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1. Einleitung

Die kunstliche Ernahrung ist heute zentraler Bestandteil der perioperativen Therapie
bzw. der Behandlung von Intensivpatienten. Als wichtigste Komponente wird dabei die Zufuhr
ausreichender Eiwei3-Mengen angesehen. Nur dadurch kann das Ausmall der
postoperativen Katabolie, bzw. des regelhaft auftretenden Eiweil3-Verlustes begrenzt werden.
Es herrscht heute breite Ubereinstimnmung dahingehend, dass taglich etwa 1,2 bis 1,5 ¢
Protein pro Kg Korpergewicht zugefuihrt werden sollten. Allerdings beruhen diese
Empfehlungen auf Untersuchungen des Gesamtkorper-Eiweil3-Bestandes, der unter der
Zufuhr derartiger Proteinmengen optimal konserviert werden kann (1-3). Nach Eingriffen am
Intestinaltrakt bekommt jedoch der regionale Protein-Umsatz bzw. Aminoséure-Stoffwechsel
eine besondere Bedeutung. Der effiziente Aufbau von neuem Eiweil3 in der verletzten Region
ist fir die intestinale Wundheilung essentiell, da sich nur dadurch die am Intestinum
erforderlichen hohen Raten der Zellproliferation bzw. —Teilung aufrecht erhalten lassen (4, 5).
Schon seit langem ist bekannt, das die Ernahrung grundsatzlich eine der zentralen
Determinanten der intestinalen Funktion darstellt. Dieser Zusammenhang lasst sich
eindrucksvoll daran zeigen, dass eine Uber einen langeren Zeitraum nicht ausreichende
EiweiRzufuhr am Intestinaltrakt zu typischen strukturellen sowie funktionellen Verénderungen
fuhrt. Derartige Veranderungen auf3ern sich vor allem in einer Atrophie der Mukosa (6).
Bemerkenswert ist dabei, dass die nicht ausreichende Eiweil3-Zufuhr bereits fir sich alleine —
und zwar unabhangig von der Kalorienzufuhr — zu solchen spezifischen Veranderungen an
der Mukosa fuhren kann.

Die Auswirkungen eines chronischen Eiweimangels auf die intestinale Morphologie
und Funktion kénnen eindrucksvoll an den klinischen Krankheitsbildern des Marasmus und

Kwashiorkor studiert werden. Diese Syndrome beschreiben eine schwere kindliche
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Mangelernahrung, die heutzutage hauptséchlich in Dritte-Welt-LAndern anzutreffen ist, und
die mit spezifischen intestinalen Symptomen (6dematdse bzw. nicht-6dematése Form)
assoziiert ist. Friher glaubte man, dass es sich bei Marasmus and Kwashiorkor um zwei vollig
unterschiedliche Krankheitsbilder handelte, heute werden diese nur als verschiedene
Krankheitsformen innerhalb eines weiten Spektrums von Eiwei3- oder Makronutrient-
Mangelzustanden angesehen. Marasmus bzw. die nicht-6dematdse schwere kindliche
Mangelernahrung beschreibt dabei den Zustand eines chronischen, balanzierten Kalorien-
und Eiweil3-Defizits, das mit einer vergleichsweise hohen Eiwei3-Abbaurate im Korper und
Eiweil3-Syntheserate in der Leber assoziiert ist. Bei Kwashiorkor oder 6demattser schwerer
kindlicher Mangelernahrung finden sich niedrigere Eiweil3-Umsatzraten, gleichzeitig besteht
jedoch ein relativ selektiver, schwererer Eiweil3-Mangel. Dabei ist jedoch die Gesamt-
Kalorienzufuhr in der Regel ausreichend (7-10).

Interessanterweise ist bei den oOdematdsen Formen der schweren kindlichen
Mangelernahrung (Kwashiorkor) die Dinndarmfunktion in einem grof3eren Ausmal gestort als
bei den nicht-6demattsen Formen (Marasmus). So finden sich bei Patienten mit Marasmus
Ublicherweise nur umschriebene anatomische Verdnderungen und funktionelle Defizite, die
die Resorptionskapazitat nur in einem geringen Ausmafd beeintrachtigen. Bei Kwashiorkor
hingegen sind ausgepragte Veranderungen der intestinalen Mukosa héufig (z.B. Ulzerationen,
ausgedehnte Mukosazerstorungen oder —Defekte, bzw. Enzymmangelzustéande). Diese
eindeutig pathologischen Veradnderungen filhren zu einer signifikanten Malabsorption mit
konsekutiven Durchfallen und intestinalem Stickstoff-Verlust (7-9). Die Bandbreite der
Veranderungen, die fur die schweren kindlichen Mangelernahrungs-Syndrome beschrieben
ist, entspricht dabei ziemlich exakt dem Ausmal der Stérungen, wie sie beim Erwachsenen in
Verbindung mit Makronutrient-Mangelzustanden auftreten kénnen (6).

Die Mechanismen, die bei den 6dematdosen Formen der schweren kindlichen

Mangelernahrung zur den gravierenden Storungen der intestinalen Funktion fuhren, sind
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wahrscheinlich multipel. Als Hypothese wird derzeitig eine inadaquate Adaption an
Schwankungen der Kalorienzufuhr, bzw. eine gestorte Fahigkeit, Antioxidantien synthetisieren
zu konnen diskutiert. Eine zentrale Bedeutung besitzt aber wahrscheinlich die Art des
Substratdefizits (selektives Eiweil3-Defizit) (7-10).

Um derartig schwere Mukosa-Pathologien zu verhindern, ist somit eine ausreichende
orale/enterale Zufuhr von Eiweild unerlasslich. Das Funktionieren der Nahrungsaufnahme ist
jedoch primdr an eine normale Resorptionskapazitdt und an eine ungestdrte Motilitdt des
Gastrointestinaltraktes gebunden. Gerade nach abdominalchirurgischen Eingriffen toleriert
jedoch ein substantieller Teil der operierten Patienten die orale/enterale Erndhrung nicht oder
nur schlecht (postoperative Motilitdtsstérungen, anatomische Probleme), und benotigt
deswegen eine parenterale Substratzufuhr (11). Bis heute gibt es jedoch nur sehr wenige
Studien, die gezielt am Menschen die Einflisse der parenteralen Substratzufuhr auf den
Eiweil3-Stoffwechsel des Intestinaltraktes oder des Splanchnikus-Gebietes untersucht héatten
(12-19). Speziell fur die postoperative Situation (groRe abdominalchirurgische Eingriffe) gibt
es bis heute keine einzige Studie, die sich mit der Frage beschaftigt hatte, ob die derzeit
Ubliche parenterale Aminoséuren-Dosierung fir die postoperativen Anforderungen des
intestinalen Stoffwechsels ausreichend ist.

Festzustellen ist allerdings, dass diesbezlglich eine Vielzahl an tierexperimentellen
Untersuchungen (Uberwiegend an Nagetieren) vorliegt. Diese tierexperimentellen
Untersuchungen zeigen Ubereinstimmend, dass — im Gegensatz zur enteralen Ernahrung -
die parenterale Substrat- und Aminosaurenzufuhr nicht in der Lage ist, die
Funktionstiichtigkeit des Intestinaltraktes aufrecht zu erhalten. Regelhaft kénnen eine
Mukosa-Atrophie, ein Mangel an Verdauungsenzymen und eine pathologisch veranderte
Mukosa-Morphologie nachgewiesen werden (20). Bei der Interpretation dieser Ergebnisse
missen jedoch zahlreiche Speziesunterschiede berticksichtigt werden, die eine Extrapolation

der tierexperimentellen Daten auf die Biologie des menschlichen Intestinaltraktes verhindern
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(21). Die (wenn auch nur spéarliche) Information, die fir Menschen vorliegt, lasst nicht
erkennen, dass die parenterale Substratzufuhr unter klinischen Bedingen &hnliche
dramatische Nebenwirkungen besitzen wirde, wie sie im Tiermodell gefunden wurden (22).

Allerdings gilt diese Aussage nur fir Menschen, die zu Beginn der parenteralen
Erndhrung nicht mangelernahrt waren. Bis heute ist unklar, wie sich der der menschliche
Intestinaltrakt bei parenteraler Erndhrung verhalten wirde, wenn bereits ein erhdhtes
Risikoprofil (Operation, Mangelernahrung, gestérte intestinale Makro- oder Mikrozirkulation)
vorliegt.

In der vorliegenden Studie sollte im humanbiologischen Experiment untersucht
werden, in wieweit die parenterale Zufuhr von Aminosauren in der gegenwartig empfohlenen
Dosierung in der Lage ist, die postoperative Eiweil3-Synthese im Dinndarm zu beeinflussen.
Die Untersuchungen wurden dabei an Patienten in der spaten postoperativen Phase

durchgefihrt, in der die katabolen Reaktionen des Korpers am starksten ausgepragt sind.



2. Fragestellung

Unter Verwendung der Stabile-Isotopen-Technik sollten folgende Fragestellungen beantwortet

werden:

1.) Wie verhalt sich die postoperative intestinale Proteinsyntheserate des lleums in vivo und
in situ wahrend einer akuten Nuchternphase?
2.) Wie beeinflusst eine parenterale Aminosduren-Zufuhr die Proteinsyntheserate des

Diunndarms im gleichen Zeitraum?



3. Patientengut und Methodik

3.1 Patientengut

Die Studie wurde an zwei Patientengruppen mit Rektumkarzinomen (Kontrollgruppe,
n=8, Aminosauren-Infusion, n=8) durchgefiihrt. Alle Patienten wurden sorgfaltig
anamnestiziert und koérperlich bzw. anhand von Routine-Bluttests untersucht. Bei allen
Patienten war eine kurative, tiefe anteriore Rektumresektion durchgefiihrt worden, wobei
gleichzeitig ein protektives temporares doppellaufiges lleostoma angelegt worden war. Die
Patienten waren hinsichtlich ihres Alters (Kontrollgruppe 65 * 4 Jahre, Aminosauren-Infusion
63 + 2), Body Mass Index (Kontrollgruppe 25 + 1 kg cm™, Aminoséuren-Infusion 25 + 1) und
postoperativen Tumorstadiums (Dukes B) vergleichbar (Tabelle 1). Préoperativ bestand bei
keinem Patienten eine Stoffwechselerkrankung oder andere klinisch bedeutsame
Komorbiditaten. Eine praoperative Mangelerndhrung konnte anhand eines tber zwei Monaten
stabilen Korpergewichtes, anhand von normalen Plasma-Albuminkonzentrationen, und
mitteles Subjective Global Assessment ausgeschlossen werden. Perioperativ erhielt kein
Patient Medikamente mit potentiellen Auswirkungen auf den Substratstoffwechsel.

Das perioperative Management war bei allen Patienten vergleichbar und beinhaltete
eine praoperative Darmvorbereitung (orthograde Darmspulung mittels oraler Applikation von
Koloskopieldsung) und eine intraoperative i.v. Antibiotika-Prophylaxe. Die Anasthesie
beinhaltete die peridurale Gabe von Analgetika und Anasthetika, die bis zum 5.
postoperativen Tag weiter gefihrt wurde. Bei beiden Patientengruppen waren der
intraoperative Blutverlust, die Hohe der perioperativen Flissigkeitszufuhr und das Ausmal

des chirurgischen Traumas vergleichbar. Der postoperative Verlauf war bei allen Patienten



komplikationslos. Zum Zeitpunkt der Studie bestand bei keinem Patienten ein Organversagen
oder die Anzeichen einer drtlichen oder systemischen Infektion.

Die Patienten wurden zwischen dem 8. und 10. postoperativen Tag untersucht. In
diesem Zeitraum erreichen die katabolen Reaktionen des Organismus (Eiwei3verlust,
Einschrankung der muskularen Proteinsynthese) ihr Maximum (23, 24). Anhand von
klinischen und biochemischen Untersuchungen war sicher gestellt, dass zum Zeitpunkt der
Studie die Symptome der postoperativen systemischen inflammatorischen Reaktion (SIRS)
einschliel3lich Fieber und Leukozytose abgeklungen waren. Alle Patienten befanden sich in
einer vergleichbaren Phase ihrer kdrperlichen Rehabilitation.

Von allen Patienten lag nach vorhergehender Autklarung eine schriftliche Zustimmung
zur Studie vor. Die Studie war durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der

LMU genehmigt (Protokoll Nr. 134/97).

3.2 Studienprotokoll

Alle Patienten befanden sich postoperativ auf der chirurgischen Normalstation. Die
postoperative Ernahrung wurde von einem Ernahrungsteam tberwacht. Primares Ziel war es,
zwischen dem 1. und 3. postoperativen Tag taglich 1.2 g Protein kg™ d*, und 15 kcal kg™ d*
zuzufihren. Danach wurde die Kalorienzufuhr bis zum Studientag auf 25 kcal kg* d*
gesteigert. Bei unzureichender spontaner oraler Nahrungsaufnahme erfolgte in diesem
Zeitraum die parenterale Zufuhr von fehlenden Kalorien oder Aminoséauren. In den Tagen vor
der Studie war dabei die durchschnittliche Kalorien-/Eiwei3-Zufuhr zwischen beiden

Studiengruppen vergleichbar.



Ab 22 Uhr am Abend vor dem Studientag blieben die Patienten bis auf die Zufuhr von
Mineralwasser nichtern. Um 7 Uhr am Morgen des Studientages wurde mit der intraventsen
Zufuhr einer mit einem stabilen Isotop markierten Aminosaure begonnen (1-[“*C]-Leuzin,
Tracer Technologies, Sommerville, Massachusetts, USA, 99.3 atom % enrichment), die
Infusion wurde fir die nachsten 10 Stunden fortgefiihrt. Die Infusionsrate betrug 0.16 pmol
kg™ min, wobei unmittelbar vor Beginn der Tracerinfusion ein Tracerbolus (9.6 umol kg™)

verabreicht wurde (Abbildung 1).

Abbildung 1:

Versuchsablauf

Studienaufbau

* Nichtern ab 22 Uhr des Vortages
+ Wasser + ungesuf3ter Tee erlaubt

— Phase | i Phase II |

Kontinuierliche Tracer-Infusion (Bolus 9.6 pmol kg1, 0.16 pmol kg1 min-1)

! ! ! !

Bolus 3h 6h 10 h
Mukosabiopsien / Blutentnahmen

Kontrollgruppe: Isotone NaCl-Losung

Aminosauregruppe: Aminoséauren (0.067 g kg1 h1)
(=1.6gkgtld?)
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Vor Beginn der Tracerinfusion wurde eine Blutprobe entnommen um die
Hintergrundanreicherung des Tracers im freien Plasma-Leuzin zu bestimmen. Die
Hintergrundanreicherung im Plasma wurde als Indikator fur die Hintergrundanreicherung im
Dunndarmprotein und im Pool des freien intrazellularen Leuzins im lleum beniitzt (25). Bei
allen Patienten wurde die erste arterialisierte Blutprobe bzw. Mukosabiopsie 180 min nach
Beginn der Tracerinfsuion, die zweite nach 360 min und die dritte nhach 600 min entnommen.
Phase | dauerte dabei von min 180 bis 360, und Phase Il von min 360 bis 600. Zwischen min
360 und 600 (nach der zweiten Biopsie, Phase Il) erhielten die Patienten in der Aminoséaure-
Gruppe eine kontinuierliche Infusion einer kommerziellen Glutamin-haltigen Aminosaure-
Losung (Parentamin®/Dipeptamin®, Serag-Wiessner, Naila, Deutschland oder Fresenius-
Kabi, Bad Homburg, Deutschland). Die Aminosaure-Zufuhrrate belief sich dabei auf 67 mg
kg™ h™, wobei der Anteil von Alanyl-Glutamin oder Glycyl-Glutamin jeweils 15 mg kg™* h*
betrug. Die Patienten in der Kontrollgruppe blieben wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraums nuchtern (Zufuhr nur von isotonischer Kochsalzldsung). Der
minimale Abstand zwischen zwei Mukosa-Biopsien betrug dabei 2 cm. Das mittlere Biopsie-
Gewicht belief sich auf 10 mg Feuchtgewicht. Alle Biopsien wurden mittels einer Biopsiezange
aus einem Segment des lleums entnommen, welches in der Bauchdecke lokalisiert war.
Patienten, bei denen im Bereich des Stomas ein Mukosa-Odem, Nekrose, Blutung oder
Fehlfunktion irgendeiner Art bestand, waren von der Studie ausgeschlossen. War die
Mukosafunktion unklar, so wurde mittels Laser-Doppler Flow-Metry untersucht, ob das

Flussmuster in der Mukosa normal war (26).
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3.3 Analytische Methoden

Die Prinzipien der analytischen Methoden und die Erzeugung der Daten wurden
bereits in zwei vorangegangenen Dissertationen der gleichen Arbeitsgruppe ausfihrlich
dargestellt und diskutiert (27, 28). Aus diesem Grund soll an dieser Stelle nur noch eine kurze
Zusammenfassung erfolgen.

In den Mukosa-Biopsien wurden zunéchst die freien zytosolischen Aminosauren und
die im lleum-Protein gebundenen Aminosauren mittels Eiweil3-Prazipitation voneinander
getrennt (Abbildung 2). Nach Hydrolyse der Proteine aus der lleum-Mukosa erfolgte dann die
Reinigung der freigesetzten Aminosduren mittels Kationen-Austausch-Chromatographie
(Abbildung 3). Die so gereinigten, ehemals proteingebunden Aminosauren wurden dann fir
die massenspektrometrische Analyse in einen N-acetyl-N-propyl (NAP) Ester Uberfiihrt. Die
Anreicherung in den NAP-Leuzin-Derivaten wurde mittels Gaschromatographie-
Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie (GC-IRMS) bestimmt. Zur Anwendung kam ein
kapillares GC/Verbrennungs IRMS System, das aus einem Hewlett-Packard 5890 Series I
Gaschromatographen (Hewlett-Packard, Boblingen, Deutschland) bestand, der Uber ein
Interface mit einem Massenspektrometer Delta S (Finnigan MAT, Bremen, Deutschland)

verbunden war (Abbildung 3).
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Abbildung 2:
Aufarbeitung der Mukosa-Biopsien: Trennung des Mukosa-Eiweil3 von den freien

intrazellularen Aminoséauren

Analytik |

a) Eiweil3-Extraktion aus der Mukosa

10% Uberstand
Trichloressig- (freie Aminosauren)
saure (TCA)
+ -
- 4500rpm | +1ml 4 x Protein | Vakuum i
0°, 20 min oo o probe F:rc:ntglen
y 5% TCA 0.9% "NaCl Trocknung

Die zuvor in der Biopsie abgetrennten freien zytosolischen Aminosauren wurden
ebenfalls zunachst mittels Kationen-Austausch-Chromatographie gereinigt (Abbildung 4). Die
so gereinigten freien Aminoséuren wurden dann fir die massenspektrometrische Analyse in
ein tert-butyldimethylsilyl (t-BDMS) Derivat Uberfihrt (Silylierung). Zur Bestimmung der

Tracer-Anreicherung in  den t-BDMS-Derivaten wurde ein  Gaschromatograph-
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Massenspektrometer (GC/MS) MSD 5971D (Hewlett-Packard, Boblingen, Deutschland)
verwendet. Um dabei das Isotopenverhaltnis in einer Probe zu bestimmen, analysierten wir
nach lonisierung der Derivate mittels Elektronenbeschuss das Isotopomer-Verhaltnis (M+1/M)
zwischen den lonenfragmenten 303 und 302. Die mittels GC/IRMS und GC/MS gewonnen
Daten wurden alle in Form von Tracer/Tracee Verhaltnissen (z = Quotient zwischen der
Menge an markiertem Tracer und der Menge an nicht markierten Aminoséauren im Pool)
dargestellt.

Die Aminosaurekonzentrationen wurden in den Blutproben bestimmt, die zeitgleich zu
den Mukosabiopsien abgenommen worden waren. Die Konzentrationen wurden mittels eines

Autoanalysers (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA) gemessen.
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Abbildung 3:

Aufarbeitung der

Mukosa-Biopsien:

Veresterung der freigesetzten Aminosauren

Analytik Il

Hydrolyse von

Mukosa-Eiweil3, Reinigung und

b) Aminoséaure-Purifikation und Aufbereitung fir die
Messung der Anreicherung

Protein
probe

AS
probe

Hydrolyse
110° C + 6N HCI

Kieselgur-

Filterung

lonen-Austausch
Chromatographie

N-acetyl-propyl
(NAP) ester

—

(Derivatisierung zu
NAP-Leuzin)
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Abbildung 4:
Aufarbeitung der Mukosa-Biopsien: Reinigung und Derivatisierung der freien intrazellularen

Aminosauren

Analytik IlI

Bestimmung des Mukosa-Tracerangebotes
(= Prakursorpoolanreicherung = 13C-Leuzin-
Anreicherung im Pool der freien Mukosa-
Aminosauren (Uberstand))

lonen-Austausch Tert-butyldime- Massenspektrometrie
Chromatographie thyl Silylierung (GC-MS)

(Derivatisierung zu
T-BDMS-Leuzin)

3.4 Berechnungen

Zur Berechnung der fraktionellen Proteinsyntheseraten muss die Geschwindigkeit der
Tracer-Inkorporation im Mukosaprotein auf das Tracer-Angebot in der Mukosa bezogen
werden. Um dieser Anforderung gerecht zu werden, wurde der Anstieg des Tracer/Tracee-

Verhaltnisses im proteingebundenem 1-[**C]-Leuzin (Zprot) wéhrend des
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Untersuchungszeitraums durch die mittlere Préakursorpool-Anreicherung im

Untersuchungszeitraum geteilt (29) (Abbildung 5).

Abbildung 5:

Prinzip der Berechnung der fraktionellen Proteinsyntheserate

Anstieg der Traceranreicherung
(1-13C-Leucin)

in Mukosaprotein im
Fraktionelle Untersuchungszeitraum

Protein-  (g4/h) =
Syntheserate
(FSR) Durchschnittliches Mukosa

Tracer-Angebot im
Untersuchungszeitraum

Als Surrogat-Variable fiir die echte Préakursorpool-Anreicherung (Anreicherung in der
t-RNA-gebundenen Aminosaure) diente das nach Gewebe-Homogenisierung gemessene
1-[**C]-Leuzin Tracer/Tracee-Verhaltnis (zas) im Pool der freien, ungebundenen Aminosauren
der Mukosa (30).

Zpot Kann nicht direkt aus den Ergebnissen der GC/IRMS Messungen gewonnen
werden. Die GC/IRMS Analyse ergab als Rohwerte sog. A¥C -Werte, welche in ein
Isotopenverhaltnis (*3C / *2C) des kompletten NAP-1-[**C]]-Leuzins durch folgende Formel

umgeformt werden mussten:
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3¢ 1 2Cc = (A'3C]/1000 + 1) * 0.011

Der Wert 0.011 entspricht dabei dem lIsotopenverhéltnis *C / *C des Pee Dee
Belemate limestone (PDB) Eichgases. z,x kann dann aus dem Isotopenverhaltnis (**C / **C)
tber einen Zwischenschritt abgeleitet werden. z, ergibt sich aus der Differenz zwischen dem
Isotopenverhdltnis in der Probe (**C / ?C)p und dem Isotopenverhaltnis im nicht markierten
Hintergrund (**C / *?C),, wenn diese Differenz (die als Ryap-Leuzin bezeichnet wird) mit einem
Korrekturfaktor ¢ multipliziert wird (25). Dieser Korrekturfaktor berticksichtigt die artfizielle
Verminderung der Anreicherung in Position 1 des markierten NAP-Leuzinmolekils durch
unmarkierten Kohlenstoff in Position 2 bis 11 im Rahmen der Molekilverbrennung bei der

IRMS Analyse. Ryap-Leuzin ergibt sich somit aus

Rnap -Leuzin = (13C / 12C)p - (13C / 12C)|—|

Zprot Kann nun aus Ryap -Leuzin anhand folgender Formel berechnet werden:

Zprot = C * Ryap -Leuzin /(1 + [1 - c] * Ryap -Leuzin)

Hierbei entspricht der Korrekturfaktor ¢ dem Wert 10.02 (25). Mittels z,: kann nun bei
bekannter Prakursorpool-Anreicherung (zas) die fraktionelle Proteinsynthese berechnet
werden.

Anhand der GC-MS Messung ergibt sich die Prakursorpool-Anreicherung (zas) aus der
Differenz  zwischen dem Isotopomerverhdltnis der Probe (M+1/M)r und dem
Isotopomerverhaltnis im nicht markiertem Hintergrund (M+1/M)y wie folgt:

Zan = (M+1/M)p - (M+1/M)H
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Hieraus lasst sich dann die fraktionelle Proteinsyntheserate (FSR) berechnen:

Zprot (t|+1) — Zprot (tl) 1

1Zpn () + Zan (6 +1)P /2 At

Zpot () und zpoe (4 +1) entsprechen dem Tracer / Tracee-Verhaltnis des
proteingebunden Leuzins in zwei aufeinanderfolgenden Proben (i und i+1), die innerhalb eines
Zeitinterwalls At gewonnen wurden. zaa () und zaa (i +1) reprasentieren das Tracer / Tracee
Verhéltnis des freien, intrazellilaren Leuzins in zwei aufeinanderfolgenden Proben. Die
Faktoren 60 (min) und 100 sind erforderlich, um die fraktionelle Proteinsynthese in % h™

auszudriicken.

3.5 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Geschwindigkeiten der Tracer-
Inkorporation, Proteinsyntheseraten und Aminosaure-Konzentrationen wurden mittels
gepaarten und ungepaarten t-Test verglichen. Ein signifikanter Unterschied wurde bei einem

p<0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Aminosaure-Konzentration im Plasma

Die Aminosaure-Konzentration im Plasma der Patienten, denen Aminosauren
transfundiert worden waren, stieg wahrend der Aminosauren / Dipeptid-Infusion signifikant (p
< 0,05) an (Abbildung 6). So betrug sie am Ende der Phase | (Zeitraum zwischen der ersten
Biopsie, 180 Minuten und der zweiten Biopsie, 360 Minuten nach Infusionsbeginn des Tracers
1-[**C]-Leuzin) 2572 + 81 pmol/l, und erhéhte sich dann am Ende der Phase Il auf einen Wert
von 4243 + 80 pumol/l. Im Kontrollkollektiv zeigte sich erwartungsgemal keine wesentliche
Anderung der Aminosaure-Konzentration im Plasma. Sie betrug 2871 + 83 umol/l am Ende
der Phase | und 2921 + 86 umol/l am Ende der Phase Il. Hieraus ergab sich ein signifikanter
Unterschied der Aminosaure-Konzentration im Plasma am Ende der Phase Il zwischen der
Kontrollgruppe und den Patienten, die eine Aminosauren / Dipeptid-Infusion erhalten hatten (p

< 0,05).
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Abbildung 6:
Aminosaure-Konzentration in der Kontrollgruppe und in der Aminosaure-Gruppe. In Phase ||
der Studie erhielten die Patienten der Aminosdure-Gruppe 67 mg Aminoséuren kg™ h™. In der

Kontrollgruppe wurde physiologische Kochsalzldsung infundiert.
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4.2 Anreicherung im Prakursorpool fir die Mukosa-Proteinsynthese

Die in Abbildung 7 und Tabelle 2 dargesteliten Werte zeigen das Isotopomer —
Verhdaltnis im Prakursorpool (M+1/M). Dies kann unter Berlcksichtigung der natlrlichen
Hintergrundanreicherung in das jeweilige Tracer / Tracee Verhdaltniss (zas) umgewandelt
werden. Letzteres entspricht der 1-[**C]-Leuzin Anreicherung im Pool der freien,
intrazellularen Aminosauren. Die Tracer / Tracee — Verhaltnisse sind in Abbildung 8 und
Tabelle 3 dargestellt und zeigen sowohl in der Kontroll- wie auch in der Untersuchungsgruppe
in allen drei Biopsien (hach 180, 360 und 600 Minuten) keinen signifikanten Unterschied (p >
0,05). Damit ist dokumentiert, dass der erforderliche metabolische Steady state, bzw. Steady

state in der Prakursorpoolanreicherung wéhrend des Untersuchungszeitraums gegeben war.
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Abbildung 7:
Isotopomer — Verhdltnis (M+1/M) im Pool der freien, intrazellularen Aminosauren der lleum-
Mukosa. In Phase Il der Studie erhielten die Patienten der Aminosaure (AS) - Gruppe 67 mg

Aminosauren kg™ h™. In der Kontrollgruppe wurde physiologische Kochsalzlésung (NaCl)

infundiert.
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Abbildung 8:

Tracer / Tracee — Verhaltnis (1-[**C]-Leuzin Anreicherung) im Pool der freien, intrazelluléren
Aminosauren der lleum-Mukosa (zas). In Phase Il der Studie erhielten die Patienten der
Aminosaure (AS) - Gruppe 67 mg Aminosduren kg h™. In der Kontrollgruppe wurde

physiologische Kochsalzlosung (NaCl) infundiert.
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4.3 Anreicherung im Protein der lleum-Mukosa

Die in Abbildung 9 und Tabelle 4 dargestellten Werte zeigen die A™C -Werte aus dem
Protein der lleum-Mukosa. Die A™C-Werte kénnen in ein Isotopenverhéltnis (**C / **C) des
kompletten NAP-1-[**C]-Leuzins umgeformt werden. Die zugehorigen Werte sind in Abbildung
10 und Tabelle 5 dargestellt. Das Isotopenverhéltnis (**C / **C) des kompletten NAP-1-[**C]-
Leuzins kann unter Bertcksichtigung der natirlichen Hintergrundanreicherung und eines
Korrekturfaktors, der die Isotopenverdiinnung durch die Derivatisierung bertcksichtigt, in das
jeweilige Tracer / Tracee Verhaltnis (z,) umgewandelt werden. Letzteres entspricht der 1-
[**C]-Leuzin Anreicherung im Protein der lleum-Mukosa. Die Tracer / Tracee — Verhéltnisse
sind in Abbildung 11 und Tabelle 6 dargestellt.

In den Abbildungen 9 bis 11 lasst sich eindeutig erkennen, dass sich der Anstieg der
Kurven, die die Zahlen fur die Patienten in der Kontrollgruppe wiedergeben, nach min 360 der
Studie verlangsamt. Unter Zufuhr von Aminoséauren ist hingegen weiterhin ein fast linearer
Verlauf zu erkennen. Betrachtet man die Tracer / Tracee Verhaltnisse, so findet sich bei den
Patienten in der Aminosdure-Gruppe in Phase | (min 180 bis min 360) ein mittlerer
prozentualer Anstieg von 0,060 + 0,008 % pro Stunde. In Phase Il (min 360 bis min 600,
Aminoséaure-Infusion) betrug der Anstieg 0,048 + 0,006 % pro Stunde (p > 0,05). Im
Gegensatz dazu kam es in der Kontrollgruppe zu einer signifikanten Verlangsamung des
Anstiegs (Phase I: 0,058 = 0,005 % pro Stunde; Phase Il (Kochsalzinfusion): 0,022 + 0,005 %
pro Stunde, p < 0,001). Die Unterschiede zwischen den Anstiegsgeschwindigkeiten der zwei

Patientengruppen in Phase |l waren ebenfalls signifikant (p < 0,01).
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Abbildung 9:
A™C-Werte im Protein der lleum-Mukosa. In Phase Il der Studie erhielten die Patienten der
Aminosaure (AS) - Gruppe 67 mg Aminosduren kg h™. In der Kontrollgruppe wurde

physiologische Kochsalzlésung (NaCl) infundiert.
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Abbildung 10:
Isotopenverhaltnis **C / **C fir NAP-1-[*C]-Leuzin im Protein der lleum-Mukosa. In Phase I
der Studie erhielten die Patienten der Aminoséure (AS) - Gruppe 67 mg Aminosauren kg™ h™.

In der Kontrollgruppe wurde physiologische Kochsalzlésung (NaCl) infundiert.
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Abbildung 11:
Tracer / Tracee Verhaltnis fur 1-[**C]-Leuzin im Protein der lleum-Mukosa (zpr). In Phase I
der Studie erhielten die Patienten der Aminoséure (AS) - Gruppe 67 mg Aminosauren kg™ h™.

In der Kontrollgruppe wurde physiologische Kochsalzlésung (NaCl) infundiert.
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4.4 Fraktionelle Proteinsyntheserate der lleum-Mukosa

Aus den Werten fur die Anreicherung im Prékursorpool (zax) sowie fur die
proteingebundene Anreicherung (z,.;) wurde die fraktionelle Proteinsyntheserate (FSR, % h™)
der lleum-Mukosa fur die Phase | (Zeitraum zwischen der ersten Biopsie, 180 Minuten und
der zweiten Biopsie, 360 Minuten nach Infusionsbeginn des Tracers 1-[**C]-Leuzin) und fur
die Phase Il (Zeitraum zwischen der zweiten Biopsie, 360 Minuten und der dritten Biopsie,
600 Minuten nach Infusionsbeginn des Tracers 1-[**C]-Leuzin) berechnet (Tabelle 7).

Die fraktionelle Proteinsyntheserate der lleum-Mukosa zeigte unter Aminoséaure-
Infusion wahrend des Untersuchungszeitraumes keine signifikante Veranderung. Sie betrug
am Ende der Phase | 1,14 + 0,17 % h™ und am Ende der Phase Il 0,89 + 0,10 % h™ (nicht
signifikant). Im Vergleich dazu konnten wir in der Kontrollgruppe einen signifikanten Abfall der
fraktionierten Proteinsyntheseraten feststellen (0,47 + 0,4 % h™, am Ende der Phase II,
p<0,001 vs. 1,14 + 0,13 % h™ am Ende der Phase |, Abb. 12). Auch zwischen den beiden
Patientengruppen bestand in der Phase Il hinsichtlich der fraktionellen Proteinsyntheserate

ein signifikanter Unterschied (p<0,05).
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Abbildung 12:

Fraktionelle Proteinsyntheseraten (% h™) der lleum-Mukosa in den Patientengruppen. 1-[**C]-
Leuzin wurde tber 600 Minuten infundiert. Phase | umfasst den Zeitraum zwischen Minute
180 und 360, Phase Il den Zeitraum zwischen Minute 360 und 600. In Phase Il wurde

entweder Kochsalz oder eine Dipeptid-haltige Aminoséure-Lésung (67 mg Aminosauren kg™

hY) infundiert.
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5. Diskussion

5.1 Veradnderungen der lleum-Proteinsyntheserate wahrend der Nichternphase

Zur Interpretation metabolischer Effekte ist es im Rahmen des von uns verwendeten
Studienaufbaus und der angewandten Studientechnik (Stabile-Isotopen-Technik) unerlasslich,
zuerst die Veradnderungen der lleum-Proteinsynthese in der Kontrollgruppe (Kochsalz-
Infusion) zu analysieren. Wéahrend der 10-stiindigen Tracer-Infusion und bei Fehlen jeglicher
Substratzufuhr beobachteten wir namlich einen schnellen, ausgepragten Abfall der
Proteinsyntheserate, die sich signifikant von 1.14 % h™ (Basalperiode) auf 0.47 % h*
(Experimentalperiode) verringerte. In den Abbildung 9 bis 11 ist erkennbar, dass der Einbau
von Tracer in Mukosaprotein in der postoperativen Kontrollgruppe (Fastenzustand) wahrend
des Experiments nicht linear erfolgte, sondern dass sich die Tracereinbaurate zwischen der 6.
und 10. Stunde der Studie verlangsamte. Diese Verlangsamung war letztendlich fir den Abfall
der DuUnndarm-Proteinsynthese in diesem Zeitraum verantwortlich. Unter vergleichbaren
Versuchsbedingungen konnten bereits friher an der Rattenleber @hnliche Beobachtungen
(Verlangsamung der Tracer-Inkorporation bei kontinuierlicher, mehrstindiger Tracer-Infusion)
gemacht werden (31-33).

Berlicksichtigt man Daten aus der Literatur (34, 35), so kann ausgeschlossen werden,
dass der von uns in der Kontrollgruppe beobachtete rasche Abfall der lleum-Proteinsynthese
durch die 10-stlindige Fastenperiode hervorgerufen wurde. Anhand publizierter Daten, die mit
anderen Methoden/Versuchsaufbauten gewonnen worden waren, lasst sich berechnen, dass
die Proteinsyntheserate im menschlichen Diinndarm bei fehlender Nahrungszufuhr nur um

etwa 1.3 % pro Stunde abfallt. Bezogen auf eine Versuchsdauer von 10 Stunden ware somit
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nur ein maximaler Abfall um ca 13 % zu erwarten, und nicht um fast 60 % wie von uns in der
Kontrollgruppe beobachtet.

Es stellt sich somit die auch fiir die Interpretation metabolischer Effekte zentrale Frage,
wie dieser scheinbar massive Abfall der Dinndarm-Proteinsyntheserate wéahrend einer
vergleichsweise kurzen Fastenperiode zustande kam. Ein Hinweis auf die Erklarung dieser
Uberraschenden Befunde findet sich bei den bereits erwdhnten Experimenten an der
Rattenleber (31). Die Autoren konnten namlich zeigen, dass unter kontinuierlicher
Tracerinfusion sog. Pool-Phdnomene auftreten kdnnen, die die berechneten Syntheseraten
verfalschen kénnen. Dieses Pool-Phanomen beruht im Wesentlichen darauf, dass in einem
anatomisch umschriebenen Gewebe (z.B. Dinndarmmukosa) unterschiedliche Eiweil3-Pools
mit unterschiedlichen Eiwei3-Umsatzraten und dementsprechend unterschiedlichen Tracer-
Einbauraten zeitgleich vorhanden sind (31). Fur die Praxis der Isotopen-Technik ist dabei die
GroRRe der jeweiligen Pools von zentraler Bedeutung. Dass neben den Eiwei3-Pools mit
vergleichsweise langsamen Umsatzraten auch relevante Pools mit schnellerem Umsatz
existieren, konnte fur die Leber von Nagetieren und Hunden (32, 36), fur den Dinndarm von
Nagetieren und Menschen (37, 12), und fir den intestinalen Blrstensaum (38) gezeigt
werden.

Um die Stoffwechsel-unabhéngige Verlangsamung der Tracer-Inkorporation in einem
umschriebenen Gewebe (Diunndarm-Mukosa) Uber einen bestimmten Zeitraum anhand von
Pool-Effekten erklaren zu kénnen, sind mathematische Uberlegungen nétig. Zunéchst muss
man sich vorstellen, dass die Tracer-Anreicherungen, wie sie von uns in einer Mukosa-
Biopsie gemessen wurden, eine Mischung von verschiedenen Anreicherungen darstellen.
Diese gemischten Anreicherungen stellen die Summe aller Einzel-Anreicherungen dar, die zu
einem bestimmten Zeitpunkt in den verschiedenen Pools eines Gewebes bestehen (33).

Als néachstes ist zu bericksichtigen, dass die Umsatzraten individueller Proteine

zwischen wenigen Minuten und vielen Tagen schwanken koénnen (36, 39, 40). Diese
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Schwankungen fiihren damit in den einzelnen Pools zu unterschiedlichen Plateau-Zeiten.
Unter der Plateau-Zeit eines Pools versteht man die Zeit, die wahrend einer kontinuierlichen
Tracer-Infusion vergeht, bis die Anreicherung im Eiwei3 des Pools die Anreicherung im
zugehdrigen Prakursorpool fur die Eiwei3synthese erreicht hat. Der Prakursorpool fur die
EiweiRsynthese ist Ublicherweise der Pool der Amino-acyl-t-RNA. In unserem Fall (unter
Verwendung des Tracers 1-["°C] -Leuzin) haben wir als etablierte Surrogat-Variable fiir die
Prakursorpool-Anreicherung die 1-13C-Leuzin-Anreicherung im intestinalen Zytosol (freie
Aminosaure-Anreicherung) gemessen (30). Bei kontinuierlicher Tracer-Applikation (mit
vorangegangener Applikation eines Tracer-Bolus) und unter Verwendung der von uns
applizierten Tracer-Dosis wird zwei bis drei Stunden nach Infusionsbeginn eine dann im
weiteren Zeitraum konstante Anreicherung im Prékursorpool erreicht (Abbildungen 7 und 8).
Diese im Versuchszeitraum konstante Anreicherung im Prékursorpool stellt damit auch die
maximale Anreicherung dar, die — nach ,Durchmarkierung“ aller Proteine — im Eiwei3-Pool
erreicht werden kann. Ist diese maximale Anreicherung im Eiwei3-Pool erreicht, so besteht
hier ein sog. Anreicherungs-Plateau. Die Plateau-Zeit beschreibt die Zeit, die bis zum
Erreichen der maximalen Anreicherung im Protein eines Pools vergeht. Wichtig ist es, dabei
zu wissen, dass die Anreicherung im Prakursorpool im Prinzip fir alle Eiweil3-Pools
(unabhéangig von den jeweiligen Umsatzraten) gleich ist.

Somit ist es offensichtlich, dass bei kontinuierlicher Tracer-Applikation und in
Abhangigkeit von den jeweiligen Umsatzraten eines Pools die Zeit duRerst verschieden sein
kann, nach der alle Proteine eines individuellen Pools markiert sind und nach der sich die
Plateau-Anreicherung im Protein eines individuellen Pools einstellt. Daraus ergibt sich auch
zwangsweise, dass die zu einem bestimmten Zeitpunkt gemessene Anreicherung in einem
,gemischten“ Pool (z.B. Mukosa) nicht nur die summarische Anreicherung verschiedener
Einzel-Pools reflektiert, sondern auch die summarische Dynamik der Anreicherungs-Zunahme

in den verschiedenen Einzel-Pools. So kann zu einem bestimmten Messzeitpunkt die
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Anreicherung in einem Eiweil3-Pool schon ein Plateau erreicht haben, wahrend sie in einem
anderen, langsameren Pool noch am steigen ist.

Die Dynamik der Anreicherungs-Zunahme in den einzelnen Pools wird aus Sicht der
Dateninterpretation dann relevant, wenn die Anreicherung in den Proteinen eines Einzel-Pools
bereits wahrend eines Experiments (unter laufender Tracer-Infusion) schon ihr Plateau
erreicht und wenn dieser Einzel-Pool (mit vergleichsweise schnellem Eiweil3-Umsatz) eine
ausreichende Masse besitz. Am Anfang der Tracer-Infsion tragen zunachst alle Eiweil3-Pools
zum Anstieg der summarischen Tracer-Anreicherung in einem Gewebe (oder Biopsie) bei.
Erreicht nach einer gewissen Zeit die Anreicherung in einem Pool mit schnellem Eiweil3-
Umsatz ihr Plateau, so wird im weiteren Verlauf des Experiments der Anstieg der
summarischen Tracer-Anreicherung nur noch durch die Pools bestimmt, in denen das Plateau
noch nicht erreicht wurde. Die Einzel-Pools mit vergleichsweise schnellem Eiwei3-Umsatz
kbnnen ab diesem Zeitpunkt nichts mehr zum Anstieg der summarischen Tracer-
Anreicherung beitragen. Werden konsekutiv summarische Tracer-Anreicherungen im Gewebe
gemessen, und hat der Eiweil3-Pool mit vergleichsweise schnellem Eiwei3-Umsatz eine
ausreichende Masse, so beobachtet man im Verlauf des Experiments eine scheinbare
Verlangsamung der Tracer-Inkorporation (es fehlt ja ab einem bestimmten Zeitpunkt der
Anreicherungs-Anstieg in den Pools mit vergleichsweise schnellem Eiwei3-Umsatz). Diese
Lverlangsamung® fihrt dann rechnerisch (die Differenz der summarischen Protein-
Anreicherungen zwischen zwei verschiedenen Messzeitpunkten steht ja im Zahler, Abbildung
51) zu einer scheinbaren Verringerung der summarischen Proteinsyntheserate in einem
Gewebe. Tatsachlich bleiben jedoch die ,wahren® Syntheseraten in den einzelnen Pools
unverandert; es fehlt jedoch die Information aus dem Pool mit schnellem Eiweil3-Umsatz (hier
wurde vor der ,Verlangsamung“ das Plateau schon erreicht) und der Pool mit langsamerem

Umsatz dominiert jetzt die summarische Protein-Anreicherung. Aufgrund der zeitlichen
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Dynamik der summarischen Protein-Anreicherung wird die Syntheserate in diesem Pool
jedoch zu niedrig geschatzt.

Es gibt eine Reihe von Hinweisen dafiir, dass diese abstrakten Uberlegungen auch
konkret fur unserer Studie und deren Rahmenbedingungen Giiltigkeit besitzen. Zum einen
wére zu fordern, dass im menschlichen Dinndarm ein Protein-Pool mit schnellem Umsatz
existiert, in dessen Eiweil3 das Anreicherungsplateau bereits vor der 6.Stunde nach Beginn
unserer Tracer-Infusion erreicht wird. Eiweil3e, die zu diesem ,schnellen® Pool gehdren,
sollten also eine fraktionelle Proteinsyntheserate vom mindestens 100 % 6™ h™ oder 17 % h™*
aufweisen. Bei konstanter Eiwei3-Masse und konstantem Umsatz entspricht diese
Syntheserate ungefahr einer Halbwertszeit von drei Stunden. Halbwertszeiten dieser
GrolRenordnung finden sich bei einer Vielzahl von Enzymen oder epithelialen Glykoproteinen
wie Laktosaminoglykane oder Proteoglykane (41-44). Auch ein grof3er Teil der zellularen
Proteine besitzt Halbwertszeiten um die 3,5 Stunden (45). Dabei kdnnen bestimmte
Glykoproteine wie Sukrase, Laktase oder Disaccharidase in vitro etwas langere
Halbwertszeiten (um die 12 Stunden) aufweisen; es ist jedoch zu berlcksichtigen, dass die
Umsatzraten dieser Proteine durch zahlreiche physiologische und pathophysiologische Stimuli
beschleunigt werden kénnen, woraus sich in vivo eine signifikant kiirzere Halbwertszeit ergibt
(41, 45-50).

Zum zweiten ware zu fordern, dass der Anteil dieses Pools mit schnellem Umsatz am
.gemischten“ Gesamtpool relevant, d.h. mindestens im Prozentbereich liegen muss (12).
Leider liegen dazu keine menschlichen Daten vor. Bei Ratten wurde gefunden, dass Sukrase-
Isomaltase und Maltase ungefahr 1 % der Mukosa-Proteine darstellen (51). Dabei entfiel etwa
6 bis 10 % der gesamten Mukosa-Tracerinkorporation auf die Synthese aller Glykoproteine
(52). In der Rattenleber weisen etwa 10 % aller Proteine Syntheseraten von 20 % h™ oder

mehr auf (36, 40).
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Somit kann insgesamt festgestellt werden, dass fur die Kontrollgruppe unserer Studie
die Wahrscheinlichkeit hoch ist, dass Pool-Ph&dnomene fir die nicht-lineare Tracer-
Inkorporation in das (gemischte) Mukosa-Protein, und damit fur den (allerdings nur
scheinbaren) Abfall der Mukosa-Proteinsyntheserate wahrend der Tracerinfusion
verantwortlich waren. Wichtig ist nun, dass derartige Pool-Ph&nomene auch bei der
Interpretation von Ergebnissen berticksichtigt werden mussen, die nach einer metabolischen
Manipulation der lleum-Proteinsyntheserate gewonnen wurden.

In unseren Untersuchungen wurde die Aminosdure-Infusion nach der zweiten
Gewebsbiopsie (nach 6-stindiger Isotopeninfusion, bzw. nach der Basalperiode) begonnen.
Nach den obigen Uberlegungen ist klar, dass eine Auswirkung der Aminosaure-Infusion auf
die Synthese von Proteinen mit einer sehr schnellen Syntheserate (> 17 % h™*) nicht messbar
gewesen ware. Bei diesen Proteinen hat sich bereits vor Beginn der Aminosaure-Infusion die
Plateau-Anreicherung eingestellt, und letztere kann - bei konstanter Anreicherung im
Prakursorpool - nicht weiter zunehmen, auch wenn die Synthese dieser Proteine gesteigert
werden sollte. Andererseits lasst es unsere Versuchsaufbau eindeutig zu, Veranderungen der
Syntheserate bei den Proteinen festzustellen, bei denen die Plateau-Anreicherung nicht vor
der 10.Stunde der Tracerinfusion erreicht wird (Ausgangssyntheseraten < 10 % h™). Die
Anreicherungen dieser ,langsameren“ Proteine kdnnen in der Experimentalperiode (in
Abhangigkeit von der Wirkung der metabolischen Manipulation) noch weiter Uber den linearen

Verlauf hinaus ansteigen.
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5.2. Hyperaminoazidamie und lleum-Proteinsyntheserate

Zentrales Ergebnis unserer Studie war es, dass ein akuter Anstieg der Plasma-
Aminosaurenkonzentration nach abdominalchirurgischen Eingriffen mit einer Stimulation der
intestinalen Proteinsynthese verbunden war. Nach einer 4-stiindigen Aminoséure-Infusion in
einer Dosierung von 0,067 g kg™ h* (1,6 g kg™* d*) war die fraktionelle Proteinsyntheserate
am lleum fast 100 % héher als in der Kontrollgruppe (Abbildung 12). Nach den Ausfiihrungen
unter 5.1 kénnen wir uns auch ziemlich sicher sein, dass der akute Anstieg der Aminosaure-
Konzentration zu einer Steigerung der Proteinsyntheserate im Pool der Proteine mit
vergleichsweise langsamem Umsatz gefuhrt haben muss. Die Frage, ob auch Proteine mit
schnellerem Umsatz (Syntheseraten > 10 % h™). dabei ihre Syntheserate gesteigert haben,
kann jedoch mit dem von uns gewahlten Versuchsaufbau nicht beantwortet werden. Eine
Synthesesteigerung in diesem Pool mit schnellem Eiweil3-Umsatz kann aber auch nicht
ausgeschlossen werden.

Wir kénnen somit zum ersten Mal am Menschen zeigen, dass die parenterale Zufuhr
von Aminosauren in der empfohlenen Maximaldosierung postoperativ in der Lage ist, die
intestinale Proteinsynthese zu steigern. Dass ein vermehrtes Angebot von Aminosauren fir
den menschlichen Intestinaltrakt wichtig sein konnte, wurde bereits in der Vergangenheit
durch eine Reihe von Untersuchungen am Splanchnikusgebiet des Menschen nahegelegt.
Die Hyperaminoazidamie war unter verschiedensten klinischen Bedingungen in der Lage, den
Eiweil3-Stoffwechsel des Splanchnikusgebiets zu stimulieren, und auch speziell bei
parenteraler Aminosaurenzufuhr konnte dadurch die Gewebsintegritdt aufrecht erhalten
werden. Unter Zufuhr von 0.08 bis 0.2 g Aminosauren kg* h* wurden am menschlichen
Splanchnikusgebiet eindeutig positive Aminosaure-Bilanzen registriert als Hinweis auf eine 50

bis 70 %ige sog. First Pass Retention (53). Gleichzeitig waren im Splanchnikusgebiet von
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gesunden Probanden, aber auch von mangelernahrten Patienten ein Anstieg der
Aminosaureaufnahme und ein Abfall der Aminoséureabgabe festzustellen (14-16). War die
Hyperaminoazidamie mit einer gleichzeitigen euglykamischen Hyperinsulindmie kombiniert,
so konnte auch eine deutliche Steigerung der summarischen Proteinsyntheserate des
Splanchnikusgebiets nachgewiesen werden (17). Leider erlauben diese Studien es jedoch
nicht, zwischen hepatischen, gastralen, splenischen, pankreatischen und intestinalen
Veranderungen zu differenzieren. AuRerdem ist die Ubertragbarkeit auf die postoperative
Situation nicht gesichert.

Selektive anabole Wirkungen einer Hyperaminoaziddmie am Intestinaltrakt konnten
bisher nur im Tierexperiment untersucht werden. Dabei sind aber ausgepragte
Speziesunterschiede zu bericksichtigen. Am Hund konnte gezeigt werden, dass unter
Aminoséaure-Infusion die Leuzin-Bilanz im Pfortader-Stromgebiet positiver wurde, wobei die
Leuzinaufnahme in diesen Geweben fast 30 % der Leuzinaufnahme des gesamten
Organismus darstellte. Somit scheint der Darm einen bedeutenden Beitrag zur gesamten
Aminosaure-Verwertung zu leisten (54, 55). Gleichzeitig wurde unter intraventser
Aminoséaurezufuhr eine Steigerung der intestinalen Proteinsynthese beobachtet (56, 57).
Moglicherweise sind diese Beobachtungen jedoch fir Hunde spezifisch, da sich bei
Schweinen ein ahnlicher stimulierender Effekt der Hyperaminoazidamie auf die jejunale
Proteinsynthese nicht beobachten lie3 (58, 59). Bei gesunden Menschen war eine
Aminosaureinfusion mit einer Rate von 0.07-0.08 g kg™ h™ tiber vier Stunden ebenfalls nicht in
der Lage, die Proteinsynthese des Duodenums signifikant zu steigern (18). Diese negativen
Resultate am menschlichen Duodenum sind jedoch in ihrer Relevanz fragwurdig, und zwar
aus zwei methodischen Grinden. Zum eine verwendeten die Autoren ein fehlerhaftes
Aquivalent fiir die intestinale Prakursorpool-Anreicherung (die Leuzin-Anreicherung im
Plasma) (30), und zum anderen wurden die Ergebnisse nur mittels einer Biopsie pro Proband,

und nicht, wie bei unserem Studienaufbau, mittels dreier konsekutiver Biopsien gewonnen.
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Die Verwendung von nur einer Biopsie nach 4-stiindiger gleichzeitiger Tracer- und
Aminosaure-Infusion ist jedoch anfallig fur Interferenzen durch die oben geschilderten Pool-
Phanomene.

In einer friheren, ebenfalls postoperativen Untersuchung unserer Arbeitsgruppe am
menschlichen Kolon wurde gefunden, dass eine 4-stindige Aminosaure-Infusion in einer
Dosierung von 0,067 g kg* h™ die Proteinsynthese des Kolons im Vergleich zu fastenden
Kontrollpatienten reduzierte. Zusatzlich konnte in der Kontrollgruppe wéhrend des gesamten
Untersuchungszeitraums kein ,scheinbarer® Abfall der Kolon-Proteinsynthese beobachtet
werden. Der paradoxe Effekt der Hyperaminoazidame wurde dabei durch eine mutmalfliche
antiinflammatorische Wirkung von Glutamin, welches in der Aminosaure-Infusionslésung
enthalten war, erklart (13). Grundsatzlich scheint es so zu sein, dass zwischen Kolon und
lleum deutliche qualitative Unterschiede hinsichtlich des Eiweil3-Stoffwechsels und der
einzelnen Protein-Pools bestehen. So ist bekannt, dass der Prozentsatz an proliferierenden
Zellen und entsprechende Stoffwechselraten am Kolon deutlich niedriger sind als am lleum,
wodurch das Kolon gegeniber metabolischen Effektoren und Pool-Phdnomenen deutlich
unempfindlicher werden kdnnte (60). Diese Besonderheiten erklaren sehr wahrscheinlich die
unterschiedlichen Reaktionen des Kolons bzw. lleums auf einen akuten Fastenzustand bzw.
auf die Zufuhr von Glutamin-haltigen Aminosaurelésungen. Aufgrund der Beobachtungen am
menschlichen Kolon kénnen wir jedoch nicht ausschlie3en, dass in der gegenwartigen Studie
am menschlichen lleum, die ebenfalls unter Verwendung Glutamin-haltiger Aminosaure-
Infusionslésungen durchgefuihrt wurde, die Proteinsyntheserate unter Aminosaure-Infusion
sogar noch hoéher ausgefallen ware, wenn wir gleichzeitig Glutamin-freie Infusionslésungen
verwendet hatten.

Die Bedeutung von Glutamin flr den intestinalen Eiweil3-Stoffwechsel verdient dabei
eine besondere Betrachtung. Vorauszuschicken ist, dass bis auf die Untersuchungen unserer

eigenen Institution diesbeziglich bisher nur Daten zu gesunden Organismen vorliegen, und
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somit anti-inflammatorische Wirkungen des Glutamins fir die Interpretation der Ergebnisse
keine Rolle spielen.

Schon seit langem ist bekannt, dass Glutamin fir den Dunndarm ein wichtiger
Energie-Lieferant ist. Aus diesem Grund wurden die Auswirkungen einer parenteralen
Glutamin-Zufuhr in der Vergangenheit intensiv beforscht. Diese Entwicklung wurde durch die
kommerzielle Verfiigbarkeit von in Lésung stabilen, Glutamin-haltigen Dipetiden zusétzlich
stimuliert. Trotzdem besteht weiterhin eine ausgepragte Unsicherheit bezlglich der
tatsdchlichen Verwertung von Glutamin, und der speziellen Effekte einer parenteralen Zufuhr.
Diese Unsicherheit betrifft insbesondere den menschlichen Intestinaltrakt (61). Ohne Zweifel
ist es so, dass intravenodses Glutamin oder intravendse Glutamin-haltige Dipetide effizient im
menschlichen Splanchnikus-Gebiet verwertet werden (bei Glutamin-Dosierungen zwischen 15
bis 23 mg kg* h?). Etwa 18 % der Glutamin-Aufnahme des gesamten Kérpers findet im
Splanchnikus-Gebiet statt (62, 63). Erneut erlauben letztere Untersuchungen jedoch nicht,
zwischen einer Verwertung im Darm und im restlichen Splanchnikus-Gebiet zu unterscheiden.
Selektive Studien am Intestinaltrakt wurden in der Vergangenheit nur am Hund durchgefihrt.
Dabei zeigte sich, dass — im Vergleich zu anderen Organen — die Dipetid-Aufnahme im portal-
vendsen Stromgebiet bei entsprechender Dipetid-Infusion relativ niedrig war (8 bis 10 % der
gesamten Utilisation). Interessanterweise blieb dabei die Aufnahme von freiem Glutamin
unverandert (64, 65).

Einflisse von parenteralem Glutamin auf die intestinale Proteinsynthese wurden in der
Vergangenheit am Hund untersucht. Trotz Zufuhr sehr hoher Dosen (140 mg kg™ h') konnten
dabei keine Veranderungen beobachtet werden (66). Diese negativen Befunde bei
parenteraler Applikation stehen dabei im Gegensatz zu den eindeutig stimulierenden
Wirkungen, die fur eine enterale Glutamin-Zufuhr beschrieben wurden (67, 68, 69). Allerdings
ist zu beriicksichtigen, dass die bei diesen Studien angewandte Tracer-Technik, wie oben

bereits ausgefihrt, nicht ohne Probleme war (nur eine Mukosabiopsie, luminale Substrat-
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Zufuhr bei intravendser Tracer-Infusion). Somit kdnnen Interferenzen durch Pool-Effekte nicht
ausgeschlossen werden, und primdr anabole Wirkungen von intravenésem Glutamin am
Intestinaltrakt bleiben weiter unsicher.

Nur drei Studien untersuchten bisher selektive Wirkungen von parenteralem Glutamin
(Dipeptide) am menschlichen Intestinaltrakt (Duodenum). Diese Studien wurden dabei an
mangelerndhrten Individuen oder an Patienten mit verschiedenen internistischen
Funktionsstérungen des Intestinaltraktes durchgefuhrt. Glutamin wurde dabei als Zusatz zu
einer konventionellen kompletten parenteralen Erndhrung Uber einen Zeitraum von 8 bis 14
Tagen verabreicht. Darunter konnte ein deutlicher Anstieg der Glutamin-Konzentration im
Plasma beobachtet werden. Die Dunndarm-Morphologie (Zottenhdhe, Enterozyten-
Proliferation) verédnderte sich dabei jedoch nicht, allerdings kam es unter Glutamin-
supplementierter kompletter parenteraler Erndhrung auch zu keiner Verschlechterung der
Mukosa-Funktion (70, 71, 72, 73). Somit bleibt unklar, welche Bedeutung die parenterale
Glutamin-Substitution tatsachlich fur die Funktion des Intestinaltraktes hat. Hinsichtlich der
Interpretation unserer Ergebnisse ist es jedoch — unter Berlcksichtigung aller verfigbaren
Daten — nicht sehr wahrscheinlich, dass Glutamin bei der Stimulation der lleum-

Proteinsynthese eine zentrale Rolle spielte.
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5.3. Die Bedeutung des anabolen intestinalen Aminosaure- Effektes fur die

parenterale Ernéhrung

Die parenterale Ernahrung ist heute bei einer Vielzahl von Erkrankungen etablierter
Bestandteil der adjuvanten Therapie. Trotzdem ist bis heute unklar, ob diese Form der
Erndhrungstherapie die gleiche globale wie auch regionale Effizienz besitzt, wie die
orale/enterale Nahrungszufuhr. Dies betrifft ganz besonders die Funktion des Intestinaltraktes.
Es ist bemerkenswert, dass bis heute nur zwei Studien den Einfluss einer enteralen bzw.
parenteralen  Erndhrung auf den  Mukosastoffwechsel unter  standardisierten
Versuchsbedingungen miteinander verglichen haben. Es handelt sich dabei um eine
Langzeituntersuchung an neugeborenen Schweinen Uber 7 Tage (74) bzw. einen Akutversuch
Uber 6 Stunden am Hund (57). In beiden Studien konnte klar gezeigt werden, dass sowohl
das Jejunum des neugeborenen Schweines wie auch der Dinndarm des Hundes unter
enteraler Substratzufuhr eine deutlich hohere Proteinsyntheserate aufweisen. Die
Auswirkungen auf die Proteinabbaurate waren jedoch bei den beiden Spezies nicht
miteinander vergleichbar. So fand sich unter enteraler Erndhrung am neugeborenen Schwein
im Vergleich zur ausschlieBlich kompletten parenteralen Ernahrung eine signifikante
Steigerung auch der Proteinabbaurate. Dabei bestand insgesamt jedoch ein positiver
anaboler Effekt, wenn man die Differenz zwischen Synthese- und Abbau-Rate
berlcksichtigte. Am Hund reagierte die Proteinabbaurate genau gegensatzlich. Unter
enteraler Ernahrung sank die intestinale Eiweil3-Abbaurate auf fast ein Drittel der Werte wie
sie unter kompletter parenteraler Erahrung gemessen wurden.

Somit scheinen im  Hinblick auf verschiedene Erndhrungsmodalitaten

Speziesunterschiede zu bestehen. Rein grundsatzlich ist festzustellen, dass sowohl
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neugeborene Schweine wie auch erwachsene Hunde intestinale EiweiRumsatzraten
aufweisen, die um den Faktor 5 bis 7 Uber den Umsatzzahlen erwachsener Menschen liegen
(75). Somit ist allein aufgrund dieser Unterschiede davon auszugehen, dass zumindest der
gesunde menschliche Intestinaltrakt nicht so empfindlich auf eine ausschliel3lich parenterale
Substratzufuhr reagieren wirde, wie es fur kleinere Saugetiere beschrieben wurde. Allerdings
ist bis heute nicht in sorgféltigen Studien geklart, ob parenterale bzw. enterale Ernahrung am
Intestinaltrakt des Menschen vergleichbare Wirkungen besitzen,

Die wenigen Studien, die zu diesem Thema beim Menschen vorliegen, beschaftigen
sich praktisch ausschlie3lich mit einem Vorher/Nachher Vergleich, d.h. zuvor oral/enteral
erndhrte Individuen wurden in der Folge Uber unterschiedliche ZeitrAume parenteral ernahrt
und gleichzeitig wurden entsprechende Stoffwechselveranderungen an der Mukosa (in der
Regel Duodenum) untersucht. Eine Gesamtbetrachtung aller zu diesem Thema vorliegenden
Studien scheint die zuvor gemachten Uberlegungen hinsichtlich der Reagibilitit des
menschlichen Intestinaltraktes auf unterschiedlich Modalitaten der Nahrungszufuhr zu
bestédtigen. Allerdings ist festzustellen, dass die vorliegenden Studien praktisch
ausschlief3lich an Individuen mit internistischer Grunderkrankung (Colitis-Patienten, Tumor-
oder Kurzdarmpatienten) durchgefiihrt wurden. Es zeigte sich, dass bei einer ausschlieflich
parenteralen Ernahrung Uber einen Zeitraum von bis zu 2 Wochen keine wesentlichen
Veranderungen des Proteingehalts, der Enterozytenproliferation oder der Mikrovillushéhe
auftraten. Nur die Villushéhe selbst scheint um 10 bis 20 % abzunehmen [76, 77, 70, 71].
Auch nach einem Monat ausschlielllich parenteraler  Ernahrung sind noch keine
dramatischen Veradnderungen zu beobachten, beschrieben wurde eine verringerte
Enzymsekretion sowie eine Abnahme der Mikrovillushéhe [78, 79]. Erst nach mehr als 9-
monatiger ausschlieRlich parenteraler Nahrungszufuhr finden sich eindeutige Atrophiezeichen
sowie ein signifikanter Rickgang der Enterozytenproliferation [79]. Aber auch hier muss

einschrankend festgestellt werden, dass es sich dabei nur um Befunde bei Kindern handelt.
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Wie sich die Mukosa Erwachsener unter vergleichbaren Umstanden verhalten wirden, ist
bisher nicht bekannt.

Bemerkenswert ist, dass diese relativ langsame zeitliche Dynamik relevanter
morphologischer/metabolischer Ver&nderungen am menschlichen Intestinaltrakt trotz der
Abwesenheit von Glutamin im parenteral applizierten Aminsauregemisch zu beobachten war.
Somit scheint die nicht-supplementierte parenterale Zufuhr von Aminosduren in gangiger
Dosierung auszureichen, um die Mukosa-Integritat des Menschen auch Uber lange Zeitrdume
weitgehend aufrecht zu erhalten. Die Ergebnisse unserer Studie stiitzen diese Hypothese und
weisen auf die zentrale Rolle der intestinalen Proteinsynthese hin, die auch bei parenteraler

Aminosaurezufuhr effizient zu beeinflussen ist.
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6. Zusammenfassung

Eine ausreichende Eiweil3-Zufuhr ist Grundvoraussetzung fur die Aufrechterhaltung
der intestinalen Funktion. Nach abdominalchirurgischen Eingriffen kommt es im
Gastrointestinaltrakt jedoch haufig zu Motilitatsstérungen oder anatomischen Veranderungen,
die eine ausreichende orale/enterale Erndhrung des Patienten verhindern und bei denen dann
die Indikation zur parenteralen Ernahrung besteht. Allerdings ist bis heute nicht bekannt, in
wieweit eine parenterale Aminosauren-Zufuhr postoperativ den Eiweil3-Stoffwechsel der
menschlichen Mukosa beeinflussen kann.

In der vorliegenden Arbeit wollten wir untersuchen, welchen selektiven Einfluss eine
Standard — Aminoséaureinfusion in Ublicher Dosierung auf die postoperative Proteinsynthese
des lleums hat. Die an der Studie teilnehmenden Patienten (zwei Gruppen) mussten sich alle
einem vergleichbaren, grof3en kolorektalen Eingriff unterziehen, der auch die Anlage eines
lleostomas beinhaltete. Acht Patienten bildeten die Kontrollgruppe und weitere acht Patienten
die Gruppe der Patienten, die parenteral Aminosauren zugefiihrt bekamen. Alle Patienten
wurden am 8. — 10. postoperativen Tag im niichternen Zustand untersucht.

Die fraktionelle Proteinsyntheserate des lleums wurde mittels der Stabilen-lIsotopen-
Technik bestimmt. Dazu erhielten alle Patienten eine Bolusinjektion von 9,6 pmol-kg™ und
anschlieRend eine 10-stiindige Infusion von 0,16 pmol-kg™-min™ der Traceraminoséure 1-
[*C]-Leuzin. Die Kontrollgruppe erhielt nach einer Basalperiode (Phase |, Niichternzustand) in
der Phase Il der Studie (sechs bis zehn Stunden nach Infusionsbeginn) eine Infusion mit 0.9.
% NaCl — Losung. In der Testgruppe wurde in der Phase |l eine Standard -
Aminosaureldsung parenteral in einer Dosis von 0,067 g kg* h™ zugefiihrt. Diese Dosis
entsprach den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Erndhrungsmedizin.

Drei, sechs und zehn Stunden nach dem Start der Isotopenzufuhr wurden Mukosa-

Biopsien fur die massenspektrometrische Analyse durchgefiihrt und Blutproben fir die
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Messung der Aminosaure-Konzentration entnommen. Die Protein-gebundene Tracer-
Anreicherung wurde mit Hilfe der Gaschromatographie-lsotopenverhéltnis-
Massenspektrometrie (GC-IRMS), die Tracer-Anreicherung im Prakursorpool fur die
Proteinsynthese des Illeums (freie intrazellulare Leuzin-Anreicherung) mit Hilfe des
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GCMS) bestimmt. Unter Verwendung dieser
beiden Anreicherungen konnten die fraktionelle Proteinsyntheserate des lleums berechnet
werden.

Im Kontrollkollektiv fanden wir wahrend der Nichternphase einen signifikanten Abfall
der fraktionellen Proteinsyntheserate zwischen Phase | (Zeitraum zwischen erster und zweiter
Biopsie) und Phase Il (Zeitraum zwischen zweiter und dritter Biopsie). Sie betrug am Ende der
Phase | 1,14 + 0,13 % h™und am Ende der Phase Il 0,47 + 0,4 % h™ (p<0,001). Dabei blieb
jedoch die Plasmaaminosaurenkonzentration konstant Unter  Aminoséurenzufuhr
beobachteten wir einen signifikanten Anstieg in der Aminosédurenkonzentration am Ende von
Phase Il. Gleichzeitig blieb die fraktionellen Proteinsyntheserate stabil (Phase II: 0,89 + 0,10
% h™, n.s. vs. 1,14 + 0,17 % h™ in Phase I) und war in Phase Il auch signifikant gréRer als die
entsprechenden Syntheseraten in der Kontrollgruppe (p<0,05).

Somit war eine Standard — Aminosaureinfusion unter der empfohlenen maximalen
Zufuhrrate in der Lage, die postoperative lleum-Proteinsynthese signifikant zu stimulieren. Der
Abfall der Proteinsyntheserate im Kontrollkollektiv wurde nach Befunden in der Literatur nicht
durch den akuten Fastenzustand verursacht. Verantwortlich fir diesen technisch bedingten
Abfall waren vielmehr Pool-Phanomene, die bei kontinuierlicher Tracer-Applikation auftreten
kénnen, wenn in den entnommenen Gewebsproben der Anteil an Proteinen mit sehr
schnellem Umsatz (fraktionelle Syntheserate > 15 bis 20 % h™) vergleichsweise hoch ist. Der
(relative) Aminoséaure-Effekt in Phase Il wird jedoch durch diese Pool-Phdnomene nicht

verfalscht.
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Die Ergebnisse unserer Studie zeigen zum ersten Mal die Wichtigkeit der parenteralen
Aminosaure-Zufuhr fir den Eiweil3-Stoffwechsel der Mukosa nach abdominalchirurgischen
Eingriffen. Unsere Befunde kénnen auch erklaren, warum eine komplette parenterale
Erndhrung in gangiger Dosierung ausreicht, um — im Gegensatz zu kleinen Saugetieren oder

Nagern — die Mukosa-Integritdt des Menschen auch Uber lange Zeitrdume weitgehend

aufrecht zu erhalten.
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7. Anhang

7.1 Tabellen

Tabelle 1:
Kdrpergrolle, Korpergewicht, Bodymass-Index (BMI), Alter und Geschlecht der Patienten in

den Patientengruppen (AS, Aminosauren).

Gruppe Patient Korper- | Koérpergewicht| BMI Alter Geschlecht
groRe (cm) (kg) (Jahre)

Kontrolle #1 171 75,0 25,6 74 mannlich
#2 179 68,0 21,2 54 mannlich
#3 162 75,0 28,0 65 weiblich
#4 162 57,5 21,9 72 weiblich
#5 152 55,0 23,8 59 weiblich
#6 158 62,0 24,8 53 weiblich
H#H7 181 83,0 25,3 55 mannlich
#8 180 84,3 26,0 79 mannlich
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Gruppe Patient Korper- | Kérpergewicht BMI Alter Geschlecht
groRe (cm) (kg) (Jahre)

AS-Infusion #1 180 80,2 24,8 53 mannlich
#2 188 86,4 244 63 mannlich
#3 178 88,5 27,9 66 mannlich
#4 167 70,0 25,1 63 mannlich
#5 182 82,7 25,0 64 mannlich
#6 174 78,1 25,8 64 weiblich
H#7 168 70,0 24,8 58 mannlich
#8 175 68,7 22,4 71 weiblich
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Tabelle 2:

Isotopomer — Verhaltnis (M+1/M) fur das freie, intrazellulare Leuzin in den Patientengruppen.
Die Hintergrundanreicherung wurde im Pool der freien Aminosauren im Plasma bestimmt.
Biopsie 1 wurde nach 180 min., Biopsie 2 nach 360 min. und Biopsie 3 nach 600 min. nach
Start der Infusion des Tracers 1-[**C]-Leuzin entnommen. Zwischen min 360 und min 600 der

Studie erhielten die Patienten der Aminoséure (AS) - Gruppe 67 mg Aminosauren kg™ h™. In

der Kontrollgruppe wurde physiologische Kochsalzlésung (NacCl) infundiert.

Gruppe Patient M+1/M M+1/M M+1/M M+1/M
Hintergrund Biopsie 1 Biopsie 2 Biopsie 3
Kontrolle #1 0,269 0,3095 0,3125 0,3047
#2 0,247 0,2893 0,2986 0,3028
#3 0,271 0,3246 0,3148 0,3229
#4 0,269 0,342 0,3399 0,323
#5 0,274 0,3414 0,3482 0,3378
#6 0,275 0,3224 0,3249 0,3414
#7 0,279 0,321 0,3261 0,3335
#8 0,2674 0,3165 0,3209 0,3219
AS-Infusion #1 0,267 0,324 0,320 0,321
#2 0,260 0,298 0,300 0,298
#3 0,256 0,306 0,304 0,302
#4 0,243 0,306 0,314 0,306
#5 0,254 0,322 0,316 0,313
#6 0,259 0,326 0,334 0,316
#7 0,243 0,284 0,301 0,296
#8 0,268 0,312 0,318 0,312
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Tabelle 3:

Prakursorpoolanreicherung: 1-[**C]-Leuzin Tracer / Tracee — Verhéltnis fir das freie,
intrazelluldre Leuzin (zaa) in den Patientengruppen. Biopsie 1 wurde nach 180 min., Biopsie 2
nach 360 min. und Biopsie 3 nach 600 min. nach Start der Infusion des Tracers 1-[**C]-Leuzin
entnommen. Zwischen min 360 und min 600 der Studie erhielten die Patienten der
Aminosdure (AS) - Gruppe 67 mg Aminosduren kg* h™. In der Kontrollgruppe wurde

physiologische Kochsalzlosung (NaCl) infundiert.

Gruppe Patient Zan Zan Zan
Biopsie 1 Biopsie 2 Biopsie 3
Kontrolle #1 0,0406 0,0436 0,0358
#2 0,0426 0,0519 0,0561
#3 0,0530 0,0432 0,0513
#4 0,0731 0,0710 0,0541
#5 0,0676 0,0744 0,0640
#6 0,0474 0,0499 0,0664
#7 0,0422 0,0473 0,0547
#8 0,0491 0,0535 0,0545
AS-Infusion #1 0,0568 0,0532 0,05409
#2 0,03702 0,03936 0,03702
#3 0,05022 0,04849 0,04658
#4 0,06282 0,07035 0,06204
#5 0,06791 0,06131 0,05834
#6 0,0666 0,07435 0,05653
#7 0,04072 0,05733 0,05238
#8 0,04405 0,04971 0,04371
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Tabelle 4:

A®C-Werte fir das Protein der lleum-Mukosa in den Patientengruppen. Die
Hintergrundanreicherung wurde im Pool der freien Aminoséauren im Plasma bestimmt. Biopsie
1 wurde nach 180 min., Biopsie 2 nach 360 min. und Biopsie 3 nach 600 min. nach Start der
Infusion des Tracers 1-[**C]-Leuzin entnommen. Zwischen min 360 und min 600 der Studie

erhielten die Patienten der Aminosdure (AS) - Gruppe 67 mg Aminosduren kg™ h™. In der

Kontrollgruppe wurde physiologische Kochsalzlésung (NaCl) infundiert.

Gruppe Patient A¥C ABC AC ABC
Hintergrund Biopsie 1 Biopsie 2 Biopsie 3

Kontrolle #1 -25,3 -11,3 7 23,7
#2 -26,4 -22,6 -7 -2,4
#3 -25,2 -10,4 5 7,6
#4 -26,7 -13/4 3,8 11
#5 -24,3 -19,1 -2 0,9
#6 -27,7 -12,2 2,8 12,1
#7 -25,9 -5,2 1,6 5,9
#8 -26,0 -13,8 1,9 9,3

AS-Infusion #1 -25,7 -2,9 7,8 24,1
#2 -24.9 -3 18,3 31,5
#3 -27 0,7 9,8 22,8
#4 -26,1 -1,2 8,1 36,3
#5 -27,2 -6,8 19,1 26,8
#6 -26,3 2,6 22,8 40
#7 -26,9 -8 4,7 18,9
#8 -27 154 36,9 59,2
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Tabelle 5:

Isotopenverhdltnis **C/*?C (%) fir NAP-1-[**C]-Leuzin fir das Protein der lleum-Mukosa in
den Patientengruppen. Das Hintergrundverhaltnis wurde im Pool der freien Aminosauren im
Plasma bestimmt. Biopsie 1 wurde nach 180 min., Biopsie 2 nach 360 min. und Biopsie 3
nach 600 min. nach Start der Infusion des Tracers 1-[**C]-Leuzin entnommen. Zwischen min.
360 und min. 600 der Studie erhielten die Patienten der Aminosaure (AS) - Gruppe 67 mg

Aminosduren kg™* h™. In der Kontrollgruppe wurde physiologische Kochsalzlésung (NaCl)

infundiert.
Gruppe Patient Bcriec Bcrtec Bertec Bcrc
Hintergrund Biopsie 1 Biopsie 2 Biopsie 3
Kontrolle #1 0,01072 0,01088 0,01108 0,01126
#2 0,01071 0,01075 0,01092 0,01097
#3 0,01072 0,01089 0,01106 0,01108
#4 0,01071 0,01085 0,01104 0,01112
#5 0,01073 0,01079 0,01098 0,01101
#6 0,01070 0,01087 0,01103 0,01113
#7 0,01072 0,01094 0,01102 0,01106
#8 0,01071 0,01085 0,01102 0,01110
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Gruppe Patient Bcritec Bcritec Bcrtec Bcr e
Hintergrund Biopsie 1 Biopsie 2 Biopsie 3
AS-Infusion #1 0,01072 0,01097 0,01109 0,01127
#2 0,01073 0,01097 0,01120 0,01135
#3 0,01070 0,01101 0,01111 0,01125
#4 0,01071 0,01099 0,01109 0,01140
#5 0,01070 0,01093 0,01121 0,01129
#6 0,01071 0,01103 0,01125 0,01144
#7 0,01070 0,01091 0,01105 0,01121
#8 0,01070 0,01117 0,01141 0,01165
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Tabelle 6:

Anreicherung im Protein der lleum-Mukosa: 1-[**C]-Leuzin Tracer / Tracee — Verhaltnis fiir
das Protein-gebundene Leuzin (zy) in den Patientengruppen. Biopsie 1 wurde nach 180
min., Biopsie 2 nach 360 min. und Biopsie 3 nach 600 min. nach Start der Infusion des
Tracers 1-[**C]-Leuzin entnommen. Zwischen min 360 und min 600 der Studie erhielten die
Patienten der Aminoséure (AS) - Gruppe 67 mg Aminoséauren kg™ h™. In der Kontrollgruppe

wurde physiologische Kochsalzlésung (NacCl) infundiert.

Gruppe Patient Zprot Zprot Zprot
Biopsie 1 Biopsie 2 Biopsie 3
Kontrolle #1 0,15 0,36 0,54
#2 0,04 0,21 0,27
#3 0,16 0,33 0,36
#4 0,15 0,34 0,42
#5 0,06 0,25 0,28
#6 0,17 0,34 0,44
#7 0,23 0,30 0,35
#8 0,13 0,31 0,39
AS-Infusion #1 0,25 0,37 0,55
#2 0,24 0,48 0,63
#3 0,31 0,41 0,55
#4 0,28 0,38 0,69
#5 0,23 0,51 0,60
#6 0,32 0,54 0,73
#7 0,21 0,35 0,51
#8 0,47 0,71 0,96

55



Tabelle 7:

Proteinsynthese der lleum-Mukosa: Fraktionelle Proteinsyntheseraten (FSR, % h™) in den
Patientengruppen. Phase | umfasste min 180 bis min 360, Phase Il min 360 bis min 600 nach
Start der Infusion des Tracers 1-[**C]-Leuzin. In Phase Il der Studie erhielten die Patienten
der Aminoséure (AS) - Gruppe 67 mg Aminosduren kg™ h™. In der Kontroligruppe wurde

physiologische Kochsalzlosung (NaCl) infundiert.

Gruppe Patient FSR FSR
Phase 1 Phase 2
Kontrolle #1 1,81 1,19
#2 1,33 0,24
#3 1,17 0,15
#4 0,85 0,33
#5 0,91 0,11
#6 1,11 0,46
#7 0,58 0,24
#8 1,39 1,00
AS-Infusion #1 0,74 0,85
#2 2,04 0,99
#3 0,71 0,76
#4 0,54 1,19
#5 1,49 0,37
#6 1,05 0,78
#7 0,98 0,75
#8 1,58 1,41

56



7.2 Verzeichnis der Abbildungen

ADBDIIAUNG L ..ttt 10
Versuchsablauf
ABDIIAUNG 2 ...t 13

Aufarbeitung der Mukosa-Biopsien: Trennung des Mukosa-Eiweil3 von den
freien intrazellularen Aminosauren

ADDIIAUNG 3 ..ttt 15
Aufarbeitung der Mukosa-Biopsien: Hydrolyse von Mukosa-Eiweil3, Reiningung
und Veresterung der freigesetzten Aminosauren

ADDIIAUNG 4 ... 16
Aufarbeitung der Mukosa-Biopsien: Reiningung und Derivatisierung
der freien intrazellularen Aminosauren

7Y o] o1 [0 18 s o = 15PN 17
Prinzip der Berechnung der fraktionellen Proteinsyntheserate

F Y o] o1 [0 18 s o < 15PN 21
Aminoséaure-Konzentration in der Kontrollgruppe und in der Aminosaure-Gruppe

7Y o] o1 [0 11 o TSP 23
Isotopomer — Verhaltnis (M+1/M) im Pool der freien, intrazellularen Aminosauren der
lleum-Mukosa

P2 o] o110 [ T o To IS 24
Tracer / Tracee — Verhéltnis (1-[**C]-Leuzin Anreicherung) im Pool der freien,
intrazellularen Aminosauren der lleum-Mukosa (zaa)

P2 o] o110 [T g To I U 26

A¥®C-Werte im Protein der lleum-Mukosa
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ABDIIAUNG L0: ..t 27
Isotopenverhaltnis **C / **C fiir NAP-1-[**C]-Leuzin im Protein der lleum-Mukosa

ABDIIAUNG LL: ettt 28
Tracer / Tracee Verhéltnis fur 1-[13C]-Leuzin im Protein der lleum-Mukosa (Zpror)

ADDIIAUNG 12: ...ttt 30

Fraktionelle Proteinsyntheseraten (% h™) der lleum-Mukosa in den Patientengruppen
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7.3 Verzeichnis der Abkurzungen

BMI

FSR
GC-IRMS
GC-MS
t-BDMS
tRNA

Zan

ZProt

Body-Mass-Index

Fraktionelle Proteinsyntheserate
Gaschromatographie-Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
n-methyl-n-(t-butyldimethyl-silyl)-trifluoro-azetamid

Transfer Ribonukleinsdure

Tracer / Tracee Verhaltnis im Prakursorpool

Tracer / Tracee Verhaltnis im Protein
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