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1. Einleitung
1.1  Historische Entwicklung der parenteralen Amingauresubstitution

Das Wissen, dass die Ernahrung einen tberlebensyganh-aktor fur alle Lebewesen darstellt,
ist den Menschen seit jeher bewusst. Entsprechahd hegt es, dass auch in vergangenen
Zeiten dartber nachgedacht wurde, einen Zusammgrinaischen Essen, Trinken und dem
Verlauf einer Erkrankung herzustellen. Bis vor gam Jahrzehnten war jedoch die Mdglichkeit
der Verabreichung von bestimmten Nahrstoffen beiskh Kranken eingeschrankt und man
wusste noch wenig Uber den eigentlichen Nahrstdélde des Menschen (53). Die
systematische Erforschung dieses Gebietes begartte Mes 19. Jahrhunderts mit der
Entdeckung von naturwissenschaftlichen Grundladendie Vorrausetzung fur das Erkennen
von physiologischen und pathophysiologischen Zusantmangen waren und gleichzeitig erst
deren klinisch-technische Umsetzung ermdéglichten.

1827 teilte der englische Arzt William Proud diehxstoffe in drei Gruppen ein: zuckrige,
Olige und eiweil3artige (53). In der zweiten Halfles gleichen Jahrhunderts wurde mit
tierischen Proteinextrakten erstmals versucht, giaeenterale eiweil3haltige Erndhrung an
Kranken durchzufihren. Die verabreichten Ldsungerzeugten jedoch erhebliche
Nebenwirkungen bei den Patienten, da diese Verbgelu langkettige Proteine und
Polypeptide beinhalteten. Anfang des 20. Jahrhisidsurden die Proteinbestandteile fur
ahnliche Untersuchungen hauptséchlich aus dem ISalrdysat des Kaseins oder aus
Rindfleisch gewonnen. Diese Hydrolysate beinhattdteie Aminosauren und Oligopeptide,
die immer noch langkettig genug waren, um alletggsReaktionen auszulésen (98). Etwa zur
gleichen Zeit gelang eine enzymatische Hydrolysigruon Proteinen und damit eine Zufuhr
von reinen Aminosauren. Somit war der Grundsteing@&nauere Untersuchungen beziglich
der speziellen Bedirfnisse an Proteinen fur dendeleen gelegt (30). Das Wissen uber das
Spektrum der essentiellen und nicht-essentiellennAgsduren wurde erweitert (78). 1940
wurde das erste Mal Uber die Verabreichung einesuhg aus kristalloiden Aminosauren
berichtet (81). Diese haben den Vorteil gegenuben dcnzymatisch hydrolysierten
Proteinlésungen, dass die Zusammensetzung der Aéunen genau bestimmt werden kann.
Nachdem es moglich wurde, die kristalloiden Aminosa in groReren Mengen ginstig zu
produzieren, wurde spezieller erforscht, inwiefeliese dem krankheitsspezifischen Bedarf
angepasst werden kénnen. Mitte der 70er Jahreetiden Jahrhunderts vertieften First et al.
die Forschung zu dieser Thematik und untersuchienV@randerungen der Aminosaure-

konzentrationen im menschlichen Koérper in versabiedbtresssituationen. Die Ergebnisse



zeigten, dass freies Glutamin im Kérper in katab@offwechselsituationen stark abfallt (93).

Diese Entdeckung ist seitdem Inhalt zahlreichernichungen.

1.2  Glutamin und seine Bedeutung flr den Menschen

Glutamin ist die im menschlichen Korper in freieoria am haufigsten vorkommende
Aminosaure und hat mit 600 — 70AM die hdchste Plasmakonzentration von allen
Aminosauren (27, 83). Unter physiologischen Bedinggn kann es in ausreichendem Malie
synthetisiert werden und wird deshalb als nicheesslle Aminoséure betrachtet. Glutamin
hat zahlreiche Funktionen und dient unter anderlnSabstrat zur Proteinsynthese und als
Vorstufe fur intrazellulares Glutathion. Des wedterist es eine wichtige Energiequelle vor
allem fur stark proliferierende Zellen wie Entertezry (12) und immunkompetente Zellen (6).
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werders @dstamin isolierten Lymphozyten in
groBem Mal3e als Substart fur den Stoffwechsel diEntAls Vorstufe fur die Purin- und
Pyrimidinsynthese ist es auch an der Nukleinsdaured Nukleotidsynthese beteiligt (70).
Glutamin ist der wichtigste Transporter von Stiokisbeziehungsweise Ammoniak (NHaus
den peripheren Organen zur Niere und hat deshalb entscheidende Funktion in der
Ammoniakhomoostase. In der Niere wird von GlutarNid; abgespalten und in Form von
NH,;" ausgeschieden. Mit der Bindung dieses zuséatzliéhretons aus dem Blut wird auch
gleichzeitig der Saure-Base-Haushalt des Koérpegsliezt. Entsprechend ist wéahrend einer
Azidose der Glutaminbedarf der Niere erhéht (15).

Glutathion ist ein wichtiges intrazellulares Antidanz und essentiell zur Aufrechterhaltung
der physiologischen Zellfunktion. Zur Synthese veerdlutamat, Cystein und Glycin ben6étigt
(62). Glutamat gelangt als geladenes Molekul nigannger Menge direkt in die Zellen, da es
im Gegensatz zu der neutralen Aminosaure Glutande/lmembranen nur schwer
durchdringen kann (104). Glutamat wird aus dieseom@ zu einem grof3en Teil aus Glutamin
gewonnen, welches somit eine wichtige Vorstufe ar &lutathionsynthese darstellt. In
Situationen wie Sepsis oder nach schwerem Traumdenen es zu einem Abfall von freiem
Glutamin im Plasma kommt, sinkt in verschiedenenw@&®n ebenfalls der messbare
Glutathionspiegel ab (44, 75). Wird aber das Angedbo Glutamin in der Nahrung erhoht,
konnte bei gesunden Ratten auch eine Erhohung desatiBonspiegel im Plasma
nachgewiesen werden (17).

Des weiteren hat Glutamin eine wichtige Funktioa Skickstofftransporter von Orten der
Glutaminsynthese, wie Skelettmuskel, Leber und kyngu Geweben mit hohem

Glutaminbedarf, wie Niere, Darm und Zellen des Imsystems. Syntheseorgane, wie die
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Skelettmuskulatur spielen gleichzeitig auch alsi@me fur diese Aminosaure eine wichtige
Rolle in der Glutaminhomdostase. Bei Bedarf kankurzer Zeit Glutamin in grof3er Menge in
die Kreislaufzirkulation abgegeben werden und gglaauf diesem Weg zu den Zellen der
Bedarfsorgane, wie der Mukosa des Magen-Darm-Tsakder Leber, der Niere und den
immunkompetenten Zellen (82).

Extremer Stress in Verbindung mit kataboler Stoffiaselsituation, der beispielsweise bei
Sepsis oder schweren chirurgischen Eingriffen #tftkann dazu fuhren, dass die
Eigensynthese des Korpers den steigenden Beda#iwamin nicht mehr deckt. In diesem
Zusammenhang wurde der Begriff eingeschrankt esde(tonditionally essential) gepragt
(52). In solch einer Situation haben vor allem dsflen des Immunsystems, der Niere und der
Darmmukosa einen erhohten Bedarf an Glutamin. $eaaht durch die stark erhohte
Nachfrage, fallt die Glutaminkonzentration im Plasond in der Muskulatur messbar ab. Der
posttraumatische Proteinumsatz im Korper hangt midlitdn von der GrolRe des
Gewebeschadens ab. Kleinere Operationen, wie Hemie, verursachen nur eine malfige
oder gar keine Reaktion im GesamtproteinstoffwechSeo3e Verletzungen hingegen, wie
grof3flachige Verbrennungen, fuhren zu einer maxamalStoffwechsel- und auch
Immunreaktion (99).

In einer Hungerperiode, wie sie auch bei kritisatarkken vorkommen kann, vor allem wenn
diese fehl- oder mangelernéhrt werden, ist die Mlagkr als Hauptspeicher von Glutamin und
Proteinen besonders von einem Masseverlust beattdfatistisch gesehen kann ein gesunder
Erwachsener eine Hungerperiode von ungefahr 40 rrageerstehen, bis er durch einen
Nahrstoffmangel in eine kritische Phase gelang).(Bv dieser Zeit verliert der Korper etwa
4kg an Proteinen, die hauptsachlich aus der Muskulastammen. Das entspricht einer
Abnahme der Gesamtmuskelmasse, welche etwa zuetd@i$ Eiweild besteht, von rund 70 bis
80% (27). Geht man davon aus, dass Patienten Ob#alte bereits aus Altersgriinden eine um
20% verminderte Muskelmasse haben, so reduzidrtdgcen voraussichtliche Uberlebenszeit
in einer Hungerperiode um 10 Tage auf nur noch 2@eT (27). Damit stellt diese
Patientengruppe allein schon aus nutritiver Siclit flen postoperativen Verlauf eine
Risikogruppe dar.

Hammarqyist et al. (28) konnten nachweisen, dasgdrenterale glutaminhaltige Ernahrung
dem Abfall des Glutaminspiegels und einer Vermiodgr der Proteinsynthese nach
chirurgischen Eingriffen in der Muskulatur entgegekt. Oudemans-van Straaten et al. (72)
stellten in diesem Rahmen die These auf, dassnes @lusammenhang zwischen niedrigem

Plasmaglutaminspiegel und einer erhéhten Mortahtérankenhaus gibt.



Um den Einfluss von Glutamin auf den klinischen I&ef, vor allem in Bezug auf die
infektibse Morbiditat, genauer zu untersuchen, wardnehrere Studien an verschiedenen
Patientenkollektiven durchgefuhrt (35, 72, 100).nMeam zu dem Ergebnis, dass durch
Glutamin entscheidende Parameter positiv beeiriflvesden. So konnte unter anderem eine
deutliche Abnahme der Anzahl an Sepsis, PneumardeBakteriamie verzeichnet werden (35,
100). Bei chirurgischen Patienten, die eine glutdraitige Erndhrung erhielten, verkirzte sich
die Dauer des Krankenhausaufenthaltes signifikamth die Anzahl der Infektionen sank. Der
grofdte Gewinn war bei den Patienten zu verzeichdenhochdosiert parenteral Glutamin
erhielten (64, 71, 99).

Grundsétzlich gibt es zwei Wege, auf denen Glutasheim Patienten verabreicht werden kann:
Parenteral oder enteral. In den meisten Studiensidh mit der Wirkung von Glutamin auf den
kritischen Kranken befasst haben, erhielten dimmébmenden Patienten Glutamin nur Uber
einen der beiden Wege. Die Ergebnisse bezuglichuderschiede zwischen parenteraler und
enteraler Zufuhr lassen sich in der Gegenubersiglter verschiedenen Untersuchungen gut
miteinander vergleichen.

Glutamin als Erganzung zur enteralen Nutrition (EMjielte einen positiven Effekt, da die
Infektionsraten mit gramnegativen Bakterien besdrePatienten signifikant abfielen (35, 100,
103). Als Ursache wird angenommen, dass die Darmsaikbei dieser optimierten
Substratzufuhr ihre Funktion als Barriere zwischdem Darmlumen und dem Korper
suffizienter ausubt. Somit kann ein Ubertreten \W&imen und Toxinen aus dem Darm
verhindert oder zumindest stark vermindert werd@5 (03). Allerdings konnte bei enteraler
Glutaminsubstitution eine Erh6éhung des Plasmaglmspregels nicht nachgewiesen werden
(41).

Patienten, die Glutamin zusatzlich zur totalen pemalen Nutrition (TPN) erhielten, wiesen
eine signifikant verkirzte Krankenhausverweildauezine schnellere Erholung der
Lymphozyten, sowie eine verbesserte 6-Monats-Uberisrate auf (25, 64). Des weiteren fiel
der Glutaminspiegel in der Muskulatur signifikamrigger ab. Auch der Proteinmetabolismus
war verbessert (28).

Betrachtet man jedoch nicht nur diesen Punkt, sonden gesamten klinischen Verlauf, so
profitierten in den jeweiligen Studien die Patienia gréRerem Mal3e von der parenteralen
Glutaminsubstitution, vor allem dann, wenn es dameht, die bereits eingetretene akute
Hyperinflammation zu beeinflussen (71). Als Grundftd wird vermutet, dass sich der
verbrauchte Glutaminpool bei parenteraler Gabe etdmerholt als bei enteraler Substitution

(21). Folglich scheint der enterale Weg ideal zm $ér nicht infizierte Patienten, bei denen
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eine Erhaltung der Barrierefunktion des Darmes die Funktion des Darm-assoziierten

lymphatischen Gewebes erwinscht ist (32). Fir lsesieits in Stress befindliche oder an einer
Infektion leidende Patienten ist jedoch eine etge@utaminsubstitution ungenigend, weshalb
man eine parenterale Zufuhr anstreben sollte (84).

Trotz der erhdhten Glutaminsyntheserate zur Wieststbllung der Homoostase, scheint es
Patienten zu geben, bei denen ein Mangel vermelfirite Eine besondere Beachtung sollte
man Patienten in héherem Alter, mit ausgepragtecthEsie, pulmonaler Dysfunktion oder

kompliziertem postoperativem Verlauf schenken, dai bBnen Grad und Dauer des

Glutaminmangels besonders ausgepréagt sind (23,27,

1.3 Das Immunsystem
Das Immunsystem besteht aus vielen verschiedenebsySiemen, die miteinander
kommunizieren und gemeinsam der Inaktivierung unadtfdenung von Fremdstoffen,
Mikroorganismen, Viren, der AbstoBung fremder Zelleind der Verhinderung der
Vermehrung veranderter Zellen dienen. Unterteilanrk man dieses System in einen
angeborenen und einen erworbenen Teil. Zur angeboreunspezifischen Abwehr zéhlen
unter anderem :

- Physikalische Barrieren, wie Haut, Mukosa

- Zellulare Abwehr, wie Granulozyten, Makrophagen,tidéche Killerzellen (NK-

Zellen)

- Chemische Barrieren, wie Komplementfaktoren, Akag#nproteine, Enzyme, pH

Zur erworbenen, spezifischen Immunitat gehoren:

- Zellulare Abwehr, wie Lymphozyten

- Antikorper, die die humorale Abwehr darstellen
(43)

1.3.1 Die unspezifische Abwehr:

Damit ein Keim eine Infektion verursacht, muss diesn den Korper eindringen, das

Wirtsgewebe kolonisieren und sich dort vermehrearabDs resultieren Gewebeschéaden und
Funktionseinschrankungen. Die erste Immunantwortrd widurch das unspezifische

Immunsystem gestellt. Durch Gewebeschadigung wemlgréchst zur Phagozytose fahige

Zellen aktiviert und Mechanismen in Gang gesetm, zusatzliche Abwehrzellen aus der
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Zirkulation zu rekrutieren. Meist wird bereits efrof3teil der eingedrungenen Antikorper

durch diese schnellen, aber noch unspezifischerhdesmen eliminiert (43).

1.3.2 Die spezifische Abwehr:
Das spezifische Immunsystem steigert die Effekdtviter Abwehr enorm, jedoch reagiert es
deutlich langsamer. Wichtige Mechanismen fur diel&ivitat sind (43):
- Spezifitat (Fokussierung)
- Amplifikationsmechanismen (Komplement-vermitteltealg§ozytose, Zellstimmula-
tion)

- Zytokinvermittelte Funktionssteigerung der Effelzelien

Ohne Antigenkontakt ruhen die Immunzellen. Erst identakt mit dem Antigen bewirkt eine
funktionelle Aktivierung. Dabei kann man die viehd®en des spezifischen Immunsystems
unterscheiden:

1. Erkennung des Antigens (Erkennungsphase)

2. Aktivierung der Zellen (Aktivierungsphase)

3. Freisetzung von Zytokinen, zytotoxischen Molekilesder Antikdrpern von

Lymphozyten (Effektorphase)
4. Abschaltung der Immunantwort (Homdoostase)

In der Erkennungsphase geht das Antigen eine Bopdhih den spezifischen Rezeptoren der
B- oder T-Lymphozyten ein. Diese Rezeptoren gtelei den B-Lymphozyten an der
Oberflache exprimierte Immunglobuline (lg) dar, dexjuenzielle oder strukturelle Anteile des
Antigens erkennen, welches ein Protein, Polysaathmater Lipid sein kann. T-Lymphozyten
kénnen Antigene nur mit Hilfe ihrer Rezeptoren arken, wenn diese als Peptidfragmente des
ursprunglichen Antigens zusammen mit den peptidgntierenden Strukturen préasentiert
werden (80).

In der Aktivierungsphase werden Uber die Antigeaeriungsstrukturen an der Oberflache der
Zellen intrazellulare Mechanismen in Gang gesé&tig.Aktivierung der B- oder T-Zellen kann
sich in Zytokinproduktion, Differenzierung oder Rigration aul3ern.

In der Effektorphase kommt es zur Elimination destigens. Dabei spielen die Zellen des
spezifischen und des unspezifischen Immunsystemz@sammen. Eine Funktionssteigerung
und die Koordination wird maf3geblich durch die e gesteuert.
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Nach der Elimination des Antigens wird wieder emmiunologisches Gleichgewicht zwischen
ruhenden und aktivierten Zellen hergestellt (80).

Die Zellen der Abwehr entstehen alle aus einer gesaenen Stammzelle, die sich in zwei
unterschiedliche Richtungen differenzieren. Bei dayeloiden Entwicklung entstehen
Granulozyten und Monozyten, die als Phagozyten wichatige Funktion in der Basisabwehr
einnehmen. Bei der lymphoiden Entwicklung entstehgie Trager der spezifischen
Immunantwort, die T-und B-Lymphozyten (43).

B-Lymphozyten Ubernehmen zwei wichtige Aufgaben:e Ssind wichtige Antigen
prasentierende Zellen (APZ), die Antigene aufnehmprozessieren und den T-Zellen
prasentieren. Aul3erdem sind sie in der Lage, A& zu produzieren, die in zwei
verschiedenen Formen vorkommen, einer membrangi@mdund einer sezernierten. Die
membransténdige Form stellt den Antigenrezeptor Rigtellen dar. Nach Antigenkontakt
expandieren B-Zellen mit entsprechender Speziftahal erheblich. Dies fuhrt innerhalb
einiger Teilungsschritte zur Reifung der B-Zellen Plasmazellen, die nun den selben
Antikdrper produzieren und als die sezernierte Farmdie Umgebung entlassen. Die
wichtigste Eigenschaft der Immunglobuline ist iR&higkeit, spezifisch mit einem Antigen zu
reagieren. Ein Antikdrper bindet meistens nur estimmtes Antigen mit hoher Affinitat, was
die Spezifitat der Immunantwort bewirkt (43).

Die T-Lymphozyten tragen an ihrer Oberflache ebénfé&Rezeptoren, die mit sterisch
passenden Epitopen Bindungen eingehen konnen. DOiesseptoren sind mit anderen
Polypeptiden auf der Oberflache assoziiert: mit dédD3-Komplex und, je nach
Differenzierung, mit dem CD4- oder CD8-Molekul (CDstuster of differentiation). Die
T-Zellen kdnnen nicht direkt durch freie Antigendiaert werden. Das Antigen muss zuvor
von einer APZ in geeigneter Weise verarbeitet unfl deren Oberflache zusammen mit
speziellen  Oberflachenmolekilen, den MHC-Klassktblekilen (MHC=  major
histokompatibility complex) prasentiert werden }43u den APZ z&hlen unter anderem
Monozyten, Makrophagen, Astrozyten und dendritis@tedlen (80). Um das présentierte
Antigen zu erkennen, tragen die T-Zellen aul3er dpezifischen Rezeptor ein MHC-Klasse-I-
Molekul auf ihrer Oberflache. Nach dem jeweiligebhetflachenmolekil werden die T-Zellen
in unterschiedliche Subpopulationen eingeteilt.

Die CD4-T-Zellen erkennen nur MHC-Il-assoziiertetiyene, die vor allem von Zellen mit
guter Antigenaufnahme, also den professionellenigamprasentierenden Zellen (APZ),
angeboten werden. Wegen ihrer wichtigen Funktionder Kommunikation mit dem

B-Zellsystem werden sie auch als T-Helferzelleneb@met. Sie produzieren und induzieren
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die Produktion von Interleukinen, aktivieren dadur®Makrophagen und regulieren die
Funktion von anderen Lymphozyten (43).

In der ersten Phase der T-Helferzellantwort werdienAntigene von APZ aufgenommen und
als Peptide prasentiert, so dass sie von T-Helferzerkannt werden kénnen. Interleukine und
verschiedene andere Faktoren spielen eine wicRake. In der zweiten Phase erkennen die
aktivierten T-Helferzellen die Antigene der B-Zellelie die gleiche MHC-Klasse-II-
Peptidkombination wie die APZ tragen. Die B-Zellat leuvor das Antigen uber ihren
Oberflachenrezeptor erkannt, aufgenommen, prozessia prasentiert Teile als lineare
Peptide in MHC-Klasse-1I-Molekilen auf ihrer Obédhe.

Als induktiver Stimulus fur die B-Zellen dienen lisghe Botenstoffe aus den T-Helferzellen,
die Zytokine (Interleukine). Aufgrund der vorwiegim IL-Muster von T-Helferzellen lassen
sich 2 Subpopulationen unterscheiden:

Die T-Helfer-1 (Thl)-Antwort ist charakterisiert i frihe Interferon (IFNy-Produktion,
erhohte Phagozytoseaktivitat und Elimination des tigems durch IFN¢aktivierte
Makrophagen, sowie durch Immunglobulin G2 (IgG2ydiktion, Bildung von
komplementbindenden, opsonierenden Antikérperndurdh zytotoxische T-Zell-Antworten.
Infektionen allgemein, vor allem durch intrazelh@&Parasiten, induzieren eine starke Thl-
Antwort (80).

Die Th2-Antwort fuhrt zur frihen IL-4 Freisetzungh2-Zellen rekrutieren eosinophile
Granulozyten und induzieren die Produktion und d&tiung von IgG1 und IgE. Wurm- und
viele andere Parasiten fuhren zu einer starkenArii@rort. Aber auch Allergiker und Atopiker
leiden unter einer tberméaRigen pathologischen ThvArtbereitschatft.

Andere Zytokine kdnnen nicht eindeutig den Thl-rotle2- Zellen zugeordnet werden. Die
Unterscheidung ist nicht immer ganz strikt undisfteher ein tendenzieller als ein absoluter
Unterschied der Zytokinproduktion zu messen. Dehnstdiese Unterteilung wertvoll, da sie
unterschiedliche Immunreaktionen und somit unteestithe Krankheitsmanifestationen
erklart (80).

Die CD8-T-Zellen erkennen nur MHC-I-assoziierte igghe. Diese Zellen werden auch als
zytotoxische T-Zellen erkannt, weil sie histokoniplat virusinfizierte oder anders infizierte
Zellen erkennen und zerstéren kdnnen. Sie erkenmast Peptide endogener Herkunft, die
entweder von der Zelle selbst oder von intrazaldarasiten in Zellen synthetisiert werden,
immer in Kombination mit MHC-Klasse-l. CD8-Zellerbhknen entweder Uber Kontakt und
enzymatischer Zelllyse mit Perforin zytotoxisch kein oder tber Interleukinfreisetzung (vor
allem IFNy) nichtzytotoxische Effektorfunktionen vermittehd).
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1.3.3 Zytokine

Der Term Zytokine oder Immunozytokine wurde ursglioh benutzt, um eine Gruppe von
immunmodulierenden Proteinen von anderen WachsakigsEn zu trennen, die die
Proliferation und Bioaktivitat von Nicht-Immunzetigegulieren. Diese begriffliche Trennung
entpuppte sich aber in Wirklichkeit als nicht souttieh, da manche Zytokine von nur
bestimmten Zellen sezerniert werden, wahrend andere einem ganzen Spektrum an
bekannten Zellen produziert werden. So erwies diehanfanglich angenommene These ,ein
Produzent - ein Zytokin - eine Zielzelle* als fdiscwelche mit beinahe jedem weiter
erforschten Zytokin bestatigt wurde. Eine Defimtiodieser Faktoren aufgrund ihrer
Produzenten oder Zielzellen bleibt deshalb probtestia Heute wird der Begriff Zytokine fur
eine unterschiedliche Gruppe von loslichen Protewed Peptiden benutzt, die im nano- und
picomolaren Bereich als humorale Regulatoren agie®ee kontrollieren unter normalen oder
pathologischen Bedingungen die Aktivitat von veredkenen Zellen und Geweben (11, 37).
Zytokine werden von aktivierten T-Zellen und andei#ellen wahrend der nattrlichen und
spezifischen Immunantwort freigesetzt. Sie haberitiphe; insbesondere inflammatorische,
immunregulatorische, die Hamatopoese steuerndechchotaktische Funktionen. Aul3erdem
kontrollieren sie die Produktion weiterer Zytokinad kénnen die Synthese von Proteinen
verstarken oder vermindern (11). Daraus resulaertfein abgestimmtes Netzwerk, das die
Eradikation des eingedrungenen Mikroorganismus Ziet hat (11). Das Unvermogen,
bestimmte Zytokine (in ausreichendem Umfang) alakiten auf eine Infektion zu bilden,
bestimmt oft den klinischen Verlauf der Erkrankuogd kann grof3en Einfluss auf das
,outcome* des Patienten haben (11). Unter bestimnuenstdnden kann aber auch eine
massive Uberproduktion von bestimmten Zytokinerszbock, Multiorganversagen oder sogar
zum Tode fuhren (11).

Je nach Ursprung des Zytokins werden auch folgeBelgriffe verwendet: Monokine flr
Interleukine, die von Makrophagen produziert werde Lymphokine fur solche, die von
Lymphozyten produziert werden. Der Begriff Intekene wird fur Zytokine verwendet, die
hauptsachlich Zellinteraktionen beeinflussen. ikal produzierten Zytokine kénnen in der
Nahe des Produktionsortes (parakrin) oder auchdeuproduzierende Zelle selbst (autokrin)
wirken, jedoch kénnen manche dieser Faktoren aystemmisch wirksam werden (43). Die
meisten Zytokine werden in der Zelle nicht gespeitiund die Expression unterliegt einer
strikten Kontrolle. Das bedeutet, dass normalemv&gtokine nur von aktivierten Zellen als
Reaktion auf einen bestimmten Stimulus gebildetderr (37). Durch Interaktionen mit

hochspezifischen Zellrezeptoren induzieren Zytokesdispezifische oder auch allgemeine
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Effekte, beispielsweise Freisetzung von Mediatoren,Expression von
Differenzierungsmolekilen oder Regulation der Expien bestimmter
Zelloberflachenmolekile (80).

Unterschiedliche Zytokine kénnen bei verschiededelten die gleiche Wirkung hervorrufen.
Sie sind damit funktionell redundant. Ein Zytokiark aber auch mehrere unterschiedliche
Reaktionen bei verschiedenen Zellen erzeugen uinsbinat pleiotrope Wirkung (37). Gewisse
Zytokine aktivieren bevorzugt bestimmte Effektolzel beziehungsweise férdern deren
Reifung. Insofern kann die Immunantwort, je nachoEinmuster, qualitativ unterschiedlich
ausfallen.

Die Funktionen der einzelnen Zytokine lassen sighfelgt zusammenfassen (43):

- Entzindungshemmend: IL-10, IL-13, T@F-

- Entzindungsférdernd: IL-1, IL-6, IL-8, TN&; TGF{3

- Hamatopoesefordernd: IL-3, IL-5, IL-7

- Immunregulatorisch: IL-2, IL-4, IL-10, I1L-12, H13, IL-15, IFNy, TGF{3

- Antiinfektios: IFN-a, -3, -y, TNF-a

- Antiproliferativ: IFN-a, TNF-a, TGF{3

In der folgenden Tabelle sind die Zytokine aufgefiiidie in dieser Dissertation untersucht
wurden. Da ein Schwerpunkt auf die T-Lymphozytelit,faverden auch nur Interleukine

beobachtet, die von diesen Zellen produziert werden
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Tabelle 1: Auflistung der untersuchten Zytokine

Akronym | Weitere Quelle Zielzellen Biologische Aktivitat
Bezeichnungen
IL-1 Lymphocyte activating  Monozyten/Makrophagen T-Zellen Proinflammatorische Wirkung,
factor, T-Zellen B-Zellen Aktivierung von B- und T-
Leukocytic pyrogen, B-Zellen NK-Zellen Zellen,
Endogenous pyrogen, NK-Zellen Eosinophile Aktivierung von Makrophagen,
Mononuclear cell Endothelzellen Endothelzellen Induktion von Fieber,
factor, Astrozyten Adipozyten Degranulation von
B-cell activating factor Langerhans Zellen Chondrozyten  eosinophilen Granulozyten,
Keratinozyten Synthese von akute Phase
Proteinen
IL-2 Lymphocyte mitogenic ~ T-Zellen (ThO, Th1) T-Zellen Differenzierung und
factor, CD4 >>CD8 B-Zellen Proliferation von T- und B-
T-cell growth factor (B-Zellen) NK-Zellen Zellen,
(NK-Zellen) Monozyten/ Sekretion von
Makrophagen  Immunglobulinen bei B-Zellen,
Proliferation von NK-Zellen,
Produktion von IFN-y, TNF-f3,
IL-8 Neutrophil attractant Monozyten/Makrophagen Neutrophile Chemotaxis und Aktivierung
activating protein-1, T-Zellen T-Zellen von neutrophilen
Monocyte-derived Fibroblasten Basophile Granulozyten,
neutrophil chemotactic ~ Synovial-Zellen Degranulation lysosomaler
factor, Endothelzellen Enzyme neutrophiler
Neutophil activating Epithelzellen Granulozyten
factor,
Granulocate
chemotactic protein,
IL-10 Cytokine synthesis T-Zellen (ThO, Th2) B-Zellen Hemmung der Th1-
inhibitory factor B-Zellen Thl-Zellen Differenzierung und Synthese
Monozyten/Makrophagen Monozyten von Thl-Zytokinen,
Makrophagen  Stimuliert B-Zell Proliferation,
NK-Zellen
1.4  Kardiochirurgie und das Immunsystem

Mit Zunahme des durchschnittlichen Alters der Bkedlng, vor allem in den

Industrielandern, und dem damit verbundenen Ansdied=rkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems, gewinnt die Herzchirurgie einen immer tggten Stellenwert in der operativen
Medizin.

Da viele Operationen nur am stillstehenden undfreetén Herzen durchgefihrt werden
kénnen, begann der Fortschritt in der modernen ¢témargie erst 1953 mit der Einfihrung der
Herz-Lungen-Maschine (HLM). Zwar sind durch dendaitz der HLM die Méglichkeiten an

operativen Eingriffen gestiegen, allerdings musesh sdie Forschung seitdem mit neu
entstandenen Komplikationen auseinander setzen.

Durch den mechanischen Transport in der HLM wircs d8lut erhdhten Scherkraften
ausgesetzt und die verschiedenen Blutbestandtaitarien in Kontakt mit kiinstlichen, nicht-
endothelialen Oberflachen (73, 96).

Thrombozytopenie, sowie die Aktivierung als auch ¥Werbrauch von Komplementfaktoren

Daraus resgaltie Probleme wie Hamolyse,

und Zellen des Immunsystems. All diese Faktorenelitzu Veranderungen im Ablauf der

17



Immunantwort, woraus ein systemisch inflammatoeschAntwortsyndrom (Systemic
Inflammatory Response Syndrome = SIRS) resultikeeam (47, 73).

Als weitere Ursachen fir die beeinflusste Immuntieakwerden unter anderem die Ischamie-
Reperfusionsschadigung, Endotoxinamie, Hypotherimansfusion und das operative Trauma
in Betracht gezogen (22, 58). Durch die Inflamnmatikann es zur Entwicklung von
postoperativen Komplikationen, wie myokardialer fydktion, Gerinnungsstérungen,
Atemversagen, renaler und neurologischen Dysfunktp verdnderte Leberfunktion bis
schlie3lich zum Multiorganversagen (MOF) kommen, (B% 96).

Die Aktivierung bestimmter Faktoren des Immunsy&eatarch die HLM fuhrt zu relevanten
Veranderungen der zellvermittelten Immunantwort.rdda resultiert eine stark erhoéhte
Pravalenz fur Infektionen, eine der haufigsten gostativen Komplikationen. Die Kapazitaten
des Immunsystems zur Bekampfung von Keimen ist hurden Verlust an
Komplementfaktoren und die reduzierte Anzahl dellefiedes Immunsystems eingeschrankt
(28, 33). Besonders stark reduziert ist die AnzahiT-Lymphozyten (13), die aul3erdem eine
verminderte proliferative Reaktion auf mitogenen&tii aufweisen (34, 67).

Bezuglich der veranderten postoperativen Immunantwerglichen Hisatomi et al. (34) drei
Patientenkollektive miteinander: Patienten, die lehgstektomiert wurden, Patienten mit
kardiochirurgischen Eingriffen unter Einsatz derMiLdie keine Bluttransfusionen erhielten
und Patienten mit kardiochirurgischen EingriffetarrEinsatz der HLM, die Bluttransfusionen
erhielten. Es konnte in der Studie weder eine Viedeiung der IL-2 Produktion noch eine
Abnahme der Anzahl an T-Lymphozyten bei PatientachnCholezytektomie nachgewiesen
werden, wahrend beide Werte stark in den beidempggm der kardiochirurgischen Patienten
abfielen. Die IL-2 Produktion erreichte nach dr@gén wieder beinahe den Ausgangswert in
der Gruppe der kardiochirurgischen Patienten, diae Bluttransfusionen erhielten, wahrend
sie zu diesem Zeitpunkt bei denjenigen, die Tragighen erhielten, noch durchschnittlich um
40% erniedrigt war. In beiden kardiochirurgischemgpen erholte sich die T-Zellpopulation
bezuglich ihrer Anzahl wieder bis zum dritten pp&@tiven Tag. Allerdings war keine
Korrelation zwischen Dauer des Einsatzes der HLMluxhen an Bluttransfusion und IL-2
Produktion in der Patientengruppe, die Bluttranstusn erhielten, zu erkennen.

Die Ergebnisse der erwahnten Studien scheinen mewtichen, dass eine Veranderung der
Immunreaktion von mehreren Faktoren abhéngt. ImgMeh mit anderen operativen
Fachrichtungen sind offenbar die kardiochirurgisciatienten durch den Einsatz der HLM
und die haufige Anwendung von Bluttransfusionerobhdsrs von diesem Phanomen betroffen.

Deshalb muss man sich fir dieses besondere Kallektieiterhin mit neuen
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Therapiemoéglichkeiten auseinander setzen, um déhée Pradisposition fir Infektionen,
Mortalitat, Morbiditdt und den verlangerten Krankansaufenthalt positiv beeinflussen zu
kénnen (3, 59).

1.5  Glutamin und das Immunsystem

Glutamin hat fur die Zellen des Immunsystems eimghtige Funktion. Wie bereits erwahnt
dient es als Substrat zur Purin-, Pyrimidin- undt&insynthese und als Energiequelle fur
Lymphozyten (6, 70). Ein adaquates Angebot an @lutaist mitverantwortlich fur die
optimale Funktion vor allem der Proliferation unek&tion durch Immunzellen.

Chang et al. (9) konnten die Bedeutung von Glutarfiin stimulierte Lymphozyten
nachweisen, da deren Proliferationsrate nach SongpiBerung der Aminosaure signifikant
anstieg, wahrend sich ohne Glutamin kaum eine Rwakibzeichnete. AuRerdem war es vor
allem die Zytokinantwort der Thl-Zellen, die vomei optimierten Glutaminkonzentration
abzuhéangen schien.

Kew et al. (45) konnten bei Mausen, die eine glumdwaltige Ern&hrung erhielten, zeigen, dass
die IL-2 Produktion und IL-2 Rezeptorexpressiomsigant erhoht war. Da dieses Zytokin die
Teilung von T-Lymphozyten induziert, stellten Kewas. die These auf, dass Glutamin nicht
direkt Einflu® auf die gesteigerte Proliferatiorteraon T-Zellen hat, sondern indirekt Gber den
Weg der erhdhten IL-2-Produktion. Diese These kennteiner Untersuchung an Patienten
nach Kolon- bzw. Rektumresektion bestatigt werdge. Anzahl der Lymphozyten war in der

Glutamingruppe signifikant héher als in der Kontyalppe (64).

1.6 Gibt es ein Patientenkollektiv, das besondew®n Glutamin profitiert?

Infektionen und die daraus entstehenden Komplikatiosind ein ernstzunehmendes Problem
bei chirurgischen Patienten und ein entscheidem@dtor fir das klinische Outcome. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dassndstehung postoperativer Infektionen
nicht nur von der bakteriellen Kontamination wéaltreter Operation abhangen, sondern auch
auf ein perioperatives immunologisches Defizit wide verminderte akute Phase-Reaktion
zurtckzufihren sind (19, 57). Wie schon erwéhntdist Operation am offenen Herzen als
besonderes Trauma zu sehen, da zu der chirurgiseberebsverletzung unter anderem noch
der Einfluss von Hypoperfusion, Hypothermie und Bersatz der HLM auf das Immunsystem
einzubeziehen sind (22, 58).

Einige Untersucher nehmen sogar an, dass das fanftreon postoperativen Infektionen

malf3geblich mit einer vorbestehenden oder periopezatorbenen eingeschrankten Funktion
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des Immunsystems in Verbindung steht (22, 47, BQ,/8). Von besonderem Interesse ist die
Frage, mit Hilfe welcher Parameter Patienten frittgeerkannt werden koénnen, um nach
ihrem Immunstatus und dem damit verbundenen Ristbdir den postoperativen Verlauf in
unterschiedliche Gruppen eingeteilt zu werden (50).

Kress et al. (51) haben ein Patientenkollektiv rdeft, das bezuglich der Entwicklung von
postoperativen Infektionen ein besonders groRakdamrstellt. In Studien konnten sie zeigen,
dass Patienten, die im Rahmen einer praoperativeerslichung eine anerge Hautreaktion
vom verzogerten Typ auf einen Intrakutantest (dedatype hypersensitivity = DTH)
aufwiesen, nach kardiochirurgischen Eingriffen signifikant erhdhtes Risiko zeigten, an
Infektionen zu erkranken (50, 51). An Immunreakéinrvom verzogerten Typ sind besonders
die Thl-Zellen beteiligt (77).

Das Patientenkollektiv, welches von Glutamin alsnmmnutrition im postoperativen Verlauf
besonders aufgrund von Mangelernahrung mit dieseindsaure profitiert, ist nicht eindeutig
definiert. Deshalb stellt sich die Frage nach eineeiteren Screeningparameter, der bei der
Bestimmung eben dieses Kollektives hilft und ddsareeinem erhdhten Risiko zur Entstehung
von postoperativen Infektionen auch die Patientéerent, die ein immunnutritives Defizit
aufweisen. Daflr scheint als Parameter die absdlyteaphozytenzahl geeignet, die eine
gewisse Korrelation zu den Ergebnissen des Inteatest aufweist und des weiteren den Grad
der Immunkompetenz zu beschreiben scheint, deeldbahlen unter 1200f eingeschrankt ist
(42, 90). AuBerdem ist dieser Parameter auch Agkdrimer Ernahrungsstérung, da gerade die

Lymphozytenzahl dazu genutzt wird, eine Mangelemmnéd festzustellen (42, 90).

1.7  Fragestellung

Die Ergebnisse aus experimentellen und klinischenietduchungen haben gezeigt, dass
immunkompetente Zellen im Zustand der Aktivierurigea erhdhten Bedarf an Glutamin
haben. Das klinische ,Outcome® scheint durch einppgfementierung positiv beeinflusst zu
werden.

Ziel der geplanten Untersuchung ist es zu pruféndarch die perioperative Verabreichung
von Glutamin die infektiose Morbiditat reduziert dundie Funktion der Leukozyten
(Lymphozyten) nach kardiochirurgischen Eingriffariracht erhalten werden kann. Verglichen
wurden diese Patienten mit zwei Gruppen: die enigek eine glutaminfreie, isonitrogene
Aminosaurelésung, die andere eine Kontrolllsung@GNd,9%).

Fur die Untersuchung und die Auswertung dieseri8tayaben sich dabei folgende konkrete

Fragen:
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. Wird bei kardiochirurgischen Eingriffen durch dierpperative Gabe von Glutamin
das intrazellulare Zytokinmuster von IL-1, IL-2,-8 und IL-10 produzierenden T-
Lymphozyten verandert?

2. Wird der Plasmaspiegel von Glutamin beeinflusst?

. Verandert sich die Inzidenz von Infektionen?
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2. Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Bei dieser Studie der Abteilung Ané&sthesiologigemsivmedizin und Schmerztherapie am
Klinikum der Justus-Liebig-Universitat in Giessemandelt es sich um eine prospektive,
randomisierte, verblindete Untersuchung mit dreiddsuchungsarmen.

Nachdem die lokale Ethikkommission die Untersuch(¥g 41/03) genehmigt hatte, wurde
die Studie im Jahr 2003 durchgefiihrt. Insgesamtneahan ihr 79 schriftlich einwilligende
Patienten, aus der Abteilung fur Herz-, Kinderheund Gefal3chirurgie des Uniklinikums
Giessen, sowie aus der Abteilung fur Herzchiruge Kerckoff-Klinik Bad Nauheim teil.
Vorab wurden Parameter wie Operationstechnik, Q@sablauf und Patientenmanagement
der beiden Kliniken miteinander verglichen, da gsleichartigkeit dieser Faktoren unbedingte
Vorraussetzung fur die Auswertung der gewonnendrrbdarstellt.

Die teilnehmenden Personen wurden in 3 Gruppen ewily die sich durch eine

unterschiedliche intra- und postoperative Erndhnorgeinander unterschieden.

Einschlusskriterien fur einen Patient in die Studie
- Elektive Herzchirurgie mit extrakorporaler Zirkutat
- Ejektionsfraktions 40% oder Altee 70 Jahre
- Absolute Lymphozytenzahl unter 1200/

Ausschlusskriterien fur einen Patienten in die #tud
- Alter < 21 Jahre
- Frauen in der Schwangerschaft oder Stillzeit
- Kortikoid- oder immunsuppressive Therapie
- Patienten mit einer Autoimmunerkrankung
- Nichtsteroidale antiinflammatorische Medikation Kigaeittherapie)
- Diagnostiziertes Malignom
- Schwere Leber- (GOT, GPT> 300 U/l, CHE < 1000 U/l) und/oder
Nierenerkrankung (Kreatinin 2 mg/dl, Harnstof> 180 mg/dl)

- Patienten mit einem Diabetes mellitus

Patientenzahl: 79
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2.2  Studiendesign
Die Patienten wurden in die folgenden 3 Gruppegedilt:
1. Die Glutamingruppe; in dieser Gruppe wurden glutdraltige Aminosaureldsungen
verabreicht.
2. Die Aminosaurengruppe; die Patienten dieser Grumphielten glutaminfreie
Aminosaurelésungen.

3. Die Kontrollgruppe, dieser Gruppe wurde reine Kathgsung infundiert.

Substitutionsschema:
In allen drei Gruppen wurden die Nahrlésungen intrad postoperativ bis zum 2. Tage

ausschlieB3lich parenteral substituiert.

1. Glutamin (Dipeptami®, Fa. Fresenius Kabi, Bad Homburg)
2. Aminosauren (Aminoplasmal10%, Fa. B. Braun Melsungen AG)
3. Kontrolle (NaCl 0,9%)

Dosierung:

zu 1l.: 0,735 g/kg L-Alanyl-L-Glutamin (=0,5 g/kg @amin)
plus 0,1 g/kg standardisierte Aminosaurelésung
plus 0,4 g/kg Glukose
ad 1000 ml NaCl 0,9%

zu 2.: 0,835 g/kg standardisierte Aminosaurelésung
plus 0,4 g/kg Glukose
ad 1000 ml NaCl 0,9%

zu 3.: 1000 ml NaCl 0,9%

Die teilnehmenden Patienten erhielten drei Infuslid@sungen a 1000 ml. Mit Einleitung der

Narkose wurde auch mit der Substitution der Infaeiobegonnen bei einer Flussrate von 100

ml/h. Bis zum zweiten postoperativen Tag wurdefickgeweils 1000 ml infundiert.
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Hauptzielkriterien:
1. Messung der IL-2-Produktion von Lymphozyten nadm8lation am 2. postoperativen

Tag. Bestimmt wird die Detektion von intrazelluldrdlL-2 in T-Zellen.

2. Infektionsrate (Summe der Anzahl pro Tag)
Definitionen:
A. Eine Pneumonie wird definiert als ein neuedtiat oder die Vergrol3erung eines
Infiltrates auf einer Lungenaufnahme und mindes&ness der folgenden Kriterien:
- Leukozytenzaht 1200/
- Rektale Temperatur 38,3C
- Nachweild von pathogenen Keimen im Sputum
- Hinweil3 auf eine Infektion durch Anreicherung Magukozyten
B. Definition einer Sepsis nach den Kriterien vamB et al. (4):
a. Klinischer Hinweil3 einer Infektion
b. Rektale Temperatur 38,3C
c. Herzfrequenz 90/min
d. Spontane Atemfrequernz20/min
und zusatzlich mindestens eines der folgenden riaite
- Inadaquate Organperfusion oder Organdysfunktion
- Beeintrachtigung der Vigilanz
- Arterielle Sauerstoffsattigung75% bei Raumluft
- Serum- Laktat 2,2mmol/l
- Oligurie bei einer Urinausscheidurg),5 ml/kg/h Gber mindestens zwei
aufeinander folgende Stunden bei adaquater Fliessgkifuhr
Eine sepsisverursachende Bakteriamie wird diagziesti wenn eine positive
Blutkultur zusammen mit Fieber (Temperatar 38,3C) oder mit einer
Leukozytose (Leukozytenzahl12 x 10/l Blut) festgestellt wird.

C. Eine intrathorakale Infektion liegt per Defiomi vor, wenn mindestens eine
zusatzliche operative oder perkutane Drainage nuatige wird. Tiefe
Waundinfektionen schlie3en die Beteiligung von Faszder tieferen Geweben
ein.

D. Eine positive Blutkultur eines zentralen Vendhlk#ers und eine positive
Blutkultur mit Absinken des Fiebers nach Entferrtms Katheters werden als

Katheterinfektion definiert.

24



E. Eine Infektion des Urogenitalsystems liegt vioei einer Isolation von
mindestens 10 Kolonien pro Milliliter Urin

F. Eine Sinusitis wird definiert als eine radioleghe Verschattung zusammen mit
Fieber.

Bei Verdacht auf eine Infektion wurde Blut, Sputund andere Kdorperflissigkeiten asserviert.
Alle acht Stunden wurden die Patienten beziglicmiddher Zeichen einer Infektion

untersucht.

Nebenzielkriterien:
1. Veranderung der zellularen Immunantwort in Bezaug Detektion intrazellularer
Zytokine nach Stimulation von T-Lymphozyten. Dahleerden folgende Zytokine

assoziiert mit einer

a. proinflammatorischen Antwort:
Interleukin 1 (IL-1), Interleukin 2 (IL-2), Intenikin 8 (IL-8)
b. antiinflammatorischen Antwort:

Interleukin 10 (IL-10)

2. Glutamin- Spiegel im Plasma

Messzeitpunkte:
Die verschieden Parameter zur Bestimmung der Untbusigskriterien wurden bei jedem
Patient zu 5 definierten Zeitpunkten gemessen. Ddamde jeweils 20 ml Blut in daftr vor-

gesehene R6hrchen mit Na-Heparinat abgenommen.

Messzeitpunkt 1: Narkosebeginn
Messzeitpunkt 2: Operationsende
Messzeitpunkt 3: erster postoperativer Tag 8160

Messzeitpunkt 4: zweiter postoperativer Bag0 Uhr
Messzeitpunkt 5: dritter postoperativer Tag 8.00 U

Als Begleitkriterien wurden folgende ParameterimAuswertung miteinbezogen:
- Krankenhausverweildauer (Tage)
- Intensivliegedauer (Tage)
- Antibiotikabedarf (Summe der Anzahl der Medikantegpro Tag)

- C-reaktiven Proteins (mg/l)
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- Herz/Kreislauf: Anzahl und Dauer von appliziertéfatecholaminen und
»Assist-Device* (Stunden)

- Beatmung (Stunden)

- Neurologie: Desorientiertheit (Tage)

- Niere: Kreatinin (mg/dl); Harnstoff (mg/dl); Fusemid, kumulativ (mg)

- Leber: GOT, GPT (U/l)

- Rate an Organversagen (SOFA-Score am ersten, terweind dritten
postoperativen Tag)

- Transfusionsmenge (Erythrozytenkonzentraten,  chplsmen und
Thrombozytenkonzentraten)

- Art der Kardioplegie

2.3  Op-Ablauf

Die Patienten erhielten am Vorabend der Operatiomg2Flunitrazepam und weitere 2 mg
Flunitrazepam mit 30 mg Morphin als orale Prametiltkaeine Stunde vor dem Transport in
den Operationsraum. Die intravendse Narkoseeimigiterfolgte standardisiert mit Sufentanil
(0,2-0,3 ng/lkg  Korpergewicht), Midazolam  (0,05-Qd/kg  Koérpergewicht) und
Pancuroniumbromid (0,1 ng/kg Korpergewicht). Allatienten wurden orotracheal intubiert
und Volumen-kontrolliert beatmet (Servo 900C, SiemeErlangen), so dass der pagO
Bereich von 34-44 mm Hg lag. Zur Aufrechterhaltudgr Narkose wurden kontinuierlich
bedarfsadaptiert Propofol und in Abstdnden von 3@ukén 25 pug Sufentanil verabreicht. Das
invasive hdmodynamische Monitoring erfolgte anhamier Kanile in der A.radialis zur
Blutdruckmessung und Uber einen Pulmonalarteriéwaitat (PA-VIP-Katheter, Edwards
Lifescience, Irvine, USA).

Die Antikoagulation wurde mit 300 U/kg Heparin 8eginn der extrakorporalen Zirkulation
(EKZ) durchgefiihrt. Die EKZ wurde in moderater Hyfpermie (rektale Temperatur 33°C) mit
non-pulsatilem Fluss (2,4 /minfinund monoatrialer Kaniile durchgefiihrt. Der sysseimé
Blutdruck lag bei 40-80 mm/Hg. Der Gasaustauscblgé Gber einen Membranoxygenator
(Maxima Plus, Medtronic, Anaheim, CA). Das pH-Maeagnt folgte der alpha-stat-Methode.
Der Hamatokrit wurde wéahrend der EKZ zwischen 2@ 86% gehalten. Die Herz-Lungen-
Maschine wurde mit 2000 ml Ringerlésung und 25068tliger Albuminlésung gefullt. Zur
Kardioplegie wurde Brettschneider-, Calafiore-LGgwder Blutkardioplegie verwendet. Vor
dem Entwdhnen von der EKZ wurden die Patientendaih integrierten Warmeaustauscher

des Oxygenators und mit einer Warmematte bis zereiaktalen Temperatur von 35°C
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aufgewarmt. Die Reperfusionszeit vor dem ,Weaningh der EKZ betrug ein Drittel der

Ischamiephase. Das ,Weaning“ von der EKZ wurde lwinn graduelles Fillen des Herzens
bis zu einem systolischen Blutdruck von 90-100 mgnfidler einem maximalen diastolischen
Pulmonalarteriendruck von 20 mm/Hg und der sukzessiRicknahme des EKZ-Flusses
durchgefuhrt. Inotropika wurden nicht routinemafgnutzt. Inotropika wurden dann

eingesetzt, wenn die kardiale Kontraktilitat waldlemd nach dem ,Weaning“ eingeschrankt
war. Diese Einschatzung wurde entweder durch direkisuelle Inspektion des rechten
Ventrikels und/oder durch transésophageale Echadgnaphie getragen. Weiterhin wurden
Inotropika auch eingesetzt, wenn der mit Thermaiditu gemessene Herzindex unter
2 I/min/nf? war. Die Heparinwirkung wurde mit Protamin im Valtmis eins zu eins zur

Heparindosis antagonisiert.

2.4  Prinzip: Vom Vollblut bis zur Messung
Der Ablauf der Aufarbeitung des heparinisierten Iblotes von der Stimulation bis zur
guantitativen Bestimmung der zytokinproduzierent@idoymphozyten &3t sich in folgenden 3
Stufen unterteilen:

1. Aktivierung

2. Markierung und Reinigung

3. Messung
Das Prinzip dieser 3 Teilschritte lasst sich an dHdar stimulierten Proben folgendermal3en
erlautern:
1. Aktivierung:

- T-Lymphozyten produzieren unter physiologischeiBgungen nur sehr wenig bis gar
keine Zytokine, da sie durch kdrpereigene Regulatitechanismen kontrolliert
werden. Somit soll eine nicht angemessene, Ub&fsehde Immunreaktion verhindert
werden. Deshalb missen sie in vitro stimuliert wardvas in dieser Versuchsreihe mit
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und lonomyapeschieht. Diese Kombination
aktiviert eine intrazellulare Signalkaskade, diee dProduktion von Zytokinen
unterstutzt.

- Da spater die Quantitat der zytokinproduzierendedrymphozyten bestimmt werden
soll, ist es von groBer Wichtigkeit, dass die Zelldie von ihnen synthetisierten
Proteine nicht mehr abgeben konnen. Aus diesem dGwind der Blutprobe der
Proteininhibitor Brefeldin A (BFA) zugefiuihrt. BFAindet die von der Zelle

produzierten Proteine, in diesem Fall die Zytokiag) Golgiapparat und verhindert
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damit deren Sekretion. Durch die Markierung derugelenen Zytokine ist die spatere
guantitative Messung der zytokinproduzierenden Tledanoglich.

Den Abschluss dieser Phase bildet die 8-stindigkublationszeit in einem
abgedunkelten Brutschrank bei Kérpertemperaturaindr CQ-Luftkonzentration von

7 %.

2. Markierung und Reinigung:

Um in der spateren Messung die zytokinpositivenymphozyten von anderen Zellen
unterscheiden zu kénnen wird der Blutprobe derréapierende Antikrper CD3PerCP
zupippetiert. Dieser bindet an den CD3-Rezeptom, der von T-Lymphozyten
exprimiert wird und lasst somit deren eindeutigkdBnung zu.

Anschliel3end werden die Erythrozyten durch Zugabe FACS-Lysing-Solution in
leicht hypotonem Milieu zerstort. Durch dieselbesung werden gleichzeitig die T-
Lymphozyten fixiert. Das bedeutet, dass sie innherzeitigen Ist-Zustand verweilen
und keine weitere Protein bzw. Zytokinsyntheseedieén.

Nach dem Zentrifugieren der Reagenzrohrchen, wsichi die intakten Lymphozyten
absetzten, wird der Uberstand mit den lysiertentifogyten verworfen und FACS-
Permeabilising-Solution zugefuhrt. Diese Losungffiur Bildung von Lochern in der
Lymphozytenmembran, so dass ein Eindringen von résmensmarkierten Anti-
Zytokin-Antikorpern in die Zelle méglich wird.

Die Lymphozytensuspension wird nun in einem Wadutigcvon noch in den
Reagenzrohrchen befindlichen Zellbestandteilen UReagenzien gereinigt. Als
Waschsubstanz wird PBS zugefuhrt, anschlielend emerdie Rohrchen erneut
zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Danach werden die durch die anfangliche Stimulaporduzierten Zytokine, welche
sich in gebundener Form am Golgiapparat befindemchd Zytokin-Antikorper
markiert.

Zum Abschluss folgt ein letzter Waschschritt mitS?®evor die Proben zum Messen

bereit stehen.

3. Messung

Im letzten Schritt werden die Proben einzeln geeressid danach analysiert.

Die unstimulierten Proben dienen der Kontrolle @ereits in vivo zur Zytokinproduktion

angeregten T-Lymphozyten. Von den eben beschrieb@neeitsschritten unterscheidet sich
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deren Aufarbeitung nur dadurch, dass sie im erSighmitt nicht mit PMA und lonomycin

aktiviert werden.

Der Erkennung, dass eine Stimulation zu Beginn tgghinden hat, dient die

Aktivierungskontrolle. Sie unterscheidet sich im deifarbeitung von den stimulierten Proben
dadurch, dass zu Beginn der Stimulation nicht detdhbinder BFA zugefihrt wird. Dadurch
kobnnen die Zellen im Falle einer Aktivierung welter alle translatierten Proteine
weitertransportieren, ebenso den CD69-Rezeptor, ndervon aktivierten T-Lymphozyten

exprimiert wird. Um anhand dieses Molekiils die &idgiung der Zellen quantitativ erfassen
zu kénnen, wird zu Beginn des 2. Teilschrittes auBB3PerCP auch CD69PE zugefihrt.

Dabei handelt es sich um einen fluoreszenzmarkiétgikrper gegen den CD69 Rezeptor.

2.5  Laborprotokoll der Markierung intrazellularer Z ytokine

2.5.1 Vorbereitung der Reagenzien

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Das PMA wird als 1 mg Pulver geliefert und mit 10 Dimethylsulfonid (DMSO) in Losung
gebracht mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml. deikann in 25ul Aliquots bei einer
Temperatur von -2 gelagert werden. Bei Bedarf wird das aufgetalW Anit Phosphat
buffered Saline (PBS) im Verhaltnis 1:100 verdunie entstandene Stockll- Losung hat eine
PMA- Konzentration von 1 ngl. Das PMA wird in einer Endkonzentration von 10/uig

Vollblut verwendet. Das entspricht L0 Stockll- Losung pro ml Blut.

lonomycin

Das lonomycin wird als 1 mg Pulver geliefert und éiml Ethanol in Lésung gebracht mit
einer Konzentration von 0,5 mg/ml. Diese kann img@bts bei einer Temperatur von <D
gelagert werden. Bei Bedarf wird das aufgetaut@rnaoycin mit PBS im Verhaltnis 1:10 zu
Stockll- Losung verdunnt. Die vorliegende Konzemtra betrdgt dann 0,0fug/ul. Das
lonomycin wird in einer Endkonzentration vonu@y/ml Vollblut verwendet. Das entspricht

20 pl Stockll- Lésung pro ml Blut.

Brefeldin-A (BFA)

Das BFA wird als 5 mg Pulver geliefert und mit 1 @™MSO in LOsung mit einer
Konzentration von 5 mg/ml gebracht. Diese kannSpul2Aliquots bei einer Temperatur von
-20°C gelagert werden. Bei Bedarf wird das aufgetald Bnit PBS im Verhaltnis 1:10 zu
Stockll- Losung verdinnt. Die vorliegende Konzetira betragt nun 0,fg/pl. Das BFA wird
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in einer Endkonzentration von 1@/ml Vollblut verwendet. Das entspricht 20 Stockll-

Losung pro ml Blut.

RPMI-1640
Das RPMI-1640 wird im Kuhlschrank bei 22 gelagert.

Phosphate buffered Saline (PBS)

PBS ohne Na steril gefiltert wird bei Raumtemperatur gelagert

Ethanol

Ethanol wird bei Raumtemperatur aufbewabhrt.

Monoklonale Antikorper, fluoreszenzmarkiert

Die Antikorper werden im Kuhlschrank bei 2&lgelagert.

Facs-Lysing-Solution
Die Facs-Lysing-Solution wird bei Raumtemperatufbawahrt und bei Bedarf mit Aqua

bidest. im Verhaltnis 1:10 verdinnt.

FACS-Permeabilizing-Solution
Die FACS-Permeabilizing-Solution wird bei Raumtemger gelagert und bei Bedarf mit

Aqua bidest. im Verhaltnis 1:10 verdinnt.

2.5.2 Aktivierung des heparinisierten Vollblutes

- 5 ml Vollblut und 5 ml RPMI-1640 zusammengegeben

- Unstimulierte Kontrolle2 ml des verdiinnten Vollblutes mit AOBFA versetzen
Aktivierungskontrollel ml des verdinnten Vollblutes mit fOPMA und
20 pl lonomycin versetzen
Stimulierte Probe2 ml des verdinnten Vollblutes mit 40BFA,
20 ul PMA und 40ul lonomycin versetzen

- Die Proben vorsichtig mit dem Vortexer mischen 8n8tunden im Brutschrank bei

Dunkelheit und einer Temperatur von°87und 5% CO2 inkubieren.
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2.5.3 Markierung mit fluoreszenzmarkierten Amgiain und Reinigung

Nach der vorgegebenen Inkubationszeit werden dibéPraus dem Brutschrank genommen

und jeweils vorsichtig gemischt.

Aktivierungskontrolle

100l aus der Aktivierungskontrolle in ein Falconroheah(12x75mm) pipettieren
mit einer Pipette 1Ql CD69PE und 1Qul CD3PerCP dazupippetieren

der Ansatz wird vorsichtig gemischt und im Dunkéki Raumtemperatur 15 min
inkubiert

2 ml FACS-Lysing-Solution in das Rohrchen pipetier

den Ansatz vorsichtig vortexen und im Dunkeln beuRtemperatur 10 min
inkubieren

bei 500 g fiir 5min zentrifugieren und den Uberstesaverfen

500 yl PBS in das Falconréhrchen pipettieren und bis Messung im Dunkeln

aufbewahren

Permeabilisierungskontrolle

100 pl unstimuliertes und stimuliertes Blut in jeweilsineFalconréhrchen
(12x75mm) pipettieren

in beide Rohrchen anschlie3end 2 ml FACS-Lysing#$wh zugegeben

die Ansatze vorsichtig vortexen und bei Raumtentperd0 min im Dunkeln
inkubieren

bei 500 g fur 5 min zentrifugiert und den Uberstaadverfen

jeweils 500ul FACS-Permeabilizing-Solution in die Réhrchen pieen

vorsichtig vortexen und bei Raumtemperatur 10 mirDiunkeln inkubieren

5 min bei 500 g zentrifugieren und den Uberstanaveden

zu beiden Ansatzen jeweils JOCD69PE und 1Qul CD3PerCP pipettieren
vorsichtig vortexen und im Dunkeln bei Raumtempar80 min inkubieren

2 ml PBS in beide Rohrchen pipettieren

die Ansatze bei 500 g fur 5 min zentrifugieren dieth Uberstand verwerfen

je 500 I PBS in die Falconréhrchen pipettieren und im Delnkbei Raum-

temperatur bis zur Messung aufbewahren
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Probanden- und Patientenproben

100l unstimuliertes und stimuliertes Blut in jeweil$-&lconréhrchen (12x75mm)
pipettieren
zu jedem der 10 Ansatze jeweilsl @D3PerCP pipettieren
vorsichtig mischen und bei Raumtemperatur im Dumké& min inkubieren
jeweils 2 ml FACS-Lysing-Solution zupipettieren
die Ansatze vorsichtig mischen und bei Raumtemperah Dunkeln 10 min
inkubieren
die Rohrchen bei 500 g fiir 5 min zentrifugiert weat Uberstand verwerfen
500yl FACS-Permeabilizing-Solution zu jedem Ansatz tipeen
die Ansatze vorsichtig vortexen und bei Raumtentperan Dunkeln 10 min
inkubieren
2 ml PBS in jedes Rohrchen pipettieren
die Ansatze bei 500 g 5 min zentrifugiert und dieetstande verwerfen
die unstimulierten und die stimulierten Ansétze degr in jeweils einer Reihe
angeordnet und hinzupipettiert werden:
1. unstimuliertes und 1. stimuliertes Réhrchen: 0 pily2aFITCH1PE
2. unstimuliertes und 2. stimuliertes Réhrchen: ,5 0 IL-1aPE
3. unstimuliertes und 3. stimuliertes Rohrchen: 0 pllIL-2PE
4. unstimuliertes und 4. stimuliertes R6hrchen:10 ul IL-8PE
5. unstimuliertes und 5. stimuliertes Réhrchen: 0 plliL-10PE
die 10 R6hrchen werden vorsichtig gemischt undRmimtemperatur im Dunkeln
30 min inkubiert
danach wird in jeden Ansatz 2 ml PBS pipettiert
anschlieRend werden die R6hrchen 5 min bei 50htrifiegiert und der Uberstand
verworfen
zum Schluss werden in jedes Falconréhrchen B@BS pipettiert und die Ansatze

im Dunkeln bei Raumtemperatur aufbewahrt

2.5.4 Kontrollen zur optimalen Einstellung deadtkeszenzdurchflusszytometers

5 Falconréhrchen werden wie folgt befullt:
1. Réhrchen: 100l Vollblut
2. Roéhrchen: 100ul Vollblut, 10 pl y2aFITCYIPE und 10 pl
CD3PerCP
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3. Rohrchen: 100l Vollblut und 10ul CD3FITC
4. Rohrchen: 100l Vollblut und 10ul CD3PE
5. Rohrchen: 100l Vollblut und 10ul CD3PerCP
- die Ansatze werden vorsichtig gemischt und bei Ramperatur im Dunkeln
15 min inkubiert
- anschlieRend wird in jedes Réhrchen 2 ml FACS-LysSolution pipettiert
- die Ansatze vorsichtig vortexen und 10 min bei R@mperatur im Dunkeln
inkubieren
- die R6hrchen bei 500 g 5 min zentrifugieren unduterstande verwerfen
- 500yl FACS-Permeabilizing-Solution zu jedem Ansatz ftipeen
- die Ansatze vorsichtig vortexen und 10 min bei R@mperatur im Dunkeln
inkubieren
- anschlieBend 2 ml PBS in jedes R6hrchen pipettieren
- die Ansatze bei 500 g 5 min zentrifugieren und dberstand verwerfen
- abschlieRend 500l PBS in jedes Falconrohrchen pipettieren und dms&ze bis

zur Messung im Dunkeln aufbewahren

2.6 Prinzip und Funktion des Durchflusszytometers

Bei der Messung mit dem Durchflusszytometer werdeol3e Zellzahlen in kurzer Zeit
guantitativ bestimmt und mit Hilfe von Fluoreszearbktoff-markierten-Antikérpern kénnen
bestimmte Eigenschaften dieser Zellen (z.B. Pradoktbestimmter Proteine) auf
Einzelzellebene dokumentiert werden.

In unserer Studie wurde der prozentuale Anteil abhymphozyten bestimmt, welche die
Zytokine IL-1, IL-2, IL-8 und IL-10 produziert habhe Die Messung erfolgte am Zytometer
FACSCalibur der Firma Becton & Dickinson, welcheg ginem Macintosh Quadra 680
Computer der Firma Apple verbunden ist. Die Messungurden auf Disketten abgespeichert.
Das Akronym FACS bedeutet “fluorescent activatddsoeter” und steht fir ein Verfahren zur
Bestimmung von Zellen mit bestimmten Oberflachergkidlen und intrazellularen Proteinen,
die vorher mit einem Fluoreszenzfarbstoff markveutden.

Zur Messung wird eine Metallkapillare in ein spdege Messrohrchen (Falconréhrchen)
eingebracht, in dem die Zellen in einer Einzelzedfension mit einer Konzentration von 0,5
bis 20 Millionen Zellen pro Milliliter vorliegen. M der Erfullung dieser Vorraussetzung, dem
Vorliegen in einer Einzelzellsuspension, ist pipal jede Art von Zelle geeignet

durchflusszytometrisch untersucht zu werden.
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In dem Falconrohrchen wird ein Uberdruck erzeugidwch die Zellensuspension uber die
Metallkapillare in die Messkammer gelangen. Beimtiit in die Messkammer werden die
Zellen in der Suspension mit einer zugefuhrtenikelfteien Tragerflissigkeit (sheath fluid)
beschleunigt und wie in einer Perlenkette einzé@iteheinandergereiht. Das geschieht dadurch,
dass die Probenflissigkeit durch verschiedene HKéwemit abnehmendem Durchmesser
geleitet wird. Dabei vermindert sich der Probensttarchmesser von anfangs 20t auf
etwa 10 um am Messpunkt und die Flussgeschwindigkeit nimndn vwenigen
Zentimetern/Sekunde auf etwa sieben Meter/Sekunde ieser Vorgang wird als
hydrodynamische Fokussierung bezeichnet.

Die Zellsuspension wird anschlie3end durch einesetsarahl geeigneter Wellenlange geleitet.
Der FACSCalibur arbeitet, wie in der analytischear@flusszytometrie typisch, mit einem
Argonlaser mit einer Wellenlange von 488 nm. Duroigt eine Zelle den Laserstrahl, so wird
das Licht in verschiedene Richtungen abgelenkt wgiot so Information dber die
Beschaffenheit der Zelle. Eine Photodiode missidm@r Zelle, die den Lichtstrahl durchbricht
eine Verminderung des normalerweise mit gleichéensitat auftreffenden Lichtstrahls und
vermerkt dies als "Event’. Jede gemessene Zelleas® ein Event dar.

Das Streulicht verlauft nicht in alle Richtungerigh und wird mit verschiedenen Photodioden
aufgefangen und gemessen. Somit werden verschiddiemmation tber die Zelle ermittelt:

In kleinem Winkel (0,5-% vorwarts gestreutes Licht (ForwardScatter, FSCRichtung des
einfallenden Lichtstrahls, verhalt sich zur Zellgedproportional.

Das in groRen Winkeln (15-190abgelenkte Seitstreulicht (SideScatter, SSC) Aimtkunft
Uber die inneren Strukturen der Zelle, die Grardar

Durch das FACSCalibur kénnen aber aufler den bemlmn genannten Kriterien der
Lichtstreuung, die Auskunft Uber die Morphologier déelle geben, auch noch andere
Parameter, wie beispielsweise intrazellulare Pnet@der Oberflachenmolekile mit Hilfe der

fluoreszierenden Farbstoffe bestimmt werden.
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Abbildung 1: Aufbau des Durchflusszytometers

Trifft das monochromatische Laserlicht mit einer l\iéfldange von 488 nm auf eine
fluoreszenzmarkierte Zelle, so werden Elektronenkbstoffes auf ein hoheres energetisches
Niveau gehoben und fallen nach der Passage desstrabdes auf ihr Ursprungsniveau unter
Abgabe von Energie zurick. Die abgegebene Energi&arm von Photonen wird mit
Photodetektoren registriert. Es unterscheidet gahdem Streulicht des Lasers eindeutig, da
jeder Fluoreszenzfarbstoff ein fur sich typischeankisionsspektrum besitzt, welches sich
jeweils von den anderen gemessenen Wellenlangerersgheidet. Damit ist eine
Mehrfarbenfluoreszenzanalyse maglich, die das Arduagsspektrum der
Durchflusszytometrie erheblich erweitert. In dieStudie wurden 3 verschiedene Farbstoffe
verwendet, deren Absorptionsmaxima nahezu der Wahge des verwendeten Argonlasers
von 488 nm entsprechen, was eine unmittelbare Bedo fur eine optimale

Messvoraussetzung bedeutet.
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Tabelle 2: Absorptions- und Emmissionsmaxima der wavendeten Farbstoffe

Fluorochrom Pbsorptionmax. (nm) Emissionsmax. (nm)
Fluoreszein-lsothiocyanat (FITC) 495 519
Peridin Chlorophyll Protein (PerCP) 490 675
Phycoerythrin (PE) 480; 565 578

Des weiteren erhalt man aul3er Grof3e und Granulah weitere Informationen tber die
Zelle, indem das emittierte Licht der Fluoreszerixtoffe mit speziellen Detektoren erfasst
wird. Zusammen mit dem Streulicht wird es in elekine Signale umgewandelt und am

Analysecomputer sichtbar gemacht.
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Abbildung 2: Schema der Funktion des Lasers

2.7  Prinzip der Auswertung

2.7.1 Prinzip der Bestimmung der T-Zellen

Die vom Zytometer gemessenen Zellen werden in enkthistogramm (Dot Plot) eingetragen,
wobei jeder Punkt eine Zelle darstellt. Auf der @ade ist der sidescatter (SSC), also die
gemessene Granularitat der Zellen eingetragendaufAbszisse ist der forwardscatter (FSC),
also die gemessene Grosse der Zellen, aufgetrBgemarstellung der Leukozyten erfolgt in
Form von "Wolken™ die in ihren Gruppen dargestsiitd, Monozyten, Granulozyten und

Lymphozyten. Die Erythrozyten sind in diesem Mekssicnicht mehr vorhanden, da sie in der
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folgenden Schritten aus der Analyse heraus.

Von den verbleibenden Lymphozyten sollen die T-&telals einzige in dieser Studie weiter
betrachtet werden. Um diese in der Analyse eindeugiéntifizieren zu kdnnen, wurde der

Probe bei der Aufarbeitung der FluoreszenzfarbdeafCP, gebunden an CD3-Antikorper,

zupipettiert. Diese Antikorper binden an die CD
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B-Lymphozyten eindeutig zu unterscheiden und wendgreinem Gate markiert. Damit fallen
auch die B-Lymphozyten aus der weiteren Analyseauserund es kénnen ausschliel3lich

Informationen Uber die T-Zellen ausgewertet werden.

2.7.2 lIsotypenkontrolle

Die eingesetzten Isotypenkontrollen werden benuwtxi,unspezifische Fluoreszenzfarbungen,
die durch die in dieser Studie eingesetzten momakém Mausantikérper vorkommen kdnnen,
zu unterdriicken. Um falsch positive Ergebnisseeuneiden, werden spezielle Zellproben als
Isotypenkontrollen eingesetzt. lhnen wird in der fl¥areitung der Proben ein
Fluoreszenzfarbstoff zugesetzt, der nicht an Amgkdé gebunden vorliegt, die fur die

Zellpraparation von Interesse ist. Wir haben adylsenkontrolley2aFITC1PE verwendet. Es
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handelt sich dabei um monoklonale Antikérper, dieit mgenau definierten
Fluoreszenzfarbstoffen beladen sind. Das Emissiarsnum des grinen Fluoreszenz-
farbstoffes FITC liegt bei 519 nm. PE ist ein rotBluoreszenzfarbstoff mit einem
Emissionsmaximum von 578 nm. Die Analyse der bei@fambstoffe verlauft nach dem
gleichen Schema. Da in dieser Studie vorwiegenddent Farbstoff PE gearbeitet wurde, wird
die Analyse nur anhand dieser Fluoreszenz erlautert

Im Dot Plot ist die Fluoreszenzintensitat fur CDBFe auf der Abszisse und fyt PE auf der
Ordinate aufgetragen. Die dargestellten T-Lympheayivurden tUber CD3PerCP eindeutig
identifiziert und sind zuséatzlich mylPE markiert. Ist diese Zellpopulation als dichte
Zellwolke im Messfeld zu sehen, so ist der Fluoeezkanal fir die rote Fluorezenz, in
unserem Fall PE, optimal eingestellt und diese Magsvird als Standard genommen, an dem

sich alle Proben anlehnen.

2.7.3 Aktivierungskontrolle

Aktivierung.001

Nachdem die Fluoreszenzfarbstoffe Uberpr ™
wurden, muss nun noch eine Kontrolle erfolgen,

die Proben auch wirklich korrekt stimuliert wurde

Dazu wird bei der Aktivierungskontrolle mit einer
fluoreszenzmarkierten  Antikbrper gegen d
Zellmembranrezeptor CD69 gepruft, ob dieser 21

der Zelloberflache der T-Zellen exprimiert wurd

Dieser Rezeptor ist nur bei stimulieten =~ " o e e 10*
Lymphozyten nachzuweisen, befindet sich also  apyigung s: Akiivieurngskontrolle

ruhenden T-Zellen nicht an deren Oberflachen. Als

Fluoreszenzfarbstoff ist PE an den Antikorper geletn Die Aktivierungskontrolle wird in der
Phase der Aufarbeitung genauso wie die anderereRrotit PMA und lonomycin stimuliert,
jedoch wird kein BFA zugefuhrt. BFA bindet als Riainhibitor neu synthetisierte Proteine an
den Golgiapparat und wirde somit auch verhindeassddie neu synthetisierten CD69-
Rezeptoren von stimulierten T-Zellen an deren Gd€ete exprimiert werden kbnnen.

Im Dot Plot ist auf der Abszisse die Fluoreszermmisitat von CD3PerCP aufgetragen zur
eindeutigen Erkennung der T-Lymphozyten und auf@iglinate die Fluoreszenzintensitat von
CD69PE. Sind in der Analyse der Aktivierungskoritromehr als 90% der gemessenen

T-Zellen CD69-positiv, so ist die Stimulierung gécht.
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2.7.4 Permeabilitdtskontrolle

Die Permeabilitatskontrolle dient der Kontrolle, @dos Einbringen von Lochern in die T-Zellen
mit der Permeabilisierungslosung korrekt durchgefilirde.

Die Kontrollprobe wird in der Aufarbeitungshase ndiér gleichen Menge an PMA und

lonomycin stimuliert wie die eigentlichen Probenclawnd erhalt ebenfalls BFA. In den

aktivierten T-Zellen wird nun unter anderem der OBezeptor produziert, der aber nicht an
der Zelloberflache exprimiert werden kann, da ecdBFA an den Golgiapparat gebunden
vorliegt. Der Permeabilitéatskontrolle wird gleicltmg mit den Proben in einem spateren
Aufarbeitungsschritt Permeabilisierungslosung zilgef die Locher in die Membranen der
Zellen reift. Durch diese Membrandefekte konnen @D&9PE-Fluoreszenzantikorper in die
Zelle eindringen und die CD69-Rezeptoren am Gofwpagt markieren.

Im Dot Plot ist auf der Abszisse die Fluoreszeransitat fir CD3PerCP und auf der Ordinate
fur CD69PE aufgetragen. Sind mehr als 90% der TedeCD69-positiv, so sind die Proben

korrekt permeabilisiert worden.

2.7.5 Die zu untersuchenden Proben

Sind alle Kontrollen zur Testung der eingesetzteadenzien positiv, so folgt die eigentliche
Probentestung. Auf der Abszisse des Dot Plots @snegsenen Proben ist, wie bei den
Kontrollen auch, die Fluoreszenzintensitat fur CB&FP dargestellt. Auf der Ordinate ist fir
jede Probe speziell die Fluoreszenzintensitat dds-gébundenen-Zytokinantikorpers
aufgetragen, mit dem die Probe markiert wurde. ideBatienten werden mehrere Dot Plots
von stimulierten Proben zugeordnet, mit denen dezgntuale Anteil an T-Lymphozyten
bestimmt werden soll, die jeweils ein bestimmtetokiy produziert haben.

2.8  Computereinstellungen und Messung der Proben

Die Analyse des prozentualen Anteils der gemess@&Aeymphozyten, die die Zytokine IL-1,
IL-2, IL-8 und IL-10 produziert haben erfolgte amem Macintosh Quadra 68(er Firma
Apple. Die fur diese Studie verwendete Analysesafeamit dem Namen CellQuéststammt
von der Firma Becton & Dickinson. Von jeder zu gsarenden Probe wurden 5000 T-

Lymphozyten ausgewertet.

2.8.1 Allgemeine Computereinstellungen
Bevor die Messungen und Analysen der Proben undr&lten beginnen kdnnen, mussen

daflr noch Vorbereitungen am Computer getrofferdeer
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1. Zu Beginn der Messungen wird als erstes, nanhdier Computer angeschaltet wurde,
das Analyseprogram@ellQuestgestartet.

2. Es wird die Darstellungsgrafik Dot Plot ausgelvatvoraufhin in dem geoffneten
Fenster 5 Dot Plots erscheinen. Diese sind wid ti#fjniert:
Im ersten Dot Plot werden die Lymphozyten von dedeaen gemessenen Zellen mit
einem Gate markiert, wodurch die anderen Zellemen weiteren Auswertung nicht
mehr bertucksichtigt werden (siehe 2.6.1.).
Im zweiten Dot Plot wird die Wolke der T-Lymphozgtenarkiert, wodurch nur noch
diese in der weiteren Analyse berucksichtigt wergéshe 2.6.1.).
Die Dot Plots 3-5 werden in den verschieden Messarmgr Kontrollen und Proben mit
unterschiedlichen Markern zur Bestimmung der imla&r gebundenen

Fluoreszenzantikorper versehen und teilen sichQuddranten ein.

Tabelle 3: Einstellung der Dot Plots

Abszisse  Ordinate
1. Dot Plot FSC Ssc
2. Dot Plot FL3 SSC
3. Dot Plot FL1 FL2
4. Dot Plot FL1 FL3
5. Dot Plot FL2 FL3
3. In der Menileiste wird das Feliquire gedffnet und Uber den Befellonnect to

Cytometerder Computer mit dem Zytometer verbunden.

4. Wieder tbeAquire geht man auf das UnterfeRarameter DescriptionHier wird das
Speichermedium und der Dateiname bestimmt.

5. Damit die Detektoren des Lasers, die das Lightdi in elektronische Signale
umwandeln, mittels der Software bezlglich Stronkstdund Spannung optimal far
diese Messung eingestellt sind, muss folgenderitbaurchgefuhrt werden: In der
Mendiileiste Uber das Fel@iytometerdas UnterfeldDetectors/Ampsuswahlen und dort

die Parameter aus folgender Tabelle einstellen:
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Tabelle 4: Einstellung der Detektoren des Lasers

6.

Parameter | Detector Voltage AmpGain Mode

P1 FCS EOO 2.63 Lin
P2 SSC 534 1.00 Lin
P3 FL1 831 1.00 Log
P4 FL2 818 1.00 Log
P5 FL3 821 1.00 Log

UberCytometerin der Meniileiste wird das Unterfelthresholdausgewahlt und der
Thresholdwert 52 eingegeben. Mit dieser Angabe @@&duntere Schwellenwert fur die
FSC-Datenerkennung festgelegt, der dazu dientfe&toren wie Zelltrimmer, die
einen kleineren Thresholdwert haben als angegelaes, der Event-Erkennung
fernzuhalten.

Wieder UberCytometerwird das FeldCompensatiorgedffnet. Bei zwei oder drei ver-
wendeten Fluoreszenzfarbstoffen in einer Messungn kas bei Uberschneidenden
Wellenlangenspektren zu Verstarkungen der Sigmatkesen Bereichen kommen, was
zu falsch positiven Ergebnissen fiihrt. Zur Korrekiverden die Uberschneidungen
einfach von einander abgezogen. Die Werte daflidevem diesem Fenster eingegeben

und betragen fir unseren Versuchsaufbau:

FL1- 1,0% FL2
FL2- 21,6% FL1
FL2- 0,0% FL3
FL3- 23,8% FL2

2.8.2 Geréateeinstellung

Nachdem die allgemeinen Computereinstellungen defcimrt wurden, beginnt die

Auswertung der Proben und Kontrollen mit der Gesidistellung.

1.

Uber Aquire in der Menileiste wird das Fenstedit Panelangeklickt. Da die flnf
Proben flr die Gerateeinstellung immer in gleidReihenfolge gemessen werden, wird
hier ein festes Messschema eingegeben und abdesygeidas fir die nachfolgenden

Messungen einfach wieder aufgerufen werden kann.
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Tabelle 5: Computereinstellung zur Messung der Gettgeinstellung

Name der Probe P1 P2 P3 P4 P5
1. R6hrchen ohne Fluoreszenz FSC SSC
2. Rohrchen Isotypenkontrolle FSC SSC IgGy2aFITC  IgGy2aPE ~ CD3 PerCP
3. Réhrchen CD3 FITC FSC SSC CD3 FITC CD3 PE CD3 PerCP
4. Rohrchen CD3 PE FSC SSC CD3 FITC CD3 PE CD3 PerCP
5. Rohrchen CD3PerCP FSC SSC CD3 FITC CD3 PE CD3 PerCP

2.8.3

Das erste Falconréhrchen wird nun unter den égstatzen gesetzt und die Messung
gestartet. Dieser Probe wurde kein Fluoreszenzfaflizigegeben und ist entsprechend
auch nur im ersten Dot Plot zu bewerten, namlicthn@SC und FSC. In der Grafik

erscheinen die Wolken der verschieden Leukozytgmgn. Um die Punktwolke der

Lymphozyten wird das Gate gesetzt und somit dieesrd Zellgruppen aus der

weiteren Bewertung ausgeschlossen.

Danach wird das Ergebnis abgespeichert.

Ist die erste Messung abgeschlossen, wird dascRén mit der Isotypenkontrolle zur

Messung in die Vorrichtung eingesetzt. Als zweit®l® wird sie entsprechend im

zweiten Dot Plot dargestellt und dient der Verhimtg von Streufluoreszenzen von
Seiten der eingesetzten Antikorper.

Im Anschluss werden nacheinander die drei Rrabelen Falconréhrchen drei bis funf
gemessen, denen jeweils ein Fluoreszenzfarbstoffesaizt wurde. Sie finden

entsprechend in den Dot Plots 3 bis 5 Darstellund dienen der Optimierung der

Einstellung der Fluoreszenzkanale.

Aktivierungskontrolle

Vor der ersten Messung muss auch fur die Aktivigskontrolle, genau wie fir die
Gerateeinstellung ein Messschema erstellt werdedet Menuleiste wird wieder Utber
das Feld Aquire das Unterfeld Edit Panel gedffmet inlgende Parameter eingegeben:

Tabelle 6: Computereinstellung zur Messung der Aktiierungskontrolle

| Name der Probe P1 P2 P3 P4 P5

1.Réhrchen | Aktivierungskontrolle FSC SSC FL1 CD69PE CD3PerCP

2.

Danach kann die Kontrollprobe gemessen und alegdsert werden.
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2.8.4 Permeabilitdtskontrolle

1. Fur die Permeabilitatskontrolle muss ebenfadisder ersten Messung ein Panel erstellt
werden UbeEdit Panel

2. Anschliel3end konnen die beiden Kontrollen naadreler gemessen und gespeichert

werden.

Tabelle 7: Computereinstellung zur Messung der Peremabilitdtskontrolle

| Probenname P1 P2 P3 P4 P5
1.R6hrchen Unstimulierte Permkontrolle FSC SSC FL1 CD69PE CD3PerCP
2.Ro6hrchen Stimulierte Permkontrolle FSC SSC FL1 CD69PE CD3PerCP

2.8.5 Messung der Proben
1. Auch vor der Probenmessung muss ein PanelkibePanelerstellt werden.

2. Nun folgt fUr jede Probe einzeln die Messund das Abspeichern.

Tabelle 8: Computereinstellung zur Messung der Proén

Probenname P1 P2 P3 P4 P5
1.R6hrchen | Isotypenkontrolle FSC SSC lgGy2aFITC  IgGy2aPE ~ CD3PerCD
2.Rohrchen IL-1 FSC SSC IL-1aPE CD3PerCD
3.Réhrchen IL-2 FSC SSC IL-2PE CD3PerCD
4.Rohrchen IL-8 FSC SSC IL-8PE CD3PerCD
5.Réhrchen IL-10 FSC SSC IL-10PE CD3PerCD

2.9  Analyse der gewonnenen Daten

Nachdem alle Proben mit Hilfe des Durchflusszyt@rmegemessen und abgespeichert wurden,
wird die Analyse der gewonnen Daten durchgefulstwiid dazu wie bei der Datenmessung
das Computerprogramm CellQuéstvon Becton & Dickinson verwendet. Nachdem der
Analysebereich des Programmes geéffnet wurde, eirsicdas Analysefenster mit vier Dot
Plots.

Um die erste gespeicherte Messung in das Analygegaron zu Ubertragen, geht man in der
Menuleiste UbeEdit und dann Uber das Unterverzeichnis &efect All um alle drei Dot Plot

zu markieren und 6ffnet dann in der Menlleiste (Rlets das UnterverzeichniShange Data

File. Auf diesen Befehl 6ffnet sich ein Fenster, ausndman auswahlen kann, welche
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gespeicherte Messung eingelesen werden soll. Digsivigen werden in folgender Reihen-
folge einzeln aufgerufen und analysiert:
a. Aktivierungskontrolle
b. Permeabilitatskontrolle - unstimuliert
- stimuliert
c. Probenmessung - Isotypenkontrolle
- IL-1a
- IL-2
- IL-8
- IL-10
Die aufgerufene Probe erscheint in den drei Puskdgrammen. Im ersten Feld ist auf der
Abszisse der ForewardScatter (FSC) und auf dem@telider SideScatter aufgetragen. Hier ist
abermals die Lymphozytenwolke gegen die anderekd®aden mit einem Gate abzugrenzen.
Wie unter 2.6.1. bereits erlautert, werden durch @aten die anderen Leukozyten in die
weitere Analyse nicht mit eingezogen.
Im zweiten Dot Plot ist die Fluoreszenzintensitéh\CD3PerCP auf der Abszisse gegen den
SSC aufgetragen. Hier sind mit einem Gate die Casgtiwen T-Lymphozyten zu versehen.
Damit entfallen die CD3-negativen Lymphozyten aesweiteren Analyse (siehe 2.6.1.).
Im dritten Punkthistogramm ist auf der Abszisse Hieoreszenzintensitat von CD3PerCP
gegen die Fluoreszenzintensitat des fur jede Messpeziellen PE-gebundenen-Antikorper
(im Beispiel fur die Aktivierungskontrolle CD69PE)f der Ordinate aufgetragen. Dieses Dot

Plot ist durch ein verschiebbares Kreuz in vier @aaten unterteilt:

UL- Upper Left (oben links)
UR- Upper Right (oben rechts)
LL- Lower Left (unten links)
LR- Lower Right (unten rechts)
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Abbildung 6: Analyse der gemessenen Proben

In der linken Feldhalfte werden CD3PerCP-negatigers von CD3PerCP-positiven Zellen in
der rechten Feldhélfte getrennt. Durch die Vordedekin den davor abgehaltenen Mess- und
Analyseschritten sollten sich in der linken Feldiigékeine Zellenpunkte, also keine CD3-
negativen Zellen, mehr befinden.

Durch die horizontale Linie werden in der oberenftd&die Zellen dargestellt, an die der
jeweils fur die Probe spezielle PE-markierte-Antggr gebunden hat (im Beispiel der
Aktivierungskontrolle von CD69PE). In der unteregidhalfte befinden sich entsprechend die
Zellen, die negativ fur diesen Antikdrper sind. Darschiebliche Kreuz sollte so an die
jeweilige Zellwolke angepasst werden, dass die dmeidlinien als optimal eingestellter
Grenzwert fur negative und positive Zellen zu bearesind.

Bei der Aktivierungskontrolle sollten sich 90% CDE®-positive Zellen im Bereich UR
befinden, damit die Messreihe als korrekt stimtigawertet werden kann (3.5.4.).

Fiar die stimulierte Permeabilitatskontrolle solltsich ebenfalls mindestens 90% CDG69PE-
positive Zellen im Bereich UR befinden (3.5.5.).

In der Analyse der Proben stellt der UR-Wert deszpntualen Anteil an T-Lymphozyten dar,
die das in der Messung markierte Zytokin produzieben. Dieser Wert bildet das End-

ergebnis jeder einzelnen Probenmessung und wigddtg notiert.
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2.10 Bestimmung von Glutamin mittels hochauflésende Fluoreszenz-Hochdruck-
Flassigkeits-Chromatographie (F-HPLC)

Die Bestimmung von Glutamin im Plasma erfolgte rhibchauflosender Fluoreszenz-

Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie (F-HPLC). fiba wurden die Plasmaproben

lyophylisiert (Gefriertrocknung unter Hochvakuum b80°C, CIT-2, Heraeus, Hanau). Die

Lyophilisierung ermdglicht die langerfristige Lag#rigkeit der Proben bis zur

Derivatisierung.

2.10.1 Automatisierte Vorsaulen-Derivatisierung

Die lyophilisierten Proben wurden vor der Vorsadenvatisierung manuell durch
Aufpipettieren von 280 pl Standardextraktionspufglost und in einen methanolischen
Extrakt Uberfuhrt. Der Standardextraktionspufferstbht aus einem Gemisch von 80%
.Methanol fur die HPLC" und 20% 40 fur die HPLC" (beide Merck, Darmstadt), der
zusatzlich zur internen Standardisierung der Ailalytdas in physiologischen
Aminosaurengemischen nicht vorkommende Homoserign{& Deisenhofen) in einer
Konzentration von 4 pug/ml  beinhaltet.  Dartber  hsau gewahrleistet  der
Standardextraktionspuffer die kurzfristige Lagersfdigkeit der resuspendierten
Aminosaurenlyophilisate im Rahmen der sich ansBkllen automatisierten Vorsaulen-
Derivatisierung. Nach der Zentrifugation (RotixafKJuttlingen) wurden 200 pl des Extrakts
in ein spezielles ProbengefaR gebracht (2-ER&hromacoll, Trumbull, USA) und
anschlieBend automatisiert mit 0,5 M Boratpuffelr @inen pH=9,5 basisch gepuffert. Danach
wird O-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol-Reagenz (OmPvol-Reagenz) zur
Fluoreszenzmarkierung der Aminosauren zugeseta. Merivatisierung wurde nach exakt
120 Sekunden durch Neutralisierung mittels 0,75 @l igestoppt, um die Stabilitdt der im
alkalischen Medium Fluoreszenz-markierten Aminosawu gewahrleisten und die Stabilitat
des Saulenmaterials zu schonen. Dieser Ansatz wuederhin mit dem Elutionspuffer A 1:4

verdinnt und 50 ul dieser Losung in das Systermiénji

2.10.2 Gradientenelution

Nach sorgfaltiger Aquilibrierung der Analytik Ubemehr als vier Stunden erfolgte die
Gradientenelution. Zur Verwendung kam ein binaréseensystem mit Methanol-Acetat
(0,05 M)-Puffern. Die Elutionspuffer wurden mit em Flussrate nach den in Tabelle 2
beschriebenen Mischungsverhaltnissen in das F-HBystem eingespeist. Die von der

Gradientenpumpe erzeugte Flussrate betragt 1 nmX.nDer aufgrund dieser Flussrate im
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System entstehende Arbeitsdruck betrug je nacheRMischungsverhéltnis zwischen 2900
und 3500 PSI. Die zur Fluoreszenzdetektion der Asdnren verwendete
Anregungswellenlange lag bei 330 nm, die Emissi@tiswlange bei 450 nm.

Tabelle 9: Elutionsbedingungen des bindren Gradiemnelutionssystems zur Analyse von Glutamin.

Gradientenzeitverlaufe

Zeit (min) Puffer A Puffer B
0 97 3
3 97 3
3,1 100 0
37 70 30
63 0 100
67 97 3

Puffer A: 19% Methanol / 81% 0,05 M Acetat, pH 7,2

Puffer B: 75% Methanol / 25% 0,05 M Acetat, pH 7,2

Flussrate: 1 ml/min

Druck: 2900 PSI + 150 PSI (A: 97%/B: 3%)
Fluoreszenzdetektion:

Anregungswellenldnge: 330 nm, Emissionswellenlange: 450 nm

Zur Verwendung kommen zwei vorgemischte MethanadtAtpuffer | PSI = 6894,76°Pa.

2.10.3 Qualitatskontrolle bei der Bestimmung vasplatischem Glutamin mittels F-HPLC
Um die Reproduzierbarkeit und die Qualitdt der Megsbnisse im Rahmen der F-HPLC
Quantifizierung der Aminosauren konstant gewahseiszu kénnen, wurde die Analytik
kontinuierlich mittels externen sowie internen Skamlisierungsverfahren dberwacht.
Die Variationskoeffizienten fir die Reproduzierbaitkder Methodik (Variationskoeffizienten
der Flachen) betragen bei Reihenanalysen von Sterdenosaurenproben im Durchschnitt
zwischen 0,86% und 2,34% sowie bei ,Tag-zu-Tag"Ipsen zwischen 1,88% und 4,69%.
Die Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten beih®wnalysen liegt im Mittel zwischen
0,02% und 0,23% und bei ,Tag-zu-Tag"-Analysen zhest 0,04% und 0,72%. Wie die
Ergebnisse der Reihen- aber auch der ,Tag-zu-Tag&rduchungen zeigen, gewahrleistet der
verwendete Standardextraktionspuffer (80%/20% Muihbl,0-Gemisch) die kurzfristige
Lagerfahigkeit, so dass es auch nach Resuspendieruter Iyophilisierten
Standardaminosaurenproben zu keiner weiteren chbarisUmwandlung beziehungsweise
zum Verlust an Fluoreszenzaktivitat kommt. Die Veidohdungsrate betrug sowohl bei den
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Aminosaurenstandardproben wie bei den Plasmaprdiremie untersuchten Aminosauren
100%.

2.11 Statistik

Damit die Null-Hypothese fir beide Hauptzielparaengtdie IL-2-Produktion am ersten
postoperativen Tag und die Infektionsrate, abgelehmerden kann, muss der
Stichprobenumfang das Maximum der Schétzung fir bsielen Parameter betragen. Zur
Schatzung des Stichprobenumfangs wird von folgekebenheiten ausgegangen:

Fur die IL-2-Produktion gingen wir bei einem Mittedrt von 45% der Fluoreszenzintensitat
von einer relevanten Differenz von 9% aus. Bei rel@obachteten Standardabweichung der
Synthese von 10%, einem von 0,05 und einer Power von 0,8 ergibt sich ein
Stichprobenumfang von n=20 pro Gruppe (5,16).

Die deskriptive Darstellung der Ergebnisse erfoldtech das arithmetische Mittel und die
Standardabweichung. Als weitere Lage- und Streuuage wurden der Median (50%-Quartil)
und die Terzile bestimmt. Die Daten wurden mit dehapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
Uberpruft (19).

Vergleiche zwischen der Glutamin-, Aminosauren- ufahtrollgruppe wurden mit einer
Varianzanalyse und dem Scheffé-Test als multiplemachlusstest beziehungsweise denf-Chi
Test untersucht. Fragestellungen zum zeitlichedadémwurden mit einer Varianzanalyse fur
Messwiederholungen (,repeated measures analysislysiert (84). Im Anschluss wurden
multiple Vergleiche zum vorhergehenden Messzeitpduokchgefiihrt. Das Signifikanzniveau,
das auf 0,05 festgelegt wurde, wurde dabei nachfeBami korrigiert. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm SPSS fur Windows VersidrD.1. im Statistikbiro MoreData,
Gielen.
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3. Ergebnisse

3.1 Grunddaten

An dieser Studie nahmen insgesamt 79 Patienterdieitien folgenden drei Gruppen
zugeordnet wurden:

Gruppe 1: glutaminhaltige Dipeptaminlésung (n = 31)

Gruppe 2: glutaminfreie Aminoséaureldésung (n = 27)

Gruppe 3: aminosaurefreie NaCl-Losung (n = 21)

Im Folgenden werden die Grunddaten der Patientesll#aisch dargestellt.

3.1.1 Patientencharakteristika nach Gruppen

Tabelle 10: Patientencharakteristika nach Untersuchngsgruppen

Patientencharakteristika

Glutamin Aminosauren Kontrolle
n=31 n=27 n=21 p-Wert
Patientenalter [Jahre] 71,3 + 74 68,3 + 9,3 68,7 + 7,6 p = 0,323
Geschlecht
mannlich| 21 15 17 p =0,488
weiblich| 10 12 4 p = 0,509
Body mass Index [kg/m?] | 26,4 + 3,2 26,2 + 3,5 27,1 + 4,3 p=0,676
ASA 31 + 0.2 3,0 +0,2 3,0 +0,2 p =0,101
EF [%] 57,4 + 11,8 59,5 + 11,6 53,4 + 17,3 p = 0,295
LVEDP [mm Hg] 17,6 + 10,2 16,6 + 7,8 12,6 + 8,2 p =0,132
Anzahl praoperativer
Myokardinfakte pro Patient| 0,32 + 0,48 0,33 + 0,55 0,33 + 0,48 p =0,999

ASA (Score der American Society of Anesthesiologists),
EF (Ejektionsfraktion), LVEDP (Linksventrikularer enddiastolischer Druck)

In der Tabelle 10 ist der Durchschnitt der allgemeai Daten (Alter, Geschlecht, BMI, ASA,
EF, LVEDP, Anzahl der praoperativen Infarkte) deudtenpatienten mit dazugehoériger
Standardabweichung, nach Gruppenzugehoérigkeit rggtrangegeben. Es zeigten sich keine

Unterschiede zwischen den Gruppen Glutamin, Amim@séaund Kontrolle.
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3.1.2 Patientencharakteristika, getrennt nach demetlsuchungsorten.

Tabelle 11: Patientencharakteristika nach Untersuchngsorten

Patientencharakteristika

Giel3en Bad Nauheim
n=43 n=36 p-Wert
Patientenalter [Jahre] 70,6 + 8,6 68,4 + 7,3 p = 0,229
Geschlecht
mannlich| 27 26 p =0,615
weiblich| 16 10 p = 0,509
Body mass Index [kg/m?] | 27,0 + 4,1 26,1 + 2,9 p=0272
ASA 3,1 +03 3,0 +0.2 p = 0,092
EF [%] 557 + 7,2 59,2 + 9,8 p = 0,082
LVEDP [mm Hg] 17,8 + 9,4 15 + 8,3 p=0,168
Anzahl praoperativer
Myokardinfakte pro Patient| 0,35 + 0,52 0,31 + 0,46 p=0,721

ASA (Score der American Society of Anesthesiologists),
EF (Ejektionsfraktion), LVEDP (Linksventrikularer enddiastolischer Druck)

In der Tabelle 11 ist der Durchschnitt der allgameai Daten (Alter, Geschlecht, BMI, ASA,
EF, LVEDP, Anzahl der praoperativen Infarkte) deudtenpatienten mit dazugehoériger
Standardabweichung, getrennt nach den Untersucbriegsangegeben. Es zeigten sich keine

Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen.
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3.2 Operationscharakteristika

Tabelle 12: Operationscharakteristika

Operationscharakteristika

Glutamin Aminosauren Kontrolle
n=31 n=27 n=21 p-Wert
Operationszeit [min] 213 + 67 222 + 70 229 + 67 p=0,795
Extrakorporale Perfusionszeit [min] 104 + 42 113 + 46 120 + 41 p=0,414
Kardiale Ischamiezeit [min] 68 + 23 71 + 30 72 + 28 p=0,851
Art der Operation
ACB[n]] 15 13 15 p =0,996
AKE [n] 8 5 2 p=0,173
MKE [n] 0 1 0 p=0,991
ACB + AKE [n] 5 4 4 p =0,996
ACB + MKE [n] 3 2 0 p=0,263
AKE + MKE [n] 0 2 0 p = 0,497
Art der Kardioplegie
Brettschneider [n]] 16 9 7 p=0,258
Blutkardioplegie [n] 8 10 4 p=0,213
Calafiore [n] 7 8 10 p =0,081
EKZ-Bilanz [ml] 984 + 1067 950 + 1119 1302 + 970 p = 0,466
Cl vor EKZ [l/min/m?] 1,7 + 04 19 + 05 19 + 05 p=0,179
Cl nach EKZ [I/min/mz] 27 + 09 2,7 + 0,3 26 + 0,6 p=0,841
SVR vor EKZ [dyn/sec/cm®] 1729 + 960 1526 + 607 1529 + 435 p=0,494
SVR nach EKZ [dyn/sec/cm’] 1014 + 343 1081 + 422 1067 + 335 p=0,769
Minimale Temperatur unter EKZ [C] | 31,5 + 2,2 31,9 + 20 313 + 24 p =0,620
Blutzucker [Maximalwert] [mmol/l] 88 + 2,7 95 + 3,3 8,1 + 27 p=0,261
Laktat [Maximalwert] [mmol/l] 22 + 11 23 + 13 1,7 + 05 p=0,127
Insulin [I.E.] 06 + 24 23 + 6 2,7 + 53 p=0,219
EK [n] 16 + 1,8 1,7 + 23 12 + 1,7 p =0,659
FFP [n] 06 + 1.2 08 + 1,7 04 + 11 p =0,604
Aprotinin [Mio E.] 09 + 09 0,8 + 0,8 10 + 10 p=0,744
Kristalloide [ml] 1758 + 693 1685 + 574 2109 + 887 p=0,105
Kolloide [ml] 387 + 264 350 + 268 435 + 265 p =0,548
Katecholamine
Adrenalin [ug]] 41 + 135 30 + 77 58 + 229 p=0,817
Noradrenalin [ug]] 69 + 159 33 + 91 86 + 324 p = 0,640
Dopamin [ug]| 2282 + 4407 3249 + 3813 3078 + 3639 p=0,623
Milrinone [ug]] 467 + 1404 600 + 1603 1001 + 3286 p =0,205

ACB (Aortokoronarer Bypass), AKE (Aortenklappenersatz), MKE (Mitralklappenersatz),
Cl ("Cardiac Index"), EKZ (Extrakorporale Zirkulation), SVR (Systemischer GefaRwiderstand),
EK (Erythrozytenkonzentrat), FFP ("Fresh Frozen Plasma"), TK (Thrombozytenkonzentrat)
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In der Tabelle 12 sind die verschiedenen Operatltarsikteristika, die in dieser Studie
bertcksichtigt wurden, dargestellt. Neben der dlgdgndurchgefiihrten Operation und der Art
der Kardioplegie, sind auch die absolute Operaimge und die Zeiten von wichtigen
Zwischenschritten, wie der kardialen Ischamie (mimd der extrakorporalen Perfusion
(=EKZ, min), aufgefuhrt.

Es gab keine Unterschiede fur die folgenden betedeh Parameter zwischen den drei
Patientengruppen.

Untersuchte Herz-Kreislauf-Parameter sind der @artiidex (=Cl, Pumpleistung des Herzens,
I/min/m?) vor und nach der EKZ, der systemische GefaRwiaeds(dyn/sec/ci) vor und nach
der EKZ und die Bilanz der EKZ (ml). Des weitererurde auf3er dem maximalen
Blutzuckerspiegel (mmol/l), dem maximalen Blut-LaikWert (mmol/l) und der minimal
erreichten Korperkerntemperatur unter EKZ nochengtiwie viel Erytrozytenkonzentrat (n),
Frischplasma (n), Insulin (I.E.), Aprotinin (Mio.Eiristalloide und kolloide Infusionslésung
(ml) und Katecholamine (Adrenalin, Noradrenalin,p2amin, Milrinone,ug) im Durchschnitt

pro Patientengruppe verabreicht wurde.
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3.3 Klinische Parameter

Tabelle 13: Klinische Parameter

Klinische Parameter

Glutamin Aminosauren Kontrolle
n=31 n=27 n=21 p-Wert
CRP [mg/l]
praoperativ 12 + 15 13 + 22 16 + 21 p =0,287
postoperativ 10 + 15 15 + 25 8 +9 p=0,372
PoT 1 78 + 38 93 + 52 92 + 32 p =0,326
PoT 2 92 + 82 107 + 107 94 + 88 p =0,810
PoT 3| 114 + 85 129 + 118 136 + 97 p=0,717
Katecholamine (kumuliert)
Applikationsdauer [Stunden]| 11,7 (0-68) 11 (0-79) 14,2 (0-78) p =0,802
Adrenalin [ug]| 62 (0-801) 31  (0-295) 63  (0-1129) p=0,768
Noradrenalin [ug] 73 (0-917) 46 (0-512) 89 (0-1536) p=0,765
Dopamin [mg]| 13,2 (0-116) 16,4 (0-57) 9,5 (0-24) p =0,481
Dobutamin [mg]| 0,61 (0-8,44) 0,62 (0-15,1) 0,09 (0-1,00) p=0,635
Milrinone [mg] 10 (0-83) 7 (0-90) 25 (0-226) p=0,157
"Assist Device" [Tage]| 0,1 (0-4) 0 0,4 (0-3) p=0,184
Postoperative Beatmung [Stunden] 12 (3-57) 12 (5-79) 11 (2-78) p=0,971
Neurologie [Tage] 1,4 (0-4) 0,8 (0-4) 1 (0-4) p = 0,145
Kreatinin [mg/dl]
préaoperativ 1,1 + 0,3 1,1 + 0,4 1,0 + 0,2 p =0,469
postoperativ| 1,0 + 0,3 1,1 + 0,4 1,1 + 0,3 p =0,441
PoT 1 1,0 + 0,2 1,0 + 0,3 1,0 + 0,3 p =0,999
PoT 2 11 + 0,3 1,2 + 0,8 1,2 + 04 p=0,264
PoT 3| 12 + 04 1,4 + 1,0 1,2 + 0,6 p = 0,252
Harnstoff [mg/dl]
préoperativ 43 + 16 52 + 25 42 + 8 p =0,098
postoperativ 49 + 13 53 + 18 45 + 9 p=0,154
PoT 1 58 + 18 54 + 24 48 + 9 p=0,171
PoT 2 71 + 24 66 + 30 59 + 21 p =0,256
PoT 3 70 + 26 83 + 43 63 + 21 p = 0,089
Furosemid (kumuliert) [mg] 25 (0-100) 63 (0-720) 48 (0-375) p=0,278
GOT [u/l]
préaoperativ 24 + 14 27 + 16 24 + 14 p=0,629
postoperativ 42 + 24 44 + 22 34 + 13 p =0,236
PoT 1 56 + 32 69 + 57 45 + 30 p=0,146
PoT 2 38 + 18 46 + 31 31 + 18 p = 0,089
PoT 3 37 + 19 39 + 19 34 + 20 p=0,676
GPT [U/]
préoperativ 26 21 31 + 27 32 + 28 p=0,638
postoperativ] <~ ———— E R —
PoT 1 35 + 15 36 + 29 30 + 12 p =0,566
PoT 2 24 + 14 30 + 28 25 + 19 p = 0,527
PoT 3 29 + 19 35 + 28 26 + 20 p=0,371
SOFA-Score
praoperativl 0,2 *+ 0,2 0,2 0,2 0,2 £0,2 p=0,999
postoperativ| 6,8 + 3,4 69 + 31 79 £ 31 p=0,439
PoT 1| 35 + 1,9 35 +1,8 4,0 + 25 p=0,632
PoT 2| 25 + 1.8 25 +21 28 +25 p =0,855
PoT 3 19 £ 1,7 2,0 +20 2,0 +20 p=0,973

PoT (Postoperativer Tag), CRP (C-reaktives Protein), GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase),
GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase), SOFA ("Sequential Organ Failure Assessment")

In der Tabelle 13 sind die Begleitkriterien, wigem?2.2 beschrieben, dargestellt. Dabei handelt
es sich um klinische Parameter des postoperatiwtaMs. Es sind jeweils der arithmetische
Mittelwert, sowie die dazugehdorige Standardabweighder drei Patientengruppen angegeben.
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Die Zahlen in den Klammern geben den minimalen orakimalen gemessenen Wert des
zugehorigen Parameters an.

Der SOFA-Score setzt sich aus der Summe der Bemgeriton sechs Organsystemen
zusammen, wobei jedes einzelne Organ nach funkigoneZustand mit Punkten von null bis
vier beurteilt wird. Vincent et al. konnten in velngedenen Untersuchungen zeigen, dass der
SOFA-Score durchaus als Kontrollparameter zur Bdurtg des Ist-Zustandes und als
Verlaufsparameter von kritisch kranken Patientehdmr Intensivstation geeignet ist und in
Korrelation zur Mortalitéat dieses Patientenkollgktisteht (91, 92). Die Patienten der drei
Gruppen unterschieden sich nicht hinsichtlich dB®Spiegels, der Anzahl und der Dauer der
eingesetzten Katecholamine, der Beatmungsdauer, daaftreten neurologischer
Komplikationen, der Nierenfunktion einschlief3licardsabe von Diuretika, der Leberfunktion

(Transaminasen) und dem SOFA-Score.

34 Infektionsrate sowie klinisches ,Outcome*

Tabelle 14: Darstellung von infektiologischen Paramtern, Liegezeiten und "Outcome"

Glutamin Aminosauren Kontrolle p-Wert
n=231 n =27 n=21

Infektionen [n] 1 0 2 p = 0,558
Antibiotika [n] 4 1 2 p =0,358
Dauer der 4+1 4+0 4+1 p = 0,999
Antibiotikagabe [Tage]

Intensivliegezeit [Tage] 26+2,0 22+1,7 20+1,2 p=0,436
Krankenhausliegezeit 9,1+2,8 9,1+3,2 9,2+1,8 p = 0,989
[Tage]

Gestorben [n] 0 0 1 p = 0,403

In der Tabelle 14 sind folgende Parameter zur ®8dung des klinischen Verlaufes der drei
Patientengruppen aufgefuhrt: Anzahl der aufgeteztdnfektionen, Anzahl der verabreichten
Antibiotika, Dauer der Antibiotikagabe in Tagen,U2a des Aufenthaltes auf Intensivstation in
Tagen, die absolute postoperative Krankenhausdu#iseeit in Tagen und die Anzahl der
verstorbenen Patienten. Es ist bei keinem der delifen Parameter ein signifikanter

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen erkennba
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3.5  Leukozytenzahlen im zeitlichen Verlauf

Tabelle 15: Leukozyten im zeitlichen Verlauf

Leukozyten im Verlauf

Glutamin Aminosauren Kontrolle

(n=31) (n=27) (n=21) p-Wert

Leukozyten [Giga/l]
praoperativ| 45 + 0,9 1 49 + 25 48 + 1,8 p = 0,689
postoperativ| 8,9 + 3,3 # 9,1 +49 }# 6,7 + 3,2 # p=0,075
PoT 1| 11,0 + 2,8 T 10,9 + 2,2 10,3 + 2,7 # p = 0,606
PoT 2| 11,4 + 3,0 11,4 + 29 10,8 + 2,4 p = 0,706
PoT 3| 10,0 + 2,3 F# 10,0 + 2,4 F# 9,0 + 1,7 F# p=0,232

Lymphozyten [Giga/l]
praoperativ| 1,0 + 0,2 1,0 + 0,2 1,0 + 0,2 p = 0,999
postoperativ| 1,4 + 0,7 }# 1,1 + 05 1,1 +04 p =0,078
PoT1| 08 + 0,3 F# 09 + 0,3 09 + 0,3 p = 0,356
PoT2| 1,1 + 0,3 F# 1,2 + 0,3 F# 1,1 + 0,3 + p = 0,444
PoT3| 12 + 04 1,4 + 0,6 1,4 + 0,6 p=0,268

Monozyten [Giga/l]
praoperativ| 0,3 + 0,3 0,4 + 0,3 0,3 +0,2 p =0,320
postoperativ| 0,4 + 0,3 04 +04 0,3 +0,2 p =0,469
PoT 1 04 + 0,3 04 +0,2 0,4 + 0,3 p =0,999
PoT2| 04 + 0,3 0,5 + 0,4 04 + 0,3 p=0,462
PoT 3] 04 + 0,3 0,4 +0,3 0,4 + 0,2 p =0,999

Neutrophile [Giga/l]
praoperativ| 3,0 + 1,0 1 34 +25 37 +1,9 p = 0,404
postoperativ| 7,2 + 2,877 76 + 45 g 54 + 3,0 g p = 0,086
PoT 1| 10,0 + 26 +# 9,9 + 23 F# 9.1 + 24 + p = 0,392
PoT 2| 10,3 + 2,9 98 + 3,0 94 + 39 p = 0,606
PoT 3| 87 + 2,6}# 82 + 24 Fu 72 + 2,7}# p=0,122

# p<0,05 (Veréanderung im zeitlichen Verlauf)
PoT (postoperativer Tag)

In der Tabelle 15 sind die durchschnittlichen Lenkenzahlen (*1¥pl) im Verlauf zu den
funf Messzeitpunkten der drei Patientengruppen aidelit unter Angabe der
Standardabweichung. Zwischen den Werten, die mérd{lammer und einer Raute verbunden
sind, ist eine signifikante Verdnderung der Zellzahzeitlichen Verlauf zu erkennen.

Die Leukozyten weisen einen signifikanten Anstiem \der pra- zur postoperativen Messung,
sowie ein signifikantes Absinken der Zellzahl 2zwieos dem zweiten und dritten
postoperativen Tag in allen drei Patientengruppgn@es weiteren steigt die Leukozytenzahl
in der Glutamin- und der Kontrollgruppe von der tppgrativen Messung bis zum ersten

postoperativen Tag signifikant an.
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In der weiteren Aufteilung der Leukozyten in ihratergruppen sind folgende Veranderungen
erkennbar:

Ein signifikanter Anstieg der Lymphozyten ist irleal drei Gruppen von der Messung am
ersten zu der Messung am zweiten postoperativen Zllagehen. Des weiteren ist in der
Glutamingruppe ein signifikanter Anstieg von derd-pzur postoperativen Messung und ein
signifikantes Absinken von der postoperativen Magszur Messung am ersten Tag zu
verzeichnen.

In der Gruppe der neutrophilen Granulozyten sinffjeiode signifikante Veranderungen
innerhalb aller Patientengruppen zu sehen: Anstoey der ersten zur zweiten und von der
zweiten bis zur dritten Messung, sowie eine Verminodg der Zellzahl von der vierten zur
funften Messung.

Innerhalb der Gruppe der Monozyten ist keine silgaifte Veranderung erkennbar.

3.6.  Grafische Darstellung der Messergebnisse

In den folgenden Grafiken sind die Interleukin proiérenden T-Lymphozyten und der
Plasma-Glutamin-Spiegel im zeitlichen Verlauf datg#t. Die zu den einzelnen Messreihen
gehdrenden Werte, eingetragen in Tabellen, sindnirang zu finden.

Eine untergliederte Darstellung der einzelnen Megggen in die jeweiligen Terzile erfolgte

nur in den Ausnahmen, bei denen aufgrund der fdeletHomogenitat der einzelnen Gruppen

Unterschiede in den einzelnen Terzilen zu erwantaren.
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3.6.1 Interleukin-2, Gesamt

IL-2 Gesamtdarstellung
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Abbildung 7: IL-2, grafische Darstellung

In der Graphik ist die IL-2 Produktion der T-Lympyben der drei Patientengruppen im
zeitlichen Verlauf dargestellt.

Auf der Abszisse sind die fluinf Zeitpunkte der Probhessungen mit folgenden Abkirzungen
aufgetragen: praop. steht fur die praoperative Muwgspostop. flr die postoperative und
postop.Tagl-3 stehen fir die Messzeitpunkte am Btodpes ersten bis dritten postoperativen
Tages.

Auf der Ordinate ist der prozentuale Anteil an siiierten CD3-T-Lymphozyten aufgetragen,
bei denen eine intrazellulare IL-2-Produktion naelslar war.

Die langs gestreiften Saulen reprasentieren diemah der Glutamin-Gruppe und der dartber
stehende Wert gibt den jeweiligen Mittelwert zu gdenschiedenen Messzeitpunkten an.

Die weilRen Saulen zeigen den zeitlichen Verlauf Easentenkollektivs der Aminosauren-
Gruppe, mit dem jeweiligen Mittelwert der Messwe#ar Darstellung des Verlaufs der NaCl-
Patientengruppe sind die langs gestrichelten Sauoleler Graphik aufgetragen, ebenfalls mit
den daruber stehenden Mittelwerten.

Die von den einzelnen Mittelwerten senkrecht naobnoausgehenden Balken sind die zu den

Mittelwerten gehoérenden Standardabweichungen.
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Zwischen den mit Klammern und Raute verbundenerp@m war im zeitlichen Verlauf eine
signifikante Veranderung an Interleukin produziel@m T-Zellen messbar. Dies entspricht hier
einem Absinken des prozentualen Anteils an IL-2dpmeerenden T-Lymphozyten zwischen
dem Zeitpunkt der postoperativen Messung zur Mesanm ersten postoperativen Tag in allen
drei Patientengruppen.

Zwischen den einzelnen Patientengruppen ist atigedikein wesentlicher Unterschied
bezuglich der prozentualen Anzahl an IL-2-prodwemelen T-Lymphozyten zu den einzelnen

Messzeitpunkten erkennbar.

3.6.2 Interleukin-2, Terzile 1

Interleukin-2 Terzile 1
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Abbildung 8: IL-2, Terzile 1, grafische Darstellung

In der Abbildung 8 ist der zeitliche Verlauf deopentualen Anteils an IL-2 produzierenden
CD3'-T-Lymphozyten der ersten Terzile dargestellt.

Eine signifikante Steigerung des prozentualen Asta IL-2 produzierenden T-Lymphozyten
tritt in der Terzile-1 zwischen der praoperativerd uler postoperativen Messung auf und es ist
ein signifikantes Absinken zwischen der postopeeatiMessung und der Messung am ersten

Tag in allen Patientengruppen erkennbar.
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Des weiteren ist in der postoperativen MessungAaizahl der IL-2 produzierenden T-Zellen
in der Glutamingruppe gegenuber den anderen bé&deppen signifikant hdher.
Der Verlauf der Terzile ist signifikant nicht koast.

3.6.3 Interleukin-1

IL-1 Gesamtdarstellung
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Abbildung 9: IL-1, grafische Darstellung

In der Abbildung 9 ist der zeitliche Verlauf deopentualen Anteils an IL-1 produzierenden
CD3'-T-Lymphozyten dargestellt.

Zwischen den Patientengruppen ist kein signifikakteterschied beziiglich der prozentualen
Anzahl an IL-1-produzierenden T-Lymphozyten erkeamb

Der Verlauf der Terzile ist signifikant nicht koast.
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3.6.4 Interleukin-8, Gesamt

IL-8 Gesamtdarstellung
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Abbildung 10: IL-8, grafische Darstellung

In der Abbildung 10 ist der zeitliche Verlauf de®zentualen Anteils an IL-8 produzierenden
CD3'-T-Lymphozyten dargestellt.

Zwischen den Patientengruppen ist kein signifikakteterschied beziiglich der prozentualen
Anzahl an IL-8-produzierenden T-Lymphozyten zu darzelnen Messzeitpunkten erkennbar.

Im zeitlichen Verlauf ist jedoch in allen drei Gpgn ein signifikanter Anstieg des

prozentualen Anteils an IL-8 produzierende T-Lympften zwischen der pra- und der
postoperativen Messung erkennbar. Des weiterem istlen drei Gruppen ein signifikanter

Abfall zwischen der postoperativen und der Messamgersten postoperativen Tag, sowie vom

ersten auf den zweiten postoperativen Tag zu w&raen.
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IL-8 produzierende T-Lymphozyten in %

3.6.5 Interleukin-8, Terzile 1

Interleukin-8, Terzil 1
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Abbildung 11: IL-8, Terzile 1, grafische Darstellurg

In der Abbildung 11 ist der zeitliche Verlauf de®zentualen Anteils an IL-8 produzierenden
CD3'-T-Lymphozyten der ersten Terzile dargestellt.

Zwischen den Patientengruppen ist kein signifikakteterschied beziiglich der prozentualen
Anzahl an IL-8-produzierenden T-Lymphozyten zu darzelnen Messzeitpunkten erkennbar.
Im zeitlich Verlauf ist ein signifikanter Anstiegwischen der praoperativen und der
postoperativen Messung und ein signifikanter Aldalischen der Messung am ersten und am
zweiten postoperativen Tag in allen drei Gruppeerkennen.

Der Verlauf des zeitlichen Durchschnitts lasst ziwen den Gruppen keine signifikanten

Unterschiede erkennen, lediglich der Verlauf dazile ist signifikant nicht konstant.
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3.6.6 Interleukin-10, Gesamt

IL-10 Gesamtdarstellung
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Abbildung 12: IL-10, grafische Darstellung

Der Verlauf des zeitlichen Durchschnitts lasst ziwen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede erkennen, lediglich der Verlauf derzile ist signifikant nicht konstant.

In der Abbildung 12 ist der zeitliche Verlauf de®zentualen Anteils an IL-10 produzierenden
CD3'-T-Lymphozyten dargestellt.

Zwischen den Patientengruppen ist kein signifikakteterschied beziglich der prozentualen
Anzahl an IL-10-produzierenden T-Lymphozyten zu demzelnen Messzeitpunkten
erkennbar.

Im zeitlichen Verlauf ist jedoch in allen drei Gpgn ein signifikanter Anstieg des
prozentualen Anteils an IL-10 produzierenden T-Lywogyten zwischen der postoperativen
und der Messung am ersten postoperativen Tag drkenides weiteren ist in allen drei
Gruppen ein signifikanter Abfall zwischen der Masgwom ersten postoperativen auf den
zweiten postoperativen Tag zu verzeichnen.

Der Verlauf des zeitlichen Durchschnitts lasst ziwen den Gruppen keine signifikanten

Unterschiede erkennen, lediglich der Verlauf dezile ist signifikant nicht konstant.
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3.6.7 Interleukin-10, Terzile 1

Interleukin-10, Terzile 1
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Abbildung 13: IL-10, Terzile 1, grafische Darstelling

In der Abbildung 13 ist der zeitliche Verlauf de®zentualen Anteils an IL-10 produzierenden
CD3'-T-Lymphozyten dargestellt.

Zwischen den Patientengruppen ist kein signifikakteterschied beziiglich der prozentualen
Anzahl an IL-10-produzierenden T-Lymphozyten zu demzelnen Messzeitpunkten
erkennbar.

In der Terzile 1 ist ein signifikanter Anstieg zel®en der praoperativen und der postoperativen
Messung und ein signifikanter Abfall zwischen deeddung am ersten und am zweiten

postoperativen Tag in allen drei Gruppen zu erkenne
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3.6.8 Plasma-Glutamin-Spiegel

Plasma-Glutamin-Spiegel Gesamtdarstellung
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Abbildung 14: Plasma-Glutamin-Spiegel, grafische Dastellung

In der Abbildung 14 ist der zeitliche Verlauf dedagtna-Glutamin-Spiegels der drei
Patientengruppen dargestellt.

Auf der Ordinate sind die funf Zeitpunkte der Pnoimbessung gekennzeichnet. Auf der
Abszisse ist der Plasma-Glutamin-Spiegel in mnaalfgetragen.

Die Plasma-Glutamin-Spiegel der GlutamingruppeinstVergleich zu den anderen beiden
Gruppen zu den Zeitpunkten der postoperativen Mwgsind den Messungen am ersten,

zweiten und dritten postoperativen Tag signifikiadlher.
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4. Diskussion

4.1 Bestimmung intrazelluléarer Zytokine mittels Durchflusszytometrie

4.1.1 Die Methodik:

Es bestehen verschiedene Mdglichkeiten, Zytokinaligdiv und quantitativ zu bestimmen.
Haufig wird diese Untersuchung mit Hilfe von ELIS#er RIA durchgefuhrt (63, 74, 95). Mit
diesen Techniken lassen sich produzierte und baretPlasma sezernierte Zytokine vor allem
mengenmalig beurteilen. Ein Hauptproblem dieser hdbtBk besteht in der kurzen
Halbwertzeit der meisten Mediatoren (94). Bei eit@mgeren Stimulationszeit oder nicht
sofortigem Messen der Proben nach der Aufarbeitkiagnen falsch niedrige Werte bestimmt
werden. Des weiteren kann durch einen gemesserteki@gpiegel keine exakte Aussage tber
das Vorliegen von biologisch aktiven Zytokinen géfen werden, da diese zum Teil an
Rezeptoren gebunden sein kdnnen und damit ihretieunkerloren haben. Dennoch werden
sie noch Uber bestimmte Oberflachenstrukturen regiegen. Aber auch Zellen und andere
Mediatoren konnen die Messergebnisse beeinflusSerbinden beispielsweise Erythrozyten
frei zirkulierendes IL-8 und entziehen es so elaborchemischen Bestimmung (7).

Ein weiteres Problem besteht darin, dass sich iméne gemessenen Zytokinspiegel nur eine
bedingte Aussage uber die Herkunftszellen trefésst] da viele Zytokine von verschiedenen
Zellen, wie Makrophagen, Endothelzellen oder T-Lyompyten, produziert werden kénnen. So
kann man bei bestimmten Fragestellungen einer &tugii mit der generellen Veranderungen
von Zytokinspiegeln antworten, diese aber nicht eeinveranderten Zellantwort in
differenzierter Weise den einzelnen Zellreihen duen. Dies wirde sonst zu falsch hohen
Ergebnissen fuhren (61).

Umgehen lasst sich dieses Problem, indem die Zalllptionen mittels Dichtegradient oder
immunologischer Beads isoliert werden. Die danacdyzierten Zytokine lassen sich somit
den einzelnen Zellen zuordnen. Allerdings ist digs®age dieser Messergebnisse auch nicht
uneingeschrankt verwendbar. Durch den Prozess aigreAnung der Zellen kann es bereits zu
einer ex vivo Stimulation der Zellen kommen, wa®rdhlls zu falsch hohen Ergebnissen
fuhren kann (61). Somit entspricht das vorliegestlek veranderte Milieu nicht mehr den
physiologischen Bedingungen.

Die in dieser Studie verwendete Methode der imnuaméiszierenden Durchflusszytometrie
erfasst den prozentualen Anteil an T-Zellen, drelestimmtes Zytokin produziert haben. Der
Nachweis erfolgt tber fluoreszierende Antikérpee ein bestimmtes, intrazellular gebunden
vorliegendes Zytokin markieren. Vorteil dieser Mmde ist, dass sich Uber
oberflachenspezifische Antikorper die T-Zellen viben anderen Zellpopulationen erkennen
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und abgrenzen und sich weiter untereinander in kaypooduzierend und
nichtzytokinproduzierend unterteilen und bestimrassen (8).

Da es sich um ein relativ schnelles Messverfahr@mdélt, konnen innerhalb von Minuten
tausende von Zellen bestimmt und ausgewertet webierZellen liegen im Vollblut vor, was
bedeutet, dass das Verhéltnis der relativen Zellenzu der Situation der Patienten in vivo
nicht verandert wird. Auch das normale VerhaltmsSaubstraten, so auch an Glutamin, wird
beibehalten. Dadurch liegen weitestgehend physsdbg Verhaltnisse vor, die eine artifizielle
in vitro Stimulation der Zellen vermeiden soll @.,).

Mit dieser Methode wird allerdings nur der relatixateil an zytokinproduzierenden Zellen
erfasst, weshalb sich keine Aussage uber die aesilenge an produzierten Zytokinen treffen
lasst.

4.1.2 Die Stimulation:

Ohne jegliche Aktivierung der Zellen ist die Zytogroduktion haufig sehr gering. Diese lasst
sich durch eine bewusste in vitro Stimulation stang Dadurch erh&lt man eine Aussage, in
wie weit die Zellen in bestimmten Stresssituatignene chirurgischen Eingriffen oder
Erkrankung, in ihrer Funktion beeintrachtigt sirg).(Zu beachten ist, welche Methode zum
Aktivieren der Zellen verwendet wird, da verschieelé®rodukte unterschiedliche Reaktionen
auf Zellebene hervorrufen. Beispielsweise entfalterschiedene Agenzien nur auf bestimmte
Zelltypen eine optimale Wirkung. So ist das balkdéi Lipopolysaccharid (LPS) ein gutes
Agens zur Stimulation von B-Lymphozyten, Monozytemd Makrophagen bei einer
Inkubationszeit von 24 Stunden. Die Wirkung auf Viriphozyten ist allerdings nur gering
(102). Diese reagieren dagegen auf Concanavalidoh @) ebenfalls bei einer Inkubationszeit
von 24h und einer Glutaminkonzentration von minelest0,1 mM mit einer gesteigerten
Zytokinproduktion. Im Uberstand liel3 sich eine delpp IL-2, eine vierfache IL-10 und eine
Uber vierfache Konzentration an IFNsachweisen. Con A entfaltet hingegen nur einengeri
Wirkung auf B-Lymphozyten (102).

Aber auch auf die unterschiedlichen Subtypen eiRepulation kénnen Stimulanzien
unterschiedlich wirken. Die Forschungsgruppe vomrighet al. (9) kamen in einer Studie zu
dem Ergebnis, dass durch Phytohdmagglutinin (PHAiclgermallen Thl- und Th2-Zellen
aktiviert werden. Hingegen wurde durch Bazillus reette-Guérin (BCG) lediglich die Thl-
Subpopulation zur Proliferation und die fur sieisghe Produktion der Zytokine IL-2 und
IFN-y angeregt. Das Masernvirus wiederum aktivierte Th@-Zellen, die sich auf den Reiz
vermehrt teilten und die Zytokine IL-4 und IL-10opuzierten.
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Zur Aktivierung in vivo sind die T-Zellen von ander Zellen des Immunsystems abhéngig. Sie
selber sind nicht in der Lage, native Antigene deenen und durch diese direkt aktiviert zu
werden. Sie kdnnen aber mit modifizierten Protetig@men Uber ihren T-Zellrezeptor (TZR)
reagieren, die von antigenprasentierenden ZelleRZJAmithilfe von MHC-Molekilen
prasentiert werden (26). Zusatzlich bendtigen digellen ein zweites Signal, ein so genanntes
co-stimulatorisches Signal Gber ein weiteres Rezdpgandenpaar (97).

Die Co-Stimulation von TZR und CD28-Rezeptor, dig tlie optimale Aktivierung von
T-Zellen notwendig ist, kann durch die pharmakaogen Agenzien Phorbol-12-Myristat-13-
Acetat (PMA) und C#E-lonophore ersetzt werden (89). PMA aktiviert digrazellulare
Proteinkinase C. CGalonophore wie das lonomycin filhren zu einer Ermighudes
intrazellularen CH. Zusammen gelingt es den beiden Reagenzien eiristavalige
T-Zellaktivierung zu induzieren, wie sie in vivo rdh Ligation der TZR und co-
stimulatorischer Molekule erfolgt (97). Dieses \&mfen wendeten wir auch in unserer Studie

an.

4.2 Die perioperative Polarisation der T-Lymphozyte

In mehreren Studien mit Patienten, deren Operaftidar Zuhilfenahme eines extrakorporalen
Herzkreislaufsystems stattfand, wurden Verandemnder zellularen Kommunikation auf
Zytokinebene untersucht. Dabei wurde folgendes esktd Die Konzentration an IL-2 fallt
postoperativ signifikant ab (34, 56, 67), wahretalapzeitig die Produktion an IL-10 ansteigt
(59, 67). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dassh den operativen Eingriff und den
Einsatz der HLM eine Polarisation des Immunsystestedtfindet, die gleichzeitig eine
Immunsuppression und eine Immunstimulation beiehalin Rahmen dieser Polarisation muss
man zwischen drei Typen von T-Helferzellen unteesidén: T-Helferl-Zellen (Thl-Zellen),
T-Helfer2-Zellen (Th2-Zellen) und T-HelferO-ZellefThO-Zellen) (77). Diese T-Zelltypen
entstehen nicht aus unterschiedlichen Zellliniemdson entwickeln sich aus den selben
Vorstufen von T-Helferzellen (77). Reize durch bustte Zytokinmuster kdnnen die
Differenzierung aus der Vorlauferzelle bestimmereisBielsweise stellt das frihzeitige
Vorkommen von IL-4 den potentesten Stimulus zur-Differenzierung dar, wahrend IL-12
oder die Interferone eine Thl-Entwicklung favornisie (77). Was aber letztendlich den
Mechanismus darstellt, der die friihzeitige IL-4 dRrktion und damit die Differenzierung der
T-Helferzellen zu Th2-Zellen bewirkt, ist nicht \@tds geklart (77). Die ThO-Zellen stellen
eine heterogene Population von teilweise differemen Effektorzellen dar, die Zytokine der

Th1- und Th2-Zellgruppen produzieren konnen (77).
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Thl-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Abwelon Infektionen und sind an der
Modulation von Immunreaktionen vom spéten Typ bigteisie aktivieren Makrophagen und
neutrophile Granulozyten (77, 88). Zudem fordera die Produktion von opsonierenden
Antikdrpern und beschleunigen die Bildung von zgkiéchen T-Effektorzellen. Insgesamt
sorgen Thl-Zellen fur eine effiziente Abtétung vexira- und intrazellularen Bakterien, Viren,
Pilzen und Tumorzellen (88). Sie spielen damit eiehtige Rolle in der Abwehr von
Infektionen. Th2-Zellen férdern hingegen Immunréakén vom Soforttyp, einerseits durch
die Induktion der Produktion von nicht-opsonieremd@ntikdrpern, insbesondere der
Immunglobulin E-Klasse. Andererseits durch die wieiung von eosinophilen Granulozyten
und Mastzellen (88). Diese Reaktionen werden belspeise durch Parasiten hervorgerufen,
spielen aber auch bei IgE-vermittelten allergiscReaktionen vom Soforttyp eine Rolle (88).
Die jeweiligen Immunantworten werden durch Zytokofge reguliert, die in beiden
Zellgruppen unterschiedlich sind. Thl-Zellen pradeen IL-2 und IFNy (65, 88), wahrend
Th2-Zellen vor allem IL-4, IL-10 und IL-13 bilder/T, 88). Die Zytokine der jeweiligen
T-Zellgruppen kontrollieren nicht nur bestimmte Immmprozesse, sondern haben auch einen
Einfluss auf die jeweils andere T-Zellpopulatiorie Zytokine der Thl-Zellen, vor allem das
IFN-y, unterdriicken die Differenzierung und Proliferatiaer Th2-Zellen. Umgekehrt
supprimieren die Zytokine der Th2-Zellen, wie dak-10, die Proliferation und
Differenzierung der Thl-Zellen (88). In ihrer Fuiokt sind die Thl-Zellen eher fur die
Vermittlung einer zellularen Immunantwort zustandigdem sie beispielsweise das fur die
Aktivierung der Makrophagen notwendige IRNproduzieren (66). Die Th2-Zellen sind
hingegen mehr fur die Vermittlung einer humoralemnmiunantwort verantwortlich, da sie tber
ihr Zytokinprofil die B-Zellen zur Sekretion von munglobulinen anregen kénnen (65, 66).
Eine derartige Veranderung des Th1l/Th2-Gleichgetegshdas mit einer Hemmung der Thl-
Zellpopulation einhergeht, hat einen massiven He#lauf die Infektabwehr (65). Diese Form
der Polarisation des Immunsystems ist allerdingsn kBhanomen, das nur in der
Kardiochirurgie zu finden ist. Derartiges zeichsath an verschiedenen Patientenkollektiven
aus nahezu allen chirurgischen Fachbereichen, beerd grof3ere Eingriffe durchgefuhrt
werden, ab. So beobachteten Decker et al. (14) Raienten, die laparoskopisch
cholezystektomiert wurden, dass bereits zwei Stundach dem Eingriff einerseits die
Produktion an IL-4 merklich anstieg und anderessaiie Bildung von IFN¢ abfiel,
proportional zum chirurgischen Trauma. Ein verdibares Ergebnis lieferte eine Studie an
Patienten nach grof3en chirurgischen Eingriffen.t@erminderte sich die Konzentration an
IL-2 und IFN+y, wahrend die Produktion von IL-10 anstieg (31).
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Nach kardiochirurgischen Operationen birgt diesentder Polarisation des Immunsystems
eine besondere Gefahrdung fir die Patienten, dakannrelation zwischen dem Auftreten von
Infektionen und der Hemmung der IL-2 Produktiontebs bei der die lymphozytare Reaktion
auf mitogene Stimuli signifikant vermindert ist §34

Die IFN-y und die IL-2 Produktion, typische Thl-Zytokinengiwéhrend des Einsatzes der
Herz-Lungen-Maschine (HLM) vermindert, was nahd,légss die HLM im Zusammenhang
mit einer Verschlechterung der Th1-Zellfunktionhgtés8).

Die Erhohung der Konzentration an IL-10 bei glewitig reduzierter Sezernierung an IL-2
l&sst darauf schlieBen, dass die Thl-Antwort duromunmodulatorische Mechanismen
unterdrickt ist, und die Th-2-Antwort stimuliert ndi (67). Normalerweise werden jedoch
beide Zellgruppen zur adaquaten Immunantwort bghdtnd stehen daher unter standigem
gegenseitigem Einfluss. DeAngeli et al. (13) unddit et al. (67) behaupten aul3erdem, dass
durch die HLM nicht nur das Thl1/Th2 Verhéltnis vetért ist, sondern auch eine
Verminderung der Lymphozyten um 60% beziehungswai8é am ersten postoperativen Tag
auftritt. Bei diesen Angaben handelt es sich jedaoh Prozentangaben, die sich auf die
absolute Leukozytenzahl beziehen. Betrachtet masediWerte im Vergleich zu den
Gesamtleukozyten, so vermindert sich die AnzahlLgmphozyten in beiden Studien nur
unwesentlich. Die Gesamtleukozytenzahl nimmt jedadh jeweils etwa das Doppelte zu,
woran hauptsachlich die neutrophilen Granulozyteteibgt sind.

In unserer Studie kamen wir zu sehr ahnlichen Engskn. Die Gesamtleukozytenzahl stieg in
allen drei Gruppen auf Uber das Doppelte an, wogi@n neutrophilen Granulozyten den
grofdten Anteil ausmachten. In allen drei Gruppemnetfachten sie sich etwa in dem selben
Zeitraum. Hingegen veranderte sich die Anzahl demékyten zu keinem Messzeitpunkt
erwahnenswert. Die Anzahl an Lymphozyten vermingdarth auch in unserer Studie in allen
drei Gruppen von 1,0 Giga/l auf 0,8 Giga/l (Glutajnbeziehungsweise von 1,0 Giga/l auf
0,9 Giga/l (Aminosauren und NacCl). Damit entspriahser Ergebnis dem von Naldini et al.
(67) und DeAngeli et al. (13). Dieses Resultat suggt, dass die Verdnderungen in der
Immunsituation nach HLM zumindest nicht hauptsathlidurch eine verminderte

Lymphozytenzahl verursacht sein kann.
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4.3 Die Bedeutung des Plasma-Glutamin-Spiegels urigetektion von intrazellularem
IL-2 bei stimulierten T-Lymphozyten
Genau wie jedes andere Gewebe ist auch das Imntansy®n Nahrstoffen abhéangig, die es
fur eine Vielzahl von Stoffwechselprozessen benétigazu gehéren unter anderem die
Bereitstellung von Energie, die Proteinsynthese diadProliferation. Das Immunsystem bildet
ein relativ groBes Organ mit einer grofen Prolifersaktivitat, wozu es verschiedene
Nahrstoffe als Co-Faktoren bendétigt. Deshalb spresh besonders sensibel auf Formen der
Malnutrition an (36). Dies ist besonders der Fal mfektionen, wenn das Abwehrsystem
aktiviert ist und gréRere Mengen an Substraten tiginéverden. Selbst in nicht aktiviertem
Zustand benétigen Lymphozyten und Makrophagen ivelgio3e Mengen an Nahrstoffen.
Dabei scheinen sie besonders stark von Glutamiérefd zu sein, offenbar sogar starker als
von Glukose (36). Nur ein geringer Anteil an Glukosnd Glutamin wird von den
Lymphozyten vollstandig oxidiert, obwohl alle Enzgrfiir den Zitratzyklus vorhanden sind.
Newsholme et al. (70) stellen die These auf, dassGiund fir den geringen vollstédndigen
Abbau in der Bereitstellung von grof3en Mengen armbs8at fur die Pyrimidin- und
Purinsynthese zu sehen ist. Im Fall einer Aktivigrikkonnen die Lymphozyten so deutlich
schneller mit Proliferation und Proteinsyntheseg(lieukinproduktion) reagieren (36).
Bevor man sich in der Vergangenheit mit dem mdogliciNutzen der Darreichung von
Glutamin fur den Patienten auseinander setzen konmisste man erst noch eine Lésung zur
Umgehung der ungtinstigen physikalisch-chemischgertschaften dieser Aminosaure finden.
Freies Glutamin geht zum einen schnell in seindissthe Form unter Abgabe von toxischem
Ammoniak Uber (24). Zum anderen hat es mit 35 @il B0°C nur eine relativ geringe
Loslichkeit in Wasser (23). Erst mit der Moglichkeler Dipeptidsynthese war es moglich,
Glutamin in groRem Maf3e zur Immunnutrition einzmsatund genauer zu erforschen. Zwei
verschiedene Dipeptide haben sich fir diesen Zwalsk besonders nitzlich erwiesen:
L-Glycin-L-Glutamin (Gly-GlIn) und L-Alanin-L-Glutanm (Ala-GlIn). Sie sind beide stabil in
wassriger Losung und nahezu ohne KomplikationenNiloenwirkungen einsetzbar (23). Ein
Unterschied besteht jedoch in der Léslichkeit deidén Produkte. Ala-Gin ist mit 568 g/l
deutlich besser l6slich als Gly-GIn mit 154 g/l.
In unserer Studie entschieden wir uns fir Ala-Ghd winem Substitutionsaquivalent von
0,5 g Glutamin pro Kilogramm Koérpergewicht pro Tatper die genaue Menge an Glutamin,
die verabreicht werden sollte, herrscht derzeitneenig Klarheit. P. Furst (23) empfiehlt eine
tagliche Mindestgabe von 13-20 g Glutamin fur besite Krankheitsbilder, wie grofRes

Trauma oder elektive chirurgische Eingriffe. Untégrweis auf andere Studien vermutet er
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aber, dass Patienten mit schwereren Erkrankungshilavie zum Beispiel SIRS, Sepsis oder
Polytrauma wahrscheinlich deutlich hohere Doserdtigen.

Die Zellen des Immunsystems decken ihren BedaGlamamin aus dem Plasma. Deshalb ist
die Hohe des Plasma-Glutamin-Spiegels ein entsehdab Kriterium fir die Qualitat der
Lymphozytenfunktion. Wie bereits erwahnt betragiseér unter physiologischen Bedingungen
etwa 600-70QuM (27, 79, 83). Diese Angaben entsprechen auchpd&operativ gemessenen
Werten unserer Patienten: 6044 (Glutamin), 578,8uM (Aminosauren) und 601,3M
(NaCl). Welche Konzentration jedoch mindestens hghivird und in welchem Bereich sich
das Optimum fur die Funktion der Lymphozyten bedinigt unklar. In verschiedenen Studien
wurde experimentell versucht, eine mdglichst genamwort zu finden. In diesem
Zusammenhang stimulierten Yaqgoob et al. (102) Lyoagten in vitro mit Con A bei
unterschiedlichen Glutaminkonzentrationen. In eirgdataminfreien Medium war kaum eine
Produktion der zu bestimmenden Zytokine nachwejslhahrend bei einer Konzentration von
100 uM ein starker Anstieg erfolgte. Eine weitere Erndguer Glutaminkonzentration fihrte
zu keinem weiteren nennenswerten Anstieg der Zgpwkiduktion. Chang et al. (9) kamen in
ihrer Untersuchung auf einen deutlich héheren Went 600uM. Als optimale Konzentration
geben Kircher et al. (48) sogar 2000 an. Uber die angegebenen optimalen Konzentratione
hinaus war in keiner der Studien eine weiter eradrhphozytare Reaktion zu verzeichnen.
Glutamin scheint aber nicht nur einen Einfluss dak Proliferationsvermdgen und die
Zytokinproduktion zu haben, sondern bt auch einektk protektive Wirkung auf bestimmte
Zellen aus. Unter in vitro Stimulation von T-Zellemt PMA und lonomycin steigt durch die
beiden Agenzien die Anzahl an apoptotischen T-AeBefindet sich in den Proben zusatzlich
Glutamin, so ist die Anzahl an Apoptosen signifikarermindert. Aber nicht nur die
agenzieninduzierte sondern auch die Anzahl an Ii&dtirauftretenden Apoptosen in
unstimulierten Proben lasst sich durch Glutaminifilant reduzieren (10).

In unserer Studie wurde ein durchschnittlicher fgutaminspiegel von 11778V in der
postoperativen Messung der Glutamingruppe gemessan, etwa eine Verdopplung des
praoperativen Wertes ausmacht. Entsprechend dertenit Studien fallen die Glutaminspiegel
in unseren beiden Gruppen, die kein Glutamin eghaltaben, nach der Operation und dem
damit verursachten Trauma, kontinuierlich bis anée Wert von  470,6M (Aminosauren)
beziehungsweise 4804M (NaCl) am dritten postoperativen Tag ab. Trotaesi deutlich
hoheren Glutaminspiegels in der Glutamingruppe,nkem wir im Vergleich mit den beiden

anderen Gruppen keine Unterschiede bei der Anzabymphozyten nachweisen.
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Eine Antwort fiir dieses Verhalten mag in den bereitierten Studien von Chang et al. (9) und
Yaqoob et al. (102) erkennbar sein. Mit einem Ghatespiegel von knapp unter 50 liegen
die beiden Gruppen, die kein Glutamin erhalten habech relativ nahe an pysiologischen
Werten, weshalb die Lymphozyten scheinbar nichtihner Funktion aufgrund eines
Substratmangels eingeschrankt sind. Die Beobachuags unter weiter erhéhten Spiegeln,
wie bei uns in der Glutamingruppe zu sehen, keimé®hde Zellteilung und Zytokinspiegel
mehr zu erreichen sind, deckt sich auch mit deregmgchenen Studien.

Mit Hilfe von experimentellen Studien wurde abechiinur das Proliferationsverhalten der
Lymphozyten unter verschiedenen Glutaminkonzewtnath untersucht, sondern auch, ob die
Produktionsfahigkeit der T-Lymphozyten an IL-2 unt@nwesenheit dieser Aminosaure
optimiert werden kann. In diesem Zusammenhang $§gnten Rhode et al. (76) in vitro Zellen
im Vollblut fir 24 Stunden mit PHA und verzeichnetieei einer Glutaminkonzentration von
300 uM im Vergleich zur glutaminfreien Kontrolle eine gsifikant gesteigerte IL-2
Produktion. Auch bei héheren Glutaminwerten naheseélinicht weiter zu. Aufgrund naherer
Beobachtungen behaupteten sie sogar, dass derudsnfvon Glutamin auf die
Lymphozytenproliferation damit zu erklaren sei, sl&@lutamin fur die Synthese von IL-2
essentiell ist (76).

Chang et al. (10) stimulierten ihre Proben fir 24nmit lonomycin und PMA. Auch hier
entwickelte sich eine signifikant erhohte IL-2 Kentration im Plasma. Allerdings geben die
Autoren mit 2000uM einen hoheren Wert fur die optimale Glutaminkarte&tion an. Auch
konnten sie eine erhdhte Proliferationsrate derelled bei steigender Glutaminkonzentration
bis 1000 uM messen (10). Ebenfalls bezuglich der gesteigeite@ Produktion geben
Kirchner et al. (48) 200QM als optimale Glutaminkonzentration in vitro ane Stimulierten
die Zellen im Ansatz mit PHA.

In unserer Studie konnten wir eine deutliche Vedeing an IL-2 produzierenden T-Zellen
von der postoperativen Messung bis zum ersten faglen drei Gruppen feststellen. Eine
Erholung bis auf praoperative Werte fand bis zunttesir Tag nicht vollstdndig statt. Der
prozentuale Anteil an zytokinproduzierenden T-Lymgpyten ist in der postoperativen
Messung mit 52,6% in der Glutamingruppe im Verdieta 44,1% (Aminosauren) und 45,6%
(NaCl) zwar als hoher erkennbar, jedoch ohne dass €inen signifikanten Unterschied
ausmacht. Die gleiche Tendenz ist auch fur die Megsam ersten Tag mit 38,5% (Glutamin),
35,1% (Aminosauren) und 33,9% (NaCl) feststellliéie Plasmaglutaminspiegel, die wir an
den beiden Zeitpunkten gemessen haben, lagen gostopbei 11774M und am ersten Tag
bei 958uM (Glutamin) beziehungsweise bei 53M und 520uM (Aminosauren) und bei
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610 uM und 488 uM (NaCl). Da wir fur den Ansatz die Vollblutprobemit einer
glutaminfreien RPMI-LOsung als Nahrmedium 1:1 vendkiihaben, missen wir in unseren
Proben von den halben Glutaminspiegeln ausgehes.bBdeutet: Am ersten postoperativen
Tag lag bei einem Glutaminspiegel von 48@ (Glutamin), 265uM (Aminosauren) und 305
uM (NaCl) kein signifikanter Unterschied an IL-2 przierenden T-Zellen zwischen den
Gruppen vor. Ein Hinweis darauf, dass die Zelldmestoar erst durch Glutaminspiegel unter
265uM wesentlich in ihrer Funktion beeintrachtig werden

Dieses Ergebnis deckt sich nicht mit den Entdeckaongpn Chang et al. (10) und Kirchner et
al. (48), die unter steigender Glutaminkonzentrabs 200QuM eine vermehrte Produktion an
IL-2 feststellen konnten. Allerdings stimuliertere 8lut von gesunden Probanden und nicht
von kardiochirurgischen Patienten, bei denen dawmgyegangen werden muss, dass die Zellen
des Immunsystems bereits durch den Eingriff selbdtden Einsatz des CPB aktiviert sind.

Ob wie beschrieben auch in unserer Studie posttypdia2 nur in verminderter Menge
sezerniert wird (34, 56, 67), kann mit unserem Melsaufbau nicht eindeutig beantwortet
werden, da wir die relative Anzahl an zytokinprodvenden T-Zellen mit Hilfe
fluoreszierender Antikdrper und keine absolutersikaspiegel bestimmt haben.

Der nachweisbare Anteil an intrazellularem Zytoighin unstimuliertem Zustand héaufig sehr
gering. Durch die Aktivierung mit PMA und lonomycarhalt man eine Aussage dariber, ob
und wie viele der Zellen grundsatzlich stimulierband damit in ihrer Funktion
unbeeintrachtigt sind. In der Studie von Naldinakt(67) sinkt der IL-2 Spiegel im Plasma um
beinahe die Halfte von préaoperativ 192 pg/ml auf @@/ml innerhalb 24 Stunden nach Einsatz
der HLM. Prinzipiell ist auch in unserer Studie eeirverminderte Anzahl an IL-2
produzierenden Zellen in den ersten 24 Stundenessem, die in den folgenden Tagen wieder
ansteigt. Jedoch féllt diese Reduzierung nichtam dJmfang aus, dass dadurch das Ergebnis
von Naldini et al. erklart werden konnte. Auch durdie leicht verminderte Anzahl an
Lymphozyten ist dieses Ergebnis nicht zu erklarE®, 67). Vermutlich sind beide Punkte,
sowie eine eventuelle Verminderung in der Produlsféhigkeit der zytokinproduzierenden
T-Zellen, fur eine verminderte IL-2 Synthese vevantlich. Allerdings bleibt dies Spekulation
und ist Ansatz fur weitere Untersuchungen.

Als einziges ist in der ersten Terzile der IL-2 gumierenden T-Zellen ein deutlicher Effekt
durch Glutamin erkennbar. In dieser Gruppe, die Vamfang an aus weniger IL-2
produzierenden T-Zellen bestand, zeigte sich einstidg von der préoperativen zur

postoperativen Messung und einem deutlich héherert ®Ws in den beiden anderen Gruppen.
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Warum aber gerade diese IL-2 schwache Gruppe vata@Iin zu profitieren scheint, wird

hieraus allerdings nicht deutlich.

4.4  Detektion von intrazellularem IL-1, IL-8 und IL-10 bei stimulierten
T-Lymphozyten

Die Verwendung der HLM bei kardiochirurgischen Hiffgn kann zu einer Polarisation der
Immunantwort mit einer gesteigerten Th-2-Reaktiom winer verminderten Th-1-Reaktion
fuhren (34, 56, 67, 77). Da aus einem verandertnmaltnis der T-Zell-Subpopulationen auch
ein verandertes Zytokinverhdaltnis resultiert, halv@n uns neben dem fur die Thl-Zellen
typischen IL-2 noch folgende Interleukine im pesogitiven Verlauf betrachtet: IL-1, IL-8 und
IL-10.

4.4.1 Interleukin-1

IL-1 ist ein proinflammatorisches Zytokin und kawon einer Vielzahl von Zellen sezerniert
werden. Dazu gehdren vor allem Monozyten/Makrophagieer auch NK-Zellen, T-und B-
Zellen (11, 38). IL-1 wird sehr frih im Krankheitlauf sezerniert und induziert die
inflammatorische Kaskade. Dabei verstarkt es mdiddpetie lymphozytare Reaktion, indem
es die Thl-Zellen zur Freisetzung von IL-2 stimuliend die B-Zellen zur Proliferation und
Antikdrpersynthese anregt (11, 38). Somit erfolgt ¢hduktion einer inflammatorischen
Reaktion als Antwort auf eine Entzindung zu einemf3gn Teil durch IL-1. AuRRerdem
induziert es die Sekretion anderer proinflammattes und chemotaktischer Zytokine, die
ihrerseits die Anlockung und Aktivierung von Leulgten bewirken (11).

Weiterhin stimuliert es die Synthese von Akut-PRasateinen in der Leber und ist auf
zentraler Ebene mal3geblich fir die Entstehung vebef verantwortlich. Durch diese Effekte
hat IL-1 eine protektive Wirkung gegen eine Vielzabn Infektionen, vor allem bakterieller
und parasitarer Genese (11, 38).

IL-2 wurde bereits in viele Studien betrachtet, vesd Uber das Verhalten und die
Veréanderungen in der IL-1 Synthese im perioperatiVerlauf kardiochirurgischer Eingriffe
verhaltnismaRig wenig bekannt ist. Der EinsatzHle scheint die Produktion von IL-1 nur
wenig zu beeinflussen. Postoperativ wurden keinesentlichen Anderungen der
Zytokinkonzentration von McBride et al. (59, 60gessen. Auch bei Naldini et al. (67) blieb
die Konzentration an IL-1 im Plasma nach Stimulatiit PHA unverédndert. Diese Ergebnisse
lassen sich durch unsere Studie bestatigen, insidér der Anteil an IL-1 produzierenden

T-Lymphozyten nicht wesentlich verandert hat. Hopge beobachteten Markewitz et al. eine
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Verminderung der IL-1 Synthese bei peripheren makl@é@ren Zellen, die mit LPS stimuliert
wurden. Eine Erholung trat tber den gesamten Bénbagszeitraum von einer Woche nicht
ein (56).

Eine Erklarung fur diese Beobachtungen kann hiehtnsicher abgegeben werden. Ein
Zusammenhang ist moglicherweise darin zu sehes, diadL-1-Produktion sowohl durch die
Interferone als auch durch bakterielle und viralgigene induziert wird. Dies steht jedoch in
Korrelation zu Infektionen und einer Thl-favoriser Immunantwort, die in unserer

Patientengruppe eher supprimiert ist.

4.4.2 Interleukin-8

IL-8 zahlt zu den proinflammatorischen Zytokinerdumird hauptsachlich von Makrophagen,
zusammen mit IL-1, IL-6 und TNE; unmittelbar zu Beginn einer Entziindungsreaktidaro
bei Gewebsschaden sezerniert. Aber auch aktivieiZellen haben die Fahigkeit zur IL-8
Produktion. Als Stimulus zur IL-8 Synthese dienérl] TNF-o und verschiedene virale und
bakterielle Antigene (11, 39).

IL-8 hat im Vergleich zu anderen Zytokinen ein tiel@&nges Wirkungsspektrum. Es dient der
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und hatsétzlich eine hohe chemotaktische
Potenz auf diese Zellen (39). Neutrophile Granulezyeagieren aber nicht nur auf IL-8, sie
haben unter bestimmten Umstanden auch das Vermdgmes Zytokin zu synthetisieren. Es
muss angenommen werden, dass diese Syntheseféhiggeilnfektionen eine nicht zu
vernachlassigende Bedeutung hat, wenn die Neutespkinen Anteil von bis zu 70% der
zirkulierenden Leukozyten ausmachen (11).

Eine lokale Entziindungsreaktion ist hauptséchliancld das Einwandern der neutrophilen
Granulozyten unter Rekrutierung von Monozyten ggpraie Endothelzellen beeinflussen die
Leukozyten bei der Diapedese, indem sie ebenfalsFéhigkeit besitzen, tUber die IL-8
Produktion chemotaktische Reize zu setzen (11).

In unserer Studie konnten wir unmittelbar postofperainen signifikanten Anstieg an 1L-8
produzierenden T-Zellen in allen drei Gruppen nazbken, der sich bis zum zweiten
postoperativen Tag wieder auf den Ausgangswert eeitdgite. Die Interpretation dieses
Ergebnisses ist aufgrund des engen Wirkspektrunisviedg. Ob ein Zusammenhang
zwischen der frihen postoperativen Aktivierung aeutrophilen Granulozyten und den
erhohten IL-8 Werten zu sehen ist, bleibt spekulatu beobachten ist jedoch ein Anstieg der

Neutrophilen in der direkten postoperativen PhRbenso beschrieben McBride et al. (59) und
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Finn et al. (20) eine unmittelbar postoperativ étkd Freisetzung von IL-8 bei

kardiochirurgischen Patienten.

4.4.3 Interleukin-10

IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin und dirm Rahmen der Polarisation der Th-2
Antwort  zugeschrieben (77, 87). Seine Hauptaufgalst die Hemmung der
proinflammatorischen Zytokinproduktion, wovon beders die Zytokinantwort der Thl-
Zellklone (IFN+«, IL-2, TNF{) betroffen ist. Auf diesem Weg hat IL-10 einenfgga Einfluss
auf die Negativ- Regulation der inflammatorischentwort, die sonst vor allem durch
verschiedene selbstverstarkende Mechanismen gegta@iie inhibierende Wirkung auf die
IFN-y Produktion der NK-Zellen ist ein weiterer Effektdiesem Kontext (11, 40).

Eine Polarisation zugunsten der Th2-Zellen nacHikahirurgischen Eingriffen konnten wir in
unserer Untersuchung anhand einer gesteigertemé&gton IL-10 bestéatigen. Der Anteil der
IL-10 produzierenden T-Zellen stieg zum ersten @uoastativen Tag signifikant an. Eine
erhohte Synthese dieses Zytokins mit einem Maximumersten Tag konnten auch Naldini et
al. (67) bei peripheren mononuklearen Zellen nackeve die sie fir 24 Stunden mit PHA
stimuliert hatten. Hiesmayr et al. (34) haben sogamittelbar postoperativ den héchsten

Serumspiegel an IL-10 im Plasma messen kénnen.

4.5  Klinischer Verlauf und das Auftreten von Infekionen bei kardiochirurgischen
Patienten unter Glutamin
Glutamin wird, wie bereits einleitend erwahnt, a®ubstrat fir eine Vielzahl von
Stoffwechselprozessen des Immunsystems bendtigigrénd dieser Eigenschaft ist die
Wirkungsweise von Glutamin im menschlichen Organisnunter anderem anhand von
Laborparametern zu verifizieren. Fur den Klinisatakpizierenden Arzt scheint es jedoch
bedeutsamer, den klinischen Verlauf zu betrachtesh hier eventuelle Veranderungen mit
biochemischen Ergebnissen in Verbindung zu bringers. diesem Grund befassen sich viele
Studien mit der Frage nach der genauen WirkungGiomamin auf Veranderungen Klinischer
Parameter. Beispielsweise kann anhand des Hemetes, einer bestimmten Fragestellung die
Wirkung von Glutamin auf ein einzelnes Organ bdtrecwerden. In den Blickpunkt geraten
dabei Patienten, die an Herzinsuffizienz oder Isubh&es Herzens erkrankt sind. Denn diese
fallen dadurch auf, dass sie nach Operation uniesaz der HLM besonders haufig an
langwierigen Komplikationen leiden. Gefilirchtetdsis postoperative Pumpversagen, was auch

die haufigste Todesursache innerhalb dieser Patignippe ausmacht (49). In diesem
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Zusammenhang untersuchten Khogali et al. (46) dikihg von Glutamin auf das unter
Isch&amie arbeitende Rattenherz. Bei vermindertepiarperfusion unter Normothermie sinkt
die Glutaminkonzentration in der Herzmuskulatur 60P6 ab. Des weiteren wurde unter
ischamischen Bedingungen ein Pumpversagen desrisatbeitenden Herzen beobachtet. Das
Herzzeitvolumen fiel ohne Glutamingabe innerhallp 3 min von 46 ml/min auf 17 ml/min
ab. Die Substitution von unterschiedlich hohen @&hihmengen bewahrte das Herz vor diesem
Leistungsabfall und verbesserte erheblich die poséimische Erholungsphase. Als optimale
Glutaminkonzentration geben die Autoren hochnoriééete von 2,5 mM an.

Bedeutsamer als Untersuchungen der direkten Wirkuorg Glutamin auf das Herz sind in
betracht auf den Inhalt unserer Studie Forschubggan, die sich ebenfalls mit dem Effekt
von Glutamin auf das klinische Outcome und die damz von Infektionen befasst haben.
Genau dies untersuchte Oudemans-van Straaten(é2phn 80 Patienten, die nicht elektiv auf
die Intensivstation verlegt wurden. Dabei konnten exkennen, dass der Plasma-Glutamin-
Spiegel sowohl bei alteren, als auch bei Patiemténder Erstdiagnose Kreislaufschock,
erniedrigt war. Aul3erdem war die Mortalitdt im Kkanhaus bei Patienten mit niedrigen
Glutaminspiegeln signifikant erhoht. Aus dieserdstugeht zudem hervor, dass eine initial
erhohte Ausschittung von Glutamin aus seinem Hpajutserort, der Skelettmuskulatur, fur
primar normale oder erhdhte Plasmaglutaminspiegejen kann. Deshalb kann man bei
normalen Werten nicht automatisch einen Glutamirgehnausschlielen. So steigt
beispielsweise die Kreatininkinase (CK) nach Vedeg der Muskulatur (durch Trauma oder
Ischémie) an. Dies ist assoziiert mit erhéhtenm&aglutaminwerten und kann temporar einen
Glutaminmangel verschleiern.

Wischmeyer et al. (100) untersuchten in einem Zeitr von 30 Tagen die Wirkung von
parenteral appliziertem Glutamin auf 26 Patienteih suhwersten Verbrennungen. In der
Glutamingruppe nahm die Inzidenz der Bakteridmié Gram-negativen Keimen signifikant
von 43% auf 8% ab. AuRerdem traten Pneumonien wtisshe Episoden in der
Versuchsgruppe wesentlich seltener auf. Die Autwahen in diesem Ergebnis die These
bestétigt, dass durch die Applikation von Glutardie Barrierefunktion des Darms besser
funktioniert und ein Ubertreten von vorwiegend Graegativen Bakterien in den Organismus
stark eingeschrankt werden kann. In selbiger Studie die Gesamtanzahl an Infektionen in
der Glutamingruppe vermindert, was anhand des Kiivea Proteins (CRP) bestimmt wurde.
Als Ursache beschreiben Wischmeyer et al. (100) eun@an die verminderte Anzahl an Gram-
negativen Bakteridmien in dieser Gruppe und zuneardeinen direkten Effekt von Glutamin

auf die Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine.
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Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen Houdijk et &) (B einer Studie an polytraumatisierten
Patienten. Die Patienten der Versuchsgruppe eshietusatzlich zur enteralen Ernahrung
Glutamin. Die durchschnittiche Beatmungsdauer inagdh wund die Zeit des
Krankenhausaufenthaltes unterschieden sich niclischen den Gruppen. Jedoch war die
Anzahl an Bakteriamien, Pneumonien und septischpisoBen in der Glutamingruppe
signifikant vermindert. Auffallig war auch hier dsignifikante Unterschied an Infektionen mit
Gram-negativen Keimen zwischen den Gruppen. Kedwgr Patienten der Glutamingruppe
erkrankte an einer Bakteriamie mit Gram-negativexktBrien, wahrend diese fir 54% der
Bakteriamien und 63% der Félle von Sepsis in demtiGdigruppe verantwortlich waren. Aus
diesem Grund halten auch Houdijk et al. (35) diesEhder verbesserten Darmbarriere durch
Glutamin fur zutreffend und empfehlen die Appliketibei polytraumatisierten Patienten.
Goeters et al. (25) legten in einer Studie an Idtis&h kranken Patienten einer chirurgischen
Intensivstation den Fokus auf die Beobachtung ddtelfnistigen Mortalitdtsrate. Dabel
konnten sie feststellen, dass sich die Sechsmaitzdebensrate mit 67% in der Glutamin-
gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 40% dgidant besser darstellte. Allerdings
konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen damp@en in der Akutphase nachgewiesen
werden. Die Mortalitat und die Aufenthaltslange Krankenhaus und auf der Intensivstation
waren etwa gleich hoch. Auch konnte trotz paretdgerdpplikation eine Erhdhung des
Plasmaglutaminspiegels erst nach 6-9 Tagen nackgewwerden. Als Ursache dafir mag die
eher niedrige Glutamindosis von 0,2 g/kg KG in Belit gezogen werden.

In einer Untersuchung von Morlion et al. (64) an atienten mit elektiven
abdominalchirurgischen Eingriffen verkirzte sicle #&irankenhausaufenthaltsdauer von 21,7
Tagen um 6,2 Tage auf 15,5 Tage. Beim Betrachtervvéehaltens der Lymphozyten stellten
sie am sechsten Tag in der Glutamingruppe eindfiggnt hohere Anzahl von 2,41 x¥l

im Vergleich zu 1,52 x1%0ml in der Kontrollgruppe fest.

Ebenso eine verkirzte Krankenhausliegezeit (127Tagen in der Kontrollgruppe, 10,6 £ 1,2
Tage in der Glutamingruppe) konnten Yao et al. J101 einer Studie an elektiven
abdominalchirurgischen Eingriffen an 40 Patientafzeigen. Als eventuelle Erklarung dafur
wurde untersucht, ob sich durch Glutamin Unterstdnien Plasmaendotoxinlevel zwischen
den Gruppen darstellen lassen, was jedoch nichétigiswerden konnte. Allerdings war die
Kapazitat zur Inaktivierung von Plasmaendotoxinan der Glutamingruppe erhoht. Die
Autoren deuteten das Ergebnis als positiven Eisfluen Glutamin auf die postoperative

Immunsuppression, ohne direkt eine Endotoxinamieeainflussen.
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Novak et al. (71) verglichen in einer Meta-AnalyigeStudien miteinander, in denen Glutamin
appliziert wurde. Daraus schlussfolgerten sie, d&sdienten durch eine verminderte
Mortalitatsrate eher von parenteraler und hochettesi, als von enteraler und niedrig dosierter
Glutamingabe profitierten. Im Vergleich der chingichen Patienten mit kritisch Kranken
profitierten die Patienten der chirurgischen Iniestation von Glutamin durch eine
verminderte Anzahl an Komplikationen durch Infekeéon sowie einer verkirzten
Krankenhausaufenthaltsdauer. Allerdings war besefie Kollektiv keine Anderung beziiglich
der Mortalitat erkennbar. Bei den nicht chirurgischisch Kranken hingegen fiihrte die Gabe
von Glutamin sowohl zu einer verminderten Anzahlisfiektionen als auch zu einer besseren
Mortalitatsrate.

Auch D. Wilmore (99) konnte die verkirzte Aufentisdbuer nach dem Vergleich von sechs
Studien an Patienten mit elektivchirurgischen Bifgn bestétigen. Im Durchschnitt machte
dies eine Verminderung von 17,1 auf 13,1 Tage alsp ganze vier Tagen. Bei den
Untersuchungen handelte es sich ausschliel3lich lektive Eingriffe, wovon ein Grof3teil
abdominalchirurgische Operationen ausmachten. Zwarde in allen Untersuchungen
Glutamin intravenos zugefihrt, jedoch ist die applite Dosis mit einer Spannweite von 0,18-
0,4 g/kg/d recht unterschiedlich. Allerdings ist hemerken, dass in jeder einzelnen
Untersuchung eine signifikante Reduktion der Krauheaisliegezeit erkennbar war, ohne dass
dabei grof3en Abweichungen von dem DurchschnittwenTagen vorkamen.

Zheng et al. (105) verglichen in einer Meta-Anal@s8tudien grof3er abdominalchirurgischer
Eingriffe miteinander. Die Patienten wurden postape parenteral ernahrt, wobei auch hier
die Menge der Glutamingabe in den einzelnen Untbrsugen variierte von 0,18 - 0,5 g/kg/d.
Unter Glutamingabe verminderte sich in den Untdrangen die infektiose Morbiditat sowie
die Krankenhausliegezeit.

In unserer Studie konnte durch die Applikation ¥&ntamin kein entscheidender Unterschied
zwischen den Gruppen bezuglich der Infektionsnatder postoperativen Phase nachgewiesen
werden. Insgesamt traten bei den 79 beobachteteantea 3 Falle von Infektionen auf, zwei
davon in der Kontrollgruppe und eine in der Glutagnuppe. Auch in der Menge der
verabreichten Antibiotika, vier in der Glutamingpg eine in der Aminosaurengruppe und
zwei in der Kontrollgruppe, war keine signifikaridéferenz zwischen den drei Kollektiven zu
verzeichnen. Bei genauerem Betrachten unserer natie im Vergleich mit den
Patientenkollektiven der zitierten Studien, bei efersehr wohl signifikante Veranderungen

beschrieben wurden, fallt folgendes auf:
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Bei Wischmeyer et al. (100) und Houdijk et al. (¥Bpfitierten hauptsachlich Patienten mit
schwersten Verbrennungen beziehungsweise polyti@iarse Patienten von Glutamin durch
eine verminderte Anzahl an Infektionen vor allemrathu Gram-negative Keime. Diese
Patienten sind aufgrund ihrer Verletzungen zu eihefren Grad durch Katabolie, Infektionen
und ausgepragter Inflammation gefahrdet. Aul3erdewoin einem langeren Aufenthalt auf der
Intensivstation auszugehen, bei denen die Patieilbem mehrere Tage keine oder nur in
seltenen Fallen normale Nahrung zu sich nehmedieker Phase ist also nicht nur mit einem
hoheren Umsatz an Glutamin zu rechnen, sondern mickeiner verminderten Aufnahme
dieser Aminosaure. Das ist selbst der Fall, wemniuliensiv-pflichtigen Patienten kinstlich
erndhrt werden, da die verabreichten Nahrstoffenoftwenig Glutamin enthalten. AuRerdem
werden bei Patienten, die langere Zeit auf eindensivstation verbringen, durch die
erschwerte Grundsituation und zur Aufrechterhaltagieg Funktion des Immunsystems die
physiologischen Glutaminspeicher, wie Skelettmusstkwloder Lunge, entleert.

Die durchschnittliche Aufenthaltsdauer auf der mstestation betrug bei unseren Patienten
2,6 Tage (Glutamin), 2,2 Tage (Aminosauren) und Ba@e (NaCl) und ist damit relativ
gering. Durch die schnelle Stabilisierung des Zudta unserer Patienten war nach relativ
kurzer Zeit eine vollstandige Ernahrung mit normalkéost mdglich, sodass sie ihren
Glutaminbedarf selbststandig decken konnten. Dbdkeatin davon ausgegangen werden, dass
selbst die Personen unserer Kontrollgruppe nicht @nen so ausgepragten
Glutaminmangelzustand geraten sein dirften wie NMerungsopfer oder polytraumatisierte
Patienten. Ein weiterer Unterschied zwischen umsBagienten und denen von Wischmeyer et
al. (100) und Houdijk et al (35) ist darin zu sehéass wir zwar mit einer maximalen
Lymphozytenzahl von 1,2 Giga/l bereits ein Kollekdusgewahlt haben, das ebenfalls eine
maogliche anerge Stoffwechsellage aufweist, was mibher erhdhten postoperativen
Infektionsgefahr einhergeht, jedoch handelt es Bahden durchgefiihrten kardiochirurgischen
Operationen um elektive Eingriffe. Unsere Patientemden auf ihre Operationsfahigkeit hin
untersucht und litten folglich nicht bereits praggey an Infektionserkrankungen oder
befanden sich durch andere Umstédnde, wie Traumagimer ausgepragten katabolen
Stoffwechsellage, was zu einer weiteren Schwacklengmmunlage gefiihrt hatte.

Wie bereits erwdhnt dient Glutamin unter anderemm deénterozyten als wichtiges
Stoffwechselsubstrat. Bei einem Mangel an Glutamiin Rahmen eines katabolen
Stoffwechselzustandes kénnen die Zellen der Darnmsmbkhre Barrierefunktion zwischen
dem Darmlumen und dem Korper nicht mehr voll ausiiB®mit kann es zu einem Ubertreten

von Toxinen und Bakterien aus dem Darm kommen %85.82). Diese These scheint sich in
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den angesprochen Untersuchungen von Wischmeydr €08) und Houdijk et al. (35) zu
bestatigen. Dort entwickelte sich unter GlutamimeeAbnahme an Infektionen, die vor allem
durch Gram-negative Bakterien verursacht werdesoclewird nicht deutlich, ob es durch den
Einfluss von Glutamin wirklich zu einem vermindert&bertreten von Bakterien aus dem
Darmlumen kommt oder ob allein die Immunreaktiorf aindringende Keime effizienter
funktioniert. Im Hinblick auf die Studie von Yao et. (101) scheint die zweite Aussage
wahrscheinlicher, da keine Unterschiede beziuglehRlasmaendotoxin-spiegels zwischen den
Gruppen gemessen werden konnten, jedoch die Kapaztr Inaktivierung von
Plasmaendotoxinen in der Glutamingruppe erhdht war.

Auch bei den chirurgischen Patienten der Meta-As&lon Novak et al. (71) und Zheng et al.
(105) sank die Anzahl der Infektionen. Es wurderd@n betrachteten Untersuchungen fast
ausschlief3lich abdominalchirurgische Eingriffe dhgeflhrt, die mit einem hohen Risiko an
intraoperativen Bakteriamien einhergehen. DieseR&n profitieren von Glutamin vor allem
in zweierlei Punkten: Zur Unterstitzung der Immunkfiion bei intraoperativer Bakteriamie
und zur Pravention einer Glutaminmangelernahruagauch dieses Patientenkollektiv meist
mehrere Tage postoperativ keine normale Nahrungidu nehmen konnte. Diese beiden
Punkte sind allerdings in dem Umfang bei unserettre®an nicht der Fall. Jedoch kommen
auch bei kardiochirurgischen Eingriffen Endotoxiném relativ haufig vor, da die
Mukosabarriere bei groReren Eingriffen und Traumierch eine eingeschrankte Durchblutung
nicht selten gestort wird, wodurch es zu einem patish von Bakterien und Toxinen aus dem
Darmlumen kommen kann. Die bei kardiochirurgisch&ingriffen nachgewiesenen
Bakteridmien und Endotoxindmien waren allerdings soi gering, dass sich daraus keine
Veranderungen oder Auswirkungen auf die regionaer csystemische Hamodynamik und
metabolische Parameter ergeben haben (85). Wardochedie perioperativen Bakteridmien
nur in so geringem Umfang auftraten und ohne Komsegen fur den klinischen Verlauf
geblieben sind, ist nicht eindeutig geklart. Siclstrjedoch, dass durch die perioperative
Verabreichung einer glutaminhaltigen Loésung keimgaviderungen bezlglich der Quantitat an
Bakteriamien aufgetreten sind (85). Da die Dosidieser Studie mit 0,05 g/kg weit unter den
angegebenen Empfehlungen lag, bleibt unklar, ineiewein eventuell bestandenes
praoperatives Glutamindefizit durch diese Substitutiberhaupt hétte korrigiert werden
kbnnen.

Bezuglich der Dauer des Krankenhausaufenthaltesnisinserer Studie kein Unterschied
zwischen den Gruppen zu erkennen. Dies stimmt dusmit den Ergebnissen von Goeters et

al. (25) und Houdijk et al. (35) Uberein. Ein Gruddfir kbnnte sein, dass es sich bei den
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durchgefuhrten kardiochirurgischen Operationen elativ haufig und routiniert durchgeftihrte
Eingriffe handelt. Damit kann von einem moglichitilken operativen Trauma und mdglichst
kurzen Operationszeiten ausgegangen werden, waesbenit einer geringeren Anzahl an
perioperativen Komplikationen verbunden ist. Daf@pricht auch die relativ kurze
Krankenhausliegezeit unserer Patienten von 9,1 M&G&utamin-, Aminosaurengruppe) und
9,2 Tagen (NaCl-Gruppe). Aulerdem beeinflussen mébfektionen noch andere Faktoren
wie Komplikationen der Herz-Kreislauffunktion undesd neurologischen Systems die
Aufenthaltszeiten im Krankenhaus. Diese Punkte emrdber weder in unserer noch in den
zitierten Studien weiter berucksichtigt.

Eine Studie, die in Aufbau und Fragestellung unsegersuchung sehr ahnlich war, ist die
Studie von Tepaske et al. (87). Sie wurde ebengallginem Patientenkollektiv durchgeflhrt,
das sich herzchirurgischen Eingriffen unterzog. lAutie Suche nach Veranderungen im
klinischen Outcome und Unterschiede bezlglich permd postoperativ auftretender
Infektionen gleicht unserer Fragestellung. Einsstkuiterien waren Alter Gber 70 Jahren oder
Mitralklappenersatz oder Ejektionsfraktion unter %40 Auch hinsichtlich Alter,
Geschlechtsverteilung, Body Mass Index, linksv&antédrem enddiastolischem Druck und der
Anzahl praoperativer Infarkte sind beide Studienrcdaus miteinander vergleichbar.
Allerdings erhielt die mit der Kontrollgruppe zu rgéeichende Patientengruppe nicht
Glutamin, sondern L-Arginin, mehrfach ungesattigimega3-Fettsauren und RNA. In der
Kontrollgruppe wurde mit 54% eine erstaunlich hdhéektionsrate beobachtet. Bei solch
einem Ergebnis wundert es kaum, dass bei einektlofsrate von lediglich 17% in der
Studiengruppe, ein statistisch signifikanter Untbrsd vorliegt. Jedoch kommt die Frage auf,
wodurch die Infektionsrate in der Kontrollgruppelsih war. Vor allem in Anbetracht dessen,
dass diese in unserer Studie mit knapp 10% in detridligruppe sogar deutlich niedriger war
als in der eigentlichen Versuchgruppe von Tepaskeale Doch wie kommt ein solch
gravierender Unterschied in sonst so vergleichba&undien zustande? Entscheidende
Parameter, die mit dem Auftreten postoperativer Kldtationen korrelieren und deshalb eine
Erklarung liefern kdnnten, wie die Aortenabklemmzeid die extrakorporale Perfusionszeit,
sind in unserer Studie sogar tendenziell hoheerdihgs waren die Anzahl an Transfusionen
(Erythrozytenkonzentrate, Frischplasmen, Thrombaaonzentrate), sowie die perioperative
Flussigkeitsbilanz in unserer Untersuchung niedrigéinen eindeutigen Anhalt, der
Aufschluss Uber diese Frage geben kdnnte, habeniatit finden kdnnen.

Im Vergleich zu einer vorliegenden Infektionsraten\vs4% ist bei einer Infektionsrate von

lediglich 10% wie in unserer Kontrollgruppe, eingnsfikante Verminderung in der
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Studiengruppe erheblich schwieriger nachzuweiserder Phase der Studienplanung lag die
postoperative Infektionsrate tUber den von uns geeme 10%. In diesem Zeitraum war unter
anderem auch eine erhthte Anzahl an Sternuminfesticeu verzeichnen. Was letztendlich
daflr die Hauptursache war, bleibt spekulativ. &icist jedoch, dass diese Phase ohne
entscheidende Veranderungen des perioperativenuiblalotzlich endete. Da sich unsere
Untersuchungsepisode in einem Zeitraum befand,mndes unserer Sicht relativ wenige
perioperative Komplikationen auftraten, darf dis&dtwerden, ob unser Stichprobenumfang
fur eine Infektionsrate von 10% genigend statisis@ussagekraft aufweist. Jedoch einen
deutlich gré3eren Stichprobenumfang auszuwertanzuteKlarung dieses Kritikpunktes notig

ware, ist in einem realisierbaren Zeitraum einenaz@ntrischen Studie kaum madglich.

4.6 Restumee

Von mehreren Arbeitsgruppen wurde eine Polarisatdes Immunsystems mit einer
Verlagerung des Verhaltnisses der Th1/Th2-Zellegumsten der Th2-Zellen nach Einsatz der
HLM beschrieben (34, 56, 59, 67). Auch wir konntdie fir diese Veranderung der
Immunfunktion typische Abnahme an IL-2 produzieremdverbunden mit einer Zunahme an
IL-10 produzierenden T-Zellen, nachweisen. Dieskafsation war in unserer Untersuchung in
allen drei Gruppen zu sehen. Durch die Verabreighuon Glutamin konnten wir keine
wesentlichen Unterschiede erkennen.

Die Suppression der Thl-vermittelten Immunantwottielb in dieser Studie ohne
Konsequenzen fir den klinischen Verlauf und diegdeaz von Infektionen. Eine Erklarung
daflr konnte sein, dass diese Form der PolarisamnZusammenhang mit dem Einsatz der
HLM als durchaus physiologisch anzusehen ist. DidMHerursacht durch den Kontakt des
Blutes mit einer kunstlichen Oberflache und die hhigphysiologischen Fluss- und
Druckverhéltnisse verschiedene Probleme wie Hamealysl Aktivierung und Verbrauch von
Komplementfaktoren und Zellen des Immunsystems. uBdd fallen grof3e Mengen an
Proteinen und anderen Abfallprodukten wie Zelltrienmand andere Zellbestandteile an (73).
Das Immunsystem steht mit der Entsorgung diesers®as Antigenen vor einer grol3en
Herausforderung. Wahrend die Thl-Zellen eher fineeiVermittlung der zelluléaren
Immunantwort und die Abwehr von Infektionen veramotivch sind (77, 87), ist es fur die
Elimination der meisten durch die extrakorporalekdation anfallenden Produkte die Th2-
vermittelte Antwort. Sie fordert eher die humoralemunreaktion, indem sie unter anderem
fur die Aktivierung von B-Zellen verantwortlich igs5, 66, 77, 88).
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Wie bereits erwahnt ist diese physiologisch aufttde Form der Th2- geftrderten
Immunantwort durch ihr spezifisches Zytokinmustar éine gewisse Unterdrickung der Th1l-
Immunantwort verantwortlich (34, 56, 67, 77). Almich diese Suppression eines Teil des
Immunsystems als Reaktion auf die extrakorporalkeuation kann als durchaus physiologisch
angesehen werden, da die Thl-Antwort fir diese Figmmmunreaktion nicht bendtig wird.
AulRerdem scheint die Polarisation als Reaktiondauf Einsatz der HLM nur ein temporarer
Zustand zu sein. Zumindest konnten wir am drittest@perativen Tag eine weitestgehende
Wiederherstellung der praoperativen Zellverhalmigsrzeichnen.

Die Thl-zellvermittelte Immunantwort ist maf3gebliah der Abwehr und Bekampfung von
Bakterien und Viren beteiligt. Aufgrund des Eirzest der HLM und der damit verbundenen
supprimierten Thl-Antwort, ist die Infektionsgefafir den kardiochirurgischen Patienten
besonders hoch (3, 59). Eine Unterstitzung der Aiitfvort und eine Stabilisierung der
Produktion an IL-2 konnte bei einem Glutaminmangklrch eine Substitution dieser
Aminosaure erfolgen. Diese Madoglichkeit der Untetating der Immunfunktion durch
Glutamin, konnten wir in unserer Studie allerdinggeder labortechnisch noch klinisch
nachweisen. Ein Grund dafur kdnnte sein, dass tetAuswahl eines Patientenkollektivs, das
ein erhohtes Risiko besitzt, postoperativ an Inéeldn zu erkranken (42, 90), kein wirklicher
Glutaminmangel vorlag und sich dieser auch im \#rlacht entwickelte. Als einziges liel3
sich in der ersten Terzile der IL-2 produzierendebhymphozyten ein positiver Effekt durch
Glutamin erkennen, der im Rahmen eines Glutaminmlangoch ausgepragter erscheinen
durfte.

Da sich in unserer Studie kein Kklinischer Vorteil tlie Patienten abzeichnete, kbnnen wir
einer generellen Glutaminsubstitution, obwohl abehuns keine Komplikationen aufgetreten
sind (71), nicht prinzipiell zustimmen. Wahrschaihl profitieren nur Patienten von der
Substitution dieser Aminosaure, die auch an einduta@®inmangel leiden. Diese Annahme
lasst sich weiter festigen wenn man die Patientégiito/e genauer betrachtet, bei denen sich
im klinischen Verlauf ein deutlich positiver Effedtirch Glutamin aufzeigen liel3 (25, 35, 64,
71, 72, 99, 100, 105). Bei diesen Patienten mufkgund des Eingriffes beziehungsweise der
Verletzungen sowohl von einem erhéhten Glutaminimsals auch aufgrund langer
Liegezeiten und kunstlicher Erndhrung von einer miederten Glutaminaufnahme
ausgegangen werden.

Bei unseren kardiochirurgischen Patienten ist detektive, routiniert durchgefiihrte Eingriffe,
kurzer Liegezeit und friher selbststandiger Erndfrun der Regel nicht mit einem

Glutaminmangel zu rechnen. Dennoch ist es denlhent bei diesen Patienten ein Kollektiv
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zu definieren, das von Glutamin profitieren konrniees waren am ehesten Patienten, die
bereits praoperativ an einem Glutaminmangel leidlém. diese zu erkennen, ware allerdings
ein entsprechendes praoperatives ,Screening® naligerDazu muisste aber erst genau
definiert werden, anhand welcher Parameter dieSesenning” aussagekraftig durchgefihrt
werden konnte. Eine reine Bestimmung des Plasm&a@ln-Spiegels wirde zur Erkennung
eines Glutaminmangels nicht ausreichen, da dieseKasten der Glutaminspeicher relativ
lange konstant gehalten werden kann (82).

Dies ist aber nicht die einzige Frage, die nockklaren ist. In weiteren Untersuchungen sollte
noch mehr Wissen dariber gewonnen werden, in welddenge eine eventuelle
Glutaminsubstitution erfolgen sollte. Zwar konntevon einigen Forschungsgruppen
Unterschiede unter steigender Glutaminkonzentrationtro beztglich der Zytokinproduktion
aufgezeigt werden, jedoch unterscheiden sich dibeeise erheblich in ihrer Aussage lber
die optimale Konzentration. Auf3erdem sind dieseeBngsse auch nur unter Vorbehalt auf die
Situation in vivo uUbertragbar (9, 48, 102).

Aber auch Uber die Substitutionsmenge bei Patiesitah unterschiedliche Angaben gemacht
worden. P. First (23) empfiehlt eine Mindesttagesdoon 13-20g bei Patienten mit grof3em
Trauma, Kachexie oder unkomplizierten elektivendgfifen. Er vermutet aber, dass Patienten
mit Polytrauma, Sepsis, SIRS oder Verbrennungemuwtich hohere Dosen bendtigen. In den
Metaanalysen von Wilmore (99) und Zheng et al. J10&n Patienten mit
abdominalchirurgischen Eingriffen reicht die Spaeiterder Glutamingabe von 0,18- 0,4 g/kg
KG pro Tag beziehungsweise 0,18- 0,5 g/kg KG pr@.TErotz dieser unterschiedlichen
Mengen werden aber durchaus vergleichbare Ergebaigeelt.

Es ist nicht geklart, ob es sich bei diesen Mengenausreichend hohe Dosen handelt. Fir
weitere Untersuchungen bleibt auch noch die Fréfga,0ob unterschiedlich hohe Mengen bei
unterschiedlichen Erkrankungen benétigt werdenciRegs aus, wenn Glutamin erst bei einem
Mangel substituiert wird? Oder sollte es bereits emem bestehenden Risikopotential
prophylaktisch zugefiihrt werden? Welche Applikasieise zeigt sich als vorteilhafter? Ist
der enterale Weg zur Erhaltung der Darmbarriere zurdVerhinderung von Infektionen mit
Gram-negativen Bakterien fur Patienten mit einemadigen Risikoprofil von Vorteil? Sollte
bei der enteralen Gabe Glutamin eher in der Digepbrm zugefiihrt werden oder besser
proteingebunden vorliegen?

An diesen Fragen ist zu erkennen, dass trotz vigtedien, die einen eindeutigen Vorteil fur
bestimmte Patientenkollektive durch Glutamin erlanrieRen, noch keineswegs Klarheit

herrscht und somit weitere Untersuchungen notwesididy
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4.7  Zusammenfassung

Glutamin ist die im menschlichen Korper in freieoria am haufigsten vorkommende
Aminosaure. Vor allem immunkompetente Zellen begeiti Glutamin als Substrat fur ihren
Stoffwechsel. Dieser Bedarf ist im Zustand der xiktiung deutlich erhoht. Bei
kardiochirurgischen Patienten kommt es durch devsdz der Herz-Lungen-Maschine nicht
nur zu einer generellen Aktivierung des Immunsystesondern auch zu einer Polarisation der
Th1/Th2-Immunantwort zugunsten der Th2-Zellen. Daduverédndert sich ebenfalls das
Zytokinmuster mit einer verminderten Produktion Ha2 und einer gesteigerten IL-10
Synthese. Diese Polarisation zu Lasten der Thlggsteuerten Immunantwort hat durchaus
eine klinische Bedeutung, da sie mit einer Immupsegsion einher geht und somit einen
Einfluss auf die infektiose Morbiditat nimmt.

Ziel dieser Untersuchung war es, zu priufen, ob ldulie perioperative Verabreichung von
Glutamin bei Patienten, die sich einem herzchigaigen Eingriff unterziehen, die infektiése
Morbiditat reduziert und die Funktion der Lymphaaytaufrecht erhalten werden kann. Als
Hauptzielkriterien definierten wir die Beobachtwmn Veranderungen in der Anzahl an IL-2
produzierenden T-Lymphozyten und der Infektionsrdts Nebenzielkriterien schauten wir
auf Veranderungen der Anzahl an T-Zellen, die d@mnflammatorischen Zytokine IL-1 und
IL-8, beziehungsweise das antiinflammatorische kKiwntolL-10 synthetisierten und auf
Veranderungen des Plasma-Glutamin-Spiegels.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden 79 Patiergedomisiert in drei Gruppen eingeteilt.
Als Einschlusskriterien waren definiert: Patienteaur elektiven Herzchirurgie mit
extrakorporaler Zirkulation, Ejektionsfraktioe 40% oder Alter> 70 Jahre und eine
Lymphozytenzahl unter 1200/mirLetzteres sollte der Auswahl eines Patientenktis mit
eingeschréankter Immunkompetenz und potentiellerddtarnahrung dienen.

Die Substitution erfolgte parenteral bis zum zweitgostoperativen Tag und wurde nach

folgender Dosierung durchgefihrt:

Glutamin-Gruppe: 0,735 g/kg L-Alanyl-L-Glutamia@,5 g/kg Glutamin)
plus 0,1 g/kg standardisierte Aminosaurelésung
plus 0,4 g/kg Glukose
ad 1000 ml NaCl 0,9%

Aminosauren-Gruppe: 0,835 g/kg standardisierte As@nirelosung
plus 0,4 g/kg Glukose
ad 1000 ml NaCl 0,9%

NaCl-Gruppe: 1000 ml NaCl 0,9%
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Durch die perioperative Infusion von Glutamin kamtvir keine Verminderung der Anzahl an
Infektionen bei unseren Patienten nachweisen. Ebeegyte sich keine Verdnderung der
Intensiv- und Krankenhausliegezeit, sowie der Muéa Allerdings muss dabei erwahnt
werden, dass die Infektionsrate in der Kontrollgraipnit 10% bereits als vergleichsweise sehr
gering anzusehen ist. Die Patienten, die von Glutanit einer Verbesserung der angegebenen
klinischen Parameter profitierten, waren Patientemt grol3flachigen Verbrennungen,
abdominalchirurgischen Eingriffen oder kritisch Kka. Diese Kollektive sind per se einem
hoheren Risiko ausgesetzt, an Infektionen zu ekiermnDes weiteren ist davon auszugehen,
dass diese Gruppen durch die urspringliche Erkramkaer die Traumagrof3e einen erhdhten
Glutaminbedarf haben, oftmals in Verbindung mit eein verminderten Angebot durch
kunstliche Ernahrung. Aufgrund komplikationslosdekéver Eingriffe waren die meisten
unserer Patienten bereits am ersten Tag wiedeselbststandigen Nahrungsaufnahme fahig
und in Verbindung mit der niedrigen Anzahl an pperativen Infektionen ist der fehlende
Nachweis eines positiven Einflusses durch Glutamsht verwunderlich.

Auch bezlglich einer Verdnderung des produziertgmokinmusters konnten wir keine
Veréanderungen durch Glutamin nachweisen. Wir siign@n T-Lymphozyten im Vollblut mit
lonomycin und PMA fur acht Stunden und verhinder@hHilfe von Brefeldin A, dass die in
dieser Zeit produzierten Proteine (Zytokine) naglrazellular transportiert wurden. Darauf
folgte die Markierung der intrazellularen Zytokineit spezifischen fluoreszierenden
Antikdrpern. Im Durchflusszytometer konnte dann deteil an T-Lymphozyten bestimmt
werden, der ein bestimmtes Interleukin produziatt h

Wir konnten eine Polarisation der Immunantwort deZellen zugunsten einer Th2-Zellen
favorisierten Antwort mit einer erhdhten Anzahl db-10 produzierenden und einer
verminderten Anzahl an IL-2 produzierenden T-Zekekennen. Die gesteigerte Th2-Antwort
ist in diesem Fall allerdings als physiologisch usehen, da sie fir die Beseitigung der durch
den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine anfallendéitrdi@mer und anderer Proteine bendtigt
wird. Ebenso physiologisch ist eine damit verbumd8&nppression der Th1l-Antwort, da diese
weniger gebraucht wird. Problematisch kann diesestahd der Polarisation dann werden,
wenn es zu einer Infektion kommt, da fur deren Almveine eher Thl-Zellen gesteuerte
Immunantwort nétig ist. Im Falle eines Glutamindé§ kann durch die Applikation dieser
Aminosaure eine Stabilisierung der IL-2 Produktiord der damit verbundenen Thl-Antwort
erreicht werden.

In dieser Studie konnte durch Glutamin keine Veeiindg des Polarisationsverhaltnisses der

Th1/Th2-Zellen durch eine veranderte Anzahl an Iheziehungsweise IL-10 produzierenden
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Zellen nachgewiesen werden. Auch bei den IL-1 un@l synthetisierenden T-Zellen konnten

wir keine Veranderung durch Glutamin aufzeigen.igkch in der ersten Terzile der T-Zellen,

die per se wenig IL-2 produzierten, zeigte sichcbuiGlutamin eine erhdhte Anzahl

interleukinproduzierender T-Zellen.

Mit diesem Ergebnis kann einer generellen BeflUrwagtder Glutaminsupplementierung far
kardiochirurgische Patienten nicht zugesprocherdarer Es scheinen nur die Patienten von
einer Glutaminzufuhr zu profitieren, die einen @&utMangel haben oder diesen erleiden
werden. Um dieses Patientenkollektiv aus der Gruggrekardiochirurgischen Patienten zu
selektieren, ware ein praoperatives ,Screening” airfen potentiellen Glutaminmangel

notwendig.

4.8 Summary

In the human body, glutamine is the most abundaet form amino acid. Immune competent
cells utilize glutamine as a substrate for metanoliThis phenomenon increases during states
of cellular activation. Using a cardiopulmonary bgp for patients undergoing cardiac surgery
leads to a general activation of the immune systechto polarization of the Th1/Th2 immune-
response in favor of the Th2-cells. Thereby cytekiatterns change with decreased
production of IL-2 and increased synthesis of IL-TQis polarization takes influenze on the
infectious morbidity by causing an immuno supp@ssi

This investigation intends to evaluate the infagsionorbidity and the function of lymphocytes
by the perioperative application of glutamine totiggats who undergo cardiac surgical
intervention. The observation of changes in amadint-2 producing T-lymphocytes and the
infectivity were defined as main criteria. As a @edary objective, we monitored changes in
the number of T-cells that produce pro-inflammatoyyokines IL-1 and IL-8 and the anti-
inflammatory cytokine IL-10, respectively and chagagn the level of plasma glutamine.
Seventy-nine patients were randomized into threegg. Criteria for inclusion into this study
were: patients undergoing elective cardiac surgechuding extra-corporal blood circulation;
ejection fractiors 40% or age: 70 years; and a number of lymphocytes below 1266/mhe
last criteria attempts to find a patient cohorthanéstricted immune-competency and potential
malnutrition.

The amino acids were initially intravenously intoeeéd once pre-operative; once post-
operative and one dosage was administered dailyhf@e days after surgery. The dosage

amounts are given below:
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Glutamine-Group: 0.735 g/kg L-alanyl-L-glutami@,5 g/kg glutamine)
plus 0.1 g/kg standardized amino-acid-solution
plus 0.4 g/kg glucose
ad 1000 ml NaCl 0,9%

Amino-Acid-Group : 0.835 g/kg standardized aminadasolution
plus 0.4 g/kg glucose
ad 1000 ml NaCl 0.9%

NaCl-Group: 1000 ml NaCl 0.9%

After perioperative infusion of glutamine, we didtrdetect a decrease in the incidence of
infections in our patients. There was also no dabée change in ICU length of stay, in-patient
days, nor mortality rate. Attention must be broughthe fact that the rate of infection in our
control group was comparatively very low (10%) gpased to similar studies. The patients
who greatly benefited from glutamine infusion, measd by improvement of the quoted
clinical parameter, were the ones with extensivenguabdominal-surgical-inventions or
critical illness. The subjects are notwithstandexgosed to a higher risk of severe illness from
infections. Furthermore, those groups presumablye han increased need for glutamine
stemming from primary disease and/or size of traubh@se circumstances often accompany a
reduced supply of glutamine due to artificial niidn. As a result of minimal complications in
elective interventions, most of our patients wedrke @40 digest independently. In addition to the
low incidence of perioperative infections, it istreurprising that this study did not yield a
positive response to glutamine infusion.

Moreover regarding the produced cytokine pattema,did not detect any measurable changes
from glutamine. We activated T-lymphocytes in whbleod with lonomycine and PMA for
eight hours. Brefeldin A prevents excretion of grgteins produced in that period of time
from being transported to the extracellular spadeereafter, the intracellular cytokines were
marked with specific fluorescing antibodies. Thegartion of T-Lymphocytes that produced
each detected cytokine was determined with flovomtry.

We identified polarization of the immune respondetlee T-cells that benefited Th2-cell
favored response with an increased amount of lprb@ucing cells and a decreased number of
IL-2 synthesizing T-cells. The augmented Th-2 reseo needs to be categorized as
physiologically in this case since it is necessianythe elimination of cell-debris and other
proteins accumulated by using the cardiopulmongpabs. Suppression of the Thl-response is
similarly physiological since it is less needed.isTIstate of polarization may become

problematic when an infection occurs that requifidsl-cell controlled immunological
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response. In case of glutamine deficiency, staiibn of the IL-2 production and the
subsequent related Th-1 response can be reacloedjthapplication of glutamine.

The results of this research yielded no detectebénge in the polarization of Th1/Th2-cells
through adjustment of the number of IL-2 or IL-L®gucing cells. Glutamine inclusion did
not produce any significant changes in IL-1 or lp#®ducing cells either. However in the first
tertile of the T-cells that produce low IL-2, arcieased amount of interleukin producing T-
cells was seen.

A general application of glutamine in cardiac soafjipatients can not be supported with these
results. It seems that patients who already sirif®en an acute glutamine deficiency or patients
who will develop this deficiency benefit from a glypof glutamine. A preoperative screening
of potential glutamine deficiency would be necegsarorder to select this group out of the

collective of patients undergoing cardiac surgery.
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6. Anhang

6.1  Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Dektion intrazellularer Zytokine

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisserteazellularen Detektion der Zytokine

dargestellt. Auf die Auflistung der Gesamtergebmider einzelnen Zytokine erfolgt die

unterteilte Darstellung der jeweiligen Terzile. e Tabellen 16- 24 gelten folgende

Symbole:

* < 0,05 im Gruppenvergleich

#< 0,05 im Vergleich zum praoperativen Ausgang

Tabelle 16: Tabellarische Darstellung der IL-2 prodizierenden T-Lymphozyten in Prozent (Mittelwert
und Standartabweichung)

PoT = postoperativer Tag

Glutamin n Aminosauren NacCl n p-Wert
Praoperativ 44,3 +18,2 22 44,8 +15,0 21 45,4 +17,9 20 p=0,977
Postoperativ 52,6 £ 15,7 22 44,1 + 15,7 21 45,6 £ 21,1 20 p =0,252
PoT 1 38,56+17,2 22 35,1+13,8 20 33,9+12,1 16 p = 0,595
PoT 2 36,2+14,3 21 36,4 +£13,0 21 38,0+124 17 p = 0,908
PoT 3 41,0+14,2 19 39,8+14,7 18 39,9+14,8 16 p = 0,964
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Tabelle 17: Tabellarische Darstellung der Terzile dr IL-2 produzierenden T-Lymphozyten in Prozent
(Mittelwert und Standartabweichung)

Erste Terzile

Glutamin n Aminosauren NacCl n
Préoperativ 23,3+10,3 7 27,7+9,8 7 225+8,4 6
Postoperativ 40,3+ 16,6 7 33,2+16,7 7 29,3+ 20,2 6
PoT 1 345+8,0* 6 23,2+3,9 7 23,2+7,8 4
PoT 2 31,6 £12,5 6 28,7+9,9 7 32,8+9,9 5
PoT 3 30,3+14;3 6 31,6 £14,8 7 34,6 £16,8 5

Zweite Terzile

Glutamin n Aminosauren NacCl n
Praoperativ 47,1 +6,0 7 47,3+5,3 7 49,7+5,6 7
Postoperativ 56,7 £ 13,8 7 46,3+ 11,7 7 53,3+15,0 7
PoT 1 40,6 +18,1 7 419+120 6 39,3+8,8 7
PoT 2 37,7+16,6 7 38,0+£149 7 40,2 + 14,8 7
PoT 3 458+12,1 6 42,4 +14.8 5 40,7 £ 15,1 7

Dritte Terzile

Glutamin n Aminosauren NacCl n
Praoperativ 63,9+4,9 7 59,2+5,5 7 64,3 +4,7 6
Postoperativ 62,1+8,9 7 53,0+ 13,0 7 53,8 £22,8 6
PoT 1 475+174 # 6 41,3+146 # 7 395+123# 4
PoT 2 41,4+ 15,7 # 6 42,6 + 11,3 # 7 40,2+ 13,6 # 4
PoT 3 50,0+7,1# 6 474 +111 # 6 453+ 13,2 # 4
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Tabelle 18: Tabellarische Darstellung der IL-1 prodizierenden T-Lymphozyten in Prozent (Mittelwert
und Standardabweichung)

Glutamin n Aminosauren n NacCl n p-Wert
Praoperativ 75+3,6 22 7,3+43 21 7,4 +3,7 20 p=0,984
Postoperativ 7,4+3,1 22 7627 21 76+2.2 20 p = 0,949
PoT 1 7,8+3,0 22 7,9+3,0 20 79+4.2 17 p = 0,996
PoT 2 71+2,1 21 71+25 21 71+24 18 p = 0,999
PoT 3 6,7+2,3 19 6,8+2,3 19 7,020 16 p = 0,937

Tabelle 19: Tabellarische Darstellung der Terzile dr IL-1 produzierenden T-Zellen in Prozent
(Mittelwert und Standardabweichung)

Erste Terzile

Glutamin n Aminosauren n NaCl n
Préoperativ 41+15 8 3,9+0,8 7 40+1,2 7
Postoperativ 55122 8 5723 7 56+1,7 7
PoT 1 54+1,2 7 54+2,2 7 54+23 6
PoT 2 56+12# 8 54+11# 7 57+0,7# 4
PoT 3 50+1,2 6 52+18 7 51+14 5

Zweite Terzile

Glutamin n Aminosauren n NaCl n
Préoperativ 69+1,0 7 6,5+1,3 7 6,6 £0,7 7
Postoperativ 7,2+3,3 7 7,1+1,6 7 7,3+x11 7
PoT 1 8,2+29 7 79+23 7 8,4+53 5
PoT 2 6,7+1,8 7 6,5+2,3 7 6,6+2,8 7
PoT 3 72+x14 7 71+£26 7 69+1/4 5

Dritte Terzile

Glutamin n Aminoséauren n NacCl n
Praoperativ 12,1 +0,8 7 125+£25 7 12,2+2.3 6
Postoperativ 9,7+2,5 7 9,8+24 7 10,0+£1.3 6
PoT 1 10,6 £3,0 6 109+1.8 6 99+4,1 6
PoT 2 9,7+x11# 5 94+21# 7 9,0+x18# 6
PoT 3 88+224# 5 86+10# 5 8,7+x13# 6
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Tabelle 20: Tabellarische Darstellung der IL-8 prodizierenden T-Lymphozyten in Prozent (Mittelwert
und Standardabweichung)

Glutamin n Aminosauren n NaCl n p-Wert
Praoperativ 48+23 22 47+25 21 4,7+2,3 16 p = 0,986
Postoperativ 6,0+2,8 23 5,9+2,6 21 59+24 16 p = 0,996
PoT 1 57+2,4 23 56+2,1 20 56+2,0 13 p = 0,962
PoT 2 49+24 20 4,7+272 21 49+272 13 p = 0,954
PoT 3 48+272 19 49+23 18 4,722 12 p = 0,966

Tabelle 21: Tabellarische Darstellung der Terzile dr IL-8 produzierenden T-Zellen in Prozent
(Mittelwert und Standardabweichung)

Erste Terzile

Glutamin n Aminosauren n NaCl n
Préoperativ 23+£0,6 8 23+£0,5 7 25+04 6
Postoperativ 41+12# 8 40+15# 7 41+10# 6
PoT 1 3,9+0,8# 7 40x17# 6 38+04# 5
PoT 2 33%x14 6 3,3%+1,6 7 34+1,2 5
PoT 3 26+0,6 5 24+0,7 5 25+0,5 4

Zweite Terzile

Glutamin n Aminosauren n NaCl n
Préoperativ 4,4+0,9 8 4,2+0,7 7 4,4+0,9 5
Postoperativ 53+2,6 8 51+1,1 7 51+1,6 5
PoT 1 50+19 8 48+1,3 7 51+1,6 3
PoT 2 3,713 7 39+1,1 7 3,9+0,5 3
PoT 3 42+16 7 42+0,5 6 41+16 3

Dritte Terzile

Glutamin n Aminoséauren n NacCl n
Praoperativ 76+0,9 7 76+15 7 76+0,9 5
Postoperativ 89+21 7 85+24 7 88+1,5 5
PoT 1 76+1,2 7 7,717 7 7611 5
PoT 2 74+£14 6 70+£18 7 71+£19 5
PoT 3 69+15 7 73+13 7 6,8+1,3 5
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Tabelle 22: Tabellarische Darstellung der IL-10 praluzierdenen T-Zellen in Prozent (Mittelwert und
Standardabweichung)

Glutamin n Aminosauren n NaCl n p-Wert
Praoperativ 51+24 22 50+2,3 22 50+£25 20 p = 0,980
Postoperativ 46+15 23 4617 21 47+17 20 p = 0,963
PoT 1 58+21 23 58+2,0 20 57+23 17 p = 0,995
PoT 2 51+£2,2 21 50+2,5 21 50+£2,0 17 p = 0,993
PoT 3 53+24 19 51+25 17 48+20 15 p = 0,845

Tabelle 23: Tabellarische Darstellung der Terzile dr IL-10 produzierenden T-Zellen in Prozent
(Mittelwert und Standardabweichung)

Erste Terzile

Glutamin n Aminosauren n NaCl n
Praoperativ 25+0,6 8 25+0,5 8 25+0,5 7
Postoperativ 32+£05# 8 3,3+1;3 8 32+14 7
PoT 1 3,7£10# 8 3,8+x0,8# 8 39+£09# 7
PoT 2 3,3x0,6# 7 3,0+£15 8 3,1+0,9 7
PoT 3 29+0,7 6 31+14 7 3,0£1,0 6

Zweite Terzile

Glutamin n Aminoséauren n NacCl n
Praoperativ 52+14 7 51+0,6 7 49+0,9 7
Postoperativ 45+0,6 7 45+15 7 47+172 7
PoT 1 56+1,0 6 55+1,3 5 56+2,1 4
PoT 2 49+19 7 50+1,3 6 51+0,6 4
PoT 3 4,7+1,0 5 49+0,8 3 49+172 4

Dritte Terzile

Glutamin n Aminosauren n NaCl n
Préoperativ 79+0,6 7 7,7+0,8 7 79+18 6
Postoperativ 6,4+13# 7 59+12# 7 57+x11# 6
PoT 1 7,710 7 78+13 7 79+17 6
PoT 2 71+£23 6 70+£25 7 6,9+0,7 6
PoT 3 7,3+1,8 7 7,2+x2,0 7 7,0+£0,8 5
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Tabelle 24: Tabellarische Darstellung des Plasma-Giamin-Spiegels gM) (Mittelwert und
Standardabweichung)

Glutamin n Aminosauren NacCl p-Wert
Praoperativ 604,9+144,2 23 578,8 +150,9 20 601,3+83,4 20 p=0,784
Postoperativ 1177,3+351,9 23 534,8 + 159,8 20 610,0+138,3 20 P<0,01
PoT 1 958,0+331,4 23 526,8 + 104,7 20 488,7+104,0 20 p<0,01
PoT 2 753,1+£342,2 23 492,9+93,1 20 455,1+75,9 20 P<0,01
PoT 3 524,9 + 83,2 23 470,6 + 83,2 20 480,1+46,5 20 p=0,04
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6.2 Patientendaten

In der folgenden Tabelle sind die Daten der Patieint der Reihenfolge ihrer Teilnahme an
dieser Studie aufgelistet.

Tabelle 25: Darstellung der Daten der an der Studigeilgenommenen Patienten

Nummer Geb. Alter GroRRe Gewicht ASA
1 12.06.1930 72 163 86 3
2 24.05.1932 70 165 88 3
3 15.08.1935 67 172 64 4
4 26.12.1929 73 170 72 3
5 08.05.1934 68 164 77 3
6 31.12.1921 82 154 58 3
7 08.01.1939 64 165 58 3
8 28.05.1932 70 171 77 3
9 06.08.1932 70 170 74 3

10 10.06.1950 52 168 120 3
11 13.10.1933 70 183 87 3
12 17.01.1930 73 150 55 3
13 21.07.1919 83 168 55 4
14 09.02.1933 70 178 72 3
15 16.01.1928 75 176 87 3
16 28.06.1932 70 168 65 3
17 10.11.1954 48 187 97 3
18 26.12.1926 76 168 62 3
19 31.05.1931 71 185 85 3
20 25.02.1941 62 160 66 3
21 10.08.1925 77 164 69 3
22 31.08.1929 73 164 72 3
23 08.12.1921 81 166 95 3
24 12.03.1921 82 158 63 3
25 05.07.1930 72 163 90 3
26 09.05.1934 69 160 74 3
27 22.01.1935 68 180 90 3
28 20.12.1926 76 170 71 3
29 25.12.1935 67 172 73 3
30 25.02.1964 39 172 85 3
31 18.01.1931 72 169 71 3
32 23.12.1923 79 163 78 3
33 19.12.1934 68 174 90 3
34 22.02.1940 63 174 86 3
35 14.06.1927 76 168 82 3
36 13.11.1923 79 168 81 3
37 11.12.1924 78 172 78 4
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

01.06.1926
21.08.1938
15.06.1940
28.12.1928
26.11.1934
14.11.1927
26.09.1935
09.04.1926
17.12.1935
22.11.1949
27.11.1926
09.09.1939
12.10.1931
17.11.1928
26.11.1941
08.04.1923
09.01.1931
21.05.1928
06.10.1933
06.05.1940
26.04.1935
02.02.1931
30.10.1940
24.05.1934
08.11.1933
23.04.1937
29.03.1924
02.09.1927
18.07.1948
14.07.1945
11.06.1924
25.08.1929
24.11.1920
06.01.1941
16.03.1929
31.08.1927
25.05.1934
28.10.1943
21.05.1938
29.10.1944
26.12.1936
04.11.1940

77
64
63
74
68
75
67
77
67
53
76
63
71
74
61
80
72
75
69
63
68
72
62
69
69
66
79
65
55
58
79
74
83
62
74
76
69
60
65
59
67
63

170
168
184
170
173
163
1,55
1,62
1,74
1,75
1,68
1,68
1,65
1,52
1,68
1,56
1,65
1,88
1,76
1,82
1,7
1,81
1,75
1,72
1,58
1,78
1,78
1,62
1,7
1,75
1,65
1,59
1,62
1,7
1,65
1,58
1,68
1,84
1,75
1,76
1,82
1,65

68
78
110
80
76
64
48,1
65
85
88
75
62
75,7
67,6
81,9
73
70
76
74
76
77
91
71
95
54,8
85
85,3
73,1
90
73
58
63
74
70,4
70,1
58,5
73
84,5
85
87
98
70,7

W W W W W W W W W W W W W W W WwWwwwwwowowowwwowowowowowowowwwwwwowwwwow
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6.3  Abkirzungsverzeichnis

ACB
ADP
AK
Ala-GIn
APZ
ASA
ATP

BCG
BD
BFA

Cl
ConA
CPB

CRP

DMSO
DTH

EF
ELISA
EN

FACS
FITC
F-HPLC
FSC

Gly-GIn

Aortokoronarer Bypass
Adenosindiphosphat

Antikorper

L-Alanin-L-Glutamin
Antigenprasentierende Zelle
American Society of Anesthesiologists
Adenosintriphosphat

Bacillus Calmette-Guérin
Becton & Dickinson
Brefeldin A

Cardiac Index
Concanavalin A
Kardiopulmonaler Bypass
Cardiopulmonary Bypass

C-Reaktives Protein

Dimethylsulfoxid
Delayed-Type Hypersensitivity

Ejektionsfraktion
Enzyme Linked Immunoassay
Enterale Erndhrung

Enteral Nutrition

Fluorescence-activated Cell Sorter
Fluoresceinisothiocyanate
Fluoreszenz-Hochdruck-Flissigkeits-Chrometphie

Forward Scatter

L-Glycin-L-Glutamin
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HLM Herz-Lungen-Maschine

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

KG Korpergewicht

LPS Lipopolysaccharid

LVEDP Linksventrikularer enddiastolischer Druck
M Molare Konzentration

u Mikro

MHC Major-Histokompatibilitats-Komplex

MKE Mitralklappenersatz

MOF Multi-Organ-Versagen (Multi Organ Failure)
NacCl Natriumchlorid

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

PBS Phosphate buffered Saline

PE Phycoerythrocin

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein

PHA Phytohaemagglutinin

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

PoT Postoperativer Tag

RIA Radioimmunoassay

RNA Ribonukleinsaure

SIRS Systemisches inflammatorisches Antwortsyndrom

Sytemic Inflammatory Response Syndrome
SOFA Sequential Organ Failure Assessment
SSC Side Scatter
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TH T-Helfer-Zellen

TNF Tumor-Nekrose-Faktor
TPN Totale parenterale Ernahrung
TZR T-Zell-Rezeptor

6.4 Verwendete Materialien

Aqua dest.
Fa. Baxter Deutschland GmbH
Bestellnr.: 001428

Brefeldin A (BFA), 5mg
Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Katalognr.: B-7651

Brutschrank BB 16
Heraeus Instruments, Hanau
Bestellnr.: 51010689

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 500ml
Fa.: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Katalognr.: D-8779

Druchflusszytometer FACSCalibur
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg

Ethanol (EtOH)
Fa. Riedel-de Haén AG, Seelze
Bestellnr.: 32205

FACSClean
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg
Katalognr.: 340345

FACSFlow
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg
Katalognr.: 342003

FACS-Lysing-Solution, 100ml, 10fach konzentriert
BD PharMingen, BD Biosciences, Fa. Becton & DickimsHeidelberg
Katalognr.: 349202

FACS-Permeabilizing-Solution 2, 10fach konzentriert
BD PharMingen, BD Biosciences, Fa. Becton & DickimsHeidelberg
Katalognr.: 340973

FACSRinse
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg
Katalognr.: 340346
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Falcon Polystyrol-Réhrchen mit Deckel, 5ml, 12 xifb

Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg
Bestellnr.: 352054

Falcon Polypropylen-Réhrchen, 50ml
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg
Bestellnr.: 352070

Fastimmune2aFITCH1PE Isotypekontrolle
CD3 FITC

CD3 PE

CD3 PerCP

CD69 PE

IL-1a PE

IL-2 PE

IL-8 PE

IL-10 PE

Katalognr.: 340458
Katalognr.: 345763
Katalognr.: 345765
Katalognr.: 345766
Katalognr.: 341652
Katalognr.: 554561
Katalognr.: 559334
Katalognr.: 559336
Katalognr.: 559337

BD PharMingen, BD Biosciences, Fa. Necton & DickimsHeidelberg

lonomycin, 1mg

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Katalognr.: 1-0634

Laborzentrifuge Universal/K2S
Werknr.: 39366
Hettich Zentrifugen Tuttlingen

Phosohate Pufferd Saline (PBS), 500ml
Fa. BAG Lich
Bestellnr.: 3613

Phorbol 12-Mystrate 13-Acetate (PMA), 5mg
Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Katalognr.: P-8139

PrimavetteS mit Natrium-Heparinat Gel, 7,5m|
KABE Labortechnik GmbH, Nimbrecht-Elsenroth
Bestellnr.: 09592700

Reagenzrohrchen, 1,5ml, 39x10,8mm
Fa. Sarstedt, Niumbrecht
Bestellnr.: 72.690

Reagenzrohrchen, 10ml
Fa. Sarstedt, Niumbrecht
Bestellnr.: 55.468

RPMI-1640 Medium, 100mi

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Bestellnr.: R-0883

Spitzen fur Pipette, 0,5-10
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Bestellnr.: 70.1115

Spitzen fur Pipette, 10-1Q0
Bestellnr.: 70.760.002
Spitzen fur Pipette, 100-10000
Bestellnr.: 70.762

Fa. Sarstedt, Numbrecht

Stoppuhr
Eurochron. GmbH, Seebach/Thlringen
Modellnr.: 336/0001

Variable Mikroliterpipette, 0,5-10
Bestellnr.: 4910 000.018

Variable Mikroliterpipette, 10-1Q0
Bestellnr.: 4910 000.042

Variable Mikroliterpipette, 100-10Q0
Bestellnr.: 4910 000.069

Fa. Eppendorf, Hamburg

Vortexer REAX 2000
Heidolph Instruments, Schwabach
Bestellnr.: 541.19000.00
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