie bereits unter 5.2 diskutiert. Prdoperativ bestand bei den homozygoten Trigern

des TthlIlll-Polymorphismus ein statistischer Trend zu einer schlechteren Bewertung der

allgemeinen Gesundheitswahrnehmung, der sich sechs Monate postoperativ nicht mehr
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nachweisen lieB3. Dies beruhte auf einer deutlicheren Verbesserung dieser Scores im Vergleich,
die sich als statistisch signifikant erwies. Einerseits scheinen AA-Triger also durch die
chirurgische Intervention in besonderem MaBle beziiglich ihrer gesundheitlichen
Gesamtkonstitution zu profitieren. Andererseits konnte dies auch eher durch den préoperativ

schlechteren Gesundheitszustand bedingt sein.

Von den sechs homozygoten Trégern des minor-Allels waren drei auch homozygote Triager des
SNP 156198 (s. Punkt 5.4.), sodass hier mdglicherweise aggravierende Effekte einer
Glucocorticoidresistenz zum Tragen kamen. Eine genauere Auseinandersetzung mit dieser

Tatsache bietet das folgende Kapitel.

5.4. 9B - rs6198

Der als 9p-Polymorphismus oder A369G bekannte SNP rs6198 befindet sich im Exon 9 in der
3' UTR®. Bei ihm findet sich ein A zu G Nukleotidaustausch®?, der eine GC-Resistenz zur
Folge hat®*. Jedoch wird auch in diesem Fall diskutiert, ob die Resistenz eher auf der
Mitvererbung anderer SNPs beruht!'?’, Im Falle des SNP rs6198 ist allerdings die mRNA der
GRP Isoform betroffen. Wihrend die klassische GRo Isoform fiir die Wirkung von
Glucocorticoiden verantwortlich ist, ging man lange Zeit davon aus, dass die GR Isoform seine
Wirkung lediglich tiber Inhibition der GRa vermittelten Effekte ausiibt'?!. Neuere Erkenntnisse
bestitigen jedoch auch eine ,,direkte* Auswirkung und Regulierung von Genen und legen nach
Offenlegung dieser falschen Vorstellung die Notwendigkeit weiterer Forschung zum besseren
Verstindnis dieser Isoform dar*. In unserer Studienpopulation waren die drei homozygoten
Tréager des minor-Allels des 9B-Polymorphismus allesamt auch homozygote Trager des Tthlll1-
Polymorphismus, was eine differenzierte Betrachtung der Einfliisse der einzelnen SNPs auf die
abhéngigen Variablen erschwert.

In unserer Studie erhielten die GG-Triger signifikant groBere Volumina an mittels Cellsaver
aufbereitetem Blut und Thrombozytenkonzentraten sowie mehr internationale Einheiten PPSB.
Bei gleichzeitig signifikant erhohtem Bedarf an Norepinephrin zur Kreislaufstabilisierung muss
- analog zu den bereits diskutierten Polymorphismen - auch bei diesen Patienten eine Stérung
der Homoostase des kardiovaskuldren Systems durch das Glucocorticoidsystem angenommen
werden. Die homozygoten Trager des SNPs waren statistisch signifikant seltener an einer

arteriellen Hypertonie erkrankt, was im Einklang mit einer 2009 veroffentlichten Studie steht,
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die eine Assoziation des SNPs mit niedrigeren Blutdruckwerten zeigen konnte, wobei sich der
systolische Blutdruck bei den GG-Trigern um 11% reduziert zeigte'??. Auch eine Assoziation
des SNPs zu einem erhdhten Risiko von koronarer Herzkrankheit und Herzinfarkt ist
beschrieben, vermutlich aufgrund einer Verstirkung der proinflammatorischen Antwort!'?*, Der
einzige Patient unserer Studienpopulation, der ein Nierenersatzverfahren erhielt, gehorte
ebenfalls dieser Gruppe an — aufgrund der geringen Fallzahl kann jedoch keine verléssliche
Aussage iiber das Auftreten eines akuten anuren Nierenversagens bei dieser Patientengruppe
getroffen werden. Gleichzeitig waren jedoch die intraoperativ gemessenen Volumina der
Urinausscheidung signifikant erhoht.

Es bestand ein statistischer Trend zu einem lidngeren Gesamtaufenthalt im Krankenhaus bei
,GG*“-Tragern. Bei groBer Standardabweichung der diesbeziiglichen Daten, fehlendem
Unterschied der Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation und geringen Fallzahlen scheint in der
Gesamtschau keine verldssliche Aussage iiber eine ldngere Rekonvaleszenz bei diesen
Patienten getroffen werden zu kdnnen.

Auch die Auswertung der psychometrischen Parameter konnte statistisch signifikante
Ergebnisse erbringen. Homozygote Triager des SNPs hatten zum Zeitpunkt der Verlegung von
der ICU statistisch signifikant hohere PTSS-10-Scores sowie eine groflere Anzahl
traumatischer Erinnerungen sechs Monate postoperativ. Eine festzustellende signifikant
schlechtere Abnahme dieser traumatischen Erinnerungen liegt als anzunehmende Ursache
hierfiir vor. In einer verdffentlichten Untersuchung an Kriegsveteranen mit und ohne PTSD
zeigte sich, dass das minor Allel mit einer Lebenszeitpravalenz von PTSD assoziiert ist sowie
mit der Schwere der aktuellen PTSD Symptomatik!?*. Die GG-Triger hatten zudem niedrigere
in den Haaren gemessene Cortisolkonzentrationen, was ldngerfristig erniedrigte Cortisolspiegel
nahelegt!?*. Wir konnten in unserer Studie keine verinderten Cortisolplasmaspiegel oder
erhohte Gaben von Glucocorticoiden feststellen. Eine intraoperative Gabe von hochdosiertem
Dexamethason wihrend eines herzchirurgischen Eingriffes scheint bei Patienten mit 7tAlll1-
Polymorphismus einen protektiven Effekt auf die Entwicklung von PTSD-Symptomen zu

haben, der fiir den SNP rs6198 nicht nachgewiesen werden konnte!!2,
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5.5. Kontrolle — rs12054797

Fiir unseren Untersuchungsansatz wurde der an Position
143426337 des Chromosoms 5 befindliche SNP rs12054797 ausgewihlt, bei dem im Vorfeld
keine funktionellen Assoziationen festgestellt wurden. Er ist nicht an der Entstehung eines
primdren Offenwinkel-Glaukoms oder einer glucocorticoidinduzierten okularen Hypertension
beteiligt'>>, konnte lediglich eine marginale Assoziation mit der Krankheitsaktivitdt eines
systemischen Lupus erythematodes aufweisen'?, ist nicht mit dem Krankheitsbild der

bronchopulmonalen Dysplasie vergesellschaftet!?’

und hat nach aktueller Literaturlage keinen
Einfluss auf die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen’!. Entgegen der postulierten
Annahmen unseres Untersuchungsansatzes zeigten homozygote Trager dieses SNPs in unserer
Studie sehr wohl statistisch signifikante Unterschiede: Sowohl die maximale Dosierung als
auch die Dauer der Anwendung von Vasopressin zeigten sich bei Ihnen als erhoht. Am ersten
postoperativen Tag auf der Intensivstation erhielt diese Patientengruppe zudem mehr
Norepinephrin zur Kreislaufstabilisierung. Im Unterschied zu vergleichbaren Ergebnissen bei
den nachweislich funktionell aktiven SNPs lieBen sich bei diesem SNP allerdings keine
weiteren Indikatoren einer Kreislaufinstabilitit wie erhohte Lactat-Werte oder eine
ausgeprigtere Volumentherapie feststellen. Aspekte wie die uneinheitliche, auf klinische
Parameter fulende, Therapie und geringe Fallzahlen konnten zu den statistisch signifikanten
Ergebnissen gefiihrt haben, was unter 5.6 ndher erdrtert wird. Womoglich hat der klinisch
notwendige Einsatz dieser Vasopressoren jedoch dazu gefiihrt, dass die behandelnden Arzte

sich eher dazu entschlieBen auf der ICU Hydrocortison zu verwenden, was sich als statistischer

Trend zeigte.

Auf der psychometrischen Ebene liel sich sechs Monate postoperativ im Vergleich zu
heterozygoten oder Nicht-Trdgern eine signifikant bessere Wahrnehmung der Emotionalen
Rollenfunktion im SF-36 Testinstrument feststellen. Eine Beschreibung solcher
Zusammenhdnge konnte bei Voruntersuchungen unserer Forschungsgruppe nicht gezeigt
werden und ist bislang in keiner Publikation beschrieben worden. Moglicherweise ldsst sich der
statistische Effekt durch ein fliichtiges Ausfiillen des Fragebogens erkldren, da hier alle fiinf

homozygoten Triger des minor-Allels die maximale Punktzahl angaben.
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5.6. Limitationen

Studien zur Untersuchung von genetischen Assoziationen sind grundsitzlich gewissen
Beschrinkungen unterworfen, da grofle Patientenzahlen benétigt werden. Dies, da sonst schnell
Probleme wie der Griindereffekt die Ergebnisse verzerren und die Daten somit unverwertbar
machen konnen. Zudem konnen geringe Patientenzahlen die statistische Aussagekraft
reduzieren. Beim riesigen Repertoire an neu entdeckten genetischen Varianten ist es ohnehin

13

schwer, zwischen funktioneller Mutation und ,,Beiwerk® im Sinne einer mitvererbten aber
funktionell nicht aktiven Verdnderung zu unterscheiden. In unserem Studienkollektiv konnten
diesbeziiglich flinf Patienten identifiziert werden, die Tridger mehrerer minor-Allele waren.
Genetische Sachverhalte wie Polygenie, multifaktorielle Vererbung und epigenetische
Mechanismen verstidrken die Uniibersichtlichkeit und erschweren so die Forschungsarbeit
zusitzlich. In der vorliegenden Studie konnten auferdem mehrere Patienten identifiziert
werden, die homozygote Trager mehrerer minor-Allele waren. Dies ist vor allem beim SNP
156198 relevant, bei dem sdmtliche homozygote Trager auch Triger des SNP rs10052957
waren. Die Tatsache, dass dadurch bei diesen Patienten gleich zwei Isoformen des
Glucocorticoidrezeptors betroffen waren, erschwert eine Differenzierung der einzelnen
Einfliisse auf die abhéngigen Variablen. Eine weitere Limitation im vorliegenden Ansatz ist die
individualisierte und dadurch uneinheitliche Therapie der Patienten. Eine standardisierte
Hydrocortisongabe in einer grof3 angelegten Doppelblindstudie, im besten Falle im Rahmen

einer Multicenterstudie, konnte in Zukunft zu einer besseren Vergleichbarkeit beitragen.

Zudem erschwerten die in dem Studienzeitraum noch vorherrschenden papierbasierten
Patientenunterlagen die Datenerhebung und -auswertung. Im Rahmen der mittlerweile
digitalisierten Patientenakten konnten inzwischen auch nach der Datenerhebung noch
interessante Aspekte des Datensatzes, v.a. hinsichtlich der biochemischen Variablen,

problemlos ausgewertet werden.
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6. Ausblick

Mittlerweile fokussiert sich die Forschung nicht nur auf genetische single-nucleotid-
Polymorphismen sondern auch auf epigenetische Modifikationen, die die Genexpression
beeinflussen. Es wird mittlerweile angenommen, dass auch psychotherapeutische
Interventionen epigenetische Modifikationen nach sich ziehen konnen!Z?®. So wire es
interessant, in weiteren Studien zu untersuchen, inwieweit perioperative psychologische bzw.
psychotherapeutische ~ Interventionen  die  hier  aufgezeigten  psychometrischen
Outcomeparameter bei herzchirurgischen Patienten im perioperativen Setting verdndern
konnten. Hierbei konnte eine Hypothese lauten, ob z.B. Intensivtagebiicher die Verarbeitung
bzw. das Auftreten traumatischer Erinnerungen an die Intensivstation bei den Patienten, die
aufgrund eines entsprechenden SNPs ein erhohtes Risiko hierfiir haben, dieses wiederum
reduzieren konnten. Weiterhin konnten wir und andere Arbeitsgruppen zeigen, dass die Gabe
von Hydrocortison in Stressdosierung wéhrend Intensivtherapie zu einer Reduktion des PTSD
Risikos bei herzchirurgischen Patienten!!3, bei Patienten mit septischem Schock!? und nach
Polytrauma fiihrt!3%!3!,  Auch wenn es diese Hinweise auf pharmakologische
Interventionsmoglichkeiten gibt, so bleibt die Evidenz geméal einer Cochrane-Analyse bis dato

uneindeutig!32,
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7. Zusammenfassung

Glucocorticoide werden in der Nebennierenrinde synthetisiert und {ibernehmen als
,»tresshormone an im Korper nahezu ubiquitdr vorhandenen Glucocorticoid-Rezeptoren
vielerlei Funktionen. Eine vermehrte Ausschiittung erfolgt nach Auftreten von Stressoren, die
physikalischer oder emotionaler Natur sein konnen. Zur Untersuchung des
Glucocorticoidsystems bot die Gruppe herzchirurgischer Patienten einen idealen Rahmen mit
hoher Stressexposition, da diese homogen und reproduzierbar ist sowie einen obligaten
Aufenthalt auf der Intensivstation nach sich zieht. Hierdurch konnten wir die Hypothese
iiberpriifen, dass Einzelnukleotid-Polymorphismen des Glucocorticoidrezeptors diesen
funktionell beeinflussen, was zu signifikant zu beobachtenden Verdnderungen klinischer,
psychometrischer und biochemischer (Outcome-)Parameter fiihrt. Dies erfolgte auch auf der
Basis des Wissens, dass das Glucocorticoidsystem entscheidende Funktionen bei der
Entstehung, dem Abruf und der Loschung emotionaler Geddchtnisinhalte innehat. 100
herzchirurgische Patienten wurden beziiglich der SNPs rs10052957, rs6190, rs6195,
rs41423247 und rs6198 untersucht, die bekanntermallen die GR-Sensitivitit beeinflussen. Als
Kontroll-SNP diente rs12054797. Die primdren Endpunkte ,,Anzahl traumatischer
Erinnerungen®, der ,,PTSD-Score®, die ,,korperliche Funktionsfihigkeit™ und das ,,psychische
Wohlbefinden wurden zunéchst mittels validierter Fragebogen quantifiziert und dann auf
potentielle Wirkungen der diversen SNPs untersucht. Die Parameter wurden
zeitpunktspezifisch praoperativ, nach dem Aufenthalt auf der Intensivstation und sechs Monate
postoperativ erhoben. Zahlreiche klinische und biochemische Parameter, wie zum Beispiel der
Einsatz von Katecholaminen oder der perioperative Verlauf der Plasmakonzentrationen von
Cortisol, dienten als sekundire Ergebnisvariablen. Nicht fiir alle untersuchten SNPs konnten
genug homozygote minor-Allel-Tréger in die Studienpopulation eingeschlossen werden. Die
untersuchten Polymorphismen sind dafiir bekannt den Glucocorticoid-Rezeptor hyper- oder
hyposensitiv zu verdndern bzw. im Falle von 9 dessen Aktivitit {iber eine andere Isoform zu
beeinflussen. Eine derartig verdnderte Aktivitit der HPA-Achse nahm auch in unserer Studie
Einfluss auf den psychometrischen, biochemischen und klinischen perioperativen Verlauf.
Zwischen homozygoten Merkmalstragern und dem Rest der Studienpopulation zeigten sich
Unterschiede im Hinblick auf die Anzahl der traumatischen Erinnerungen, auf die Auspragung
des PTSD-Scores, Unterschiede im zeitlichen Verlauf dieser Parameter sowie auf unmittelbar
perioperative klinische Kenngréf3en wie den Einsatz von Katecholaminen oder den Umfang der

benoétigten Volumentherapie. Eine einheitliche Verédnderung je nach Hyper- oder Hypoaktivitit
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des Glucocorticoidsystems lie sich hierbei nicht feststellen, sondern vielmehr die Tatsache,
dass eine solche Verdnderung besagte Auswirkungen begiinstigt. Die Homdostase dieses
komplexen Systems mit mehreren Feedback-Schleifen scheint auf dem Boden eines
ausgeprigten physikalischen und psychischen Stressors leichter aus der Balance zu geraten.
Betrachtungen anderer Forschungsgruppen konnten in der Vergangenheit bereits zeigen, dass
sowohl hyper- als auch hyposensitiv verdnderte Glucocorticoidrezeptoren mit PTSD assoziiert
sind. Weitere Untersuchungen sind notig, um spezifische Effekte eindeutig festzustellen und
womoglich therapeutische Konsequenzen wie eine perioperative Gabe von Glucocorticoiden

bei geeigneten Patienten ableiten zu konnen.
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8. Abkurzungsverzeichnis

ACTH=

ADH=

ANOVA=

ARDS=

ATP=

BDNF=

BLA=

BMI=

CAM-ICU=

cAMP=

CRH=

CTP=

ddNTP=

DSM-V=

EDTA=

GH=

GR=

GTP=

HPA(-Achse)=

Adrenocorticotropes Hormon
Antidiuretisches Hormon

engl. Analysis of Variance
=Varianzanalyse

engl. Acute Respiratory Distress Syndrome
=akutes progressives Lungenversagen; Schocklunge

Adenosintriphosphat

engl. Brain-derived neurotrophic factor
=Vom Gehirn stammender neurotropher Faktor

Basolateraler Anteil der Amygdala
Body-Mass-Index

Confusion Assessment Method fiir Intensivstation
=Logarithmus zur Diagnosestellung eines Delirs

cyclisches Adenosinmonophosphat
Corticotropin Releasing Hormone
Cytidintriphosphat
Didesoxynukleosidtriphosphat

engl. Diagnostical and Statistical Manual of Mental
Disorders

=Diagnostischer und Statistischer Leitfaden zu
psychischen Storungen (5. Revision)
Ethylendiamintetraacetat

engl. Growth-Hormone; Wachstumshormon
Glucocorticoidrezeptor

Guanosintriphosphat

engl. Hypothalamic-Pituitary-Adrenal(-Axis)

=Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden
(-Achse)
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ICU=

NGS=

NNR=

NR3Cl=

OR=

PCR=

PKA=

PTSD=

PTSS-10=

SD=

SEM=

SF-36=

SIRS=

SNP=

TTP=

UTR=

engl. Intensive Care Unit

=Intensivstation

Next Generation Sequencing

Nebennierenrinde

Nuclear Receptor Subfamily 3, Group C, Member 1

engl. odds ratio
=Quotenverhiltnis

engl. Polymerase Chain Reaction
=Polymerase Kettenreaktion

Proteinkinase A

engl. posttraumatic stress disorder
=posttraumatische Belastungsstorung

Posttraumatische Stress Skala (10)

engl. Standard Deviation
=Standardabweichung

engl. Standard Error of the Mean
=Standardfehler

Short Form (36) Gesundheitsfragebogen
Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom

engl. Single Nucleotide Polymorphism
=Einzelnukleotid-Polymorphismus

Thymidintriphosphat

engl. untranslated region
=untranslatierte Region
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10. Appendix

Die folgenden Parameter enthielten imputierte Daten:

Psychometrischer Parameter Anzahl imputierter Gesamtanzahl
Datensétze
Anzahl traumatischer Erinnerungen praOP 2 95
Anzahl traumatischer Erinnerungen ICU 9 95
Anzahl traumatischer Erinnerungen 6M 9 95
PTSS-10 Score praiOP 7 95
PTSS-10 Score ICU 9 95
PTSS-10 Score 6M 13 95
Korperlicher Summenscore praOP 18 95
Korperlicher Summenscore 6M 18 95
Psychischer Summenscore praOP 18 95
Psychischer Summenscore 6M 18 95
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