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1. EINLEITUNG

1.1 Einfiihrung in den Carnitinstoffwechsel

Carnitin, ein quarterndres Amin mit dem chemischen Namen [-Hydroxy-y-
Trimethylaminobuttersdure, kommt im Gewebe und im Plasma als freies Carnitin und
als Acylcarnitin vor. Es existieren die Isomere D- und L-Carnitin, da das C-Atom mit
der Hydroxylgruppe vier verschiedene Liganden besitzt und somit optisch aktiv ist. Im

Organismus ist ausschlieBlich das L-Dimer biologisch aktiv.

Abbildung 1.1: Strukturformel des Carnitins

CH;3 H
| |

H;C-N'-CH,-C-CH,-COO~ (B-Hydroxy-y-Trimethylaminobuttersiure)
| |

CH; OR
R=H: freies Carnitin
R = org. Séure: Acyl-Carnitin

1.1.1 Carnitinbiosynthese und -transport

Im Kindesalter wird der Carnitingehalt im menschlichen Koérper ungefdhr zu 75 %
durch exogene Zufuhr sichergestellt, wobei die hdchsten Konzentrationen in Rind-,
Schweine- und Lammfleisch sowie in Milchprodukten vorkommen. Zu etwa 25 % wird
der Bedarf durch Eigenproduktion gedeckt. Bei Frithgeborenen, Sauglingen und
Kleinkindern kann der Anteil der Eigensynthese unter 10 % liegen. Ausgangsprodukte



fiir die Carnitinbiosynthese sind die essentiellen Aminosduren Lysin und Methionin,
weiterhin sind als Cofaktoren zweiwertiges Eisen, Ascorbinsdure, Sauerstoff und

o- Ketoglutarat notwendig. Bis zum vorletzten Produkt, dem y-Butyrobetain, ist die
Biosynthese sowohl in der Leber als auch in Niere, Gehirn, Skelett- und Herzmuskel
moglich. Hingegen ist das Enzym 7y-Butyrobetain-Hydroxylase, welches den letzten
Schritt zur Bildung von Carnitin katalysiert, nur in Leber, Gehirn und Niere vorhanden.
Somit sind der Skelettmuskel und insbesondere auch der Herzmuskel auf eine
Carnitinzufuhr tiber das Blut angewiesen. Auflerdem ist die Aktivitdt des Enzyms
altersabhidngig. So entspricht sie beim Neugeborenen nur 12 % der Aktivitit von

Erwachsenen (5, 14, 30, 63, 100, 101, 111, 112).

Uber 90 % des kdrpereigenen Carnitins ist im Herz- und Skelettmuskel gespeichert, der
Rest befindet sich in der Leber, den Nieren und zu geringfiigigem Anteil in den anderen
Geweben (107). Diese Verteilung spiegelt den starken Anteil der Fettsdureoxidation an
der Energiegewinnung in den genannten Geweben wieder.

Die Carnitinkonzentration im Plasma liegt 20-50 mal unter der in den Geweben (126),
folglich muss die Carnitinaufnahme in die Gewebe aktiv gegen einen hohen
Konzentrationsgradienten erfolgen. Dabei ist die Carnitingewebekonzentration nicht nur
von der zirkulierenden Menge im Blut abhéngig, sondern auch von der Féhigkeit der
Zelle, Carnitin aufzunehmen. Zellrezeptoren mit einer hohen Affinitdt fiir Carnitin

wurden im Muskel, im Herz und in Fibroblasten gefunden (5, 30).

Die Carnitinaufnhahme wird durch eine Reihe unterschiedlichster Transportsysteme
sichergestellt, die fiir alle Gewebe, in denen Carnitin eine physiologische Rolle spielt,
beschrieben sind.

Sie stellen den entsprechenden Carnitingehalt in den einzelnen Geweben sicher und
iibernehmen die angemessene Verteilung in die jeweiligen Zellkompartimente. Die
Transportsysteme sind notwendig, da Carnitin als quarterndres Amin nicht durch die
Lipidmembranen der Zellen diffundieren kann. Freies Carnitin wird {iber einen
sattigbaren Transportmechanismus in die Zelle aufgenommen (13).

Auch wenn Carnitin, wie oben dargelegt, im menschlichen Korper synthetisiert werden
kann, stellt exogenes Carnitin, gerade auch bei Sduglingen, eine wichtige zuséatzliche

Quelle dar (37, 84).



Carnitin wird im Diinndarm {iber einen aktiven, séttigbaren, natriumabhingigen Prozess
aufgenommen. Ebenfalls findet eine passive Diffusion statt, die unter physiologischen
Bedingungen klein ist, jedoch bei therapeutischer Gabe von Carnitin an Bedeutung
gewinnen kann. Dennoch besitzt zu therapeutischen Zwecken oral verabreichtes
Carnitin nur eine sehr geringe Bioverfiigbarkeit von 5-20 %, trotz der meist
unphysiologisch hohen verabreichten Dosen. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine
unbeschridnkte intestinale Carnitinabsorption aufgrund einer Séttigungskinetik nicht
moglich ist (46, 47, 51, 118, 126).

Auch fiir die Leber wurde ein aktiver, natriumabhangiger Transport gezeigt sowohl flir
Carnitin als auch fiir die Vorstufe y-Butyrobetain. Beide Substanzen werden mittels
desselben Carriers transportiert und konkurrieren miteinander, wobei fiir y-Butyrobetain
eine hohere Affinitdt besteht. So wird unter physiologischen Bedingungen zundchst
Butyrobetain von der Leber aufgenommen und dann in Carnitin umgewandelt; der
Transport von Carnitin in die Leber scheint nur eine untergeordnete Bedeutung zu
haben.

Die Leber an sich spielt im Carnitinhaushalt eine herausragende Rolle. So ist sie zum
einen das Hauptorgan der Carnitinbiosynthese, zum anderen gelangt oral
aufgenommenes und absorbiertes Carnitin iiber das Pfortadersystem in die Leber zur
weiteren Verteilung (13, 26).

Carnitin wird als wasserldsliches, nicht-proteingebundenes Molekiil glomerulér filtriert.
Ein sittigbares, natriumabhédngiges Transportsystem im renalen Tubulus verhindert
iberschiissigen Carnitinverlust iiber die Nieren. Die renale Reabsorptionsrate fiir freies
Carnitin liegt > 85 %, die Riickresorptionsrate von Acylcarnitin liegt etwas niedriger. Je
nach exogener Zufuhr und aktuellem Intermedidrstoffwechsel differiert die
ausgeschiedene Menge von freiem Carnitin und Acylcarnitin im Urin. So haben
Sauglinge z.B. ofters hohere Werte an freiem Carnitin als an Acylcarnitin im Urin bei
anaboler Stoffwechsellage. Bei kataboler Stoffwechsellage dominiert die Ausscheidung
von Acylcarnitin. So hat die Niere einen entscheidenden Anteil an der Regulation des
korpereigenen Carnitinpools (102, 126).

Fiir das Herz ist die zelluldre Verfiigbarkeit von Carnitin entscheidend fiir die normale
Herzfunktion, weil der Herzmuskel auf die p-Oxidation von Fettsduren als
Energiequelle angewiesen ist (13). Bohmer et al. wiesen bei menschlichen Herzzellen in

der Kultur fiir Carnitin einen selektiven, séttigbaren, temperaturabhéngigen Transport



nach (12). Bahl et al. fanden in Herzzellen von Ratten eine Carnitinaufnahme gegen
einen Konzentrationsgradienten, die durch die D-Isoform des Carnitins kompetetiv
gehemmt wurde (6). 1982 zeigten Vary und Neely bei Rattenherzen ebenfalls einen
aktiven Transport fiir Carnitin als auch eine - zu einem geringeren Anteil von ca. 20 % -
passive Diffusion. Diese tritt bei Séttigung des aktiven Transportsystems ein (ab einer
extrazelluldren Carnitinkonzentration von >100 pmol/l) und nimmt linear zum
extrazelluldren Carnitingehalt zu. Das aktive Transportsystem zeigt eine hohe Affinitét
und Séttigungskinetik fiir die L-Isoform des Carnitins. Sauerstoffmangel fiihrte nicht zu
einer verminderten Carnitinaufnahme in die Zellen, was auf einen ATP-unabhingigen
Transport schlieBen ldsst. Die aktive Aufnahme erfolgt mittels eines Na'-Kotransports,

der vom elektrochemischen Na'-Gradienten abhingig ist (139, 140).

Tamai et al. gelang die molekulare Charakterisierung des hypothetischen
Carnitintransporters, der zur Gruppe der organischen Kationentransporter gehort. Der
organische Kationentransporter OCTN2 mit starker Expression in Niere, Skelettmuskel,
Plazenta und Herz weist eine hohe Ubereinstimmung mit der Verteilung der
Carnitintransporteraktivitit auf. Es findet sich eine natriumabhéingig verstirkte
Carnitinaufnahme, die auf die wichtige physiologische Funktion des OCTN2 als Na'-
abhédngigen Carnitin Kotransporter hinweist (133).

Die Carnitin-Versorgung des Myokards wird somit durch viele Faktoren beeinflusst,
von denen spezifische Transportsysteme, die Integritit der Membranen und die
Carnitinzufuhr {iber die Koronarperfusion die grof3te Rolle spielen.

Das &dufBlerst wichtige intrazelluldre Carnitin-Transportsystem wird unter 1.1.2 néher

beschrieben.

1.1.2 Stoffwechselfunktionen des Carnitins

Die drei Schlusselfunktionen des Carnitins im Intermediarstoffwechsel sind:
— Carrierfunktion bei der Fettsdureoxidation
— Modulierung des Verhiltnisses von Acyl/Acetyl-CoA/CoA-SH

- Elimination toxischer Acyl-Gruppen aus dem Mitochondrium



1.1.2.1 Fettsidureoxidation

Die P-Oxidation langkettiger Fettsduren ist in der Matrix des Mitochondriums
lokalisiert (siehe auch Abbildung 1.1.2.1).

Langkettige Fettsduren aus der Spaltung von Triglyceriden werden nach dem Durchtritt
durch die Plasmamembran mittels der Acyl-CoA-Synthetase zu Acyl-CoA-Estern
aktiviert. Dieses Enzym ist nur an der duBleren Seite der &ulleren mitochondrialen
Membran lokalisiert, die Mitochondrienmembran selbst ist fiir die aktivierten Fettsduren
undurchléssig. So ist ein intrazelluldres Transportsystem unter Verwendung von freiem
Carnitin als Carrier notwendig, um die Acyl-CoA-Ester in die mitochondriale Matrix zu
transportieren. Dieses kann nur funktionieren, wenn iiber den natriumabhingigen
Carnitintransporter in der Plasmamembran (OCTN2) @ ausreichend freies Carnitin fiir
diesen Prozess zur Verfiigung gestellt wird. Die Acyl-CoA-Ester werden von der an der
inneren Seite der dufleren Mitochondrienmembran lokalisierten Carnitin-Palmitoyl-
Transferase I (CPT I) ® in Acyl-Carnitin umgewandelt. Dies ist der regulierende Schritt
in der B-Oxidation. Die CPT I ist die spezifische Carnitintransferase fiir langkettige
Fettsduren ab einer Kettenlinge von > 16 C-Atomen. Die Carnitin/Acyl-Carnitin-
Translokase (T) ® transportiert das Acyl-Carnitin im Austausch gegen dquimolare
Mengen freien Carnitins iiber die innere Mitochondrienmembran. Die Aktivitit der
Translokase kann durch hohe intramitochondriale Carnitinkonzentrationen gesteigert
werden. An der Matrixseite der inneren Mitochondrienmembran erfolgt unter
Vermittlung der Carnitin-Palmitoyl-Transferase II (CPT II) @ die Spaltung des Acyl-
Carnitins in freies Carnitin und in Acylgruppen, die wiederum auf Coenzym A
tibertragen werden. Das Acyl-CoA wird in der f-Oxidation durch lidngenspezifische
Dehydrogenasen ® @ schrittweise durch Abspaltung von C,-Einheiten verkiirzt, bis als
Endprodukt Acetyl-CoA {ibrig bleibt, welches in den Citratzyklus eingeschleust oder zur
Ketonkorperproduktion in der Leber herangezogen wird. Die im Verlauf der B-
Oxidation und des Citratzyklus® entstehenden Reduktionsidquivalente FADH, und
NADH; werden in der innerhalb der mitochondrialen Matrix lokalisierten Atmungskette
zur Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung in Form von energiereichen
Phosphaten (ATP) herangezogen. Dabei hédngt die Menge der entstehenden ATP-

Molekiile von der Lénge der eingesetzten Fettsdure ab. Der Transport von ATP im



Austausch gegen ADP aus der mitochondrialen Matrix ins Zytosol als Ort der
kontraktilen Funktion wird durch die Adenin-Nukleotid-Translokase (ANT) reguliert.

Ist die Kapazitit des Fettsdureabbaus erschopft, wird langkettiges Acyl-CoA als Acyl-
Carnitin iiber die geschilderten Wege der CPT II und der Translokase aus dem
Mitochondrium in das Zytosol transportiert. Ebenso wird Acetyl-CoA bei
unzureichender Utilisation im Citratzyklus aus dem Mitochondrium entfernt: durch
Bildung von Acetyl-Carnitin, iiber die Carnitin-Acetyl-Transferase und vermutlich auch

iber die bereits genannte Translokase (5, 9, 45, 50, 67, 111, 138, 142).

Es existieren noch zwei weitere spezifische Carnitin-Acyl-Transferasen fiir kurzkettige
(Kettenldnge 2-6 C-Atome) und mittelkettige Fettsduren (Kettenldnge 6-16 C-Atome):

die Carnitin-Acetyl-Transferase (CAT), lokalisiert in Mitochondrien, Peroxisomen und
Mikrosomen bzw. die Carnitin-Octanoyl-Transferase (COT), welche nur in
Peroxisomen und Mikrosomen vorhanden ist. Sie spielen eine Rolle im Rahmen der
peroxisomalen Fettsdureoxidation. Die mittel- und kurzkettigen Fettsduren konnen
entweder ohne Aktivierung durch Coenzym A carnitinunabhidngig oder nach

Aktivierung carnitinabhéngig in die mitochondriale Matrix gelangen (10, 50).



Abbildung 1.1.2.1: Fettsdure-Transport und B-Oxidation (45)
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1.1.2.2 Modulation der intrazelluliren Konzentrationen von freiem CoA und Acyl-

CoA

Freies CoA wird im Mitochondrium fiir eine Reihe von Stoffwechselfunktionen
bendtigt, u.a. flir die Aktivierung freier Fettsduren zu Acyl-CoA-Ester, im Citratzyklus
und als Cofaktor fiir die Pyruvatdehydrogenase. So hat generell ein Mangel an freiem
CoA eine verminderte mitochondriale Energieproduktion zur Folge. Speziell die
Pyruvatdehydrogenase als Schliisselenzym fiir die Verstoffwechselung von Pyruvat bei
der Glukose-Oxidation wird durch hohe Konzentrationen von Acetyl-CoA (und von
einem erhohten Verhiltnis von Acetyl-CoA/CoA) gehemmt, was zu verminderter
Glukose-Oxidation und zu vermehrter Produktion von Laktat flihren kann (22).
AuBerdem ist Acetyl-CoA auch Produkt der Pyruvatdehydrogenase.

Die Rate der Fettsdureoxidation wird zusdtzlich durch Malonyl-CoA reguliert, welches
die Carnitin-Palmitoyl-Transferase I hemmt. Malonyl-CoA wird im Zytosol aus Acetyl-
CoA unter Vermittlung der Acetyl-CoA-Carboxylase gebildet. So beeinflussen sich die
beiden Schliisselenzyme Pyruvatdehydrogenase-Komplex und Carnitin-Palmitoyl-
Transferase I gegenseitig, indem die erhohte Aktivitdt eines Stoffwechselweges zu

Endprodukten fiihrt, die den anderen hemmen und umgekehrt (129, 138).

Abbildung 1.1.2.2: Carnitin-Acetyl-Transferase (CAT)

Zytosol mitochondriale
Matrix
AcCARN KeCon
CoA




Die Carnitin-Acetyl-Transferase (CAT) tlbertragt Acetyl-CoA, kurz- und mittelkettige
Acyl-Gruppen (AcCoA) auf intramitochondriales Carnitin (CARN); die so gebildeten
Carnitinester (AcCARN) werden aus dem Mitochondrium ins Zytosol transportiert, und
dadurch frei gewordenes freies CoA steht dem intermedidren Stoffwechsel wieder zur
Verfligung. Durch diesen Mechanismus ist Carnitin in der Lage, die intrazelluldren
Konzentrationen von freiem CoA zu verestertem CoA durch reversible Bildung von
Acetylcarnitin zu modulieren und kann so einer Storung des Zellstoffwechsels in
Situationen geringer Verfiigbarkeit von freiem CoA oder Anhdufung von Acyl-Gruppen
vorbeugen und das Gewebe durch Pufferung schiitzen (5, 9, 15, 31, 67, 99, 141).
Dariiber hinaus kann Carnitin auf diese Weise intramitochondrial akkumulierte toxische
Acyl-Gruppen durch Bildung von Carnitin-Ester aus der Zelle entfernen. Die Carnitin-
Ester werden dann renal eliminiert. Solange freies Carnitin ausreichend zur Verfligung
steht, spiegelt das Verhéltnis Acylcarnitin/Carnitin dasjenige von Acyl-CoA/CoA
wieder (50).

1.1.3 Uberblick iiber Carnitinstoffwechselstérungen

Bei den Storungen im Carnitinstoffwechsel unterscheidet man priméare und sekundére
Carnitinmangelzusténde.

Zum primdren Carnitinmangel wird der myopathische und systemische Carnitinmangel
gezédhlt. Hier findet man u.a. einen intrazelluldren Carnitinmangel und erniedrigte
Plasmakonzentrationen an Carnitin. Ursachen sind z.B. Defekte im zelluldren Carnitin-
Transportsystem, d. h. OCTN2-Defekte (® in Abbildung 1.1.2.1) und renale

Funktionsstorungen.

Mogliche Ursachen eines sekunddiren Carnitinmangels sind in der nachfolgenden

Ubersicht zusammengestellt:

1. Angeborene Storungen des Intermedidrstoffwechsels:
Stérungen im Abbau von Fettsduren (3-Oxidations-Zyklus):
Acyl-CoA Dehydrogenase-Mangel fiir
(liber-) langkettige Fettsduren ((V)LCAD)



mittelkettige Fettsduren (MCAD)

kurzkettige Fettsduren (SCAD)

langkettige Hydroxy-Fettsduren (LCHAD)

kurzkettige Hydroxy-Fettsduren (SCHAD)
Multipler Acyl-CoA Dehydrogenase-Mangel (Glutarazidurie II)
2,4-Dienoyl-CoA Reduktase-Mangel

Organische Azidurien:
Propionaziddmie
Methylmalonaziddmie
Isovalerianazidurie
Glutarazidurie [
Isolierter 3-Methylcrotonyl-CoA Carboxylase-Mangel
3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-CoA Lyase-Mangel
3-Methylglutaconyl-CoA Hydratase-Mangel
Malonyl-CoA-Carboxylase-Mangel

Defekte der Atmungskette:
Isolierte Defekte einzelner Komplexe der Atmungskette (I-V)

Defekte mehrerer Komplexe (Deletionen mitochondrialer DNA)

Defekte des Harnstoffzyklus:
Ornithin Transcarbamylase-Mangel
Carbamylphosphat Synthetase-Mangel

Lysinurische Proteinintoleranz

Defekte der Remethylierung:
Methyltetrahydrofolat Reduktase-Mangel

2. Renale Erkrankungen:

Fanconi-Syndrom (primér/sekundér)

Chronische Niereninsuffizienz
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3. Hepatische Erkrankungen:
Chronische Leberinsuffizienz

Leberzirrhose

4. Unzureichende alimentére Zufuhr:
Parenterale Ernédhrung
Frithgeborene
Vegetarische Diit

Mangel-/Untererndhrung

5. Medikamente:
Valproinsdure
Ifosfamid
Cisplatin

Als gemeinsame Symptome und Laborverinderungen finden sich hierbei z.B.
Muskelschwiéche, Kardiomyopathien, wiederholte Episoden von hypoketotischen,
hypoglykédmischen Komata, metabolische Azidose und weitere, der Reye-Krankheit
dhnliche Symptome; auBBerdem Akkumulation von Lipiden im Gewebe und erniedrigte
Plasma- und Gewebespiegel an freiem Carnitin, sowie erhohte Konzentrationen an

Acylcarnitin (8, 15, 45, 113, 135, 136).

Neben den Stérungen des myokardialen Stoffwechsels bei primérer oder sekundirer
Carnitindefizienz (wie z. B. der Kardiomyopathie wie oben beschrieben) treten
Verdnderungen im myokardialen Carnitin-Metabolismus aber auch bei primér kardialen
Erkrankungen auf. So wurden z.B. im Tierexperiment bei Volumen- und
Druckiiberlastung des Herzens ein reduzierter Carnitingehalt des Myokards sowie eine
verminderte Fettsdure-Oxidation beobachtet. Als Ursachen werden u.a. ein durch die
chronische Uberlastung des Herzens hervorgerufener Defekt der CPT I und eine
zunehmende Zerstorung der duleren Mitochondrienmembran durch akkumulierte freie

Fettsduren diskutiert (33, 34, 106).
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Bei Patienten mit chronischer Myokardinsuffizienz als Folge einer dilatativen
Kardiomyopathie oder chronisch-ischimischen Herzerkrankung wurden ebenfalls

erniedrigte Carnitinwerte des Myokards beschrieben (95, 104, 131).

1.1.4 Besonderheiten der Carnitin-Stoffwechselsituation im Siuglingsalter

Unter 1.1 wurde schon erwidhnt, dass exogenes Carnitin gerade bei Sduglingen einen
wichtigen Nahrungsbestandteil darstellt und dass die Aktivitit der y-Butyrobetain-
Hydroxylase altersabhdngig ist. Dies legt nahe, dass Carnitin im Stoffwechsel sehr
kleiner Kinder eine besondere Rolle spielt.

Wihrend der Fetus intrauterin iiber die Plazenta mit freiem und verestertem Carnitin
versorgt wird, kommt es postpartal zu einschneidenden metabolischen Verdnderungen.
In fetalen Geweben erfolgt die Energiegewinnung hauptsidchlich durch die
Verstoffwechselung von Kohlenhydraten. Die Geburt flihrt pl6tzlich zu einem erhéhten
Energiebedarf, der anfangs noch nicht ausreichend iiber die Nahrung gedeckt werden
kann, so dass das Neugeborene zunichst einmal von seinen fetalen Carnitindepots und
von der endogenen Carnitinbiosynthese abhéngig ist und die gespeicherten Energien in
Anspruch nehmen muss. Als erste Quelle fungieren die Glycogenspeicher, die jedoch
innerhalb von Stunden aufgebraucht sind. Danach bedient sich das Neugeborene der
Fettreserven und adaptiert sich an die P-Oxidation langkettiger Fettsduren als
Hauptenergiequelle. Uber ca. 3 Wochen postpartal besteht jedoch eine verminderte
Féhigkeit, Fettsduren zu oxidieren, was an eingeschranktem Transport oder einer
verminderten mitochondrialen Kapazitit zur Fettsdureoxidation liegen konnte (138).
Postpartal bestehen eine vorilibergehende relative Hypoglykdmie, erhohte Glucagon-
sowie Katecholaminspiegel und verminderte Insulinspiegel, die die Lipolyse in Gang
setzen. Als Ausdruck der gesteigerten Lipolyse kommt es innerhalb von Stunden zu
einem Anstieg der Konzentration an freien Fettsduren im Blut. Gleichzeitig steigen die
Aktivitdt der Carnitin-Palmitoyl-Transferase und der Carnitingehalt in weilen und
braunen Fettzellen Neugeborener. Eine ausreichende Menge von Carnitin ist
Voraussetzung dafiir, dass in der Neonatalperiode der Energiebedarf durch B-Oxidation

langkettiger Fettsduren gedeckt werden kann (5, 24, 69, 77, 83, 112, 116).
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Weiterhin zeigten Penn et al, dass bei ausschlieBlich parenteral erndhrten
Frithgeborenen die Carnitinkonzentrationen im Plasma nach nur 5 Tagen um 50 %
sanken, obwohl die intravendsen Ldsungen ausreichend Lysin und Methionin als
Vorstufen enthielten. Untersuchungen an Autopsien zeigten auch einen verminderten
Carnitingehalt in der Leber bei parenteral erndhrten Neugeborenen. So konnte die
ausschlieBliche parenterale Erndhrung die normale Entwicklung der Carnitinreserven in
den verschiedenen Geweben beeintrichtigen (81, 91, 92).

Sduglinge und vor allem Frithgeborene mit unreifen Nieren scheiden auferdem
vermehrt Acylcarnitine und freies Carnitin im Urin aus (111, 115, 137). Diese hohere
Ausscheidungsrate von Carnitinen und freiem Carnitin kdnnte mit ein Grund sein fiir
niedrigere Carnitinspiegel bei Sduglingen. Als weiterer Grund wird v.a. auch die
verminderte Kapazitit zur endogenen Carnitinsynthese bei Frith- und Neugeborenen
diskutiert (91, 111). Somit sind Frithgeborene besonders gefdhrdet, einen sekundiren
systemischen Carnitinmangel zu entwickeln (5). Weitere Risikofaktoren sind neben der
totalen parenteralen Erndhrung und der unzureichenden exogenen Zufuhr u.a. die
Malabsorption und chronische Krankheiten (111).

Vergleichsstudien bei Sduglingen, die Formelnahrungen auf Sojabasis (ohne Carnitin)
oder herkdmmliche Sduglingsmilchnahrungen bzw. Muttermilch erhielten, zeigten, dass
die Carnitinkonzentrationen im Plasma hauptsdchlich durch die Carnitinzufuhr iiber die
Nahrung erreicht werden (84). Campoy et al. favorisieren sogar eine
Carnitinsupplementierung der Milchnahrungen zur Prophylaxe eines exogenen
Carnitinmangels nicht nur fiir Friihgeborene, sondern auch fiir Reifgeborene in
Anlehnung an den optimalen Carnitingehalt der Muttermilch, der in Milchnahrungen
nicht erreicht wird (23).

Demzufolge konnte man Carnitin als einen essentiellen Nahrungsbestandteil bei
Séuglingen und als einen zwingend essentiellen bei Frithgeborenen ansehen (91, 114).
Mit ca. 6 Monaten erreichen bei adidquat erndhrten Reifgeborenen die

Carnitinkonzentrationen im Plasma diejenigen Erwachsener (111, 117).
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1.2 Grundziige und Besonderheiten des Myokardstoffwechsels

1.2.1 Grundlagen des myokardialen Energiestoffwechsels

Ein intakter Energiestoffwechsel ist Voraussetzung fiir die normale Funktion der

Herzmuskelzelle.

Abbildung 1.2.1: Energiestoffwechsel der Herzmuskelzelle (108)

FFA GLUCOSE

GLUCOSE6P  GLYCOGEN k{\ »

0:

Unter physiologischen Bedingungen wird ca. 90 % der vom Myokard benétigten
Energie in Form von ATP wihrend der Atmungskettenphosphorylierung (Resp. ch.) in
den Mitochondrien gewonnen (141). Unter ausreichender Sauerstoffzufuhr (O,) erfolgt
unter Vermittlung der ATP-Synthase (ATPase) die Rephosphorylierung von ADP zu
ATP. Die Adenin-Nukleotid-Translokase (ANT) reguliert den Austausch von ATP und
ADP zwischen der mitochondrialen Matrix und dem Zytosol. Mehrere Kreatinkinasen

(CK) vermitteln den Energietransfer zwischen ATP und Kreatinphosphat (PC). Mit

14



Hilfe der Kreatinkinase (CK) wird ADP durch Kreatinphosphat (PC) zu ATP reversibel
phosphoryliert.

Kreatin (C) kann seinerseits zu Kreatinphosphat regeneriert werden, wenn ausreichend
ATP zur Verfiigung steht. Das Gleichgewicht der Kreatin-Kinasereaktion liegt auf der
Seite der ATP-Bildung. Spezifische Kreatinkinasen im Mitochondrium (CK mito) und
in den Myofibrillen (CK myo) sorgen fiir einen gerichteten Energietransport vom
Mitochondrium zu den Myofibrillen, dem Ort der Muskelkontraktion. Die
Dephosphorylierung von ATP mittels der myofibrilliren ATPase dient der
Energiebereitstellung fiir den kontraktilen Prozess (21, 108). Die Kraftentwicklung der
Myofibrillen und die Geschwindigkeit der Faserverkiirzung sind eng mit der Hohe der
myofibrilliren ATPase-Aktivitit korreliert (7).

60-70% des ATPs wird fiir die Muskelkontraktion aufgewendet, der Rest dient u.a. der
Energielieferung energieverbrauchender Ionenfliisse an Membranen (z.B. Na'/K'-
ATPase) und der Initialphase mancher energieliefernder Prozesse wie z.B. der
Glykolyse (87).

Unter physiologischen Bedingungen wird eine konstante ATP-Konzentration im
Myokard aufrechterhalten und dem Bedarf angepasst, sogar wiahrend langsamer und
schneller Anderungen der mechanischen Aktivitit (108).

Unter pathologischen Bedingungen, wie z.B. einer Volumenbelastung, wiederholter
Katecholaminexposition oder Hypertrophie, kann es jedoch zu einer Anderung der
myofibrilliren ATPase Aktivitit kommen; Volumenbelastung z. B. fiihrt zu einer
Abnahme der Aktivitdt. Zusétzlich konnen Verdnderungen anderer ATPasen die
mechanische Herzaktivitét deutlich beeinflussen (108).

Insgesamt wird die mitochondriale ATP-Produktion durch den Bestand von ADP,
Reduktionsdquivalenten, Ca **, Sauerstoff und Substraten reguliert (21, 87, 141).

Als Substrate fungieren Glukose, Pyruvat, Laktat und freie Fettsduren.

Ob das Herz Kohlenhydrate oder Fettsduren als Hauptkomponenten zur
Gesamtenergieproduktion heranzieht, hingt auch von der Hohe der einzelnen
Substratzufuhr ab. Unter normalen Arbeitsbedingungen wird die Aufnahme von
Glukose hormonell durch Insulin reguliert. Wenn die Bereitstellung von Fettsduren

ausreicht, um den physiologischen ATP-Spiegel aufrecht zu erhalten, wird die
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Glykolyse gehemmt. Die bevorzugte Verstoffwechselung von Fettsduren fiihrt zu
erhohten Spiegeln an Zitrat, NADH und Acetyl-CoA, die wiederum die
Pyruvatdehydrogenase hemmen und damit die Verstoffwechselung von Glukose in
Gegenwart iiberschiissiger Fettsduren (138).

Im Falle erhohter Plasma-Laktatspiegel hemmt Laktat kompetitiv die Oxidation von
Fettsduren durch Stimulation der Acetyl-CoA-Carboxylase, was zu erhohten Spiegeln
an Malonyl-CoA fiihrt. Dasselbe gilt fiir Pyruvat (138).

Die Hauptenergiequelle stellt somit die mitochondriale B-Oxidation von langkettigen
Fettsduren dar, die bis zu 70 % des Energiebedarfes sicherstellt. Die Fettsduren gelangen
entweder an Albumin gebunden oder als Fettsdureester in Chylomikronen und
Lipoproteinen sehr niedriger Dichte (VLDL) carriervermittelt in die Herzmuskelzelle.
Als Carrier dient ein Herzmuskel-spezifisches Bindungs-Protein (FABP = fatty acid
binding protein), welches die freien Fettsduren bindet, die dann mittels der Synthetase
zu Acyl-CoA-Ester aktiviert werden (67, 138).

Der Grofteil der freien Fettsduren wird in den Mitochondrien zur Energiegewinnung
oxidiert. Nur ein Teil wird zeitweise in veresterter Form in myokardialen
Triacylglycerid- und Phospholipid-pools gespeichert und kann in Situationen
verminderter exogener Fettsdurezufuhr als Reservequelle zur Fettsdureoxidation
herangezogen werden (138). So ist unter normalen Bedingungen die Konzentration an
freien Fettsduren im Myokard sehr niedrig (138).

Das AusmalBl der Utilisation von Fettsduren oder Glukose wird durch die Art der
aktuellen Substratzufuhr, die Verfiigbarkeit notwendiger Stoffwechselprozesse, die
enzymatische Ausstattung der Herzmuskelzelle und durch die Art der mechanischen
Belastung bestimmt (138).

Eine Zunahme der Herzarbeit fordert die Aufnahme und Verstoffwechselung der
Fettsduren, um durch eine erhohte ATP-Produktion der vermehrten Nachfrage gerecht
zu werden (138). Als Folge fallen die Konzentrationen von Acetyl-CoA, Acyl-CoA und
Acetylcarnitin, wéhrend diejenigen von freiem CoA, Carnitin und Acylcarnitin
ansteigen (22, 138).

Die Energiebilanz bei der Oxidation von Glukose und Fettsduren wird auch davon
beeinfluflt, ob sie unter aeroben oder anaeroben Bedingungen stattfindet.

Wihrend verringerter Sauerstoff- und Substratzufuhr (wie z.B. bei einer Ischimie)

unterliegt der Fettsdurehaushalt in den Herzmuskelzellen durchgreifenden
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Verdnderungen: Sauerstoffmangel fiihrt zu verminderter Fettsdureoxidation sowie zu
verringerter Aktivitdt des Citratzyklus und der Atmungskette und folglich zur
Akkumulation von Fettsduren und Stoffwechselmetaboliten wie B-Hydroxy-Fettsduren,
langkettigem Acyl-CoA, Acetylcarnitin und langkettiger Acylcarnitine. Letztere
akkumulieren schnell, d.h. schon innerhalb von 5 Minuten nach Ischimiebeginn. Die
Anhdufung von Fettsduren im Gewebe dagegen tritt erst nach 20-45 Minuten ein.
Zusitzlich tragen die endogenen Lipidpools zu dem Anstieg der Fettsduren im Myokard
bei. Gleichzeitig kommt es zu einem Verlust von freiem Carnitin, Acetyl-CoA, freiem
CoA, ATP wund CP. Bei schwerer Ischidmie tritt sogar ein myokardialer
Carnitingewebeverlust auf (22, 119, 138).

Reperfusion nach einer Ischdmie fiihrt nicht automatisch zur sofortigen Normalisierung
des kardialen Fettsédurehaushaltes, obwohl die Fettsduren das bevorzugte Substrat im
reperfundierten ischdmischen Myokard bleiben (70, 138). Die Riickkehr zur normalen
Fettsdureoxidation hingt hierbei entscheidend von der Lénge der Ischdmiezeit ab. Die
Fettsduregewebespiegel bleiben erhoht, die mitochondriale -Oxidation beeintrachtigt,
und die Energie wird zunichst aus der Oxidation von Kohlenhydraten gewonnen (22,
138).

Hohe Konzentrationen an Fettsduren konnen auch die Oxidation von Glukose behindern
und zwar durch die vermehrte Entstehung von Acetyl-CoA, welches die
Pyruvatdehydrogenase hemmt und iiber die anaerobe Glykolyse zu vermehrter
Produktion von H'-Ionen fiihrt, welche wihrend der Reperfusion die funktionelle
Erholung und die kardiale Kontraktilitit beeintrachtigen (70, 96). Langkettige Acyl-
CoA-Gruppen aktivieren auBBerdem spannungsabhédngige Calcium-Kanéle, was zu einer
intramitochondrialen und zytosolischen Ca *-Uberladung des Myocards fiihren kann
und dadurch zu einer verminderten Kapazitéit der oxidativen Phosphorylierung (96).
Zusammengefasst ist das Herz auf Fettsduren als Energielieferant und folglich auch auf

Carnitin als Schliisselmolekiil im mitochondrialen Transportsystem angewiesen.
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1.2.2 Carnitinstoffwechsel des Myokards

Die drei Schliisselfunktionen des Carnitins (Fettsduretransport in die mitochondriale
Matrix, Modulation von Ac(et)yl-CoA/CoA, Elimination toxischer Acylgruppen aus
dem Mitochondrium) sind im Myokard sehr gut nachvollziebar.

Carnitin spielt ebenfalls indirekt eine bedeutende Rolle in der Energiebereitstellung im
Zytosol: Langkettiges Acyl-CoA inhibiert die Adenin-Nukleotid-Translokase. Einer der
bedeutsamsten Effekte von Carnitin ist die Reduktion von langkettigem Acyl-CoA in
Herzmuskelzellen, was wiederum zu einer vermehrten Aktivitdt der Adenin-Nukleotid-
Translokase fiihrt und somit zu einer erhohten Verfiigbarkeit von ATP im Zytosol.
Arenas et al. zeigten, dass Carnitin eine zentrale Rolle im oxidativen Abbau von
Glukose wie auch in der Regulation der Atmungskette spielt. So stimulierte eine
Carnitingabe bei Ausdauerathleten signifikant den Pyruvatdehydrogenase-Komplex und
erleichterte damit die Oxidation von Pyruvat. Aullerdem fiihrte Carnitin zu vermehrter
Aktivitdt der Atmungsketten-Enzyme I, III und IV im Muskel der Athleten (3, 4, 29,
53).

Zusitzlich zu seiner essentiellen intrazelluldren Transportfunktion ist Carnitin in der
Lage, den Kohlenhydratmetabolismus im Myokard positiv zu beeinflussen: Durch
Erhohung der Konzentrationen von freiem CoA zu verestertem CoA steigt die Aktivitat
der Pyruvatdehydrogenase. So konnen unter pathologischen Bedingungen, wie z.B.
einer Myokardischdmie, wenn der Stoffwechsel liberwiegend anaerob ist, vermehrt
Pyruvat und Glukose zur Energiegewinnung herangezogen werden. Auf diese Weise ist
es moglich, einer vermehrten Laktatproduktion sowie Azidose vorzubeugen (18, 20).
Ausreichende Mengen an Carnitin sind ebenfalls wichtig, um {iberschiissiges, toxisches
langkettiges Acyl-CoA zu binden, welches bei Myokardischdmie akkumuliert und zu
Herzrhythmusstérungen, Anderungen der myokardialen Kontraktilitit —sowie
Membrandefekten im Sinne einer Destabilisierung fiihren kann. Diese toxischen Effekte
wiirden unter Carnitinsupplementierung vermindert auftreten (70, 120). In mit
iiberschiissigen freien Fettsduren reperfundierten Rattenherzen zeigten Subramanian et
al., dass der Myokardschaden noch potenziert wurde und dass die mit Carnitin
behandelten Herzen eine bessere Erholung zeigten (128).

Die freien Fettsduren bilden das Substrat fiir die hauptsidchlich in der Reperfusion

entstehenden toxischen Lipidperoxide. Carnitin wirkt der Bildung von Lipidperoxiden
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entgegen und spielt eine Rolle als Antioxidans bei deren Detoxifikation und hilft somit
bei der Aufrechterhaltung der Integritit der Membranphospholipide (2, 128).

Die Arrhythmogenitdt primir von Acyl-CoA und sekundér auch von Acyl-Carnitinen
wird durch Beeintrachtigung der Elektrophysiologie der myokardialen Membranen
erklirt. Sie hemmen konzentrationsabhingig Ionenpumpen wie die Ca’’-ATPase, die
Na/K'-ATPase und den Na'/Ca’’-Austausch. AuBerdem kommt es zu Interaktionen
mit spezifischen Ionenkanilen fiir Na” und Ca®". Dadurch verlieren die myokardialen
Membranen ihre Funktion als Permeabilitidtsbarriere fiir diese Ionen, und es kann zu

vermehrter Automatizitdt und Nachdepolarisationen kommen (44, 64, 130, 146, 147).

Im normalen, gesunden Herz finden sich ausreichend hohe Konzentrationen an Carnitin.
Im geschidigten und ischdmischen Myokard dagegen ist die Konzentration an freiem
Carnitin verringert, was dafiir sprechen konnte, Myokardischamie und Herzversagen als

Situationen relativen Carnitinmangels zu bezeichnen (19, 40, 67, 135 142).

Carnitin spielt demnach eine wichtige zentrale Komponente im Myokardstoffwechsel,
und so wird einer Carnitinsupplementation eine protektive Funktion zugesprochen durch
vor allem

- erhohte myokardiale Extraktion freier Fettsduren

- verbesserten mitochondrialen Transport langkettiger Acyl-CoA-Ester und

- Wiederauffiillung zelluldrer Carnitinspeicher.

In mehreren Studien an Tieren mit Myokardischdmie konnte der protektive Effekt von
Carnitin bestétigt werden. So fanden die Autoren, dass eine préaischdmische
Carnitingabe dem Verlust freien und zelluldren Carnitins und der Zunahme kurz- und
langkettiger Acylcarnitine sowie langkettiger Fettsduren entgegenwirken konnte.
Weiterhin wurden die Hemmung der Adenin-Nukleotid-Translokase reduziert, die ATP-
und CP-Produktion und Glukose-Oxidation verbessert, die Laktatproduktion verringert,
Zellschdden vermindert, die postischdmische mechanische myokardiale Funktion

verbessert und Herzrhythmusstérungen vorgebeugt (19, 42, 65, 90, 119, 130).
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1.2.3 Auswirkungen kardiochirurgischer Eingriffe auf den Myokardstoffwechsel

Jeder chirurgische Korrektureingriff angeborener Herzfehler mit kardiopulmonalem
Bypass und damit verbundener Myokardischdmie und anschlieBender Reperfusion ist
trotz verschiedener protektiver Ansédtze neben der allgemeinen metabolischen und
endokrinologischen StreBreaktion des Korpers mit einem gewissen MaBl an
Myokardschdadigung und  damit mit einer  Entziindungsreaktion  und

Stoffwechselalteration verbunden (24, 25, 29, 58).

Folgende Verdnderungen sind beschrieben, die zum Teil urséchlich an einer
postischdmisch gestdrten Myokardfunktion mitbeteiligt sein konnen:
1. Hormonell-metabolische Umstellung (welche als solche aber nicht das Myokard
schidigt):
a) Anstieg der Glykolyse und der Gluconeogenese in der Leber mit konsekutiver
Erhohung der Blutglukose (25)
b) Trotz erhohter Blutglukose zunéchst verringerte Insulinspiegel und zeitweise
periphere Insulinresistenz (25, 78).
c) Anstieg der Hormone Wachstumshormon, Cortison und Adrenalin, die
wiederum den Kohlenhydratmetabolismus fordern (25).
d) Vermehrter Proteinkatabolismus und damit u.a. erhohte Substratzufuhr von

Aminosduren fiir die Gluconeogenese (25).

2. Schadigungsmechanismen des Myokards:
a) Reduktion der Konzentration an energiereichen Phosphaten in der
Myokardzelle durch verminderte ATP-Produktion (96, 97, 119).
b) Intrazellulire Ca**-Uberladung durch Inhibierung des Na'/Ca*" Antiport-
Systems und verdnderte Penetrationseigenschaften der Myozytenmembran fiir
Ca®" durch langkettige Fettsduren und Carnitinester (24, 28, 52, 96, 97).
c¢) Verminderte 3-Oxidation, dadurch verringerte Verfiigbarkeit von freiem CoA
und Acetyl-CoA sowie Akkumulation von langkettigen Acyl-CoA. Letztere
inhibieren die Aktivitit der Adenin-Nukleotid-Translokase und fithren damit zur

verringerten ATP-Verfiligbarkeit im Zytosol (29, 90, 96, 97, 119).
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d) Verlust freien Carnitins, Carnitinverlust im Myokard, Anstieg von Acetyl-
Carnitin und langkettiger Acylcarnitine mit der Folge von Storungen der
myokardialen Elektrophysiologie und Gefahr von Herzrhythmusstérungen und
Detergentieneigenschaften auf zelluldre Membranen (29, 90, 119).

e) Anstieg der freien und aktivierten Fettsduren, der Ketonkorper und der
Laktatkonzentration (78, 96, 119).

f) Vermehrte Bildung von freien Sauerstoffradikalen, die

zellmembranschiadigend wirken (24, 25, 28, 97).

21



2. FRAGESTELLUNG

Die in der Einleitung beschriebenen Sachverhalte lassen die Annahme zu, dass intra-
und postoperativ auftretende Anderungen des myokardialen Carnitinstoffwechsels von
Bedeutung fiir die postoperative Dysfunktion des Myokards sind und dass insbesondere
Sauglinge von einer Carnitinsupplementierung hinsichtlich

Myokardstoffwechselprotektion und -regeneration profitieren konnten.

Folgende Aspekte wurden im einzelnen untersucht:

- Gehalt an Carnitin und energiereichen Phosphaten im Myokard vor und nach

operativer Ischdmie mit und ohne Carnitin-Supplementierung bei Sduglingen;

- Parameter des systemischen Intermedidrstoffwechsels mit und ohne Carnitin-

Supplementierung bei Sduglingen;

- klinische Bedeutung einer perioperativen Carnitin-Supplementierung bei Sduglingen.
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3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Studiendesign und Patientengut

Die klinischen und laborchemischen Verdnderungen im Carnitinstoffwechsel bei
perioperativer Supplementierung mit L-Carnitin wurden im Rahmen einer prospektiven,
randomisierten, placebo-kontrollierten Doppelblindstudie im Zeitraum 2/95-2/96
erfasst, die durch die Ethik-Kommission der Justus-Liebig-Universitit Giellen
genehmigt wurde. Diese wurde in Kooperation mit dem Zentrum fiir Kinderheilkunde,
der Klinik fiir Herz- und Thoraxchirurgie und der Abteilung fiir Anédsthesiologie der
Justus-Liebig-Universitdt Gieen durchgefiihrt. Beide Elternteile der an der Studie
beteiligten Kinder mussten in Form einer schriftlichen Einwilligung zustimmen.
Aufgenommen wurden Kinder bis zum vollendeten 16. Lebensjahr mit angeborenen
Herzfehlern, die einem kardiochirurgischen Eingriff unter Verwendung der Herz-
Lungen-Maschine (und damit erfolgter Myokardischdmie und extrakorporaler

Zirkulation) unterzogen wurden.

Eine vorhergehende Studie an 65 Kindern untersuchte intra- und postoperative
Anderungen des Carnitin-Gehalts im Myokard und Plasma (62). Als ein Ergebnis
konnte gezeigt werden, dass der Carnitin-Verlust bei Sduglingen signifikant hoher ist als
bei dlteren Kindern (60,1 % vs. 26,8 %), so dass in der darauffolgenden
Supplementierungs-Studie eine Stratifizierung in Kinder < 1 Jahr (Anzahl von 30) und
> 1 Jahr (Anzahl von 50) vorgenommen wurde.

Die vorliegende Arbeit befasst sich nun mit der ersten Gruppe der reifen eutrophen
Neugeborenen und Sduglinge - ohne Trennung des Geschlechts, da eine

Geschlechtsabhiangigkeit der Plasma-Carnitin-Konzentration nicht beschrieben ist (117).

Nicht mit aufgenommen wurden die Patienten bei Vorliegen folgender Faktoren:

- Andmie

- tubuldrer und / oder glomeruldrer Nierenfunktionsstérung

- Carnitinmangelsyndrome / Vorliegen einer Stoffwechselstorung im weitesten Sinne

- fehlende schriftliche Einwilligung der Eltern.
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Die klinischen Angaben sowie intraoperativen Parameter zu den Patienten in der
Placebo- und Verumgruppe und die Art und Héufigkeit der einzelnen Herzfehler sind in
den Tabellen 3.1 und 3.1a dargestellt.

Zur Beurteilung der hidmodynamischen Situation wurden die Ergebnisse der

prdoperativen Herzkatheteruntersuchung herangezogen.

Tabelle 3.1a: Verteilung der einzelnen Herzfehler

Atrioventrikuldrer Septumdefekt 9
Ventrikelseptumdefekt 8
Transposition der grolen Arterien 5
Aortenisthmusstenose und VSD 3
Fallot'sche Tetralogie 3
Double outlet right ventricle 1
Truncus arteriosus communis 1
Gesamt: 30
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Tabelle 3.1: Klinische Daten sowie intraoperative Parameter zu den Patienten

(angegeben in Mittelwert + SE und Bereich - in Klammern - )

Verum Placebo p-Wert

Anzahl 15 15

Alter bei OP (Monate) 4,8 +0,86 6,2+ 0,79 0,26
(0,167-10) (0,3-10)

Gewicht bei OP (kg) 49+0,28 5,4+0,29 0,19
(3,2-6,9) (3,75-6,97)

0,-Séttigung

praoperativ (%) 82,512,777 88,5+ 1,59 0,07
(53-95) (76-98)

Rechtsatrialer

Mitteldruck (mmHg) 3,5+0,31 3,5+0,48 1,00
(2-5) (1-7)

Rechtsventrikulérer

systolischer Druck (mmHg) 68,2 +£4,87 65+5,9 0,69
(36-93) (6-83)

Rechtsventrikulérer

enddiastolischer Druck (mmHg) 7,7+0,75 7,7+£0,77 0,98
(5-12) (4-13)

Qp/Qs 1,72+ 0,3 1,98 £ 0,2 0,46
(1-2,89) (0,62-2,89)
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Gesamtdauer der extra-

korporalen Zirkulation (min) 158,8 £ 13,2 151,2+11,4 0,67
(76-248) (85-243)

Zeit des totalen kardio-

pulmonalen Bypass (min) 120,27 £ 13,9 109 £ 10,1 0,52
(49-210) (54-170)

Gesamtischdmiedauer (min) 91,9+7,9 91,9 +7,1 1,0
(36-150) (54-148)

Minimale systemische Temp (°C) 28,9+ 1,2 28,1+1,2 0,69
(17,1-33,1) (17,2-32,7)

Qp/Qs = Fluss-Verhiltnis pulmonal vs systemisch

3.2 Probengewinnung

Die Blutentnahmen erfolgten zu folgenden Zeitpunkten (siche auch Kapitel 8 Anhang

3.2):

- 24-48 h préoperativ (venose Blutentnahme im Rahmen der iiblichen pridoperativen

Diagnostik) (— Zeitpunkt A);

- intraoperativ aus liegender Arterienkantile nach erfolgter oraler Substitution

und vor (— Zeitpunkt B) sowie

nach (— Zeitpunkt C) der Carnitininfusion;

- am Ende der Ischidmie (— Zeitpunkt D);

-je4h, 8 h, 12 h, 24 h und 48 h postoperativ aus liegender Arterienkantiile.
Die Blutproben wurden sofort nach der Entnahme auf Eis gelegt und baldmdglichst

abzentrifugiert. Das Plasma wurde bei - 20 °C bis zur Bearbeitung eingefroren.
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Urinproben wurden zeitgleich prd- und postoperativ entweder als Spontan- oder
Sammelurin gewonnen und ohne Bearbeitung umgehend ebenfalls bei - 20 °C

eingefroren.

Die Myokardproben (in der Regel 10-20 mg) wurden im Rahmen der iiblichen
chirurgischen Schnittfiihrung beim Erdffnen des rechten Vorhofes unmittelbar nach
Beginn der Aortenabklemmung aus dem rechten Vorhof entnommen. Die
postischdmische Probenentnahme erfolgte einige Minuten nach Entfernen der
Aortenklemme beim Verschluss des rechten Vorhofes aus dem Vorhofmyokard nach
Abschlufl der Reperfusion.

Die Myokardproben wurden steril behandelt, zur Vermeidung von Blutkontamination
kurz mit kalter physiologischer NaCl-Losung abgespiilt und unverziiglich in Nalgene
Cryoware® Rohrchen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei

- 70°C aufbewahrt.

3.3 Perioperative Carnitinsupplementierung

Zur Studienmedikation (siehe auch Kapitel 8 Anhang 3.2) wurden zwei als Arzneimittel
zugelassene Carnitinlosungen verwendet, die in der Kinderheilkunde routineméBig bei
primirem oder sekunddrem Carnitin-Mangel eingesetzt werden (15) und iiber die somit

ausreichende pharmakodynamische und pharmakokinetische Erfahrungen vorliegen:

— Biocarn-Sirup®, 300 mg/ml zur oralen Gabe

— Nefrocarnit-Losung®, 200 mg/ml zur intravendsen Gabe.

Als parenterales Placebo diente physiologische Kochsalzlosung; das orale Placebo
enthielt die Hilfsstoffe des handelsiiblichen Carnitin-Sirups.
Carnitin wie Placebo wurden in identischem Design und gleicher Darreichungsform von

der Firma Medice, Iserlohn, gestellt.
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Die Substitution erfolgte nach folgendem Schema:

1. 24 h prioperativ 100 mg/kg/d p.o. in 3 Einzeldosen

2. intraoperativ vor Beginn der extrakorporalen Zirkulation 20 mg/kg i.v. liber 2
Minuten als Bolus, nachfolgend 80 mg/kg liber 45 Minuten als intravendse Infusion

3. postoperativ 50 mg/kg/d iiber 48 Stunden als intravendse Dauerinfusion.

3.4 Perioperative Variablen und Verlaufsparameter

3.4.1 Intraoperative Verlaufsparameter

Samtliche kardiochirurgische Eingriffe erfolgten unter extrakorporaler Zirkulation und
Myokardprotektion mittels Hypothermie und Fettsdure-freier , kristalloider, kalter
Kardioplegie (Custodiol® Bretschneider-HTK-Losung) (16) und partieller Blut-

Repefusion.

Zur Beurteilung einer moglichen intraoperativen Myokardalteration wurden folgende

Parameter herangezogen (siehe auch Tabelle 3.1 in Kapitel 3.1):

- Gesamtzeit der extrakorporalen Zirkulation

- Zeit des totalen kardiopulmonalen Bypass

- Ischdmie-Zeit (Zeit vom Setzen bis zur Entfernung der Aortenklemme)

- minimale systemische Korpertemperatur.

- CKMB 8h nach Ischdmie-Ende als Hinweis fiir die globale, ischdmiebedingte
Myokardschddigung. Fir CKMB wurde ein Zusammenhang als Marker fiir die
postoperative Myokardfunktion aufgezeigt (58).
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3.4.2 Postoperative Verlaufsparameter

Die Beurteilung der postoperativen mechanischen Funktion des Myokards erfolgte

anhand nachfolgender Kriterien:

- Laktatspiegel
- Gesamtbeatmungsdauer
- Auftreten supraventrikuldrer oder ventrikuldrer Rhythmusstérungen.
Die Beurteilung erfolgte nach folgendem Score:
Stufe 1: Dauer > 10 min
Stufe 2: Hamodynamische Instabilitdt und / oder Interventionsbediirftigkeit.
- Postoperativer Bedarf an positiv inotropen Medikamenten zu den Zeitpunkten:
4h,8h, 12 h,24 h, 48 h.
Dieser wurde mittels eines Scores ermittelt:
Stufe 0: Keine Katecholamingabe
Stufe 0,5: Gabe von Dobutamin < 2,5 pg/kg/min oder
Dopamin < 5 ug/kg/min
Stufe 1: Gabe von Dobutamin < 5 pg/kg/min
Stufe 2: Gabe von Dobutamin > 5 pg/kg/min oder Adrenalingabe oder
Gabe eines Phosphodiesterase-Inhibitors wie Enoximone
Stufe 3: Adrenalin und Dobutamin > 5 pg/kg/min oder Enoximone und
Dobutamin > 5 pg/kg/min
Stufe 4: Adrenalin und Enoximone (+/- Dobutamin > 5 pg/kg/min)

Stufe 5: Adrenalin und Enoximone und Noradrenalin.
Der Score wurde zur Beurteilung der postoperativen myokardialen Pumpfunktion

herangezogen; eine gute Korrelation ist bereits beim adulten Patienten aufgezeigt

worden (27).
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3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Herstellung eines Muskelhomogenats aus Myokardproben

Die tiefgefrorenen Myokardproben wurden zunédchst auf Eis von makroskopisch
sichtbaren Gefdflen, Bindegewebe, Faszien und Fett freiprapariert. Die eisgekiihlten
Proben wurden in Portionen zu 5 - 25 mg abgewogen und diese dann auf einem
eisgekiihlten Objekttrager mit einem Skalpell moglichst fein zerkleinert.

Dem zerkleinerten Gewebe wurde 500 pl eisgekiihltes Aqua dest. zugesetzt und die
Mischung 1 Minute bei einer Umdrehung von 1100 U/min auf Eis homogenisiert. Das
Homogenat wurde 2 Minuten bei 4°C und einer Umdrehung von 21000g zentrifugiert,
der Uberstand abpipettiert und auf Eis gelegt. Das Pellet wurde nochmals mit dem
gleichen Volumen Aqua dest. homogenisiert, zum Uberstand dazugegeben, mit Aqua
dest. auf 1 ml aufgefiillt und vermischt.

Hieraus wurden 25 pl fiir die Bestimmung des kollagenfreien Proteins in ein
Eppendorfhiitchen abpipettiert.

Die Restmenge wurde erneut 2 Minuten zentrifugiert und vom Uberstand 600 pl fiir die
Carnitinbestimmung abgenommen, die zuriickgebliebene Menge wurde fiir die ATP-
Bestimmung verwertet.

Alle drei Eppendorthiitchen wurden sofort bis zur Analyse bei - 20°C tiefgefroren.

Das Pellet wurde verworfen.

Bei Gewebeproben < 15 mg erfolgte nur ein Homogenisierungsschritt mit nur 500 pl

Aqua dest; zur Analyse stand dann nur die Hilfte der Menge zur Verfiigung.
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Abbildung 3.5.1: Prinzip der Homogenisierung

Myokardprobe

Zerkleinerung
Homogenisierung mit 2x 500 ul (>15 mg)
bzw. 1x 500 pl (< 15 mg) Aqua dest.

— Abnahme von 25 pl zur NCP-Bestimmung

v

Vorldufiges Homogenat

|

Zentrifugation bei 4°C, 21000 g, 2 Minuten

Uberstand (Myokardhomogenat): Pellet verwerfen
— davon 600 pl (bzw. 300 ul) zur Carnitinbestimmung

— und verbleibender Rest zur ATP-Bestimmung
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3.5.2 Carnitinbestimmung

3.5.2.1 Grundlagen der Carnitinbestimmung

Die Bestimmung der Carnitinfraktionen im Plasma und Myokard erfolgte mittels der
radioenzymatischen Methode von McGarry and Foster, die leicht modifiziert wurde
(74, 117).

Grundlage ist nachfolgendes Reaktionsschema:

CAT
L-Carnitin + '*C-Acetyl-CoA «—> "*C-Acetyl-L-Carnitin + CoASH.

Die Carnitin-Acetyl-Transferase (CAT) iibertrdagt die Acetylgruppen von Acetyl-CoA
auf freies Carnitin. Bei bekannter Radioaktivitit von '*C-Acetyl-CoA entspricht die
Menge des gebildeten '*C-Acetyl-Carnitins der Carnitinkonzentration im zu messenden
Reagenz.

Das nicht an L-Carnitin gebundene '*C-Acetyl-CoA wird mittels Ionenaustauscher
gebunden und so aus der Probe entfernt; die Radioaktivitit in einem [-Counter

gemessen.

Das Problem der Umkehrbarkeit der Gleichgewichtsreaktion 16sten McGarry and
Foster durch die Zugabe von Tetrathionat, welches CoASH oxidiert und damit die
freien SH-Gruppen bindet und somit das Reaktionsgleichgewicht noch stirker nach
rechts verschiebt. AuBerdem inhibiert Tetrathionat im Gegensatz zu anderen SH-
bindenden Agenzien nicht die Carnitin-Acetyl-Transferase.

Durch diese Modifikation konnte eine noch hohere Sensitivitdt erreicht werden.

Ein Nachteil der Original-Methode lag in der hohen Radioaktivitéit der Leerwerte, wofiir
der verwendete Tris-Puffer verantwortlich gemacht wurde. Deshalb wurde dieser durch

HEPES-Puffer ersetzt (117).
Die Separation der Carnitinfraktionen erfolgt erstens durch Zugabe von Perchlorsiure,

welches das sdurelosliche vom sdureunloslichen Carnitin trennt und zweitens durch

Hydrolyse, wodurch die Acyl-Reste vom Carnitin abgespalten werden (32).
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Die Carnitinester werden aufgeteilt in

- kurzkettige Acylcarnitine (SCAC = short-chain acylcarnitines) mit einer Kettenlédnge
Cy-Cy

- mittelkettige Acylcarnitine mit einer Kettenlénge Cs - C;, und

- langkettige Acylcarnitine (LCAC = long-chain acylcarnitines) mit einer Kettenldnge

> Cia.

Die Perchlorsdure-Extraktion macht sich die Sadureldslichkeit der Carnitinester zunutze,
die bis zu einer Kettenlinge von Cjo gut ist. Somit enthilt der siureldsliche Uberstand
freies Carnitin sowie kurz- und mittelkettige Acylcarnitine. Letztere sind aber
physiologischerweise relativ selten, so dass zur Vereinfachung und durch den geringen
Anteil der mittelkettigen Acylcarnitine in dieser Fraktion auf eine gesonderte

Bestimmung verzichtet werden konnte.

Gesamtcarnitin
+
HCI10,4
Saurelosliches Gesamt-Carnitin Sdureunlosliches Carnitin

(TASC = total acid soluble carnitine)

- im Uberstand - - als Prizipitat -
( = freies Carnitin (FC = free carnitine) + ( = langkettige Carnitinester
kurzkettige Carnitinester (SCAC)) -LCAC-)
2 2 2
keine Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse
2 2 2
Messung von FC Messung von Messung von LCAC
TASC

— Berechnung SCAC: SCAC = TASC - FC.
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Von erheblicher Wichtigkeit ist die griindliche Perchlorsdure-Extraktion, ansonsten
kommt es zu einer unzureichenden Trennung der sdureldslichen von der
siureunldslichen Fraktion und zu einer Uberschitzung der Menge an LCAC. Hier hat
sich ein zweifaches Waschen mit HCIO4 bewéhrt (41).

AulBlerdem miissen die Proben nach Perchlorsdureextraktion und/oder Hydrolyse vor der
Carnitinbestimmung neutralisiert werden (32). Hierzu eignet sich am besten HEPES-

Puffer (75, 117).

3.5.2.2 Bestimmung von Carnitin im Muskelgewebe - Priaparation und Hydrolyse

600 pl bzw. 300 pul Muskelhomogenat (siehe unter 3.5.1) wurde mit der gleichen Menge
0,6N Perchlorsdure versetzt, vermischt und 10 Minuten auf Eis gelagert.

Danach erfolgte eine 15 miniitige Zentrifugation in einer Kiihlzentrifuge bei 4°C und
21000g und zweimaliges Waschen des sdureunldslichen Pellets mit je 600 ul bzw.

300 pl (bei Gewebeproben < 15 mg) 0,6N HCIO4. Darauthin wurde erneut
abzentrifugiert, und die Uberstinde wurden zur Bestimmung von FC, TASC und SCAC
kombiniert.

Das Pellet wurde mit 200 pl kaltem Aqua dest. resuspendiert zur Bestimmung der

LCAC.
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Abbildung 3.5.2.2a: Auftrennung der Carnitinfraktionen im Homogenat (bzw. Plasma)

300 pl bzw. 600 pl Muskelhomogenat (bzw. Plasma)

Zusatz von isovolumetrischer Menge an HC1O4 0,6N
10 Minuten Inkubation auf Eis
15 Minuten Zentrifugation (4°C, 21000g)

Uberstand 1

Pellet

600 bzw. 300 ul HC104 0,6N
15 Minuten Zentrifugation (4°C, 21000g)

Uberstand 2
l + Uberstand 1
Gesamt-Uberstand (U)

,, |

Pellet + 200 ul Aqua dest. Bestimmung von FC (b), TASC
(bzw. SCAC) (c)

Bestimmung von LCAC (a)
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(a): Der LCAC-Suspension wurden 50 pul 10M KOH (Raumtemperatur und pH > 13)
zugesetzt. Anschliefend erfolgte die alkalische Hydrolyse (2 h bei 65°C im Wasserbad).
Danach Zusatz von 250 ul HEPES-Puffer ,,nach Hydrolyse* (siche Tabelle 3.5.2 unter
3.5.8.2). Neutralisation der Proben mit 25% HCI (entspricht 0,7M) und 2,25% HCI
(entspricht 0,07M) mittels pH-Meter auf pH 7,38-7,42 und Auffiillen mit Aqua dest. auf
700 pl. Hinterher wurden die Proben zur Elimination der entstandenen Salze mind. 2 h
bei -20°C eingefroren, danach 5 Minuten im Eisbad aufgetaut und 2 Minuten
abzentrifugiert. Das entstandene Kalium-Chlorid-Prézipitat wurde verworfen, aus dem

Uberstand 300 ul zur Carnitinmessung verwendet.

(b): Aus den kombinierten Uberstinden (U) wurde zur Bestimmung von FC 500 pl
abpipettiert, mit 250 ul HEPES-Puffer ,,nach Hydrolyse* versetzt und mit 5M und 1M
KOH auf pH 7,38-7,42 neutralisiert; anschlieBend Auffiillen der Proben mit Aqua dest.
auf 1000 pl.

Da bei der Reaktion von HCIOs mit KOH vermehrt die CAT-Reaktion inhibierende
Salze anfallen, wurden die neutralisierten und mit Aqua dest. aufgefiillten Proben erneut
fiir mindestens 2 h bei -20°C eingefroren und nach dem Auftauen in der Kiihlzentrifuge
2 Minuten abzentrifugiert. Das entstandene Kalium-Perchlorat-Prizipitat wurde

verworfen, 300 pl vom Uberstand zur Carnitinmessung verwendet.

(c): TASC wurde ebenfalls aus den kombinierten Uberstinden (U) bestimmt, hierbei
wurde wie oben unter (a) beschrieben vorgegangen, es wurden nur andere Mengen
verwendet:

300 pl Uberstand wurde mit 100 pl 10M KOH versetzt, nachfolgend alkalische
Hydrolyse, Neutralisation, Auffiillen mit Aqua dest. auf 1000 pl, Einfrieren der Proben,
Abzentrifugieren und Entnahme von 300 pl zur Carnitinmessung.

Aus der Differenz von gesamtem sadureldslichen Carnitin und freiem Carnitin wurde der

Gehalt an kurzkettigen Acyl-Carnitinen berechnet.
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Abbildung 3.5.2.2b: Prinzip des Messverfahrens zur Carnitinbestimmung im

Muskelhomogenat (bzw. Plasma)

LCAC-Suspension (a) + 50 ul KOH 10M
bzw.

300 pl aus U () + 100 ul KOH 10M 500 pl aus U (b)

alk. Hydrolyse

(65°C, 2 h)
v v
Zusatz von 250 pl HEPES-Puffer Zusatz von 250 ul HEPES-
,hach Hydrolyse* Puffer ,,nach Hydrolyse*
pH-Einstellung auf 7,4 pH-Einstellung auf 7,4
mittels HCI 25% und 2,25% mittels KOH 5M und
M
v v
Auffiillen mit Aqua dest. Auffiillen mit Aqua dest.
auf 700 pl (a) bzw. 1000 ul (c) auf 1000 pl (b)
Gefrieren (-20°C, 2 h)
Auftauen (5 Min im Eisbad)
Zentrifugation
/ \ Kalium-Chlorid-und
300 ul aus Uberstand (a, b, c) Kalium-Perchlorat-Prazipitat
zur Carnitin-Messung verwerfen



3.5.2.3 Bestimmung von Carnitin im Plasma - Praparation und Hydrolyse

Die Messung erfolgte analog der Bestimmung der Carnitinfraktionen im Muskel, nur die

verwendeten Mengen differierten teilweise (siche auch Abb. 3.5.2.2b):

300 pl Plasma wurden mit 300 pl 0,6M HCIO4 versetzt und 2x gut mit HCIO4
gewaschen. Nach Zentrifugation wurde aus dem Pellet wiederum LCAC (a), aus dem

Uberstand FC (b) und TASC (c) bestimmt (siche auch Abb 3.5.2.2a).

(a): Das Pellet wurde mit 200 pl kaltem Aqua dest. resuspendiert. Nach Zugabe von

50 ul 10M KOH wurde die Hydrolyse gestartet. Die Reaktion endete durch Zugabe von
200 ul HEPES-Puffer ,,nach Hydrolyse®. Mittels konzentrierter und verdiinnter HCI
erfolgte die pH-Wert-Einstellung auf 7,38-7,42. Anschlieend Volumenauffiillung auf
1000 pl mit Aqua dest., Gefrieren, Zentrifugieren und Abnahme von 300 ul aus dem

Uberstand zur Carnitinbestimmung.

(b): Zur Messung des FC wurden 200 ul vom Uberstand verwendet, die mit 50 u/ Aqua
dest. gemischt wurden. Im Anschluss Zugabe von 200 u/ HEPES-Puffer ,nach
Hydrolyse® und Neutralisation mittels konzentrierter und verdiinnter KOH. Danach
Volumenerginzung auf 1000 pl mit Aqua dest., Gefrieren, Zentrifugieren und Abnahme

von 300 ul aus dem Uberstand zur Carnitinbestimmung,.

(c): Die Hydrolyse des TASC erfolgte mit 200 ul Uberstand, 100 ul Aqua dest. und 50
ul 10M KOH. Der Reaktionsstop erfolgte durch Zugabe von 200 u/ HEPES-Puffer
,hach Hydrolyse*.

Auch hier schloss sich eine pH-Wert-Einstellung auf 7,4 durch Titration von 25%iger
und 2,25%iger HCl an. Danach Auffiillen mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von
1000 pl, Gefrieren und Zentrifugieren.

Es wurden ebenfalls 300 ul aus dem Uberstand zur Carnitinmessung verwendet.
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3.5.2.4 Interne Standards

- Carnitin der Konzentrationen 0; 3,1375; 6,275; 12,5; 25; 50 und 100 umol/l (aus
Carnitin-Stammldsung 100umol/l) zur Erstellung einer Standard-Eichkurve fiir alle

Carnitin-Messungen.

- mit Palmitoylcarnitin angereicherte Standardproben der Konzentrationen 5; 10 und
25 umol/l (aus Palmitoylcarnitin-Stammldsung 100pmol/l) zur Uberpriifung der
Hydrolyse-Effizienz bei Bestimmung der LCAC.

Die Standards wurden wie folgt hergestellt:

Myokard
LCAC-Bestimmung;:

— je 50 ul Standard und 100 pl Aqua dest., 50 pl 0,6M HCIO4 und 50 pul 10M
KOH.
FC-Bestimmung:
— je 50 ul Standard und 50 pul Aqua dest. und 100 pl 0,6M HCIO4
TASC-Bestimmung:
— je 50 pl Standard und 150 pl 10M KOH und 100 pl 0,6M HCIO4

Plasma

LCAC-Bestimmung:
— je 50 pl Standard und 100 pl Aqua dest., 50 pl 0,6M HCIO4und 50 pul KOH
10M

FC-Bestimmung:
— je 50 pl Standard und 50 pl Aqua dest. und 100 pl 0,6M HCIO4

TASC-Bestimmung:
— je 50 ul Standard und 50 pl Aqua dest., 100 pl 0,6M HCIO4 und 50 pul 10M
KOH.

Ab dem Reaktionsschritt ,,Hydrolyse* (sieche auch Abbildung 3.5.2.2b) wurden die
Standards analog den Plasma- bzw. Myokardproben behandelt.
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3.5.2.5 Bestimmung von Carnitin - radioenzymatischer Assay

Zur Bestimmung des Carnitingehalts in den vollstindig prozessierten Proben und
Standards - stets als Doppelbestimmung - wurden diese mit 200 pl Carnitin-Cocktail,
welcher Na-Tetrathionat, markiertes und unmarkiertes Acetyl-CoA enthélt (siche
Tabelle 3.5.2 unter 3.5.8.2), und 10 pl verdiinnter Carnitin-Acetyltransferase (1,6
IE/10ul) versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die CAT-Reaktion
wurde durch Einbringen der Proben fiir mindestens 5 Minuten ins Eisbad beendet.
Danach wurden die Proben auf die vorbereiteten DOWEX-Sédulen (sieche Tabelle 3.5.2
unter 3.5.8.2) pipettiert und zweimalig mit Aqua dest. gewaschen, um das markierte
Acetyl-Carnitin gut wieder von der Sdule zu entfernen. Nach Zugabe von 10 ml
Szintillationsfliissigkeit wurde die Radioaktivitat in einem
Fliissigkeitszintillationszdhler gemessen.

Die Berechnung der Carnitinwerte erfolgte anhand der mit den Standardkonzentrationen

erstellten Regressionsgeraden.
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Abbildung 3.5.2.5: Die radioenzymatische Carnitinbestimmung

Vollstindig prozessierte

Proben und Standards (enthaltenes Carnitin)

200 pl Carnitin-Cocktail
10 pl CAT (1,6 IE)
30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur

(CAT-Reaktion)

Reaktionsstop im Eisbad fiir 5 Minuten

v

1C-Acetyl-Carnitin + "*C-Acetyl-CoA

Ionenaustauscher DOWEX-Saulen

zweimalige Eluation mit je 500 ul Aqua dest.

v

reines '*C-Acetyl-Carnitin

Fliissigkeitszintillationszdhler

v

L-Carnitin-Messung anhand der Regressionsgeraden

41



3.5.3 Bestimmung von ATP und Kreatinphosphat (CP) im Muskelgewebe

3.5.3.1 ATP-Messung

Die Messung der ATP- und CP-Konzentrationen im rechtsatrialen Myokard pra- und
postischdmisch erfolgte mit einem kommerziellen Biolumineszenz-Assay.

Das Testprinzip besteht darin, dass das Enzym Luciferase die Umwandlung von ATP zu
AMP unter Emission von Licht katalysiert; die Wellenldnge des freiwerdenden Lichtes
mit einem Maximum von 562nm wird im Luminometer gemessen. Die Zahl der
emittierten Photonen ist im Bereich von 2,5x10"" bis 1x10 Mol ATP je Liter direkt

proportional der ATP-Konzentration im zu bestimmenden Reagenz.

Luciferase

Reaktionsschema: ATP + D-Luciferin + O, —— Oxyluciferin + PP + AMP + CO, + Licht.

Mg+

Der hier benutzte Assay ist eine Fortentwicklung des friilher verwendeten ATP-
Biolumineszenz CLS Assays (ebenfalls von Boehringer, Mannheim), bei dem nur eine
mit Aqua dest. verdiinnte wéssrige Probe zur Messung verwendet wurde. Dieser war
jedoch storanfilliger bei pH-Schwankungen in der Probe, beim Vorhandensein von
Substanzen in der Probe, deren Absorptionsspektrum sich mit dem der Luciferase-
Reaktion tiberlagern und durch Inhibierung der Luciferase durch Neutralsalze. Dem
wurde hier durch die Verwendung einer abgepufferten und neutralisierten Probe

Rechnung getragen.

Grundsatzlich miissen alle zur Messung verwendeten Losungen und Proben im Eisbad
aufbewahrt werden mit Ausnahme des Luciferase-Reagenz, welches sein
Temperaturoptimum bei Raumtemperatur hat. Zur Minimierung des Leerwertes wurden

HPLC-Wasser und sterile Gefa3e und Pipetten verwendet.

Zur Erstellung der ATP-Eichkurve wurde zunéchst eine Konzentrationsstandardreihe
von 10 bis 10° mol/l erstellt (aus 1mM ATP-Stammldsung). 50 pl des Standards
wurde mit 2 pl 0,6M HClO4-Lésung und 175 pl 80mM Tricine-Puffer versetzt und mit
1M NaOH-Losung mittels pH-Meter auf pH 7,4-7,5 neutralisiert. Nach Zugabe von
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125 ul Aqua bidest. wurden die Proben fiir 8 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert.
Zur Bestimmung der ATP-Konzentration in der Herzmuskelprobe wurden 40 pl
Homogenat mit der gleichen Menge 0,6M HClO4-Losung versetzt, zur Proteinfallung

10 Minuten auf Eis gelegt und anschlieBend 5 Minuten zentrifugiert (8000g, 4°C). Aus
dem ATP-enthaltenden Uberstand wurden 50 pl abpipettiert, mit Aqua bidest. 1:12,5
verdiinnt und das Pellet verworfen. 150 pl der verdiinnten Probe wurden zur
Anionenpufferung mit 525 pl 80mM Tricine-Puffer versetzt und mit 1M NaOH-Losung
mittels pH-Meter auf pH 7,4-7,5 neutralisiert, welches dem pH-Optimum der
Luciferase-Reaktion entspricht. 125 pl Aqua bidest. wurden zu 225 pl der nun
abgepufferten und neutralisierten Probe gegeben und 8 Minuten bei Zimmertemperatur

inkubiert.

Anschlieend wurden zur Doppelbestimmung je 2x 100 pl des Standards, der Probe und
des Nullwertes (50 pl Aqua bidest., 2 pl 0,6M HCIO4, 175 pul 80 mM Tricine-Puffer)
mit 100 ul Luciferase-Reagenz versetzt und die Lumineszenz im AutoLumat gemessen.
Der Nullwert représentiert die unspezifische Photonenemission, er wurde vom
Messwert der Proben und Standards subtrahiert.

Die ATP-Konzentration wurde dann mit diesen bereinigten Messwerten anhand der

Eichkurve ermittelt.
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Abbildung 3.5.3.1: Prinzip der ATP-Messung

40 pul Homogenat
+ 40 ul 0,6M HCIO4

Proteinféllung auf Eis

Zentrifugation (4°C, 8000g)

v
50 ul aus Uberstand Pellet verwerfen

+ 575 pl Aqua bidest.

|

150 pl verdiinnte Probe bzw. 50 ul Standard + 2 pl 0,6M HCIO4
+ 525 pl 80mM Tricine-Puffer + 175 pl 80mM Tricine-Puffer

S e

pH-Wert-Einstellung mit 1M NaOH auf 7,4-7,5
< l
Entnahme von 225 pl

l v

Zugabe von 125 ul Aqua bidest.

8 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur

|

je 100 ul Probe, Standard und Nullwert

+ 100 pl Luciferase-Reagenz

l

Messung der Lumineszenz
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3.5.3.2 CP-Messung

Analog dazu erfolgte die Messung des myokardialen Gehalts an Kreatinphosphat durch
dquimolare Umwandlung von Kreatinphosphat (CP) durch Kreatinphosphokinase (CK)
(bei Vorhandensein von ADP und MgCl) in Kreatin und ATP, welches wiederum per

Luminometer gemessen wurde:

CK
Reaktionsschema: Kreatinphosphat + ADP ———— ATP + Kreatin

M g2+

Aus dem entstandenen ATP konnte direkt auf den Kreatinphosphatgehalt der Probe

geschlossen werden.

Zur Erstellung der CP-Eichkurve wurde eine Konzentrationsstandardreihe von 107 bis
5x10™® mol/l erstellt (ImM CP-Stammldsung). 50 pl des Standards wurden mit 2 pl
0,6M HClO4-Losung und 175 pl 80mM Tricine-Puffer versetzt und mit 1M NaOH-
Losung mittels pH-Meter auf pH 7,4-7,5 neutralisiert. Nach Zugabe von 50 pl 0,6mM
ADP, 25 pl 12ZmM MgCl und 50 pl CK (66kU/I) wurden die Ansitze fiir 8 Minuten

bei Zimmertemperatur inkubiert.

Zur Bestimmung der CP-Konzentration in der Herzmuskelprobe wurden 225 ul der
abgepufferten und neutralisierten Probe (wie oben beschrieben bei ATP-Messung) mit
50 ul 0,6mM ADP, 25 ul 12mM MgCl und 50 pul CK (66kU/1) versetzt und 8§ Minuten

bei Zimmertemperatur inkubiert.

Zur Doppelbestimmung wurden je 2x 100 pl des Standards, der Probe und des
Nullwerts (50 ul Aqua bidest., 2 pl 0,6M HCIOy4, 175 ul 80 mM Tricine-Puffer, 50 ul
0,6mM ADP, 25 ul 12mM MgCl, 50 ul CK (66kU/1)) mit 100 pl Luciferase-Reagenz

versetzt und die Intensitét der Photonen-Emission im AutoLumat gemessen.
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Abbildung 3.5.3.2: Prinzip der CP-Messung

40 pul Homogenat
+ 40 ul 0,6M HCIO4

Proteinféllung auf Eis

Zentrifugation (4°C, 8000g)

\4
50 ul aus Uberstand Pellet verwerfen
+ 575 ul Aqua bidest.

|

150 pl verdiinnte Probe bzw. 50 pul Standard + 2 pl 0,6M HCIO4
+ 525 pl 80mM Tricine-Puffer + 175 pl 80mM Tricine-Puffer

N /

pH-Wert-Einstellung mit IM NaOH auf 7,4-7,5

l

Entnahme von 225 pl

|

Entnahme von Zugabe von 50 pl 0,6mM ADP
2x 100 pl fiir 25 pl 12mM MgCl
ATP-Messung 50 ul CK (66 kU/T)

|

8 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur

|

je 100 pl Probe, Standard und Nullwert

+ 100 pl Luciferase-Reagenz

!

Messung der Lumineszenz
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Abbildung 3.5.3: Beispiel einer ATP (1) - und CP (2) -Standardkurve

Die im AutoLumat gezdhlten Counts pro Minute (CPM) - Ordinate - sind proportional
der ATP- bzw. CP-Konzentrationen (in mol/l) - Abszisse - in doppeltlogarithmischer
Auftragung.

Die Quadrate geben die CPM der Verdiinnungsreihe des ATP bzw. CP-Standards an.
Anhand dieser Standardverdiinnungen wurde mittels linearer Regression die ATP- bzw.
CP-Konzentration berechnet. Die Standardkurven zeigten fiir den gesamten
Messbereich eine signifikant lineare Korrelation (r: 0,998 - 1) zwischen der Intensitit

des Lumineszenzsignals und der ATP- bzw. CP-Konzentration.

(1)
Linear Regression
5.970579
2 T
" ATP-Konz. (mol/l)
107 10°
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Linear Regression
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3.5.4 Non-Collagen-Protein-Bestimmung (NCP) im Herzmuskelgewebe

Pathologisch verdandertes Muskelgewebe, - z. B. eines Herzmuskels durch Ischédmie -,
enthélt nicht nur Muskelzellen, sondern auch Bindegewebe.

Bei der von Lilienthal et al. (66) entwickelten Methode werden die laugeunldslichen
Bestandteile (z.B. Kollagen) durch alkalische Hydrolyse vom reinen Zellprotein
getrennt. Dieses kollagenfreie Protein (NCP) wurde in der vorliegenden Arbeit als
Referenzsystem verwendet; Sémtliche ermittelten Konzentrationen wurden darauf

bezogen.

1951 entwickelten Lowry et al. (73) eine spezifische Methode zur Eiweil3bestimmung.
Nach Zugabe eines Kupfer-Reagenz bildet sich ein Eiweill-Kupfer-Komplex, der nach
Zugabe von Folin's Reagenz durch Farbidnderung sichtbar wird. Dieser Farbumschlag
wird spectrophotometrisch gemessen.

Nach diesen beiden Methoden wurde die Bestimmung des kollagenfreien Proteins

vorgenommen:

25 pl Muskelhomogenat mit 25 pl zugesetztem Aqua dest. sowie 100 pl fortlaufend 1:1
verdiinntem Rinderserum-Albumin-Standard der Konzentrationen 2,5; 1,25; 0,625;
0,3125; 0,15625 g/l (aus Stammldsung: 2,5 g/l1) wurden mit 500 ul 0,05N NaOH

18 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proteinlosung wurde 2 Minuten bei
12000 g zentrifugiert und das Pellet mit Aqua dest. auf 1000 pl aufgefiillt.

Fiir die Doppelbestimmung wurden je 2x 100 pl der Probe, der Standardlosung und des
Null-Wertes (nur Aqua dest.) mit 1000 pl Losung 3 versetzt (siehe Tabelle 3.5.4 unter
3.5.8.2) und fiir 10 Minuten geschiittelt. Nach Zugabe von 100 pl Losung 4 (siche
Tabelle 3.5.4 unter 3.5.8.2) wurde die Mischung nochmals 30 Minuten geschiittelt.
Danach erfolgte die Messung der Extinktion in Halbmikro-Kiivetten bei 578nm am
Beckman Spectralphotometer und die Berechnung der Konzentration beim Vergleich

mit der Standardkurve.

48



3.5.5 Bestimmung der freien Fettsiuren (FFS) im Plasma

Die Bestimmung der FFS erfolgte nach der kolorimetrischen Micro-Methode von

Novak (85):

Je 100 ul der Probe (Li-Heparin-Plasma, vorher 1 Minute bei 12000 g zentrifugiert) und
der fortlaufend 1:1 verdiinnten Standard-Losung der Konzentrationen 1; 0,5; 0,25;

0,125 mmol/l (aus Stammlosung: Heptadecansdure 2 pmol/l) wurden in Glasrohrchen
pipettiert, mit Stickstoff abgeblasen und der entstandene Niederschlag mit 100 ul Aqua
dest. gelost.

Fiir die Doppelbestimmung wurden je 2x 100 ul der Probe, der Standardlosung und des
Null-Wertes (nur Aqua dest.) mit 500 ul Dole's Reagenz (siche Tabelle 3.5.5 unter
3.5.8.2) versetzt, gemischt und 10 Minuten im Eisbad gekiihlt.

Nach Zugabe von je 500 ul Hexan und 1000 pl Aqua dest. wurde die Probe 10 Minuten
bei 4 °C in einer Kiihlzentrifuge bei einer Umdrehung von 2500g zentrifugiert.

Von den nun getrennten Phasen wurde die obere, fliissige, abpipettiert und das
verbliebene Pellet mit Stickstoff getrocknet. Nach Zusatz von 1000 pul
Chloroform/Heptan 1:1 und 500 pl Kobalt-Reagenzlosung (siche Tabelle 3.5.5 unter
3.5.8.2) wurde 3 Minuten vorsichtig gemischt und erneut 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder abpipettiert und verworfen.

Das Pellet wurde mit 1000 pl Indikator versetzt, gemischt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Die Bestimmung erfolgte durch Messung der Extinktion bei 500 nm am Beckman

Spektralphotometer.
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3.5.6 Bestimmung von B-Hydroxybutyrat (B-OH-B) im Plasma

Die Bestimmung von B-OH-B erfolgte mit Hilfe einer enzymatisch-fluorimetrischen

Mikro-Methode (93):

Je 2x 100 pl der Probe (Li-Heparin-Plasma, eisgekiihlt) sowie der fortlaufend 1:1
verdiinnten Standard-Losung der Konzentrationen 10; 5; 2,5; 1,25; 0,675 mmol/l (aus
Stammldsung: DL-B-Hydroxybuttersdure Na-Salz 10mmol/l) und des Null-Wertes (nur
Aqua dest.) wurden zur Doppelbestimmung verwendet und mit 500 pul ZnSO4 und 500
ul Ba(OH), versetzt und gemischt. Nach Zugabe von 200 pul Aqua dest. wurde die
Mischung 2 Minuten zentrifugiert (12000 g). Vom Uberstand wurden 500 pl in
Plastikrohrchen abpipettiert, mit 200 pl Reaktionsmix (siche Tabelle 3.5.6 unter 3.5.8.2)
versetzt und 100 Minuten bei 22°C im Wasserbad inkubiert.

Nach Zugabe von 1000 pl NaOH/EDTA-Puffer erfolgte die sofortige Messung am

Fluorimeter in Quarzkiivetten.

3.5.7 Bestimmung weiterer Stoffwechselparameter
Alle tibrigen Stoffwechselparameter wie Laktat, Glukose und Kreatinin wurden vom

Zentrallabor des Klinikums der Justus-Liebig-Universitit Gieen mit konventionellen

Routine-Methoden bestimmt.
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3.5.8 Materialien und Gerite

3.5.8.1 Kommerzielle Reagenzien und Hersteller

Boehringer, Mannheim, Deutschland.: Acetyl-Coenzym A (101907)
ATP-Bioluminescence Assay Kit CLS II
(1699695)
B-Hydroxy-Butyrat-Dehydrogenase
(127833)
Carnitin-Acetyltransferase (103241)
NAD (127302)

Fluka, Buchs, Schweiz: Na-Tetrathionat (72030)

Kalensee, Gieflen: Pasteurpipetten 150mm

Merck, Darmstadt: o-Nitroso-Betanaphtol (2755), Ba(OH),
(1737), Chloroform (2432), CuSQO4, EDTA
(944), Ethanol, Folin-Ciocalteus, HCI,
HCI104 70-72%, Heptan (4366), Hexan
(4367), Isopropanol (984), Kobalt (2536),
KOH, K,S04 (5151), NaOH-Plétzchen
(314), Na,SO4 (6649), Natriumcarbonat,
Natrium-Tartrat, Rinderserum-Albumin,
Schwefelsdure 1N, Tridthanolamin (8379),
Tris-Puffer (8382), ZnSO4 (8883),
HPLC-Wasser

New England Nuclear, Boston, USA: MC-Acetyl-Coenzym A

Sigma, St. Louis, USA: Adenosin 5 diphosphat (A 6521), Athanol
(32205), DL-B-Hydroxy-Butyrat-Standard
(9526)
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Zinsser, Frankfurt, Deutschland:

Dowex 2X 4-800, HEPES-Puffer,
Heptadecansiure (3500), Kreatinphosphat (6502),
Kreatinphosphokinase 3500 units (3755),
L-Carnitin (C 7518), MgCl (8622),
Octanyl-Carnitin, Palmitoyl-Carnitin,

Tricine-Puffer (9784)

Szintillationsgefélle

Quicksafe A Szintillationsfliissigkeit (1008000)

3.5.8.2 Eigenstiindig hergestellte Reagenzien

Tabelle 3.5.2: Zusammensetzung der Losungen fiir die Carnitin-Bestimmung:

HEPES-Puffer ,,nach Hydrolyse*:

HEPES-Puffer ,,Cocktail*:

Carnitin-Cocktail:

35,74 ¢ HEPES 1,5M
4,6 g EDTA 0,25M
auf 100 ml mit Aqua dest. auffiillen und mit NaOH

auf pH von 7,4 neutralisieren

17 g HEPES 0,75M
2,34 ¢ EDTA 0,125M
auf 100 ml mit Aqua dest. auffiillen und mit NaOH

auf pH von 7,4 neutralisieren

24,5 mg Na-Tetrathionat

0,8 mg Acetyl-CoA

6 ml Aqua dest.

2 ml HEPES-Puffer ,,Cocktail
1 uCi "C-Acetyl-CoA
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Ionenaustauscher: 1000 g DOWEX 2X 4-800,
iiber Nacht in 2000 ml Aqua dest. quellen lassen.
Wissrigen Uberstand mit Wasserstrahlpumpe
absaugen.
Ionenaustauscher mit 40 g 0,5N NaOH/2000 ml
Aqua dest. mischen,
Uberstand absaugen, mit Aqua dest. mischen.
Ionenaustauscher mit 580 ml 25% HC1/2000 ml
Aqua dest. mischen.
Ionenaustauscher in einen Porzellanrundfilter
fiillen, solange Aqua dest. durchlaufen lassen,

bis H,0 > pH 4,0 anzeigt.

Séulen: Pasteurpipetten mit Glasschneider abschneiden;
mit Glaswatte fiillen.
Ionenaustauscher bis ca. 3,5 cm Hohe

einpipettieren.

Tabelle 3.5.4: Zusammensetzung der Losungen fiir die NCP-Bestimmung:

Losung 1: 2% Na,CO;3 in 0,1N NaOH
Losung 2: 0,5% CuSO4 x 5 H,O
1% Na-tartrat in 100 ml Aqua dest.
5 ml 5% KOH
Losung 3 (Kupfer-Reagenz): 50 ml Lésung 1 und 1 ml Lésung 2
Losung 4: 1 ml Folin's Phenol-Reagenz und 1,8 ml Aqua dest.
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Tabelle 3.5.5: Zusammensetzung der Losungen fiir die FFS-Bestimmung:

Dole's Reagenz: 40 vol. Isopropanol
10 vol. Hexan

1 vol. HzSO4

Kobalt-Reagenzldsung: Kobalt 0,6 g
Na,S0, gesittigte Losung (30 °C) 10 ml
Tridthanolamin 1,35 ml

K;,S0;4 gesittigte Losung (30 °C) 7 ml

Indikator: 0,05% Alpha-Nitroso Betanaphtol in absolutem Athanol

Tabelle 3.5.6: Zusammensetzung der Losungen fiir die $-OH-B Bestimmung:

Reaktionsmix: 1 ml Tris-Puffer (0,5M pH 8,8)
2,7mg NAD
50 ul B-OH-Dehydrogenase

NaOH/EDTA: NaOH 30mM 1,2¢g
EDTA 0,3mM 87,68 mg
in 1000 ml Aqua dest. l6sen

3.5.8.3 Geriite

Allgemein: Eppendorfgefiie 2 ml
Eppendorf-Rotationsmischer 3300
pH-Meter CG 840 (Schott, Mainz)
Vortexer
Wasserbad
Zentrifuge EBA 12 (Hettich, Tuttlingen)
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Bestimmung Carnitin:

Bestimmung ATP:

Bestimmung NCP/FFS:

Bestimmung p-OH:

Fliissigkeitszintillationszdhler (Wallace 1409,
Berthold, Bad Wildbad)
Homogenisierungsrohrchen S 345 2 ml

(B. Braun, Melsungen)

Kiihlzentrifuge Micro 24-48R (Hettich, Tuttlingen)
Mettler H 542 Préizisionswaage
Potter-Elvehjem-Homogenisator (B. Braun,

Melsungen)

Aqua bidest. (HPLC-Wasser)

AutoLumat LB 953 (Berthold, Bad Wildbad)
Chirurgische Pinzette

Eis und Eiselemente

MefBréhrchen 5 ml 75x12mm (Sarstedt 55476)
Objekttrager

Skalpell mit Klinge Nr. 21

Sterilisierte Eppendorfgefdfle und Pipettenspitzen

Filter 578nm (NCP)
Filter 500nm (FFS)

Spectralphotometer Beckman
Fluorimeter Perkin Elmer (Uberlingen)

Emission 460mm

Quarzkiivetten
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3.6 Statistische Auswertung

Die numerischen Daten wurden, sofern nicht anders beschrieben, als Mittelwert +
Standardfehler (SE) angegeben. Zur Analyse kontinuierlicher numerischer Variablen
diente im Falle einer Normalverteilung der t-Test fiir verbundene und nichtverbundene
Stichproben.

Als nichtparametrische Tests wurden der Wilcoxon-Test fiir verbundene und der Mann-
Whitney-Test fiir unverbundene Stichproben eingesetzt.

Fiir wiederholte Messungen von Plasmaproben wurde die Varianzanalyse (ANOVA)
mit nachfolgendem Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfachvergleiche durchgefiihrt.
Der statistische Zusammenhang zweier Variablen wurde mit Hilfe der einfachen
linearen Regression untersucht.

Es wurden nur zweiseitige Tests verwendet; p-Werte < 0,05 wurden als signifikant
angesehen.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistikprogramme Statgraphics® (Manugistics
inc., Rockville, MD, USA), Prism 2® (GraphPad, San Diego, CA, USA) (79, 109) und
Systat® (Version 9.0, SPSS, 1999).
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4. ERGEBNISSE

4.1 Klinische Grundlagen

In Tabelle 3.1 (Kapitel 3) sind die klinischen Daten sowie die intraoperativen Parameter

dargestellt, die den Carnitinstoffwechsel beeinflussen kdnnen.

Besonders zu beachten sind die Ischdmie-Zeit, die Bypasszeit, die Gesamtdauer der
extrakorporalen Zirkulation und die pridoperative Sauerstoffsittigung, die sich in einer
vorangehenden Untersuchung als Risikofaktoren fiir einen erhohten myokardialen

Carnitinverlust erwiesen haben (61).
Verum- und Placebogruppe unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich

demographischer und klinischer Basisdaten sowie hamodynamischer Ausgangssituation,

so dass ein homogener Stichprobenumfang vorliegt.
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4.2 Systemischer Carnitinstatus

4.2.1 Praoperativer systemischer Carnitinstatus

Die Ausgangswerte fiir Gesamtcarnitin, freies Carnitin sowie kurz- und langkettige
Acylcarnitine im Plasma vor Beginn der Substitution sind in der Abbildung 4.2.1a
dargestellt.

Die Verum- und Placebogruppen unterschieden sich nicht signifikant beziiglich ihrer

Carnitinkonzentrationen.

Abbildung 4.2.1a: Carnitin-Plasmakonzentrationen vor Beginn der Substitution

(Zeitpunkt A)

80
n.s. M Carnitin
[ [1Placebo
60 - n.s.
= |
O 40 4
€
3
n.s.
20 [
n.s.
| H—
Gesamt-Carnitin freies Carnitin kurzkett. Acyl-C. langkett. Acyl-C.

Dargestellt sind Mittelwert +SE.
n.s.: nicht signifikant

Der statistische Gruppenvergleich erfolgte mittels t-Test.
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Die orale Gabe von L-Carnitin fiihrte schon zu einem signifikanten Anstieg (p < 0,05)
der Plasmaspiegel an Gesamt-Carnitin, freiem Carnitin und kurzkettigen Acylcarnitinen
(siehe Tabelle 4.2.1).

Im Gruppenvergleich Verum versus Placebo konnten signifikante Unterschiede in den
Plasmakonzentrationen an Gesamt-Carnitin und freiem Carnitin festgestellt werden

(siche Abbildung 4.2.1b).

Abbildung 4.2.1b: Carnitin-Plasmakonzentrationen nach oraler Substitution

(Zeitpunkt B)

160

Bl Carnitin
140 - [JPlacebo

120 -
100 -

80

pmol/l

n.s.
60 - I

40 .

20

Gesamt-Carnitin freies Carnitin kurzkett. Acyl-C.

Dargestellt sind Mittelwert + SE.
n.s.. nicht signifikant
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (t-Test) sind mit einem * (p < 0,05)

markiert.
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Tabelle 4.2.1: Vergleich der Carnitinfraktionen im Plasma in der Verum- und Placebo-

Gruppe vor und nach oraler Substitution

(Angabe des Mittelwertes = SE in pmol/l)

Verum Placebo
TC vor oraler Gabe 62,88 + 5,35 64,7+ 7,65
TC nach oraler Gabe 123,55+ 12,72 57,5 +5,62
FC vor oraler Gabe 50,17 £ 5,32 44 3 + 4,94
FC nach oraler Gabe 75,24 + 5,22 34,89+4,73
SCAC vor oraler Gabe 12,7+5,5 19,9 £+ 4,87
SCAC nach oraler Gabe 46,03 + 11,89 26,65 + 4,37
LCAC vor oraler Gabe 2,28 £ 0,33 2,14 £ 0,32
TC: Gesamt-Carnitin, FC: freies Carnitin; SCAC: kurzkettige Acylcarnitine;
LCAC: langkettige Acylcarnitine
Normwerte (in umol/l): Alter C FC
(MW £ 1 SD)
(Ref 117) 1.Tag 36,4+10,8 20,1 £ 6,7
2 -7 Tage 252141 149+ 3,0
8 - 28 Tage 36,7+ 10,5 27,6 +9,7
29 Tage - 1 Jahr 476 7,7 35,5+6,5
(Ref 127) altersunabhdingig  LCAC SCAC
<5 5-10
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4.2.1.1 Beurteilung des prioperativen systemischen Carnitinstatus

Mit Hilfe der Standardabweichungsscores der Korperlinge (Langen-SDS) und des
Korpergewichts  (Gewichts-SDS) erfolgte die Beurteilung des korperlichen
Entwicklungsstatus der Kinder (98).

Die Abbildungen 4.2.1.1a und 4.2.1.1b zeigen die kumulative Hiufigkeitsverteilung fiir

die untersuchten Kinder.

Abbildung 4.2.1.1a: Kumulative Prozentwerte der Standardabweichungsscores der

Korperlidnge in der Verum- und Placebogruppe
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SDS Korperlinge
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Beim Lingen-SDS zeigten in der Verumgruppe 40 % der Kinder einen Wert < -2,
welches einem Unterschreiten der 3. Perzentile entspricht. Bei 99,7 % der Patienten
fand sich ein Langen-SDS < 0, was einem Wert unterhalb der 50. Perzentile entspricht.

Bei den Kindern der Placebogruppe zeigte sich ebenfalls in 40 % ein Wert < -2, ein
Lingen-SDS < 0 fand sich in 93,3 %; somit kein signifikanter Unterschied in den beiden

Gruppen.

Abbildung 4.2.1.1b: Kumulative Prozentwerte der Standardabweichungsscores des

Korpergewichtes in der Verum- und Placebogruppe
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Beim Gewichts-SDS zeigten in der Verumgruppe 60 % der Kinder einen Wert < -2,
welches einem Unterschreiten der 3. Perzentile entspricht. Bei 86 % der Patienten fand
sich ein Gewichts-SDS < 0.

Die Kinder in der Placebogruppe zeigten in 66 % einen Wert < -2, ein Gewichts-SDS

< 0 fand sich in 92,7 %; somit war auch hier ein signifikanter Unterschied in den beiden

Gruppen nicht nachweisbar.

Auch die Ausgangswerte (zum Zeitpunkt A) fiir gesamtes und freies Carnitin wurden
anhand der Standardabweichungsscores beurteilt, weil die Normwerte fiir Carnitin
altersabhingig sind. Dies ist in den folgenden Abbildungen 4.2.1.1c und 4.2.1.1d
dargestellt; auch hier konnte kein signifikanter Unterschied in den beiden Gruppen

festgestellt werden.

Abbildung 4.2.1.1c: Standardabweichungsscore des Gesamtcarnitins im Plasma

120
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Abbildung 4.2.1.1d: Standardabweichungsscore des freien Carnitins im Plasma
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N FI
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<2 <-1 <0 <1 <2
SDS freies Carnitin (Plasma)

In der Verumgruppe zeigten 12,5 % der Kinder einen SDS-Wert fiir Gesamtcarnitin im
Plasma < 0.

Bei den Kindern der Placebogruppe fand sich in 30,8 % ein Wert < 0.
Fiir das freie Carnitin waren dhnliche Ergebnisse zu beobachten mit 37,5 % < 0 in der

Verumgruppe und 39,9 % < 0 in der Placebogruppe.

Die Verteilungskurven zeigten eine Verschiebung zu héheren Werten hin.
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4.2.2 Perioperativer systemischer Carnitinstatus

Die intravendse Supplementierung von L-Carnitin fithrte zu einem signifikanten Anstieg
aller Carnitinfraktionen in der Verumgruppe im Vergleich zum Ausgangswert vor
Substitution und im Vergleich zu den einzelnen Zeitpunkten der Placebogruppe. Die

erhohten Werte blieben auch postoperativ durchgehend bestehen.

Abbildung 4.2.2a: Gesamtcarnitin im Plasma mit bzw. ohne perioperative

Carnitinsubstitution
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* "

- —e— Carnitin
g -#-- Placebo
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c
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<
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@
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0 : : : : . :
A B C D 4 8 12 24 48
Stunden nach Ischamie

Dargestellt sind zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Mittelwerte.

Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu den einzelnen Messpunkten sind
mit einem * (p < 0,05) markiert.

Der statistische Gruppen-Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem
Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche.

A: vor Beginn der Substitution

B: nach oraler Substitution

C: nach intraoperativer iv-Gabe
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D: am Ende der Ischdmie

4,8, 12, 24, 48: Zeitpunkt in Stunden nach Ischdmie

Abbildung 4.2.2b: Freies Carnitin im Plasma mit bzw. ohne perioperative

Carnitinsubstitution
_ 2000
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£ * - Placebo
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c
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)
“ 0
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Dargestellt sind zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Mittelwerte.

Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu den einzelnen Messpunkten sind
mit einem * (p < 0,05) markiert.

Der statistische Gruppen-Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem
Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche.

A: vor Beginn der Substitution

B: nach oraler Substitution

C: nach intraoperativer iv-Gabe

D: am Ende der Ischdmie

4,8, 12, 24, 48: Zeitpunkt in Stunden nach Ischdmie
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Abbildung 4.2.2¢: Kurzkettige Acylcarnitine im Plasma mit bzw. ohne perioperative

Carnitinsubstitution
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Dargestellt sind zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Mittelwerte.

Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu den einzelnen Messpunkten sind
mit einem * (p < 0,05) markiert.

Der statistische Gruppen-Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem
Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche.

A: vor Beginn der Substitution

B: nach oraler Substitution

C: nach intraoperativer iv-Gabe

D: am Ende der Ischdmie

4,8, 12, 24, 48: Zeitpunkt in Stunden nach Ischdmie

Bei den kurzkettigen Acylcarnitinen konnten zu den Zeitpunkten am Ende der Ischdmie
bis 48 Stunden nach Ischdmie keine signifikanten Unterschiede der Plasmaspiegel im

Gruppenvergleich gefunden werden.
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Abbildung 4.2.2d: Langkettige Acylcarnitine im Plasma mit bzw. ohne perioperative

Carnitinsubstitution
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a

Stunden nach Ischamie

Dargestellt sind zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Mittelwerte.

Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu den einzelnen Messpunkten sind
mit einem * (p < 0,05) markiert.

Der statistische Gruppen-Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem
Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche.

A: vor Beginn der Substitution

C: nach intraoperativer iv-Gabe

D: am Ende der Ischdimie

8, 24: Zeitpunkt in Stunden nach Ischdmie
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Tabelle 4.2.2: Vergleich von TC und FC im Plasma in der Verum- und Placebo-

Gruppe wihrend der intravendsen Substitution

(Angabe des Mittelwertes = SE in pmol/l)

TC nach intraop iv-Gabe
TC am Ende der Ischamie

TC 4 h nach Ischamie

TC 8 h nach Ischamie

TC 12 h nach Ischémie
TC 24 h nach Ischéamie
TC 48 h nach Ischéamie
FC nach intraop iv-Gabe
FC am Ende der Ischamie
FC 4 h nach Ischamie

FC 8 h nach Ischamie

FC 12 h nach Ischamie
FC 24 h nach Ischamie

FC 48 h nach Ischamie

Verum

Placebo

1768,23 £ 194,74
555,63 + 51,07
311,84 + 21,95*
241,01 £ 32,59*
185,33 + 26,94*
172,57 + 21,89*
133,62 + 19,86*

1556,95 + 205,12*
473,03 £ 41,17*
233,98 + 22,43*
186,85 + 22,6*
141,31 £20,17*
141,24 + 20,94*

115,18 + 17,62*

59,04 + 5,71
61,72 £5,96
84,21 £7,57
60,36 + 6,8
46,48 £ 5,99
55,23 + 5,24
45,81 £6,78
30,29 + 2,46
28,58 £ 3,012
33,82 + 3,58
27,35+2,32
24,32 + 2,66
33,91 +£3,24

32,66 + 5,51

Die signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind mit einem

*(p < 0,05) markiert.
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Tabelle 4.2.2: Vergleich von SCAC und LCAC im Plasma in der Verum- und Placebo-

Gruppe wihrend der intravendsen Substitution

(Angabe des Mittelwertes = SE in pmol/l)

Verum Placebo

SCAC nach iv-Bolus 211,27 + 75,65* 28,76 + 4,57
SCAC am Ende der Ischamie 82,6 £ 28,8 33,15+5,2
SCAC 4 h nach Ischamie 77,85 + 16,45 50,39 £ 7,75
SCAC 8 h nach Ischamie 54,17 + 15,16 33,01 +£5,98
SCAC 12 h nach Ischamie 44,02 £ 9,62 22,16 +4,82
SCAC 24 h nach Ischamie 31,33+ 5,86 21,33 £ 3,65
SCAC 48 h nach Ischamie 17,11 £ 4,55 13,15+ 2,79
LCAC nach iv-Bolus 9,09 +1,37* 29+0,71
LCAC am Ende der Ischamie 5,31 £ 0,54* 3,08 + 0,56
LCAC 4 h nach Ischamie n.a. n.a.
LCAC 8 h nach Ischamie 4,92 +0,57* 2,56 + 0,54
LCAC 12 h nach Ischamie n.a. n.a.
LCAC 24 h nach Ischamie 3,32+0,28 1,68 + 0,36
LCAC 48 h nach Ischédmie n.a. n.a.

(Anmerkung: n.a.: nicht ausgewertet; aufgrund eines technischen Fehlers in der

Analytik konnten diese Werte nicht in die Auswertung miteinbezogen werden).

Die signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind mit einem

*(p < 0,05) markiert.
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4.3 Myokardialer Carnitinstatus

4.3.1 Praischamischer myokardialer Carnitinstatus

Der Einfluss der pradischdmischen L-Carnitin-Gabe auf den Gehalt an Carnitin und
energiereichen Phosphaten im rechtsatrialen Myokard vor intraoperativer Ischdmie ist in
den Abbildungen 4.3.1a und 4.3.1b dargestellt.

Vor Ischimie {iiberwiegen in der Placebogruppe kurzkettige Acylcarnitine,
demgegeniiber besteht in der Verum-Gruppe ein Verhiltnis zugunsten des freien
Carnitins. Es findet sich ein signifikanter Unterschied der Konzentration an freiem
Carnitin in der supplementierten im Vergleich zur nicht-supplementierten Gruppe.

Bei den energiereichen Phosphaten liegen in der Verumgruppe die Konzentrationen fiir
ATP und CP deutlich iiber denen der Placebogruppe; hierfiir ist ein statistischer Trend

(p <0,1) zu erkennen.

Abbildung 4.3.1a: Vergleich von Gesamt-Carnitin, freiem Carnitin, kurz- und

langkettigen Acylcarnitinen in der Placebo- bzw. Verumgruppe

vor Ischimie
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Dargestellt sind Mittelwert +SE.
n.s.: nicht signifikant
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (t-Test) sind mit einem * (p < 0,05)

markiert.

Abbildung 4.3.1b:  Vergleich von ATP und Kreatinphosphat (CP) in der Placebo-

bzw. Verumgruppe vor Ischimie
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Dargestellt sind Mittelwert + SE.

Der statistische Vergleich der Gruppen erfolgte mittels t-Test.
$:p <008

&: p <006
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Tabelle 4.3.1: Vergleich von TC, FC, SCAC, LCAC, ATP und CP im Myokard in der

Verum- und Placebo-Gruppe vor Ischidmie

(Angabe des Mittelwertes = SE in pmol/g NCP)

Verum Placebo
TC 5,13 + 0,66 4,64 + 0,68
FC 3,562 £ 0,44* 1,96 + 0,36
SCAC 1,61+0,43 2,68 +0,73
LCAC 2,17+ 0,21 1,96 + 0,22
ATP 43,38 + 10,93 24,66 + 4,08
CP 40,49 + 14,48 15,75+ 2,72

Die signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind mit einem

*(p < 0,05) markiert.
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4.3.2 Postischimischer myokardialer Carnitinstatus

Nach intraoperativer Ischdmie fanden sich signifikante Unterschiede im myokardialen
Carnitin-Gehalt zwischen beiden Gruppen.
Die bereits vor Ischdmie erhohten Werte an freiem Carnitin in der substituierten Gruppe

blieben auch nach Ischédmie signifikant erhdht bestehen.

Abbildung 4.3.2a: Vergleich von Gesamt-Carnitin, freiem Carnitin, kurz- und

langkettigen Acylcarnitinen in der Placebo- bzw. Verumgruppe

nach Ischimie

n.s. B Carnitin
5 | [1Placebo

n.s. n.s.T

Carnitinkonzentration Myokard [umol/g NCP]

Gesamt-Carnitin  freies Carnitin kurzk. Acyl-C.  langkett. Acyl-C.

Dargestellt sind Mittelwert + SE.
n.s.. nicht signifikant
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (t-Test) sind mit einem * (p < 0,05)

markiert.
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Nach Ischdmie fielen zwar auch in der Verum-Gruppe die myokardialen Spiegel an
freiem Carnitin ab, blieben jedoch sogar oberhalb der pridischdmischen Spiegel nicht-

supplementierter Patienten.

Abbildung 4.3.2b: Myokardiale Konzentrationen an freiem Carnitin pra- und

postischimisch in der Verum- und Placebogruppe

L1
1

]
1

Myokardiale FC-Konzentration
[pmol/g NCP]

wvar lschamie nach lschamie

Dargestellt sind Mittelwert +SE.
Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (t-Test) sind mit einem * (p < 0,05)

markiert.
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Die Konzentrationen der kurzkettigen Acylcarnitine zeigten nach Ischdmie keine
signifikanten Unterschiede, wenn auch die Spiegel in der substituierten Gruppe

niedriger lagen.

Der Gehalt an langkettigen Acylcarnitinen nahm in der Verumgruppe nur geringfiigig
ab, wihrend in der Placebogruppe eine nicht signifikante Zunahme zu verzeichnen war.
In der supplementierten Gruppe fand sich eine deutlich héhere FC/LCAC-Ratio von
1,17 im Vergleich zu 0,60 in der Placebogruppe.

In der Verumgruppe fielen die Spiegel der energiereichen Phosphate ATP und CP auf
unter die Hilfte des Ausgangsniveaus vor Ischdmie ab und erreichten damit diejenigen
der nicht-substituierten Patienten. Die ATP- und CP-Konzentrationen der

Placebogruppe zeigten keine Unterschiede im Vergleich vor und nach Ischémie.

Abbildung 4.3.2¢: Vergleich von ATP und Kreatinphosphat (CP) in der Placebo-

bzw. Verumgruppe nach Ischidmie
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Dargestellt sind Mittelwert +SE.

n.s.: nicht signifikant

Der statistische Vergleich der Gruppen erfolgte mittels t-Test.

Tabelle 4.3.2: Vergleich von TC, FC, SCAC, LCAC, ATP und CP im Myokard in der

Verum- und Placebo-Gruppe nach Ischimie

(Angabe des Mittelwertes = SE in pmol/g NCP)

Verum Placebo
TC 3,74 £ 0,69 3,33+0,55
FC 2,45 £ 0,36* 1,45+ 0,23
SCAC 1,29 + 0,56 1,88 + 0,41
LCAC 2,09+0,19 2,4+042
ATP 20,31 +4,75 21,70 £5,25
CP 14,83 + 3,53 13,63 + 3,43

Die signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind mit einem

*(p < 0,05) markiert.
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4.4 Verlauf der Intermediirmetabolite

Die Konzentrationen der freien Fettsiuren zeigten signifikante Anderungen im Verlauf
der perioperativen Phase sowohl in der Verum- als auch in der Placebogruppe, wenn
man die Gruppen einzeln betrachtet. Zundchst kam es zu einem signifikanten Anstieg
bis zum Zeitpunkt 4 Stunden nach Ischdmie als Ausdruck der verminderten

3- Oxidation, danach folgte ein signifikanter Abfall der freien Fettsduren zum Zeitpunkt
48 Stunden bis unter das Ausgangsniveau hinaus (ANOVA, p < 0,05).

Kein signifikanter Unterschied konnte zu den genannten einzelnen Zeitpunkten
gefunden werden, wenn man die Konzentrationen der freien Fettsduren beider Gruppen
miteinander vergleicht.

Gleichwohl finden sich in der substituierten Gruppe meist niedrigere Spiegel an freien

Fettsduren; vor allem am Ende der Ischamie ist ein deutlicher Unterschied zu erkennen.

Abbildung 4.4a: Freie Fettsduren im Plasma mit bzw. ohne perioperative

Carnitin-Supplementierung
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Dargestellt sind zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Mittelwerte.

Der statistische Gruppen-Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem
Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche.

A: vor Beginn der Substitution

B: nach oraler Substitution

C: nach intraoperativer iv-Gabe

D: am Ende der Ischdmie

4,8, 12, 24, 48: Zeitpunkt in Stunden nach Ischdmie

Auch die Konzentrationen an [-Hydroxybutyrat zeigten signifikante, gleichsinnige
Anderungen im Verlauf der perioperativen Phase, sowohl in der Verum- als auch in der
Placebogruppe einzeln betrachtet. Auch hier kam es zu einem signifikanten Anstieg bis
zu 4 Stunden nach Ischdmie als Ausdruck einer gesteigerten Ketogenese und danach zu
einem steilen Abfall bis unter das Ausgangsniveau hinaus (p < 0,05). Es konnte
wiederum kein signifikanter Unterschied zu den einzelnen Zeitpunkten gefunden

werden, wenn man die Konzentrationen der beiden Gruppen miteinander vergleicht.
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Abbildung 4.4b:

B-Hydroxybutyrat im Plasma mit bzw. ohne perioperative

Carnitin-Supplementierung

Plasma-Konzentration (umol/l)
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Dargestellt sind zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Mittelwerte.

Der statistische Gruppen-Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem
Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche.

A: vor Beginn der Substitution

B: nach oraler Substitution

C: nach intraoperativer iv-Gabe

D: am Ende der Ischdmie

4,8, 12, 24, 48: Zeitpunkt in Stunden nach Ischdmie
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Dieselben Verhiltnisse zeigten sich im Verlauf der perioperativen Phase bei den

Konzentrationsdnderungen von Laktat mit einem Anstieg in der intraoperativen und

frithen postoperativen Phase als Zeichen einer Steigerung der anaeroben Glykolyse.

Abbildung 4.4c:

Laktat im Plasma mit bzw. ohne perioperative

Carnitin-Supplementierung

Plasma-Konzentration (umol/l)
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Dargestellt sind zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Mittelwerte.

Der statistische Gruppen-Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem
Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche.

Die Zeitpunkte entsprechen denjenigen der vorangehenden Abbildungen.
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Tabelle 4.4:

Vergleich der Intermedidrmetabolite im Plasma in den beiden Gruppen

uber die perioperative Phase (Angabe des Mittelwertes + SE in umol/l)

FFS nach oraler Gabe

FFS nach intraop iv-Gabe

FFS am Ende der Ischamie

FFS 4 h nach Ischamie

FFS 8 h nach Ischamie
FFS 12 h nach Ischamie
FFS 24 h nach Ischamie
FFS 48 h nach Ischamie
3-OH nach oraler Gabe

R-OH nach intraop iv-Gabe

3-OH am Ende der Ischamie

3-OH 4 h nach Ischamie

3-OH 8 h nach Ischamie

3-OH 12 h nach Ischamie

3-OH 24 h nach Ischamie

3-OH 48 h nach Ischamie

Laktat nach oraler Gabe

Laktat nach intraop iv-Gabe

Laktat am Ende der Ischamie

Laktat 4 h nach Ischamie

Laktat 8 h nach Ischamie

Laktat 12 h nach Ischamie

Laktat 24 h nach Ischamie

Laktat 48 h nach Ischamie

Verum Placebo
1,15+ 0,17 1,09 £ 0,15
1,17 £ 0,2 1,18+ 0,16
1,02 £ 0,14 1,41+£0,19
1,45+0,2 1,48+0,18
1,18 £ 0,16 1,21 £ 0,11
0,96 + 0,11 0,92+0,13
0,84 +0,2 0,66 + 0,08
0,6 +£ 0,08 0,67 + 0,08
1,97 £ 0,6 1,92 £ 0,54
211104 2,25+0,43
2,64 + 0,56 2,77 £ 0,42
3,06 +0,7 3,14 £ 0,81
2,62+0,72 2,62 + 0,66
2,05+ 0,51 2,1+0,56
0,8 +0,23 0,77 £0,2
0,59+0,18 0,6 +0,16
1,42 +0,19 1,27 £ 0,16
1,33+0,15 1,32+0,18
1,81+0,18 1,94 £ 0,23
2,62 + 0,47 2,78+0,43
1,9+0,29 2,17+0,3
1,56 £ 0,15 1,89 + 0,22
1,36 £ 0,17 1,62+0,16
1,27 + 0,19 1,24 + 0,13
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4.5 Postoperativer klinischer Verlauf

4.5.1 Postoperativer Bedarf an positiv inotropen Medikamenten

Der postoperative Bedarf an positiv inotropen Medikamenten wurde als Parameter
gewdhlt, um einen Einfluss der Carnitinsubstitution auf den klinischen Verlauf zu
ermitteln.

Dieser Bedarf wurde mittels eines Scores objektiviert (siehe unter Kap. 3.4.2).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede im Bedarf an positiv inotropen

Medikamenten zu den einzelnen Zeitpunkten in den beiden Gruppen festgestellt.

Abbildung 4.5.1a: Postoperativer Bedarf an positiv inotropen Medikamenten

in dem supplementierten sowie dem nicht-supplementierten
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Dargestellt sind zur besseren Ubersichtlichkeit nur die Mittelwerte.

Der statistische Gruppen-Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem
Student-Newman-Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche.

4,8, 12, 24, 48: Zeitpunkt in Stunden nach Ischdamie
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Bezogen auf den Ausgangsbedarf an positiv inotropen Medikamenten vier Stunden nach
Ende der Ischdmie ergab sich zu dem Zeitpunkt 48 h nach Ende der Ischdmie in der
Verumgruppe eine signifikante Reduktion des Inotropika-Bedarfes als Zeichen einer
schnelleren Riickbildung der Katecholaminpflichtigkeit und damit einer schnelleren

Erholung des Myokards.

Abbildung 4.5.1b: Anderung des postoperativen Inotropika-Bedarfes 8 - 48 Stunden

nach Ende der Myokard-Ischimie in der Verum- und

Placebogruppe
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Dargestellt sind Mittelwert +SE.

n.s.: nicht signifikant

8, 12, 24, 48: Zeitpunkt in Stunden nach Ischdimie

Der statistische Vergleich erfolgte mittels ANOVA mit nachfolgendem Student-Newman-
Keuls-Test fiir Mehrfach-Vergleiche; * : p < 0,05.
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Tabelle 4.5.1a: Bedarf an positiv inotropen Medikamenten 4 - 48 h postoperativ

in der Verum- und Placebogruppe

(Angabe des Katecholamin-Scores als Mittelwert + SE)

Verum Placebo
Score-Wert 4 h postoperativ 3,31+£0,43 2,5+0,38
Score-Wert 8 h postoperativ 3,08 £ 0,47 2,7+0,38
Score-Wert 12 h postoperativ 3,29 £ 0,41 2,7+0,36
Score-Wert 24 h postoperativ 3,46 £ 0,45 2,9+0,35
Score-Wert 48 h postoperativ 2,75+ 0,51 2,97 £ 0,35
Tabelle 4.5.1b: Reduktion des Katecholaminbedarfes 8 - 48 h nach Ende der

Ischimie im Vergleich zum Ausgangswert 4 h nach Ende der

Ischimie in der Verum- und Placebogruppe

Verum Placebo
8 h nach Ischamie-Ende -0,04 £ 0,09 0,2+0,15
12 h nach Ischamie-Ende 0,17 £ 0,17 0,2+0,2
24 h nach Ischémie-Ende 0,17 £ 0,17 0,2+0,2
48 h nach Ischamie-Ende - 0,38 + 0,49* 0,47 £ 0,27

Die signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind mit einem

*(p < 0,05) markiert.

85



4.5.2 Beatmungsdauer

Die Beatmungsdauer war in der Gruppe der nicht-substituierten Patienten hoher als in

der Verumgruppe, wenn auch nicht signifikant.

Abbildung 4.5.2: Beatmungsdauer in der Verum- und Placebogruppe
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Dargestellt sind Mittelwert + SE.

Tabelle 4.5.2: Beatmungsdauer in der Verum- und Placebogruppe

(Angabe des Mittelwertes + SE in Minuten)

Verum Placebo

Beatmungsdauer 113,77+ 20,63 158,33 + 44,33
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S. DISKUSSION

5.1 Methodische Aspekte

5.1.1 Carnitinbestimmung

Die Messung der einzelnen Carnitinfraktionen erfolgte mittels einer radioenzymatischen
Methode, modifiziert nach McGarry and Foster (74) und Schmidt-Sommerfeld et al.
(117).

Diese stellt das Standard-Verfahren zur Bestimmung von freiem Carnitin und Gesamt-
Carnitin dar (32, 41). Mit der Tandem-Massenspektrometrie (TMS) zur Differenzierung
der verschiedenen Carnitin-Ester steht neuerdings ein schnelles Verfahren zur
Verfligung, bei dem nur geringe Mengen an Serum (ca. 50 pl) benétigt werden, welches
jedoch auch sehr kostspielig ist und weiterer Erfahrung in der Etablierung der Methode

in der Zukunft bedarf (45, 55, 82).

Bei der in vorliegender Arbeit dargestellten Methode erfolgte die Differenzierung durch
Perchlorsdurefallung und Hydrolyse in freies Carnitin, kurzkettige (Carnitinester mit < 4
C-Atome) und langkettige Acyl-Carnitine (Carnitinester mit > 14 C-Atome).

Bei ersterer ist es wichtig, eine ausreichende Zahl an Waschschritten mit Perchlorsdure
durchzufithren, um die Separation der einzelnen Carnitinfraktionen zu optimieren.
Ansonsten kann es zu einer Uberschitzung des Pools an langkettigen Acylcarnitinen
kommen; hierin ist eine Ursache fiir die differierenden Ergebnisse unterschiedlicher
Arbeitsgruppen zu sehen.

Eine optimale Separation konnte mit zwei Waschschritten erreicht werden (32, 41, 49).
Bei der Hydrolyse ist zu beachten, dass Ineffizienz zu falsch niedrigen Werten an
Gesamt-Carnitin fithrt, weil sich noch verestertes Carnitin der Methode entzieht. Bei
einer Inkubation von 2 Stunden bei 65° im Wasserbad konnte die beste

Wiederfindungsrate fiir Palmitoyl-Carnitin erreicht werden (49).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die ermittelten Muskelgewebe-Konzentrationen

auf Gramm Nicht-Kollagen-Protein als Referenzsystem bezogen. Bei Verwendung des
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Feuchtgewichtes als BezugsgrofBe wurde eine grofere Variabilitit der Carnitin-
Konzentrationen beschrieben (104).

Als Nachteil ist zu bewerten, dass die gemessenen Carnitinspiegel im Gewebe einen
Durchschnittswert des Muskelhomogenats reflektieren und nicht wie im Tierexperiment
die als bedeutsam beschriebenen Verschiebungen zwischen den verschiedenen
intrazelluldren Kompartimenten aufzeigen. Dies gilt sowohl fiir die Umverteilung
zwischen Mitochondrium und Zytosol als auch fiir die subsarcolemnale Akkumulation

von langkettigen Acylcarnitinen (9, 43, 67, 76, 104, 148).

5.1.2 ATP - und CP-Bestimmung

Die Bestimmung von ATP und CP (Kreatinphosphat) mittels eines kommerziellen
Biolumineszenz-Assays ist ein etabliertes und aussagekréftiges Verfahren (35, 143).

Die hier angewandte Methode stiitzt sich auf Untersuchungen von Walther zur
Verbesserung der Analyse (143). Zu bedenken ist, dass die ATP-Bestimmung aus einem
Homogenat der gesamten Mpyokardzellen vorgenommen wurde und somit keine
Riickschliisse auf den ATP-Gehalt der unterschiedlichen Zellkompartimente gezogen
werden konnen. AuBBerdem beschreibt der ATP-Gehalt eine statische Momentaufnahme
des Myozyten ohne Beriicksichtigung des ATP-Umsatzes der Muskelzelle.

Als alternative Methoden stehen die HPLC (high pressure liquid chromatographie) bzw.
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie und als nichtinvasives Verfahren die

indirekte Bestimmung mittels NMR-in vivo-Spektroskopie zur Verfiigung (71).

Die Kreatinphosphat-Bestimmung mittels Biolumineszenz ist im Vergleich zu anderen
etablierten Verfahren gleicher Sensitivitéit, wie z.B. der HPLC und der NMR-in vivo-
Spektroskopie, als arbeitsintensiv und relativ unpraktikabel zu bewerten und fiir einen

hohen Probendurchsatz nicht geeignet (71, 143).

88



5.1.3 Metabolite des Intermediar-Stoffwechsels

Ohne wesentliche Verdnderungen wurden bewédhrte, in der klinisch-chemischen
Routine-Diagnostik angewandte, kolorimetrische bzw. enzymatisch-fluorimetrische
Mikro-Methoden zur Bestimmung von freien Fettsduren, 3-Hydroxybutyrat und Laktat

eingesetzt.

5.1.4 Patientenkollektiv

Wie aus Tabelle 3.1 in Kapitel 3 ersichtlich, zeigen die Placebo- und Verumgruppe im
Vergleich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der hidmodynamischen
Ausgangssituation, der klinischen Daten und der intraoperativen Parameter.

Es liegen demnach vergleichbar homogene Stichproben in beiden Gruppen vor.

5.1.5 Medikamentose Substitution

Die Dosisfindung zur Carnitinsubstitution bei kardiochirurgischen Eigriffen muss unter
besonderer Beriicksichtigung des Myokardstoffwechsels erfolgen.

Tierexperimentelle Studien demonstrieren eine langsame Carnitinaufnhahme des
Myokards (Halbwertszeit des gesamten myokardialen Umsatzes: 60 Stunden), so dass
der zeitliche Abstand zwischen Carnitin-Gabe und intraoperativer Ischdmie eine
besondere Rolle spielt. Ebenfalls bedeutsam fiir die Anhebung der Carnitinspiegel ist
die tubuldre Reabsorptionsrate.

Bei oraler Administration muss auch die niedrige Bioverfligbarkeit und die Sattigbarkeit
der intestinalen Resorption beachtet werden.

Tierexperimentell erwies sich eine Carnitin-Perfusion (10mM) {iber 60 Minuten
gegeniiber 15 Minuten prdischdmisch als effektiv. Da die carnitinspezifischen
Transportsysteme der Zellmembran bei physiologischen Carnitinkonzentrationen fast
vollstindig  gesittigt sind, erfolgt die weitere Carnitinaufnhahme durch
konzentrationsabhingige freie Diffusion. Bei extrazelluliren Konzentrationen zwischen

100 umol/l und 1000 pmol/l kann die freie Diffusion von Carnitin signifikant zur
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Erhohung des zelluliren Carnitinpools beitragen. Diese kinetischen Eigenschaften
erkldren die relative Resistenz einer myokardialen Carnitindefizienz gegeniiber einer
oralen  Carnitingabe und erkliren die  Notwendigkeit stark erhohter
Plasmacarnitinspiegel zur Anhebung des myokardialen Carnitingehalts bei Stérungen
des spezifischen sarkolemnalen Transportprozesses (1, 13, 135).

Die préoperative orale Dosierung von 100 mg/kg KG orientiert sich an den {iblichen
Therapierichtlinien bei primdrem Carnitinmangel. Die Aufteilung in 3 Einzeldosen 24 h
préoperativ beriicksichtigt den Zeitfaktor, hat sich aulerdem als praktikabel erwiesen
und fiihrte zu einer Anhebung der préaoperativen Konzentrationen an Gesamtcarnitin und
freiem Carnitin im Plasma um 100 bzw. 50 % (siche Tabelle 4.2.1).

Die perioperative intravendse Substitution orientiert sich an den im Tierexperiment als
effektiv gefundenen Dosen. Auch hier konnte unter der eingesetzten Dosierung ein
signifikanter Anstieg von Gesamt-Carnitin und freiem Carnitin im Plasma gefunden

werden (sieche Kap. 4.2.2).

5.2 Carnitinstoffwechsel bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern

5.2.1 Praoperativer systemischer Carnitinstatus

Veroftentlichungen zum Carnitin-Stoffwechsel bei Kindern allgemein und mit
angeborenen Herzfehlern im besonderen sind selten, insbesondere, wenn man
unterschiedliche Altersgruppen betrachten will. Die bisher umfangreichsten Arbeiten
stammen von Kreuder (60, 62) und Schmidt-Sommerfeld et al. (91, 92, 112, 114, 115,
116, 117); letzterer Arbeit sind auch die hier zugrunde gelegten Normwerte fiir die
Carnitinfraktionen im Plasma entnommen. Sie decken sich groftenteils mit den in
Tabelle 5.2.1 aufgelisteten Plasma-Carnitin-Werten verschiedener Arbeitsgruppen. Die
in der hier vorliegenden Arbeit erhobenen Werte flir Gesamt-Carnitin und freies
Carnitin in der Altersgruppe bis 1 Jahr vor Beginn der Substitution liegen im Vergleich
jedoch um 20-30 % hoher (sieche Abb. 4.2.1.1c und 4.2.1.1d). Da Siduglinge mit
angeborenen Herzfehlern, die im ersten Lebensjahr operiert werden miissen, in aller
Regel himodynamisch stirker kompromittiert sind als dltere Kinder mit angeborenen

Herzfehlern und spéterer Korrekturoperation, konnte hierbei eine verminderte renale
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Filtration bei schlechter Herzfunktion eine Rolle spielen. Auch sollte man von einem
einzelnen Plasma-Carnitin-Wert nicht Riickschliisse auf den Carnitingehalt im Myokard
ziehen, der trotzdem erniedrigt sein kann.

Aufgrund der besonderen physiologischen Gegebenheiten im Sduglingsalter wéren eher
erniedrigte Carnitinspiegel zu erwarten gewesen, wie auch Kreuder in seiner Arbeit zum
Carnitinstoffwechsel bei Kindern zeigen konnte (60).

Seine Untersuchungsergebnisse an Kindern mit angeborenen Herzfehlern zeigten sogar
in ca. 25 % der Félle eine systemische Carnitin-Defizienz, wobei die Altersgruppen
nicht getrennt verglichen wurden.

Als Hauptursache wurde eine unzureichende alimentdre Zufuhr oder ungeniigende
enterale Resorption diskutiert, wie sie bei chronisch kranken Kindern hiufig vorkommt

und gleichzeitig mit einer Wachstumsretardierung und Untererndhrung einhergeht.

Die Kriterien einer Wachstumsretardierung bzw. Untererndhrung erfiillten in dem hier
vorliegenden Patientenkollektiv ungefdhr 50 % (siehe Kap. 4.2.1.1). Als Ursachen
werden eine unzureichende orale Nahrungsaufnahme, eine intestinale Malabsorption,
ein gesteigerter Energieverbrauch und gehédufte Infektionen bei der zugrunde liegenden
chronischen Erkrankung angesehen (123, 150).

Es konnte auch keine deutliche Verschiebung der Verteilungskurve der
Carnitinkonzentrationen im Plasma zu erniedrigten Werten beobachtet werden. Nur ca.
10 % der untersuchten Sauglinge erfiillte die Kriterien einer systemischen
Carnitindefizienz (SDS < - 2).

Dennoch sollte das erhohte Risiko der Entwicklung einer systemischen
Carnitindefizienz bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern Beachtung finden.

Dies unterstreicht vor allem auch bei Sduglingen, die ja in besonderem Maf3e auf die
exogene Zufuhr von Carnitin angewiesen sind, die klinische Bedeutung einer adidquaten

korperlichen Entwicklung.
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Tabelle 5.2.1: Publizierte Daten zum Carnitingehalt im Plasma im Kindesalter

TC FC SCAC LCAC Einheit Methodik Alter Status Referenz
64,7+7,7 44.3+4.9 19,9+4.9 2,1+0,3 umol/l REA 0-1 Jahre herzkrank hier (Placebo)
47,6x£7,7 35,5+6,5 umol/l REA 0-1 Jahre gesund 117 (Normwerte)
5-10 <5 umol/1 REA 0-16 Jahre = gesund 127 (Normwerte)
31 11 3 umol/l REA 0-16 Jahre  herzkrank 60
20,2+0,3 pumol/1 (1) 61 herzkrank 36
39+0,8 pumol/1 (1) 61l gesund 36
51,149,1 40,2+6,1 umol/1 (2) 7d-1Jahr gesund 145

Angabe : Mittelwert £ SD; REA: Radioenzymatischer Assay; (1): Enzymatische Methode; (2): Radiometrische Methode von Parvin and Pande (145)



5.2.2 Myokardialer Carnitinstatus

Kreuder beschrieb erstmalig Konzentrationen einzelner Carnitin-Fraktionen im
Myokard bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern, ihre funktionelle Bedeutung und
mogliche Einflussfaktoren. Die hier vorgelegten Untersuchungsergebnisse beziehen sich
nur auf die Altersgruppe der Sduglinge. Untersuchungen zum myokardialen
Carnitingehalt speziell in dieser Altersgruppe liegen bisher nur im Rahmen autoptisch
gewonnener Proben fiir Frith- und Neugeborene vor (91). Studien {iber den
Carnitingehalt bei gesunden und herzkranken Erwachsenen sind im grof8eren Umfang
vorhanden; aufgrund mehrerer methodischer Unterschiede (wie Probengewinnung,
Carnitinmessung, Art des Referenzsystems) jedoch schwer vergleichbar (95, 103, 104,
125, 131).

Die Tabelle 5.2.2 stellt einen ausgewihlten Teil der bisher publizierten Ergebnisse den
hier gewonnenen Daten gegeniiber. Im Rahmen der vorgelegten Studie wurde aus
ethischen Uberlegungen darauf verzichtet, eine Kontrollgruppe in Form von Myokard-
Biopsien aus Spender-Herzen bei Herztransplantationen im Sduglingsalter zu etablieren.
Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten myokardialen Carnitinkonzentrationen in der
nicht-substituierten Gruppe vor Beginn der Myokardischdmie liegen unterhalb der von
den anderen Arbeitsgruppen angegebenen Werte. Die Konzentrationen fiir gesamtes und
freies Carnitin in der Verumgruppe prdischdmisch liegen hoher und sind mit den
Ergebnissen der anderen Arbeitsgruppen vergleichbar. So kdnnte zumindest filir einen
Teil der Sauglinge mit angeborenen Herzfehlern trotz erhohter Plasma-
Carnitinkonzentrationen von einer Carnitindefizienz des Myokards ausgegangen

werden.

Um die intraoperative Belastung moglichst gering zu halten, wurde auch im
Einvernehmen mit den Herzchirurgen abgesprochen, eine Myokardprobe entsprechend
der chirurgischen Schnittfiihrung aus dem rechten Vorhof zu entnehmen, obschon
vorangehende Untersuchungen Unterschiede im rechtsatrialen und rechtsventrikuldren
Myokard hinsichtlich méglicher Einflussfaktoren auf den Carnitingehalt zeigten (60, 95,
104).
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Wihrend hdmodynamische Faktoren keinen FEinfluss auf den rechtsatrialen
Carnitingehalt hatten, erwiesen sie sich als entscheidende Faktoren der
rechtsventrikuldren Carnitin-Konzentration. So ist die mechanische Leistungsfahigkeit
des rechten Ventrikels mit hoheren metabolischen Anforderungen in Form einer
suffizienten Oxidation von Glukose und Fettsduren verbunden. Darum finden sich im
rechtsventrikuléren gegeniiber dem rechtsatrialen Myokard auch zum Teil hohere
Carnitin-Konzentrationen.

Der Carnitin-Gehalt des atrialen Myokards folgt eher passiv den korrespondierenden
Carnitin-Spiegeln im Plasma, erweist sich aber als ausreichend reprasentativ
hinsichtlich des globalen myokardialen Carnitin-Status.

Es wire interessant, in zukiinftigen Studien den Carnitingehalt bei Sduglingen in
verschiedenen Bezirken des Myokards und insbesondere im rechten Ventrikel weiter zu

untersuchen.

Bei Betrachtung der funktionellen Unterschiede von freiem Carnitin und kurzkettigen
Carnitin-Estern werden die Zusammenhdnge zwischen einzelnen Carnitinfraktionen und
mechanischer Herzfunktion deutlich: Wihrend kurzkettige Acylcarnitine (liberwiegend
Acetyl-Carnitin) durch die enge Kopplung von Carnitin-Pool und CoA-SH/Acyl-CoA-
Pool die intramitochondriale Acetyl-CoA-Konzentration widerspiegeln, reflektiert freies
Carnitin die intrazelluldre Verfiigbarkeit von Carnitin. Die angesprochene Acetyl-CoA-
Konzentration wird durch die Produktion von Acetyl-CoA durch Fettsdure- und
Glukose-Oxidation aber auch der Utilisation von Acetyl-CoA im Citratzyklus
entscheidend bestimmt. Eine Erhohung des mitochondrialen Acetyl-CoA-Spiegels kann
also sowohl durch forcierte Fettsdure-Utilisation als auch durch eine Hemmung von
Atmungskette und Citratzyklus bedingt sein. Hypoxdmie fiihrt zu verminderter
Utilisation von Acetyl-CoA im Citratzyklus und der Atmungskette und nachfolgend zur
Erhohung von Acetyl-CoA und Acetyl-Carnitin (54, 89, 119, 122, 144).

In der vorliegenden Arbeit fanden sich im myokardialen Ausgangsstatus in der
Verumgruppe signifikant erhohte Konzentrationen an freiem Carnitin und nicht
signifikant erniedrigte Spiegel kurzkettiger Acylcarnitine. Die Carnitinsubstitution
fiihrte somit zu erh6hten myokardialen Spiegeln an freiem Carnitin und zu einem

verminderten Anfall von Acetyl-CoA und damit spéter auch von Acetyl-Carnitin.

94



Tabelle 5.2.2: Publizierte Daten zum Carnitingehalt im Myokard im Kindes- und Erwachsenenalter

TC FC SCAC LCAC Einheit Ort Préparation Alter Referenz
4,64+0,7 1,96+0,4* 2,68+0,7 1,96+0,2 umol/g NCP RA intraoperativ 0 -1 Jahre hier, P.
5,13+0,7 3,52+0,4* 1,61+0,4 2,17+0,2 umol/g NCP RA intraoperativ 0 -1 Jahre hier, V.
5,31+0,3 2,4+0,2 2,4+0,2 0,45+0,1 umol/g NCP RA intraoperativ 0-16Jahre 60
5,47+0,95 umol/g NCP ges. Herz Autopsie 10 - 28 Tage 91
42+1,1 2,1+0,8 umol/g NCP RA HTx, Explantat 0,5 - 64 Jahre 95

4,8 umol/g NCP RA HTx, Explantat Erwachsene 103
9,9+0,8 9,7+0,7 umol/g NCP RV EMB (gesund) Erwachsene 104
6,1+0,5 4,6+0,4 umol/g NCP RV EMB (Hi) Erwachsene 104

Angabe: Mittelwert £ SD; RA: rechter Vorhof; RV: rechter Ventrikel; HTx: Herztransplantation; EMB: Endomyokard-Biopsie; Hi: Herzinsuffizienz; P: Placebo;

V: Verum (jeweils vor Ischdmie); *: p <0,05
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5.2.3 Carnitinmetabolismus wihrend kardiochirurgischer Eingriffe

Mogliche Auswirkungen kardiochirurgischer Eingriffe auf den Myokardstoffwechsel

sind in Kapitel 1.2.3 einleitend beschrieben.

Die Anderungen des myokardialen Carnitinstoffwechsels sind Teil der komplexen
metabolischen Antwort des Myokards auf Ischdmie und Reperfusion, die bei
kardiochirurgischen Eingriffen zusdtzlich durch Hypothermie und Kardioplegie
modifiziert werden.

Es konnten signifikante Verluste von freiem Carnitin sowie von kurzkettigen
Acylcarnitinen nach Applikation von kristalloider, fettsdure-freier Kardioplegie, nach
Ischdmie und partieller Blut-Reperfusion verzeichnet werden (80).

Perioperative Verdnderungen des systemischen Carnitinstatus sind durch eine passagere
Reduktion von freiem Carnitin aufgrund einer verminderten tubuldren Riickresorption
als Ausdruck der renalen Dysfunktion nach extrakorporaler Zirkulation zu deuten (58,

86, 149).

Tierexperimentelle ~ Untersuchungen  zeigten  signifikante ~ Anderungen  des
intramyokardialen Carnitin-Metabolismus bei Ischdmie, deren Ausprigung wesentlich
von der Art der Ischimie (kein Fluss oder niedriger Fluss), dem Substrat der
Organperfusion (Blut, Glukose, Fettsduren) und der Tierspezies bestimmt wird. Eine
akute Ischdmie fiihrte aufgrund der Hemmung der Atmungskette zu einer Reduktion von
freiem Carnitin und einer Akkumulation von kurz- und langkettigen Acylcarnitinen im

Myokard (54, 90, 119, 122, 144).

In Vorstudien durchgefiihrte Untersuchungen am Myokardgewebe herzoperierter Kinder
ergaben eine signifikante Reduktion des Carnitingehaltes nach Ischdmie, der mit einem
erhohten postoperativen Bedarf an positiv inotropen Medikamenten einherging (60).
Vor allem die Assoziation zwischen postoperativer kontraktiler Myokard-Funktion und
Verlust von freiem Carnitin aus dem ischdmischen Myokard war ein wesentliches
Ergebnis. Niedrige préoperative  Sauerstoffsdttigungen und eine ldngere
Gesamtischdmiezeit waren mit einem erhohten myokardialen Verlust von freiem

Carnitin assoziiert.
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Die quantitativen Auswirkungen einer verminderten intrazelluliren Verfiigbarkeit von
freiem Carnitin auf die Fettsdure-Oxidation werden kontrovers diskutiert (17, 144).
Indessen ist zu bedenken, dass Carnitin aufgrund seines modulierenden Einflusses auf
die intramitochondriale Verfiligbarkeit von freiem CoA noch in enger Beziehung zur
Glukose-Oxidation und zum Citratzyklus steht. Einer Stérung der Glukose-Oxidation
und Depletion von Intermedidr-Metaboliten des Citratzyklus® wird eine wesentliche
Rolle in der Genese der myokardialen Schidigung nach Ischdmie und Reperfusion und
der funktionellen Erholung nach globaler Schadigung des Myokards zugesprochen (19,
67, 132).

In der hier vorgelegten Untersuchung konnte diese Beobachtung bestitigt werden:

Eine Reduktion des gesamten und des freien Carnitins sowie der kurzkettigen
Acylcarnitine nach Myokardischimie sowohl in der Verum- als auch in der
Placebogruppe um ca. 30 % waren die wesentlichen metabolischen Konsequenzen im
Myokard nach fettsdure-freier kristalloider Kardioplegie, Ischdmie und partieller Blut-
Reperfusion (siehe auch Kapitel 4.3.1).

Unabhéngig von einer gestorten Fettsdureoxidation kommt einer globalen Schidigung
der Herzmuskelzellmembran, deren Integritit entscheidend den myozytiren
Carnitingehalt beeinflusst, eine kausale Bedeutung zu, erkennbar an der Assoziation des

Verlustes von freiem Carnitin zum postischdmischen CK-MB-Wert (13, 124, 139, 140).

Ein Zusammenhang zwischen biochemischen und funktionellen Parametern im
Myokard konnte bei den energiereichen Phosphaten ATP und Kreatinphosphat nicht
beobachtet werden (60). Diese Beobachtung konnte darauf schlieBen, dass Anderungen
des myokardialen Carnitin-Stoffwechsels eine groflere Bedeutung fiir die postoperative
Pumpfunktion des Herzens besitzen als globale Anderungen der energiereichen

Phosphate.
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5.3 Carnitinsupplementierung bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern

5.3.1 Tier- und humanexperimentelle Grundlagen

a) bei kardialer Volumen- und Druckbelastung:

Kantor et al. konnten in einer tierexperimentellen Studie an Herzen neugeborener
Schweine zeigen, dass eine friihe linksventrikuldre Volumenbelastung mit konsekutiver
Hypertrophie zu einer verzdgerten Reifung der Enzyme der Fettsdureoxidation im
neugeborenen Herzen fiihrt (57).

An Truthdhnen mit Kardiomyopathie fanden Pierpont et al. signifikant erhohte Werte
an freiem Carnitin, kurz- und langkettigen Carnitinester im Plasma sowie erhdhte
Konzentrationen von freiem Carnitin und kurzkettigen Carnitinester in der Leber. Die
erhéhten Carnitinkonzentrationen konnten nach Ansicht der Autoren ihre Ursache in
einer verstirkten Biosynthese bei arterieller Hypotonie und zunehmender kardialer
Dysfunktion bei Kardiomyopathie haben, um die Fettsdureoxidation als kardiale
Hauptenergiequelle zu fordern (94).

Erhohte Plasma-Carnitinwerte (freies Carnitin und Acylcarnitin) werden auch bei
verminderter renaler Perfusion beschrieben, die z. B. auch bei Kkardialer
Funktionsstorung vorliegt (105).

In aufgrund einer Stenose in der aortalen Ausflussbahn hypertrophierten Rattenherzen
wurden erniedrigte Carnitinwerte gefunden - als Folge einer reduzierten
carriervermittelten Carnitinaufhahme bei gleichbleibender Carnitinaufnahme per

diffusionem im Myokard (106).

b) bei kardialer Ischidmie:

Wie schon eingangs im Kapitel Einleitung unter 1.2.2 nédher beschrieben, werden dem
Carnitin protektive Effekte auf das ischdmische Myokard zugesprochen.

Versuche an isolierten wie auch an in-situ-Herzen haben gezeigt, dass eine
prdischamische Gabe von Carnitin der ischdmiebedingten Schiadigung des Myokards
entgegenwirken kann. Diese positive Wirkung liel sich an einer Verbesserung der
postischdmischen myokardialen Pumpfunktion, einer Verminderung der ischidmisch
bedingten Depletion energiereicher Phosphate und einer verminderten Haufigkeit

postischdmischer Arrhythmien erkennen (19, 20, 42, 65, 72, 90, 121, 130).
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Vary et al. beschrieben, dass eine Reduktion der Koronardurchblutung innerhalb von
Minuten zu um 80-90% erniedrigten Werten an Kreatinphosphat, gefolgt von einer
langsameren Abnahme an ATP und Herzmuskelkontraktilitat, fiihrt (141).

Eine weitere tierexperimentelle Studie untersuchte den Einfluss von exogen
zugefiihrtem Carnitin im Perfusat auf die Carnitinaufnahme an isolierten Rattenherzen.
Es kam zu einem signifikanten Anstieg der myokardialen Konzentrationen an ATP und
der einzelnen Carnitinfraktionen am Ende der Reperfusion (80).

Tatlican et al. zeigten an einer Studie mit Schweineherzen auf, dass der protektive
Effekt von L-Carnitin wihrend normothermischer Ischdmie dosisabhingig ist und dass
die Gabe von Carnitin vor Beginn der Ischidmie erfolgen muss (134).

Eine Studie an isolierten Rattenherzen fand wéhrend Ischdmie erniedrigte
Signalintensitéten von Kreatinphosphat und ATP in der Magnetresonanztomographie.
Durch Gabe von Carnitin in der Reperfusion kam es zu einem verbesserten

Wiederanstieg der Konzentrationen an energiereichen Phosphaten (71).

In humanexperimentellen Untersuchungen wurde ein anti-ischdmischer Effekt einer
Carnitin-Supplementierung bisher vor allem an Erwachsenen mit einer koronaren
Herzerkrankung untersucht. Dieser protektive, nicht unumstrittene Effekt dullerte sich in
einer  verbesserten  linksventrikuldren =~ Pumpfunktion,  einer  gesteigerten
Laktatverwertung bei korperlicher Belastung sowie einer verminderten Rate an
Rhythmusstorungen und EKG-Verdnderungen (38, 39, 56, 59).

Drei Studien mit dhnlichem Studienaufbau im Vergleich zu der hier vorgelegten Arbeit
untersuchten den Effekt einer perioperativen Carnitin-Substitution bei aorto-coronarer
Bypass-Operation bzw. Mitralklappenersatz erwachsener Patienten:

Demeyere et al. fanden keinen positiven Einfluss einer prdoperativen Carnitingabe auf
die postoperative himodynamische Myokardfunktion und den Gehalt an energiereichen
Phosphaten im linksventrikuldren Gewebe (29).

Demgegeniiber fanden Bohles et al. in der supplementierten Gruppe signifikant hdhere
Konzentrationen an ATP und freiem Carnitin sowie signifikant niedrigere Werte von
langkettigen Acylcarnitinen im rechten Vorhofmyokard. Die Patienten bendtigten
weniger inotrope Medikamente (11).

In der Untersuchung von Pastoris et al. hatten die supplementierten Patienten

signifikant erhohte Serumkonzentrationen an Carnitin vor Ischdmie; ein

99



Konzentrationsunterschied von Carnitin im Myokard des rechten Vorhofes direkt vor
Ende der Ischdmie konnte jedoch nicht ausgemacht werden. Bei den
carnitinsupplementierten Patienten mit Mitralklappenersatz wurden signifikant hohere
Konzentrationen an Pyruvat, ATP und Kreatinphosphat im Herzmuskel gefunden (88).
Kreuder et al. untersuchten 1994 den myokardialen Carnitin-Stoffwechsel bei
kardiochirurgischen Eingriffen im Kindes- und Jugendalter. Sie fanden postischdmisch
einen signifikanten Abfall der Carnitin-Konzentration und des ATP-Gehaltes im rechten
Vorhof, wobei der Carnitin-Verlust bei Kindern unter 1 Jahr grofer war. Weiterhin
wurde am ersten postoperativen Tag ein signifikanter Anstieg der Plasma-Werte flir
Acylcarnitin, Fettsduren und 3-Hydroxybutyrat beobachtet (62).

Sawa et al. konnten aufzeigen, dass wéahrend kardiochirurgischer Korrektureingriffe bei
Neugeborenen mehr mitochondriale Strukturen zerstort wurden als bei dlteren Kindern
(110).

Studien zur perioperativen Carnitinsupplementierung bei kardiochirurgischen Eingriffen

angeborener Herzfehler im Sduglingsalter liegen bisher nicht vor.

5.3.2 Perioperativer Carnitinstatus unter Supplementierung

5.3.2.1 Systemischer Carnitinstatus

Die vorgelegten Ergebnisse zur perioperativen Carnitinsubstitution zeigten in der
Verumgruppe im Vergleich zur Placebogruppe signifikant erhohte Plasmaspiegel an
freiem Carnitin und Gesamtcarnitin schon nach oraler Substitution, die iiber den
gesamten intra- und postoperativen Zeitraum fortbestanden.

Das supplementierte Kollektiv zeigte nach parenteraler Substitution signifikant erh6hte
Konzentrationen an kurzkettigen Acylcarnitinen.

Erhohte Plasmaspiegel an langkettigen Acylcarnitinen wurden in der Verumgruppe zu
den Zeitpunkten C, D und 8 h nach Ischdmie-Ende gefunden (siehe auch Kapitel 4.2.1
und 4.2.2).
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5.3.2.2 Myokardialer Carnitinstatus

Intraoperative Ischdmie, kalte kristalloide Kardioplegie und partielle Blut-Reperfusion
fiihrten sowohl in der Verum- als auch in der Placebogruppe zu einem &hnlichen Verlust
an myokardialem freiem Carnitin von 30 % bzw. 25%. Jedoch zeigten Patienten mit
Carnitin-Supplementierung weiterhin signifikant hohere myokardiale Konzentrationen
an freiem Carntin als die Placebo-Gruppe (siche auch Kapitel 4.3). Dies ist insofern
bedeutsam, als freies Carnitin die intrazellulire Verfiigbarkeit von Carnitin
widerspiegelt, welche eine protektive Rolle im ischdmiebedrohten Myokardstoffwechsel
spielt. Die relative Carnitinanreicherung des Myokards nach Carnitinsupplementierung
bestand demzufolge im postischdmischen Myokard fort und belegt die Verbesserung des

myokardialen Carnitinmetabolismus (siehe auch Kapitel 4.3.2).

Der Gehalt an langkettigen Acylcarnitinen im Myokard nahm in der Verumgruppe
postoperativ nur geringfiigig ab, wihrend in der Placebogruppe eine (nicht signifikante)
Zunahme zu verzeichnen war. Die Carnitin-supplementierte Gruppe zeigte jedoch eine
deutlich hohere Ratio von FC/LCAC als die Placebo-Gruppe (siehe auch Kapitel 4.3.2).
Insofern konnte man der Carnitin-Supplementierung eine Schutzwirkung vor einer
Erhohung der potentiell toxisch-arrhythmogen wirkenden langkettigen Acylcarnitinen

zuschreiben.

5.3.2.3 Energiereiche Phosphate

Der schon in mehrerer der erwédhnten Studien ermittelte Effekt von erhohten
myokardialen ATP-Gewebespiegeln im ischdmischen Myokard bei Carnitinsubstitution
- aufgrund einer verringerten Inhibierung der Adenin-Nukleotid-Translokase - konnte
auch in der hier vorliegenden Studie bestétigt werden.

Es fand sich ein deutlicher, fast signifikanter Anstieg der energiereichen Phosphate ATP
(p < 0,08) und Kreatinphosphat (p < 0,06) im pridischdmischen Myokard im
Gruppenvergleich Carnitin versus Placebo. Dass das notwendige Signifikanzniveau
nicht erreicht wurde, liegt wahrscheinlich an der zu geringen Fallzahl (siehe auch

Kapitel 4.3.1).
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Postoperativ kam es zu einer ca. 50 %-igen Reduktion der Konzentrationen von ATP
und CP im supplementierten Kollektiv (sieche auch Kapitel 4.3.2). Die myokardialen
Gewebespiegel der energiereichen Phosphate unterschieden sich somit in der
Verumgruppe nicht mehr von denjenigen der Placebogruppe. Es muss gefolgert werden,
dass sdmtliches, ,,zusdtzlich* gespeichertes ATP und CP wihrend der Ischimie wieder
verlorengegangen ist.

So kann in dieser Studie Carnitin kein ATP-stabilisierender Effekt zugeschrieben
werden. Jedoch muss bedacht werden, dass ausbleibende positive Anderungen im
myokardialen Gewebepool von ATP und CP die Abnahme der Inhibierung der Adenin-
Nukleotid-Translokase durch Carnitin weder beweisen noch widerlegen. Dazu miisste
die genaue Verteilung der energiereichen Phosphate und deren Anderung bzw.

Verschiebung in den unterschiedlichen Zellkompartimenten untersucht werden (11, 29).

5.3.2.4 Intermediarmetabolite

Erhohte Plasma-Konzentrationen von freien Fettsduren werden aufgrund ihres
inhibierenden Effektes auf die Glukose-Oxidation und Membran-Stabilitit als mogliche
Ursache einer gestorten Myokard-Funktion nach herzchirurgischen Eingriffen erwogen
(13, 68). Auch in der vorgelegten Arbeit kam es zu einem signifikanten Plasmaanstieg
an freien Fettsduren bis 4 Stunden nach Ischdmie als Ausdruck der verminderten B-
Oxidation; ein direkter EinfluB auf die kontraktile Myokard-Funktion oder den
Herzrhythmus war jedoch nicht zu eruieren.

Auch konnte die Carnitinsupplementierung nicht zu erniedrigten Spiegeln an freien
Fettsduren in der Verumgruppe im Vergleich zur Placebogruppe flihren; nur am Ende
der Ischdmie war dieser Effekt (jedoch nicht signifikant) zu sehen und kdnnte als

positiver Effekt der Carnitinsupplementierung gedeutet werden.

Im Verlauf der weiteren Intermedidrmetabolite war gruppenunabhingig ein Anstieg von
B-Hydroxybutyrat und Laktat im Plasma wihrend der intraoperativen und frithen
postoperativen Phase zu beobachten, die Konzentrationen fielen im Verlauf auf knapp
unter das Ausgangsniveau wieder ab. Dies ist als Zeichen der vermehrten Ketogenese

und anaeroben Glykolyse als Auswirkung des akuten Sauerstoffmangels zu werten.
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5.3.3 Klinischer Verlauf

Der klinische Nutzen der Carnitinsupplementierung ist durch eine moderate
Beschleunigung in der postoperativen Erholung der mechanischen Funktion des
postischdmischen Myokards gekennzeichnet - erkennbar an einer signifikant schnelleren
Riickbildung des Bedarfs positiv-inotroper Medikamente zum Zeitpunkt 48 Stunden
nach Ende der Myokardischdamie als Ausdruck eines anti-ischdmischen Effektes. Auch
zeigten die Kinder mit Carnitin-Supplementierung eine, wenn auch nicht signifikante,
Verkiirzung der Beatmungsdauer.

Hierbei ist jedoch auch anzumerken, dass der Beurteilungsmafstab
,Katecholaminscore® (sieche auch unter Kapitel 3.4.2) eine gewisse willkiirliche
Komponente enthalten kann. Vorteile sind jedoch, dass dieses System auf jeden
Patienten anwendbar ist, es nicht invasiv, nicht durch postoperativ bedingte anatomische
Besonderheiten eingeschrinkt und somit besonders als Bewertungsmafstab fiir Kinder

geeignet ist.

In Ubereinstimmung mit tier- und humanexperimentellen Untersuchungen wurden in
dem supplementierten Kollektiv unter der hier angewendeten Dosierung mit L-Carnitin
keine Nebenwirkungen in Form von gastrointestinaler Symptomatik, einer verstarkten
kontraktilen Dysfunktion oder vermehrter Dysrhythmie-Frequenzen beobachtet (11, 90).
Lediglich Hearse et al. beschrieben einen dosisabhingig steigenden schiddigenden
Einfluss einer Carnitin-angereicherten Kardioplegielosung mit Authebung des
protektiven Effektes der Kardioplegie und gesteigerter Arrhythmieneigung (48).

Die von Hearse et al. verwendeten Carnitin-Konzentrationen (500 bis 2500 pmol/l) in
der verabreichten Kardioplegielosung konnen unter Beriicksichtigung der hier erzielten
Plasmaspiegel bei dem vorliegenden Dosierungs-Schema jedoch gar nicht erreicht

werden.

Die funktionelle Bedeutung sowie klinische Relevanz und Notwendigkeit einer
perioperativen Carnitinsubstitution bei kardiochirurgischen Eingriffen im Sduglingsalter
ist nicht abschlie3end beurteilbar.

Dennoch erscheint eine Vorgabe angehobener Plasma-Carnitin-Spiegel im Hinblick auf

die ischdmisch bedingte Alteration zelluldirer Mambranen als sinnvoll, da die
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myokardiale Carnitin-Konzentration besonders von der Funktion des spezifischen
Carriersystems, der Integritit des Sarkolemms und den extrazelluldren Carnitinspiegeln
abhéngt.

Auch konnte der transiente renale Verlust von freiem Carnitin postoperativ als
zusdtzliches Argument flir eine perioperative Carnitin-Supplementierung gewertet
werden. Unter der hier gewéhlten Dosierung der postoperativen Substitution wurde
diesem renotubuldren Verlust effektiv begegnet.

Unter zusétzlicher Beriicksichtigung der besonderen Stoffwechselsituation im
Sauglingsalter konnte insbesondere bei schweren Herzfehlern - wie zum Beispiel einer
Transposition der groen Arterien -, die eine sofortige chirurgische Intervention
erforderlich machen und einen lédngeren Krankenhausaufenthalt mit lédngerer
parenteraler Erndhrung nach sich ziehen, die perioperative Gabe von Carnitin eine

Bereicherung der Therapie bedeuten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Ein intakter zelluldrer Energiestoffwechsel ist essentielle Voraussetzung der
strukturellen und funktionellen Integritit des Myokards. Durch mitochondriale
Oxidation von Fettsduren und Glukose sowie Glykolyse und Glykogenolyse deckt die
Herzmuskelzelle ihren zelluldren Energiebedarf.

L-Carnitin als Carrier fiir den mitochondrialen Transport aktivierter Fettsduren und
Carnitin-abhédngige Acyl-Transferasen und Translokasen sind unabdingbare Bestandteile

der Fettsdureoxidation und modulieren zusitzlich die oxidative Glukose-Utilisation.

Grundlage der vorliegenden Arbeit war eine vorausgegangene Studie, die erniedrigte
Plasmaspiegel fiir Gesamt-Carnitin und freies Carnitin fand und einen signifikanten
Verlust von freiem Carnitin, kurzkettigen Acylcarnitinen und energiereichen Phosphaten
um 28 - 56 % im Myokardstoffwechsel bei kardiochirurgischen Eingriffen im

Kindesalter beschrieb, wobei der Carnitinverlust bei Kindern unter 1 Jahr groBBer war.

Der Wert einer perioperativen Carnitinsupplementierung bei kardiochirurgischen
Eingriffen angeborener Herzfehler im Séduglingsalter wurde in der vorliegenden Studie

evaluiert.

Bei gleichen Ausgangswerten fiir alle Carnitinfraktionen im Plasma zeigte sich bereits
nach oraler Supplementierung mit L-Carnitin ein Anstieg fiir Gesamtcarnitin im mittel
um 100 % auf 123,55 umol/l, fiir freies Carnitin um 50 % auf 75,24 pmol/l und fiir
kurzkettige Acylcarnitine um 250 % auf 46,03 pumol/l (Angabe jeweils und im
folgenden als Mittelwert).

Nach intravendser Applikation praischdmisch stiegen die Werte fiir Gesamtcarnitin um
das 28fache auf 1768,23 umol/l, fiir freies Carnitin um das 3 1fache auf 1556,95 pmol/l,
fiir kurzkettige Acylcarnitine um das 17fache auf 211,27 umol/l und fiir langkettige
Acylcarnitine um das 4fache auf 9,09 pmol/l.

Diese Erhohung blieb auch iiber die gesamte postoperative Phase im Gruppenvergleich
bestehen. Die Werte fiir das supplementierte Kollektiv lagen im Vergleich zum

Placebokollektiv im gesamten Beobachtungszeitraum um das mindestens 3fache hoher
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bei Gesamtcarnitin, um mindestens 3,5 mal hoher bei freiem Carnitin, knapp oberhalb
bei den kurzkettigen Acylcarnitinen und um das mindestens 1,9fache hoher bei den

langkettigen Acylcarnitinen.

Die perioperative Supplementierung mit L-Carnitin fiihrte im prdischdmischen Myokard
zu signifikant erh6hten Spiegeln an freiem Carnitin (um 80 % auf 3,52 pmol/g NCP)
und zu deutlich erhéhten Konzentrationen von ATP (um 80 % auf 43,38 umol/g NCP)
und CP (um 150 % auf 40,49 pumol/g NCP) in der Verumgruppe im Vergleich zur
Placebogruppe.

Auch postischdmisch blieb in der supplementierten Gruppe die signifikante Erhdhung
der Gewebespiegel an freiem Carnitin bestehen.

Der Myokard-Stoffwechsel wéhrend intraoperativer Ischdmie, Kardioplegie und
Reperfusion war zwar durch einen signifikanten Verlust an freiem Carnitin
(Placebogruppe: 25 %, Verumgruppe: 25 %) sowie durch einen deutlichen Verlust an
ATP (um 50 %) und CP (um 60 %) in der Verumgruppe gekennzeichnet, wodurch sich
der Endgehalt an Kreatinphosphat und ATP postischdmisch in beiden Gruppen nicht
signifikant unterschied. Trotzdem waren nach Ischdmie unter Carnitinsupplementierung
noch signifikant héhere myokardiale Konzentrationen an freiem Carnitin zu verzeichnen

(2,45 pmol/g NCP versus 1,45 pmol/g NCP).

Klinisch fand sich in der Verumgruppe ein signifikant reduzierter Bedarf positiv-
inotroper Medikamente 48 Stunden nach Ischdmie sowie eine niedrigere

Beatmungsdauer als Ausdruck einer rascheren Erholung des Myokards.

Die erhobenen Befunde weisen auf einen protektiven Effekt von Carnitin im
Myokardstoffwechsel bei kardiochirurgischen Eingriffen im Sauglingsalter hin,
erkennbar an signifikant hoheren Gewebespiegeln von freiem Carnitin im Myokard,

verbunden mit einer rascheren myokardialen postoperativen Erholung.
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8. ANHANG

Anhang 3.2.: Probengewinnung

Zeitpunkt der Probengewinnung:

Datum Zeitpkt BZ

a

L BE +U (Urin) 24-48h vor Op (Station)
(2,0 ml, % -1 volles Orangehut-Réhrchen + Eppendorf-R.)

orale Carnitingabe (100 mg/kg/die in 3 ED)

II. BE vor Bolus (Op)
(mind. 2,5 ml; davon:
1,5 ml Orange-Hut (Carnitin)
0,7 ml Orange-Hut (FFA,8-OHB)
0,3 ml Gelb-Hut (Laktat)
4 volles Bz-Rohrchen

vor Beginn EKZ 20 mg/kg (0,1 mlkg) i.v. iiber 2 min,
nachfolgend 80 mg/kg (0,4 ml/kg) iiber 45 min
als Infusion (Geschwindigkeit ..........mUh)

I11. BE nach Ende der Infusion

Mvor ME (unmittelbar nach Beginn Ischiamie)
Myokard:RA:
RV:

IV/Mnach BE +ME
BE: Ende der Ischamie (Op)
ME: unmittelbar vor Ende Ischamie
RA:
RV:

postoperativ (auf St. Bessau) 50 mg/kg/die
(0,25 ml/kg/d) iiber 48 h

4. BE+U: 4h nach Ischiamie (Station)

8. BE+U: 8h nach Ischimie (Station)

12. BE+U: 12h nach Ischamie (Station)

24.  BE+U: 24h nach Ischamie (Station)

48.  BE+U: 48h nach Ischamie (Station)
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