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EINLEITUNG

EINLEITUNG

PHARMAKOGENETIK

Der Begriff Pharmakogenetik ist 1959 von dem Heidelberger Humangenetiker Vogel
beschrieben worden. Dieses Wissenschaftsgebiet untersucht den Einfluss genetischer
Polymorphismen auf die Pharmakodynamik und —kinetik von Arzneimitteln. Viele der in der
Medizin eingesetzten Arzneimittel 16sen bei Patienten nach einer Standarddosis
unterschiedliche Reaktionen aus, vom Ausbleiben des therapeutischen Effektes bis hin zur
Akkumulation, unerwiinschten Medikamentenwirkungen und Intoxikationen. Auflerdem
haben Patienten bei vielen Medikamenten, wie Betablockern, Antidepressiva und oralen
Antikoagulantien, einen erheblich unterschiedlichen Medikamentenbedarf, um den
erwinschten Therapieerfolg zu erzielen.

Verabreichte Arzneimittel werden absorbiert, an Proteine gebunden zum Wirkungsort
transportiert, konnen dort zum Teil tiber Rezeptoren ihre Wirkung entfalten und werden in
der Regel metabolisiert und aus dem Korper eliminiert.

Bei der Metabolisierung werden zwei Phasen unterschieden. Bei der Phase-1-Reaktion handelt
es sich um eine Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse, wodurch eine funktionelle Gruppe wie
die Hydroxylgruppe an das Medikamentmolekil gebunden oder eine bzw. mehrere
vorhandene funktionelle Gruppen freigesetzt werden. Phase-2-Reaktionen sind
Konjugationsreaktionen. Die typischen Phase-2-Reaktionen sind die Glukuronidierung, die
Sulfatierung und die Methylierung.

An den Phase-1-Reaktionen sind die Cytochrom-Enzyme beteiligt. Es handelt sich um eine

Gruppe von Himproteinen, die hauptsichlich in der Leber und im Darm exprimiert wird.

Fir viele der am Medikamentenstoffwechsel beteiligten Enzyme und Transportproteine sind
die codierenden Gene identifiziert worden. Polymorphismen (Genvarianten mit einer
Haiufigkeit von mehr als 1%) oder seltene Genmutationen (Genvarianten mit einer Haufigkeit
von weniger als 1%) sind bekannt. Diese Genaberrationen fithren zur fehlenden oder
herabgesetzten Synthese des entsprechenden Proteins oder zur Bildung von funktionell
defekten Proteinen mit z.B. dem Verlust oder Mangel an Aktivitit bei oxidativen Enzymen

oder einer gednderten Affinitdt bei Transportproteinen.
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CYTOCHROM-ENZYMSUPERFAMILIE:

Die Cytochrom-Enzymfamilie ist eine Gruppe von mehr als 500 Isoenzymen, die in der
Membran des endoplasmatischen Retikulums der Zelle verankert sind. Sie werden als CYP-
P450 Enzyme bezeichnet. Der Name leitet sich davon ab, dass das Cytochrom-Protein im
reduzierten Zustand ein Absorbtionsmaximum bei 450 nm zeigt. Im Folgenden wird

Cytochrom als CYP abgektrzt.

CYP-Enzyme sind ubiquitir und kommen bei vielen Spezies vor. Die unterschiedlichen
Isoenzyme werden in Familien und Subfamilien gegliedert. Isoenzyme mit einer Aminosauren-
Sequenzhomologie von mehr als 40% werden in einer Enzymfamilie zusammengefasst. Diese
Familie wird durch eine arabische Zahl gekennzeichnet (CYP1, CYP2...etc.). Innerhalb einer
Familie werden Isoenzyme mit einer Homologie von mehr als 55 % in einer Subfamilie
eingeteilt, die Subfamilie bekommt zusitzlich einen Buchstaben (z.B. CYP2D, CYP2C...), die
einzelnen Enzyme in einer Subfamilie werden mittels einer arabischen Zahl nummeriert
(CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6...).

39 Isoenzyme der CYP-Superfamilie sind beim Menschen gefunden worden (Uberblick:
www.Drnelson.utmem.edu/cytochromp450), davon sind 13 am Arzneimittelstoffwechsel
beteiligt (Schwab et al. 2002), der Rest spielt eine Rolle bei der Biotransformation von
endogenen Substraten und Hormonen wie Steroiden, Ostrogenen und Fettsiuren. CYP-
Enzyme sind hauptsichlich in der Leber exprimiert. Die Hauptfunktion ist der Abbau von
Medikamenten durch Hydroxylierung oder Demethylierung (Phase-1-Reaktion) (Zanger et al.
2004). Dabei zeichnen sich die CYP-Enzyme durch ihr breites Substratspektrum aus. Viele
Substrate werden durch das gleiche Enzym metabolisiert trotz ihrer unterschiedlichen
Strukturen, gleichzeitig werden einige Substrate von mehr als einem Isoenzym metabolisiert.
Die wichtigsten CYP-Enzyme fiir den Arzneimittelstoffwechsel beim Menschen sind

CYP3A3, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2DG.

CYP2Do6

20-25 % der derzeit klinisch eingesetzten Arzneimittel sind CYP2D6-Substrate (Sachse et al.
1997). Die ersten, die in den 70er Jahren zur Entdeckung dieses Enzyms geftihrt haben, sind
Debrisoquine, ein Antihypertensivum, und Spartein, ein Antiarrhythmikum (Mahgoub et al.
1977, Eichelbaum et al. 1975, 1979). Daher wird CYP2D6 auch Debtisoquine/Spartein-

Oxidase genannt.
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Nach der Isolierung des CYP2D6-Proteins aus Lebermikrosomen (Distlerath et al. 1985)

folgte die Isolierung der cDNA durch Gonzalez et al. 1988, dann folgte die Sequenzierung des
Genlocus auf Chromosom 22q 13.1 durch Kimura et al. 1989. Alle Basennummerierungen
beziehen sich auf diese Referenz-Sequenz (in der NCBI-Datenbank als M33388
gekennzeichnet).

Zurzeit sind Gber 100 Medikamente als CYP2D6-Substrate bekannt. In der Tabelle 1 ist eine
Auswahl hiufig verwendeter Medikamente aufgelistet, die CYP2D6-Substrate sind.

Betablocker Antidepressiva, Analgetika und Andere
Antiarrhythmika Psychopharmaka

Carvedilol Amitriptylin Codein

Metoprolol Clomipramin Dextromethorphan
Propranolol Desipramin Dihydrocodein
Timolol Imipramin Ethylmorphin
Alprenolol Nortritylin Hydrocodon
Encanide Paroxetin Oxycodon
Flecainide Haloperidol Tramadol
Procainamid Perphenazin Phenformin
Propafenon Resperidon

Spartein Thioridazin

Tabelle 1: Auswahl der hanfigen klinisch verwendeten CYP2D6-Substrate

Einige der CYP2D6-Substrate sind gleichzeitig Enzyminhibitoren wie z.B Propranolol
(Rowland et al. 1994). Die Enzyminduktion wurde fiir eine Reihe von Medikamenten
beschrieben, wie z.B. Rifampin und Dexamethason (www.edhayes.com/CYP450-3.html).
Spezifische Substrate (wie Debrisoquine oder Spartein) wurden als Testsubstanzen eingesetzt,
um die Enzymfunktion 7z vivo zu Gberprifen und entsprechend den Phinotyp zu ermitteln.
Nach der Gabe einer Standarddosis wird nach einem definierten Zeitintervall die
Konzentration des Medikaments und dessen Metaboliten im Urin gemessen und daraus eine
Ratio gebildet. Nach dieser Metabolisierungsratio (MR) wird der Phinotyp definiert. Anhand

der Untersuchung mit Spartein werden vier Phinotypen unterschieden (Zanger et al. 2004):
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e Ultrarapidmetaboliser (UM) mit gesteigerter Enzymfunktion, MR <0,15
e Extensivemetaboliser (EM) mit normaler Enzymfunktion, MR von 0,15 bis < 1,2
e Intermediatemetaboliser (IM) mit herabgesetzter Enzymfunktion, MR von 1,2 — 2

e Poormetaboliser (PM) ohne nachweisbarer Enzymaktivitit, MR >20

Die Verteilung dieser Phinotypen ist ethnisch sehr unterschiedlich. Bei Kaukasiern sind sie in
Studien wie folgt gefunden worden: 5-10 % PMs, 10-15 % IMs, 70-80 % EMs und 3-5 %
UMs (Sachse et al. 1997, Griese et al. 1998, Ingelman-Sundberg. 1999, Zanger et al. 2001).

CYP2D6 - POLYMORPHISMUS UND GENVARIANTEN:

Der CYP2D Genlocus besteht aus 3 Genen, dem CYP2D6-Gen und den zwei Pseudogenen
CYP2D7 und CYP2DS, die eine hohe Homologie zu CYP2D6 zeigen. Das CYP2D6-Gen
besteht aus 9 Exons und 8 Introns und ist hoch polymorph. Zurzeit sind 58 Allele definiert
mit insgesamt mehr als 100 Allel-Varianten. Eine genetische Anderung, die zu einem
Aminosiureaustausch oder einem defekten Protein fihrt, wird als Schlissel-Mutation
betrachtet und fithrt zu einem neuen Allel. Andere Mutationen, die zusammen mit der
Schlissel-Mutation vorkommen, fiihren zu einer Allelvariante, z.B. Allel 4* hat 14 Varianten,
die gemeinsam die Mutation 1864 G>A haben (Ingelman-Sundberg et al. 2001, ,,The

CYPallele nomenclature homepage®: www.imm ki.se/CYPalleles).

CYP2D6-Allele, die zum kompletten Verlust der Enzymaktivitit fithren, werden als
Poormetaboliser-Allele (PM-Allele) definiert. CYP2D6-Allele, die eine herabgesetzte
Enzymaktivitit verursachen, werden als Intermediatemetaboliser-Allele (IM-Allele) eingestuft
und diejenigen mit normaler Enzymfunktion, werden als Extensivemetaboliser-Allele
klassifiziert (EM-Allele). Jene, die zur gesteigerten Enzymaktivitit fithren, werden als
Ultrarapidmetaboliser-Allele definiert (UM-Allele), hierzu zihlen Duplikationen des Wildtyp-
Allels.
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In der Tabelle 2 sind die wichtigsten Allele in jeder Metabolisierungsgruppe zusammengefasst.

Allel-Typ | Bekannte Allele Schliissel-Mutation Frequenz
(Kaukasier)
UM-Allel | Genduplikationen oder — Mehrere Genkopien 2-5%
amplifikation (zwischen 3
und 13 Kopien).
Bekannt sind 2 (n) x 1%,
2 (n) x 2%,
Die Duplikation vom Allel
4* fuhrt nicht zum UM-
Status
EM-Allele | Wildtyp-Allel 1* Keine Mutationen 50 %
Allel 2% 2850C>T und CYP2D7- 24 %
Konversion im Intron 1
IM-Allele | Allel 41* 2988 G>A und CYP2D7- 8,4 %
Konversion im Intron 1
Allel 9%, 2613-2615delAGA 2%
Allel 10 100C>T, 1,53%
Allel 17* 1023C>T, 2850C>T 0%
PM-Allele | Allel 4* 1846G>A 20,7 %
Allel 3* 2549delA 2%
Allel 5* Gendeletion 2%
Allel 6* 1707delT 1%

Andere Allele werden nur in

Einzelfillen gefunden

Tabelle 2: Die hanfigen CYP2D6-Allele. In der ersten Spalte links ist der Allel-Typ, in der zmweiten der

Allel-Name nach der 0.a.Nomenklatur, in der dritten Spalte die Schliissel-Mutationen oder andere genetische
Merkmale fiir jedes Allel (Homepage der Komitee fiir CYP2D6 Nomenklatur) und in der vierten Spalte die
Frequenzen dieser Allele anfgefiibrt (Sachse et al. 1997, Raimundo et al. 2004)
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Das hiufigste IM-Allel bei Kaukasiern ist das Allel 41* mit einer Frequenz von ca. 8,4 %
(Raimundo et al. 2004). Es wurde zuerst zusammen mit dem heute als EM-Allel identifizierten
Allel 2* als IM-Allel definiert (Sachse et al. 1997). Die Folge war, dass die MR in der Gruppe
der IM-Metaboliser mit dem Genotyp PM-Allel/2* sehr unterschiedlich war. Manche

Patienten hatten eine dhnliche MR wie PM, andere wie EM.

Im Jahr 2000 wurde der Unterschied zum Allel 2* erkannt, damit wurde das Allel 41* als
eigenstindiges Allel definiert. Es wurde indirekt bestimmt aufgrund eines typischen Alle]l 2*-
Genotyps mit Fehlen der Genmutation -1584 C>G (Raimundo et al. 2000). Erst im Jahr 2004
wurde die direkte Bestimmung des 41* Allels moglich durch die Entdeckung der fiir das Allel
41* spezifischen 2998G>A Genmutation (Raimundo et al. 2004). Andere IM-Allele sind das
Allel 9* mit einer Frequenz von ca. 2% und das Allel 10*, das haufiger bei Asiaten vorkommt
(38,6 % bei Japaneren im Vergleich zu weniger als 2% bei Kaukasiern, (Kubota et al. 2000)).
Das Allel 17* ist bei Kaukasiern nicht gefunden worden, ist aber hiufig bei Afrikanern
vorhanden (Leathart et al. 1998).

Durch die Entwicklung der TagMan-Methode zum Nachweis der Genkopien wurde der
Nachweis von Genduplikation oder —amplifikation nachhaltig verbessert (Schaeffeler et al.

2003).

GENOTYP-PHANOTYP KLASSIFIZIERUNG

Dem UM-Phinotyp liegen in den meisten Fallen Genduplikationen oder -amplifikationen zu
Grunde. So reicht eine heterozygote Genduplikation (UM-Allel) in Kombination mit einem

EM-Allel fir den Phinotyp UM.

Definitionsgemil reicht fur den EM-Phianotyp mindestens ein vollfunktionelles Allel (1* oder
2*). Die Patienten mit diesem Phinotyp haben den Genotyp EM/EM oder EM/IM oder
EM/PM.

Dem Phinotyp PM liegt der Genotyp PM/PM zu Grunde, er ist also homozygot fiir ein PM-
Allel, wie es z.B. bei dem Genotyp 4*/4* der Fall ist, oder er zeigt eine Compound-
Heterozygotie fiir zwei unterschiedliche PM-Allele. Durch die Untersuchung der finf
bekanntesten PM-Allele 3*, 4%, 5, 6* und 15* werden praktisch alle Kaukasier mit dem PM-
Phinotyp detektiert (Sachse et al. 1997).
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Der IM-Phinotyp setzt die Allel-Konstellation IM/PM voraus. In den
Phinotypisierungsstudien war die IM-Population eine Gruppe mit einer MR zwischen den
zwei Gruppen EM und PM. Der genetische Hintergrund wurde spiter entdeckt. Die ersten
bekannten IM-Allele waren das Allel 9* und 10 *. Die beiden wurden bei weniger als 20% der
Kaukasier mit IM-Phanotyp gefunden. Spater wurde das Allel 41* definiert. Bei Kaukasiern
werden mit der Bestimmung der Allele 41* und 9* tber 70% aller méglichen IM detektiert
(Raimundo et al. 2004, Zanger et al. 2004).

KLINISCHE BEDEUTUNG DES CYP2D6-POLYMORPHISMUS:

Wiahrend es inzwischen zahlreiche Studien zur Auswirkung des CYP2D6-Polymorphismus auf
den Metabolismus und die Plasmakonzentration von Medikamenten gibt, ist die klinische
Relevanz dieses Polymorphismus, insbesondere im kardiovaskuliren Bereich wenig untersucht
(Wuttke et al. 2002, Rau et al. 2004).

OP-Patienten sind grundsitzlich einem hohen Risiko fiir einen Myokardinfarkt und andere
Komplikationen einschlieflich unerwiinschter Arzneimittelnebenwirkungen ausgesetzt.
Patienten mit hoherem Risiko aufgrund von Begleiterkrankungen oder Risiken wie KHK
weisen héhere Komplikationsraten in der perioperativen Phase auf. Aus diesen Griinden
erhalten diese Patienten unter anderem eine Medikation mit Betablockern. Der Nutzen dieser
Therapie wird in der Literatur kontrovers diskutiert, so zeigten Studien eine protektive
Wirkung (Mangano et al. 1996) andere hingegen keinen klaren Vorteil dieser Medikation wie
die Studie von Juul et al. 2000. Eine Metaanalyse von McGory et al. 2005 zeigt aber insgesamt

einen positiven Einfluss.

Da ein grof3er Teil der klinisch eingesetzten Betablocker CYP2D6-Substrate sind, konnte
dessen Polymorphismus einen Einfluss haben: Zum einen durch die Akkumulation mit den
entsprechenden unerwiinschten Nebenwirkungen und zum anderen das Therapieversagen
durch eine zu schnelle Metabolisierung (oder eine zu niedrig empfohlene Dosierung).

Diese multimorbiden Patienten erhalten in der perioperativen Phase zudem andere Wirkstoffe
wie Analgetika oder Psychopharmaka, die zum Teil auch CYP2D6-Substrate sind. Durch diese
Kombination von Wirkstoffen besteht die Moglichkeit der Interaktion oder bei
entsprechendem Genotyp das Risiko fiir Intoxikationen durch Akkumulation und mogliche
zusatzliche Inhibition des Enzyms. Hier finden sich Ansatzpunkte, um mittels
Genotypisierung eine individuelle Risikoabschitzung und ggfs. eine entsprechende

Abstimmung des therapeutischen Procederes vorzunehmen.
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ZIELE DER ARBEIT

Bislang ist der Einfluss von CYP2D6-Allelen auf die perioperative Komplikationsrate in
Abhingigkeit von der Medikation wenig untersucht.

Der Zusammenhang zwischen dem Genotyp, bzw. Phianotyp und den Komplikationen sollte
in dieser Studie bei 298 Patienten untersucht werden. Unter der Annahme, dass in der
Poormetaboliser-Gruppe hiufiger Komplikationen auftreten, waren zunichst nur die
Poormetaboliser-Allele identifiziert und beziiglich des klinischen Verlaufs untersucht worden.
Diese Voruntersuchung hat aber ein héheres perioperatives Risiko abhingig von der Anzahl
der EM-Allele gezeigt. Die Poormetaboliser (Genotyp PM/PM, also null funktionelle Allele)
hatten weniger Komplikationen als andere Gruppen.

Da die Gruppe mit den gehduften Komplikationen (Extensivemetaboliser, also mit dem
Genotyp EM/PM oder EM/EM) bislang nur hinsichtlich des PM-Allels untersucht wutrde, ist
es zu erwarten, dass ein Teil dieser Patienten die Konstellation IM/PM (also keine
vollfunktionelle Allele) haben. Dieser Genotyp verhilt sich eher wie der PM/PM und somit

waren diese Patienten falsch klassifiziert.

In dieser Arbeit sollte die weitere Charakterisierung mittels der zwei hiufigsten IM-Allele
vorgenommen werden. Bei den 116 Patienten, die zuvor als heterozygot fiir die PM-Allele
identifiziert wurden, sollte Uberprift werden, wie viele den Genotyp IM/PM haben

(Intermediatemetaboliser).

Unter dem Aspekt, dass EM-Allele mit einem hoheren Risiko einhergehen, sollte zudem
durch die Untersuchung von Genduplikationen (Gen-Dosis-Effekt) gepriift werden, ob diese

ein zusitzlich erhohtes perioperatives Risiko bedeuten.

Es sollte also untersucht werden, ob durch die genauere Klassifizierung der Patienten-
Genotypen und dadurch das Vermeiden von Fehlklassifikation des Genotyps bei der
alleinigen Untersuchung von PM-Allelen, der Trend in der Voruntersuchung bestitigt oder

sogar verbessert werden kann.

10



MATERIAL UND METHODEN

MATERIAL UND METHODEN

MATERIALIEN UND BEZUGSQUELLEN

DNA- UND PCR-REAGENZIEN

Produkt

Firma

Qia Amp DNA Blood Kit

Qiagen

GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit

Amersham Pharmacia Biotech

Expand Long Template PCR System Roche
RED Taq™ DNA Polymerase Sigma
TagqMan 2x Universal PCR Mastermix Applied Biosystems
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems

Sequenzierungspuffer Seq. Service Labor UKE
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
DNA-Ladder 100b, 1Kb Invitrogen
100 mM dNTP Set PCR Grade Invitrogen
PRIMER UND PROBES
Produkt Firma

Primer fur Vor-PCR

MWG-Biotech-AG

Primer fur Nested-PCR

MWG-Biotech-AG

Primer fir CYP2D6-Duplikationsnachweis

MWG-Biotech-AG

Primer fur Albumin

MWG-Biotech-AG

Primer fiir Sequenzierung (m)

MWG-Biotech-AG

Probes fiir CYP2D6 und Albumin Applied Biosystems
CHEMIKALIEN, REAGENZIEN

Produkt Firma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck

DNA Agarose Biozym
Ethidiumbromid Merck
PCR-Wasser Baxter

Na,EDTA Merck

11
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Natriumacetat Merck
Ethanol Merck
Tris Gibco/BRL
Eisessig Merck
Brombphenolblau Merck
Xylenecyanol Serva

Ficol (type 400)

Pharmacia Biotech

Fibriniogen U Reagenz

Dade-Behring

Latex HS-CRP Roche
VERBRAUCHSMATERIALIEN

Material Firma

Tubes 1.5, 2.0 ml Nunc

PCR-Mikrotiterplatte, 96 Well Applied Biosystems

PCR-Tubes, 0,5 ml Biozym

EDTA-Monovetten Sarstedt

Polaroid Film

Industrie Photoservice

GERATE
Produkt Firma
Gefriertruhe (-70°C) Kryotec
Gefriertruhe (-30°C) Kryotec

Glasmaterialien Allgemeiner Laborbestand
Glasplatten fiir Gele Biometra
Heizblock / Dri-BlockDB1 Techne

Miniautoklav

Tecnomara, Fernwald

PCR-Cycler / Mini Cycler PTC 200

M]J Research

Picofuge

Stratagene

Referenzpipetten

Eppendorf

Ultrazentrifuge Beckmann I.2 65B

Beckmann, Munchen

Gen Analyser 3100 (Kapilar elektrophorese) Applied Biosystems
TagMan 7900 HAT Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems
Spectrophotometer UV-160 Shimadzu

Elektrophorese-Gerit HE99, HE 33

Pharmacia Biotech

Modular System P

Roche

Behring coagulation system BCS

Dade-Behring
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ALLGEMEINE ARBEITSMETHODEN

STERILISIERUNG DER ARBEITSMATERIALIEN

Gegenstinde aus Polypropylen (Eppendorf-Tubes, Pipettenspitzen) wurden im Autoklav in

feuchter Hitze bei 121 °C und 2 bar fur 4 h autoklaviert.

EDV

Die direkte Datenerfassung erfolgte mit einem PC unter Windows XP Home Edition und
Word fiir Windows XP, die Weiterverarbeitung mit einem PC unter Windows XP, sowie
Oftice 2003 (Textverarbeitung und Tabellenkalkulation). Zur Analyse der Daten wurde das
SSPS-Statistikpaket (Version 12.0) verwendet.

Um die Sequenzierungsdaten auszuwerten, mit Referenzgenen zu vergleichen und zur
Berechnung der quantitativen PCR wurden im Internet folgende zur Verfiigung stehende Pro-

gramme und Datenbanken verwendet:

7000 SDS v 1.1 RQ Software http://appliedbiosystems.com
Bioedit: http://grcf.med.jhu.edu/

The National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Literaturrecherche: EndNote, Version 6.0

PATIENTEN UND KLINISCHE VARIABLEN

Die Patienten wurden prioperativ von erfahrenen Anisthesisten untersucht und beztiglich des
Operationsrisikos evaluiert. Es erfolgte eine physische Untersuchung u.a. nach der ASA-PS-
Classification der American Society of Anesthesiologists (Lewin et al. 1971) und nach dem
Revised Cardiac Risk Index (Lee et al. 1999).

Eingeschlossen wurden Patienten mit einem Alter ab 18 Jahren, bei denen eine elektive nicht
kardiochirurgische Operation indiziert und eine Vollnarkose geplant war.

Ausgeschlossen wurden Patienten der Klasse 4 oder héher nach der ASA-Klassifikation, mit
einem stattgehabten Myokardinfarkt, einem akuten koronaren Syndrom oder einem Insult in
den letzten drei Monaten. Zudem wurden Patienten mit Notoperationen, herzchirurgischen
Operationen oder mit Lebenserwartung weniger als 6 Monate ausgeschlossen.

Bei der Auswahl der Patienten sollten mindestens 50% der Patienten mit hohem OP-Risiko
rekrutiert werden. Dabei wurden folgende Operationsarten als Hochrisiko-OPs eingestuft:

vaskuldre Operationen suprainguinal, intrathorakale Operationen, intraabdominelle
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Operationen mit einem erwarteten Blutverlust von mehr als 1 Liter oder Operationen mit

einer Operationsdauer von mehr als 3 Stunden in 2 oder mehr Kompartimenten.

Patienten wurden durch den behandelnden Arzt aufgeklirt und haben ihr schriftliches
Einverstindnis gegeben. Fur die Studie lag ein positives Votum der Hamburger

Ethikkomission vor (Nr.: A2 OB / 7/ 02).

Folgende Patientendaten wurden erhoben:

Klinische Daten: Operationsrisiko anhand der oben genannten Kriterien; Organ- oder

systemische Erkrankungen wie z.B. eine Leberzirrhose (definiert nach Child-Kriterien), eine
Niereninsuffizenz (definiert als Serum-Kreatinin von 2mg/dl oder héher), eine chronische
obstruktive Lungenerkrankung, ein Diabetes Mellitus (definiert nach Standard Kriterien), eine
Hypertonie (Blutdruckwerte systolisch >140 mmHg und oder diastolisch > 90 mmHg), eine
ischimische Herzerkrankung (definiert durch das Vorliegen eines Myokardinfarkts in der
Anamnese und einer Q-Wave im EKG, positiver Troponin-Test, positive koronare
Angiographie, positives Belastungs-EKG, positive Stress-Echokardiographie, positive
Dipyridamole-Thallium-Szintigraphie, Nitrat-sensitive Angina Pektoris mit PTCA/Stent oder
Koronararterien-Bypass-Operation), ein Insult in der Anamnese (definiert durch typische
neurologische Ausfille oder typische Befunde im CCT oder MRT), eine Herzinsuffizienz oder

eine Herzrhythmusstérung.

Medikation: Insbesondere Medikationen mit CYP2D6-Substraten wie Betablocker oder

Psychopharmaka sowie eine Medikation mit Codein oder Tramadol wurden dokumentiert.

Laborparameter: Es wurden folgende Laborparameter gemessen: Blutbild, klinisch-

chemisches Profil (unterschiedliches Analysenspektrum je nach Operationsart),
Basisgerinnung bestehend aus Quick, PTT,TZ und Fibrinogen. Dazu wurde prioperativ das

hoch-sensitive C-reaktive Protein gemessen.

Der postoperative Beobachtungszeitraum war auf 30 Tage festgelegt. Wihrend dieser Zeit

wurden die Patienten hinsichtlich folgender Endpunkte nachbeobachtet.

Endpunkt-Definition:

Der primare Endpunkt war aus folgenden sekundiaren Endpunkten definiert:

e Tod jeglicher Ursache.
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e Myokardinfarkt intra- bzw. postoperativ charakterisiert durch das Auftreten von ST-
Segment-Verinderungen oder Q-Wave oder typischen Symptomen mit positivem
Troponin-Test.

e Akutes Koronarsyndrom: Auftreten von typischen Brustschmerzen linger als 30
Minuten, die therapieresistent waren und mit typischen EKG-Anderungen oder mit
angiographischen Befunden ohne erhéhte Enzym-Werte.

e Schwere Herzrythmusstorungen, darunter fallen Herzstillstand, ventrikuldre und
supraventrikuldre therapiebediirftige Arrhythmien, kompletter AV-Block

e Deckompensierte kongestive Herzinsuffizenz, definiert durch die typischen Symptome
mit Zeichen eines Lungenddems im Thorax-Rontgen.

e Symptomatische Venenthrombose, Lungenembolie oder Insult beim Vorkommen von
klinischen Symptomen und pathologischen Befunden in Angiographie, Sonographie
bzw. CT.

Fir die Auswertung, ob diese Ereignisse in Abhingigkeit vom CYP2D6 Polymorphismus
haben, folgte zum Schluss eine Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse. Die Signifikanzgrenze war

als p=0,05 definiert.

PROBENGEWINNUNG

Eine EDTA-Blutprobe wurde durch eine Standard-Blutentnahme prioperativ entnommen,
d.h. vor der Gabe etwaiger Blutprodukte und gemil3 den Vorschriften dem Patienten
zugeordnet und gesammelt. Vor der DNA- Pripiration wurden die Proben anonymisiert, bis

zur DN A-Extraktion wurden die Proben bei -80 °C aufbewahrt.

GENANALYSEN

DNA-EXTRAKTION:

1- Nach dem Protokoll von Qiagen:
Reagenzien wurden vor der Durchfithrung auf Raumtemperatur gebracht. Es wurden 200 ml
EDTA-Blut in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube pipettiert und mit 20 pl Qiagen-Protease versetzt,

darzu 200 ul AL-Puffer zugefiigt, 15 Sekunden gevortext und 10 Minuten bei 56°C inkubiert.
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Danach wurden 200 ul Ethanol (96-100 %) dazu pipettiert und gevortext. Der Mix wurde
dann auf ein QIAamp Spin Column aufgetragen, bedeckt und bei 8000rpm eine Minute
zentrifugiert, dann wurde die Sdule auf ein neues Tube aufgestellt, 500 ul AW1 Puffer darauf
pipettiert und wieder eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Die Sdule wurde erneut auf ein
neues Tube gestellt, darauf 500 ul AW2-Puffer pipettiert und anschlieBend 3 Minuten bei
14000 rpm zentrifugiert. Die Sdule wurde dann auf ein frisches 1,5 ml Tube gestellt und mit
200 pl Elutionspuffer (AE-Puffer) versetzt, 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert und dann
eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Die gewonnene DNA-Probe wurde bei —80°C

aufbewahrt.

2- Nach dem Protokoll von Amersham

Zuerst wurde der TE-Puffer auf 70°C erwirmt, dann 500 ul Extraction Solution in 1,5 ml
Eppendorf Tubes pipettiert und 100 ul Vollblut dazu gegeben und gevortext. Die Mischung
wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Eine GFX-Column wurde auf ein 2 ml Tube gestellt, der Inhalt des Eppendorf Tube auf die
GIFX-Column pipettiert, 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert, das Tube entleert, die GFX-
Column auf das enleerte Tube gestellt und 500 ul Extraction Solution darauf pipettiert und
dann 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert.

Das Tube wurde entleert, die Column wiederum auf das enleerte Tube gestellt, 500 ul Wash
Solution darauf pipettiert und 3 Minuten bei 15000 rpm zentrifugiert.

Die Column wurde auf ein neues Eppendorf Tube gestellt, 100 ul auf 70°C erwirmter TE-
Puffer auf die Column-Matrix pipettiert und 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert, danach
1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert und dann unverziiglich fir mindestens 15 Minuten auf
Eis gekithlt. Dann wurde entweder die erste PCR-Reaktion durchgefithrt oder die DNA bei -
80°C aufbewahrt

Nach der Isolation wurde die DNA-Konzentration stichprobenweise gemessen.

Agarose-Gel-Ansatz

Ansatz TAE-Puffer 50 x:

120 g Tris, 28,55 ml Eisessig und 50 ml 0,5 M EDTA PH 8 wurden
auf 1000 ml H,O aufgefillt und gel6st.

TAE-Puffer Gebrauchslosung:

200 ml 50 x TAE-Puffer auf 10 1 Wasser auffillen
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Laufpuffer mit Brombphenolblau fiir DNA Ladder

10 x TAE-Puffer, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylenecyanol und 25% Ficoll (type 400)

wurden in H,O bis zur kompletten Aufldsung gemischt.

Laufpuffer ohne Brombphenolblau

10 x TAE-Puffer, 0,25 % Xylenecyanol und 25% Ficoll (type 400) wurden in H,O bis zur

kompletten Auflésung gemischt.

Ansatz 100bp bzw. 1kbp Ladder:

5ul 100 bp- bzw 1kbp-DNA Ladder und 10 ul Laufpuffer (mit / ohne Bromphenolblau)

wurden in 85 pl TAE-Puffer aufgelost und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Ansatz Agarose-Gel:

Es wurden 0,8 g DNA-Agarosepulver (fir die Nested PCR 2 g) in einen Glas-Messzylinder
mit 100ml TAE-Puffer aufgelést und gemischt, mit einem Glasdeckel bedeckt und dann fiir 2
Minuten bei 680 Watt in der Mikrowelle erhitzt. Sobald die Lésung ganz klar wurde, wurden
5ul Ethidiumbromid zugefiigt und gemischt. Nach Abkiihlung der Losung auf 50-60°C,
wurde das Gel in die vorbereitete Kammer gegossen.

Das Gel wurde benutzt, nachdem es auspolimerisiert war (20-30 Minuten).

NACHWEIS DER INTERMEDIATE-ALLELE 41% UND 9%

Durchfiihrung der ersten PCR-Reaktion (Vor-PCR):

In dieser PCR-Reaktion wurde ein 4688 bp langes CYP2D6-Gensegment, das alle 9-Exons
enthalt, mit dem Expand Long Template PCR System der Firma Roche nach Sachse et al.1997

amplifiziert. Die PCR ist eine Variante der konventionellen PCR-Reaktion nach Mullis et. al.

Primer (nach Sachse et al.1997):

P100 Forward: 5"-GGC CTA CCC TGG GTA AGG GCC TGG AGC AGG A-3°
P200 Reverse: 5-CTC AGC CTG AAC GTA CCC CTG TCT CAA ATC CG-37
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Puffer:

Verwendet wurden die vom Hersteller mitgelieferten Puffer.

PCR-Ansatz: 25 pl

Reagenz Menge in pl
H,O 16,60 pul
PCR-Puffer 1 10x 2,5 ul
DMSO 100% 1,20l
dNTP je 10 mM 0,6 ul
Primer-Mix (je 10 uM) 1,0 pl
Taq Poly Mix. (3,6 U/pl) 0,6 ul
DNA 2,5 ul

Cycler Programm:

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
°CO) (min:Sek)

1- Initiale Denaturierung 95 02:00
34 Zyklen

2- Denaturierung 95 00:15

3- Annealing 63 00:45

4- Elongation 68 04:30
5- End Extention 68 07:00
6- Ende 4 60:00

In jeder Arbeitsserie lief eine Wasserprobe als Negativ-Kontrolle mit. Anschliefend wurde die
Amplifikation auf einem 0,8% Agarosegel kontrolliert.

Hierzu wurden 5 pl PCR-Produkt mit 1 ul Laufbuffer (ohne Bromphenolblau) versetzt und
auf das Agarosegel aufgetragen, sowie eine 1kbp DNA-Ladder. Die Stromspannung wurde fiir
5 Minuten auf 80V und dann fiir weitere 20-30 Minuten bei 120V eingestellt. Dann erfolgte
die Detektion der Banden unter UV-Licht und die Dokumentation erfolgte durch
koventionelle Photographie. Das PCR Produkt wurde 1:5 mit H,O verdinnt und bei -80°C

aufbewahrt.
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Durchfiihrung der zweiten PCR-Reaktion (Nested-PCR):

In diesem Ansatz wurde ein CYP2D6-Gensegment, das die Loki fir Allel 41* und Allel 9*
umfasst mit einer konventionellen PCR-Reaktion, Red Taq DNA Polymerase, Kit D4309 der
Firma Sigma Aldrich, nach Mullis et al. 1987, amplifiziert. Als Template wurde das PCR-
Produkt der Vor-PCR benutzt (siche oben)

Primer:
Nested-Forward: 5-TCC AAA AGG CTT TCC TGA -3°
Nested-Reverse: 5-CCC TAT CAC GTC GTC GAT-3

PCR-Ansatz: 25 ul

Reagenz Menge in ul
H,O 19 ul
PCR-Puffer 10 x 2,5 ul
dNTP je 10 mM 0,5 ul
Primer-Mix je 10 uM 0,5 ul
RED Tag Polymerase. (1 U/ul) 1,5 u
Vor PCR-Produkt (1:5 verdiinnt) | 1 ul

Cycler Programm:

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
°C) (min:Sek)

1- Initiale Denaturierung 95 02:00
30 Zyklen

2- Denaturierung 95 00:15

3- Annealing 51 00:30

4- Elongation 72 02:30
5- End Extension 72 07:00
6- Ende 4 60:00

In jeder Arbeitsserie lief eine Wasserprobe als Negativ-Kontrolle mit. AnschlieBend wurde der
PCR-Erfolg durch ein 2% Agarosegel kontrolliert.

Hierzu wurden 5 ul PCR-Produkt mit 1 ul Laufbuffer (ohne Bromphenolblau) versetzt und
auf das Agarosegel aufgetragen, sowie eine 1kbp DNA-Ladder. Die Stromspannung wurde fiir

5 Minuten auf 80V und dann fiir weitere 20-30 Minuten bei 120V eingestellt. Dann erfolgte
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die Detektion der Banden unter UV-Licht und die Dokumentation erfolgte durch
koventionelle Photographie. Das PCR Produkt wurde 1:5 mit H,O verdiinnt und bei -80°C

aufbewahrt.

Reinigung des Nested PCR-Produktes vor der Sequenzierung

Die Aufreinigung wurde mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit* wie folgt durchgefiihrt:
Es wurde das 5x Volumen PB-Puffer zum 1x Volumen PCR Produkt (100 ul+20 pl)zugefiigt
und gemixt. Fir jede Probe wurde eine QIAquick spin column mit einem 2 ml Gefal3
vorbereitet, dann die priparierte Probe auf die Sdule pipettiert und fiir 60 Sekunden
zentrifugiert (alle Zentrifugationsschritte wurden bei 13.000 rpm durchgefiihrt). Die
Flussigkeit wurde vom Tube entfernt. Fir das Waschen wurden 750ul PE-Buffer auf die Sdule
pipettiert und 60 Sekunden zentrifugiert, die Flussigkeit vom Tube entfernt und wieder 60
Sekunden zentrifugiert. Dann wurde das QIAquick spin column auf ein frisches 1,5 ml
Eppendorf Tube gestellt. Fur die Elution der DNA wurden 30 ml Elutionspuffer (EB) direkt
auf die Sdule (in die Mitte) pipettiert, die Proben fir 1 Minute inkubiert und dann 1 Minute

zentrifugiert. Das gereinigte PCR-Produkt wurde bei -30°C aufbewahrt.

PROBEN-SEQUENZIERUNG

Es wurde die konventionelle Sequenzierungsmethode nach Sanger et al. 1977 verwendet.
Eingesetzt wurde das Kit ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing der Firma
Applied Biosystems. Das zuvor gewonnene und aufgereinigte Nested-PCR-Produkt wurde mit

drei unterschiedlichen Primern sequenziert.

Primer:

Nested-Forward: 5°-TCC AAA AGG CTT TCC TGA -3~
Nested-Reverse: 5-CCC TAT CAC GTC GTC GAT-3"

Nested-Middle: 5-GTG ACC ACC TCG ACC ACG-37

Sequenzierungsansatz: 20 ul

Reagenz Menge in ul
H,O 9 oder 7ul
Term.Ready React. Mix 4 ul
Sequenzierungspuffer 4 pl

Seq. Primer 3,2 uM 1 pl
Nested PCR-Produkt (gereinigt) | 2 oder 4 ul

20



MATERIAL UND METHODEN

Cycler Programm 1:

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
°C) (min:Sek)
25 Zyklen
1- Denaturierung 95 00:10
2- Annealing 50 00:05
3- Elongation 60 04:00
Cycler Programm 2:
Reaktionsschritt Temperatur Zeit
°C) (min:Sek)
25 Zyklen
1- Denaturierung 95 00:10
2- Annealing 50 00:05
3- Elongation 55 04:00

Nach der Sequenzierungsreaktion wurde die synthetisierte DNA aufgereinigt. Dazu wurden
20 pl Sequenzierungsansatz mit 2 ul 3 M NaAc (PH 5,2) und 50 ul 100 % Ethanol versetzt
und 30 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das DNA-
Pellet mit 250 ul 70 % Ethanol gewaschen. Die Auftrennung der Ansitze und die Messung
der Floureszenzintensititen wurden durch ein Servicelabor des UKE mit dem ,,Gen Analyser

3100 durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mit dem Programm Bio Edit ausgewertet.

REAL-TIME-PCR FUR DEN NACHWEIS VON GEN-DUPLIKATION:

Die Real-Time PCR wurde nach dem TaqMan-Prinzip durchgefiihrt.

Das Prinzip in Kirze: Zusitzlich zu dem fiir die Amplifikation bendtigten Primerpaar wurde
der Reaktion eine Gensonde (Probe) zugesetzt, die spezifisch an das entstehende PCR-
Produkt zwischen den zwei Primern bindet. Dieses als TagMan-Sonde bezeichnete
Oligonukleotid ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Donor) und in unmittelbarer Nihe zu
diesem mit einer fluoreszenzléschenden Verbindung (Quencher) verknipft. Im Falle einer
vorhandenen Ziel-DNA im PCR-Ansatz verlingert die Tag-Polymerase die spezifisch
gebundenen Primer und st66t dabei auf die ebenfalls spezifisch gebundene Sonde, die

aufgrund der 5°-3"-Nuklease-Aktivitit der Tag-Polymerase abgebaut wird. Die dadurch
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eintretende rdaumliche Trennung von Donor und Quencher fithrt zu einem Fluoreszenzsignal,
welches direkt mit der PCR-Produktzunahme korreliert. In der

Abbildung 1 ist das Methodenprinzip dargestellt.

TaqMan-Sonde ~ TaqMan-Sonde
Forward-Primer w Forward-Primer @
5 o 3 5 > 3
3 5 3 5
5 3 5 - 3
+— 5 < 5
Revers-Primer Revers-Primer
1- Primer- und Gensonden-Anealing 2- Elongation, schneiden der Gensonde= Floureszenz

Abbildung 1: Prinzip der TagMan Technik:(1) Zuerst folgt die Bindung der Primer sowie die doppelt
flnoreszenzmarkierte Gensonde. (2) Dann folgt die Elongation. Durch die Tag-Polymerase-Aktivitit wird
die Gensonde abgeschnitten, die resultierte raumliche Trennung von Donor und Quencher fiibrt 3u einem

Fluoreszens-Signal.

Der ,, Threshold Cycle* (Ct) wird als der Zyklus definiert, bei dem eine signifikante
Signalsteigerung im Vergleich zum Vorzyklus registriert wird (exponentielle Phase), der
Threshold hingt bei gleicher PCR-Effizienz von der Konzentration der DNA ab. In der
Abbildung 2 ist ein Beispiel der Signalsteigerung von einer Verdiinnungsreihe einer Probe

vom Wildtyp dargestellt.
Beim Ansatz von Standard-Proben mit bekannter DN A-Konzentration oder eine

Verdunnungsreihe einer Probe vom Wildtyp kann die Signal-Intensitit bzw der Ct in Menge

umgerechnet werden.
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Amplifikationskurven von vier Standards
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Abbildung 2: Abhdngigkeit der Signalsteigerung und des Thresholds von der DIN.A-Konzentration.
Amplifikationskurven von vier Standard-Proben. Mit absteigender DINA-Konzentration tritt die

exponentielle Phase spdter im Laufe der Reaktion anf,

Aufbau der Applikation:

Unter der Annahme, dass jede Person 2 Albumin-Genallele besitzt, wurde eine RealTime
PCR-Variante nach Schaffeler et al. 2003 und nach Aarskog et al. 2000 durchgefthrt. Es
wurden parallel ein Albumin-Gensegment von Exon 12 und ein CYP2D6-Gensegment vom
Exon 9, das spezifisch fiir CYP2D6-Gen ist, amplifiziert. Die PCR-Produkt-Konzentration
wurde anhand einer Kalibrationskurve berechnet. Das Verhiltnis CYP2D6/Albumin wurde

berechnet. Die Auswertung erfolgte nach dem folgenden Schema (Tabelle 3):

CYP2D6-Allelzahl (n) Erwartete Ratio
CYP2D6/Albumin

Wildtyp (2) 1

Dupli- bzw Amplifikation Ab 1,5

(>2)

Heterozygot deletiert (1) 0,5

Homozygot deletiert (0) 0

Tabelle 3: Auswertungsschema

In der Abbildung 3 sind die Amplifikationskurven von Proben mit unterschiedlichen
Genotypen dargestellt. a: eine Negativkontrolle (Wasser-Probe). Hier hat keine Amplifikation

fiir beide Gene stattgefunden. b: eine Probe mit homozygoter CYP2D6-Deletion, es ist nur
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das Albumin-Gen amplifiziert worden. c-e: Proben mit anderen Genotypen zeigen

Amplifikation fiir beide Gene mit unterschiedlicher Stirke der CYP2D6-Genamplifikation.
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Abbildung 3: Amplifikationskurven von Proben unterschiedlicher Genotypen. a: In der Wasserkontrolle ist

keine Amplifikation zu sehen. b:. In der Probe mit homozygoter CYP2D6-Gendeletion ist eine

Amplifikation nur bei Albumin zu sehen. c-e: In den Proben mit heterogygoter CY P2D6-Gendeletion (),

vom Wildtyp (d) und mit Genduplikation (e) sind beide Gene mit unterschiedlicher Intensitit amplifiziert.
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Primer und Probes: CYP 2D6-Primer nach Schaeffeler et al. 2003 , Albumin-Primer nach

Aarskog et al. 2000

CYP2D6 Forward:
CYP2D06 Reverse:
Albumin Forward:
Albumin Reverse:
CYP2D6 Probe:
Albumin Probe
TAMRA

5-CTT CAC CTC CCT GCT GCA G -3’

5"-TCA CCA GGA AAG CAA AGA CA -37

5-TGT TGC ATG AGA AAA CGC CA -3°

5-GTC GCCTGT TCA CCA AGG ATT -3°

FAM - CCG GCC CAG CCA CCATGG - TAMRA

VIC — AAG TGA CAG AGT CAC CAA ATG CTG CAG AG —

Fiar Albumin wurde VIC, fiir CYP2D6 FAM als Fluoreszenz-Donor benutzt, fur beide diente
der TAMRA als Quensher.

Methodendurchfithrung der TagMan-PCR:

Es wurden zwei Varianten verglichen:

1. getrennte Reaktionsgefal fiir Albumin und CYP2DG6 in der gleichen Serie

2. Duplex-Reaktion mit beiden Reaktionen in demselben Gefaf3.

Beide Varianten wurden mit dem KIT TagMan Universal PCR Mastermix der Firma Applied
Biosystems in 96-well Mikrotiterplatten auf dem TagMan 7900 HAT Fast Real-Time PCR

System durchgefiihrt.

Ansatz fir Duplikation (getrennt) (25ul)

Reagenz Menge Albumin Menge CYP2D6
Ansatz Ansatz

H,O 5 ul 5 ul

Taq Man 2x Mastermix 125 125

Primer Mix Albumin je 10 uM 2,5 pl

Primer Mix CYP2D6 je 10 uM 2,5 ul
Albumin-Probe 5 uM 2,5 ul

CYP2D6-Probe 5 pM 2,5 ul

DNA 2,5 ul 2,5 ul
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Ansatz fir Duplikation Duplex (25ul)

Reagenz Menge
Taq Man 2x Mastermix 125
Primer Mix Albumin je 10 pM 2,5 ul
Primer Mix CYP2D6 je 10 uM 2,5 ul
Albumin-Probe 2 uM 2,5 ul
CYP2D6-Probe 2 pM 2,5 ul
DNA 2,5 pl
TagMan Programm:
Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit
(min:Sek)
Initiale Inkubation 50 02:00
Erste Denaturierung 95 10:00
43 Zyklen
95 00:15
60 01:00

Die genomische DNA von den Patienten- und Kontrollproben wurde 1:16 mit dH,O
verdinnt. Die Standard-Probe wurde in vier Verdiinnungsstufen durchgefthrt: 1:2, 1:8, 1:32
und 1:128. Die Ergebnisse wurden mit der Geritesoftware bearbeitet. Es wurden
Kalibrationskurven fiir CYP2D6 und Albumin erstellt und anhand dieser die Menge des PCR-
Produktes berechnet. Anschliessend wurde die Ratio CYP2D6/Albumin berechnet.
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CHARAKTERISIERUNG DES PATIENTEN-KOLLEKTIVS:

Es wurden 298 Patienten aus zwei Zentren, 201 aus dem Universititsklinikum Hamburg-
Eppendorf, 97 aus dem Allgemeinen Krankenhaus Hamburg-Harburg, in dem Zeitraum von
Oktober 2002 bis Februar 2004 konsekutiv in die Studie eingeschlossen. Davon waren 120
Frauen (40,3%) und 178 Minner (59,7 %). Das Alter der Patienten war zwischen 18 und 90
Jahren, damit ergab sich ein Mittelwert von 58,4 Jahren und ein Median von 62 Jahren.

181 Patienten (60,9 %) hatten hohes OP-Risiko. 3 Patienten (1%) hatten eine Leberzirrhose, 10
Patienten (3,4%) waren niereninsuffizient, 39 Patienten (13,1%) hatten einen Diabetes Mellitus,
38 Patienten (12,8%) hatten eine KHK , 11 Patienten (3,7%) waren herzinsuffizient, 32 Patienten
(10,7%) hatten eine pulmonale Dysfunktion, 114 Patienten (38%) hatten einen arteriellen
Hypertonus, die Blutdruckwerte hatten einen Mittelwert von 135,4 £19,5 mmHg systolisch/80,3
+ 9,5 mmHg diastolisch mit einem Median von 140/80 mmHg.

Die Fibrinogenkonzentration gemessen nach der Clauss-Methode hatte einen Mittelwert von
5,20 g/1 bei einem Median von 3,53 g/1. Das C-reaktive Protein, gemessen mit einem latex-
verstirkten turbidimetrischen Immunoassay (High Sensitiv-CRP-Kit auf dem Modularsystem der
Firma Roche), hatte einen Mittelwert von 10,2 + 26,2 mg/1 bei einem Median von 2,5 mg/1.
Insgesamt 55 Patienten wiesen eine Medikation mit Substanzen, die iber CYP2D6 metabolisiert
werden, auf. Davon waren bei 43 Patienten Betablocker, hauptsidchlich Metoprolol und
Carvedilol mit einer Median-Tagesdosis von 47,5 mg (47,5-95) fiir Metoprolol und 18,8 mg (10,9-
50) fur Carvedilol verordnet worden. Die anderen CYP2D6-Substrate wurden wie folgt
verabreicht: Amitriptylin bei 3 Patienten, Tramadol (Antiphlogistikum) bei 6 Patienten, Ritonavir
(Virostatikum gegen HIV-Infektion) bei zwei Patienten und Morphin bei einem Patienten.

Die Haufigkeiten der unterschiedlichen Organ- und Systemerkrankungen sowie die Medikation

mit Beta-Blockern und CYP2D6-Substraten sind in der Tabelle 4 aufgelistet

Qualitative Charakteristika Anzahl Prozent

Patienten 298 100 %
Minner 120 40,3 %
Frauen 178 593 %
OP-Risiko hoch 181 60,9 %
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Leberzirrhose 3 1 %
Niereninsuffizienz 10 3,4 %
Diabetes Mellitus 39 13,1 %
Arterieller Hypertonus 114 38,3 Y%
KHK 38 128 %
Herzinsuffizienz 11 3,7 %
Pulmonale Dysfunktion 32 10,7 %
Medikation mit CYP2D6-Substraten 55 185 %
Betablocker-Medikation 43 144 %

Tabelle 4: Hdéufigkeiten von Organ- und Systemerkrankungen sowie den wichtigsten Medikationen. Die
Definition des OP-Risikos sowie die Kriterien der aufgefiibrten Diagnosen sind unter Material und Methoden
anfgefiihrt. In der mittleren Spalte ist die absolute Patientenzahl, in der rechten die relative Patientenzahl begogen
anf 298 Studienpatienten dargestellt.

In dem Beobachtungszeitraum von 30 Tagen postoperativ wurden die Ereignisse fiir alle unter
Material und Methoden definierten Variablen (Endpunkte) registriert. Bei einem Patienten
(0,35%) wurde eine ST-Streckensenkung festgestellt, kein Patient hatte einen Herzinfarkt, zwei
Patienten (0,7%) hatten ein akutes Koronarsyndrom, 22 Patienten (7,4%) hatten schwere
Herzrhythmusstérungen, 5 Patienten (1,7%) hatten eine akute Herzinsuffizienz entwickelt, bei je
7 Patienten (2,3%) wurde eine Pneumonie bzw. Sepsis festgestellt, bei 4 Patienten (1,3%) wurde
eine tiefe Beinvenenthrombose und bei drei Patienten (1%) eine Lungenembolie diagnostiziert.
Drei Patienten sind postoperativ gestorben. In der Tabelle 5 ist eine Zusammenfassung der

Ereignisse postoperativ dargestellt:

Endpunkt Ereignisse Prozent der Gesamt Patientenzahl
Kombinierter Endpunkt* 26

ST-Streckensenkung 1 0,35 %

Myokardinfarkt 0 0 %

Akutes Koronarsyndrom 2 0,7 %

Herzrhythmusstérung 22 7,4 %

Herzinsuffizienz 5 1,7 %

Pneumonie 7 2.3 %

Sepsis oder SIRS 7 2,3 %

Multiorganversagen 0 0 %
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Thrombose 4 1,3 %
Lungenembolie 3 1 %
Tod 3 1 %

Tabelle 5: Zusammenstellung der postoperativen Ereignisse der definierten Patientenvariablen. In der Tabelle sind
die absoluten Zablen sowie der Prozgentsatz bezogen auf die gesamt Patientenzahl (298) anjgefiihrt.
* Mebrfachnennungen miglich, nur das erste Ereignis 2dhlt fiir den kombinierten Endpunfkt.

GENOTYPISIERUNG

PRAPARATION DER GENOMISCHEN DNA:

Isoliert wurde die DNA aus den 298 Patientenproben. Einige Probandenproben sowie die ersten
Patientenproben wurden mit dem GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit der Firma
Amerscham pripariert. Die Ausbeute bei den eingefrorenen Proben war qualitativ und
quantitativ unbefriedigend. Alle weiteren Proben wurden mit dem Qia Amp DNA Blood Kit der
Firma Qiagen bearbeitet. Die DNA-Konzentration wurde mit dem Spectrophotometer UV-160
der Firma Shimdazu gemessen. In der Tabelle 6 sind Vergleichmessungen einiger

Patientenproben dargestellt

Probe-Nummer | DNA-Konzentration DNA-Konzentration
Amersham Qiagen
520 27,5 ng/pl 19,5 ng/ul
522 25,0 ng/ul 39,5 ng/ul
523 29,0 ng/ul 32,0 ng/ul
524 37,0 ng/ul 42,0 ng/pl
528 58,0 ng/ul 74,5 ng/ul
529 31,5 ng/ul 47,5 ng/pl

Tabelle 6: DNA-Konzentration von parallel praparierten Patientenproben mit dem Amersham- bz Qiagen-
KiT
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NACHWEIS DER INTERMEDIATEMETABOLISER-ALLELE 41% UND 9%

Vor PCR und PCR5%*:

In der Vor-PCR-Reaktion wurde ein 4688 bp langes Gensegment amplifiziert mit fur CYP2D6
spezifischen Primern, das alle neun Exons umfasste und zwischen den Positionen -268 und
+4420 lag. Als Kontrolle wurde eine DNA mit einer homozygoten Gendeletion (Genotyp5*5*),
wo keine Amplifikation zu erwarten ist, verwendet. Parallel wurde eine PCR-Reaktion
durchgefithrt zum Nachweis einer Gendeletion (PCR5*) mit zwei Primern, die an den
Flankenregionen des CYP2D6-Genes binden. Nur beim Vorliegen einer Gendeletion wurde ein
3500 BP langes Gensegment amplifiziert. Die Ergebnisse der Vor-PCR sowie PCR5* sind in der
Abbildung 4 dargestellt. Im Teil a ist ein Gel von einem Vor-PCR-Ansatz dargestellt, in der Spur
2 ist eine Wasser-Kontrolle, in den Spuren 2-6 Patienten-Proben aufgetragen, es ist ein 4688
Basen langes PCR-Produkt zu sehen. In der Spur 7 ist eine Probe von einem Patienten mit einer
bekannten homozygoten Gendeletion (Genotyp 5*5*), bei der keine Amplifikation stattfindet,
aufgetragen. Im Teil b ist ein Gel von einem PCR5*-Ansatz dargestellt: in der Spur 2 ist eine
Wasser-Kontrolle, in der Spur 8 ist eine Probe von einem Patienten mit einer bekannten
homozygoten Gendeletion (Genotyp 5*5%), es ist ein 3500 Basen langes PCR-Prudukt zu sehen.
In den Spuren 2-7 sind Patienten-Proben, die Probe in der Spur 3 weist eine Gendeletion auf, die
Proben in den Spuren 4-7 zeigen keine Deletion. Die Kombination von beiden PCR-Reaktionen
erlaubt die Beurteilung der Gendeletion: Bei einer homozygoten Gendeletion zeigt die PCR5*
eine Bande und die Vor-PCR keine Bande. Bei heterozygoter Gendeletion zeigen beide eine

Bande. Beim Wildtyp zeigt nur die Vor-PCR eine Bande, wie in der Abbildung 4 zu erkennen.
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12 3 45 67 1 2 3 4 5 6 7 8
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3500Bp
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(a) )

Abbildung 4: (a) Polaroidbild des 0.6 % Agarose Gels unter UV -Licht. Aufgetragen wurden: in der Spur 1 ein
Standard (PCR-Ladder) mit Fragmentlingen von 517-40000Bp, zu sehen sind bis 10000 , in der Spur 2 eine
Wasser-Probe, in den Spuren 3-6 Patientenproben mit vorhandenem CYP-2D6-Gen. In der Spur 7 eine Probe
mit homozygoter CY P2D6-Gendeletion. (b) Polaroidbild des 0.6 % Agarose Gels unter UV -Licht. Aufgetragen
wurden: in der Spur 1 ein Standard (PCR-Ladder) mit Fragmentlangen von von 517-40000Bp, zu sehen sind
bis 10000 , in der Spur 2 eine Wasser-Probe, in den Spuren 3-6 Patientenproben mit vorhandener CYP-2D6-
Gen. In der Spur 7 eine Probe mit homozygoter CYP2D6-Gendeletion.

Nested PCR und Sequenzierung:

Das Ziel war die Erfassung der Polymorphismen fiir die Allele 9% (AGA 2613-2615)und 41* (G
2988A). Dafiir wurde das Gensegment zwischen den Basen +2502 und +3191 amplifiziert. Die
Methode wurde mit der erwarteten Annealing-Temperatur durchgefithrt und wiederholt bis eine
optimale Gel-Bande entstanden. In der Abbildung Abbildung 5 ist der PCR-Produkt der
NestedPCR-Reaktion dargestellt. In der Spur 1 ist eine Wasser-Probe aufgetragen, in den Spuren
2-12 sind Patienten-Proben aufgetragen, wo die erwartete 690 Basen lange Bande zu sehen ist. In
der 13. Spur ist ein Standard (PCR-Ladder) mit Fragmentlingen von 100 bis 2072 Bp

aufgetragen.
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Abbildung 5: Polaroidbild des 2.0 % Agarose Gels unter UV -Licht. Aufgetragen wurden in der Spur 1 eine
Wasser-Probe, in den Spuren 2-12 Patientenproben, in der Spur 13 in der Spur 1 ein Standard (PCR-Ladder)
mit Fragmentlingen von 100 bis 2072 Bp.

AnschlieBend wurde mit drei unterschiedlichen Primern sequenziert. Aufgrund der hohen
Heterogenitit waren unterschiedliche Sequenzierungen notwendig, um stérungsfreie
Sequenzierungen zu erhalten, gleichzeitig wurden Polymorphismen validiert, deshalb wurden die
gleichen zwei Primer verwendet, die bei der PCR-Reaktion benutzt wurden, und einer, der mitten
im Amplikon band und damit nur den Polymorphismus fiir das Allel 41* erfasste, eingesetzt.

In der Abbildung 6 bis Abbildung 12 sind die unterschiedlichen Polymorphismen dargestellt, wie

sie sich aus der Sequenzierung ergaben.

G C A G AG ATG G AG A AGG TG AG

ﬂ\ A ﬂ\ﬂ
Yy /\N N

G cA 6 A6 ATG6 KB 1« GG T G A G

Abbildung 6: Allel 9% vom Wildtyp (1613-15AGA). Ansatz mit demr Primer Nested-Forward. Abschnitt
eines Sequenzierungsansates von einer Patientenprobe. Darunter die Sequeng des Wildtyp-Allel 9% Die
markierten 3 Basen  sind beim Wildtyp vorhanden.
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6 CA G AG ATG G AG G TG AN AG

e/ Ml

wtG C A G A G A T G G A G A KBRYCHECENUNCI\
mt:tG C A G A G AT G G KNS CHy A G

Abbildung 7: Allel 9% heterogygot mutiert (1613-15AGA Deletion). Ansatz mit dem Primer Nested-Forward.

Abschnitt eines Sequenziernngsansatzes von einer Patientenprobe. Darunter ist die Sequenz des Wildtyps (obere
Reihe) und des mutierten Allel 9% (untere Reibe) dargestellt. Durch die Deletion der 3 Basen 1613-15 AGA ist

ein Allel um 3 Basen nach vorne verschoben. Entsprechend die Uberlappung der Basen in der Sequenzierung nach
der Deletions-Stelle

C GAGGOG AGC A AGG GCTACAGGC

C G AGGG A GM@ AAGG GTACAG G C

Abbildung 8: Allel 41* vom Wildtyp (G2988). Ansatz mit demr Primer Nested-Forward Abschnitt eines
Sequenzierungsansatzes von einer Patientenprobe. Darunter ist die Sequenz, des Wildtyp-Allel] 41* dargestellt. In
der Position 2988 ist ein G vorbanden (markier?).
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C G A4GOC G A0 A4 L0060 OGCTACAGG GC

[} i 1

C G AG GG AGWHBAAGCGGGT ACAG G C

Abbildung 9: Allel 41% homozygot mutiert (G2988A). Ansatz; mit demr Primer Nested-Forward. Abschnitt
eines Sequenzierungsansates von einer Patientenprobe. Darunter ist die Sequenz, des mutierten Allels 41*

dargestellt. In der Position 2988 ist nur A vorhanden (markiert).

c 4 6 G G4 G AL AL A G GG T C4& G G C

C GA GG G AGCH&A AG GGTACAG G C

Abbildung 10: Allel 41* heterogygot mutiert (G2988A). Ansatz mit dem Primer Nested-Middle. Abschnitt
eines Sequenzierungsansates von einer Patientenprobe. Darunter ist die Sequenz des mutierten Allel 41%*

dargestellt. In der Position 2988 sind beide G und A vorhanden (markiert).
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TeTaACCC T TCOCCEC TCOCCOT GGG CC

TGTACCCTTECTCCCTCGGCCC

Abbildung 11: Allel 41%* vom Wildtyp (G2988). Ansatz mit dem Primer Nested-Reverse. Abschnitt eines
Sequenzierungsansatzes von einer Patientenprobe. Darunter ist die Sequeng; der Antisens-DINA des Wildtyp-
Allel 41* dargestellt. In der Position 2988 ist C vorbanden (markiert).

To¢oTAC C CTTTOCTOCOCC TOCGG C C

TGTACCCTTCTCCCTCGGCC

Abbildung 12: Allel 41* heterozygot mutiert (G2988A). Ansatz; mit demr Primer Nested-Reverse. Abschnitt
eines Sequenzierungsansates von einer Patientenprobe. Darunter ist die Sequenz, der Antisens-DINA des

Wildtyp-Allel] 41* dargestellt. In der Position 2988 sind T und C vorbanden (markiert)

Patientenergebnisse:

Es wurden die Patientenproben, die ein Poormetaboliser-Allel in den Voruntersuchungen gezeigt
haben, untersucht.
Von den 116 untersuchten Patienten waren 9 Patienten heterozygot fir das Allel 41*, ein Patient

heterozygot fiir das Allel 9. Die restlichen 106 Proben zeigten Wildtypmuster fiir beide Allele.
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QUANTITATIVE PCR ZUM NACHWEIS VON GENDUPLIKATIONEN UND DELETIONEN:

Monoplex-PCR-Veriante:

In dieser Variante wurden zwei getrennte Ansitze fiir Albumin und CYP2DG6 parallel
durchgefiihrt. Es wurde fir jeden Ansatz eine Standardkurve mit 4 Verdinnungsstufen aus einer
Probe ohne Gendeletion oder —duplikation durchgefiihrt. Die Patienten-DNA wurde 1:10
vorverdinnt, damit die Signalintensitit des PCR-Produktes im Bereich der Kalibrationskurve
liegt. Da einige Proben aullerhalb der Kurve lagen, wurde die Patienten-DNA in allen darauf
folgenden Ansitze 1:16 vorverdinnt.

Die Linearitit der Standardkurven war > 0,95. das Slope mit — 3,5 bis -4,5.

Duplex-PCR-Variante:

Bei dieser Variante wurden die zwei Gene in einem Reagenztube mittels Duplex-PCR amplifiziert
und ausgewertet.

Standardreihe: Eine DNA-Probe ohne Gendeletion oder -duplikation wurde als Standard
genommen und davon vier Verdiinnungsstufen hergestellt: 1:2, 1:8, 1:32 und 1:128 die
Konzentrationen wurden entsprechend als 128, 32, 8, 2 festgelegt. Die Patientenproben wiirden
1:16 vorverdiinnt. Alle Patientenproben wurden mit dieser Methode analysiert. Die Abbildung 13
zeigt die Standardkurve und die Steigerung der Signalintensitit des CYP2D-Genes, Die
Abbildung 14 zeigt entsprechend das Albumin-Gen in der Duplex-PCR.

i el =l T T T Slope: 36371275
-Inter: 33.34521
R2:0.90802616 o

1000 B

1 | 1 ! 1000 B2 /\(
b 1S

10 1.0 EH 10 B2 LOER 15 n pil kil ki Ll
(a) ()
Abbildung 13: (a): Graphische Darstellung der Kalibrationskurve fiir CYP2D6-PCR-Reaktion: anf der

Abszissenachse sind die 1 orgegebenen Kongentrationen der Standards. Auf der Ordinatenachse die Ct. ¥° liegt bei
0,998, Siop ist -3,53. (b): die Signalsteigerung im Lanfe der PCR-Reaktion: anf der Abszissen ist der PCR-
Zyklus, anf der Ordinate die Signalsteigernng logarithmisch, die horizontale rote Linie zeigt die Grenze wo die
Signalsteigernng signifikant war (Ct)
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Slope: -3.2017706
e o 1 | B i e i YInter 38.007042
3 ) ) i o Y S O i A R2: 0.0047 108 100

1,000 £

100 Bt

| | T0ES-E — i T T
10 10 Ex 10 B2 10 Erd " ) % 1 % 4

(a) (b)

Abbildung 14: (a): Graphische Darstellung der Kalibrationskurve fiir Albumin-PCR-Reaktion: auf der
Abszissenachse sind die vorgegebenen Konzentrationen der Strandards, anf der Ordinatenachse die Ct. ¥° liegt bei
0,998, Siop ist -3,29. (b): die Signalsteigerung im Lanfe der PCR-Reaktion: auf der Abszisse ist der PCR-
Zyklus, auf der Ordinate die Signalsteigernng logarithmisch, die horizontale rote Linie zeigt die Grenze, wo die
Signalsteigernng signifikant war (Ct)

Quantifizierung:

Die Signalintensitit fir jeden PCR-Produkt wurde anhand der eigenen Kalibrationskurve in eine

relative ,,Quantitit” umgerechnet. AnschlieBend wurde eine Ratio gebildet:

Q-CYP2D6/Q-Albumin (aus dem gleichen Reaktionstube)

Validierung der Methode:

Es wurden Proben mit bekanntem Genotyp (Wildtyp, heterozygote Deletion: 1*5*, homozygote
Deletion 5*5* und Genduplikation) analysiert. Der Genotyp war im Vorfeld mit anderen
Methoden bestimmt worden (Long Distance PCR fiir Deletion, Methode nach Rau fir die
Duplikation. Die Poormetaboliser-Allele waren durch Multiplex-PCR mit anschlieBender Ligase-
Reaktion analysiert worden). In unterschiedlichen Analysensetien lag die CYP2D6/Albumin-
Ratio fiir die Kontrollproben wie in der Tabelle 7 angegeben. Wiederholte Messungen einer
Probe mit homozygoter Gendeletion (Genotyp 5*5%) zeigte keine Amplifikation fiir CYP2DG6 bei

einer normalen Amplifikation fur Albumin, entsprechend einer CYP2D6/ Albumin-Ratio von 0.
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Genotyp Duplikation 1*5% 1x1*
Ratio CYP/Alb 1,66 0,41 1,01
1,7 0,39 1,06
1,63 0,48 0,73
1,76 0,34 0,86
1,50 0,34 0,98
1,69 0,58 0,9
1,52 0,25 1,05
1,61 0,40 0,94
Mittelwert 1,63 0,39 0,94
Standardabweichung | 0,08 0,09 0,11

Tabelle 7: Die CYP2D6 [ Albumin-Ratios nach Amplifikation mit TagMan-PCR-Methode von Proben mit
unterschiedlichen Allel-Anzahl gemessen in verschiedenen Probenserien. In der zuweiten Spalte von links sind die
einzelnen Ergebnisse (Ratio) von einer Probe mit Genduplikation darunter ist der Mittehwert und die
Standardabweichung. In der dritten Spalte sind die Ergebnisse von einer Probe mit heterogygoter Gendeletion
(1%/5%), in der rechten Spalte sind die Ergebnisse einer Probe mit zowei Allelen.

Analyse der Patienten-Proben:

Die Patientenproben wurden in Doppelbestimmung analysiert, bei einer Ratioabweichung von
mehr als 0,2 wurden die entsprechenden Proben wiederholt. In jeder Probenserie wurden
Kontrollproben mit einer Genduplikation und —deletion mitanalysiert. Abweichungen in der
Amplifikationseffizienz in den einzelnen PCR-Reaktionen wurden beriicksichtigt. Bei einem

CYP2D6/Albumin-Ratio von 1,25 oder groBer galt die Genduplikation als vorhanden.

Patienten-Ergebnisse: es wurden 298 Patienten-Proben analysiert. Bei 11 Patienten wurde die
Genduplikation nachgewiesen, die CYP2D6/Albumin-Ratio lag bei dieser Patientengruppe
zwischen 1,25 und 2,22, Mittelwert 1,72 Median 1,71.

Die CYP2D6/Albumin-Ratio bei den Patienten mit heterozygoter Allel-Deletion war im Mittel
0,42 und lag zwischen 0,25 und 0,6. bei einem Patienten mit dem Genotyp 5*/15* war die Ratio
0,74.

Die Ratio bei den Patientenproben ohne Gendeletion bzw. Genduplikation lag im Mittel bei 0,90

und schwankte zwischen 0,60 und 1,50. Alle Werte, die Gber 1,2 lagen waren in einer oder zwei
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unabhingigen Analysenserien wiederholt worden und hatten in dem Kontrolllauf eine Ratio von

<1,1.

DIE GENOTYPISIERUNG DER PATIENTEN NACH DER
UNTERSUCHUNG AUF GENDUPLIKATIONEN SOWIE DER NACHWEIS
VON DEN INTERMEDIATE-ALLELEN 9% UND 41*,

In der Voruntersuchung wurden nur die Poormetaboliser-Allele (PM) 3%, 4%, 5%, 6%, 7*, 8% 12%
14*, 15%, 19*% und 20* untersucht. Beim Vorkommen von einem PM-Allel wurde der Phinotyp
als Intermediate-, von zwei PM-Allelen als Poormetaboliser definiert. Wenn kein PM-Allel
nachgewiesen wurde, dann wurde der Patient entsprechend als Extensivemetaboliser (EM)
klassifiziert

Nach der Untersuchung der Genduplikation und Intermediateallele 9* und 41* hat sich der
Genotyp bei 22 Patienten gedndert, entsprechend dnderte sich der Phinotyp. Die Patienten sind
daraufhin neu klassifiziert worden. Beim Vorkommen von Genduplikationen wurde der
Phinotyp als Ultrarapidmetaboliser (UM) definiert. Bei dem Vorhandensein von mindestens
einem Extensivemetaboliser-Allel (EM), wurde der Phanotyp als Extensivemetaboliser
klassifiziert. Bei dem Vorhandensein von einem PM- und einem Intermediatemetaboliser-Allel
(IM) wurde der Phinotyp als Intermediatemetaboliser eingeordnet und beimVorkommen von
zwei PM-Allelen entsprechend als Poormetaboliser charakterisiert. Beim gleichzeitigen
Vorkommen von einem PM-Allel und einer Genduplikation war es nicht méglich mit der zur
Verfugung stehenden Analytik zu unterscheiden, ob das PM-Allel oder EM-Allel amplifiziert
wurde. Bei den drei Patienten, die diese Konstellation hatten, wurde der Genotyp und
entsprechend der Phinotyp als ,,nicht definiert® klassifiziert.

In der Tabelle 8 ist die Patienten-Genotypisierung vor und nach der Untersuchung der

Genduplikation und der Intermediateallele aufgelistet:
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Erwarteter Phinotyp

Genotyp nach Untersuchung

nur von PM-Allelen

Genotyp nach Untersuchung
von PM-, IM-und UM-Allelen

Allel-Typ n Allel-Typ n
(Anzahl der (%) | (Anzahlder (%)
funktionellen Allele) funktionellen Allele)
Ultrarapidmetaboliser EM/UM 9
>2) (3%)
1%/1%, 2% oder Dup.
Extensivemetaboliser EM/EM (IM oder 157 EM/EM (IM) 148
Duplikation) (33%) | 1%/1% (2% 41%, 9%) (49,7%)
14/ 1% (2% 41%,9% oder @)
Dup.)
>1
Extensivemetaboliser EM/PM 103
(1) (34,6%)
1%/ 4% 72
1%/5% 12
1%/ 3% 10
1*/6* 7
1*/15% 1
1*/19* 1
Intermediatemetaboliser | EM (IM, oder 116 PM/IM 10
Dup)/PM (38,6%) | (0 <und <1) (3,4%)
(0<und<2) 83 4 [ O* 1
/4% 13 4% /41% 7
1% /5% 10 5%/41%* 1
1% /3% 7 15%/41%* 1
1*/6* 2
1%/15% 1
1%/19*
Poormetaboliser PM/PM 25 PM/PM 25
) B4%) | © (8,:4%)
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3k /4% 3 3k /4% 3

3* /5% 1 3* /5% 1

4 ) 4 11 4 / 4% 11

4% 5% 4 4% 5% 4

#/6+ 2 /6% 2

4% /15% 2 4%/ 15% 2

4% /19% 1 4% /19% 1

5% /15%* 1 5%/15* 1
nicht definiert EM/PM/UM? 3

1#X/4*oder 1*/4*X (1%)

Tabelle 8: Patienten-Klassifikation nach der Untersuchung von nur Poormetaboliser-Allelen (PM) und nach der
Untersuchung von Genduplikation und der INM-Allelen 9% und 41%. In der ersten Spalte links ist der erwartete
Phdnotyp beschrieben. In der zweiten Spalte ist der Genotyp, Anzabl der funktionellen Allele (in klammern) und
die gefundenern Allel-Konstellationen nach der Untersuchung von nur PM-Allele mit Anzahl und Prozentsatz;
anfgelistet , In der dritten Spalte ist der Genotyp, Anzahl der funktionellen Allele (in klammern) und die
gefundenen Allel-Konstellationen nach der zusétzlichen Untersuchung von IM- und UM-Alelen mit Anzahl und

Prozentsatz anfgelistet

BEDEUTUNG DES GENOTYPS FUR DAS POSTOPERATIVE RISIKO:

Fiir die Auswertung wurde eine Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse durchgefiihrt. Ausgewertet
wurden die definierten Endpunkte beziiglich ihrer Abhingigkeit von der Anzahl der
vollfunktionellen Allele. Es wurden 295 Patienten in die Auswertung eingeschlossen, die drei
Patienten mit unklarem Genotyp wurden ausgeschlossen.

Die Hiufigkeiten der Patientenvariablen und Grunderkrankungen, also KHK, OP-Risiko,
Leberzirrhose, Diabetes Mellitus und Hypertonus und vor allem die Medikation mit Beta-
Blockern zeigten anhand eines p-Wertes von > 0.05 keine Abhingigkeit vom Vorkommen der
CYP2Do6-Allele. Die Messwerte des C-Reaktiven Proteins und des Fibrinogens zeigten gleichfalls
keine Abhingigkeit.

In drei Schritten wurde die Abhangigkeit der definierten postoperativen Ereignisse vom
CYP2D6-Genotyp analysiert, zuerst wurden alle Patienten untersucht. Dann wurden die
Patienten eingeschlossen, die perioperativ eine Medikation mit CYP2D6-Substraten erhalten
haben und im letzten Schritt wurden nur die Patienten eingeschlossen, die perioperativ eine

Medikation mit Betablocker, die uber CYP2D6 metabolisiert werden, erhalten haben.

41
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ALLE STUDIENPATIENTEN

Fir den primiren Endpunkt, bestehend aus kardiovaskuliren Ereignissen und Tod, wurden
insgesamt 26 Ereignisse registriert.

Bezogen auf die Anzahl der vollfunktionellen Allele waren die Ereignisse wie folgt verteilt:

1 von 35 Patienten (2,9 %) ohne vollfunktionelles Allel (Genotyp PM/PM oder PM/IM), 6 von
103 Patienten (5,8% ) mit einem vollfunktionellem Allel (Genotyp EM/PM), 18 von 148
Patienten(12,2%) mit 2 vollfunktionellen Allelen (Genotyp EM/EM) und 1 von 9 Patienten
(11.1%) mit mehr als zwei vollfunktionellen Allelen (Genotyp EM/UM), Long rank p for
trend=0,038. In der Abbildung 15 ist eine graphische Darstellung der Komplikationsfreiheit
versus der Anzahl der vollfunktionellen Allele bei allen Studienpatienten gezeigt.

Um die Anzahl der Patienten in den Subpopulationen zu vergrof3ern sind die letzten zwei
Genotypen (EM/EM, EM/UM) zusammengefasst. Entsprechend ergab sich eine Ereignis-
Verteilung in den drei Gruppen wie folgt: 1 von 35 Patienten (2,9 %) ohne vollfunktionelles Allel
(Genotyp PM/PM oder PM/IM), 6 von 103 Patienten (5,8% ) mit einem vollfunktionellem Allel
(Genotyp EM/PM), 19 von 157 Patienten(12,1%) mit 2 oder mehr vollfunktionellen Allelen
(Genotyp EM/EM oder EM/UM), Long rank p for trend=0,032. In der Abbildung 16 ist die
gleiche graphische Darstellung wie in der Abbildung 15, aber nach der Zusammenfassung der

Patienten mit zwei oder mehr vollfunktionellen Allelen.
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Abbildung 15: Die Hdufigkeit von peri- und postoperativen Ereignissen bei allen 295 Studienpatienten fiir den

Endpunkt 1 bezogen anf die Anzahl der vollfunktionellen CYP2D6-Allele. Die Patientenzahl sowie die

Allelzabl der einzelnen Gruppen sind in der 1egende angegeben
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Abbildung 16: Die Haunfigkeit von peri- und postoperativen Ereignissen bei allen 295 Studienpatienten fiir den
Endpunkt 1 bezogen anf die Anzgab! der vollfunktionellen CYP2D6-Allele. Die Gruppen mit 2, 3 oder mebr
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Allelen sind zusammengefasst. Die Patientenzahl sowie die Allelzahl der einzelnen Gruppen sind in der Iegende
angegeben

PATIENTEN MIT EINER MEDIKATION VON CYP2D6-SUBSTRATEN

Bei den 55 Patienten, die Medikamente erhalten haben, die CYP2D6-abhingig metabolisiert
werden, wurden fir den primiren Endpunkt insgesamt 9 Ereignisse registriert. Bezogen auf die
Anzahl der vollfunktionellen Allele waren die Ereignisse wie folgt verteilt: 0 von 8 Patienten (0
%) ohne vollfunktionelles Allel (Genotyp PM/PM oder PM/IM), 2 von 19 Patienten (10,5% )
mit einem funktionellem Allel (Genotyp EM/PM), 6 von 25 Patienten(23,1%) mit 2
vollfunktionellen Allelen (Genotyp EM/EM) und 1 von 3 Patienten (33,1%) mit mehr als zwei
vollfunktionellen Allelen (Genotyp EM/UM), Long rank p for trend=0,051 und damit tber der
Signifikanzgrenze. Eine graphische Darstellung der Komplikationsfreiheit versus der Anzahl der
vollfunktionellen Allele bei dieser Patientengruppe ist in der Abbildung 17 gezeigt.

Genau wie in der Auswertung aller Patienten wurden hier auch die letzten zwei Genotypen
(EM/EM, EM/UM) zusammengefasst, entsprechend ergab sich ein Ereignis-Verteilung in den
drei Gruppen wie folgt: 0 von 8 Patienten (0 %) ohne vollfunktionelles Allel (Genotyp PM/PM
oder PM/IM), 2 von 19 Patienten (10,5% ) mit einem vollfunktionellem Allel (Genotyp
EM/PM) und 7 von 28 Patienten(24,1%) mit 2 oder mehr vollfunktionellen Allelen (Genotyp
EM/EM, EM/UM), Long rank p for trend=0,067, und damit noch deutlicher tiber det
Signifikanzgrenze. In der Abbildung 18 ist eine graphische Darstellung der Komplikationsfreiheit

versus der Anzahl der vollfunktionellen Allele nach dieser Patiententeilung gezeigt.
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Abbildung 17: Die Hdufigkeit von peri- postoperativen Ereignissen bei 56 Patienten, die mit CY P2D-Substrate
bebandelt wurden, fiir den Endpunkt 1 bezogen auf die Anzabl der vollfunktionellen CYP2D6-Allele. Die
Patientenzabl sowie die Allelzahl der einzelnen Gruppen sind in der Legende angegeben
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Abbildung 18: Die Hdufigkeit von postoperativen Ereignissen bei 56 Patienten, die mit CY P2D-Substrate
bebandelt wurden, fiir den Endpunkt 1 bezogen auf die Anzabl der vollfunktionellen CYP2D6-Allele. Die
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Gruppen mit 2, 3 oder mebr Allelen sind zusammengefasst. Die Patientenzahl sowie die Allelzabl der einzelnen
Gruppen sind in der Legende angegeben

PATIENTEN MIT EINER MEDIKATION VON CYP2D6-ABHANGIGEN BETABLOCKERN

Bei 43 von den oben genannten 56 Patienten, waren die CYP2D6 abhingigen Medikamente
Betablocker. In dieser Gruppe wurden fiir den primiren Endpunkt 8 Ereignisse registriert.
Bezogen auf die Anzahl der vollfunktionellen Allele waren die Ereignisse wie folgt verteilt: 0 von
7 Patienten (0 %) ohne vollfunktionelles Allel (Genotyp PM/PM oder PM/IM), 2 von 17
Patienten (11,8% ) mit einem vollfunktionellem Allel (Genotyp EM/PM), 5 von 17
Patienten(29,4%) mit 2 vollfunktionellen Allelen (Genotyp EM/EM) und 1 von 2 Patienten
(50%) mit mehr als zwei funktionellen Allelen (Genotyp EM/UM), Long rank p for trend=0,024.
Eine graphische Darstellung der Komplikationsfreiheit versus der Anzahl der vollfunktionellen
Allele bei der Betablocker-Patientengruppe ist in der Abbildung 19 gezeigt.

Bei der geringen Fallzahl wurden hier auch die letzten zwei Genotypen (EM/EM, EM/UM)
zusammengefasst, entsprechend ergab sich eine Ereignis-Verteilung in den drei Gruppen wie
folgt: 0 von 7 Patienten (0 %) ohne vollfunktionelles Allel (Genotyp PM/PM oder PM/IM), 2
von 17 Patienten (11,8% ) mit einem vollfunktionellem Allel (Genotyp EM/PM) und 6 von 19
Patienten (31,6%) mit 2 oder mehr vollfunktionellen Allelen (Genotyp EM/EM bzw. EM/UM),
Long rank p for trend=0,041. In der Abbildung 20 ist eine graphische Darstellung der
Komplikationsfreiheit versus der Anzahl der vollfunktionellen Allele bei der Betablocker

Patientengruppe nach dieser Teilung gezeigt.
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Abbildung 19: Die Hdufigkeit von peri- und postoperativen Ereignissen bei 43 Patienten, die mit CYP2D-
abhdngigen Betablocker bebandelt wurden, fiir den Endpunkt 1 bezogen anf die Anzabl der vollfunktionellen
CYP2D6-Allele. Die Patientenzahl sowie die Allelzabl der einzelnen Gruppen sind in der Legende angegeben
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Abbildung 20: Die Hdufigkeit von peri- und postoperativen Ereignissen bei 43 Patienten, die mit CYP2D-
abhdngigen Betablocker bebandelt wurden, fiir den Endpunkt 1 bezogen anf die Anzabl der vollfunktionellen
CYP2D6-Allele. Die Gruppen mit 2, 3 oder mehr Allelen sind zusammengefasst, entsprechend sind die
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Patienten in drei Gruppen geteilt. Die Patientengahl sowie die Allelzabl der einzelnen Gruppen sind in der
Legende angegeben

PATIENTEN OHNE MEDIKATION VON CYP2D6-ABHANGIGEN BETABLOCKERN

Bei den restlichen 252 Patienten, die keine CYP-2D6 abhingige Betablocker bekamen, waren fir
den primiren Endpunkt 18 Ereignisse registriert worden. Bezogen auf die Anzahl der
vollfunktionellen Allele waren die Ereignisse wie folgt verteilt: 1 von 28 Patienten (3,6 %) ohne
vollfunktionelles Allel (Genotyp PM/PM oder PM/IM), 4 von 86 Patienten (4,7% ) mit einem
vollfunktionellem Allel (Genotyp EM/PM), 13 von 131 Patienten(9,9%) mit 2 vollfunktionellen
Allelen (Genotyp EM/EM). und 0 von 7 Patienten (0%) mit mehr als zwei funktionellen Allelen
(Genotyp EM/UM). Long rank p for trend=0,221. Genau wie bei der Betablocket-
Patientengruppe wurden hier die EM/EM und EM/UM Genotypen zusammengefasst,
entsprechend ergab sich eine Ereignis-Verteilung wie folgt: 1 von 28 Patienten (3,6 %) ohne
vollfunktionelles Allel (Genotyp PM/PM oder PM/IM), 4 von 86 Patienten (4,7% ) mit einem
vollfunktionellem Allel (Genotyp EM/PM) und 13 von 138 Patienten(9,6%) mit 2 oder mehr
vollfunktionellen Allelen (Genotyp EM/EM und EM/UM), Long rank p for trend=0,139.
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DISKUSSION

Im ersten Teil der aktuellen Studie waren 298 Patienten zuerst beztiglich des Vorkommens
von PM-Allelen und deren Einfluss auf die perioperative Komplikationsrate untersucht
worden. Wider Erwarten hatte sich herausgestellt, dass die Patienten mit PM-Genotyp oder
mindestens einem PM-Allel signifikant weniger perioperative Komplikationen hatten im
Vergleich zu den Patienten ohne PM-Allele (p= 0,032). Hauptsichlich waren dies
kardiovaskulire Komplikationen. Dieser Trend zeigte eine Abhingigkeit von der Therapie mit
Betablockern, die tiber CYP2D6 metabolisiert werden, (p = 0,041) aber keine Abhingigkeit,

wenn alle eingesetzten CYP2D6-Substrate in die Analyse eingeschlossen wurden (p=0,067).

In dieser Arbeit wurden diese 298 Patienten auf Genduplikationen untersucht. Die
Genduplikationen wurden bei 12 Patienten (4%) gefunden. Drei dieser 12 Patienten hatten
vorher den Genotyp EM/PM. Es konnte also nicht unterschieden werden, ob das PM-Allel
oder das EM-Allel amplifiziert war, entsprechend konnte der Genotyp nicht definiert werden.
Die drei Patienten wurden also von der Analyse ausgeschlossen und somit wurden 9 Patienten
(3%) eindeutig als UM definiert, also als Patienten mit mehr als zwei vollfunktionellen Allelen

(Genotyp EM x n/EM)

Parallel wurden die haufigsten IM-Allele, namentlich 41* und 9* bei 116 Patienten untersucht,
die in der Voruntersuchung nur ein PM-Allel hatten. In dieser Patientengruppe wurde ein IM-
Allel bei 10 Patienten gefunden (8,6%), entsprechend 3,3% von den Gesamtpatienten, 9
Patienten hatten das Allel 41*, 1 Patient hatte das Allel 9*.

Durch den Nachweis von Genduplikationen und IM-Allelen des CYP2D6-Genes hat sich der
Genotyp bei 22 Patienten (7,4 %) geandert, damit war es méglich, die Patientengruppen
besser zu differenzieren. Die Anzahl der vollfunktionellen Allele hat sich entsprechend bei 10
Patienten von 1 auf 0 reduzieret, und bei 9 Patienten von 2 auf 3 oder meht erhoht. Bei 3

Patienten war der Genotyp nicht klar zu definieren.

Die Patienten-Analyse nach der neuen, genaueren Patienten-Klassifikation hat die positive
Korrelation der perioperativen Ereignisse mit der Anzahl der vollfunktionellen Allele bestitigt.
Diese Assoziation von perioperativen Ereignissen und vollfunktionellen Allelen wurde

insbesondere in der Subgruppe der Patienten bestitigt, die iber CYP2D6 metabolisierte
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Betablocker erhalten haben. Fir diese Subgruppe hat sich in der Auswertung eine héhere

Signifikanz ergeben als zuvor.

GENOTYPISIERUNG:

Das Vorkommen der Genduplikationen in der Studienpopulation von 4% zeigt keinen
wesentlichen Unterschied zur Privalenz in der europiischen Bevélkerung von ca. 3 % (Sachse

et al 1997, Ingelman-Sunderg. 1999).

Das Vorkommen der IM-Allele in der Studiensubpopulation scheint unter der Privelenz in
der europiischen Bevolkerung zu sein. Das Allel 41* wurde 9 x nachgewiesen bei der
Untersuchung von 232 Allelen (116 Patienten x 2) entsprechend 3,8 % bei einer Privalenz
von 8,4 % bei Kaukasiern (Raimundo at al. 2004). Das Allel 9* sollte mit einer Haufigkeit von
2% vorkommen (Sachse et al. 1997), machte aber 0,8 % der untersuchten Allele aus. Die
niedrigere Privalenz von IM-Allelen in der Studiensubpopulation kénnte an der Selektion der
Patientengruppe mit einem PM-Allel liegen. Diese Selektion basiert darauf, dass fir den
Genotyp Intermediatemetaboliser die typische Konstellation in dem gemeinsamen Auftreten
eines PM-Allels zusammen mit einem IM-Allels besteht. Bei dieser Gruppe wiirde der
Nachweis eines IM-Allels zur Anderung des Genotyps von EM zu IM fiihren. Ausserdem
haben Personen mit dem Genotyp EM/IM vermutlich keinen signifikanten Unterschied
beziiglich der CYP2D6-Enzymaktivitit im Vergleich zum Genotyp EM/EM (Rau et al. 2002).
Bei dem IM/IM Genotyp ist der Phinotyp nicht klar. In einer Studie zeigte ein Patient mit
dem Genotyp IM/IM keinen Unterschied in der Plasmakonzentration von Desipramin zu den
EM/IM oder EM/PM Patienten (Furman et al. 2004). Aus diesen Griinden wurden die IM-

Allele bei den Patienten ohne PM-Allel nicht untersucht.

Was den Phinotyp betrifft, waren anhand dieser Analyse weniger IM definiert als nach der
Privalenz von 10 % unter den Studienpatienten zu erwarten waren (erwartet war n=30,
detektiert wurden n=10). Das ist u.a. darauf zuriickzufiihren, dass bei einem Teil des IM-
Phinotyps bis dato kein genetischer Polymorphismus gefunden wurde (Raimundo et al. 2004).
In der Tabelle 9 ist die Pravalenz der definierten Phinotypen in dieser Studie verglichen mit
Ergebnissen aus der Literatur (Bock et al. 1994, Sachse et al. 1997, Ingelman-Sundberg, 1999)

dargestellt.
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Phinotyp Privalenz bei den Allgemeine Privalenz
Studienpatienten in % in %

Ultrarapidmetaboliser (UM) | 3 3-5

Extensivmetaboliser 85 70-80

Intermediatemetaboliser 3 10-15

Poormetaboliser 8,4 7-10

Tabelle 9: Privalenz, der unterschiedlichen Metabolisertypen bei den Studienpatienten und die allgemeine
Pravelenz nach Bock et al. 1994, Sachse et al. 1997, Ingelman-Sundberg. 1999.

Die Auswahl der 2 IM-Allele 41* und 9* fir die Untersuchung basierte darauf, dass durch
deren Bestimmung mehr als 2 Drittel der IM-Allele bei dieser Population detektiert werden
konnen (Raimundo et al. 2004), andere IM-Allele sind bei Kaukasiern selten, wie z.B. das
Allel 17%, das bei Afrikanern hdufig ist (Leathart et al. 1998) oder das Allel 10, das hdufiger bei
Asiaten vorkommt (Griese et al. 1998, Kubota et al. 2000).

BEDEUTUNG DER GENDUPLIKATIONEN UND IM-ALLELE FUR DAS POSTOPERATIVE

RISIKO:

Viele Untersuchungen zum CYP2D6-Polymorphismus konzentrierten sich auf seinen Einfluss
auf die Pharmakokinetik von einzelnen Medikamenten. Auf der einen Seite stand der
Poormetaboliser-Phinotyp ohne funktionelle Allele und die daraus resultierende
Akkumulation von Medikamenten und die damit verbundenen unerwiinschten Wirkungen,
auf der anderen Seite stand der Ultrarapidmetaboliser-Phéinotyp als Ursache fiir nicht addquate
Medikamentenwirkung und Therapieversagen im Mittelpunkt des Interesses.

In der aktuellen Studie zeigte die Patienten-Subgruppe mit einer Betablocker-Therapie (43
Patienten) eine Abhingigkeit der perioperativen Komplikationen von der Anzahl der EM-
Allelen. Die in dieser Studie durchgeftihrte Untersuchung der IM- und UM-Allele hat diese
Signifikanz verdeutlicht. Trotz der héheren Zahl an Metoabolisergruppen zeigte die Kaplan
Meier-Statistik einen noch klareren Trend als in der urspriinglichen, gréberen Analyse . Die
auftretenden Komplikationen bei diesen Patienten wie Arrhythmien oder ein akutes

Koronarsyndrom deuten auf eine nicht ausreichende Betablocker-Wirkung hin. Diese
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Beobachtungen sprechen dafiir, dass die Dosierung der Betablocker in der petioperativen
Periode fiir diese Patienten nicht ausreichend ist. Vor dem Hintergrund
pharmakoepidemiologischer Studien, die zeigen, dass im klinischen Alltag Betablocker vielfach
unterdosiert sind, kommt dieser Beobachtung eine besondere praktische Relevanz zu (Cleland
et al. 2002)

Einige Studien zeigten, dass Poot- und Intermediatemetaboliser unter der Therapie mit
Metoprolol signifikant héhere Plasmakonzentrationen haben (Rau et al. 2002).

Bei Poor- und Intermediatemetabolisern wird méglicherwiese die zu niedrige Dosis durch die
Akkumulation der Medikamente kompensiert. Andere Patienten mit einer normalen bzw.
gesteigerten Enzymfunktion geraten durch die schnelle Metabolisierung des Medikaments in
eine Unterdosierung mit der Folge von gehiuften kardiovaskuliren Komplikationen.

Ob der UM-Genotyp noch hohere Raten an Komplikationen hitte, konnte diese
Untersuchung aufgrund der niedrigen Patientenanzahl in dieser Subgruppe nicht beweisen.
Der Trend deutet aber darauf hin.

Fall Kontroll Studien zeigen im Gegensatz fir den PM-Genotyp ein bis zu funffach erhShtes
Risiko fiir Nebenwirkungen unter einer Metoprolol-Therapie im Vergleich zum EM-Genotyp
(Wuttke at al. 2002). Dies waren aber hauptsichlich medikamentenspezifische
Nebenwirkungen, die mit steigender Plasmakonzentration hdufiger auftreten.

,» Therapieversagen wurde im Gegensatz zur aktuellen Studie allerdings nicht erfasst, was die
vollig andere Bewertung des Risikos erklart.

Die Studien zur perioperativen Betablocker-Gabe und zum moglichen Nutzen im Vergleich
zu den Nebenwirkungen zeigen bei nichtkardiochirurgischen Patienten unterschiedliche
Ergebnisse. Mangano et al. (1996) zeigten eine protektive Wirkung fiir Atenolol,das kein
CYP2D06-Substrat ist, in der perioperativen Phase, wihrend Juul et al. (2000) keine Wirkung
einer Metoprolol-Therapie auf die kardiovaskuliren Koplikationen in der perioperativen Phase
sehen. Eine Berticksichtigung des genetischen Hintergrundes konnte eine Erklarung fiir diese
Diskrepanz geben (Maas et al. 2003).

Zusitzlich zur Patienten-Subgruppe mit der Betablocker-Therapie sind bei einer Subgruppe
von 12 Patienten andere CYP2D6-Substrate verabreicht worden. Das waren u.a. Amitriptyline
(n=3), Tramadol (n=06), Morphium (n=1) und Ritonavir (n=1). Aufgrund der niedrigen
Patientenanzahl in dieser kleinen Subgruppe konnten keine statsitische Analysen durchgefiihrt
werden.

Die Analyse in der Gesamtgruppe mit einer Medikation aller CYP2D6-Substrate zeigte keine
Abhingigkeit der perioperativen Komplikationen von der Anzahl der vollfunktionellen

CYP2Do6-Allele (p=0,051). Dieses Ergebnis spricht daftir, dass die Nebenwirkungen und
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Komplikationen bei CYP2D06-Substraten auf3er den Betablockern eine positive Korrelation
mit dem PM-Genotyp und Plasmakonzentration hatten, sich ein PM-Phinotyp also in der
entgegengesetzten Richtung auswirkte wie Betablocker.

Fiar Amitriptylin zeigte eine Untersuchung von Steimer et al. (2004), dass PM- und IM-Allele
mit hoheren Plasmakonzentrationen abhingig von der Anzahl der funfunktionellen Allele
korrelieren. In einer Pilotstudie von Rau et. al. 2004 waren 9 von 28 Patienten, die
Komplikationen unter Therapie mit CYP2D6-abhingegen Antidepressiva zeigten,
Poormetaboliser. Das entspricht der vierfachen Privalenz wie bei Kaukasiern (29% vs 7%,
p<0,0001). Bei den Nonrespondern hatten 3 von 16 (19%) Genduplikationen. Entsprechend
der fiinffachen Pravalenz (19% vs 4%, p=0,0012)

Inzwischen zeigen Studien, dass Poormetaboliser weniger Nutzen vom Tramadol haben als
Extensivemetabliser (Stamer et al. 2003) und dass Tramadol seine Wirkung erst komplett
entfaltet nach der Metabolisierung durch CYP2D6 (Enggaard et al. 2000).

Die verminderte schmerzmilderende Wirkung vom Tramadol bei den Poormetabolisern unter
diesen Hochrisiko-Patienten kénnte der Ausléser fiir kardiovaskulire Ereignisse sein.
Aufgrund der niedrigen Patientenanzahl in den einzelnen Subgruppen versteht sich diese
Untersuchung als Pilotstudie, deren Ergebnisse durch Studien mit gréeren Patientenzahlen

bestitigt werden sollte.

Insgesamt spricht diese Studie fiir einen Einfluss des CYP2D6-Polymorphismus auf die
kardiovaskulire perioperative Komplikationsrate bei nichtkardiochirurgischen Patienten. Bei
einer Betablocker-Mediakation durfte der Poormetaboliser- oder Intermediatemetaboliset-
Status unter der zurzeit empfohlenen Dosierung von Vorteil sein. Ein Ultrarapidmetaboliser-
Status konnte einen Nachteil darstellen. Bei anderen Substraten konnte es sein, das die
Extensivemetaboliser von threm Status profitieren.

Die Abwigung zwischen einer hoheren Dosierung mit dem Risiko fiir Nebenwirkungen und
einer niedrigeren Dosierung mit dem Risiko der nicht ausreichenden Wirkung, rechtfertigt die
Untersuchung von diesen genetischen Faktoren mit dem Ziel, allgemeine therapeutische

Empfehlungen zur Dosierung dem individuellen Patiententyp anzupassen.

,,Die Entdeckung pharmakogenetischer Faktoren, die an der Regulation und Expression der
CYP450-Enzyme beteiligt sind, erklirt, warum Wirkungen und Nebenwirkungen von
Medikamenten ausgepragte individuelle Unterschiede zeigen. Die Entwicklung neuer

molekularbiologischer Techniken haben einfache Genotypisierungsmethoden ermdéglicht.
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DISKUSSION

Hiermit kann die individuelle Metabolisierungskapazitit fiir CYP450-Enyzme beztiglich
bestimmter Medikamente vorhergesagt werden. Wenngleich noch Forschungsbedarf besteht,
sprechen die bereits vorliegenden Erkenntnisse eindeutig daftir, dass durch Anwendung des
vorhandenen pharmakogenetischen Wissens gravierende Nebenwirkungen sowie
Therapieversager vermieden werden kénnen. Die flichendeckende und vor allem
kostengiinstige Verfiigharkeit entsprechender Genotypisierungsverfahren zur Vorhersage des
Phinotyps ist dafiir eine vordringliche Aufgabe und Voraussetzung. Deshalb sollte es im
Rahmen einer optimierten Arzneimitteltherapie vordringliche Aufgabe sein,
pharmakogenetische Diagnostik frithzeitig, analog zu anderen Laboruntersuchungen, in der

klinischen Routine einzusetzen.* Schwab, Dtsch Arztebl 2002; 99: A 497-504 [Heft 8]
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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Zahlreiche der im klinischen Alltag eingesetzten Medikamente werden tiber CYP2D6
metabolisiert. Fiir CYP2D6 sind eine Reihe von Genpolymorphismen beschrieben, die mit
einem Funktionsverlust und erhéhten Plasmakonzentrationen der Medikamente einhergehen.
Aufgrund der stark erhohten Plasmakonzentrationen bei Patienten mit gestértem CYP2D6-
Metabolismus erwartet man neben einer verstarkten Wirkung auch ein erhéhtes Risiko fir
unerwinschte Arzneimittlewirkungen. Betroffen von CYP2D6-Polymorphismen sind z.B.
Betablocker wie Metoprolol, die derzeit auch zur perioperativen kardiovaskulirern Protektion
eingesetzt werden. In der Literatur gibt es bisher keine prospektiven Daten zur klinischen
Bedeutung von Polymorphismen des CYP2D6-Gens fiir Patienten in der petioperativen
Phase.

Die aktuelle Arbeit bildet den zweiten Teil einer prospektiven klinischen Studie zur klinischen
Bedeutung der CYP2D6 Polymorphismen. In der Studie konnte bisher bei 298
nichtkardiochirurgischen Patienten gezeigt werden, dass entgegen den allgemeinen
Erwartungen, Patienten die mindestens ein sogenanntes Poormetaboliser-Allel tragen, das mit
einer gestorten CYP2D06-Aktivitit einhergeht, ein erniedrigtes Risiko fiir unerwiinschte
Ereignisse in der perioperativen Phase haben. Die genaue Analyse der Daten deutete an, dass
mehr noch als die Zahl der PM-Allele, die Zahl der vollfunktionellen Allele von Bedeutung
sein konnte. Dies genauer zu untersuchen war der wesentliche Inhalt dieser Arbeit. Hierzu
sollten erginzend zu den bereits bekannten Daten nun auch Duplikationen des CYP2D6-
Gens und Polymorphismen, die mit einer intermedidren CYP2D6-Aktivitit einhergehen (IM-
Allele), bestimmt werden.

Wesentliches Ergebnis der erginzenden und genaueren Analyse des CYP2D6-Gens ist, dass
sich bei 22 Patienten (7,4%) eine Reklassifikation des erwarteten funktionellen Typs ergeben
hat.

Basierend auf der neuen Klassifkation, die nun auch Duplikationen und IM-Allele
berticksichtigt, ergaben sich Ereignisraten von 11,1% fiir Duplikationen, 12,2% fiir , EM/EM-
und EM/IM-Genotyp, 5,8% fur EM/PM-Genotyp und 2,9 % fur IM/PM- und PM/PM-
Genotyp.

Die erhohten Ereignisraten bei Patienten, deren CYP2D6-Allelstatus eine normale bzw.
gesteigerten CYP2D6-Aktivitit und damit einen raschen Metabolismus erwarten ldsst, konnte
als Hinweis fir eine relative Unterdosierung von kardioprotektiv wirkenden CYP2D6-

Substraten wie Metoprolol angesehen werden.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzungen, soweit im Text nicht erklart:

Hg
AS

ASA
Av-Block
Bp
CCT
CT

Ct
CYP
DMSO
DANN
dNTP
EDTA
EDV
EKG
FAM

H,0
HIV
HS-CRP
KHK

MHC

Mikrogramm

Aminosduren

American society of anastheseologist
Atrio-ventikulire Blockade
Basenpaare

Cranial computer Tomographie
Computer Tomographie

Cycle threschold

Cytochrom p450 Enzym
Dimethylsulfoxide
Deoxyribonukleinsaure
2"Deoxynukleoside 5 Triphosphat
Ethyldiamintetraessigsdure
Elektronische Datenverarbeitung
Elektrokardiographie
6-Carboxy-Fluorescein

Gram

Stunde

destilliertes Wasser

Human Immundeffizienz Virus
Hoch sensitive C-reaktives Protein
Koronare Herzkrankheit

Molar

Major Histocompatibility Complex
Minuten

Metabolisierungsratio

Magnet Resonanz Tomographie
mutiert

Natrium-Acetate

Nanogram

Operation
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

PCR
PTT
Rpm

RT

Sek
TAMRA
Tris

TZ
UV-Licht
VIC

Polymerase Chain Reaction

Partielle Thromboplastin Zeit

Rotation pro Minute

Raumtemperatur

Sekunden
N,N,N,N-tetramethyl-6-carboxyrhodamine
Tris (hydroxymethyl) aminomethan
Thrombinzeit

Ultraviolett-Licht

Fluorecin Dye

Wildtyp
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