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2. Einleitung

2.1 Einfihrung

Von Alters her war bekannt, dass ein quantitatod®r qualitativer Nahrungsmangel zu
weitreichenden Schadigungen im Korper bis hin zerierhéhten Mortalitat fuhrt.
Durch eine zuséatzliche Nahrstoffzufuhr versuchten dar Mangelernahrung bei Men-
schen, die nicht essen konnten oder wollten, eetgagvirken. Schon um 3400 vor
Christus verwendete man Nahrklistiere, welche atswafSmilch, Honig, Schmalz und
Wein zusammengesetzt waren. Uber den Enddarm éimgeferblieb diese Mischung
dort Uber mehrere Stunden. Bis zum Anfang des &txhdinderts war diese Methode
Ublich, obwohl schon zu diesem Zeitpunkt bekannt, wlass diese rektale Prozedur
keine wirkliche Effizienz aufzeigte [30].

In verschiedenen Schriften wird ab dem 12. Jahrédnier die Anwendung von oro6-
sophagealen Kanulen berichtet. Um 1600 wurden diere nasalen Silbersonden ein-
gesetzt, denen anschlieRend die Verwendung voibligexSchlund- und Magensonden
folgte, um eine kiunstliche Erndhrung zu ermoéglicheniihzeitig strebten die medizini-
schen Wissenschatftler nach einer Losung, Nahrstbfékt in das Blut einzubringen.
Grundlage fir diese Idee war die Entdeckung deskRlislaufes im Jahr 1628 von
Harvey, der die Vermutung aufstellte, dass die Nafprdurch den Blutstrom im Orga-
nismus verteilt wird. Daraufhin folgten die erster@f3ig erfolgreichen Versuche mit
Bluttransfusionen. Dazu gehorten unter andereniegperimente von W. Courtens, der
1678 diverse Substanzen wie Olivenél, Zuckerlésaonged Opium mit unterschied-
lichen Erfolgen intravends infundierte. Aufgrundsdeangelnden und fehlenden Wis-
sens Uber die notwendigen Zusammensetzungen intraveugefigter Nahrstoffl6-
sungen sowie der schlechten hygienischen Bedingurgieben die Versuche zur par-
enteralen Erndhrung lange Zeit erfolglos. Daher diarorale Sondenernahrung tber
eine lange Zeitspanne die einzige Mdglichkeit fiaeeerfolgreiche Nutrition [30, 54].
Neben den analytischen und wissenschaftstheoretis@etrachtungen, beschaftigte
sich auch der Giessener Professor fur Chemie uldnizie, Justus Liebig, intensiv
mit den praktischen Fragen zur Verbesserung deiHfumgsgrundlage, der Nahrungs-
qualitdt und deren Hygiene. Dem Wepkrbeit Uber Proteine” 1843 folgte im Jahr
1847 die Veroffentlichung GbeExtractum Carni$ (,Fleischinfusum* oder als,Lie-
bigs Fleischextrakt‘bekannt), welches zur medizinischen und allgenmeoralen Ver-

abreichung entwickelt worden war [62]. Ende desJH#rhunderts gab es immer mehr



Versuche in der parenteralen Erndhrung, welche wgabkmit unterschiedlichen Le-
bensmitteln praktiziert wurden und oft mit Schmermad Abzessbildung einhergingen.
Erst ab dem Jahr 1962 stand eine sichere totatnfesale Ernahrung (TPN) mit ver-
traglichen Fettlosungen zur Verfigung, die 1968amuwen mit der Einfihrung des
Zentralvenenkatheters erfolgreich eingesetzt wekiemte. Spater folgte die Entwick-
lung von vertraglichen Aminoséaure-, Pepton- undk@selésungen, um einer Mangel-
ernahrung durch einen erhdhten oder gestdrten Méitvesdarf und dessen Folgen ent-
gegenzuwirken [30, 54]. Heutzutage sind die Ursadbieeine Mangelernahrung in der
westlichen Welt meist sekundarer Natur, ausgeléstrdMalabsorption, Hypermetabo-
lismus und Anorexie oder durch konsumierende Ekuagen, wie Malignome und
Stoffwechselstorungen. Auch minderwertige Nahruriiem die durch eine unzurei-
chende Nahrstoffzusammensetzung oder Kontaminiedefigiert sind, verschlechtern
die Widerstandsfahigkeit des Korpers.

Diese vielfaltigen Ursachen fiir Mangelernahrungirifeessen tber metabolische, neu-
rologische oder endokrine Parameter das Immunsygl@8]. Welche Folgen der Er-
nahrungsstatus auf den Menschen hat, dokumenfiegé Studly et al. [127]. Sie er-
kannten, dass sich eine Mangelerndhrung bei cliscirgn Patienten auf das Infektions-
risiko und der Letalitat auswirkt. Etwa 23 Jahreitsp beschrieben Scirmshaw et al.
[115] die Wechselwirkung zwischen Immunsystem umdaBrungszustand. Eine aus-
gewogene Zusammensetzung der klinischen oder nemntainahrung, durch welche
die Protein-, RNA- und DNA-Synthese beeinflusstdyibegiinstigt die Proliferation
und Funktion der immunbeteiligten Zellen. Der Pioteind Energiemangel vermindert
unter anderem die T-Lymphozytenzahl, besonder&diahl der T-Helferzellen ist bis
zu 40 % reduziert. Eine Folge davon ist eine hezabigte Interleukinproduktiddl,
52, 142, 146]. Die uber die letzten 15 Jahre Hatnen intensiven Forschungen von
Ernahrungswissenschaftler und klinischen Forschemgien, dass nicht nur die Quanti-
tat, sondern auch die Zusammenstellung der Erngbmischung ausschlaggebend ist
[141, 142]. Alexander et al. [1] bewiesen 1995 sdagbstanzen wie Arginin, Fettsduren
und Glutamin einen Einfluss auf das ImmunsystemehatBesonders trat Glutamin
durch seine hohe Konzentration im Kdorper sowieWekung im Immunsystem hervor
[7]. Dass die Erndhrung und das Immunsystem imrgegiggen Einfluss stehen, zeigen
verschiedene Immundefekterkrankungen, die zu dftamhexie fihren kénnen. Des-
gleichen hat das Postaggressionsyndrom, ein Zustacidl Traumen, Sepsis oder Ope-

rationen, Folgen auf die Immunantwort. Der erhdBtekstoffverlust, die verschlech-



terte Glukoseverwertung und die verstarkte Lipok@enen eine parenterale Ernahrung
erforderlich machen, um den Patienten vor einer ddrnahrung zu bewahren [120].
Ebenfalls konnte bewiesen werden, dass auch spwtMenschen von einer zusatzli-
chen Nahrungserganzung profitieren. Athleten, dieeruerhdhten kodrperlichen Anfor-

derungen stehen, erhielten zusatzlich Zink, Glutaumd Vitamine. Diese Supplemen-
tierung konnte das Infektionsrisiko bei diesen Rraten deutlich senken [98].

2.2 Glutaminin vivo und in vitro

2.2.1 Glutamin im Uberblick

Die Aminosaure mit der gro3ten Konzentration im swdichen Koérper ist Glutamin.
Mit der héchsten Umsatzrate aller 23 Aminosauregt Idieses in einer Konzentration
von 600 pmol/l im Blutplasma vor. Der Hauptantekdreien Aminosaurenpools liegt
im Skelettmuskel mit 20 mmol/l vor. Auch in andef@®eweben wie Leber, Gastroin-
testinaltrakt und Leukozyten ist eine recht hohenz&mtration nachzuweisen [51, 52].
Glutamin (Summenformel 4E1;0N>,O3 Molmasse 146,15 g/mol) ist eine nichtessentielle
Aminosaure und stellt ein Amid der Glutaminsaure &s stellt nicht nur ein bedeuten-
der Baustein der Proteinsynthese dar, sondernudst e verschiedenen synthetisieren-
den und metabolischen Stoffwechselwegen involy&i.

In den Nieren, der Mukosa des Gastrointestinakiakind dem Immunsystem sind die
Zellen mit dem héchsten Glutaminverbrauch vorzigmadDort stellt es einen wichtigen
Energielieferanten dieser schnell proliferierendgsllen dar. Unter physiologischen
Bedingungen sind alle Gewebe in der Lage, einecalmnde Menge an Glutamin zu
synthetisieren und zu verwerten. Die Glutaminolyedialer Schritt zum Abbau, und
die Glutaminsynthesereaktion finden in unterschebeéin Kompartimenten, dem Golgi-
apparat und Zytosol, statt [2, 121]. Bekannt isthawass die Lunge fahig ist, in akuten
Situationen Glutamin zu produzieren. Das Gehirntisstisiert dieses, um es im Be-
darfsfall zu dem Neurotransmitter Glutamat umzuvedmd96, 97, 120]. GroR3tenteils
wird Glutamin nicht vollstéandig oxidiert, sonderan Glutamat, Ammoniak, Laktat und
Aspartart umgewandelt. Glutamin ist ein N-Donatod ulient als Substrat in der Syn-
these von Purinen, Pyrimidinen, Nukleotiden undk@saminen. Zudem ist Glutamin
eine Vorstufe des intrazellularen Antioxidans Gilian, welches Uber die Aminoséau-
ren Glycin, Cystein und Glutamat synthetisiert wird oxidativen Stress kann es des-
sen Spiegelkonzentration aufrecht erhalten [2831,
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Im Gegensatz zu dem neutralen Glutamin ist Glutagimageladenes Molekiil, das nur
unter erschwerten Bedingungen die Zellmembranechskandern kann. Deshalb ist
Glutamin unter anderem ein wichtiger Lieferant Her Glutamatsynthese [81, 146].
Weiterhin ist Glutamin als ein Stickstoff- und Ammaktransportmolekil zwischen
den Organen, Substrat fur die Urogenese in derrlgde in der hepatischen sowie re-
nalen Glukoneogenese vorzufinden [2, 96, 97].

In der renalen Ammoniakgenese ist es in der Reguigedes Sauren-Basen-Haushaltes
beteiligt [10, 49, 50]. Vom Glutamin wird eine M&ruppe abgespaltet, welche mit ei-
nem weiteren Proton aus der Niere ausgeschiedeh iese Reaktion ist bedeutend
bei der Kompensation einer Azidose [28ls eine osmotisch aktive Substanz wirkt es
in der Muskelproteinbilanz [121]. Zudem ist der kienuskel der gréldte Speicher von
Glutamin und gibt im Bedarfsfall die Aminoséauredas Blutplasma ab. Studien von
Parry-Billings et al. [105] und Yaqoob et al. [14%&igten, dass dies ein glukokortikoid-
sensitiver Prozess ist. Daher setzt die Glutamihsye im Stress verstarkt Glutamin
aus dem Muskel frei [60Eine neue Uberlegung geht davon aus, dass Glutaicii
nur in groBen Mengen im Darm verbraucht wird, sondaich im Bedarfsfall von dort
freigesetzt werden kann [8&)er Prozess der Freisetzung aus dem Muskelgewelire is
katabolen Stresssituationen bedeutend. In dieséemA&nn Glutamin zu einer semies-
sentiellen Aminosaure werden [2].

Eine Verwendung fur Glutamin findet unter anderenRPMI Kulturndhrmedien statt.
Dass die Aminosdure Glutamin ein wichtiger Bestaihdh den Zellkulturmedien ist,
schilderten zuerst Ehrensvard et al. 1949 [35]t&8dalgte dazu eine ausfuhrliche Un-
tersuchung von Eagle et al. [34] im Jahre 1956eDé&rgebnisse fuhrten zu einer Ent-
wicklung eines Nahrmediums mit Wachstumsfaktoreh nichtessentiellen sowie es-
sentiellen Aminosauren in physiologischer Zusamnediusig sowie einer Uberaus ho-
hen Glutaminkonzentration von 2000 umol/l [96, 97].

Lange Zeit konnte man Glutamin aufgrund der physigkh-chemischen Eigenschaften
nicht in der parenteralen Ernahrung einsetzen. &ssDipeptid, wie Analyl-Glutamin
und Glycyl-Glutamin, wurde eine Langzeitstabilitétreicht, die eine kommerzielle
Verwendung in der TPN zulie3. Dabei zeigt eine Btwn Kirchner et al. [66], dass
das Dipeptid die gleiche Wirkung wie das Glutaneifbst erzielt.
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2.2.2 Die Bedeutung von Glutamin im Immunsystem

Die meisten Studien erfassen die Reaktionen vonunzellen nur anhanid vitro Beo-
bachtungen, bei denen ein kiinstlicher Uberflusg ddiengel an Glutamin herbeige-
fuhrt wurde. Durch verschiedene Konzentrationen @egamins konnte der Einfluss
auf die Zellproliferation dokumentiert werden [E}st in den 80er Jahren des 20. Jahr-
hunderts erkannte man, dass ruhende und aktitmarteinzellen nicht nur in der Lage
waren Glukose, sondern auch Glutamin zu verstothaeln [2, 25, 66, 96]. Zuvor ging
man davon aus, dass dieses nur in der Leber, Zédsrintestinums und in Tumoren
verbraucht wurde [96].

In vitro Versuche bewiesen, dass Monozyten und Lymphoaiteen hohen Glutamin-
umsatz besitzen. Makrophagen, welche phagozytiké@enmen und eine hohe Protein-
sekretion betreiben, sind trotz des hohen Glutaerlmauches nicht in der Lage, dieses
zu synthetisieren [96]. Dadurch wird ihre Nuklemsssynthese, Phagozytosefahigkeit
und Interleukinausschuttung limitiert [135]. Aucle cExpression der MCH-II-Klasse
HLA-DR-Antigene, die gleichzeitig die Aktivitat dser Zellen anzeigt, ist von der Glu-
tamin-Plasma-Konzentration abhangig. Dies bele@tamy-Billings et al. [105] durch
in vitro Studien mit peritonalen Makrophagen von MauseridBkeitig bewiesen sie
die Glutaminabh&ngigkeit der Lymphozytenaktivitairb Menschen [79].

Unter anderem gelang der Nachweis einer gesteigeephozytenproliferationirg
vitro), einer erhdhten Lymphozytenzalih (vivo) sowie einer gesteigerten Expression
von den Oberflachenantigenelyster of differentiation“(CD) 3, 4, 8 und 19 bei einer
zusatzlichen enteralen Glutamingabe [123]. Einentgde Lymphozytenfunktion wurde
bei einer Glutaminkonzentration zwischen 600 — 20®dol/l ermittelt. Chang et al.
[22] beobachteten die lymphozytenmodulierende Rankton Glutamin auf die peri-
pheren T-Lymphozyten, die durch lonomycin und Phbd®2-Myristat-13-Acetat
(PMA) stimuliert wurden. Diese fordert die Expressider Bcl-2 und reduziert die
CD95-Marker, welche die Apoptose der T-Zellen steuend in diesem Fall den Zell-
tod hinauszdgern. Unter anderem verandert einédmaate Glutaminkonzentration das
CD4" | CD8'-Zellenverhaltnis durch Abnahme der CD4mphozyten [108, 145Ho-

he Konzentrationen von Glutamin tber 1000 pmolHhrt@n zu einer verminderten
Lymphozytenproliferation in dem vitro Versuchen. Eine Erklarung dafir ist, dass Me-
taboliten des Glutamins, wie Glutamat und Ammong&ken immunsupressiven Effekt
bewirken [128]. Ferner konnte eine ansteigende uktizh von Interleukin-2, Interleu-

kin-10 und Interferory in menschlichen Lymphozyten und eine erhdhte Aléivder
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naturlichen Killerzellen sowie B-Zell-Differenzieng festgestellt werden [22, 97, 108,
145]. Bekannt ist auch, dass die Zellen des Imnstasys den Glutaminstoffwechsel
beeinflussen. Chakrabarti et al. [20] zeigten inskiizellkulturen, dass die TNi-

Ausschittung von Makrophagen die Glutaminsynthasegaession induzierte. Daher
ist es nicht Gberraschend, dass der Glutaminkorateat im Plasma und deren Einfluss
auf das Immunsystem bei kritisch Erkrankten eindebéende Rolle zukommt [97].
Dagegen war bisher in den Studien noch kein negraiitfekt durch eine Glutaminsub-

stitution nachzuweisen.

2.2.3 Parenterale Glutaminnutrition im katabolen Stess
Es konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigten, dass eine zusatzliche ente-
rale oder parenterale Gabe von mindestens 20 gfiiBin das Auftreten von Infektio-
nen und die Morbiditatsrate bei Patienten senkt 92 102, 107]. Zusatzlich wird Uber
eine verringerte Intensiv- und Krankenhausverweidaberichtet [99]. Glutamin und
dessen Wirkung ist daher besonders interessamtelbdtrnahrung und fur den Metabo-
lismus bei kritisch Erkrankten [52%teinau et al. [123] sahen in einer enteralen Glu-
taminsubstitution folgende Zielvorstellungen:
1. Reduktion des Autokannibalismus
(verbesserte Stickstoffbilanz durch kdrpereigéreeinkonservierung)
2. Protektion der intestinalen Barrierefunktion
(verminderte Mukosaatrophie und konsekutiv reglieiBakterientranslokation)
Steigerung der zellularen Immunabwehr

4. Steigerung der antioxidativen Kapazitat des tigglzen Glutathionsystems.

Das Konzept der Ernahrungssupplementierung vomgetmewendigen Nahrstoffen zur
Unterstitzung und Starkung des Immunsystems istnaisunonutrition bekannt und
stellt eine besondere Form der Ernahrungstherapigid].

Wahrend der Zeit, in welcher der Organismus hygabi@en und hypermetabolen
Krankheitszustadnden unterliegt, wird Glutamin zoeeisemiessentiellen Aminosaure
[10]. Die Glutaminkonzentration im Blutplasma simktrch verschiedene inflammatori-
sche Prozesse wie Sepsis, Verletzungen und Infekiioder auch bei Ausdaueribung-
en sowie bei Ubermaldigem Training [4, 84, 96, 103].Aber auch Patienten im hdhe-

ren Alter mit einer ausgepragten Kachexie, pulmenmBlysfunktion oder schwierigem
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Verlauf nach operativen Eingriffen zeigen einendoeers ausgepragten Glutaminman-
gel [46, 102]. Wilmore et al. [141, 142] konntennagsen, dass der Glutaminverbrauch
unter anderem von der Grol3e des operativen Eiagifhangig ist. Im katabolen Stress
ist der Organismus nicht mehr in der Lage, Glutamiausreichender Form zu syntheti-
sieren oder aus dem Skelettmuskel freizusetzeneiéhte Bedarf flhrt trotzt der ver-
starkten Mobilisierung zu einer erniedrigten Blagphakonzentration. Diesen Vorgang
konnten Stinnnett et al. [125] und Parry-Billingsaé [105] bei Patienten mit Verbren-
nungen aufzeigen. Bei gesunden Probanden liegGtlitamin-Plasma-Konzentration
bei 600 umol/l, bei kritisch Erkrankten wurde eikenzentration von 200 pmol/l er-
mittelt. Die erniedrigte Konzentration fuhrt zu amenden Zellmediatoren und folg-
lich zu einer reduzierten Immunantwort, welche \ereon die Wahrscheinlichkeit fur
Infektionen erhoht [22]. Durch eine zusatzliche egale oder parenterale Nutrition
konnten diese Folgen in einigen Studien verringextden. Unerwinschte Nebenwir-
kungen wurden bisher noch nicht dokumentiert.

In den meisten Studien erfolgte die Glutamingabecldeine totale parenterale Nutri-
tion. Nur einige wenige erfassten die Auswirkungctiueine enterale Supplementie-
rung. Die Studie von Houdijk et al. [58], in deneienterale Gabe von Glutamin bei
Patienten mit Polytraumen erfolgte, wies eine aitideverringerte Anzahl an Pneumo-
nien, Bakteridmie und Sepsis nach. Gleichzeit keitr@legt werden, dass die systemi-
sche inflammatorische Antwort durch das TtFeindeutig niedriger ausfiel. Auch
konnte ein positiver Effekt auf das KorpergewichiduKorperzellmasse bei AIDS-
Patienten durch eine enterale Nutrition mit 40@ldtamin bewiesen werden [10].

Eine Untersuchung von Hammerquist et al. [51, b2],der eine parenterale Nutrition
mit Glutamin erfolgte, demonstrierte, dass der &hihabbau aus dem Skelettmuskel
deutlich verringert war. Bei Knochentransplantagiorkonnten Ziegler et al. [147] eine
reduzierte Haufigkeit der bakteriellen Infektionesrweisen und Griffith et al. [46] er-
reichten eine erhohte 6-Monats-Uberlebenszeit inirel8 g/d Gabe von L-Glutamin.
Weiterhin verringerten sie in ihrem Kollektiv dureime parenterale Supplementierung
das Risiko fur Pilzinfektionen. Morlion et al. [8Rbnnten darlegen, dass die Lympho-
zytenanzahl am dritten postoperativen Tag bei Bapetationen in der Patientengruppe
bei einer TPN mit Glutamin im Normalbereich lag,hsend in der Kontrollgruppe eine
sinkende Zellzahl auftrat. O’Riordain et al. [L@Ejgten unter einer parenteralen Glu-
tamingabe in der postoperativen Patientengruppe einsteigende T-Zell-DNA-

Produktion. Ferguson et al. [38] beobachteten, dasseduzierter -1 / Ty-2 Quotient
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von 0,46 (bei gesunden Probanden 2,5) und eineemsdhende Dominanz deg-B-
Zytokine, welche die Folgen eines Glutamindefizgren, eine Infektion begunstigen
[95].

Durch den Vergleich der unterschiedlichen Studiemies sich die parenterale Gluta-
minnutrition als eine ausgezeichnete Losung flireR&n im katabolen Stress. Dagegen
gewahrleistete die enterale Nutrition eine Erhataer Barrierefunktion des Darmes

und somit die Funktion des darmassoziierten lynmpbla¢n Gewebes [39, 55].

2.3 Kardiochirurgie

2.3.1 Die Anfange der Herz-Lungen-Maschine

Verschiedene angeborene oder erworbene Defekteletzens erfordern einen operati-
ven Eingriff. Wahrend der Operation ist eine extr@iorale Zirkulation (EKZ) durch
die Herz-Lungen-Maschine (HLM) erforderlich. Indilamen fir ein kardiochirurgi-
sches Einschreiten stellen ein Herzklappenersagkomstruktion von Herzklappen,
Korrektur kongenital bedingter Herzfehler, Openaéio an der Aorta und die Bypass-
chirurgie dar. Eine EKZ ermdoglicht, dass das Herd die Lunge vollstandig aus dem
Blutkreislauf genommen werden, ohne dass die Vg des Korpers mit Blut wéh-
rend der Operation unterbrochen wird [8, 72, 126].

Die Chirurgie am Herzen spielte bis zum Ende de¥/eltkriegs im Jahr 1945 keine
grof3e klinische Rolle. Der Beginn der HerzchirurgieDeutschland wird oft mit der
ersten erfolgreichen Naht einer Herzwunde durchaligdRehn 1896 festgelegt. Opera-
tionen der Pericarditis constrictiva wurden schordén 20er und 30er Jahren des 20.
Jahrhunderts durchgefuhrt. Die erfolgreiche puln®rambolektomie durch Martin
Kirschner 1924 und die Operationstechnik von FrediTrendelenburg 1908 waren
einzelne Erfolge. Die erste geglickte Herzwandarsenaoperation durch Ferdinand
Sauerbruch 1931 und der Verschluss eines persistien Ductus Botalli durch Emil
Karl Frey 1938 waren einzelne erfolgreiche ReseltBiese Eingriffe fanden noch oh-
ne eine extrakorporale Zirkulation statt [87]. Wighfir den erfolgreichen Einsatz der
Herz-Lungen-Maschine war die Entdeckung des Hepaturch McClean 1916. Wei-
tere Voraussetzungen waren die Entwicklung der rmaite benutzten Rollenpumpen
fur den Bluttransport im Jahr 1934 und die Entdagkder Technik der Sauerstoffan-

reicherung im Jahre 1944. Die Konstruktion einegd@xators um 1955 reduzierte die
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Gefahr der Luftembolie. Erst 14 Jahre spéater drteicdder noch heute eingesetzte
Membranoxygenator die Marktfahigkeit [8, 87].

Im Jahr 1937 gelang dem Amerikaner John Gibbon ¥peEment die erste vielver-

sprechende extrakorporale Zirkulation. Die dagegen5. April 1951 von Clarence

Dennis in Minneapolis versuchte erste Herzoperatiitneiner Herz-Lungen-Maschine

blieb ohne Erfolg. Erst am 6. Mai 1953 gliickte Gibb eine 45-minltige Operation

eines Vorhofseptumdefektes an einem achtzehnjahhggchen unter dem Einsatz der
EKZ [43]. Damit war die moderne Ara der Herzchirurgie eingeleNun bestand die

Mdglichkeit fir Operationen am offenen sowie zeisgestillgelegten Herzen [8].

2.3.2 Folgen des kardiochirurgischen Eingriffs aliden Organismus

Im Jahr 2004 wurden 1 168 Menschen pro Million Eohwer in Deutschland am Herzen
operiert. In den 78 hochspezialisierten Zentrendenr96 340 Eingriffe unter Einsatz der
Herz-Lungen-Maschine durchgefuhrt [23]. Ursachendié hohe Quote an Herzoperati-
onen sind zum einen das immer &ltere werdenderfatieollektiv und zum anderen die
steigende Inzidenz der koronaren Herzerkrankungenderen Folgen, die in den Indust-
rielandern die fihrende Todesursache darstelltZ3].

Schon wahrend der Anfange der Herz-Lungen-Masch®@grationen bemerkte man
postoperative Komplikationen, welche auf die EKZimkgefihrt wurden. Die Beein-
trachtigung der unterschiedlichsten Organsystenmehddie nicht-physiologischen Be-
dingungen der EKZ hat eine erhdhte postoperativalit@ der Patienten zu Folge.
Diskutiert wurden seither verschiedene Ausloser Kimmplikationen nach kardiochi-
rurgischen Eingriffen. Unter anderem bedachte mehldf bei der Diagnosefindung
und im Operationsverfahren als auch pulmonale,iaagkulare, hdmatologische und
zerebrale Komplikationen sowie ein mangelhaftesr&8asen-Management. Neben
den Erklarungen der Eiweil3denaturierung und Mikroelnen hielt man diese Faktoren
fur die Hauptursachen der hohen Letalitat [65,1T8)].

> Inflammatorische Antwort

Kardiochirurgische Operationen provozieren einegkstanflammatorische Antwort,
welche bedeutend fur den klinischen Ausgang idfelaet al. [71] diskutierten, dass zu
den unspezifischen Faktoren der Immunaktivierung,imh engen Zusammenhang mit
dem ,systemic inflammatory response syndromgIRS) steht, unter anderem die

Hypothermie durch die niedrige Perfusionstemperggi}, der Blutverlust als auch die

16



Bluttransfusion gehéren. Ebenfalls ist das geséird@ma im Operationsfeld ein Aus-
|6ser der Immunabwehraktivierung und ist somit diig Inflammation mit den post-
operativen Komplikationen, wie Fieber, Infektion®dundinfektion oder Sepsis mit 12
% aller Komplikationen), Lungenversagen (Pneumonie¥), Schmerzen sowie einer
gestorten Leberfunktion und Gerinnung (hamorrhdgisond embolische Vorfélle mit 7
%), myokardialer, renaler und neurologischen Dykfiemen verantwortlich. Zuletzt
kann ein Multiorganversagen eintreten [5, 56, ®0]1

Das SIRS ist durch die Ausschittung von vorwiegprainflammatorischer Zytokine
und anderer Entzindungsmediatoren gekennzeichpetE® kommt zu einer Uber-
schie3enden Reaktion des Organismus. Diese besishtler Aktivierung aller betei-
ligten Kaskadensysteme des Entziindungsablaufs; Bipsegulation der zellvermit-
telten Immunantwort sowie einer Veranderungen vard&ktion und Ausschuttung von
Mediatoren der Immunantwort [18]. Besonders Intéde-6 und TNFe sind bei der
Entstehung des SIRS bedeutend [71, 74].

Durch die Festlegung der amerikanischen Gesellsahgimerican College of Chest
Physicians (ACCP)“sowie der,Society of Critical Care Medicine (SCCM)besteht
ein SIRS, wenn mindestens zwei der folgenden Keitevorliegen:

1. Korpertemperatur <36°C oder >38°C

2 Tachykardie mit einer Herzfrequenzen tber 99/mi

3. Atemfrequenz > 20/min oder Hyperventilation Ba& 33 mmHg

4.  Leukozytenzahl < 4000/nioder > 12000/mrh

oder > 10 % unreife neutrophile Granulozyten inffédentialblutbild.

Uber spezifische Faktoren, die als Ausléser einesperzifischen generalisierten in-
flammatorischen Prozesses in Frage kommen, benichie Beispiel Dodrill et al. [32].

Schon 1958 vermutete man, dass mechanische Fakiggater Kontakt des Blutes mit
den Fremdoberflachen der HLM und der damit auftrd¢® Scherkrafte zu einer Akti-
vierung von Inflammation und Gerinnung und somitdan erhdhten Entziindungszell-
aktivitat fuhren. Diese sogenanntpostpump®inflammationsantwort zeigt einen er-
hohten Plasmaspiegel der unterschiedlichsten Edtzigsmediatoren [13, 86, 134].
Einen weiteren Ausloser stellen die Endotoxine ®tedlar, welche durch Bakterien des
Magen-Darm-Traktes freigesetzt werden und die Makasiere zerstéren und dann
durchwandern [64, 71]. Des Weiteren tragen diedstbreperfusionsschaden, die in-

folge der Umstellung der extrakorporalen auf digsptiogische Zirkulation am Ende
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der Operation (Bildung von &Radikalen, Lipid-Peroxidation) auftreten, zu desstp
operativen Komplikationen bei.

Uber den Zusammenhang zwischen Inzidenz, Heftigkiitischem Outcome und der
inflammatorischen Antwort existieren drei Erklareng Eine davon ist das komplexe
Zusammenspiel zwischen der humoralen proinflamrsaioen und antiinflammatori-
schen Reaktion. Auch wird damylltiple-hit“-Szenario beschrieben, welches sich nach
der Operation als ein Ergebnis gegenlaufiger Erssgnentwickelt. Zuletzt wird ein
fundamentales Missmanagement in der inflammatogiséntwort diskutiert [71].
Verschiedene Studien, in denen ein Vergleich zvesckonventionellen Herzoperati-
onen mit und ohne HLM-Einsatz durchgefiihrt wurdessen eine signifikante Expres-
sion von Immunaktivierungsmarkern und Adhasionskiden bei Patienten nach kon-
ventionellen Herzoperationen auf. Die Auswirkunglem systemischen Entziindungsre-
aktion auf das zellulare Immunsystem zeigen sidieruanderem in einem Anstieg der
CDS8" und einer Verminderung der CHB2%-Zellen [27]. Weiterhin kommt es zur Sek-
retion von verschiedenen Zytokinen, wie IL-6 undFFN[9, 58]. Die Ausschittung der
Zytokine erfolgt von unterschiedlichen Quellen, wim Endothel, Monozyten,
Makrozyten und dem Myokard. Auch die T-Lymphozytnd bedeutend bei der Ver-
anderung des Zytokinspiegels. Gerade bei groRendéfyrder Sepsis und dem Schock
scheinen diese schadigend zu wirken. Zudem erkidieeproinflammatorischen Medi-
atoren die pyrogene Wirkung der klinischen Symptawe Leukozytose und Lympho-
penie.

Wahrend und nach der EKZ steigt die Konzentration YNFo im Blut an [137]. Laut
Miller et al. [85] erreicht diese den ersten Maxiwext 2 h nach Beginn der EKZ und
den zweiten Maximalwert 18-24 h spater. ThBelbst induziert die Bildung von IL-1
und IL-6 sowie von Leukotrienen, PAF und der Akwtpéproteine der Leber. Es spielt
daher in der Mediatorenkaskade der Sepsis einetigécRolle. Bei mikrovaskularen
Thrombosen ist TNFe-ein Trigger. Durch die Gabe von Anti-TNFkonnte ein gering-
eres Auftreten des Multiorgansversagens erreicintievg9, 31]. Das IL-6 erreicht sei-
nen maximalen Plasmaspiegel 4 h nach Beginn der. E&ZArbeitsgruppe Wan et al.
[137] beobachtete, dass das IL-6 vom ischdmischen uradkvdarchbluteten Herzmus-
kel gebildet wird. In verschiedenen Studien kortrgaviesen werden, dass ein erhohter
IL-6 Spiegel mit einer erhdhten Letalitat einhergéh 53]. In der Sepsistherapie ist IL-
6 ein Marker fur die Immunfunktion und hat sich ais Outcomeparameter fir das

Multiorgan-Dysfunktionssyndrom bewahrt [64, 113].
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2.3.3 Modifikation des postoperativen kardiochirurgschen Verlaufs

Obwonhl zahlreiche intensive Untersuchungen tbeMéiehanismen der generalisierten
Entziindungsreaktion durch die EKZ stattfanden, kmmman den klinischen postopera-
tiven Verlauf bis jetzt noch nicht wesentlich békissen.

Auch zukunftig werden weitere neue Diagnostikmddtmiten und Therapien gesucht,
um das Risiko fur Komplikationen und negativen idamen Outcome zu senken [104].
Eine Vielfalt an unterschiedlichen Strategien halie den letzten Jahren das Auftreten
von SIRS und die postoperativen KomplikationenKadiochirurgischen Patienten zu
verringern. Dazu gehoren neue pharmakologischetZeis&tudien tUber den Einfluss
verschiedener Pharmazien auf das Immunsystem smefeisch verbesserte EKZ-
Komponenten und optimierte chirurgische Techniken.

Zu den schlecht beeinflussenden Risiken der Momuader inflammatorischen Ant-
wort gehoéren diabetische sowie kardiale Erkrankan@agegen ist die Dauer des ope-
rativen Eingriffs variabel. Auch die Zeitspanne tsmhamiereperfusion sowie Kontakt-
aktivierung lassen sich minimieren. Eine endotdxskKomplikation lasst sich unter an-
derem durch eine Dekontamination des Darmes mhtmesorbierbaren Antibiotika
verringern [99].

Die enterale Erndhrung und Immunonutrition beesdg&n Uber die Funktion des Im-
munsystems unter anderem die Mortalitdt, Morbiditétl Krankenhausliegezeiten der
Patienten [71]. Tepaske et al. [130] verabreiclfiieh Tage vor dem operativen kardio-
chirurgischen Eingriff eine orale immunforderndaen&nrungserganzung. Diese frihzei-
tige Immunonutrition mit L-Arginin, Purinnukleotideund Omega-3-Fettsduren redu-
zierte bei kritisch erkrankten Patientenkollektiveie Anzahl an Organdysfunktionen
sowie Krankenhausliegezeit [130].

Fur kardiochirurgische Eingriffe sowie mogliche fmperative Komplikationen, bei
denen eine parenterale Glutaminsupplementationgézfdiegen bisher noch keine Er-
gebnisse vor [71].
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2.4 Zytokine

Das Immunsystem ist ein Organsystem, das korpedeeBubstanzen wie Fremdprote-
ine, Zellen, Bakterien und Viren oder anomale Képlen erkennen und abwehren
soll. Zu den Organen des Immunsystems gehdrenraigégen Teilsysteme wie Kno-
chenmark und Thymus. Als sekundare Organe geltén, Mymphknoten und das dif-
fuse lymphatische Gewebe wie Tonsillen, Appendix Beyer'sche Plagues. Die im
Korper verteilten Zellen und Molekile des Immuneyss tragen zur unspezifischen
und spezifischen Abwehr bei [63].

Zu den humoralen Mechanismen (pH-Verhaltnisse, tys@ und C-reaktives Protein)
gehdren die unspezifischen l6slichen Abwehrmechagmswie Komplementensystem
und Zytokine (Tumor-Nekrose-Faktor, Interleukinalunterferone).

Eine angeborene Basisabwehr ist prinzipiell unabigarvom Erreger und reagiert
schnell sowie schon beim Erstkontakt. Verschiedeaeoren tragen zur Abwehr bei
[63]. Anatomische Gegebenheiten (Plattenepithel idaut, Faszien und Blut-Hirn-
Schranke) sowie physikalische Faktoren (Schleimyktdn, Zilienbewegung und Peri-
staltik) verhindern ein Eindringen von Erregern.cAuFieber, ausgel6st durch exogene
Pyrogene und deren Induktion von endogenen Pyrogdee Makrophagen, kann eine
Keiminvasion verhindern [33, 61].

Diese spezifizierte und zytokinvermittelte Aufgabed durch die humorale und zellu-
lare Abwehr Gbernommen, zu welchen die B- und T{hlgoryten gehoren [63]. Die
durch die T-Lymphozyten vermittelten Immunmechar@ansind die Elimination von
Keimen und Viren, Transplantatabstol3ung sowie diendriiberwachung. Nach der
Edukation im Thymus besitzen die reifen T-Zellenesi charakteristischen CD3- und
T-Zellrezeptor an ihrer Oberflache. Aufgrund weste©berflachenstrukturen werden T-
Zellen nach Differenzierungsantigenen mit dem CBt&y in zwei Subpopulationen
unterteilt: die CD4- und CD8-Zellen. Die CBZ-Zellen kénnen nur mit Hilfe von
Wirtszellen aktiviert werden, die das Antigen zusan mit erkennungsvermittelten
Oberflachenmolekilen, den MHC-Klasse-lI-Molekulgmasentieren. Dringt ein Anti-
gen in die Wirtszelle ein, wird dieses ebenfallsairiigene Epitope zerlegt, aber durch
ein MHC-Klasse-I-Molekiil den CD&ellen prasentiert [33, 61].

Der induktive Stimulus wird von den T-Helferzellenf die Zielzelle durch die 16sli-
chen Interleukine ausgelost. Interleukin-2 und riet®eny werden hauptséchlich von
den Ty-1-Zellen sezerniert. Diese sind an der zellveeintten Immunantwort gegen

Viren, intrazellul&re Bakterien und Protozoen abksygebend beteiligt. Dieyi2-Hel-

20



ferzellen produzieren vorwiegend IL-4, IL-5, IL-8,-10 und IL-13. Durch diese
wird die humorale Immunitat tber die B-Lymphozyterd Makrophagen gesteuert [2].
Zytokine sind biologisch aktive Molekulend kontrollieren die Aktivitat von verschie-
denen Zellen und kénnen alle Aspekte einer Immumamtbeeinflussen. Es existieren
mehrere heterogene Gruppen von loslichen Protginér70 kDa) und Peptiden, die im
nano- und picomolaren Bereich als humorale Regdatagieren. Zytokine sind anti-
genunspezifisch und wirken auf unterschiedlichdzgigen, jedoch auf spezielle Ober-
flachenrezeptoren. lhre Wirkung ist funktionsspiezlti, obgleich unterschiedliche Zy-
tokine die gleiche Reaktidmervorrufen kbnnen [33, 61Die temporare Produktion und
Freisetzung der Zytokine (autokrin oder paraking auf einen bestimmten Stimulus
erfolgt, findet durch verschiedene Zellen (aktiteeim-Lymphozyten, Makrophagen
oder Monozyten) statt. Je nach Ursprungszelle l@nnzZytokin als Lymphokin (von
Lymphozyten) oder Monokin (von Monozyten) bezeidhwerden [63].Entsprechend
ihrer dreidimensionalen Struktur sowie Rezeptorenden sie in verschiedene Gruppen
zusammengefasst. Die drei Hauptfamilien gliedech si Hamatopoetine (Interleukine
und Wachstumsfaktoren), Tumor-Nekrose-Faktoren @m@&mokine. Besonders die
proinflammatorischen wirkenden Zytokine weisen eigene Struktur auf [33, 61].

Es existieren bisher Uber 50 beschriebene Zytokime somit auch unterschiedliche
schitzende oder zerstérende Funktionen. Diese nvigkdi- oder proinflammatorisch
und beeinflussen nicht nur das Immunsystem, sondech die Hamatopoesk der
Pathogenese des SIRS sowie der Sepsis spielemodiezperten proinflammatorischen
Zytokine wie IL-6, IL-8 und TNFa eine spezielle Rolle. Bei einem erhohten Plas-
maspiegel zeigt sich eine positive Korrelation aiitem Anstieg der Mortalitat bei Pa-
tienten [9, 53]. Andere Zellen, wie Fibroblastenerden in ihrer Reifung und im
Wachstum gefoérdert oder gehemmt. Auch eine ankitiifee, chemotaktische, antivi-
rale und pyogene Wirkung ist moglich [9¥)ie in dieser Studie untersuchten Zytokine
werden in der Tabelle 1 aufgefihrt.
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Tabelle 1: Zytokine

[33, 61, 63, 71]

) Grof3e ) )
Zytokin Herkunft Zielzellen Wirkung Effekt
[kD]
B-Zellaktivierung
IL-4 T-Zellen, B-und T-
) 18-20, ] IgE-Wechsel, 1 IgE-Syn-
Hamatopoetine (BCGF-1, BSF- Epithelzellen Zellen, )
Monomer Hemmung Typ1-Polari- these
1) des Thymus Mastzellen )
sation
Akutphaseprotein- L Immunant-
T-Zellen, ]
) IL-6 21-26, T-Zellen, produktion wort
Hamatopoetine Makrophagen, ) )
(IFN-B2, BSF-2) Monomer Makrophagen B-Zellproliferation L lgA-Produk-
Endothelzellen )
Lymphozytenaktivator tion
T- und B-Zellen, )
) Resistenz
Makrophagen, Endothel- Entziindungsmediator, )
TNF-a 17,3 ] gegen septi-
Tumor-Nekrose-Faktor ] Mastzellen, zellen, Makrophagenaktivator
(Cachectin) Trimere ) schen
Monozyten, Makrophagen Endothelaktivator
Schock
NK-Zellen
Makrophagenaktivierung, ]
| Resistenz
T-Zellen, Klassenwechsel zu
90, Makrophagen, gegen
Interferon IFN-y ) NK-Zellen, IgG2a und IgG3
Homodimer B-Zellen Bakterien und
Makrophagen Hemmung Typ2-

Polarisation

Viren




2.5 Fragestellung

Die bedeutende Rolle der HLM bei der Induktion eisgstemischen Entzindung als
zusatzlicher Trigger ist offensichtlich. Der Einsater HLM ist ein Stresszustand u.a.
fur die T-Zellen [27]. Verschiedene Untersuchung@ben gezeigt, dass durch diesen
Stress der Verbrauch an Glutamin, welches untegrend der Hauptenergielieferant fir
die zellularen Komponenten des Immunsystems igidlesansteigt.

Appliziert man nun einer Patientengruppe zuséatzbarenteral Glutamin im Vergleich
zu zwei anderen Untersuchungsarmen, von denenirtkeGruppe eine glutaminfreie,
isonitrogene Aminoséaureldésung und die andere eioetrilliosung aus 0,9 % NaCl
erhalt, stellt sich die Frage hinsichtlich einer&wederung des klinischen Outcomes und
des funktionellen Zustands der T-Zellen. Daherigth zu hinterfragen, ob der Einsatz
von Glutamin nicht nur wie bisher untersucht diéiaflammatorische Antwort, son-
dern auch die Inflammation unterstttzt.

Um diese Uberlegung zu uberpriifen, wurde in di&tedie den Patienten mit einer
elektiven, kardiochirurgischen Operation eine pegrative Glutamingabe mit einer
Dosis von 0,5 g/kg/Tag verabreicht. Um ein Risikekiel zu wahlen, wurden die Pa-
tienten in jene eingegrenzt, die lymphopen waren.

Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

. Ergibt sich eine Veranderung der zellularen Immuanvart bei der Detektion in-
trazellularer Zytokine nach Stimulation von T-Lyngalyten bei der proinflam-
matorischen Antwort von Tumor-Nekrose-Fakegrinterleukin-6, Interferon-

und der antiinflammatorischen Antwort des Interiawk?

. Welchen Einfluss hat die parenterale Applikatiom v®lutamin auf den Gluta-

min-Plasma-Spiegel?

. Sind dabei Auswirkungen auf die Inzidenz von Orgafighktionen des Patien-

tenkollektivs zu beobachten?
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3. Patienten und Methoden

Nachdem die lokale Ethikkommission diese Studie 84¢03) genehmigt hatte, konnte
diese prospektive, randomisierte und doppelt vedelie Studie mit drei Untersu-
chungsarmen der Klinik fir Anaesthesiologie, Intem&dizin und Schmerztherapie der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en im Jahr 2003 dgeébhrt werden. Die Gruppen un-
terschieden sich in der parenteralen Substitutiapifel 3.2). Das Patientenkollektiv,
welches sich aus der Klinik fur Herz-, Kinderhewuntd Gefalichirurgie des Universi-
tatsklinikums Giel3en und Marburg, Standort Gielf®mies aus der Herzchirurgie der
Kerckoff-Klinik Bad Nauheim zusammensetzte, umfasg® Patienten. Alle Teilneh-
mer wurden Uber die Studie informiert, aufgeklantligaben ihr schriftliches Einver-
standnis zur Teilnahme. Um eine Ubereinstimmungwéeschiedenen Operationsab-
laufe als auch -techniken zu gewébhrleisten, wuiddreiden Kliniken die einflussneh-
menden Faktoren gegentbergestellt und angenaherthdliiese MalRnahmen wurde

eine Vergleichbarkeit der Daten erreicht.

3.1 Patientenauswabhl
Fir die Patienten dieser Studie gelten folgendteKen:
= Einschlusskriterien
- Absolute Lymphozytenzahl unter 1,2 Giga/l
(Diese Patienten gehéren einer besonderendgisigpe an)
- Elektive Herzchirurgie mit extrakorporaler Zirktion
- Ejektionsfraktiorns 40 % und / oder Altex 70 Jahre
= Ausschlusskriterien
- Alter< 21 Jahre
- Frauen in der Schwangerschaft oder Stillzeit
- Diagnostiziertes Malignom
- Kortikoid- oder immunsuppressive Therapie
- Patienten mit einer Autoimmunerkrankung oder Btab mellitus
- Nichtsteroidale antiinflammatorische Medikatid@mgzeittherapie)
- Schwere Leber- (GOT, GP¥ 300 U/I, CHE< 1000 U/l) und / oder Nieren-
erkrankung (Kreatinirr 2 mg/dl, Harnstoft 180 mg/dl)
= Abbruchkriterien

- Tod des Patienten
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3.2 Studienentwurf

Das Kollektiv, bestehend aus 79 Patienten, seizteasis 26 weiblichen und 53 méann-
lichen Patienten zusammen. Der Altersbereich laigaven 48 und 83 Jahren. Die Pa-
tientengruppe wurde in drei Untersuchungsarme tgilierwvelche sich in der intra- und

postoperativen parenteralen Erndhrung unterschieden

= Glutamingruppe
Glutamin (Dipeptami®, Fa. Fresenius Kabi, Bad Homburg):
0,735 g/kg L-Alanyl-L-Glutamin (= 0,5 g/kg Glutamiplus 0,1 g/kg standardi-
sierte Aminosaurelésung plus 0,4 g/kg Glukose d@Difl NaCl 0,9 %

= Aminosauregruppe
Aminosauren (Aminoplasmal10 %, Fa. B. Braun Melsungen AG):
0,835 g/kg standardisierte Aminosaureldsung pldsgtkg Glukose ad 1000 ml
NacCl 0,9 %

= Kontrollgruppe
Natriumchlorid: 2000 ml NaCl 0,9 %

¥ Applikationsschema

In allen drei Untersuchungsarmen wurden die Nabrigen intra- und postoperativ bis
zum zweiten Tag nach der Operation parenteral isuigst. Der Beginn der ersten in-
travenosen Infusion erfolgte bei der Narkoseeinfgjtmit einer intraoperativen Fluss-
rate von 100 ml/h von insgesamt 1000 ml Infusionsgeh. An den beiden postopera-
tiven Tagen (PoT) erhielten die Patienten tagleshgils 1000 ml der Infusionslosung.

+ Zeitpunkte der Blutabnahmen

Zur Ermittlung der zu untersuchenden Kriterien veurau funf festgelegten Zeitpunk-
ten 20 ml Blut in Natrium-Heparinat-Rohrchen abganwen (Tabelle 2).

AnschlieRend wurden diese bei Raumtemperatur toatisgd und nach einem standar-
disierten Arbeitsablauf (Tabelle 17 und 18, Kap&el) aufbereitet und gemessen.
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Tabelle 2:  Zeitpunkte der Blutabnahmen
Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3 Zeitpunkt 4 Zei  tpunkt5
) ] 1. PoT, 2. PoT, 3. PoT,
Zeit | Narkosebeginn | Operationsende
8.00 Uhr 8.00 Uhr 8.00 Uhr

PoT — Postoperativer Tag

-

Zielkriterien

Folgende Zielkriterien wurden festgelegt:

1.

-

Veranderung der zellularen Immunantwort in beauydie Detektion intrazellu-
larer Zytokine nach Stimulation von T-Lymphozyter und nach der Opera-

tion sowie am ersten, zweiten und dritten postdpena Tag):

a) proinflammatorischen Antwort: Tumor-Mege-Faktor
Interleukin-6
Interferony

b) antiinflammatorische Antwort: Interleukin-4

Plasma-Glutamin-Spiegel

Organdysfunktion (SOFA-Score)

Begleitkriterien

Weiterhin wurden beobachtet:

Intensivliegezeit [Tage]

Krankenhausliegezeit [Tage]

C-reaktives Protein [mg/I]

Art der Kardioplegie

Beatmung [Stunden]

Herz / Kreislauf: Katecholamine (Anzahl sowie Bain Stunden),
»Assist-Device”(Dauer in Stunden)

Leber: GOT [U/l], GPT [U/l]

Neurologie: Desorientiertheit [Tage]

Niere: Kreatinin [mg/dl], Harnstoff [mg/dl], Dietika (kumuliert) [mg]
Transfusionsmenge (Anzahl an Erythrozytenkonzagerty, Frischplasmen,
Thrombozytenkonzentraten)

26



+ Pré- und intraoperativer Ablauf

Pramedikation

Am Vorabend der Operation erhielten die Patienearejls 2 mg Flunitrazepam. Eine
Stunde préoperativ erfolgte die Gabe von 2 mg Eamépam mit 30 mg Morphin.
Narkoseeinleitung und Narkoseaufrechterhaltung

Die Narkose wurde bei allen Patienten intravendogeMidazolam (0,05 - 0,1 pg/kg
Kdrpergewicht), Pancuroniumbromid (0,1 pg/kg Kégevicht) und Sufentanil (0,2 -
0,3 pg/kg Korpergewicht) eingeleitet. Die Intubatierfolgte orotracheal. Das Beat-
mungsgerat (Servo 900 C, Siemens, Erlangen) wundBaatmungsmodus ,volumen-
kontrolliert* eingestellt. Der paCQag im Bereich von 34 - 44 mmHg. Im 30-Minuten-
Intervall erfolgte eine Applikation von 25 pg Suti@nil und bei Bedarf Propofol.
Monitoring

Uber eine Kaniile in der Arteria radialis erfolg@sdnvasive hamodynamische Moni-
toring zur Blutdruckmessung. Ebenso wurde ein Puobterterienkatheter (PA-VIP-
Katheter, Edward Lifescience, Irvine, USA) verwendeer systemische Mittelblut-
druck lag zwischen 40 und 80 mmHg.

Antikoagulation und EKZ-Technik

Vor dem Beginn der extrakorporalen Zirkulation weireine Antikoagulation mit 300
U/kg Heparin vorgenommen.

Die moderate Hypothermie (rektale Temperatur 33@)Igte mit einem nonpulsatilen
Fluss (2,4 I/min/m?2) und einer monoarteriellen KlanlDer Gasaustausch wurde tber
einen Membranoxygenator (Maxima Plus, Medtronicaldgim, CA) durchgefiihrt. Das
pH-Management folgte der alpha-stat-Methode. Demé&takritwert wurde wahrend
der EKZ zwischen 20 % und 30 % stabilisiert. Dierzdeungen-Maschine wurde mit
2000 ml Ringerlésung sowie 250 ml 5 %-iger Alburdsung angefullt. Zur Kardiople-
gie wurde Brettschneider-, Calafiore-Losung odertiirdioplegie verwendet.

Weaning

Vor dem,Weaning“ von der EKZ wurden die Patienten mit dem inte¢gie\Warme-
austauscher des Oxygenators und mit einer Warmerhetizu einer rektalen Temper-
atur von 35°C aufgewéarmt. Die Reperfusionszeit ideszens davor betrug ein Drittel
der Ischamiephase. Die Entw6hnung von der EKZ wualgieh ein graduelles Fillen
des Herzens bis zu einem systolischen Blutdruck9@400 mmHg oder einem maxi-
malen diastolischen Pulmonalarteriendruck von 20Hgmnd der sukzessiven Ruck-

nahme des EKZ-Flusses durchgefihrt.
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Medikamente

Inotropika wurden dann verwendet, wenn die kardkadatraktilitdt wahrend des Wea-

ning und danach eingeschrankt war. Diese Beurtgiluarde entweder durch direkte
visuelle Inspektion des rechten Ventrikels und érodurch transésophagale Echo-
kardiographie vorgenommen. Des Weiteren wurderrdpika eingesetzt, wenn der mit
Thermodilution gemessene Herzindex unter 2 I/mirlag? Die Heparinwirkung wurde

mit Protamin im Verhaltnis 1:1 zur Heparindosisagunisiert.

3.3 Methode der Vollblutaufbereitung
3.3.1 Uberblick der Arbeitschritte zur Probengewinrnung
Die Aufbereitung des heparinisierten Vollblutes wtid anschlieRende Messung der

Detektion der intrazellularen Zytokine lassen sicfolgende Phasen unterteilen:

Blutabnahme

Zu den festgelegten Messzeitpunkten wurden derefat jeweils 20 ml Vollblut in
Natrium-Heparinat-Réhrchen abgenommen und bei Zirtengeratur transportiert.
Aktivierung

Verschiedene Regelmechanismen im Immunsystem dascamehen Korpers verhin-
dern eine unkontrollierte und UberschieRende Imeakiton. Die T-Lymphozyten
produzieren und setzen unter physiologischen Bediggn nur wenige bis gar keine
Zytokine frei. Demzufolge mussen diasevitro stimuliert werden. Die hier verwende-
ten Substanzen lonomycin und Phorbol-12-MyristaAt8tat setzen eine intrazellu-
lare, signalinduzierte Kaskade frei und fordern Rlieduktion und Akkumulation intra-
zellularer Zytokine im Golgiapparat.

Durch die Zugabe von Brefeldin A (BFA) wurde gewélstete, dass der intrazellulare
Transport der Zytokine in den T-Lymphozyten gehemwind. Infolgedessen ist spater
eine quantitative Messung der zytokinproduzierentieymphozyten méglich.
Inkubation

AnschlieRend wurde das mit PMA, lonomycin, BFA whel Nahrlésung RPMI ver-
setzte Vollblut einer achtstiindigen Inkubationszeinem abgedunkelten Brutschrank

bei 37 C° und einer CELuftkonzentration von 7 % ausgesetzt.
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Markierung und Reinigung

Den stimulierten und unstimulierten Blutproben weudkr fluoreszierende Antikdrper
CD3 Peridin Chlorophyll Protein (CD3PerCP) zugesdreser bindet nur an den CD3-
Rezeptor der T-Lymphozyten. Dadurch erreicht mae eindeutige Identifizierung der
zytokinpositiven T-Lymphozyten in der Messung. UmeeReinigung der Blutprobe
von den Erythrozyten und eine Fixierung der T-Lywptien zu erreichen, verwendete
man eine FACS-Lysing-Solution. Dieses wirkt dures dhypotone Milieu lysierend auf
die Erythrozyten und halt die Lymphozyten in ihrelerzeitigen Ist-Zustand, so dass
diese keine weitere Protein bzw. Zytokinsynthesesii®en.

Anschlief3end folgte die Zentrifugation der Prob&alfelle 17 und 18, Kapitel 8.2). Bei
diesem Schritt setzen sich die intakten Lymphozgerund die lysierten Erythrozyten
verbleiben im Uberstand, der verworfen wurde.

Die hinzugegebene FACS-Permeabilising-Solutiontfibireiner Permeabilisierung der
Lymphozytenmembran, wodurch die fluoreszenzmarkeAntikdrper eindringen kon-
nen. Um die Lymphozytenldsung von den noch enthahieZellbestandteilen zu reini-
gen, wurde die Waschsubstgmhosphate buffered saline(PBS) zugefihrt. Die Pro-
ben wurden erneut zentrifugiert und der Uberstadvarfen.

Die durch die anfangliche Stimulation produzierterd in der Zelle gebundenen Zyto-
kine wurden durch Zytokinantikérper markiert. E@izter Waschvorgang mit PBS be-
endet die Aufbereitung des Vollblutes.

Messung und Analyse

Messung und Analyse der Patientenproben (Kapief3ind 3.4.3).

3.3.2 Aufbereitung der Blutproben
Dieser Arbeitsprozess gliedert sich in zwei Phaden Aktivierungs- und der Markier-

ungsphase, welche durch eine achtstindige Inkuisztéit unterbrochen werden.

+ Aktivierung des Vollblutes

Von dem heparinisierten Vollblut werden 5 ml entmoem und mit 5 ml der RPMI-
N&ahrlésung verdiinnt. AnschlielRend wird diese Valibisung auf drei 50 ml Falcon-
Rohrchen verteilt; den Falcon-Rdhrchen werden diagenzien BFA, PMA und lono-

mycin hinzugegeben (Tabelle 3).
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Tabelle 3:  Aktivierungsprozess der heparinisierten Vollblatpen

Vollblutlésung BFA PMA lonomycin
[ml] [ug] [ug] [ug]
O Falcon-Réhrchen
L 2 40 20 40
,Stimuliert”
~ Falcon-Rohrchen
L 2 40 - -
Lunstimuliert”
_ Falcon-Rohrchen
™ N 1 - 10 20
saktiviert

An den Messzeitpunkten 2 bis 5 (Tabelle 2) wird dierHalfte des Vollblutes und BFA
fur die unstimulierten Proben angesetzt. Nachfalgerrden die Proben vorsichtig mit

dem Vortexer gemischt und acht Stunden im Brutsdhiaei Dunkelheit und einer

Temperatur von 37C und 7 % CQinkubiert.

+ Markierung mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern un d Reinigung
Nach der vorgegebenen Inkubationszeit werden dibdPraus dem Brutschrank ent-
nommen und jeweils vorsichtig gemischt.

Es werden folgende Ansétze angefertigt:

= Aktivierungskontrolle
Zur Uberprifung der erfolgreichen Stimulation deflen
= Patientenproben
Zur Bestimmung der T-Lymphozyten
»= Permeabilitatskontrollen
Zur Uberpriifung der erfolgreichen Zellwandpermesigitung
= FACS-Kontrollen

Zur optimalen Einstellung des Fluoreszenzdurck#ysometers
Die Arbeitschritte der nun anschliel3enden Markigraerden in den Tabellen 17 und

18 (Kapitel 8.2) dargestellt. Die Verarbeitung @étivierung-, Gerate- und Permeabi-

litatskontrollen sowie der Patientenproben erfplgtallel.
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3.4 Fluoreszenzdurchflusszytometer (FACS)

3.4.1 Prinzip des Fluoreszenzdurchflusszytometers

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode zuralse von Zellsuspensionen auf
Einzelzellniveau (single cell analysis) dar. Die Messung des prozentualen Anteils und
die Analyse der T-Lymphozyten, welche intrazellal&@ytokine produzieren, erfolgten
an einem FACSCalibur (Becton & Dickinson, Heidet)eiDas Fluoreszenzdurchfluss-
zytometer (FACS,fluorescent activated cell sorte)“(Abb. 1) ist ein optisches Mess-
system, welches durch Streulicht- und Fluoreszgnase einzelne Partikel analysiert.
Demzufolge ist eine quantitative Bestimmung einef3gn Anzahl von Zellen innerhalb
kurzer Zeit maglich. Durch fluoreszenzfarbstoffmarte Antikbrper kbnnen bestimmte
Eigenschaften der Zellen, zum Beispiel Oberflacha@ekille oder intrazellulare Prote-
ine, mit Hilfe von physikalischen und biochemischearametern auf der Einzelzell-
ebene analysiert werden. Eine Voraussetzung fuMeigsung und Analyse ist, dass die
zu analysierende Probe in Form einer Einzelzellsusipn mit einer Konzentration von
0,5 bis 20 Millionen Zellen/ml Lésung vorliegt. theser Studie wurden die T-Lympho-
zyten bestimmt, welche die Zytokine TNE4L-6, IFN-y und IL-4 produzieren.

W entil laminarer Durchfluss

r
Spilung (PES) -=-/ = Abfall
£

Laserfokus
Liﬂge
— T “I Fhotodiode

\x\\_

Laser —

Laserblocker

.,—F"’"FH

Clarzklvette

Fydrodynamische
Faokussierung

W entl

Tragerflissigkeit — = “aluum

= I=F—Frobeneinspritznadel
Druckluft =™ P
ylary
Falcon-Rahrchen
Lt
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[ bl Qffnung 80 pm
N

Abb. 1: Aufbau des Fluoreszenzdurchflusszytometers (nmélifinach facslab.toxilogie)
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+ Das Flussigkeitssystem

Durch das Injektorprinzip wird die Zellldsung inedKapillare eingesaugt. Die in einer
Leitung zugefuhrte partikelfreie Tragerflissigkeitd mit der zweiten Leitung, welche
die Probenlésung enthalt, zusammengefiihrt (AbmdL3). Die Zellen reihen sich per-
lenkettenartigvon einem laminaren Hullstrom umgeben, auf. Gleadig werden die
Zellen beschleunigt. Der Effekt wird durc*

Tragerflussigkeit
den abnehmenden Kivettendurchmes Probenlgsung

hervorgerufen. Die Flussgeschwindigke
wird von anfangs wenigen Zentimetern p

Sekunde auf ungefahr sieben Meter [ Injektions-

spitze

Zelle
Sekunde erhoht. Durch diese Fokussiert

ist gewahrleistet, dass sich die T-Lymph ]
. . . LM Laserstrahl
zyten als Einzelzellen im Laserstrahl befi

den und erfasst werden kénnen Abb. 2: Hydrodynamische Fokussierung
(Abb. 2). ifhodifiziert nach Groettrup)
+ Das optische System

Das Durchflusszytometer verfugt tber eine dreidisiamale, orthogonale, optische
Geometrie, in welcher der Flussigkeitsstrahl, dedeBchtung, der Lichtstrahl und die
mikroskopischen Achsen lotrecht zueinander steAbb.(3).
Anregungsteil
» Beleuchtungsoptik: Diese besteht aus einem Argon-lonen-Laser mit avelr
lenlange von 488 nm. Dieser erfillt die Kriterienez hohen Intensitat und kon-
stanten Strahlungsleistung. Gleichfalls liegt dielhlange der Fluorochrome
im Absorptionsbereich des Lasers. Eine ideale Quélie stellt der Laser auf-
grund des monochromatischen Lichtes, der hohengigwechte und der koha-
renten Eigenschaften dar.
Detektionsteil
= Vordere streusammelnde Optik(siehe FCS)
Dieses Mikroskop, mit einer niedrigen numerischefindhg, sammelt das
Streulicht, welches aus dem Flussigkeitsstrom aingewvird.
» Fluoreszierende und seitliche streusammelnde Optisiehe SSC)
Dieses zweite Mikroskop deckt den Flussigkeitsstuon der Seite, rechtwink-

lig zur vorderen, streusammelnden Optik ab.
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pruid
PMT

FL2 Strahlensplitter

Fluoreszierende
Sammellinse

FrL3l

FSC

Strahlenblndler
Diode

7

Durchflusszelle

FITC - Fluoreszein-lsothiocyanat, FL- Fluochrom, FL1 - FITC, FL2 —PE, FL3 — PerCP
FSC- Forwardscatter, PerCP- Peridin Chlorophyll Protein, PE- Phycoerythrin, PMT- Photo Mu-
lipler Tube, SSC- Sidescatter

Abb. 3: Optische Anordnung des FACSCalibur (modifizieath facslab.toxilogie)

Der Laserstrahl mit einer Wellenlange von 488 nmdwdurch die Zelllésung geleitet.
Trifft dieser auf eine Zelle, wird der Strahl inrgehiedene Richtungen abgelenkt, je
nach Beschaffenheit der Zelle. Diese Stérung duliehZelle wird auch alsEvent®
bezeichnet. Dagevent” wird durch eine Lichtverstarkungsrohre (PMT) miltéf von
einer Photodiode erfasst, welche die Intensitadéswerung des Laserstrahls erkennt. Da
das Streulicht in verschiedenen Winkeln reflektiintd, bendtigt man zur Erfassung
mehrere Photodioden, welche die Lichtsignale iktakxhe Signale umwandeln (Abb.
3). Zur Analyse steht eine grolRe Summe von Einzedomeggen (Uber 1@ellen/min)
zur Verfugung. Es kdnnen nicht nur Lymphozyten,dssn auch neutrophile Granulo-
zyten und Monozyten sowie deren Grof3e, Struktur imneére Beschaffenheit unter-

schieden werden.
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= Forwardscatter (FCS)
Das in einem kleinen Winkel (zwische

0,5° und 5°) vorwarts gestreute Lict

FSC
(,forwardscatter) in Richtung des La- Laser o % Sensor
serstrahls korreliert mit der GréRe di _\cl,ﬁ ®
1IN T
Zelle (Abb. 4). ¢ &\H $SC
= Sidescatter (SSC) 2ell / IS Sensor
elle
Bei einem groReren Winkel (zwische |
15° und 150°) gibt das Seitstreulichsi, Fluoreszenzsensoren

descatter) Auskunft Uber die innere
Struktur der Zellen. Dieses wird recht-
winklig aus der Geradeausrichtung abgeAbb. 4: Streulichtdarstellung (modifiziert nach
lenkt und wird als Granulitat bezeichnet. Purdue University Cytometer Labaratories)

= Emission der Fluorochrome (FL)
Wenn der Laserstrahl auf die fluoreszenzmarkieetiée4rifft, werden die Elektronen in
der Markierung auf ein hoheres energetisches Nigghoben. Unter Energieabgabe
fallen diese auf das Ursprungsniveau zurick. BeirokBprung zum Grundniveau emit-
tiert das Elektron ein Photon. Das dabei in veeibdmen Winkeln ausgesendete Fluo-
reszenzlicht hat eine langere Wellenlange als fasrhierte Licht, da ein Teil der E-
nergie als Warme verloren geht. Dieser Effekt Ist,stokes shift* bekannt. Die hier
verwendeten Fluorochrome liegen im Exzitationsloéreles Lasers (Tabelle 4). Jedes
Fluorochrom besitzt ein typisches Emissionsspektiadurch wird eine Mehrfarben-
fluoreszenzanalyse mit bis zu sieben Parameterrichpglie das Anwendungsspek-
trum erh6éhen. Da die Signale teilweise recht schveaad, wird eine Signalverstarkung
vorgenommen. Dies erfordert eine elektronische ®tbw, Treshhold), die das Hin-
tergrundrauschen, erzeugt durch Zelltrimmer undriBelausselektiert und nur den
getriggerten Parameter erfasst. Technische Gresireh durch die spektrale Uber-
lappung gesetzt. Eine spektrale Uberlappung taitindauf, wenn es zur Uberschneidung
der Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffenkiprialls mehrere Fluoreszenzfarb-
stoffe gleichzeitig verwendet und registriert werdB®ie Korrektur erfolgt durch Sub-
traktion der sich Uberlappenden Fluoreszenzanteitdches die Software korrigiert.
Zusammen mit dem emittierten Licht des Fluoreszahstoffs und dem Streulicht, die
in elektrische Signale umgewandelt werden, kénriesedDaten am Analysecomputer

aufbereitet und dargestellt werden.
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Tabelle 4: Absorptions- und Emissionsmaxima der verwendEtaareszenzen

Wellenlange . . o )
Fluorochrom [nm] Absorptionsmaximum Emissionsmaximum
Fluoreszein-Isothiocyanat
495 519
(FITC)
Peridin Chlorophyll Protein
490 675
(PerCP)
Phycoerythrin
Y N 480; 565 578
(PE)

3.4.2 Auswertung und Messung der Proben

Zur Analyse und Auswertung stand ein Macintosh Qu#&bd der Firma Apple zur
Verfigung. Die Analysen wurden mit dem SoftwaregPamm CellQuest der Firma
Becton & Dickinson vorgenommen. Bei jeder Probersueg wurden 5000 T-
Lymphozyten ausgewertet.

Jede erfasste Zelle wird im Streuhistogrammag, Plot") als Punkt dargestellt. Hier-
durch erhalt man ganze Wolkenansammlungen, dieisighrschiedene Zelltypen auf-
teilen. Auf der Ordinate der Graphik wird der S®@r Auskunft Gber die innere Be-
schaffenheit der Zelle gibt, eingetragen. Die Asseistellt den FSC dar und erfasst
somit die Grol3e der Zelle (Abb. 6, oben rechts)héd der Messung werden nicht
nur die T-Lymphozyten, sondern auch alle anderdieZerfasst. Es handelt sich dabei
um B-Lymphozyten, Granulozyten, Monozyten sowie Zelltrimmer. Die gesuchten
Lymphozyten werden durch eiGate” isoliert (Abb. 6) und alle anderen Zellen wer-
den somit aus der Analyse herausgefiltBds Durchflusszytometer misst nicht den
Zytokinspiegel, sondern ermittelt den prozentuaeteil an T-Lymphozyten, die intra-
zellular Zytokine produzieren.

Damit die T-Lymphozyten von den anderen Lymphozyieterschieden werden kon-
nen, wurden diese in der Aufbereitung mit dem Fdsmenzfarbstoff Peridin Chloro-
phyll Protein (PerCP), der an den CD3-Antikorpebwgeden war, markiert. Da nur die
T-Lymphozyten das CD3-Oberflachenmolekil besitaz@gmnen sie mit der Hilfe des
PerCP-Farbstoffs in der Analyse getrennt von ddoymphozyten dargestellt werden
(Abb. 6, oben links). Die PerCP-markierten T-Lympyien erscheinen nun neben den
B-Lymphozyten als eigene Wolke und kénnen mit eingpate” markiert und an-
schlielend ausgewertet werden.
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Durch weitere Messungen von der Aktivierungs- urednieabilitdtskontrollen werden

eine effektive Stimulation sowie Permeabilisatidrefprift. Die Messung der Isotypen
wird als Standard genommen, an denen sich allerand&roben der Messreihe anleh-
nen. Anschliel3en erfolgt die Messung der Patiemtdgm. In dieser Studie wurden die
Zytokine TNF«, IL-6, IFN-y und IL-4 untersucht.

Die Analyse der gewonnenen Daten erfolgt nach Alnsshder Messungen. Nach dem
Aufrufen des Analysenverzeichnisses, in welchenedmittelten Daten Ubertragen wer-

den, erscheinen vier Dot Plots:

Erster Dot Plot

Hier ist die Fluoreszenzintensitat von CD3PerCPdaufAbszisse gegen dgBidescat-
ter aufgetragen. Die CO3T-Lymphozyten sind mit einefGate” zu versehen. Somit
werden die CD3Lymphozyten aus der weiteren Analyse entfernt (Ahloben links).

Zweiter Dot Plot
Auf der Abszisse ist der FSC und auf der Ordinate35C dargestellt. Erneut wird die
Lymphozytenwolke gegen die anderen Leukozyten mére,Gate* abgegrenzt (Abb.

6, oben rechts).

Dritter Dot Plot

Auf der Abszisse ist die Fluoreszenzintensitat @iD3PerCP aufgetragen. Dagegen
wird die Fluoreszenzintensitat des fur jede Messpeyifischen PE-gebundenen Anti-
korpers auf der Ordinate aufgezeichnet. In diesenHIot befindet sich ein verschieb-
bares Kreuz, welches vier Quadranten erzeugt.

In der linken Feldhélfte (Abb. 5) befinden sich GI33CP-Zellen. Die CD3PerCPR
Zellen sind in der rechten Feldhélfte vorzufindBarch die Vorselektion in den davor
abgehaltenen Mess- und Analyseschritten sind inlidken Feldhélfte keine Zell-
punkte, also keine CDZellen, mehr zu finden. Im Beispiel fur die Ak&vungsprobe
stellt die obere Halfte Uber der horizontalen Lidie Zellen dar, an die sich der jeweils
fur die Probe spezifische PE-markierte Antikbrpelyunden hat.

In der unteren Feldhélfte befinden sich entspredtiia Zellen, die negativ fir diesen
Antikorper sind. Die Anpassung des verschiebbaresukes sollte so erfolgt sein, dass

die beiden Linien als ein optimal eingestellter i@wgert fir negative und positive Zel-
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len zu bewerten sind. Bei der Aktivierungskontrdikfinden sich 90 % der CD69RE

Zellen im Bereich ypper right (UR), so L Aktivierungsprobe.001

dass die Messreihe als korrekt stimulie

3

T B I A RY (Y

gewertet werden kann. Dies gilt auch f

10

die stimulierte Permeabilitatskontrolle. |

102

[
&

D
(a8
=]
(@]

der Analyse der Proben stellt der UR-We

den prozentualen Anteil an T-Lymphozyte . ]

— O

dar, welche das markierte Zytokin prodi

ziert haben. Dieser Wert bildet das Ende "= R PR Pl e i Y
10 10 10 10 10

gebnis jeder einzelnen Messung. CDeé9 PE

Abb. 5: Aktivierungskontrolle

Die Abbildung 6 zeigt einen Ausdruck einer IL-4-Magsg am dritten postoperativen
Tag. Zu sehen sind drei Dot Plots mit einem weitérgerten, welcher eine zusatzliche
Messung einer unstimulierten Probe aufzeigt. Auf édszisse ist die Fluores-
zenzintensitat von CD3PerCP und auf der OrdinatdiésFluoreszenzintensitat des IL-
4 aufgetragen. Unter der graphischen Darstelluripndet sich die Auflistung der ge-
messenen Daten flr beide unstimulierten und sterteln Dot Plots. Fir den Quadran-
ten ,upper right wurde fur die unstimulierte Probe der Wert 3,98.%@ fur die stimu-
lierte Probe 4,30 % ermittelt.
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Abb. 6: Analyse der Patientenprobe mit markierten IL-4
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3.5 Fluoreszenz-Hochdruck-Flussigkeits-Chromatogralpie (F-HPLC)

Die hochauflésende Fluoreszenz-Hochdruck-Flussigkeinromatographie (F-HPLC)
ermoglicht die Bestimmung der GlutaminkonzentraimrBlutplasma. Um eine langer-
fristige Aufbewahrung der Proben bis zur Derivatisng zu ermoglichen, wurde eine
Lyophilisierung der Plasmaproben durchgefiihrt (@efiocknung unter Hochvakuum
bei-80°C, CIT-2, Heraeus, Hanau).

3.5.1 Prinzip der F-HPLC

Die Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (BPLhigh performance liquid
chromatographyj oder die Hochdruck-Flussigkeits-Chromatograph#L(C, ,high
pressure liquid chromatography‘ist eine Methode der Flissigkeits-Chromatographie
bei der die Trennung des zu untersuchenden Magaridger hohem Druck (bis 300 bar
bei einem Fluss von typischerweise 1 ml/min) alilddinmal kann eine Unterschei-
dung nach der verwendeten stationdren und mobi@sdgetroffen werden. Eine an-
dere Mdoglichkeit ist der Trennmechanismus, der &interteilung in die verschiedenen
flissigkeitschromatographischen Trennverfahrensatla

Die Verwendung von stationdren Phasen mit geringeffthendurchmesser mit ca. 3
bis 10 um, ist fur die HPLC charakteristisch. Im debilen Phase wird ein hoher Wi-
derstand entgegensetzt, so dass je nach Viskd@itétke bis zu 350 bar notwendig
sind, um zu ausreichenden Flussraten zu gelangendiE Hochleistungstrennungen
sind sehr kleine Packungsteilchen notwendig, dardeanleistung von fliissigchroma-
tographischen Saulen mit geringer werdenden Teildlehmesser des Packungsma-

terials zunimmt.

> Aufbau eines F-HPLC

Hauptbestanteil des F-HPLC ist die Trennsaule (Afb.die von einer Vorsaule vor
Verschmutzungen geschitzt wird. Die meisten HPLGl8 bestehen aus austeniti-
schem Chrom-Nickel-Molybdan-Stahl, der druck- umdr&sionsbestandig ist. Zur For-
derung des Elutionsmittels kommen am haufigstetversetzte Doppelkolbenpumpen
zum Einsatz. In Verbindung mit einer Mikroprozesseuerung des Schrittmotors wird
eine beinahe vollkommene Pulsationsdampfung emreidie FlieRgeschwindigkeit der
mobilen Phase ist daher relativ konstant und Kisktim Bereich von 0,1 bis 10 fmlin

variieren. Die Probenzuflhrung passiert unter derm¥ndung von 6-Wege-Ventilen.
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Anschlie3end wird durch das Umschalten in die trjgasition die Probe in das Trenn-
system injiziert und dann wird das Elutionsmittelrch die Probenschleife gepumpt.
Das Eluentenmittel wird bei allen HPLC-Detektoramrdah eine Durchflusszelle gelei-

tet. Dort wird die Anderung einer physikalischerendhemischen Eigenschaft der Pro-
bensubstanzen gemessen. Der ubliche Detektor éliF-¢HPLC ist der Fluoreszenzde-
tektor. Dieser liefert eine quantitative bzw. gtalve Information tber die Probe. Eine
einfache Madglichkeit zur Auswertung, Bearbeitungyeféherung und Ausgabe von
Chromatogrammen bietet die Onlinedatenerfassunghdwine spezielle HPLC-

Software. Diese erfolgt zumeist unter der Verwemgdemes Zwischendetektors mit
einem A/D-Wandlers, welcher an einen Computer afdgessen ist. Zwischen Pumpe
und Injektionssystem ist Ublicherweise ein Spulvetgeordnet, das fir einen raschen

Eluentenwechsel sorgt.

Injektionsspritze

E-WWegeVentil
Doppelkolbenpumpe

N |

NORNO R

Abfall f,aF’robenachIeife

L L orsaule
Fortionier- Q
ventle AlB l"".,' Spilventil und
Drucksensor
g Trenn-
m S&ule
0| | o &{ |
| !
] ) I \ v
Elutionsmittel _ Abfall
Fritte
Durchflusszelle
i N
= [ ] /
— *,
= BE=o— 71 %
——— AD Wandler /
PO Fluoreszenzdetektor
Abb. 7: Funktionsschema eines F-HPLC (modifiziert naamzRruhr-Uni-Bochum)
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> Stationare Phase

Es existiert eine Vielzahl von stationaren Phasengdass ein gegebenes Packungsma-
terial an seiner Oberflache modifiziert und daduchkemisch gezielt verandert werden
kann. Nahezu 80 % aller HPLC-Trennungen,eversed phaseModus werden auf
chemisch gebundenen stationaren Phasen durchge¥(dmt,reversed phaséChro-
matographie (RPC) wird immer dann gesprochen, waarstationare Phase weniger
polar als die mobile Phase ist. Die chemisch geboedhase wird als stationére Pha-
sen bezeichnet. Meist findet man chemisch moditei&ieselgele, welche eine hydro-
phobe funktionelle Gruppe tragen. Bedeutend sindi awerschiedene Retentionsme-

chanismen:

= Adsorptionsmechanismus: An den unpolaren Anteile der stationaren Phase
wird die Probe adsorbiert.
» Verteilungsmechanismus:Die Proben werden zwischen der hydrophoben, sta-

tionaren Phase und der polaren, mobilen Phasdluerte

> Mobile Phase

Als mobile Phase in der RPC werden Gemische auspdéemen Losungsmittel Wasser
und einem unpolaren, organischen, wasserloslickisargsmittel verwendet. Zu diesen
gehdren Modifier wie: Methanol, Ethanol, n-Propandtetonitril, und Tetrahydrofu-
ran. Aul3er den isokratischen Trennungen (konstahtentenzusammensetzung wahr-
end der Trennung) werden in der RPC oft Gradiergantingen durchgefiihrt. Bei die-
sen wird die Elutionskraft der mobilen Phase watirder Trennung erhoht. Zwei oder
mehr geeignete Eluenten werden mit Hilfe des Gradiesystemens so gemischt, dass
sich die Konzentration des organischen Zusatzesherhlierdurch werden annehmbare
Analysezeiten erreicht. Zur Konstanthaltung des\jgettes der mobilen Phase werden
in der RPC sehr oft Phosphat- oder Acetat-Puffegesetzt.

In manchen Fallen eignet sich der Einsatz von tem&dsungsmittelgemischen um

eine Optimierung der Trennbedingungen zu erreichen.

3.5.2 Automatisierte Vorsaulenderivatisierung
Vor der Vorsaulenderivatisierung wurden die lyoeiten Proben manuell durch
Aufpipettieren von 280 pl Standardextraktionspuffetdost und dadurch in einen me-

thanolischen Extrakt tberfuhrt.
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Der Standardextraktionspuffer besteht aus einemisaénfzu 80 % ,Methanol fir die
HPLC* und 20 % ,HO fur die HPLC®) Dieses beinhaltet zuséatzlich zur internen Stan-
dardisierung der Analytik das in physiologischen iAns&urengemischen nicht vor-
kommende Homoserin (Konzentration von 4 pg/ml). B¢andardextraktionspuffer
ermoglicht die kurzfristige Lagerungsfahigkeit degsuspendierten Aminosauren-
lyophilisate bis zur anschlieRenden automatisievtersdulenderivatisierung. Nach der
Zentrifugation werden 200 pl des Extrakts in eiezglles Probengefald gebracht und
hinterher automatisch mit 0,5 M Boratpuffer aufezirpH = 9,5 gepuffert. Danach wird
das o-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol-Reagenz (ORAFReagenz) zur Fluores-
zenzmarkierung der Aminosauren zugesetzt.

Die Derivatisierung wird nach exakt 120 SekunderckWNeutralisierung mittels 0,75
N HCI gestoppt. Dadurch wird die Stabilitat derofleszenzmarkierten Aminosauren im
alkalischen Medium gewahrleistet. Dieser Ansatadlwweiterhin mit dem Elutionspuf-
fer A 1:4 verdinnt und 50 pl dieser Losung in dgst&n injiziert [108].

3.5.3 Gradientenelution

Nach sorgféltiger Aquilibrierung der Analytik tibger Stunden, erfolgt der Prozess der
Gradientenelution. Zur Verwendung kommt ein bind&&gentensystem mit Methanol-
Acetat-Puffern. Die Elutionspuffer werden in da$iPLC-System mit einer Flussrate
nach der in Tabelle 16 (Kapitel 8.1.5) beschrieneMaschungsverhaltnissen einge-
speist. Die von der Gradientenpumpe erzeugte HEiesdretragt 1 mil/min. Der Auf-
grund dieser Flussrate im System entstehenden t&doeck betragt je nach Puffermi-
schungsverhaltnis zwischen 2900 und 3500 PSI (2Q0b2r).

Die zur Fluoreszenzdetektion der Aminosauren vedgenAnregungswellenlange liegt

bei 330 nm und die Emissionswellenlange bei 450 nm.

3.5.4 Qualitatskontrolle der plasmatischen Glutamimessung

Die Uberwachung der Analytik erfolgt ununterbrochmittels externen sowie internen
Standardisierungsverfahren. Auf diese Weise wertlenReproduzierbarkeit und die
Qualitat der Messergebnisse im Rahmen der F-HPL&an{fizierung der Aminosauren
gewabhrleistet. Die Variationskoeffizienten fur dieproduzierbarkeit der Methodik
(Variationskoeffizienten der Flachen) betrugenReihenanalysen von Standardamino-
saurenproben im Durchschnitt gewdhnlich zwisch& 0o und 2,34 %. Bei den ,Tag-

zu-Tag“-Analysen lag diese zwischen 1,88 % und #6®Bei den Reihenanalysen lag
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die Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten im éitvischen 0,02 % und 0,23 % und
die ,Tag-zu-Tag“-Analysen zwischen 0,04 % und 0%2Wie die Ergebnisse der Rei-
hen- aber auch der ,Tag-zu-Tag"-Untersuchungenteiggewahrleistet der verwen-
dete Standardextraktionspuffer (80 % zu 20 % Meaihbeh0-Gemisch) die kurzfristige

Lagerfahigkeit. Es kam nach der Resuspendierundydehilisierten Standardamino-

saurenproben zu keiner weiteren chemischen Umwagdiad auch zu keinem Verlust
der Fluoreszenzaktivitat. Bei den Aminosaurenstadmtaben und den Plasmaproben

fur die untersuchten Aminosauren betrug die Wiedéudngsrate 100 %.

3.6 Routinelaborparameter

Die Routinelaborparameter wurden fur alle PatienterZentrallabor des Instituts fur
Klinische Chemie und Pathobiochemie der Universkiiiik Giel3en und Marburg,

Standort Giel3en unter der Leitung von Prof. Dr. ni¢dKatz erfasst. Die mikrobiolo-
gischen Untersuchungen erfolgten im Institut furditenische Mikrobiologie der Uni-

versitatsklinik Giel3en unter der Leitung von Pif. med. T. Chakraborty. Das mikro-
biologische Monitoring der Patienten umfasste dexchweis von grampositiven und
gramnegativen Bakterien, von Pilzspezies und dechWais von atypischen Erregern
aus aeroben und anaeroben Abstrichen wie auch latgrdben. Alle weiteren aufge-
fuhrten Laborparameter wurden an Laborarbeitsptader Klinik fur Anasthesiologie,

Intensivmedizin und Schmerztherapie des Univesditéitikums Giel3en und Marburg
GmbH, Standort Giel3en bestimmt.

3.7 Statistische Berechnungen

> Randomisation

Die Patienten wurden in drei Behandlungsgruppeeiter zufalligen Zuordnung im
Verhaltnis X:X,:X3 eingeordnet. Die Randomisation wurde nach einerherogrstell-
ten Randomisationsplan durchgefiihrt. Einen nicldienStudie involvierten Arzt lagen
dazu durchnummerierte Umschlage vor. Diese ethialie Zuordnung zu dem ent-
sprechenden Therapiearm. In der Reihenfolge wiePdigenten in die Studie aufge-
nommen wurden, wie diese die Einschlusskriteridifllegn oder nicht, wurden die Um-

schlage geoffnet.
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> Schatzung des Stichprobenumfangs der klinischen Uatsuchung

Zur Ablehnung der Null-Hypothese fiur beide Haudfraeameter muss der Stichpro-
benumfang der Schéatzung fur TNFProduktion das Maximum betragen. Fur die Be-
trachtung des Stichprobenumfanges wird von folgeridenstellationen ausgegangen:
Bei der ,TNFa Produktion* geht man von einer relevanten Differeon 9 % aus. Bei
einer beobachteten Standardabweichung der Syntles&0 %, einenat von 0,05 und
einer Power von 0,8 ergab sich daraus ein Sticlgmaimfang von n=20 pro Gruppe. In
der Untersuchung zur Immunnutrition bei herzchiiseigen Patienten von Tepaske et
al. wurde in der Kontrollgruppe eine Infektionsratm 54 % und in der Behandlungs-
gruppe eine von 17 % festgestellt. Es ist anzunehul&ss bei einer Infektionsrate von
20 % eine Differenz von 15 % durch die Behandlunogrigt. Daraus lasst sich ein
Stichprobenumfang von n=21 pro Gruppe ableiten.

> Statistische Verfahren

Durch das arithmetische Mittel und die Standardattweng erfolgte die deskriptive
Darstellung der Ergebnisse tabellarisch. Als weitemge- und Streuungsmal3e wurden
der Median (50 %-Quartil) und der Stichprobenumféegtimmt. Mit dem Shapiro-
Wilk-Test wurden die Daten auf Normalverteilung kjpéft. Der Gruppenvergleich
erfolgte mit einer Varianzanalyse und dem Sche#étTals multiplem Anschlusstest
oder dem CHiTest. Fragestellungen zum zeitlichen Verlauf wardst einer Varianz-
analyse fir Messwiederholungernrdpeated measures analy$isanalysiert. Im An-
schluss wurden multiple Vergleiche zum vorhergelkenilesszeitpunkt durchgefihrt.
Das Signifikanzniveau, das auf 0,05 festgelegt warde dabei nach Bonferroni korri-
giert. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm SH&r Windows Version 11.0.1
durch das Statistikblro Mogk & Partner, Giel3en.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv, Neben- und Begleitkriteri@
4.1.1 Patientenkollektiv- und Operationencharakterstika
> Patientencharakteristika
Fir diese Studie im Jahr 2003 wurden Patienterdauslinik fur Herz-, Kinderherz-
und Gefalichirurgie des Universitatsklinikums GieBénarburg und aus der Herzchi-
rurgie der Kerckoff-Klinik Bad Nauheim einensgreening unterzogen. Die gesuchten
Patienten entsprachen den Kriterien aus Kapit8cBlie3lich wurden aus 602 Patienten
79 Personen selektiert, bei denen das Kriteriumphwaytenzahl unter 1,2 Giga/l zu-
traf. Von diesen aufgenommenen lymphopenen Patid@men 43 aus GielRen und 36
aus Bad Nauheim. In dieser prospektiven, randongsieind doppelt verblindeten Stu-
die wurde das Patientenkollektiv in drei Untersugdsarme unterteilt (Abb. 8).

= Gruppe 1. glutaminhaltige Dipeptaminldsung mit 31 Patienten

= Gruppe 2 glutaminfreie Aminosaureldsung mit 27 Patienten

= Gruppe 3. aminosaurefreie NaCl-Loésung mit 21 Patienten

602 Patienten

ol ) S
e

n=43 n=36
Studienkollektiv (n=79)
[TT1 177

Gruppe 1 (n=31) Gruppe 2 (n=27) Gruppe 3 (n=21)
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Abb. 8: Untersuchungsprofil des Patientenkollektivs
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Zwischen den einzelnen Gruppen Giel3en und Bad Naubesteht kein Unterschied in
den einzelnen Patientencharakteristika (TabelleD.Einteilung der Tabelle erfolgte
nach Gruppen sowie den durchschnittlichen WertenAfter in Jahren, Geschlecht,
BMI (Body mass Index) in Kilogramm pro Quadratme®EA (Score der,American
Society of Anesthesiologis)s'EF (Ejektionsfraktion) in Prozent, LVEDP (linkevtri-
kularer enddiastolischer Druck) in mmHg und der &mzvon praoperativen Myokard-
infarkten pro Patient. Ebenfalls sind in der Ddhstgy der Untersuchungsarme keine
Unterschiede in den Patientencharakteristika etb@n(Tabelle 6).

> Operationscharakteristika

In dieser Studie wurden wahrend der Operationeschezdene Parameter bestimmt
(Tabelle 7). Dazu gehéren die durchgefiihrten Omersiterfahren und auch die Art der
Kardioplegie. Weiterhin wurden folgende Zeitwerte Minuten erfasst: Operations-
dauer mit den Zwischenschritten, extrakorporaléu3eans- und Ischamiezeit.

Fur folgende Parameter, welche die untersuchtez-Kegislauf-Parameter darstellen,
konnten keine Unterschiede festgestellt werden: @ardiac Index (Cl, Pumpleistung
des Herzens in Liter pro Minute pro Quadratmet@r wnd nach der extrakorporalen
Zirkulation, den systemischen GefaRwiderstdagh/sec/cr] vor und nach der EKZ
und die EKZ Bilanz in Milliliter.

Zusétzlich wurden ermittelt: die minimal erreiclitérperkerntemperatur in Grad Cel-
sius, der maximale Blutzuckerspiegel und der Bkisiavert in Millimol pro Liter unter
der extrakorporalen Zirkulation. Des Weiteren wudike Anzahl von Erythrozytenkon-
zentraten und Frischplasmen, kristalloide und kad#oInfusionslésung in Milliliter,
Insulineinheiten, Aprotinin in Millionen Einheiteimd Katecholamine (Adrenalin, Nor-
adrenalin, Dopamin, Milrinone in Mikrogramm), dim iDurchschnitt pro Patienten-
gruppe verabreicht wurden, festgehalten. Weitettonnten keine Hyperglykamien

oder ein erhdhter Insulinbedarf beobachtet werden.
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Tabelle 5:

Patientencharakteristika

Patientencharakteristika nach einzelnen Unterswgdarten

GielRen Bad Nauheim
n=43 n=36 p-W ert
P atientenalter [Jahre] 70,6 + 8,6 68,4 + 7,3 p=0,229
Geschlecht
m annlich 27 26 p=0,615
weiblich 16 10 p=0,509
Bodymasslndex[kg/mz] 27,0 + 4,1 26,1 + 2,9 p=20,272
ASA 3,1 + 0,3 3,0 + 0,2 p=0,092
EF [%] 55,7 + 7,2 59,2 + 9,8 p=0,082
LVEDP [mm Hg] 17,8 + 9,4 15 + 8,3 p=0,168
Anzahl prédoperativer
Myokardinfakte pro Patient] 0,35 + 0,52 0,31 + 0,46 p=20,721

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

Tabelle 6:

Patientencharakteristika

Patientencharakteristika nach Untersuchungsarmen

Glutamin Aminosauren Kontrolle
n=31 n=27 n=21 p-Wert
Patientenalter [Jahre] 71,3 + 7,4 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=0676
ASA 3,1 + 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)
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Tabelle 7: Operationscharakteristika

Operationscharakteristika

Glutamin Aminoséuren 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
ACBI[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 [I/min/m?] 1,7 + 04 1,9 + 05 19 + 05 p=0,179
Cl nach EKZ [I/min/m?] 2,7 + 09 27 +03 2,6 + 06 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 + 2,2 319 + 2,0 313 + 24 p =0,620
Blutzucker [Maximalwert] [mmol/I] 88 + 2,7 95 + 3,3 8,1 + 2,7 p=0,261
Laktat [Maximalwert] [mmol/I] 22 + 11 23 + 13 1,7 + 05 p =0,127
Insulin [I.E.] 06 + 24 2,3 + 6 2,7 + 53 p=0,219
EK [n] 16 + 1,8 1,7 + 2,3 12 + 17 p = 0,659
FFP [n] 06 + 1,2 08 + 1,7 04 + 1,1 p = 0,604
Aprotinin [Mio E.] 0,9 + 0,9 0,8 + 0,8 1,0 + 1,0 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),
ClI ("Cardiac Index"), EKZ (Extrakorporale Zirkulation), SVR (Systemischer GefaRwiderstand),
EK (Erythrozytenkonzentrat), FFP ("Fresh Frozen Plasma"), TK (Thrombozytenkonzentrat)
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4.1.2 Klinische Parameter

Die Messung der klinischen Parameter erfolgte préaijy und postoperativ sowie am
ersten, zweiten und dritten postoperativen Tag.Aderdnung (Tabelle 8) ist nach den
einzelnen Gruppen aufgelistet und beinhaltet détmraetischen Mittelwert und die
dazugehorige Standardabweichung der einzelnentelait Werte.

Folgende klinische Parameter unterscheiden sidit malen einzelnen Gruppen:

= CRP-Spiegel [Milligramm pro Liter]

= Anzahl, Menge in Milligramm und die Dauer in Stund¥er eingesetzten
Katecholamine

» Beatmungsdauer [Stunden]

= Auftreten neurologischer Komplikationen [n]

= Nierenfunktion, bestimmt Gber Serumkreatinin unduSearnstoff [Milligramm
pro Deziliter]

» Gabe des Diuretikums [Milligramm]

» Leberzellschadigung ermittelt tber GOT und GPT {&lpro Liter]

= Sepsis-related Organ Failure Assessmebtbre (SOFA) wurde von Experten
der ,European Society for Intensive Care Medicin&SICM) festgelegt und
dient der objektiven Beschreibung der OrgandysionkiDieser Score setzt sich
aus der Summe der Wertung von sechs Organsystamammen, wobei jedes

Organ nach funktionellem Zustand mit Punkten volhlma vier beurteilt wird.
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Tabelle 8:

Erhobene Parameter

Glutamin Aminoséuren Kontrolle
n=31 n=27 n=21 p-Wert
CRP [mg/l]
préoperativ 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=0717
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) 95 (0-24) p=0,481
Dobutamin [mg] | 0,61 (0-8,44) 0,62  (0-151) 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 04 (0-3) p=0,184
Postoperative Beatmung [Stunden] 12 (3-57) 12 (5-79) 11 (2-78) p=0971
Neurologie [Tage] 14 (0-4) 0,8 (0-4) 1 (0-4) p=0,145
Kreatinin [mg/dI]
préoperativ 1,1 + 03 1,1 + 04 1,0 + 0,2 p=0,469
postoperativ 10 £ 03 1,1 +04 1,1 +03 p=0,441
PoT1| 10 + 0,2 10 + 03 10 + 0,3 p=0,999
PoT 2 1,1 + 0,3 1,2 + 0,8 12 + 04 p =0,264
PoT3| 12 + 04 14 +10 12 + 0,6 p=0,252
Harnstoff [mg/dI]
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]
préoperativ 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/l]
praoperativ 26 + 21 31 + 27 32 + 28 p=0,638
postoperativ — — —
PoT 1 35 + 15 36 + 29 30 + 12 p =0,566
PoT 2 24 + 14 30 + 28 25 + 19 p=0527
PoT 3 29 + 19 35 + 28 26 + 20 p=0,371
SOFA-Score
praoperativ 02 + 0,2 0,2 +0,2 0,2 £0,2 p=0,999
postoperativ | 6,8 * 34 6,9 £ 31 79 £ 31 p =0,439
PoT1] 35 + 19 35 +18 40 £ 25 p=0,632
PoT2| 25 + 18 25 +£21 28 £25 p =0,855
PoT 3 19 = 17 20 £20 20 £20 p=0,973

PoT (Postoperativer Tag), CRP (C-reaktives Protein), GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase),

GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase), SOFA ("Sequential Organ Failure Assessment")
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4.2 Zytokine, Glutamin-Plasma-Spiegel und Klinik

In den Abbildungen 9 bis 13 sind die Ergebnisse Zjgokindetektion als Balkendia-
gramm dargestellt. Die Glutamingruppe wird als gels¢lter, die Aminosauregruppe
als grauer und die Kontrollgruppe als schraffieBalken aufgezeichnet.

Auf der Ordinate ist der prozentuale Anteil an stierten CD3-T-Lymphozyten ver-
merkt, bei denen eine intrazellulare Zytokinprodukinachweisbar war, sowie die Zy-
tokinart. Die Abszisse zeigt funf verschiedene Megpunkte: préaoperativ, postopera-
tiv sowie erster, zweiter und dritter postoperatiVag (PoT). Die Standardabweichung
wird durch eine vertikale Linie Gber den Balkenréesgntiert.

Zwischen den mit Klammern und Rauten verbundenermp@n war im zeitlichen Ver-
lauf eine signifikante Veranderung an Interleukimduzierenden T-Zellen messbar.
Die Richtung der Veranderung wird im Text angegeli2ie tabellarische Auflistung

der Ergebnisse wird im Anhang (Kapitel 8) aufgetiihr

4.2.1 Ausgangswerte der intrazellularen Zytokindetition

# #
—r —r

Fluoreszenzintensitat [%0]

Veranderung der mittleren Interleukin

IL-4 IL-6 TNF alpha IFN gamma
O stimuliert @unstimuliert

Abb. 9: Unstimulierte und stimulierte Ausgangswerte delFeszenzintensitat (%)

vor Narkoseeinleitung

Gezeigt wird die Veranderung der unstimulierten stichulierten T-Lymphozyten und
deren Detektion von Interleukine-4, Interleukind®\F-a. und Interferony (Abbildung
9, Tabelle 9). Der Zeitpunkt der Messung wurde pediativ durchgefihrt. Die vertikale
Linie stellt die Standardabweichung der Mittelwetdte.
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4.2.2 Intrazellulare Zytokindetektion

¥ Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in Detektion der TNFe-produzieren-
den Lymphozyten zwischen den einzelnen Grupperenufighf Messzeitpunkten (Abb.
10 Tabelle 10). Indessen war im zeitlichen Verlawie Veranderung (p=0,001) zu be-
obachten. Es bestand keinen Unterschied der Zytwmge in den ersten zwei Mess-
zeitpunkten. Ein Abfall der TNk-erzeugenden Zellen konnte vom ersten post-

operativen Tag auf den zweiten postoperativen Eadpachtet werden.

70

601 T

50 A

40 -

30 A

20

Fluoreszenzintensitat [%)]

10

Veranderung der mittleren TNF-a

Préaoperativ  Postoperativ PoT 1 PoT 2 PoT 3

Glutamin OAminosauren

Abb. 10: Verlauf Tumor-Nekrose-Faktax-

+ Interleukin-6 (IL—6)

Die Produktion des Interleukin-6 wurde weder duddd Zugabe des Glutamins noch
der Aminoséaurelosung unter den Gruppen signifikeanéndert. Im zeitlichen Verlauf
ergab sich aber ein Anstieg der Zytokine am erptestoperativen Tag (Abbildung 11,
Tabelle 11). Am letzten Tag wurden die praoperatiWerte erreicht. Ein Gruppenun-

terschied war nicht zu verzeichnen.
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Abb. 11: Interleukin-6

+ Interferon-vy (IFN-v)

Zwischen den Gruppen kam es weder nach der Glutamooh nach der Aminosaurel6-
sungsapplikation zu einer signifikanten Veranderdeg IFNy-Produktion im zeitli-
chen Verlauf (Abbildung 12, Tabelle 12).
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Abb. 12: Interferony

53



> Interleukin-4 (IL-4)

Zwischen den einzelnen Gruppen konnten keine skgmfen Unterschiede bei der De-
tektion der IL-4-produzierenden Zellen (Abbildung, Tabelle 13) aufgezeigt werden.
Allerdings war eine Reduktion der IL-4-produzierendZellen vom zweiten auf den

dritten postoperativen Tag zu beobachten.

Fluoreszenzintensitat [%o]
(6]

Veranderung der mittleren IL-4

Praoperativ Postoperativ PoT 1 PoT 2

Glutamin O Aminosauren

Abb. 13:Interleukin-4

4.2.3 Glutamin-Plasma-Spiegel

Der zeitliche Verlauf des Glutamin-Plasma-Spiegetserhalb der drei Patientengrup-
pen zeigt deutliche Unterschiede vom praoperativisnzum zweiten postoperativen
Tag auf. Der Glutamin-Plasma-Spiegel der Glutamipge ist im Vergleich zu den

beiden anderen Gruppen zu allen Messzeitpunktemfikant héher (Abbildung 14,
Tabelle 14).

4.2.4 Klinisches Outcome

Die Untersuchungsparameter, welche den klinischeriauf beschreiben, werden hier
dargestellt (Abbildung 15, Tabelle 15). Zwischem dgnzelnen Gruppen ergab sich
kein signifikanter Unterschied bei folgenden Parizme

» Dauer des Aufenthaltes auf der Intensivstation [d]

» Absolute postoperative Krankenhausaufenthaltsdgit [
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5. Diskussion

5.1 Methoden

> Laborchemische Registrierung

Die quantitative und qualitative Bestimmung vondighen ist durch verschiedene Un-
tersuchungsverfahren wie ELISAefyjzyme linked immunosorbant asgagtier RIA
(,radio immuno assdy sowie Westernblot-Technik méglich. Diese Methodgstatten
eine laborchemische Erfassung der schon sezemigstiokinmenge im Plasma oder
aus dem Uberstand von Zellkulturen [83, 107, 186¢ in den letzten Jahren h&ufig
genutzten Verfahren bergen zahlreiche Mdoglichketitign Fehlbestimmungen. Unter
anderem ergeben sich diese aus den biochemischgendsg€haften der Zytokine selbst
oder deren Wechselwirkungen im Milieu.

Bei den bisher verwendeten Verfahren zur Registngrder Zytokine ist keine Aussage
Uber die Herkunftszellen mehr mdglich. Da nicht fidkymphozyten Zytokine produ-
zieren, sondern auch Makrophagen und Endothelzédéam dies zu falsch erhéhte Wer-
ten fihren. Ebenfalls ist zu bedenken, dass diekidykonzentration im Plasma durch
Freisetzung aus Myokardzellen nach einer Ischaragplerhoht wird [144]. Somit ist
mit diesen Methoden nur eine Aussage Uber die gdaetytokinkonzentration mdglich.
Isoliert man die Zellpopulationen mittels Dichtedjenten oder immunologischer, mag-
netischer Beads, lassen sich die danach sezemigytekine den einzelnen Zellen zu-
ordnen. Durch die Auftrennung der Zellen kommt asemem verdnderten Milieu der
Probenldsung, welches nicht mehr den physiologisdedingungen entspricht. Diese
Veranderung fuhrt meist zu einex vivo Stimulation der Zellen, wodurch wiederum
falsch erhohte Messwerte zustande kommen kdnngn\\&iterhin kann es bei der Sor-
tierung der Zellen nicht nur zu einer Veranderumg grozentualen Anteils der Zell-
subpopulationen kommen, sondern es zeigten sicWergleich mit einer lysierten Voll-
blutmethode und der von Ficoll-Hypaque separieZefien signifikant verschiedene
Prozentzahlen an positiv markierten Zellen [12].

Ein anderes Problem stellt die relativ kurze Halligzeit der Zytokine selbst dar. Diese
erfordert nicht nur eine schnelle Probengewinnwagdern auch eine zugige Messung,
welche bei einer verlangerten Stimulationszeit wradh zu falsch niedrigen Ergebnissen
bis hin zu Nullwerten fihren kann [13Hin weiterer Nachteil besteht darin, dass nicht
nur die biologisch aktiven Zytokine nachgewiesendsa, sondern auch jene, welche
durch Bindung an einem Rezeptor ihre Wirkungsféagiigkerloren haben. Ebenfalls er-
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schweren Blutbestandteile wie Erythrozyten, welzbm Beispiel IL-8 oder andere Me-
diatoren aus dem Serum entziehen, eine genauestinf@sler Zytokine [11, 14, 18].

Eine Reduktion der gerade geschilderten Nachtéfeetodie in dieser Studie verwendete
Fluoreszenzdurchflusszytometrie. Bei dieser Methade der prozentuale Anteil an
Zellen bestimmt, die ein bestimmtes Zytokin intthgér produziert haben, welches zu-
vor durch einen fluoreszenzmarkierten Antikérperkieat wurde. Zusatzlich wird Gber
die oberflachenspezifischen Antikdrper eine eingelelllinie erfasst, in diesem Fall die
T-Lymphozyten. Ebenso ist es mit dieser Technik linbgzwischen nicht- und zyto-
kinproduzierenden Zellen zu unterscheiden [17].

Weitere Vorteile stellen die schnelle Auswertung voehreren tausend Zellen in kurzer
Zeit und die Erfassung samtlicher intrazellulargmoKine dar. Im Vergleich zu den an-
deren Methoden ist damit ein Uberschaubarer undggrer Arbeitsaufwand verbunden.
Auch spricht fur die Fluoreszenzdurchflusszytoneetdass die Zellen im Vollblut vor-
liegen und somit das Verhaltnis der relativen Ze#de zum Milieu im Patienten nicht
verandert ist. Ein weitestgehend physiologischegh&is wird durch die Zu-
sammensetzung des Mediums gewahrt. Dadurch satiéeire vitro Stimulation unter-
bunden werden. Durch die Erfassung des relativeteinan zytokinproduzierenden
Zellen ist keine Aussage Uber die absolute Meng@raduzierten Zytokinen mdglich
[17, 81].

Letztendlich kann die Art des Messverfahrens eirifgre Auswirkung auf die Ergeb-
nisse haben als die Operationsbedingungen. Didaredie Unterschiede in der Inter-
pretation der Resultate der Zytokinproduktion umded Freisetzung wéahrend und nach

einem kardiochirurgischen Eingriff.

+ Stimulation der T-Lymphozyten

Durch eine gezielte Stimulation lasst sich die Kytproduktion der Lymphozyten unter
in vitro Bedingungen steigern. Dieser Schritt ist erfordarlida die Zytokinkonzentra-
tion ohne einen Aktivierungsreiz meist bedingt nigdst. Weiterhin ermdglicht die Sti-
mulierung eine Beurteilung der Zellfunktion untdreSssituationen, wie Erkrankungen
oder chirurgische Interventionen [3[Zu berucksichtigen ist, dass dieses For-
schungsverfahren keine Zytokinspiegel misst unduddddie Vergleichbarkeit zu an-
deren Studien meist nicht moglich ist.

Die Stimulation der Lymphozyten wird durch versdere Stérfaktoren beeinflusst.

Durch Fremdmaterialkontakt oder Kontamination kasrzu einer Aktivierung der Zel-
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len sowie zu einem Verlust dieser an der Fremdtimr® kommen. Schon diese aufge-
zahlten Einflisse zeigen, dass die Zytokinexpressinem starken dynamischen Verlauf
unterworfen ist. Verschiedene Agenzien induzieran lmei bestimmten Zelltypen eine
optimale Wirkung und l6sen unterschiedliche Realdioauf der Zellebene aus.

Auch koénnen abhéngig von der Art der Stimulatio Btimulationsdauer die Ergeb-
nisse der Interleukinbestimmung bzw. die Menge fosgesetzten Interleukine abwei-
chen. Untersuchungen bewiesen, dass die T-Lympdozyir geringfligig auf das bakte-
rielle Lipopolysaccharid reagieren, obgleich esdiser 24-stiindigen Inkubationszeit ein
erfolgreicher Stimulator von Monozyten, Makrophagerd B-Lymphozyten ist. Dage-
gen ist Concanavalin A (Con A) bei einer Inkubasiogit von 24 h und einer Glutamin-
konzentration von mindestens 0,1 mM ein idealem6ius fur die Zytokinproduktion
[145]. Ein Beispiel fur die unterschiedliche Auskuing auf die Subtypen einer Lympho-
zytenpopulation ist das Bazillus Calmette-Guérias dur die -1-Zell-Subpopulation
anregt, im Gegensatz zu dem Masernvirus, das eufd2-Zellen beeinflusst. Das Phy-
tohamagglutinin aktiviert gleichermaf3en dig-I- und Ty-2-Zellen [22].

Unter in vivo Verhaltnissen werden die T-Lymphozyten von andetellen des Im-
munsystems aktiviert. Im Gegensatz zu den B-Lympteoz kbnnen die T-Zellen ein
spezifisches Antigen nur im Komplex mit MHC-Molekal welche auf den Oberfla-
chen von korpereigenen Zellen prasentierte werdeennen [45]. Zudem wird ein
zusatzliches ko-stimulatorisches Signal fur eintgres Rezeptor-Liganden-Paar ben6-
tigt [136]. Durch die Stimmulation mit lonomycin und PMA kanardyewdhnliche T-
Zell-Aktivierungswegin vitro umgangen werden. Es ist bekannt, dass-@aophore
wie das lonomycin eine Erhdhung des intrazellul&Zefi induzieren [26]. Diese Erho-
hung ist entscheidend, um eine weitere Proteingtmyperung zu vermitteln. PMA
wirkt auf die spater im Signaltransduktionsweg stete Protein-Kinase C direkt ein.
Beide pharmakologischen Agenzien stellen nicht pleysiologischen Aktivierungsweg
dar, werden aber generell als eine zuverlassigéddet zur Lymphozytenstimmulation
angesehen [92, 101, 115]. Dadurch gelingt einestéoidige T-Zellaktivierung, so wie
sie in vivo Verhaltnissen durch Ligation des T-Zell-Rezeptonktex und der ko-
stimulatorischer Molekile resultiert [139]. In deesStudie wurde jenes Verfahren ver-
wendet. Fur die optimale Inkubationsdauer wird £&itraum von vier bis acht Stunden
beschrieben [78, 80]. Diese Inkubationszeit liegt bei Yaqoob et al. [145] unter 24 h,
ebenso wie bei Rohde et al. [108], die LPS und Barder PHA benutzen. In dieser
Studie wurde die empfohlene Inkubationszeit voruh&en eingehalten.
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5.2  Zytokindetektion

> Zytokine

Wahrend eines kardiochirurgischen Eingriffs kommitze einer Veranderung der Zy-
tokinkonzentration der T-Lymphozyten. Dies wird emanderem durch den Einsatz des
kardiopulmonalen Bypasses selbst sowie durch defiuEs von Medikamenten ausge-
|6st. Es konnte eine Verschlechterung der T-Zelfiom und der damit verbundenen
verminderten Produktion des proinflammatorischeN-{Fdargestellt werden [93, 94].
Zytokine gehoéren wie die Sauerstoffradikale zu denbesten untersuchten Molekiilen,
die eine systemische Inflammation auslésen konBaer ist auch bekannt, dass die
Blockade eines Mediatoren nicht notwendigerweise @atcome verbessert. Einen ein-
zelnen verantwortlichen Faktor ausfindig zu machsindurch die Redundanz des Zy-
tokinnetzwerks erschwert. Hier wurde speziell deki8tion und der Verlauf der Zyto-
kine TNF, IL-4, IL-6 sowie IFNy bei kardiochirurgischen Eingriffen mit einer paren
teralen Gabe von Glutamin, Aminosauren beziehunigewéaCl beobachtet.

In dieser Studie traten am postoperativen im V@fyleum praoperativen Messzeit-
punkt leicht erniedrigte Werte bei der IfNDetektion auf. Dagegen waren die IL-4 und
IL-6 Werte geringfligig erhoht. Insgesamt zeigtenskeine signifikante Veréanderung
der IFNy-Produktion im Verlauf. Es konnte ein Abfall der-4Lproduzierenden Zellen
an den letzten zwei Messzeitpunkten nachgewieseteneGruppenunterschiede konn-
ten in den einzelnen Zytokinklassen nicht ermitiedtden.

Die in anderen Studien beobachtete friih ansteigeKdazentrationen frei zirkulieren-
den Zytokine wie IL-6 sowie TNE- nach kardiochirurgischen Eingriffen lassen sich
durch andere Herkunftszellen erklaren [2,14,15]tedanderem kénnen proinflamma-
torische Zytokine aus dem Endothelium oder dem Mybkausgeschuttet werden [14].
Eine durch die Glutamingabe verstarkte inflammatdre Antwort konnte fur die T-

Lymphozyten nicht nachgewiesen werden.
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5.2.1 Die proinflammatorische Antwort
Der Tumor-Nekrose-Faktax; Interleukin-6 sowie das Interfergnsind proinflammato-

rischen Zytokine.

¥ Tumor-Nekrose-Faktor-a

Der Tumor-Nekrose-Faktar; auch als Kachektin bekannt, wurde indirekt 1898 v
dem Chirurgen William Coley entdeckt. Dieser Boteffsder Zellen des Immun-
systems wird von Makrophagen, Monozyten sowie Td BALymphozyten und Mast-
zellen gebildet [24, 32, 68]. Gelegentlich wurde diéolekll als ,Kachektin“ bezeich-
net aufgrund der bei Krebspatienten beobachtetpetiéypnterdriickenden sowie fett-
und muskelabbauende Wirkung [68]. Dieses Interkeidti durch weitreichende Effekte
gekennzeichnet, wie bei der inflammatorischen Amtwwo es als einer der ersten Me-
diatoren erscheint und die pathophysiologischeeki#f des SIRS provoziert. Auch ist
es bedeutend bei der Blutbildung, der Angiogenesk dem Tumorzellenwachstum.
Dabei ist es dem Interleukin-1 in seiner Wirkungseesehr ahnlich. TNB-wirkt als
autokriner und parakriner Regulator von Leukozyied Endothelzellen mit einer star-
ken proinflammatorischen Wirkung in Entziindungskerd68]. Zudem setzt es den
respiratorischen Burst bei Monozyten, Makrophaged uneutrophilen Granulozyten
herauf und fordert die zytolytische Aktivitdten gagbestimmte Tumore Uber die For-
derung der Phagozytose [32]. Gleichzeitig induzésrtdie Expression von Adhasions-
molekilen, wie E-Selektin und dem vaskularen Adbvésinolekil-1, auf Endothelzel-
len. Dies fuhrt zur verstarkten Adhasion von nepititen Granulozyten, Monozyten
und T-Zellen [23, 68]. Ebenso verstarkt es die ohkzide Aktivitdt von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen [68]. DMFIa-Produktion selbst wird
von Prostaglandin- E2 sowie den Zytokinen IL-4 Uiné supprimiert [48]. Die Menge
des ausgeschutteten Zytokins ist bei jedem Individuwnterschiedlich. Dabei bleibt die
Hohe der Zytokinproduktion in jedem Individuum ktargt. Ursache hierfur ist der Ein-
fluss der einzelnen Nukleotid-Polymorphismen in Beymoterregion der Gene [48, 6].
Bei einem Auftreten von hohen Konzentrationen de§&-&i werden auch systemische
Effekte beobachtet. Die Freisetzung des Corticatr®}eleasing-Hormons im
Hypothalamus wird stimuliert, in der Leber setztdes C-reaktive Protein (CRP) frei
und induziert Fieber [48]. Zusatzlich scheint minem erh6hten TNE-Spiegel das
»Capillary-Leakage-Syndrogekoppelt zu sein, welches verstarkt nach eixérae

korporalen Zirkulation auftritt. Dieses ist durcme& Ansammlung von interstitieller

60



Flissigkeit sowie einer erhdhten Kapillarpermegdtilgekennzeichnet. Ebenfalls indu-
ziert TNFw in Kombination mit IL-1 Veranderungen des Endaoshé&ls bewirkt neben
der Hyperkoagulation durch eine Inhibition antikokgorischer Mechanismen auch
eine Erh6hung der Chemotaxis [33, 72].

TNF-a wird als zentrales Geschehen fur die InduktioniadBammatorischen Gewebe-
zerstoérung, Sepsis und des septischen SchocksedmegeR4, 35, 68]. Die Infusion von
TNF-a im Tiermodell zeigte eine Manifestation des Segsideoms inklusive der dis-
seminierten intravasalen Gerinnung und einer regiteri Kontraktilitat des Myokards
[77, 118]. Wie schon zuvor erwahnt, wird es in selmweren Sepsis und dem SIRS als
erstes Zytokin produziert. Anhaltende hohe Serueggdivon TNFe. und TNF-Rezep-
toren korrelieren mit prolongierten postoperatiwégrlaufen und zeigen den Einfluss
der proinflammatorischen Zytokine bei einem Ubeefdbnden SIRS nach einem HLM-
Einsatz [71].

Andere Studien zeigten, dass erhdohte TNKenzentrationen mit einer erhdhten Mor-
talitat einhergehen [48]. In einer Studie von Griengt al. [48] wurde bei einer zusatzli-
chen Gabe von Fischol, welches Omega-3-Fettsauntr@le eine deutlich verringerte
TNF-a-Konzentrationen im Plasma ermittelt und somit tsdkiedliche an-
tiinflammatorische Effekte bei Erkrankten beobath@® ein ahnlicher Effekt mit einer
parenteralen Glutamingabe erreicht werden kanndevir dieser Studie Uberprift.

Nach anfanglich erh6htem Spiegel des TiNkonnte am zweiten postoperativen Tag
ein Absinken des Zytokinspiegels beobachtet werdeas auf eine supprimierte
proinflammatorische Antwort hinweist. Auch El Azabal. [36] konnten bei herzchi-
rurgischen Patienten intraoperativ sowie am ersgnnach der Operation ein Abfallen
der TNFa-Konzentration beobachten.

Die erfasste Abweichung zwischen der herabgeseraunlaren Syntheseleistung und
dem gleichzeitig erhdhten TNé-Plasmaspiegel wird auch bei anderen inflammato-
rischen Zytokinen beobachtet. Dies lasst sich daderklaren, dass die Leukozyten
wahrend der operativen Phase nicht ausschliefdicliddn Zytokinanstieg verantwort-
lich sind, sondern auch Zellen aus dem Myokard Endothel sowie Fibroblasten
[144]. Somit konnte kein Einfluss auf die proinflaratorische Antwort aufgezeigt wer-

den.
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> Interleukin-6

Das Interleukin-6 ist ein zentrales Regulatormolekilmmun- und Entziindungspro-
zessen und wird relativ frih innerhalb einer Entiiimgsreaktion freigesetzt. T- und B-
Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und Endothkmesind die Herkunftszellen
dieses proinflammatorischen Zytokins, welches de2-RAntwort angehdort [33]. Erh6h-
te IL-6 Plasmaspiegel wurden bei Patienten, die sic Stadium eines SIRS oder einer
Sepsis befanden, aufgezeigt werden. In der Sepsigtie hat sich das IL-6 als ein Mar-
ker fur die Immunfunktion und Outcomeparameterdés MODS bewahrt [29]. Die IL-
6-Produktion wird durch IL-1 und TNE&-angeregt, aber gleichzeitig inhibiert es die
Synthese dieser Botenstoffe und funktioniert saast antiinflammatorische regulier-
ende KomponentR2]. Zudem wirkt es an der Aktivierung und Diffeserung von T-
Zellen mit. In der spaten Differenzierungsphas#étss fiir aktivierte B-Zellen und an-
tikbrperproduzierenden Plasmazellen einen Wachgaktos dar. Schon in geringen
Konzentrationen wirkt es autokrin sowie parakriei Biner verstarkten Produktion und
erhdhten Konzentration im Plasma wirkt es sogaokna [48]. Durch exogene Reize
wie Traumen, Infektionen, Operationen und Verbremgam induziert es im Leber-
parenchym die Bildung und Freisetzung von Akut-RHasoteinen [24]. Auch nach
kardiochirurgischen Eingriffen sind erhéhte IL-GBhaspiel aufgetreten. Wie bei sep-
tischen Krankheitsbildern, kann IL-6 ebenfalls nhenzchirurgischen Operationen als
Mafl3stab fur ein Entzindungsgeschehen dienen [293h Avird dem IL-6 eine veran-
derte Auswirkung der linksventrikularen Kontrakéli und erhéhte Inzidenz an ischa-
mischen Episoden zugeschrieben. Neben den erhBlarametern wie C-reaktives Pro-
tein, Procalcitonin, Leukozyten und Koérpertempearateten mit dem Ende des kar-
diopulmonalen Bypasses ebenfalls Spitzenwertelfifir auf. Dieser Peak wird 6 bis 24
Stunden nach dem Eingriff beschrieben [29, 11AE bei allen anderen Parametern der
Akut-Phase-Reaktion zeigt dieses Interleukin eimesteigenden Verlauf bis zum zwei-
ten postoperativen Tag auf [113]. Am ersten postipen Tag zeigte sich synchron zu
der Ty-2-Antwort eine erhéhte Anzahl an IL-6 produzieremdellen. Diese Ergebnisse
stimmen mit einer Studie von Naldine et al. [93gidn, wahrend bei Markewitz et al.
[79] am zweiten postoperativen Tag die Freisetzdeglnterleukine von monokularen
Zellen unverandert blieb. Bei Sbrana et al. [11#dsen die Monozyten dagegen post-
operativ eine reduzierte intrazellulare IL-6-Protloik auf. Im Vergleich zu den anderen
Gruppen ergaben sich durch die parenterale Sulistitikeine signifikanten Unter-

schiede. Ein proinflammatorischer Effekt blieb daisprechend aus.
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> Interferon-y

Das Interferony gehoért zu der d-1-Antwort und wird von Lymphozyten, Makropha-
gen, Monozyten und NK-Zellen produziert. Dieses-Tiyimterferon wirkt antiviral und
immunregulierend. Zu den Zielzellen gehoéren unteteaen Makrophagen, deren Syn-
these von proinflammatorischen Zytokinen sowie Expression von MHC-Klasse-I-
Molekulen verstarkt wird [24]. Durch die Induziegiwon MHC-Klasse-lI-Molektilen
wird die Immunreaktion gesteige@udem werden das Wachstum und die Differen-
zierung der B- und T-Lymphozyten stimuliert, wodusich die peripheren T-Zellen zu
Ty-1-Zellen differenzieren und die Proliferation v@p-2-Zellen inhibiert wird. INFy
aktiviert mononukledre Phagozyten, neutrophile Gl@yten und die zytotoxische
Aktivitat von NK-Zellen. Weiterhin steigert es dithagozytose und das intrazellulare
,Killing* [32, 68]. Fur das IFNy gibt es wenige Erkenntnisse in der Kardiochirurgie
Die IFN-y produzierenden Zellen zeigen kaum eine Schwankunzgitlichen Verlauf
auf und keine signifikanten Unterschiede zwischen &Gruppen. Dies kann mit der
Polarisierung der vorwiegendem-2-Antwort erklart werden, wie auch einer konstan-
ten Zellzahl, die mit der Stimulation der B-Zellearkettet zu sein scheint. Eine ver-
minderte IFNy Freisetzung beschreiben Naldine et al. [93] naamBation von peri-

pheren mononuklaren Zellen mit PHA, was wiederuneely-2-Antwort entspricht.

5.2.2 Die antiinflammatorische Antwort

Das Zytokin IL-4 gehdort zur antiinflammatorisch&ntwort.

> Interleukin-4

Dieses Kurzketten-Typ-I-Zytokin, welches 1982 zursten Mal beschrieben wurde,
wird unter anderen von Lymphozyten und depZfpolarisierten T-Zellen synthetisiert
[33]. Seine Wirkung ist vielfaltig. Es induziertedProliferation der B-Lymphozyten,
weshalb dieses Zytokin zuerst als B-Zell-stimuleler Faktor | bezeichnet wurde. Au-
Berdem veranlasst es die Expression von MHC-Kliddelekilen und die IgE-
Produktion. Drossler et al. [33] zeigten, dassiesM&rmehrung von Thymozyten und
hamopoetischen Vorlauferzellen steigert. Auch adtttves die NK-Zellen. Interleukin-4
beginstigt die Differenzierung von T-Helferzellemnz Ty-2-Phanotyp. Dagegen
hemmt es die Synthese der proinflammatorischenkity@oder Makrophagen [24, 33,
68]. Indessen wird IL-4 von IFN-neutralisiert, welches vonT1-Zellen sezerniert

wird. Im Normalfall kommt es bei einerqf2-Antwort zu keiner Reduktion der IL-4-
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produzierenden Zellen, was aber in dieser Studiel@tten postoperativen Tag eintrat.
Eine gesteigerte antiinflammatorische Tatigkeitimstiesem Abschnitt nicht mehr er-
forderlich. Muret et al. [91] konnten darlegen, sl@ne unveranderte IL-4-Freisetzung
nach einer Stimulation des Vollblutes mit PHA unohQ\ eintrat. Ahnliche Ergebnisse

sind in der Literatur nicht oft beschrieben worden.

5.3  Glutamin-Plasma-Spiegel
5.3.1 Die parenterale Glutaminsubstitution und dieveranderung des
Glutamin-Plasma-Spiegels
Bei der Beobachtung von kritisch Erkrankten fief, alass der Glutamin-Plasma-Spie-
gel auf 50 % und der intrazellulare Glutaminspeidhe Skelettmuskel auf 75 % des
Ausgangwertes sanken. Weitere Ursachen des Glutaemnigels sind in einer Mangel-
ernahrung, einen gesteigerten Verbrauch oder einseitigen parenteralen Ern&hrung
zu finden. Der letzte Aspekt lasst sich dadurchéeek, dass die herkdbmmlichen Ami-
nosaureldésungen kein Glutamin enthalten. Aufgruadsdn scheint zunéchst eine er-
ganzende enterale Erndhrung vorteilhafter zu skinder Plasmaspiegel um das zwei-
bis dreifache erhoht werden kann [41, 42, 69, B3143].
Eine zusatzliche intravendse Gabe von Glutaminite¢raufgrund der ungunstigen
physikalischen und chemischen Eigenschaft Schvkeitgn. Aufgrund der Hitzein-
stabilitat ist eine Sterilisation nicht moéglich. éttfalls ist das Molekihl in Wasser ge-
|6st sehr instabil und zerfallt auch bei einer Lragg bei 4°C nach ein bis zwei Tagen
in das toxische Pyrroglutamat unter der Freisetzumig Ammonium. Die schlechte
Wasserloslichkeit (35 g/l bei 20 C°) der Aminosaaredglicht eine Herstellung von
einer maximal 1,5 %-igen Losung [41, 42, 64]. Umeeausreichende Glutaminmenge
zuzufuhren, ware dies mit einer erheblichen Volugadre verbunden. Diese Faktoren
verhindern einen problemlosen Einsatz beim Mens¢iend6, 92]. Fir die intraventse
Anwendung wurden deswegen verschiedene synthetigateaminhaltige Dipeptide wie
L-Alanyl-L-Glutamin, L-Glycyl-L-Glutamin oder L-Tyosyl-L-Glutamin mit verbesser-
ten pharmakologischen Eigenschaften entwickelt 41642, 76, 138]. Diese heben sich
durch hoéhere Hitzestabilitat, Loslichkeit und ggere Produktionskosten hervor. Die
Nierengangigkeit ist geringer und eine gleichmafigeteilung im Plasma wird schnel-
ler erreicht. Auch zeigen diese Dipeptide deutidmigere Nebenwirkungen wie aller-
gische Reaktionen und irreversible Gewebeakkunmiauf [16, 41, 122, 138]. In Stu-
dien wurden L-Glycyl-L-Glutamin (Gly-GIn) und L-Atgl-L-Glutamin (Ala-GIn) un-
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tersucht. Grundsatzlich konnten auch bei L-GlyayGlutamin die unter L-Alanyl-L-
Glutamin beobachteten Wirkungen beobachtet werflgnunterschiedlicher Effekt der
einzelnen Dipeptide auf die zellularen Komponerttes Immunsystems ist bisher noch
nicht bekannt. Beide lassen sich praktisch ohne pidationen und Nebenwirkungen
in wassriger Losung einsetzen. Zudem sind beidmstihbil und zerfallen nicht in toxi-
sche Produkte [41]. Die Wasserldslichkeit liegt behlanyl-L-Glutamin mit 568 g/l
H.O erheblich Uber der von Glutamin mit 36 gdQHund L-Glycyl-L-Glutamin mit 154
g/l [45]. Beide Dipeptide scheinen das Ischamierfeg@nssyndroms zu vermindern
[129]. Ein anderes Entscheidungskriterium stellt die Hiygefahigkeit der Dipeptide
dar. Nach Eintritt in den Blutkreislauf unterliegdiese Dipeptide der Hydrolyseaktivi-
tat des Plasmas sowie der membranstandigen HydrolH?2]. Diese liegt bei L-
Alanyl-L-Glutamin Uber der von L-Glycyl-L-Glutamimit 9 nMol/ml/min [42]. In die-
ser Studie wurde das Dipeptid L-Alanyl-L-Glutamiarwendet. Dessen Halbwertszeit
lag bei gesunden Probanden bei drei bis vier MmuBamit ist ein signifikanter Glu-
taminkonzentrationsanstieg um das Zwei- bis Dragamdglich, was auch hier bestati-
get werden konnte [40].

Im Vergleich der parenteralen gegentber der emterdpplikation weist letztere einige
Nachteile auf. Bei einer enteralen Gabe fillt sleln Glutaminpool langsamer [39, 41].
Bei einem eingetretenen hyperinflammatorischen ahdsist diese durch die lange La-
tenzzeit bis zum Wirkungseintritt der parenterafgplikation unterlegen. Nach dem
Offnen stellt es zusétzlich einen idealen NahrboidierMikroorganismen dar. Zudem
wird die Verabreichung der genau bendtigten Dosigld ungleichméfige Resorption
erschwert. Auch sind die Vertraglichkeit, die hah|umengabe, die Substitution Gber
lange Zeitrdume sowie haufig eingeschrankte Voluoieranz limitierende Faktoren
fur den Einsatz. In der Gegenuberstellung der paralen und enteralen Gabe war ein
gunstigerer Effekt der parenteralen Gabe nachweistabei aber die enterale Gabe
einen positiven Einfluss auf die Darmbarriere atisDies wird generell als Protektion
vor einer Hyperinflammation gesehen [37, 59, 104].

Die in dieser Studie beobachteten postoperativaria@lin-Plasma-Spiegel lagen bei
1177 pmol/l (Glutamingruppe), 535 pumol/l (Aminosgégnuppe) und 610 pmol/l (NaCl-
Gruppe). Die Werte sanken vom Operationstag zuetsten postoperativen Tag um 19
% auf 958 umol/l (Glutamingruppe), um 1,5 % auf p@iol/l (Aminosauregruppe) und
um 20 % auf 489 umol/l (NaCl-Gruppe).
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In der Glutamingruppe konnte ein signifikant ert@hBlutamin-Plasma-Spiegel ermit-
telt werden. Unter physiologischen Bedingungendggtder Glutamin-Plasma-Spiegel
etwa 600-700 pumol/l [46,112, 123]. Dies deckt sich mit den praoperativ ggsenen

Werten aus dem hier untersuchten Patientenkollekiiv605 pmol/l (Glutamingruppe),
579 pumol/l (Aminoséuregruppe) und 602 pumol/l (N&2lppe) lUbereinDer durch-

schnittliche Glutamin-Plasma-Spiegel in der postafpeen Messung der Glutamin-
gruppe zeigte mit 1178 umol/l eine Verdopplung gedoperativen Wertes auf. Die
Kontrollgruppen wiesen deutlich niedrigere Werte Y1 pmol/l (Aminosauregruppe)

beziehungsweise 480 umol/l (NaCl-Gruppe) am dripestoperativen Tag auf.

+ Dosis der Glutaminsupplementierung

Uber die Dosis der Glutaminsupplementierung wurdeterschiedliche Empfehlungen
in der Literatur vermerkt. FUr groRe Traumen od#amplizierte elektive chirurgische
Operationen mit gastrointestinalen MalfunktionererotKachexie wird eine tagliche
Mindestgabe von 13-20 g Glutamin empfohlen [41]i Batienten mit schwereren Er-
krankungen oder Polytrauma und dem damit ablaufemdgammatorischen Prozess,
vermuten Furst et al. [41], dass eine hohere Derdtsderlich ist. Kuhlmann et al. [70]
berichten tber einen Glutaminverlust bis zu 4 g/hagkatabolen Patienten, daher er-
scheint eine Glutaminsubstitution von 0,3-0,5 dlegf empfehlenswert. In dieser Stu-
die wurde den Patienten eine Dosis von 0,5 g Glimgoro Kilogramm Koérpergewicht
pro Tag parenteral verabreicht.

Die hochnormalen Glutaminkonzentrationen, welche diaigen Studien verwendet
wurden, lassen sich dadurch begriinden, dass besdPaenten mit schweren Traumen
oder Erkrankungen davon profitieren. Diese Patrenrbrachten einen deutlichen lan-
geren Zeitraum auf einer Intensivstation und wurdaher auch langer mit glutamin-
freien Nahrlésungen kinstlich ernahrt.

Dagegen befand sich das Patientenkollektiv in di€sedie nur eine relative kurze Zeit
mit durchschnittlich 2,6 Tagen (Glutamingruppel Zagen (Aminoséuregruppe) und
2,0 Tagen (NaCl-Gruppe) auf der IntensivstationmbDach erfolgte nach recht kurzer
Zeit ein enteraler Kostaufbau. Somit war das Riskwer neu auftretenden Mangeler-
scheinung gering und die physiologischen Glutangitdger wurden im Rahmen der

katabolen Stoffwechsellage nicht aufgebraucht.
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5.3.2 Der Einfluss des Glutamin-Plasma-Spiegels adfe T-Zell induzierte
inflammatorische Antwort
Wie schon in der Einleitung geschildert, spielt @hain in der Immunabwehr eine er-
hebliche Rolle. Es ist in zahlreiche Stoffwechsatt®onen eingebunden, wie der Ener-
giebereitstellung, der Proliferation und der Pruggnthese.
Operationen am Herzen losen eine starke inflamnsatee Antwort mit wichtigen Kli-
nischen Auswirkungen aus. Um diese zu minimievenfolgt man verschieden Strate-
gien. Dazu gehoren neben der Optimierung der pratpen Faktoren wie Einstellung
der Grunderkrankung des Patienten auch die intrabpen Techniken [71]. Es liegen
bereits wichtige experimentelle wie klinische Hinseevor, die darauf hindeuten, dass
durch eine geeignete Zufuhr von immunmodulieren8ebstraten die Intensitat der zu
erwartenden Zustandsanderungen im Sinne des Sl&k@ngdt werden kénnen. In ver-
schiedenen Studien wurden das Proliferationsvenhalhd die Ausschittung einzelner
lymphozytarer Zytokine der T-Lymphozyten mit teilae unterschiedlichen Glutamin-
konzentrationen erfasst. Daneben konnte aber aungh ssgnifikante Reduktion der
proinflammatorischen Zytokine unter septischen Keltetionen durch eine Glutamin-
substitution erreicht werden [119, 123]. Dementspead misste ein therapeutischer
Nutzen auf die inflammatorische Antwort durch eReduktion der proinflammatori-
schen Zytokine erreicht werden. Verschiedene Stu#lgnnten den prognostisch un-
gunstigen Verlauf zwischen hohe IL-6 sowie ThFSpiegel und einem negativen Kli-
nischen Outcome aufzeigen [18].
Eine verstarkte proinflammatorische Reaktion wuede ersten postoperativen Tag
durch eine erhthte Konzentration von an IL-6 gemesBies kann als eine physiologi-
sche Reaktion betrachtet werden, da die eingeseM#glikamente sowie Materialen
der extrakorporalen Zirkulation als Antigene wirkeéxm zweiten postoperativen Tag
konnten erniedrigte TNB-Spiegel erfasst werden. Da es zu keiner beobachidini-
schen Veranderung kam, ist von keiner relevantenunologischen Reaktion auszuge-
hen. Die ermittelten postoperativen Werte der ven @-Zell-abstammenden Zytokine
IL-6 und TNF@ zeigten keine Unterschiede zwischen den einzeBreppen auf.
In der Glutamingruppe konnte ein signifikant erl@hGlutamin-Plasma-Spiegel ermit-
telt werden, ohne dass ein Effekt auf die T-Zallunierte inflammatorische Antwort des
kardiochirurgischen Patientenkollektivs erzielt dem konnte. Die systemische Inflam-
mation wurde in dieser Studie durch das C-reak@ik@ein, dem SOFA-Score als auch

der kardiovaskuléaren Zirkulation, Beatmungszeit umensivliegezeit erfasst. Ein Aus-
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bleiben einer Reaktion lasst sich dadurch erkladass zu keinem Zeitpunkt ein Sub-
stratmangel bestand, welcher die Funktion der Addkeintrachtigte oder eine Reduktion

der proinflammatorischer Zytokine erzielte.

5.4  Auswirkungen der Glutaminnutrition auf das klinische Outcome bei
kardiochirurgischen Patienten
Die Wirkungsweise von Glutamin im Organismus kanhamnd von Laborparametern
verifiziert werden. Fir die Klinik ist es jedochfachlussreicherden klinischen Verlauf
zu beobachten und die moglicherweise aufgetretéhgicomeparameter mit bioche-
mischen Werten in Verbindung zu bringen. Dies kamme Erklarung tber das Entste-
hen eines klinischen Bildes erbringen, aber auchwte Fragen aufwerfen, wenn Kilinik
und biochemische Gréf3en nicht tGbereinstimmen [47].
Die nach einem HLM-Einsatz ablaufende kontrollieglbstlimitierende inflammatori-
sche Antwort hat einen gunstigen Effekt auf das imsystem. Dies ist bedeutend ftr
die Verhinderung von perioperativen Infektionen uieh fordernden Einfluss der
Wundheilung. Folglich zeigte eine unkontrolliertdldmmation eine deutlich erhéhte
Anzahl an Morbiditat und Mortalitat bei Patientatie sich einen kardiopulmonalen
Eingriff unterzogen [71]. Diese inflammatorischeaR&on ist postoperativ bei der Pa-
thogenese des vasodilatatorischen Schocksyndrormhseimer Minderperfusion von
Lunge, Herz, Gastrointestinaltrakt sowie dem newabystem involviert. Dies kann
wiederum zu einem konsekutiven Organversagen urehemadglichen letalen Resultat
fuhren. Beim Einsatz einer extrakorporalen Zirkiolatim Rahmen herzchirurgischer
Eingriffe konnte in verschiedenen Studien eine apsipten Inflammation erfasst wer-
den, die jedoch nur bei einem geringen Anteil datiddten zu klinischen Komplikatio-
nen und einer erhdhten Letalitat fuhrt. Schmartzal.€116] zeigten eine massive En-
dotoxindmie nach kardiopulmonalem Bypass ohne rest@f nachteilige klinische Ef-
fekte. Wie bei Griffiths et al. [47] und Goetersagt[44] fiel in dieser Studie keine Ver-
anderung des Kurzzeit-Outcomes sowie der Krankesveaweil- und Intensivstation-
liegedauer auf. Ferner zeigte sich unter der egmperioperativen Glutamingabe keine
Veranderung der erhobenen Parameter wie C-reakiBvetein, SOFA-Score, der Be-
atmungszeit und Intensivstationsliegezeit auf. Bude Substitution wurde keine For-
derung der Inflammation erfasst, da es unter derp@mn zu keiner signifikanten Ver-

anderung im Outcome kam.
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5.5 Konklusion

Bisher zeigte Glutamin vor allem bei kritisch Kramk Verbrennungspatienten und Pa-
tienten nach grof3en Oberbaucheingriffen positivieki® auf die bestehende Immun-
suppression. Daher stellt sich die Frage, ob danth Glutaminsubstitution bei kardio-
chirurgischen Patienten die Inflammation geféraert. In dieser Untersuchung konnte
keine Auswirkung einer hochdosierten perioperatiteAlanyl-L-Glutamin-Nutrition
auf die Generierung der pro- und antiinflammatdréscZytokine gezeigt werden. Ein
signifikanter Einfluss auf die systemische Inflantio@, die Organdysfunktion sowie
dem klinischen Outcome blieb aus. In diesem Paréallektiv war ein unkomplizier-
ter postoperativer Verlauf ohne eine tberschie3sggemische Inflammationen durch
eine verstarkte Freisetzung von inflammatorischgiokinen nachzuweisen.

Die parenterale Dosierung des Glutamins dirftei@set Studie einen ausbleibenden
Effekt nicht erklaren. Mit einer Gabe von 0,5 g/kag lag diese Dosierung Uber der
von Novak et al. [121] in einer Meta-Analyse gertannmit 0,2 g/kg/Tag und der von
Heyland et al. [55] mit 20 g/Tag. In einer Studenw-irst et al. [41] wird eine Dosis
von 13-20 g taglich bei Traumata und elektiven Effen empfohlen, wahrend Wilmo-
re et al. [142] eine Dosis von 0,18-0,4 g/kg KGibhgdagegen erhielten hamatologi-
sche Patienten 40 g/Tag [106, 147].

Insgesamt ist zu bedenken, dass die Aussageknafhéisten Studien hinsichtlich der
Glutaminwirkung auf die Interleukine eingeschrarskf da es sich zumeist um vitro
Bedingungen handelt. Eine Ubertragbarkeit aufinligvo Verhaltnisse ist nur begrenzt
maoglich. Wechselwirkungen zwischen unterschiedliciZellen oder Hormone sowie
den veranderten Verhaltnissen im Organismus wardeitro nicht beobachtet.
Letztendlich entscheidend fur die klinische Prognas die Balance zwischen antiin-
flammatorischen und proinflammatorischen ZytokiBewrch eine Anhebung des Glu-
taminspiegels konnte kein Effekt auf die T-Zelldizterte pro- und antiinflammatori-
sche Antwort des kardiochirurgischen Patientenktlle erzielt werden. Eine Erkla-
rung fur das Ausbleiben einer Reaktion lasst sigftiil eine bestehende ausreichende
Glutaminabdeckung dieser Zellen erklaren. Somitést Einsatz der parenteralen Glu-

taminsubstitution im Rahmen von kardiochirurgisckgmgriffen moglich.
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6. Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurde ber die Rolle der iy fir das Uberleben von kritisch
Erkrankten verstarkt diskutiert. Eine unzureicheddmleckung des Nahrstoffbedarfs
erhoht die Morbiditdt und Mortalitat. Besonders dsste man sich mit der Immuno-
nutrition bei Patientengruppen nach grol3en Traurod&a operativen Eingriffen. Be-
sonders vielversprechend erscheint die Aminosaluea@in als eine immunmodulie-
rende Substanz. In den bisherigen experimentalidi&t konnte nachgewiesen werden,
dass eine zusatzliche Glutaminapplikation die Pkbdn von T-Zell-abstammenden
Zytokinen bei einem bestehenden GlutamindefizibkthDaher stellt sich die Frage, ob
durch die Substitution nicht nur eine Reduktionndsn auch eine Verstarkung der
Inflammation gefoérdert wird.

Herzchirurgische Operationen induzieren eine inffaatorische Antwort, wobei Endo-
thelium, Myokard sowie Leukozyten als Erste reagenn dieser Studie wurde beo-
bachtet, ob eine zuséatzliche GlutaminapplikationHagienten, die sich einem elektiven
kardiochirurgischen Eingriff mit einem kardiopulnaden Bypass unterzogen, die Bil-
dung pro- und antiinflammatorischer Zytokine vorZd@ien beeinflusst. Die Messung
des prozentualen Anteils und die Analyse der T-Lyogyten, welche intrazellulare
Zytokine produzieren, erfolgte an einem Fluoresdanzhflusszytometer. Neben der
Veranderung des Glutamin-Plasma-Spiegels wurddndielenz von Organfunktions-
storungen als auch das klinische Outcome beobachtet

Fur diese prospektive, randomisierte und doppetilvelete Studie wurden drei Unter-
suchungsarme erstellt. Das Patientenkollektiv sesath aus 79 Patienten zusammen,
von denen sich 31 in der Glutamin-, 27 in der Amséuoren- und 21 in der Kontroll-
gruppe befanden. Den jeweiligen Patienten wurde @parationstag bis zum zweiten
postoperativen Tag 0,5 g/kg KG Glutamin bzw. 0,88y KG Aminosaurenldsung
bzw. NaCl-Lésung intravends appliziert. Die Infusiaurde mit 1000 ml/ 24 h wah-
rend der Narkoseeinleitung gestartet. Zu den Elasskriterien gehorten Patienten der
elektiven Herzchirurgie mit einer extrakorporalerkdlation, einem Alter Uber 70 Jah-
re oder einer Ejektionsfraktion unter 40 %. Weit&mterien waren ein Mitralklap-
penersatz und eine absolute Lymphozytenzahl unterGlga/l. Letzteres diente zur
Darstellung einer eingeschrankten Immunkompetene, amch eines potentiellen Er-
nahrungsmangels. Hauptzielkriterium war die Aus#cing der intrazellularen T-Zell-
Zytokine Tumor-Nekrose-Faktar{TNF-a), Interleukin-6 (IL-6), Interferory(INF-
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y)und Interleukin-4 (IL-4). Weiterhin wurden Neberkréerien wie CRP, SOFA-
Score, die Dauer der postoperativen Beatmung usdlgdasche Outcome beobachtet.
Zum Ausgangspunkt war kein Unterschied in der Kotration der intrazellularen Zy-
tokine darstellbar. Wahrend des Untersuchungsvisrizeigten sich keine Abweichung
der T-zellabstammenden TNE-IL-6, INF-y und IL-4 im Gruppenvergleich.

Es zeigte sich, dass der Glutamin-Plasma-SpiegeéinGruppe A (1177,361,9 uM
am Ende der Operation und 95833%,4 UM am ersten postoperativen Tag) im Ver-
gleich zu Gruppe B (534,859,8 uM am Ende der Operation) und Gruppe C
(610,0#138,3 uM am Ende der Operation) signifikanter atiggsn war.

Somit konnte nachgewiesen werden, dass ein dundnteaale Gabe erhdhter Gluta-
min-Plasma-Spiegel keinen Einfluss auf das kompléksichgewicht zwischen pro-
und antiinflammatorische T-Zell-Antwort und som#ike Konsequenz auf das hiesige
Patientenkollektiv hatte. Eine zusatzliche Glutaminition konnte keine signifikante
Veranderung im klinischen Outcome aufzeigen. Dasulteint ein Einsatz von Gluta-

min auch im Rahmen kardiochirurgischer Eingriffegingh.

¥ Abstract

During the last few years there have been a ldiszgfussions about the role of nutrition
for the surviving of critically sick persons. Thaderstanding of the correlation about
deficiency nutrition and higher mortality and mality was the beginning of immu-
nonutrition in nutrition and critical care medicirtespecially effects of immunomodu-
latory substances on patients with multiple trawonanajor operations were of special
interest for a couple of studies. Increasing aibenhas been paid especially to the
amino acid glutamine as an immunemodulating nutri&xperimental studies gave
evidence, that glutamine enhances the cytokineyatazh of T cells in case of a gluta-
mine deprivation. There is the question if hightgtine infusion provokes an inflam-
matory response.

Cardiac surgery provokes an inflammatory respomsewhich the endothelium, the
myocardium, and leukocytes are primarily respomrsibi this study patients who had a
cardiac surgery with a cardiopulmonary bypass weaktthe changes of anti-inflamma-
tory and inflammatory T cell cytokines by a highsdgerioperative glutamine infusion
were under observation. The measurement of the simal the analysis of the T cell and
the intracellular interleukines were performed HyACS. Furthermore the incidence of

organ dysfunction and clinical outcome was observed
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For the prospective, randomised and double-blirstedy a collective of 79 patients
was divided into three groups: 31 persons in a-digee glutamine group, 27 ones in an
isonitrogeneous, isocaloric, isovolemic nutritiosalution group and 21 persons in a
physiological NaCl 0,9 % control group. Startinghathe day of operation to each pa-
tient received a dosis of 0,5 g/kg KG glutamineusoh or 0,835 g/kg KG amino acid
solution or NaCl infusion, respectively until thecend post-operative dayhe infusion
started with 1000 ml/ 24 h after the induction néesthesia.

Definitions of inclusion criterions were: patiemdscardiac surgery with extracorporeal
circulation, aged older than 70 years or an ejactraction less than 40 %, a mitral
valve replacement and a lymphocyte number undeGiga/l. The latter shows a poten-
tial by low immunity and a defiency of nutritionriary endpoint was the expression
of intracellular T cell cytokines tumor-necrosistiar-a (TNF-a), interleukin-6 (IL-6),
interferony (INF-y) and interleukin-4 (IL-4). Furthermore, the C- reaet protein,
SOFA score, postoperative ventilation time, andicdil outcome were observed.

At the beginning of the study we noticed no diffexes between the concentrations of
the intracellular cytokines. Moreover, there wasdifterence between the groups con-
cerning TNFa, IL-6, INF-y and IL-4. The other observed variables were coaipar
between the groups as well.

It was observed that the glutamine plasma levejrotip A (1177,38351,9 uM at the
end of operation and 958,831,4 pM at the first postoperative day) was sicguntly
higher than of group B (534,8%9,8 UM at the end of operation) and group C
(610,0+138,3 uM at the end of operation).

There was no influence of glutamine on the balaidde pro- and antiinflammatory T
cell in response to patients undergoing cardiagesyr A high-dose perioperative
glutamine infusion therefore showed no effect om $ignificant alteration on clinical

outcome. Therefore, the use of glutamine in carsiiagery seems practicable.
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8. Anhang

8.1 Ergebnistabellen
8.1.1 Ausgangswerte der intrazellularen Zytokindetktion
Dargestellt sind die Ausgangswerte der PatienterdgoNarkoseeinleitung (Tabelle 9).

Tabelle 9 : Unstimulierte und stimulierte Ausgangswerte deloFészenzintensitat (%)

der Patienten vor Narkoseeinleitung

Parameter MW + SD Median Kl p-Wert
TNF-a unstimuliert 26+19 2,2 [0,7 ; 4,5] 0,0009
TNF-a stimuliert 46,0 £ 23,3 41,6 [23,1; 69,8] 0,8482
IL- 6  unstimuliert 41+26 3,9 [1,5; 6,8] 0,0812
IL- 6  stimuliert 53+16 5,0 [3,7;6,9] 0,1829
IFN-y unstimuliert 32+24 2,8 [0,8 ; 4,6] 0,0001
IFN-y  stimuliert 25,4 +11,9 25,9 [11,9 ; 37,5] 0,0166
IL- 4 unstimuliert 41+2,6 3,6 [1,5; 6,6] 0,0950
IL-4  stimuliert 6,0+£1,6 5,9 [4,4; 7,6] 0,1698

p im Vergleich zu den ermittelten Normalwerten der Fluoreszenzintensitat
MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung

KI = Konfidenzintervall
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8.1.2

Folgend sind die Gesamtergebnisse der einzelneazeilularen Zytokine dargestellt.

Intrazellulare Zytokindetektion

Es gilt:} p < 0,05 (Veranderung im zeitlichen Verlauf), Rpostoperativer Tag)

Tabelle 10: Einfluss von Glutamin, Aminosauren und NaCl 0,9 dbdie Fluoreszenzintensitat (%)

der TNFe produzierenden T-Zellen

TNF-a produzierende T-Zellen[%] (Mittelwert + Standardabweichung)

Glutamin n Aminosauren n NacCl n p-Wert
Préaoperativ 37,6 £228 22 36,9+£24,0 21 39,0+23,6 16 p=0,966
Postoperativ | 40,2 +25,1 22 37,2+£254 21 40,4+x244 16 p=0,905
PoT 1 37,2+£24,6 21 36,0 £ 23,3 20 40,1+26,0 13 p=0,891
PoT 2 } 34,2+20,7 20 30,9£18,0 21 36,1+18,8 13 p=0,731
PoT 3 32,2+175 18 329+£19,7 17 35,2+18,3 12 p=0,907
Tabelle 11: Einfluss von Glutamin, Aminosauren und NaCl 0,9 dbdie Fluoreszenzintensitat (%)

der IL-6 produzierenden T-Zellen

IL-6 produzierende T-Zellen [%] (Mittelwert + Standardabweichung)

Glutamin n Aminosauren n NaCl n p-Wert
Praoperativ 54+22 22 53+2,0 21 53+20 20 p=0,986
Postoperativ } 52+23 22 52+23 21 53%x26 20 p=0,986
PoT 1 J 6,2+23 21 6,1+25 20 6,1+21 17 p=0,980
PoT 2 55+22 21 54+2,1 21 5517 17 p=0,997
PoT 3 55+25 19 53+2,0 18 53%x24 16 p=0,967

Tabelle 12: Einfluss von Glutamin, Aminosauren und NacCl 0,9 dbdie Fluoreszenzintensitat (%)

der IFNy produzierenden T-Zellen

IFN-y produzierende T-Zellen[%] (Mittelwert + Standardabweichung)

Glutamin n Aminosauren n NacCl n p-Wert
Préaoperativ 24,7+131 22 23,7+125 21 26,1+129 20 p=0,834
Postoperativ | 24,1 +12,9 22 20,5+8,0 21 22,2+96 20 p=0,528
PoT 1 25,5+16,1 22 20,3+9,8 20 24,1+140 17 p=0,446
PoT 2 226+11,3 21 21,0+7,9 20 21,8+11,3 17 p=0,879
PoT 3 21,8+8,3 19 20,4 +8,6 17 22,7+10,5 15 p=0,761
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Tabelle 13: Einfluss von Glutamin, Aminosauren und NacCl 0,9 dbdie Fluoreszenzintensitat (%)

der IL-4 produzierenden T-Zellen

IL-4 produzierende T-Zellen [%] (Mittelwert + Standardabweichuhg

Glutamin n Aminosauren n NacCl n p-Wert
Praoperativ 6,2+22 21 6,2+2,4 20 6,2+24 20 p=0,992
Postoperativ 58+20 21 59+£19 20 6,0+x20 19 p=0,940
PoT 1 65+2,0 21 6,4+1,8 20 6,3+2,0 17 p=0,967
PoT 2 58+15 20 5824 20 58*16 17 p=0,994
PoT 3 } 46+16 18 48+1;3 17 48+12 16 p=0,873

8.1.3 Glutamin-Plasma-Spiegel

Es gilt: * < 0,05 im Gruppenvergleich< 0,05 im Vergleich zum praoperativen Aus-

gang

Tabelle 14: Darstellung des Glutamin-Plasma-SpiegaM]

(Mittelwert und Standardabweichung)

Glutamin-Plasma-Spiegel

Glutamin n Aminosauren n NacCl n p-Wert
Praoperativ 604,9+1442 23 578,8+150,9 20 601,3+834 20 p=0,784
Postoperativ 11177,3 +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 4929+93,1 20 4551+759 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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8.1.4 Darstellung des klinischen Outcomes

Tabelle 15: Darstellung der Liegezeiten

Glutamin Aminosauren Kontrolle
p-Wert
(n=31) (n=27) (n=21)
Intensivliegezeit 26+2,0 22+1,7 20+1,2 p = 0,436
[Tage]
Krankenhausliegezeit 9,1+28 9,1+3,2 92+1,8 p = 0,989
[Tage]
8.1.5 Elutionsbedingungen des binaren Gradientehgionssystems
Tabelle 16: Elutionsbedingungen des binaren Gradientenglssigstems zur Analyse von Glutamin
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: 1ml/min  Druck: 2900 PSI + 150 PSI (A: 97 % / B: 3 %) | PSI = 6894,76 Pa

Fluoreszenzdetektion : Anregungswellenlange: 300nm Emissionswellenlénge: 450nm
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8.2 Protokoll: Aufbereitung der Blutproben

Tabelle 17:

Pipettierschema der Aktivierungskontmollend Geratekontrollen

Aktivierungskontrolle

Geratekontrollen

100 pl der Aktivierungskontrolle  mit
10 yl CD69PE und 10 yl CD3PerCP
werden in ein Falcon-Réhrchen pipettiert

100pl unstimuliertes Blut  in jeweils
5 Falcon-Rohrchen pipettieren.

Hinzugegeben werden:

1. Rohrchen: ohne Zusatz

2. Roéhrchen: 10 pl y2aFITC/y1PE und
10 pl CD3PerCP

3. Rohrchen: 10 pl CD3FITC

4. Rohrchen: 10 pl CD3PE

5. Réhrchen: 10 pl CD3PerCP

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

2 ml FACS -Lysing-Solution dazugeben

2 ml FACS -Lysing-Solution dazugeben

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

Bei 500xg fur 5 min zentrifugieren und
den Uberstand verwerfen

Bei 500xg fur 5 min zentrifugieren und
den Uberstand verwerfen

250 pl FACS-Permeabilizing-Lsg
dazugeben

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

2 ml PBS hinzufligen

2 ml PBS hinzufiigen

Bei 500xg fur 5 min zentrifugieren, den
Uberstand verwerfen und bis zur Messung
im Dunkeln aufbewahren

Bei 500xg fur 5 min zentrifugieren, den
Uberstand verwerfen und bis zur Messung
im Dunkeln aufbewahren
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Tabelle 18: Pipettierschema der Permeabilitatskontrolle Ratdentenproben

Permeabilitatskontrolle

Patientenproben

In das
1.R6hrchen: 100 pl stimuliertes Blut
2.Ro6hrchen: 100 pl unstimuliertes Blut
pipettieren

Jeweils 100 pl unstimuliertes Blut  in 5
Falcon-Réhrchen geben und ebenso mit
100 pl stimuliertem Blut  verfahren.
Jann in alle 10 Réhrchen 10 yl CD3PerCP
dazugeben

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 15 min inkubieren

2 ml FACS -Lysing-Solution dazugeben

2 ml FACS -Lysing-Solution dazugeben

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

Bei 500xg fur 5min zentrifugieren und
den Uberstand verwerfen

Bei 500xg fur 5min zentrifugieren und
den Uberstand verwerfen

250 pl FACS-Permeabilizing-Lésung
dazugeben

250 ul FACS -Permeabilizing-Lésung
dazugeben

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 10 min inkubieren

2 ml PBS hinzuftigen

2 ml PBS hinzufligen

Bei 500xg fur 5 min zentrifugieren und
den Uberstand verwerfen

Bei 500xg fur 5 min zentrifugieren und
den Uberstand verwerfen

Jeweils
10 pl CD69PE und 10 pyl CD3PerCP
hinzupipettieren

Jeweils in un- und stimulierte Proben

1. Réhrchen: 10 ul y2aFITC/ylPE

2. Rohrchen: 10 pl 11-4 PE

3. Rohrchen: 1yl IL-6 PE

4. Roéhrchen: 10 ul TNF-a PE

5. Roéhrchen: 4yl IFN-y PE
hinzugeben

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 30 min inkubieren

Vorsichtig mischen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur 30 min inkubieren

2 ml PBS hinzufligen

2 ml PBS hinzufligen

Bei 500xg fur 5 min zentrifugieren, den
Uberstand verwerfen und bis zur Mes-
sung im Dunkeln aufbewahren

Bei 500xg fir 5 min zentrifugieren, den
Uberstand verwerfen und bis zur Messung
im Dunkeln aufbewahren
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8.3 Protokoll: Vorbereitung der Reagenzien

Vor dem Beginn der Aufbereitung des Vollblutes wandolgende bendétigte Reagen-

zien vorbereitet (Tabelle 19):

Far die Aktivierung :

lonomycin

Das lonomycinpulver wird in Ethanol gel6st; die Ldg hat eine Konzentration
von 0,5 mg/ml. Mit 2 ml Ethanol wird es in eine Kaamtration von 0,5 mg/ml
gebracht. Diese Stock-I Losung kann in Aliquotsdieer Temperatur von 20
gelagert werden. Bei Bedarf wird das aufgetautenoycin mit PBS im Ver-
haltnis 1:10 zu einer Stock-II- Loésung verdinnte Dorliegende Konzentration
betragt nun 0,05ug/ul. Das lonomycin wird in einer Endkonzentration vbn
pug/ml Vollblut verwendet. Pro Milliliter Blut entspoht dies 20ul Stock-II- L6-
sung.

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

1 mg PMA-Pulver wird mit 10 ml Dimethylsulfoxid (B#SO) in eine Losung ge-
bracht. Die Konzentration der Lésung betragt 0,¥mhgDiese Stock-I-Lésung
kann in 25pl Aliquots bei einer Temperatur von 2D aufbewahrt werden. Bei
Bedarf wird das aufgetaute PMA mit PBS im Verh&lt@i100 verdinnt. Die
entstandene Stock-II- Losung hat eine PMA-Konzaioinavon 1 ngil. Das
PMA wird dann in einer Endkonzentration von 10uhd/ollblut verwendet. Pro
Milliliter Blut entspricht dies 1Qul Stock-II- Lésung.

Brefeldin-A (BFA)
5 mg Pulver werden mit 1 ml DMSO in Losung mit @i@nzentration von 5

mg/ml gebracht. Diese Stock-I-Losung kann inp2&liquots bei einer Temper-
atur von -20C gelagert werden. Bei Bedarf wird das aufgetalké Bt PBS
im Verhaltnis 1:10 zu Stock-II- Losung verdinnteorliegende Konzentration
betragt nun 0,%ug/ul. Das BFA wird in einer Endkonzentration von fi§/ml
Vollblut verwendet. Pro Milliliter Blut entspricltties 20ul Stock-1I-Lésung.

RPMI-1640
Dieses Nahrmedium wurde anwendungsfertig vom He¥steezogen und bei 2

bis 4°C gelagert.
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Tabelle 19: Verdinnungsschema fir die Stock-II-Lésungen

Stock-I-Lésung PBS Gesamtmenge
(] (] Stock-Il-Losung  [ul]

BFA

10 90 100
1:10

Ion(iq)c/)C|n 10 % 100
PMA

1 99 100
1:100

+ Fur die Markierung und Reinigung:

= Phosphate buffered saline (PBS)
PBS steril und gefiltert (bei Raumtemperatur getgg
= Ethanol
Ethanol wird bei Raumtemperatur aufbewahrt.
= Monoklonale Antikorper, fluoreszenzmarkiert
Lagerung bei 2 bis°€ und in abgedunkelter Umgebung verarbeitet.
= FACS-Lysing-Solution
Die FACS-Lysing-Solution wird bei Raumtemperatufteewahrt und bei Be-
darf mit Aqua bidest. im Verhéltnis 1:10 verdunnt.
=  FACS-Permeabilizing-Solution
Die FACS-Permeabilizing-Solution wird bei Raumtesrgiur gelagert und bei
Bedarf mit Aqua bidest. im Verhéltnis 1:10 verdinnt
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8.4 Materialien
8.4.1 Fluoreszenzdurchflusszytometers

+ Gerate
= Brutschrank BB 16
Heraeus Instruments, Hanau, Bestellnr.: 51010689
» Durchflusszytometer FACSCalibur
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg
= Laborzentrifuge Universal / K2S
Werknr.: 39366, Hettich Zentrifugen Tuttlingen
» Macintosh Quadra 65@®-Computer, Firma Apple
Software Analysesoftware CellQuiEstFirma Becton & Dickinson
= Stoppuhr
Eurochron GmbH, Seebach / Thiringen, Modellnr./3361
= Vortexer REAX 2000
Heidolph Instruments, Schwabach, Bestellnr.: 5400000
+ Reagenzien fur das Fluoreszenzdurchflusszytometers
= FACSClean
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg, Katalognr.: 348
= FACSFlow
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg, Katalognr.: 683
» FACS-Lysing-Solution, 100 ml, 10-fach konzentriert
1:10 mit Aqua dest. verdinnen, im Glas bei Zimmeptratur aufbewahren
BD PharMingen, BD Biosciences, Fa. Becton & DickimsHeidelberg
Katalognr.: 349202
» FACS-Permeabilizing-Solution 2,10-fach konzentriert
1:10 mit Aqua dest. verdinnen, im Glas bei Zimmeptratur aufbewahren
BD PharMingen, BD Biosciences, Fa. Becton & DickimsHeidelberg
Katalognr.: 340973
» FACSRIinse
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg, Katalognr.: 346
+ Reagenzien fir die Aufbereitung
= Aqua dest
Fa. Baxter Deutschland GmbH, Bestellnr.: 001428
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Brefeldin A (BFA), 5 mg

bei 2 bis 8 °C aufbewahren, mit DMSO zur Konzeignavon 5 mg/ml
auflédschen und bei -20°C mit 25 ul aufbewahren

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, KatalogBf7651
Dimethylsulfoxide (DMSQO) 500ml

Fa.: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, KatalogD-8779
Ethanol (EtOH)

Fa. Riedel-de Haén AG, Seelze, Bestelinr.: 32205

Fastimmune

v2aFITCH1PE Isotypekontrolle Katalognr.: 340458
CD3 FITC Katalognr.: 345763

CD3 PE Katalognr.: 345765

CD3 PerCP Katalognr.: 345766
CD69 PE Katalognr.: 341652
IL-10 PE Katalognr.: 554561

IL-2 PE Katalognr.: 559334

IL-8 PE Katalognr.: 559336

IL-10 PE Katalognr.: 559337

bei 4°C im Dunkeln aufbewahren

BD PharMingen, BD Biosciences, Fa. Necton & DickimsHeidelberg
lonomycin, 1 mg

bei 2 bis 8 °C aufbewahren, mit EtOH zur Konzemtraton 0,5 mg/ml
aufléschen und bei -20°C aufbewahren

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Katalogih0634
Phosphate buffered saline (PBSE00mI

bei Raumtemperatur aufbewahren

Fa. BAG Lich, Bestellnr.: 3613

Phorbol 12-Mystrate 13-Acetate (PMA)5 mg

bei 2 bis 8 °C aufbewahren, mit DMSO zur Konzergnavon 0,1 mg/ml
auflédschen und bei —20 °C mit 25 pl aufbewahren

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, KatalogRr8139
RPMI-1640 Medium, 100 ml

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, BestellR-0883
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> Verbrauchsmaterial
= Falcon Polystyrol-Réhrchen mit Deckel 5ml, 12 x 75mm
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg, Bestellnr.: 852
» Falcon Polypropylen-Rdhrchen,50ml
Fa. Becton & Dickinson, Heidelberg, Bestellnr.: 832
» PrimavetteS mit Natrium-Heparinat Gel, 7,5ml
KABE Labortechnik GmbH, Numbrecht-Elsenroth, Bdsiel 09592700
» Reagenzrohrchen, 1,5mI39x10,8mm
Fa. Sarstedt, Numbrecht, Bestellnr.: 72.690
= Reagenzréhrchen10ml
Fa. Sarstedt, Numbrecht, Bestellnr.: 55.468
= Spitzen flr Pipette, 0,5-1Qu
Bestellnr.: 70.1115
Spitzen fur Pipette, 10-10Qul
Bestellnr.: 70.760.002
Spitzen fur Pipette, 100-100Ql
Bestellnr.: 70.762
Fa. Sarstedt, Numbrecht
= Variable Mikroliterpipette , 0,5-1Qul
Bestellnr.: 4910 000.018
Variable Mikroliterpipette , 10-10Qul
Bestellnr.: 4910 000.042
Variable Mikroliterpipette , 100-100@l
Bestellnr.: 4910 000.069
Fa. Eppendorf, Hamburg

8.4.2  Fluoreszenz-Hochdruck-Flussigkeits-Chromatagfie
+ Gerate
» Zentrifuge Rotixa / KS®, Tuttlingen
» Fluoreszenz-Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographi€F-HPLC)
Hydrostatische Gradientenpumpe 600 EA,Waters, USA
Fluoreszenz SpectromonitorRF-530A, Shimadzu, Japan
Rheodyne Injektionsventilund einel00 pl Probenschleife
AS 300A, Sunchrom, Germany
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Software EuroChrom 2000A Knauer, Germany
Gefriertrocknung unter Hochvakuum

bei -80°C, CIT-2, Heraeus, Hanau

Reagenzien

Standardextraktionspuffer

Gemisch von 80 % ,Methanol fur die HPLC" und 20 B&() fir die HPLC"
Merck, Darmstadt
o-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol-Reagenz

OPA, Merck, Darmstadt, Germany

0,5 M Boratpuffer und0,75 N HCL

Merck, Darmstadt, Germany

Homoserin

Konzentration von 4 pg/ml, Sigma, Deisenhofen

Puffer A: 19 % Methanol — 81 % 0,05 M Acetat — pH 7,2
Puffer B: 75 % Methanol — 25 % 0,05 M Acetat — pH 7,2
Einwegmaterial

Probengefafl}

2-CRV® Chromacoll, Trumbull, USA
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Abb. Abbildung
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ASA American Society of Anesthesiologists
BFA Brefeldin-A

BMI Body mass Index

C Celsius

CD Cluster of differentiation

CHE Cholinesterase

Cl Cardiac Index
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Con A Concanavalin A

CPB Cardiopulmonary bypass

CRH Corticotropin-Releasing-Hormon
CRP C-reaktives Protein

d Tage

dl Deziliter

DMSO Dimethylsulfonid

DTH Delayed-type hypersensitivity
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
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EKZ Extrakorporale Zirkulation
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FACS Fluoreszenzdurchflusszytometer
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F-HPLC Fluoreszenz-Hochdruck-Flissigkeits-Chromiplie
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g Gramm

Giga 10°

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
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M mikro
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NaN; Natriumazid

NK Naturliche Killerzellen

105



Nr

paCQ
PBS
PE
PerCP
PHA
PMA
PMT
PoT

RIA
RPC

SIRS
SOFA
SSC

Tab.
TNF
TPN
TZR

Nummer

Partieller Kohlenstoffdioxid
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Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen
Version der Arbeit entfernt.

The curriculum vitae was removed from the
electronic version of the paper.
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