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1. Einleitung

Chirurgische Traumata fithren {iber verschiedene Mechanismen zu Verédnderungen in
zahlreichen Regelkreisen des Korpers. Nach einer Operation oder einem Trauma reagiert der
Korper auf die Verletzung, wobei entsprechende Signale {iber afferente Nerven,
Barorezeptoren und immunologische Mediatoren vermittelt werden. Neben vielen anderen
Veridnderungen kommt es auch zu metabolischen Reaktionen, die sowohl einzelne Organe
wie auch den Substratfluss zwischen ihnen betreffen. Die posttraumatischen Verdnderungen
im Bereich des Substratstoffwechsels werden unter dem Begriff Postaggressionssyndrom

zusammengefasst (43, 44).

Wichtigstes Phidnomen des Postaggressionssyndroms ist der Verlust an korpereigener
Eiweimasse. Dieser irreversible Verlust von korpereigener Eiweillsubstanz beruht zum
grofiten Teil auf einem progredienten Verlust von Muskelmasse der bei allen schwer kranken
Patienten mit lingerem Krankheitsverlauf beobachtet werden kann, und der die Morbiditit,
Mortalitit, Rekonvaleszenz und Rehabilitation negativ beeinflusst (19, 27, 46, 101). Die
klinisch so bedeutende EiweiB-Katabolie resultiert aus einem Missverhiltnis zwischen
Proteinabbau und Proteinsynthese im Rahmen des Postaggressionssyndroms. Die
wissenschaftliche Untersuchung dieser Verdnderungen im EiweiB-Stoffwechsel erfordert
dabei eine differenzierte Betrachtung in Abhéngigkeit vom pridoperativen Erndhrungszustand,
vom Schweregrad des chirurgischen Traumas, vom zeitlichen Abstand zum Trauma und auch

spezifisch vom jeweils betroffenen Organsystem.

Unmittelbar postoperativ besteht eine bestimmte zeitliche Dynamik der metabolischen
Veridnderungen. Zunichst kommt es fiir einige Stunden zu einer Akut — oder Ebbephase im
Korper. Ein hypodynamer Zustand ist zu beobachten, der durch Hypovoldmie, verminderter
Kreislauffunktion und reduzierter Stoffwechselaktivitiit charakterisiert ist. Die anschlieende
hyperdyname FluB-Phase ist durch eine hormonelle und immunologische Uberaktivierung mit
dem bedeutenden Merkmal der Eiweif3-Katabolie gekennzeichnet. Es kommt gleichzeitig zu
erheblichen weiteren Verdnderungen des Substratstoffwechsels. Dazu zidhlen unter anderem
die Glukoseverwertungsstorung und Insulinresistenz, Fettstoffwechselstérungen, sowie

Veridnderungen des Elektrolythaushalts (63). Bei komplikationslosem Verlauf schliet sich
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nach ein bis zwei Wochen eine anabole Phase zur Normalisierung der Stoffwechselvorginge,

zum Eiwei3-Aufbau und zur Rekonvaleszenz an (42, 47).

Neben der Muskulatur ist auch der Eiweif3-Gehalt des Plasmas vom Postaggressionssyndrom
betroffen. Hier sind speziell regelhaft Veridnderungen der Albumin-Konzentration zu
beobachten. Albumin ist eines der wichtigsten Proteine im menschlichen Korper und wird
ausschlieBlich in der Leber gebildet. Mit einer normalen Konzentration von 35-53 g/I (95) ist
es das Protein im Plasma mit der hochsten Konzentration. Es trigt zu 75% zur
Aufrechterhaltung des onkotischen Drucks bei, ist eine wichtige intravasale Carriersubstanz
fiir korpereigene Metaboliten und fiir Arzneimittel, ein Aminosdurespeicher und in geringen
Massen auch eine Puffersubstanz, sowie ein Antikoagulanz (26, 29, 68, 83). Fiir die Synthese
des Albumins ist eine ausreichende FEiwei-Zufuhr erforderlich. Zusitzlich spielt das
hormonelle Milieu eine wichtige Rolle bei der Regulation der Albumin-Konzentration.
Schilddriisenhormone, Wachstumshormon und Insulin, aber auch der onkotische Druck
beeinflussen die Albuminsynthese und kénnen sich in ihrem Effekt addieren oder aufheben.
Auch eine Kontrolle der Albuminsynthese durch Steroidhormone wurde beschrieben (24, 62,

84).

Es ist bekannt, dass es nach einem chirurgischen Trauma zu einem raschen
Konzentrationsabfall des Albumins kommt. Die Ursachen fiir diesen Konzentrationsabfall
sind bis heute nicht eindeutig geklért. Diskutiert wird einerseits ein Verlust in den dritten
Raum durch eine postoperative Storung der Mikrozirkulation (49, 54, 96), denkbar ist aber
andererseits auch eine Einschrinkung der hepatischen Albuminsynthese im Rahmen des
Postaggressionssyndroms (32, 68). Es steht jedoch fest, dass das Ausmal} dieses
Konzentrationsabfalls eng mit der Morbiditit der Patienten korreliert und zu

lebensbedrohlichen Situationen fithren kann.

Bis heute ist jedoch nicht genau bekannt, wie spezielle erndhrungsmedizinische Malnahmen
die Hypoalbumindmie im Rahmen des Postaggressionssyndroms beeinflussen. Gerade nach
abdominalchirurgischen Eingriffen ist eine natiirliche orale/enterale Erndhrung wegen des
funktionsuntiichtigen Gastrointestinaltrakts oft nur schlecht oder eingeschrinkt mdoglich.
Deswegen sind die parenterale Erndhrung und die damit verbundenen metabolischen Effekte

in dieser Phase von besonderer Wichtigkeit. Ziel der parenteralen Erndhrung ist es, den



posttraumatischen EiweiBlverlust zu reduzieren und anabole Stoffwechselvorginge zu

unterstiitzen. Dabei sind die wichtigsten Substrate die parenteral zugefiihrten Aminoséuren.

Die heutigen Dosierungsempfehlungen fiir eine parenterale Aminosdurenzufuhr beruhen auf
dem Konzept einer maximalen Konservierung des Gesamtkorper-Eiweilbestandes. Die
aktuell empfohlene Aminoséduredosis fiir Patienten im Postaggressionssyndrom betrigt 1.2-
1.5 g pro Kilogramm pro Tag (4, 41, 55). Danach wird die parenterale Infusionsmenge im
heutigen klinischen Alltag auch gesteuert. Es ist allerdings bis heute unklar, welchen
selektiven Einfluss diese Aminosduren-Dosierung auf den viszeralen EiweiB3stoffwechsel hat.
Wegen der speziellen metabolischen Bedeutung sind dabei Auswirkungen auf die
postoperative ~ Albuminsyntheserate (und damit auf die Normalisierung der

Hypoalbuminimie) von besonderer Wichtigkeit.



2. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragen untersucht werden:
1. Welchen Einfluss hat eine Leitlinien-gerechte, parenterale Aminosiurezufuhr auf die

postoperative Albuminsyntheserate und Albuminkonzentration

2. Werden fraktionelle und absolute Albuminsyntheserate dabei unterschiedlich

beeinflusst?



3. Patientengut und Methodik

3.1. Patienten

Es wurden zwei vergleichbare Patientenkollektive postoperativ untersucht (Kontrollpatienten
und Patienten mit Aminosdurezufuhr). Zum Vergleich sind die Diagnosen und operativen

Eingriffe in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Beide Patientengruppen hatten ein vergleichbares prd- und perioperatives Risikoprofil.
Speziell waren das Alter und der pridoperative Erndhrungszustand (s. Tabelle 5) vergleichbar.
Keiner der untersuchten Patienten hatte prioperativ eine positive Anamnese hinsichtlich eines
starken  Gewichtsverlustes oder einer schweren Mangelernihrung. Begleitende
Stoffwechselerkrankungen waren durch klinische und laborchemische Untersuchungen
ausgeschlossen worden. Patienten mit systemisch entziindlichen Erkrankungen oder
Autoimmunerkrankungen wie z.B. Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa, wurden nicht in die
Studie miteinbezogen. In allen Kollektiven wurden mittels Routinelaborparametern (kleines
Blutbild, Thrombozyten, Quick, PTT, CRP) Stérungen der Blutgerinnung, sowie infektidse
oder septische postoperative Komplikationen als weitere Kriterien zum Studienausschluss
erfasst. In Hinblick auf die Operationszeit, das Ausmal} des Blutverlustes, die insgesamte
Infusionsmenge, das Narkoseverfahren, die perioperative Antibiotikagabe und das
postoperative Tumorstadium (Dukes B) waren beide Gruppen ebenfalls miteinander
vergleichbar. Alle Patienten hatten einen unauffilligen postoperativen Verlauf. Zum
Zeitpunkt unserer Untersuchungen zeigten sie keine Anzeichen einer lokalen oder

systemischen Infektion, oder eines Multiorganversagens.

Nach ausfiihrlicher Aufklidrung iiber den Ablauf und die Art der geplanten Untersuchungen
gaben alle Patienten ihre freiwillige schriftliche Einwilligung zu der geplanten Studie. Das
Studienprotokoll war zuvor als Teil eines groeren DFG-Projektes (Intestinale
Proteinsynthese Ha 1439/4-1) durch die Oortliche Ethikkommission genehmigt worden
(Protokollnummer:134/97)
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3.2. Versuchsablauf

Alle Patienten wurden wihrend eines reguldren postoperativen Aufenthalts in die Studie
aufgenommen. Sie erhielten postoperativ eine in der Kalorienzufuhr vergleichbare Erndhrung
(etwa 15 kcal-kg'l-Tag'1 am 1. — 3. postoperativen Tag, an den weiteren Tagen etwa 25
kcalkg'-Tag™"), von der zwei Drittel enteral (fliissige Kost) und ein Drittel parenteral
zugefiithrt wurden. Wir haben unsere Untersuchungen am 8. — 10. postoperativen Tag
durchgefiihrt, da zu dieser Zeit der Verlust des Gesamtkorpereiweiles am Grofiten ist (47,

74).

Im Rahmen des Studienprotokolls befanden sich die untersuchten Individuen ab 22:00 Uhr
des Vortags bis zum Ende der Studie am Studientag im niichternen Zustand, wobei innerhalb
dieses Zeitraumes das Trinken von Mineralwasser erlaubt war. Die Untersuchung der
Albuminsynthese erfolgte mittels der sog. Stabile-Isotopen-Technik. Am Studientag wurde
zundchst um 07:00 morgens ein Bolus von 9,6 umol‘kg'1 des verwendeten Tracers injiziert,
dann eine kontinuierliche Infusion von 0,16 pmol-kg’-Min.! 1-’C-Leuzin (Tracer
Technologies, Sommerville, MA, USA; 99,3 atom % enrichment) begonnen. Die

Infusionsdauer betrug im Gesamten zehn Stunden (s. Abbildung 1).

Vor Beginn der Isotopeninfusion wurde jedem untersuchten Patienten eine Blutprobe
entnommen. Das nach Zentrifugation gewonnene Plasma dieser Probe diente zur Bestimmung
der Hintergrundanreicherung im albumingebundenen Leuzin, im freien Plasmaleuzin und in
der Plasma - Ketoisocapronsidure. AnschlieBend wurden zusitzlich nach 180, 360 und 600
Minuten  kontinuierlicher  Isotopeninfusion = Blutproben zur  Bestimmung der
Isotopenanreicherung in Albumin und in der Plasma-Ketoisocapronsdure entnommen. Wir
bezeichneten den Zeitraum von 180 Minuten bis 360 Minuten als Phase I und den Zeitraum

von 360 Minuten bis 600 Minuten als Phase 1I.
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Abbildung 1: Studienablauf

Tracer Bolus 9,6 umol-kg™! 1-"*C-Leuzin

!

Isotopeninfusion (1-"*C-Leuzin: 0,16 pumolkg”-Min.™)

7:00 Uhr 10:00 Uhr 13:00 Uhr 17:00 Uhr
I I I I
Start der Infusion 3 Stunden 6 Stunden 10 Stunden
Phase I Phase 11
| Blutentnahmen |

In der Phase II erhielten die Patienten des Kollektivs mit Aminosdureinfusion eine
kontinuierliche Standard - Aminosiureinfusion mit einer Dosis von 0.067 g-kg’l-h'1 (1,6g-kg
1-Tag'l) (Parentamin®/Dipeptamin®, Serag-Wiessner, Naila, Germany und Fresenius-Kabi,
Bad Homburg, Germany). Die Patienten des Kontrollkollektivs erhielten in der Phase II eine

isotone Natriumchloridinfusion.
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3.3. Abgeleitete Zielgrofien

e Berechnung der fraktionellen Albuminsyntheserate (FSR) (97):

Anstieg der Traceranreicherung im Albumin (Produktanreicherung)

FSR (%/Tag) =

Durchschnittliches Tracer-Angebot (Prikursorpoolanreicherung)

Die Prikursorpoolanreicherung in der Leberzelle sollte idealerweise in der Leberzell-t-RNA
bestimmt werden. Aus verschiedenen Publikationen geht jedoch hervor, dass die Bestimmung
der Anreicherung in der Plasma-Ketoisocapronsidure (KIC) (dem Leuzin-Abbauprodukt) als
Ersatz fiir die Bestimmung der Anreicherung in der t-RNA der Leberzellen geeignet ist (3, 45,
87).

¢ Berechnung der absoluten Albuminsyntheserate ASR:

ASR (mg/kg Tag) = (FSR x Plasmavolumen x Albuminkonzentration) / kg

13



3.4. Beschreibung der angewendeten Methodik zur Bestimmung der Albuminsyntheserate

3.4.1. Material

Das verwendete Material ist im Anhang in Tabelle 2 und Tabelle 3 aufgefiihrt.

3.4.2. Probenaufbereitung

a) Albuminisolierung

Die Proteine der Serumproben (500 pul) wurden durch Zusatz von 500 pl Trichloressigsdure
(10%) gefillt und 10 Minuten bei 11000 Umdrehungen pro Minute in einer Zentrifuge fiir
ReaktionsgefiBe zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der Pipette entfernt und vollstindig
verworfen. Das Sediment wurde in 500 pl absolutem Ethanol suspendiert und erneut 10
Minuten lang bei 11000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die alkoholische Losung

wurde vorsichtig, ohne das Sediment mit zu erfassen, mit einer Pipette gewonnen.

Um den Alkohol zu entfernen, wurden 5 ml destilliertes Wasser und die zuvor gewonnene
Probe in einen Centriplus Filter (Zentrifugenfilter mit der Ausschlussgrofe 50.000 Dalton)
gegeben und bei 5.000 Umdrehungen pro Minute in einer Beckmann-
Hochgeschwindigkeitszentrifuge circa 30 Minuten zentrifugiert bis die Fliissigkeit fast
vollstindig durch den Filter gelaufen war. Das Sediment wurde zuriickgewonnen, indem der
Filter umgedreht auf ein passendes leeres Gefill gegeben wurde, 1000 pul Wasser auf der
oberen Filterseite (ohne Deckel) zugegeben wurden und bei 1500 Umdrehungen pro Minute

in einer Hettich-Laborzentrifuge 15 Minuten zentrifugiert wurde.

Die anschlieBende priparative Elektrophorese diente der Gewinnung hochreinen Albumins.
Eine préparativen SDS-PAGE dient dazu, die Proteine der Grofle nach zu trennen. Man kann
die gewiinschten Proteine nach dem Durchlaufen des gesamten Gels, der Grofle nach
aufgetrennt, in kleinen Gefillen auffangen. Die hiermit gewonnenen Proteine konnen dann

mittels einer analytischen Elektrophorese genauer untersucht werden.
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Fiir die préiparative Elektrophorese wurde ein zylinderformiges Gel gegossen. Zunéchst wurde
die Trenngellosung, bestehend aus Acrylamid (10%), Bisacrylamid (0,3%), Trenngelpuffer
(Tris/HCI 0,375 M, pH 8.8), SDS (0,1 %), TEMED (frisch angesetzte 10%ige Losung.) und
Ammoniumpersulfat (frisch angesetzte 10%ige Losung.), ohne Luftblasen in den Zylinder
gefiillt, mit wenig destilliertem Wasser iiberschichtet und 30 Minuten stehen gelassen bis das
Gel polymerisiert war. AnschlieBend wurde das destillierte Wasser abgegossen und die
Sammelgellosung bestehend aus Acrylamid (3%), Bisacrylamid (0,1%), SDS (0,2%) und
Sammelgelpuffer (Tris/HCI 0,240 M, pH 6,8), TEMED, Ammoniumpersulfat (jeweils 10%ige
Losungen) auf das polymerisierte Trenngel gegeben, erneut mit destilliertem Wasser
iiberschichtet und wieder stehen gelassen bis auch dieses Gel polymerisiert war (ca. 20

Minuten). Danach wurde das iiberschiissige Wasser entfernt.

Der Zylinder mit dem Gel wurde in die Apparatur fiir die priparative Elektrophorese
eingebaut und der Elutionspuffer (Phosphatpuffer) und Elektrodenpuffer (Trispuffer) in die
entsprechenden Kammern gegeben. Die Serumprobe (750ml) wurde 1:1 mit Probenpuffer
(0,02% Bromphenolblau, 0,1 M Tris / HCI pH 6,5, 20% Glycerin, und 4% SDS) verdiinnt und
mit Hilfe eines kleinen Schlauchs direkt auf das Gel gegeben. Der Elutionspuffer wurde auf
eine FlieBgeschwindigkeit von 1 ml pro Minute eingestellt. Fiir die Elektrophorese wurde eine
Stromstédrke von 40 mA eingestellt bis das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau beide
Gele durchlaufen hatte. Danach wurde die Stromstirke auf 80 mA erhoht. Mit diesem
Stromgradienten, einer Linge des Trenngels von circa 3 cm und einer Linge des Sammelgels
von circa 1 cm konnte eine klare Trennung des Albumins von dem zweiten in der Losung
enthaltenen Protein erreicht werden. Die Erhohung der Stromstidrke verringerte das
ausgeprigte Tailing bei der Elution des Albumins. Nach dem Erscheinen des Bromphenolblau

wurden 100 Proben von je 1,5 ml - Reaktionsgefiflen aufgefangen.

In einer anschlieBenden analytischen Elektrophorese wurde jede 5. dieser 100 Proben auf die
enthaltenen Proteine untersucht. Das Trenngel, sowie das Sammelgel enthielten dieselbe
Zusammensetzung wie bei der préiparativen Elektrophorese. Sie wurden vertikal zwischen
zwei Glasplatten mit einem abschlieBenden Kamm (dieser diente der Formung der
Geltaschen) aufgetragen. Um eine geeignete Probenmenge auftragen zu kdnnen, wurde zuvor
der Albumingehalt photometrisch gemessen und die Proben bis zu einen Albumingehalt von
ca. 0,5 g/l verdiinnt. Anschlieend wurde Probenpuffer (Zusammensetzung siehe oben) im

Verhiltnis 1:1 zugesetzt und 35 pul der Probe in die jeweilige Geltasche gegeben. Als Puffer
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wurde der Elektrodenpuffer verwendet. Die Elektrophorese wurde dann bei 50 mA
durchgefithrt bis das Bromphenolblau das Gel vollstindig durchlaufen hatte. Fiir die
Darstellung der Proteine wurden die Gele iiber Nacht in 0,1% Coomassie R-250, 40%
Ethanol, 10% Essigsdure auf einer Schiittelapparatur fixiert und geférbt und am nichsten Tag
mit einer Losung aus 40% Ethanol und 10% Essigsdure in 20 Minuten wieder entférbt, so
dass die Proteine als blaue Banden auf den Gelen sichtbar wurden (die Anfarbung von
Proteinen mit Coomassie beruht auf einer nicht kovalenten Wechselwirkung des Farbstoffes
mit Aminosdureresten des Proteins. Um ein Auswaschen der Proteine wihrend der Fiarbung
und Entfirbung zu verhindern, werden diese mit Essigsdure im Gel denaturiert. Die
Coomassie- Firbung hat eine geringere Nachweisgrenze als eine Silberfarbung, reichte aber

aus, um die Verunreinigung des isolierten Albumins nachzuweisen).

Nur diejenigen Proben, die Albumin enthielten, wurden nun konzentriert. Diese wurden durch
einen Centriplus Filter mit der AusschlussgrofSe von 50000 Dalton nach und nach filtriert, bis
alle albuminenthaltenden Proben durch den Filter gelaufen waren. Das Albumin wurde dann
wie auch oben fiir das Sediment beschrieben aus dem Filter gewonnen (umgedreht zuriick
zentrifugiert). Danach werden die Albuminldsungen in ein Pyrex-Rohrchen gegeben.

Die Proben wurden im Speedvac bei 35°C vollstindig getrocknet und danach 48 Stunden mit
6ml Salzsdure (6N) im Ofen bei 110°C hydrolysiert. AnschlieBend wurden sie erneut im

Speedvac getrocknet.

b) Leuzin-Derivatisierung

Zur Analyse des Albumin-gebundenen Leuzins (Messung der Anreicherung) benutzten wir
die Gaschromatographie-Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie (GC-IRMS), die zwar
hochreine Proben erfordert, aber fiir die niedrigen Anreicherungen, wie sie beim Albumin
vorliegen, besonders geeignet ist. Die Aminosduren wurden verdampfbar gemacht, indem sie
in das N-acetyl-n-propyl (NAP) - Derivat iibergefiihrt wurden. Um dieses NAP - Derivat zu
erhalten, versetzten wir die Proben mit 1,5 ml wasserfreiem 8N HCIl-Propanol und 20 pl 2,2-
Dimethoxypropan und erhitzten sie im luftdicht verschlossenen Pyrexrohrchen fiir 20
Minuten auf 110°C. Dabei wurde die Carbonsiduregruppe propyliert. Nachdem die Proben
abgekiihlt waren, wurden sie bei 60°C unter Stickstoff getrocknet. AnschlieBend wurde 1 ml
Aceotroplosung auf jede Probe gegeben und der Trocknungsvorgang unter Stickstoff

wiederholt, um den Proben den letzten Rest Wasser zu entziehen.
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Zur Acetylierung der Aminogruppe wurden die getrockneten Ester mit 1,5 ml eines frisch
hergestellten Acetylierungsreagenzes (Aceton, Triethylamin und Essigsdureanhydrid in den
Verhiltnissen 5:2:1) versetzt und insgesamt 5 Minuten bei 60°C erhitzt. Nach kurzem
Abkiihlen wurden die Proben erneut bei 45°C unter Stickstoff getrocknet. Die getrockneten
Proben wurden mit 1 ml gesittigter Kochsalzlosung und 2 ml Ethylacetat ausgeschiittelt und
die organische Phase (obere Phase) abpipettiert. Diese wurde bei Raumtemperatur wieder
unter Stickstoff getrocknet. Fiir die GC-IRMS - Messung wurden die Derivate in Ethylacetat

gelost und 1 pl in den GC injiziert.

c¢) Ketoisocapronsiure (KIC)-Derivatisierung

Die KIC-Anreicherung wurde im Serum bestimmt, wobei die Messung der Anreicherung
durch ein alternatives massenspektrometrisches Verfahren, der Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GCMS), erfolgte. Da bei der GCMS - Messung das ganze KIC -
Molekiil fiir die Bestimmung der Isotopenanreicherung verwendet wird, war auBler der
Eiweilfillung keine zusitzliche Reinigung der Ketoisocapronsidure notwendig. Um KIC
gaschromatographisch trennen zu konnen, muss die o-Ketocarbonséure zunichst verdampfbar
gemacht werden. Wir benutzten die Methode von Ford, und erzeugten das

Quinoxalinoltrimethylsilylderivat (34, 81). Wir bestimmten die Massen 259 und 260.

Zur Herstellung der Derivate wurde zunichst 0,1 ml Serum mit 1.0 ml absolutem Alkohol
gefillt. Die Proben wurden zentrifugiert und der Uberstand in eine 1,8 ml Glasflasche
pipettiert und unter Stickstoff getrocknet. Der getrocknete Riickstand wurde in 0,2 ml Wasser
gelost und mit 0,1 ml einer frisch hergestellten o-Phenylendiamin-Losung (2% in 4M HCI)
eine Stunde lang bei 90°C im Ofen umgesetzt. Die Losung wurde zweimal nacheinander mit
1 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten Extrakte wurden iiber wenig wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und danach wieder unter Stickstoff bei Raumtemperatur getrocknet.
Der Riickstand wurde in 0,1 ml Pyridin gelost und mit 0,1 ml BSTFA+1%TMCS 30 Minuten
lang bei 120°C umgesetzt. Die Quinoxalinoltrimethylsilylderivate der Ketosduren wurden bis
zur Messung in dieser Reaktionslosung belassen (Anmerkung: dieses Derivat ist nicht stabil

und zerfillt innerhalb eines Jahres vollstindig, so dass keine Messung mehr moglich ist).
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Kurz vor der gaschromatographischen Messung wurde das iiberschiissige Reagenz bei
Raumtemperatur unter Stickstoff abgedampft und der Riickstand in 50 pl wasserfreiem n-
Dekan, welches 5% BSTFA enthilt, gelost. 5 Wl dieser Losung wurden nun in den
Gaschromatographen eingespritzt. Die Messung muss direkt nach dem Losen in Dekan
durchgefiihrt werden, da sich das Derivat in diesem Zustand innerhalb von 10 Stunden schon
teilweise zersetzt. Fiir die Eichgerade verwendeten wir 100 pl Losungsmittel und injizierten

insgesamt 1 pl.

3.4.3. Massenspektrometrische Analysen

a) Prinzip der Gaschromatographie-Isotopenverhiltnis-Massenspektrometrie

(Methode zur Bestimmung der Leuzin-Anreicherung in Albumin)

Bei der Massenspektrometrie werden Molekiile im Dampfzustand in positive oder negative
Ionen iiberfiihrt, also ionisiert. Diese Ionen sind meist instabil und zerfallen in geladene und
ungeladene Bruchstiicke, was als Fragmentierung bezeichnet wird. Die geladenen Molekiile
werden in einem Magnetfeld oder einem elektrischen Feld entsprechend ihrer Masse getrennt,
genannt Massenfokussierung, und ihre Massen und relativen Intensititen registriert. Es
entsteht fiir jede Masse ein Strich im Massenspektrum. Diese Linen erscheinen entsprechend
ihrer Masse nacheinander im Spektrum und die Linge des Strichs ist proportional zur Menge
der Molekiile dieser Masse. Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die Molekiile zu ionisieren
z.B. die Elektronensto3- Ionisation oder die chemische Ionisation. Wir haben die

Elektronensto3-Ionisation angewendet.

Bei diesem Verfahren kommt es meist zu einer starken Fragmentierung. Dies ist fiir die
Strukturzuordnung von unbekannten Substanzen wertvoll. Wir dagegen versuchen durch die
Derivatisierung moglichst stabile Molekiile zu erzeugen, da sich die Menge der einzelnen
Fragmente und damit des Molekiils besser bestimmen lassen, wenn bei der Auswertung

weniger Peaks im Massenspektrum erscheinen.
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Auch fiir die Massenfokussierung sind im Laufe der Zeit mehrere Verfahren entwickelt
worden. Unter anderem die Ionentrennung in einem Magnetfeld oder einem
Quadrupolanalysator. Die Ionentrennung im Magnetfeld erfolgt nach bestimmten
physikalischen Gesetzen. Dabei gilt, dass die Kraft, die auf ein Molekiil wirkt, das Produkt
aus seiner Masse und seiner Beschleunigung ist. Da fiir massenspektrometrische Zwecke die
Elektronenmasse immer 1 betrédgt, und da fiir die Massenspektrometrie die Magnetfeldstéirke
und die Beschleunigungsspannung bekannt sind, ergibt sich ein direkter Zusammenhang
zwischen Masse des Ions und der Kreisbahn, die es beschreibt. Somit kann aus der Kreisbahn
eines lons auf seine Masse geschlossen werden, oder anders formuliert, Ionen mit
unterschiedlicher Masse werden im Magnetfeld des Massenspektrometers unterschiedliche
Kreisbahnen beschreiben. Da die zu erwartenden Massen und deren Kreisbahnen bereits
bekannt sind, (in unserem Fall 45 fiir 13COz und 44 fir 12COZ), konnen an einem bestimmten
Punkt der massenspezifischen Kreisbahn Detektorplatten platziert werden, auf die - nach
Masse getrennt - die verschiedenen Ionen auftreffen werden. Beim Auftreffen der Ionen auf
die Kollektoren wird ein messbarer Elektronenstrom freigesetzt. Je mehr Ionen einer
bestimmten Masse auftreffen, umso hoher ist der Elektronenstrom. Das Verhiltnis der -
getrennt voneinander gemessenen - Elektronenstromstirken zueinander ist dem

Isotopenverhiltnis proportional.

b) Durchfithrung der Gaschromatographie — Isotopenverhiltnis - Massenspektrometrie

(GC-IRMS)

In unserer Studie wurde zur Bestimmung der Tracer-Anreicherung des an Albumin
gebundenen Leuzins ein Gaschromatographie-Isotopenverhéiltnis-Massenspektrometer der
Firma Finnigan, Bremen (Delta S) verwendet. Die Isotopenverhiltnis - Massenspektrometrie
(IRMS) war deshalb erforderlich, da die zu messenden albumingebundenen Leuzin -
Anreicherungen in der Regel unter 0,5 % liegen, und in diesem Bereich nur mit Hilfe der
IRMS prizise Messungen durchgefiihrt werden konnen. Nachteil des IRMS ist allerdings,
dass eine relativ groBe Probenmenge erforderlich ist. Die Kopplung von Gaschromatographie
und IRMS erlaubt es jedoch, die Probenmenge auf wenige Milligramm zu senken. Dadurch ist
es moglich, mehrere Proben am selben Patienten zu entnehmen. Es sind bei der Benutzung
der IRMS alleine zusiitzliche priparative Schritte notwendig, um das benétigte *CO, / CO,-

Gasgemisch zu erhalten.
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Das GC-IRMS stellt ein System dar, bei dem in-line ein kapillarer Gaschromatograph zur
Separation der Tracer-Aminosiure, eine Verbrennungskammer zur Erzeugung des
zugehorigen Bco,/ 12COz—Gasgemisches aus dem verbrannten Aminosduregemisch und ein
Isotopenverhiltnis - Massenspektrometer zur Bestimmung des '*CO, / '>CO,-Verhiltnisses

aneinander gekoppelt sind (s. Abbildung 2).

Abbildung 2: Schematische Darstellung des GC-IRMS- Systems
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Vor Beginn der GC-IRMS Analyse muss jedoch erst das zu separierende Aminosduregemisch
von der wasserloslichen in eine volatile Form iibergefiihrt werden. Dazu ist eine
Derivatisierung zum N-acetyl-n-propyl (NAP) - Ester notwendig (1), deren standardisierter
Ablauf bereits dargestellt wurde. Die NAP- Aminosduren (2 pl Proben) werden in den
Gaschromatographen (Hewlett-Packard 5980 A) injiziert und mittels Kapillarsdule (30 m DB
1701 Kapillarsédule, Innendurchmesser 0,22 mm, J&W Scientific, New York, USA) getrennt.
Die Injektortemperatur wird bei 250°C, die des Flammenionisationsdetektors bei 300°C
gehalten. Als Trigergas dient Helium mit einer Flussrate von 1 ml pro Minute und einem
Sdulenspitzendruck von 1,1 bar. Zur chromatographischen Trennung der NAP- Aminoséduren

wird ein Temperaturgradient benutzt, der bei 100°C fiir eine Minute gestartet wird,
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anschliefend in Schritten von 6°C pro Minute auf 200°C, dann in Schritten von 10°C pro
Minute auf 250°C steigt und schlieBlich fiir weitere 10 Minuten auf diesem Niveau gehalten
wird. Beim Erscheinen der NAP- Tracer-Aminosaure (in diesem Fall NAP—l—BC—Leuzin) im
Flammenionisations-Detektor nach Durchlaufen der Kapillarsidule (in der Regel nach 15
Minuten) wird das Helium-Trigergas mit dem NAP-1-"C-Leuzin bei 800°C mittels
Kupferoxydgranulat als Katalysator zu Kohlendioxyd und Wasser verbrannt. Zur
Aufrechterhaltung der chromatographischen Auftrennung wird vor dem Eingang in die
Verbrennungskammer zusétzlich Helium mit einer Flussrate von 2 ml pro Minute dem NAP-
1-3C-Leuzin — Helium - Gemisch beigegeben. Nach Durchlaufen der Verbrennungskammer
wird das dabei entstandene Wasser in einer Kiihlfalle bei —100°C entfernt. Das iibrig
gebliebene Kohlendioxydgemisch gelangt nun in das Massenspektrometer. Das
Massenspektrometer besitzt einen doppelten Zugang, iiber den wechselweise das
Kohlendioxydgemisch aus der Verbrennungskammer oder ein Referenz- CO, - Gas mit
Helium als Trigergas zugefiihrt wird. Das Referenzgas ist notwendig, da entsprechend den
Prinzipien der Isotopenverhiltnis-Massenspektrometrie nur der Vergleich des
Isotopenverhiltnisses der Probe mit dem Isotopenverhiltnis in einem Referenzgas

aussagekriftige Werte ergibt.

Als Isotopenverhiiltnis ist das Verhiltnis C / 2C (bezeichnet als 1) in einem CO, Gemisch
definiert. Die Bestimmung von r erfolgt dadurch, dass 13C02 und 12C02 verschiedene
Atommassen (AM 45 und 44) aufweisen. Komplizierend kommt hinzu, dass nicht nur vom
Kohlenstoff sondern auch vom Sauerstoff verschiedene natiirliche Isotope existieren (z.B. das
hiufige %0 und das seltene '’0). Da *C'°0, die gleiche Molekiilmasse besitzt wie 2c'°0'"0

(Molekiilmasse 45), miissen Rohdaten mit Standards korrigiert werden.

Das CO,-Gemisch mit Helium als Trigergas gelangt anschlieBend an die Verbrennung in-line
in das Massenspektrometer, wo es zundchst in eine Vakuumkammer gelangt, in der die
Molekiile durch Elektronenbeschuss ionisiert werden. Die FElektronen werden aus
Filamentdrihten freigesetzt. Absto3ende Elektroden zwingen die Ionen durch eine Reihe von
Fokussierungslinsen in das Analysesegment des Massenspektrometers. Hier erfolgen die
Massenfokussierung im Magnetfeld und anschlieBend die massenspezifische Registrierung

ihrer Haufigkeit.
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Das Isotopenverhiltnis einer CO, Probe ist jedoch nur aussagekriiftig, wenn es auf einen
Eichwert (Isotopenverhiltnis eines CO, Eichgases) bezogen wird. Dazu wird alternierend zum
CO, - Gemisch einer Probe das CO, - Gemisch des Fichgases mit bekanntem
Isotopenverhiltnis durch das Massenspektrometer geleitet. Fiir unsere Untersuchungen
verwendeten wir das Pee Dee Belemnate limestone (PDB) Fichgas mit einem

Isotopenverhiltnis von 0,011.

Alle Messungen wurden dreifach durchgefiihrt, der Messvorgang war automatisiert und
wurde mittels Software des Herstellers gesteuert. Die Berechnung der Probenanreicherung
erfolgte unter Benutzung entsprechender Korrekturprogramme ebenfalls automatisch.

Zur Qualititskontrolle war es erforderlich, neben den Probemessungen intermittierend die
Anreicherung bestimmter Standardproben mit bekanntem, genau definiertem Isotopengehalt

zu bestimmen, hierzu verwendeten wir eine Standardprobe mit AP C =492 %o (45).

c) Prinzip der Gaschromatographie — Massenspektrometrie (GCMS)

(Methode zur Bestimmung der Plasma-KIC-Anreicherung )

Im Quadrupolanalysator wird der Ionenstrahl in Léngsrichtung durch vier parallel
angeordnete Metallstibe geleitet. Zwischen jeweils einem gegeniiberliegenden Stabpaar liegt
eine Gleichspannung an, die durch ein Hochfrequenzfeld iiberlagert ist. Die Phase zwischen
den Stabpaaren ist um 180° verschoben. Fiir eine gegebene Spannung hingt die Bahn, welche
von den Ionen in Léngsrichtung zwischen den Stében durchlaufen wird, von ihrer Masse ab,
d.h. es gelangen nur Teilchen einer bestimmten Masse an den Austrittsspalt. Durch
Veridnderung der Spannung kann die nichsthohere Masse den Austrittsspalt treffen usw. Das
Quadrupol - Massenspektrometer hat eine hohe Empfindlichkeit, kurze Registrierzeit und
geringen Raumbedarf. Deshalb ist es fiir die Kopplung an ein Gaschromatographen sehr gut

geeignet (85).
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d) Durchfiihrung der Gaschromatographie - Massenspektrometrie (GCMS)

Zur Bestimmung der KIC-Anreicherung (Tracer-Anreicherung im Prikursorpool fiir die
Albuminsynthese) = wurde ein mit einem  Gaschromatographen  gekoppeltes
Massenspektrometer der Firma Hewlett-Packard (HP MSD 5971D) verwendet. Das GCMS
erlaubt eine zuverlissige Bestimmung einer Anreicherung im Bereich von etwa 0,5 bis 100 %
und ist zwar bei niedrigen Anreicherungen dem GC-IRMS Verfahren unterlegen, besitzt
jedoch den entscheidenden Vorteil, dass Kontaminationen durch '’C-haltige Substanzen
aufgrund der Arbeitsweise des GCMS praktisch ausgeschlossen sind. Der hohere Messbereich
des GCMS stellt aus unserer Sicht keinen Nachteil dar, da die zu erwartenden KIC-
Anreicherungen im Prikursorpool deutlich iiber denen im Albumin liegen und somit schon

allein deswegen fiir GCMS Verfahren gut geeignet sind.

Die chemische Ionisation des Quinoxalinoltrimethylsilyl - Derivates der Ketoisocapronséure
mit Ammoniak fithrt zu guten Massenspektren (34), aber auch mit einer lonisierung durch
Elektronenbeschuss konnten wir Spektren erzielen, die auswertbare Peaks mit den Massen

259 und 260 lieferten.

Die GCMS-Anlage (s.a. Abbildung 3) besteht aus einer Kopplung eines Gaschromatographen
mit einem Massenspektrometer, dhnlich wie beim GC-IRMS, nur mit dem Unterschied, dass
die den Gaschromatographen verlassenden Substanzen vor der massenspektrometrischen
Analyse nicht verbrannt werden und die Fokussierung mittels Quadrupolanalysator statt
mittels Magnetfeld erfolgte. Auch fiir das GCMS ist es erforderlich, die zu untersuchenden
Substanzen zuvor zu derivatisieren, so dass sie volatil werden. Zusitzlich miissen sie
hitzestabil sein und sich chemisch inert verhalten. Letzteres wird dadurch erreicht, dass die
beiden Ketogruppen der KIC ein Teil einer aromatischen Gruppe werden. Der dabei
entstehende aromatische Alkohol wird mit einer Silylverbindung umgesetzt und kann dann

gemessen werden.

Die Derivatisierung wurde bereits oben genauer beschrieben. Im Vergleich zur GC-IRMS
kommt der Derivatisierung bei der GCMS eine weitaus grofere Bedeutung zu, da bei der
massenspektrometrischen Analyse die Anreicherung nicht durch das Vorhandensein einzelner
Isotope (in unserem Fall bei GC-IRMS 12C und "°C), sondern durch das Auftreten bestimmter

Molekiilstrukturen im Massenspektrometer bestimmt wird. Es entsteht ein Massenspektrum
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mit verschiedenen Peaks. Von diesen Peaks wihlt man einen aus, der den markierten
Kohlenstoff enthilt und als moglichst groBer Peak im Spektrum auftritt. In der GCMS wird
nur die Masse dieses Peaks (in unserem Fall 259) und die Masse dieses Peaks + 1 (in unserem
Fall 260) im Quadrupolmassenspektrometer bestimmt. Aus diesen beiden Massen ist eine
exakte Quantifizierung moglich, aus der sich schlieflich die Anreicherung einer bestimmten

Substanz ergibt.

Nach abgeschlossener Derivatisierung wird die zuvor abgekiihlte Probe, wie in Abbildung 3
zu verfolgen, mit einem inerten Trigergas, hier Helium, in den erhitzten Injektor am GCMS
injiziert. Zusammen mit dem Tridgergas wird die verdampfte Probe dann durch die
Gaschromatographiesdule (DB-5. J&W Scientific, Washington, USA; Innendurchmesser 0,25
mm Filmdicke 0,25 um) geleitet, an der mittels eines programmierten Temperaturgradienten,
die Auftrennung erfolgt. Beim Erscheinen der derivatisierten Ketoisocapronsdure (KIC) im
Flammenionisations-Detektor wird das Helium - Trigergas mit dem derivatisierten KIC
(Verhiltnis 25:1) iiber ein Trennventil zum Massenspektrometer geleitet. Da der Druck, mit
dem die Probe einschlieBlich des Trigergases den Gaschromatographen verlisst, fiir das
Massenspektrometer zu grof3 ist, muss vor dem Eintritt in das Massenspektrometer eine
Druckreduzierung erfolgen. Dies geschieht iiber eine Hochgeschwindigkeitspumpe, die am
Eintritt in das Massenspektrometer eine sofortige Druckverminderung bewirkt. Die Probe
gelangt dann in die Ionisationskammer. Dort passiert sie einen Elektronenstrahl, der aus
erhitzten Filamenten freigesetzt wird und von einer gegeniiberliegenden, positiv geladenen
Elektronenfalle angezogen wird. Beim Auftreffen eines Elektrons auf ein Molekiil in der
Probe wird das Molekiil ionisiert und fragmentiert. Die eigentliche massenspektrometrische
Messung erfolgt mit Hilfe eines Quadrupolmassenspektrometers. Bei allen Analysen wurden
KIC- Standardkurven gemessen, um die Lineraritét in diesem Messbereich zu priifen und die

Isotopomerenverhéltnisse in mole percent excess (MPE) umrechnen zu kdnnen.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Gaschromatographie — Massenspektrometrie:
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3.5. Berechnungen der fraktionellen Albuminsyntheserate

Zur Berechnung der fraktionellen Albuminsyntheserate ist es erforderlich, das Tracer/Tracee-
Verhiltnis des proteingebundenen 1-3C-Leuzins (zpro) und das Tracer / Tracee-Verhiltnis
des Prikursors, der in unserem Fall die Ketoisocapronsiure (zkjc) ist, zu ermitteln (3).

Die Delta-Anreicherungen des proteingebundenen 1-*C-Leuzins innerhalb des Albumins
wurden mittels eines korrigierten Isotopenverhiltnisses von >C zu '*C (**C / '*C) bestimmt.
Die GC-IRMS Analysen ergaben APC-Werte, welche in ein Isotopenverhiltnis (*C 1 °C) des

kompletten NAP-1-"*C-Leuzins durch folgende Formel umgeformt werden konnen.

Bc/2c=aRCc71000) + 1)- 0,011 <l>
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Der Wert 0,011 entspricht dem Isotopenverhéltnis BC/™C des von uns verwendeten Pee Dee

Belemnate limestone (PDB) Eichgases.

Das Tracer/Tracee-Verhiiltnis des proteingebundenen 1-*C-Leuzins kann aus dem durch GC-
IRMS gemessenen Isotopenverhiltnis (Pc 1 o) abgeleitet werden, wobei zp aus der
Differenz zwischen dem Isotopenverhiltnis in der Probe (13C / 12C)p und dem
Isotopenverhiltnis im nicht markierten Hintergrund ('*C / "*C)y berechnet werden kann, wenn

diese Differenz (Rnap-Leuzin genannt)

Rnap-Leuzin = (P*C 7/ 2C)p- (PC /1 20O)y <2>

mit einem Korrekturfaktor ¢ multipliziert wird. Dieser Korrekturfaktor beriicksichtigt die
artifizielle Verminderung der Anreicherung des markierten NAP-Leuzinmolekiils durch
unmarkierten Kohlenstoff durch die Derivatisierung fiir die Gaschromatographie und die

anschliefende Verbrennung.

Zprot kann damit durch Ryap-Leuzin anhand folgender Formel berechnet werden:

Zprot =C * RNAP»Leuzin/ (1+ [l'c]'RNAP—Leuzin) <3>

Der Korrekturfaktor (45) entspricht dem Wert 10,02. Mit dem berechneten zpo kann nun die
fraktionelle Albuminsyntheserate, bei bekannter Prikursorpool-Anreicherung, zkic, berechnet
werden. Anhand der GCMS - Messung berechnet sich die Prikursorpoolanreicherung
ebenfalls aus der Differenz zwischen dem Isotopomerenverhéltnis der Probe (M+1 / M)p nach
Isotopeninfusion und dem Isotopenverhiltnis im nicht markierten Hintergrund (M+1 / M)y

wie folgt:

ZKIC = (M+1 /M)p - (M+1 /M)H <4>
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Hieraus ergibt sich fiir die fraktionelle Albuminsyntheserate (FSR):

Zpro ti = Zpro ti 1
FSR = pron (te) - Zpror (6) —— 6000 (%/h) <5>

[zxic(ti) + zkic(tiv1)]/2 At

Zprot () und Zpro (tiy;) entsprechen dem Tracer/Tracee- Verhiltnis des proteingebundenen
Leuzins in zwei aufeinander folgenden Proben (i und i+1), die innerhalb eines Zeitintervalls
At gewonnen wurden. Zgjc (i) und zgyc (tis1) reprasentieren das Tracer/Tracee- Verhéltnis im
Prikursorpool fiir die Albuminsynthese in zwei aufeinander folgenden Proben. Der Faktor
6000 ist erforderlich, um die Proteinsynthese in Stunden anzugeben und in % ausdriicken zu

konnen.

3.6 Messungen der Albuminkonzentration

Die Messung der Albuminkonzentration erfolgt photometrisch nach der Umsetzung mit einem
Albuminreagenz (Fa. Sigma) gegen eine Standardsubstanz fiir die FEinstellung der
Proteinkonzentration fiir die Elektrophorese. Dies kann man auch mittels Brom Cresol Griin
als Routinemethode der Klinischen Chemie fiir die Bestimmung der Albuminkonzentration

im Plasma der Patienten durchfiihren (48).
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3.7 Bestimmung des Plasmavolumens

Zur Berechnung der absoluten Albuminsynthese muss das Plasmavolumen bekannt sein. Das
Plasmavolumen der Patienten wurde fiir die Berechnung der absoluten Albuminsynthese, wie
bei Dagher et al. beschrieben (20), einem Nomogramm entnommen. Diese Werte werden aus

der KorpergroBe und dem Korpergewicht der Patienten ermittelt.

3.8 Statistik

Die Ergebnisse unserer Berechnungen werden als Mittelwerte = SEM angegeben und wurden
mittels gepaarter und ungepaarter t-Tests verglichen. Bei multiplen Vergleichen innerhalb
einer Gruppe benutzten wir Dunnet’s t-Test. Ein signifikanter Unterschied wurde bei p < 0,05

angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Albuminanreicherung

Zunichst wurden die Delta-Anreicherungen des Albumins der einzelnen Proben, wie in dem
Kapitel Berechnungen (3.5) beschrieben, umgerechnet. Aus diesen Berechnungen ergaben
sich die Tracer/Tracee- Verhiltnisse fiir das albumingebundene Leuzin (zp.). Beide Gruppen

werden im Vergleich in Abbildung 4 aufgefiihrt.

4.1.1. Albuminanreicherung in der Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe (NaCl-Infusion in der Phase II) wurden sechs Patienten in einem
Untersuchungszeitraum von zehn Stunden untersucht. Die Tracer/Tracee-Verhéltnisse (Zpror)
betrugen fiir das albumingebundene Leuzin 0,77948 x 10~ + 0,094335 x 107; 1,63576 x 107
+ 0,22249 x 10-3 und 2,77009 x 10-3 £ 0,25442 x 10-3. Die Werte wurden jeweils nach drei,

sechs und zehn Stunden erhoben.

4.1.2. Albuminanreicherung in der in der Gruppe mit Aminosiureinfusion

In der Gruppe der Patienten mit Aminosédureinfusion (in der Phase II) wurden zwdlf Patienten
ebenfalls tiber einen Untersuchungszeitraum von zehn Stunden untersucht. Die Tracer/Tracee-
Verhiltnisse (zpror) der Anreicherungen betrugen nach drei, sechs und zehn Stunden: 0,94167

x 10° £0,11673 x 1073 1,98725 x 107 £ 0,21772 x 10~ und 3,36435 x107 + 0,37207 x 107.
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Abbildung 4: Tracer/Tracee-Verhiltnisse des albumingebundenen Leuzins

Der Anstieg war fiir beide Gruppen signifikant beziiglich der Untersuchungszeit, es bestand

jedoch keine Signifikanz zwischen den beiden Gruppen.
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4.2. Anreicherung im Préikusorpool (KIC-Anreicherung)

4.2.1. Isotopomerenverhéltnisse (M+1/M)

4.2.1.1. Isotopomerenverhiltnisse in der Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe betrugen die Isotopomerenverhiltnisse 0,26221333 + 0,00276810;
0,26743000 £ 0,00154286 und 0,26974333 + 0,00334828. Die Proben wurden ebenfalls nach
drei, sechs und zehn Stunden entnommen. Bei diesen Ergebnissen kann man einen Anstieg
der Anreicherungen iiber den gesamten Untersuchungszeitraum beobachten. Der Anstieg von
Stunde drei zu Stunde sechs war jedoch mit einem p-Wert von 0,11 nicht signifikant. Auch

von Stunde sechs zu Stunde zehn zeigte sich mit einem p-Wert von 0,17 keine Signifikanz. Im
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gesamten Zeitraum war jedoch der Anstieg der Anreicherung von Stunde 3 zu Stunde 10 mit
einem p-Wert von 0,02 signifikant. Da dieser Anstieg allerdings nur 2,9 % des
Ausgangswertes ausmachte und sich die Werte in den einzelnen Abschnitten der benachbarten
Messpunkten (Stunde 3 und 6, sowie Stunde 6 und 10) nicht signifikant voneinander
unterschieden, nahmen wir fiir die Berechnung der fraktionellen Syntheserate des Albumins

einen Steady State an (82).

4.2.1.2. Isotopomerenverhiltnisse in der Gruppe mit Aminoséureinfusion

In dieser Gruppe betrugen die Isotopomerenverhiltnisse nach drei, sechs und zehn Stunden
jeweils 0,25038118 + 0,00396249; 0,25329215 + 0,00416000 und 0,25051511 + 0,00355343.
Auch in dieser Gruppe war wie oben beschrieben von einem Steady State auszugehen, da sich
die Werte an den einzelnen MefBzeitpunkten nicht signifikant voneinander unterschieden. Zum

Vergleich beider Gruppen siehe Abbildung 5.

Abbildung 5: Isotopomerenverhiltnisse der Ketoisocapronsiure

Es fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollpatienten und Patienten mit

Aminoséureinfusion.
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4.2.2. KIC Tracer/Tracee-Verhiltnisse

Um die Tracer/Tracee-Verhiltnisse (zkic) der KIC (s. Abbildung 6) berechnen zu konnen,
wurde der Ausgangswert der KIC-Anreicherung (Blutentnahme vor Isotopeninfusion) von
jeder Probe subtrahiert. Daraus ergaben sich die Tracer/Tracee-Verhiltnisse (zkic), die mit
den Tracer/Tracee-Verhiltnissen des albumingebundenen Leuzins (zp;) zur Berechnung der

fraktionellen Albuminsyntheserate verwendet wurden.

4.2.2.1. KIC Tracer/Tracee-Verhiltnisse in der Kontrollgruppe

Die Werte in der Kontrollgruppe fiir die Tracer/Tracee-Verhiltnisse betrugen 0,05097500 +
0,00361766; 0,05619167 + 0,00349540 und 0,05850500 + 0,00260389. Die Ergebnisse der
gepaarten t-Tests ergaben fiir die p-Werte wie unter 4.2.1.1. fiir die zugehorigen
Isotopomerenverhiltnisse beschrieben, auch hier ebenfalls keine Signifikanz zwischen zwei

aufeinander abfolgenden Messzeitpunkten.

4.2.2.2. KIC Tracer/Tracee-Verhiltnisse in der Gruppe mit Aminoséureinfusion

In der Patientengruppe mit Aminosdureinfusion betrugen die Werte nach drei, sechs und zehn
Stunden 0,06143035 + 0,00454254; 0,06434131 + 0,00509009 und 0,06156428 =+
0,00377349. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 6: Tracer/Tracee-Verhiltnisse der Ketoisocapronsiure

Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollpatienten und Patienten mit

Aminosiureinfusion.
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4.3 Fraktionelle Albuminsyntheseraten

Anhand der gesamten zuvor berechneten Daten fiir die Tracer/Tracee-Verhiltnisse im
Prikursorpool (zxic) (4.2.2) und im albumingebundenen Leuzin (zpy) (4.1) konnten wir mit
der im Kapitel Berechnungen beschriecbenen Formeln (3.5) die fraktionellen
Proteinsyntheseraten des Albumins bestimmen. Zunichst fiir die Phase I, die den Zeitraum
zwischen 180 und 360 Minuten nach Beginn der Isotopeninfusion beschreibt, sowie dann fiir
die Phase II, im Zeitraum zwischen 360 und 600 Minuten nach Beginn der Isotopeninfusion.

Zum Vergleich der Ergebnisse in beiden Gruppen siehe auch Abbildung 7.
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4.3.1 Fraktionelle Albuminsyntheseraten in der Kontrollgruppe

Die Fraktionelle Syntheserate betrug fiir die Kontrollgruppe 12,86 + 1,16 % / Tag in der
Phase I und 12,11 £ 0,90 % / Tag in der Phase II. Der Unterschied in den fraktionellen

Syntheseraten zwischen Phase I und II war nicht signifikant.

4.3.2 Fraktionelle Albuminsyntheseraten in der Gruppe mit Aminosdureinfusion

In dieser Gruppe betrugen die Werte 12,92 + 1,43 % / Tag in der Phase [ und 13,31 £2,11 % /
Tag in der Phase II. Auch in dieser Patientengruppe war der Unterschied zwischen den Phasen
I und II nicht signifikant. Die fraktionelle Albuminsyntheserate in der Gruppe der Patienten
mit Aminosdureinfusion war im Vergleich zu der Patientengruppe mit NaCl - Infusion

(Kontrollgruppe) nicht signifikant veréndert.

Abbildung 7: Fraktionelle Albumin-Syntheseraten (FSR) der jeweiligen Patientenkollektive
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4.4 Plasmaalbumin-Konzentration

Wie in der Charakteristik der untersuchten Patienten beschrieben waren alle Patienten am
Untersuchungstag niichtern. Die Plasmaalbumin-Werte betrugen am Morgen des
Untersuchungstags in der Kontrollgruppe 3,6 + 0,3 mg/dl und in der Gruppe mit
Aminoséureinfusion 3,3 + 0,2 mg/dl. Somit waren die Plasmaalbumin-Konzentrationen der
beiden Untersuchungsgruppen miteinander vergleichbar. Eine relevante Verénderung der
Plasmaalbumin-Konzentration wihrend des Untersuchungszeitraumes wurde nicht

beobachtet.

4.5. Absolute Albuminsyntheserate

In der Kontrollgruppe betrugen die berechneten Werte der absoluten Albuminsyntheserate in

der Phase I 189,72 + 16,72 mg kg'1 Tag’1 und in der Phase II 187,51 + 28,99 mg kg1 Tag’l.

In der Gruppe der Patienten mit Aminosdureinfusion ergaben sich die folgenden Werte:
163,42 + 13,12 mg kg™ Tag™ fiir die Phase I und 171,10 * 21,08 mg kg Tag™ fiir die Phase
II. Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden

(siehe dazu auch Abbildung 8).
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Abbildung 8: Absolute Albuminsyntheseraten (ASR) der untersuchten Patienten
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5. Diskussion

5.1 Methodische Betrachtungen

a) Giiltigkeit der verwendeten kontinuierlichen Tracerinfusionstechnik

Zur Messung der Syntheseraten individueller Proteine in vivo am Menschen existieren zwei
miteinander konkurrierende Tracer-Techniken, die ,,continuous tracer infusion Technik und
die ,tracer flooding dose* Technik, bei denen die markierte Tracer-Aminosdure entweder

kontinuierlich oder als einmaliger Bolus appliziert wird (22, 36, 78).

Das Grundproblem bei der Messung von Albumin-Syntheseraten in vivo ist die korrekte
Bestimmung der Anreicherung im Préikursorpool, aus dem der Tracer stammt, der in das zu
untersuchende Protein eingebaut wird. Idealerweise wire dies die Anreicherung im
Aminoacyl-tRNA-Pool der Leberzelle. Aufgrund der duBlerst geringen Aminoacyl-tRNA-
Mengen ist es leider bis heute nicht moglich, derartige Anreicherungen im Menschen zu
messen. Deshalb verwendet man Annéherungslosungen. Eine davon ist die ,,flooding dose*
Technik. Sie wurde entwickelt, um die Problematik, die bei der exakten Bestimmung der
Aminoacyl-tRNA-Anreicherung auftritt, zu umgehen. Das Prinzip besteht darin, dass eine
relativ hoch dosierte Bolusinfusion (mehrere Gramm) der verwendeten Tracer-Aminosiure
gegeben wird. Die resultierende plotzliche hohe Konzentration und Anreicherung der
zugefiihrten Tracer-Aminosiure im Plasma fiihrt zu einer schnellen Aquilibrierung der
Anreicherung in allen intra- und extrazelluliren Aminosidurenkompartimenten, einschlielich
des Pools, aus dem die Aminoacyl-tRNA fiir die Proteinsynthese in der Leber hervorgeht.
Somit sollten in kurzer Zeit dhnliche Anreicherungen im Plasmaaminosduren- und im
Aminoacyl-tRNA-Pool bestehen. Auf diese Weise wiirde die technisch einfache Bestimmung
der Aminosiuren-Anreicherung im Plasma einen genauen Indikator fiir die Anreicherung im
Aminoacyl-tRNA-Pool darstellen. Deshalb hat diese Technik eine gewisse Berechtigung,

insbesondere bei der Untersuchung der muskulédren Proteinsynthese.
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Ein letztlich in seiner Bedeutung nicht geklirter Nebeneffekt der ,,flooding dose* Technik
besteht darin, dass es nach Verabreichung der Bolusinfusion zu einer deutlichen Erh6hung der
Aminosédurekonzentrationen im Plasma und zu einer geringen, aber doch signifikanten
Erhohung der Insulinkonzentration im Plasma kommt. Ob diese systemischen Verinderungen
eine Steigerung der Proteinsynthese bewirken, ist fiir das Kompartiment Skelettmuskel
umstritten (36, 78). Untersuchungen zeigen jedoch, dass die EiweiBsyntheserate in der
Muskulatur und auch die Syntheserate von Albumin durch diese zusitzlichen
Milieuverdnderungen gesteigert werden kann (90, 91). Bei Gesunden wird die Synthese des
Albumins durch Insulin und das hepatische Aminosdure-Angebot beeinflusst (3, 24, 56, 72,
94). Somit ist ein intrinsischer stimulierender Effekt der ,.flooding dose* Technik auf die
Albuminsynthese sehr wahrscheinlich und damit ist diese Technik fiir unsere Untersuchungen

ungeeignet.

Zusitzlich lassen sich noch weitere Argumente gegen die Verwendung der ,.flooding dose*
Technik finden. Grundgedanke der ,.flooding dose* Technik ist die kurzzeitige vollstindige
Aquilibrierung  der  Anreicherungen in allen Kompartimenten.  Vergleichende,
tierexperimentelle Messungen von Anreicherungen im intrazelluliren Aminoacyl-tRNA-Pool
und Anreicherungen in anderen Pools oder Kompartimenten bei der Verwendung dieser
Technik lassen diese vollstindige Aquilibrierung aber fraglich erscheinen (3, 58, 89). Auch
aus diesen Griinden haben wir uns zur Verwendung der ,,continuous tracer infusion* Technik

bei der Untersuchung der Albuminsyntheserate entschieden.

b) Wahl des Kompartiments zur Bestimmung der Prikursorpoolanreicherung

Bei der Bestimmung der fraktionellen Syntheserate von Proteinen, speziell Albumin, mittels
kontinuierlicher Tracerinfusion ist es wichtig, die Anreicherung der Tracer-Aminosidure im
Prikursorpool zu kennen. Der eigentliche Prikursorpool fiir die Synthese von Albumin sind
die an Transfer-RNA (t-RNA) gebundenen Aminosduren in den Leberzellen. Um
Anreicherungen in diesem Pool direkt messen zu konnen, wird eine grofe Menge
Lebergewebe benotigt, weshalb dieses Verfahren fiir Studien am Menschen ungeeignet ist.
Man versucht deshalb Parameter zu bestimmen, die die Anreicherung der t-RNA in der Leber
moglichst gut wiederspiegeln. Gingige Methoden hierfiir sind die Bestimmung der Tracer-

Aminosdure-Anreicherung im Plasma (5), die Bestimmung der proteingebundenen
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Aminosdure-Anreicherung in VLDL-Apo B100 im Plasma (14, 35, 73, 77 abstract) und die
Bestimmung der Anreicherung der Ketoisocapronsiure des desaminierten Leuzins im Plasma

(16, 24, 59, 77 abstract, 93, 100).

Lange galt die Bestimmung der Anreicherung im Plasma VLDL-Apo B100 als der
zuverldssigste Indikator fiir die Priakursorpoolanreicherung in der Leber (14). VLDL-Apo
B100 ist ein Protein mit einer relativ hohen hepatischen Umsatzrate. Man ist davon
ausgegangen, dass in diesem Protein bei der Traceranreicherung ein steady state innerhalb
von wenigen Stunden erreicht wird und dass die Anreicherung derjenigen Anreicherung im t-
RNA-Pool der Leber entspricht. Allerdings wurde nicht untersucht, ob VLDL-Apo B100 aus
der Leber auch wihrend der Tracerinfusion sezerniert wird, wobei dieses VLDL-Apo B100
bereits vor Beginn der Infusion synthetisiert und in der Leber hitte gespeichert werden
konnen. Fine derartige “Verdiinnung” des wéhrend der Tracerinfusion neu synthetisierten
VLDL-Apo B100 durch zuvor synthetisiertes, unmarkiertes VLDL-Apo B100 wiirde aber zu
einer zu niedrigen Prikursopoolanreicherungen fithren. Nachdem in einer ausfiihrlichen
Untersuchung an Schweinen alle Prikursorpoolindikatoren mit der tatsidchlichen Aminoacyl-
tRNA-Anreicherung verglichen wurden, gilt letztendlich die Ketoisocapronsiure-
Anreicherung im Plasma derzeit als der zuverldssigste Indikator (3) und wurde fiir unsere

Untersuchungen verwendet.

c¢) Albuminisolierung

Die ersten Methoden zur Albumintrennung wurden 1841 beschrieben (11), wobei Albumin
und andere Globuline mit Hilfe von Ammoniumsulfat getrennt wurden. Spéter setzte sich die
Albumintrennung nach Cohn durch, die eine sehr aufwendige Fraktionierung des Blutes
verlangt. Es handelt sich um mehrere Trennungen bei unterschiedlichem Alkoholgehalt,
unterschiedlichem pH und unterschiedlichen Temperaturen zwischen -8°C und 0°C (17). Im
Laufe der Jahre wurde die Methode immer wieder verbessert, aber auch heute weist das nach
Cohn getrennte Albumin nur eine Reinheit von 96 - 98% auf. Deshalb wurde nach neuen
Methoden gesucht, um hoch reines Albumin zu erhalten, auch deshalb, weil es bei der
Erhitzung von nicht hoch reinem Albumin auf 60°C zur unerwiinschten Bildung von

Aggregaten kommt.
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Die Chromatographie stellt eine alternative Moglichkeit zur Protein-Isolation dar. Zur
Verfiigung stehen die Fliissigkeits-Chromatographie (FPLC), die Ionenaustausch-
Chromatographie,  die  Affinitits-Chromatographie = und die = GroBenausschluf3-
Chromatographie. Diese Verfahren werden heute fiir die Trennung von Albumin benutzt um
entsprechende Infusionslosungen herzustellen oder um Verunreinigungen abzutrennen, die
evtl. beim Erhitzen im Rahmen der Sterilisation Aggregate bilden konnten. Eine Kombination
verschiedener Chromatographien fithrt zu 99-100% reinem Albumin (18). Diese fiir
kommerzielle Zwecke wichtigen Verfahren wurden noch verbessert, indem eine Kombination
aus Elektrophorese und Chromatographie eingesetzt wurde. Diese Kombination bietet den
Vorteil, dass die Zeit fiir die Trennung auf 90 Minuten reduziert werden konnte (57). Fiir
prizise massenspektrometrische Untersuchungen sind jedoch diese Methoden zu aufwendig

und zu kostenintensiv.

Zur Isolierung des Albumins wurde auch die Trennung mittels Immunprécipitation benutzt (6,
86). Die einfachste und kostengiinstigste Methode schien bisher allerdings die Fillung mit
Trichloressigsdure und die anschlieBende Extraktion mit Alkohol zu sein, die von zahlreichen
Autoren in der Vergangenheit angewendet wurde (5, 7, 8, 9, 10, 12, 25, 30, 51, 61, 62, 75, 91,
102, 105). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das mit dieser Methode isolierte Albumin
zusitzlich durch Apolipoproteine kontaminiert ist, wodurch die Ergebnisse der
massenspektrometrischen Untersuchungen relevant verfilscht werden koénnen (53). Wir haben
uns bei unsere Untersuchungen fiir eine Albuminisolation mittels praparativer Elektrophorese
entschieden, die einen Reinheitsgrad von iiber 99 % ermoglicht (53) und die einen praktikable

Alternative zur FPLC darstellt.

5.2 Allgemeine Bedeutung von Albumin

Albumin ist das Eiweill mit der hochsten Konzentration im Blut und der quantitativ hochsten
Syntheserate im menschlichen Korper. Albumin ist wegen seiner vielen unterschiedlichen
Funktionen sehr wichtig fiir den menschlichen Organismus. Es ist bereits hinreichend
bekannt, dass eine zu niedrige Albuminkonzentration die Prognose des Patienten signifikant

verschlechtern kann (60, 99).
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Eine Hauptfunktion von Albumin ist die Aufrechterhaltung des onkotischen Drucks im Blut
(68, 83). Albumin hat ein Molekulargewicht von 66,5 kDa. Es ist damit ein relativ kleines
Eiweil}, wobei neben seiner Molekiilmenge der osmotische Druck zusitzlich verstirkt wird,
da mittels der negativen Ladung des Molekiils andere Kationen gebunden werden. Ca. 75 %
des gesamten onkotischen Drucks sind auf das Albumin zuriickzufiithren. Da Albumin nicht
nur im Serum, sondern auch in fast allen anderen Geweben des Korpers vorkommt, die
GefiBwinde penetrieren kann und dabei jedesmal Wasser bindet, ist es auch fiir die
Fliissigkeitsverteilung im Korper von besonderer Wichtigkeit. Im Serum ist auch die Funktion
als Transportmittel von grofler Bedeutung (68, 83). Albumin ist klein, gut wasserldslich und
enthélt zudem lipohile Bereiche, die es fiir den Transport von kleinen hydrophoben
Molekiilen wie zum Beispiel Bilirubin oder auch langkettigen Fettsduren besonders geeignet
machen. Die verschiedenen sauren und basischen Aminosdurereste des Molekiils machen
Albumin in geringen Massen zu einem Puffer, der im Blut sicherlich nicht so bedeutend ist
wie das Bicarbonat, aber dennoch zum Erhalt des im Blut so wichtigen S&ure-Base-
Gleichgewichts beitrdgt (26). Albumin kann auch als Depot dienen, indem die mit der
Nahrung aufgenommenen iiberschiissigen Aminoséiuren in das Protein eingebaut werden und
bei Bedarf jederzeit wieder an den Korper abgegeben werden konnen (24). Die
Sulthydrylgruppe im Albumin kann zusétzlich antioxidativ wirken. Albumin hat zudem auch
eine metabolische Funktion fiir eine kleine Gruppe von Stoffen, die durch die Bindung an
Albumin inaktiviert werden. Es soll auch noch antikoagulative Effekte haben und an der

microvaskuldren Integritét beteiligt sein (68).

Aufgrund dieser multiplen und vielseitigen Eigenschaften des Proteins sind perioperative
Veridnderungen des Albuminspiegels, wie sie bereits seit vielen Jahren bekannt sind,
hinsichtlich ihrer Pathophysiologie von groBer Relevanz und damit von sehr hohem
klinischem Interesse. Dabei sind die Ursachen fiir die postoperativ regelhaft zu beobachtende

Hypoalbuminidmie (33, 49, 50, 66, 67, 84) bis heute noch unklar.
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5.3 Postoperative Verdnderungen von Albuminkonzentration und -synthese

Die normale Albuminkonzentration im Plasma betridgt 35-53 g/ (26, 95). Bei all unseren
untersuchten Patienten (n=18) ergab sich eine durchschnittliche Albuminkonzentration von
34,1 £ 3,2 g/l. Diese Werte liegen also im unteren Grenzbereich. Diese erniedrigte
Albuminkonzentration bestitigt die bereits bekannten postoperativen Verdnderungen des
Albumins und zeigt, dass nach einem schweren chirurgischen Trauma der EiweiBstoffwechsel

verdndert ist (33, 49, 50, 66, 67, 84).

Die Bestimmung der Albuminkonzentration im Plasma kann die einzelnen Mechanismen des
postoperativ verdnderten Albuminstoffwechsels jedoch nicht spezifisch aufzeigen. Es sind
deswegen in den letzten Jahren vermehrt die genauen Umsatzrate einzelner, selektiver
Proteine (auch die des Albumins) untersucht worden. Man fand heraus, dass sich
verschiedene Faktoren dabei auf die Synthese unterschiedlicher Proteine in der Leber

teilweise sogar gegensitzlich auswirken konnen.

Ein chirurgisches Trauma fiihrt immer zu einer generalisierten Stressreaktion, die auch den
Stoffwechsel miteinbezieht. Die dabei verdnderten Stresshormonkonzentrationen bewirken
unter anderem eine Eiweif3-Katabolie, die zum Verlust von korpereigenem Muskeleiweill und
damit zum Verlust von Muskelmasse fiihrt (44). Ob dies auch die viszeralen Organe betrifft,
und welche Stoffwechselschritte dabei genau fiir den Abfall der Albuminkonzentration

verantwortlich sind, ist bislang noch nicht gesichert.

Diskutiert werden sowohl Verdnderungen in der Albuminsyntheserate (68), wie auch ein
zunehmender Verlust des Proteins in den dritten Raum (32). Die Bedeutung einer veridnderten
Albuminsyntheserate bei der Entstehung der postoperativen Hypoalbumindmie ist jedoch

umstritten.

Bei chirurgischen Patienten finden sich besonders ausgeprigte Abnahmen der
Albuminkonzentrationen. Deshalb wurden hier schon frither mehrfach Untersuchungen zur
Bestimmung der Albuminsyntheserate durchgefiihrt (21, 28, 59, 64). In einer Studie von
Rittler et al. (81) konnte gezeigt werden, dass sich bei elektiv operierten Patienten
postoperativ spezifische Verinderungen der Albuminsynthese beobachten lassen. Die
postoperative Albuminsynthese war bei gleichzeitig erniedrigter Albuminkonzentration
interessanterweise im Vergleich zu gesunden Individuen signifikant erhoht. Nach Abschluss
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der Rekonvaleszenz entsprachen die Werte der Albuminsynthese wieder den Normwerten.
Auch in Bezug auf die Albuminkonzentration hatte vier Monate nach der Operation keiner der
Patienten mehr eine erniedrigte Albuminkonzentration. Die durchschnittliche Konzentration
der rekonvaleszenten Patienten lag sogar signifikant iiber der Albuminkonzentration
unmittelbar postoperativ. Somit wird derzeit davon ausgegangen, dass eine chronische
postoperative  Verringerung der Albuminsynthese nicht fiir die Hypoalbuminimie
verantwortlich zu machen ist. Hauptursache fiir das Absinken der Albuminkonzentration im
Plasma sind am ehesten intraoperative Verluste (Blutung) und SIRS - induzierte postoperative
Verluste ins Interstitium. Es ist wahrscheinlich, dass der durch die Hypoalbumindmie
verminderte onkotische Druck sekundédr die Albuminsynthese beschleunigt, um dadurch

normale Konzentrationen so schnell wie moglich wieder zu erreichen.

5.4 Regulationsmechanismen der postoperativen Albuminsynthese durch parenterale

Substrate

Es ist allgemein bekannt, dass der Ernéhrungszustand einen wichtigen, regulierenden Einfluss
auf die Albuminsynthese hat (24). Die Albuminsynthese nimmt nach einer regulidren Mahlzeit
deutlich (um mehr als 100 %) zu (13). Bei funktionsuntiichtigem Gastrointestinaltrakt (wie es
hiufig postoperativ zu beobachten ist) miissen jedoch entsprechende Substrate, einschlieSlich

Eiweil}, parenteral (in Form von Aminoséduren) zugefiihrt werden.

Allerdings gibt es bislang nur sehr wenige klinische Studien, in denen die Auswirkungen von
parenteralen Substraten auf den Proteinmetabolismus selektiv untersucht wurden (7, 37, 38,
39, 56, 69, 70, 79, 80). Die bei diesen Studien bislang gewonnenen Erkenntnisse stellen nur
Summeneffekte dar und beziehen sich in der Regel nur auf Interaktionen zwischen
parenteraler Substratzufuhr und Bewahrung des Gesamtkorper-Eiweillbestandes. Somit
erlauben diese Studien keine Differenzierung hinsichtlich der selektiven Auswirkungen dieser
Substrate zum Beispiel auf die Leber oder auf das Intestinum. Die in diesen Studien
beobachteten Effekte sind damit nicht reprisentativ fiir einzelne Organsysteme oder Proteine,
stellten aber in der Vergangenheit die entscheidende Grundlage fiir die derzeitig giiltigen
Dosisempfehlungen dar. Gerade aus chirurgischer Sicht wéren jedoch Organ-spezifische

Wirkungen von hochstem Interesse, da Organ-bezogene Heilungsvorgéinge (z.B. nach Leber-
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oder Darmresektionen) fiir einen komplikationsfreien postoperativen Verlauf von hochster

Wichtigkeit sind.

Bislang gibt es nur in Tierexperimenten eine exakte Analyse der selektiven Auswirkungen
von parenteral zugefithrten Aminosduren. Allerdings sto3t man hier auf das Problem der
Spezies-Spezifitit (unterschiedliche Wirkung bei unterschiedlicher Spezies). Es konnte so
z.B. gezeigt werden, dass bei Hunden wéhrend einer laufenden Aminosdureinfusion die
Leuzinbilanz in denjenigen Organsystemen, die iiber die Portalvene drainiert werden, als
Zeichen der Leuzin — Verstoffwechslung, signifikant positiv war (31, 40). Gleichzeitig kam es
zu einem signifikanten Anstieg der intestinalen Proteinsynthese (103, 104). Im Vergleich dazu
konnte eine #hnlich dosierte Aminosdureinfusion die intestinale Proteinsynthese bei

Schweinen jedoch nicht signifikant steigern (2, 23).

Da es beziiglich der Albuminsynthese bis heute keine selektiven Studien am Menschen gibt,
wollten wir den spezifischen Einfluss einer gingigen Standard—Aminosdureinfusion (in
empfohlener Maximaldosierung) auf die postoperative hepatische Albuminsynthese gezielt
untersuchen. Zentrales Ergebnis unserer Untersuchungen ist es, dass bei Patienten, die alle ein
vergleichbares chirurgischen Trauma durchgemacht hatten, eine Standard-Aminosdurendosis
von 0.067 g~kg'1~h’1 die hepatische Albuminsynthese postoperativ nicht signifikant bzw.

relevant steigern kann.

5.5 Ursachen fiir die mangelnde Effizienz parenteraler Aminosiuren

In klinischen Studien konnte am Menschen gezeigt werden, dass bei einem akut erhShten
hepatischen Aminosidureangebot (nach oraler Zufuhr) die Albuminsynthese nach bereits 30
Minuten signifikant gesteigert ist (13). Deshalb kann sicherlich ausgeschlossen werden, dass
bei unseren Untersuchungen die Dauer der Aminosdureinfusion (insgesamt vier Stunden)

nicht ausreichend war, um einen stimulierenden Effekt nachweisen zu konnen.

Ferner hitte es sein konnen, dass eine bereits vor Infusionsbeginn gesteigerte
Albuminsyntheserate, einen spiteren Anstieg unter Aminosiureinfusion verhindert hat. Dieser
Aspekt muss deshalb bedacht werden, da in der bereits zuvor erwéhnten Studie von Rittler et

al. (81) gezeigt wurde, dass die postoperative Albuminsynthese in der postoperativen Phase,
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in der auch unsere Patienten untersucht wurden, bereits im Niichternzustand signifikant

beschleunigt ist.

Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass die bereits basal stimulierte Albuminsynthese ein
limitierender Faktor bei unseren Untersuchungen war. Die von uns vor Beginn der
Aminosédureinfusion gemessenen Albuminsyntheseraten waren nicht so sehr erhoht, als dass
eine weitere Steigerung der Synthese grundsitzlich unmoglich gewesen wire. Dass eine
bereits derartig gesteigerte Albuminsyntheserate durch eine zusitzliche Erhohung des
hepatischen Aminosdureangebotes noch weiter stimuliert werden kann, wurde z.B. fiir die

parenterale Erndhrung wihrend der Dialyse gezeigt (76).

Folglich muss es anderer Griinde dafiir geben, dass die untersuchte Aminoséureinfusionsrate
nicht in der Lage war, die hepatische Albuminsynthese signifikant zu erhéhen. Wenn man die
Literatur genauer betrachtet, ldsst sich vermuten, dass es eine mogliche Beziehung zwischen
der Aminosdure—Dosis und der darauf folgenden Wirkung gibt. Diese Beziehung scheint
jedoch zusitzlich auch von der speziell untersuchten Spezies abhiingig zu sein. Hinweise fiir
Dosis-Wirkungsbeziehungen bei der Albuminsynthese gibt es zum Beispiel durch Befunde,
die an gesunden Ratten gewonnen wurden. In diesen Untersuchungen konnte kein positiver
Effekt auf die Albuminsynthese nachgewiesen werden, wenn eine Aminosdureinfusion mit
der Dosis von 0,5-0,7 g-kg'l-h'1 verwendet wurde (65, 71, 98). Bei einer hoheren Dosis von
1,2 g~kg'1~h’1 konnte in derselben Spezies die Albuminsynthese jedoch signifikant gesteigert

werden (0).

Auch bei einigen klinischen Studien konnte eine Dosis / Wirkung — Beziehung hinsichtlich
der Albuminsynthese festgestellt werden. Untersucht wurden Aminosiduredosierungen
zwischen 0,067 und 0,2 g-kg™'-h'. Dabei blieb die Albuminsynthese bei Infusionsraten von
0,12 g-kg™-h™ (7) oder weniger (wie in unserer Studie) unveriindert. Im Gegensatz dazu nahm
die Albuminsynthese bei Infusionsraten zwischen 0,16 und 0,2 g-kg’l-h'1 deutlich zu (56, 76).
Die anabole Wirkung dieser sehr hoch dosierten Aminosdureinfusion konnte auch fiir die

Proteinsynthese im gesamten Splanchnikusgebiet nachgewiesen werden (69).
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Der Vollstindigkeit halber sollen hier noch drei éltere klinische Studien erwihnt sein, in
denen von einer gesteigerten Albuminsynthese bei einer sehr niedrigen Aminosiuredosierung
(0,04 g~kg'1-h'l) berichtet wird (52, 88, 92). In diesen Studien wurde allerdings ein
ungeeignetes Aquivalent fiir die hepatische Prikursorpoolanreicherung verwendet. Dies kann
zu irrtiimlich hohen Albuminsyntheseraten fithren (76), weshalb diese Studien keine

gesicherte Aussagekraft haben.

Unter Beriicksichtigung der vorliegenden verwertbaren Studien kann man davon ausgehen,
dass die Auswirkungen von parenteral zugefiihrten Aminosduren auf die hepatische
Albuminsynthese abhingig sind von der jeweilig verwendeten Aminosduredosis. Ein
stimulierender Effekt konnte bislang nur dann nachgewiesen werden, wenn die periphere
Plasmaaminosédurekonzentration auf das Doppelte bis Dreifache des Niichtern - Niveaus
angehoben wurde (56, 63, 76). Diese sehr hohen peripheren Aminosidurekonzentrationen
konnen aber mit den aktuell empfohlenen, maximalen Infusionsraten fiir Aminosiuren (0,067
g-kg'-h™ oder 1,5 g-kg'-d™) nicht erreicht werden. Diese sehr hohen Aminosiuredosen (bei
parenteraler Zufuhr) werden aber vermutlich benétigt, um eine ausreichend hohe

Aminosiurekonzentration in der Pfortader erzielen zu konnen.

Es ist bekannt, dass der eigentlich bestimmende Faktor fiir die Aufnahme und
Verstoffwechslung von Aminosduren in der Leber die Aminosidurekonzentration in der
Pfortader ist (31, 104). Die Aminosdurekonzentration in der Pfortader ist somit auch der
entscheidende Faktor fiir die Rate der hepatischen Proteinsynthese und speziell der
Albuminsynthese. Bei einer parenteralen (zentralvenosen) Aminosdureinfusion ist die
Aminosdurekonzentration in der Pfortader aber signifikant niedriger als die
Aminosidurekonzentration im arteriellen Blut. Dieser Sachverhalt erkliart auch, weshalb eine
orale/enterale Proteinzufuhr in der Lage ist, die Proteinsynthese in der Leber wesentlich
effektiver zu steigern, als eine parenterale Aminosduregabe. Bei einer enteralen
Nahrungszufuhr kann in vergleichsweise kurzer Zeit eine signifikant hdohere
Aminosédurekonzentration in der Pfortader erreicht werden (104). Somit sind bereits geringe
Mengen von enteral zugefiihrten Proteinen (25g) ausreichend, um die Albuminsynthese der

menschlichen Leber rasch und effektiv zu steigern (15).
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Unsere Ergebnisse legen es nahe, dass die gegenwirtig empfohlenen Dosen zur parenteralen
Aminosédure-Zufuhr (55) nicht ausreichend sind, um die hepatische Proteinsynthese im
Postaggressionssyndrom relevant zu steigern. Diese Unterdosierung konnte gerade nach
Leberresektionen von Bedeutung sein, da hier ein zusitzlicher Bedarf fiir eine erhdhte
hepatische Proteinsynthese im Rahmen regenerativer Vorgénge besteht. Somit scheint aus
Sicht der speziellen Organfunktion ein Uberdenken der aktuellen Empfehlungen zur

Aminoséduredosierung nach chirurgischem Trauma notig.

47



6. Zusammenfassung

Nach chirurgischer Homoostasestérung kommt es regelhaft zu Verdnderungen im Korper, die
die Organfunktion, das Immunsystem und den Stoffwechsel betreffen. Unter anderem tritt
eine deutliche Hypoalbumindmie auf, deren genaue Ursache nicht eindeutig geklirt ist. Auch
ist nicht bekannt, in wieweit sich der postoperativ veridnderte Albuminmetabolismus durch

parenterale Substrate giinstig beeinflussen lésst.

In der vorliegenden Arbeit wollten wir untersuchen, welchen selektiven Einfluss eine
Standard — Aminosédureinfusion in iiblicher Dosierung auf die postoperative Albuminsynthese
hat. Die an der Studie teilnehmenden Patienten (zwei Gruppen) mussten sich alle einem
vergleichbaren, groflen kolorektalen Eingriff unterziehen. Sechs Patienten bildeten die
Kontrollgruppe und weitere zwolf Patienten die Gruppe der Patienten, die parenteral
Aminosduren zugefiihrt bekamen. Alle Patienten wurden am 8. — 10. postoperativen Tag im

niichternen Zustand untersucht.

Fiir die Bestimmung der fraktionellen Albuminsyntheserate mittels der Stabilen-Isotopen-
Technik erhielten alle Patienten eine Bolusinjektion von 9,6 umol‘kg'1 und anschliefend eine
10-stiindige Infusion von 0,16 umol‘kg'l-Min.'1 der Traceraminosiure 1-°C-Leuzin. Die
Kontrollgruppe erhielt nach einer Basalperiode (Phase I, Niichternzustand) in der Phase II der
Studie (sechs bis zehn Stunden nach Infusionsbeginn) eine Infusion mit 0.9. % NaCl —
Losung. In der Testgruppe wurde in der Phase II eine Standard — Aminosdurelosung
parenteral in einer Dosis von 0,067 g~kg'1~h’1 zugefiihrt. Diese Dosis entspricht den aktuellen

Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrungsmedizin.

Vor Beginn der Isotopeninfusion, sowie drei, sechs und zehn Stunden nach dem Start der
Isotopenzufuhr wurden den Patienten Blutproben fiir die massenspektrometrische Analyse
und fiir die Messung der Albumin-Konzentration entnommen. Die albumingebundene Tracer-
Anreicherung  wurde  mit  Hilfe  der  Gaschromatographie-Isotopenverhéltnis-
Massenspektrometrie (GC-IRMS), die Tracer-Anreicherung im Prikursorpool fiir die
Albuminsynthese  (Plasma-Anreicherung der Ketoisocapronsdure) mit Hilfe des

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GCMS) bestimmt. Unter Verwendung dieser
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beiden Anreicherungen konnten die fraktionelle und die absolute Albuminsyntheserate

berechnet werden.

Es ergab sich sowohl fiir die fraktionelle, als auch fiir die absolute Albuminsyntheserate kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden untersuchten Patientengruppen. Somit war
eine Standard — Aminosédureinfusion auch unter der empfohlenen maximalen Zufuhrrate nicht
in der Lage, die postoperative Albuminsynthese signifikant zu steigern. Dieser Befund steht
im Widerspruch zur gut dokumentierten Effizienz einer oralen/enteralen Eiweilzufuhr

hinsichtlich der Stimulation der hepatischen Albuminsyntheserate.

Anhand der Literatur konnte ausgeschlossen werden, dass ein zu kurzer
Untersuchungszeitraum oder die bereits in der Basalperiode deutlich gegeniiber dem
Normalzustand erhéhte Albuminsyntheserate fiir den fehlenden Effekt verantwortlich waren.
Es ist wahrscheinlich, dass bei parenteraler Zufuhr deutlich hthere Aminosduredosen (0,2
g-kg'-h™) als die bisher empfohlenen nétig sind, um die Aminosiurekonzentrationen in der
Pfortader zu erreichen, die fiir eine Stimulation der Albuminsynthese notwendig sind. Somit
erscheint aus Sicht der spezifischen Organfunktion ein Uberdenken der aktuellen

Dosisempfehlungen notwendig.
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7. Anhang

7.1. Tabellen

Tabelle 1: Diagnosen und Operationen der untersuchten Patienten

Diagnose
Kontrollkollektiv Kollektiv mit Aminosidureinfusion
#1. Rektumkarzinom #1. Rektumkarzinom
#2. Rektumkarzinom #2. Rektumkarzinom
#3. Sigmakarzinom #3. Sigmakarzinom
#4. Rektumkarzinom #4. Rektumkarzinom
#5. Sigmakarzinom #5. Rektumkarzinom
#6. Rektumkarzinom #6. Rektumkarzinom
#7. Rektumkarzinom
#8. Rektumkarzinom
#9. Rektumkarzinom
#10.Colonkarzinom
#11.Rektumkarzinom
#12.Rektumepitheldvsplasie
Operationen
Kontrollkollektiv Kollektiv mit Aminosiureinfusion
#1. Tiefe anteriore Rektumresektion #1. Tiefe anteriore Rektumresektion
#)_ Anteriore Rektumresektion #2. Tiefe anteriore Rektumresektion
#3. Hemikolektomie #3. Tiefe anteriore Rektumresektion
#4. Anteriore Rektumresektion #4. Tiefe anteriore Rektumresektion
#5 Anteriore Rektumresektion #5. Tiefe anteriore Rektumresektion
#6. Tiefe anteriore Rektumresektion #6. Tiefe anteriore Rektumresektion
#7. Tiefe anteriore Rektumresektion
#8. OP nach Hartmann
#9. Tiefe anteriore Rektumresektion

#10. Colonteilresektion
#11. Tiefe anteriore Rektumresektion
#12. OP nach Hartmann
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Tabelle 2: Materialtabelle

Acrylamid fur die Elektrophorese
N,N'-Methylen-bis-acrylamid

Aqua ad iniectabilia

Bromphenolblau
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan p.a.
Salzsaure 6N

Salzsaure 1N

Salzséure Gas

Glycerin

Natriumdodecylsulfat (=SDS) microselect
N,N,N',N'-tetramethylendiamid (TEMED)
Ammoniumperoxodisulfat p.a.

Coomassie R-250

Ethanol p.a.

Ethanol 96%

Essigsaure p.a.

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat p.a.
Natriumhydroxid Granulat p.a.
Natriumhydroxid 1N

Glycin fur die Elektrophorese
Trichloressigsaure pro analysi
Ammoniumsulfat microselect
Essigsaureanhydrid (98%)

Triethylamin p.a.

1-Propanol fur die Chromatographie
Ethylacetat p.a.

Natriumchlorid p.a.

Natriumsulfat wasserfrei p.a.
Mercaptoethanol

bis(Trimethylsilyl) Trifluoroacetamid

o -Ketoisocapronsaure Natriumsalz (C6H903 M=152.1)
Albumin Reagent (BCG)

Proteinstandard Gesamtpr.:80g/l; Albumin 50g/I
Albumin, human, Fraktion V 96-99%
Albumin, human, 99% (Agaroseelektrophorese)
Serum-Rinder-Albumin ORHD 20/21
Rinder-Albumin > 98%

2,2-Dimethoxypropan Stock-Number:217725
Ninhydrin

L-Leucine

Bioguant Protein (nach Biuret)

Bioguant Protein (nach Bradford)
Rainbowmarker RPN 756

a-saures Glycoprotein Reinheit 99%
Phosphorylase b from rabbit muscle

Myosin from porcine muscle
o-Ketoisocapronsaure Natriumsalz 1-'3C °C: 99%

Merck
Fluka
Braun
Merck
Merck
Apotheke Innenstadt
Merck

1.10784.0100
66669

8122.0025
1.08382.1000
L 0025
1.09057.1000

Labor Prof. Wanner Institut fir Pharmazie

Merck
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Merck
Apotheke im Haus
Merck
Fluka
Fluka
Merck
Merck
Merck
Fluka
Sigma
Fluka
Merck
Merck
Merck
Merck
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Behringwerke Ag Marburg
ICN
Alltech
Merck
Sigma
Merck
Merck
Biorad
Sigma
Sigma
Sigma
Cambridge Isotope Laboratories

8.18709.1000
71727
87689
09915
27816
1.00983.2500

1.00062.1000
71500

71691
1.09137.1000
1.04169.1000
1.00807.0250
09978
A-6404
90340
1.01024.1000
1.109623.1000
6404.1000
6649.0500
63690
T-1506

631-2
A-540-10
A-1653
A-3782

130700
784+40
6762.0010
L-1512
1.10307.0500
1.10306.0500

G-9885

P-6635
M-0273
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Tabelle 3: Tabelle der verwendeten Losungen

Acrylamid-Stamml&sung 30% Acrylamid 30,0 g
(100 ml) 0,8% Bisacrylamid 0,8¢g
69,2% Wasser Auf 100 ml
Probenpuffer Tris/HCI 0,1M (pH 6,5) 121 g
(100 ml) 20% Glycerin 20g
4% SDS 4¢g
0,02% Bromphenolblau 20 ug
Wasser Auf 100 ml
Trenngelpuffer Tris/HCI 1,5M (pH 8,8) 18,17 g
(100 ml)
Sammelgelpuffer Tris/HCI 0,5M (pH 6,8) 3,02¢g
(50 ml)
SDS 10% SDS lg
(10 ml) 90% Wasser Auf 10 ml
TEMED 10% TEMED 30 ul
90% Wasser 270 ul
Persulfatlosung 10% 50 ug
Ammoniumperoxodisulfat
90% Wasser 450 ul
Elektrodenpuffer 192mM Glycin 1441 ¢
(1000 ml) 25 mM Tris 30,2 g
0,1% SDS 10,0 g
Elutionspuffer 50mM (pH 7,2) Na-|390¢g
(500 ml) Dihydrogenphosphat (mit NaOH einstellen)
Fixier-und Firbelosung 0,1% Coomassie R-250 05¢g
(500 ml) 40% Ethanol 200 ml
10% Essigsdure (96%) 52 ml
50% Wasser 250 ml
Entféarberlosung 40% Ethanol 200 ml
(500 ml) 10% Essigsdure 50 ml
50% Wasser 250 ml
Filterpapier-Losung 20% Ethanol 100 ml
(500 ml) 10% Glycerol 50 ml
70% Wasser 350 ml
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Tabelle 4: Plasmaalbumin in mg/dl

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#3
#9
#10
#11
#12

MW
StAbw
SEM

Kontrollgruppe

2,7
4,6
3.4
3,7
4,3
2,9

3,6
0,7
0,3

Gruppe mit Aminosdureinfusion

34
2,9
3,6
1,7
3,7
2,7
3,5
3,7
3,8
3,8
3,5
3,6

3,3
0,6
0,2
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Tabelle 5: GroBe, Gewicht, und body mass index (BMI)

Kontrollgruppe:

Nummer

#1
#2
#3
#4
#5
#6

MW

StAbw.

SEM

Alter

54
54
55
52
74
69

59,7
8,5
3,5

GroBe

(cm)

179
181
162
158
172
170

170,3
8,3
3.4

Gewicht

80,2
83,0
55,0
62,0
60,0
83,6

70,6
11,9
4,8

25,0
25,3
21,0
24,8
20,3
28,9

24,2
2,9
1,2

Nummer

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12

MW

StAbw

SEM

Aminoséduregruppe:
Alter GroBe (cm) Gewicht
53 180 80,2
62 188 86,4
66 178 88,5
62 167 70,0
63 182 82,7
63 174 78,1
57 165 70,0
70 175 68,7
64 164 70,0
69 150 75,0
72 172 73,0
79 167 60,0
65 171,8 75,2
6,6 9,6 7,9
1,9 2,8 2,3

24,8
245
27,9
25,1
25,0
25,8
25,7
22,4
26,0
33,3
24,7
21,5

25,6
2,8
0,8
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Tabelle 6: Deltawerte des albumingebundenen Leuzins, Isotopomerenverhéltnisse der Plasma-Ketoisocapronsiure, Tracer/Tracee-Verhiltnisse der

untersuchten Patienten

Kontrollgruppe:

Delta Albumin
vor
Isotopeninfusion

#1 -26,4
#2 -25,9
#3 -25,2
#4 -27,7
#5 -27,7
#6 -28,0
MW -26,82
St.Abw 1,05
SEM 0,43
Tracer/Tracee-
Verhaltnis
Albumin 1
#1 0,00055137
#2 0,00054034
#3 0,00080519
#4 0,00111434
#5 0,00061758
#6 0,00104808
MW 0,00077948
St.Abw 0,00023107
SEM 0,00009433

Delta
Albumin
1

21,4
-21,0
-17,9
-17,6
-22,1
-18,5

-19,75
1,80
0,73

Delta
Albumin
2

-16,2
-15,7
-10,3
-5,9
-16,9
-7,0

-12,00
4,48
1,83

Tracer/Tracee-

Verhéltnis
Albumin 2

0,00112538
0,00112538
0,00164471
0,00240800
0,00119165
0,00231945

0,00163576
0,00054499
0,00022249

Delta Isotopomerenver- Isotopomeren-
Albumin héltnis KIC vor verhaltnis
3 Isotopeninfusion KIC 1
-8,4 0,2153 0,2543
-3,6 0,2169 0,2648
-2,4 0,2153 0,2613
3,0 0,2175 0,2739
-5,5 0,2153 0,2647
6,4 0,1871 0,2543
-1,75 0,211238333 0,26221333
5,02 0,010816393 0,00678043
2,05 0,004415774 0,00276810
Tracer/Tracee- Tracer/Tracee-
Verhaltnis Verhaltnis
Albumin 3 KIC 1
0,00198751 0,0390
0,00246336 0,0479
0,00251871 0,0460
0,00339409 0,0564
0,00245229 0,0494
0,00380455 0,0672
0,00277009 0,05097500
0,00062319 0,00886142
0,00025442 0,00361766

Isotopomeren-
verhéltnis
KIC 2

0,2654
0,2713
0,2647
0,2726
0,2687
0,2619

0,26743000
0,00377922
0,00154286

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
KIC 2

0,0501
0,0544
0,0494
0,0551
0,0534
0,0748

0,05619167
0,00856195
0,00349540

Isotopomeren-
verhéltnis
KIC 3

0,2702
0,2687
0,2680
0,2834
0,2727
0,2555

0,26974333
0,00820159
0,00334828

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
KIC 3

0,0549
0,0518
0,0527
0,0659
0,0574
0,0683

0,05850500
0,00637820
0,00260389
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Aminosduregruppe:

Delta Albumin Delta Delta Delta Isotopomerenver- Isotopomeren- Isotopomeren Isotopomeren

vor Albumin Albumin Albumin héltnis KIC vor verhéltnis verhéltnis verhéltnis

Isotopeninfusion 1 2 3 Isotopeninfusion KIC 1 KIC 2 KIC 3

#1 -27,3 -12,3 -2,3 9,7 0,19164 0,24602 0,24422 0,23913
#2 -26,9 -16,5 -5,9 5,2 0,18988 0,25597 0,25545 0,25979
#3 -27,8 -21,9 -16,7 -8,2 0,18765 0,24989 0,25925 0,24636
#4 -26,7 -13,3 2,5 27,3 0,18289 0,23899 0,24111 0,23938
#5 -27,5 -17,7 -9,1 9,9 0,18985 0,24608 0,25218 0,24746
#6 -27,1 -15,3 -1,4 8,3 0,18781 0,24889 0,25367 0,25337
#7 -27,3 -19,9 -12,3 2,4 0,17342 0,23124 0,23949 0,23887
#8 -28,1 -17,7 -11,6 3,2 0,18639 0,25172 0,25810 0,23126
#9 -24,8 -19,5 -10,6 -6,1 0,17798 0,28165 0,28527 0,27509
#10 -27,3 -24,0 -18,7 -12,3 0,20052 0,23006 0,22501 0,26824
#11 -26,3 -22,7 -17.,6 -11,0 0,20105 0,26587 0,26316 0,25336
#12 -26,5 -20,4 -4 17,8 0,19833 0,25819 0,26260 0,25387
MW -26,97 -18,43 -8,98 3,45 0,18895083 0,25038118 0,25329215 0,25051511
St.Abw 0,81 3,50 6,86 11,55 0,00808785 0,01372646 0,01441066 0,01230943
SEM 0,24 1,01 1,98 3,33 0,00233476 0,00396249 0,00416000 0,00355343

Tracer/Tracee- Tracer/Tracee- Tracer/Tracee- Tracer/Tracee- Tracer/Tracee- Tracer/Tracee-



#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12

MW
StAbw
SEM

Verhéltnis
Albumin 1

0,00165576
0,00114747
0,00065068
0,00147891
0,00108121
0,00130212
0,00081623
0,00114747
0,00058668
0,00036385
0,00039693
0,00067275

0,00094167
0,00040435
0,00011673

Verhéltnis
Albumin 2

0,00276235
0,00231945
0,00122479
0,00322778
0,00203176
0,00283990
0,00165576
0,00182161
0,00156954
0,00094807
0,00095974
0,00248627

0,00198725
0,00075419
0,00021772

Verhéltnis
Albumin 3

0,00409317
0,00354937
0,00216452
0,00598394
0,00413758
0,00391554
0,00275128
0,00346063
0,00206716
0,00165576
0,00168893
0,00490430

0,00336435
0,00128888
0,00037207

Verhéltnis
KIC 1

0,05438
0,06609
0,06224
0,05610
0,05623
0,06108
0,05782
0,06533
0,10367
0,02954
0,06482
0,05986

0,06143035
0,01573580
0,00454254

Verhéltnis
KIC 2

0,05258
0,06557
0,07160
0,05822
0,06233
0,06586
0,06607
0,07171
0,10729
0,02449
0,06211
0,06427

0,06434131
0,01763260
0,00509009

Verhéltnis
KIC 3

0,04749
0,06991
0,05871
0,05649
0,05761
0,06556
0,06545
0,04487
0,09711
0,06772
0,05231
0,05554

0,06156428
0,01307176
0,00377349
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Tabelle 7: Fraktionelle Syntheserate (FSR), absolute Albuminsyntheserate (ASR)

I: Stunde 3-6 der Tracerinfusion, II: Stunde 6-10 der Tracerinfusion

Kontrollgruppe:

FSR Phase FSR Phase FSR Phase FSR Phase
| I | I

(%/Stunde) (%/Stunde) (%/Tag) (%/Tag)

#1 0,47 0,41 11,23 9,84

#2 0,39 0,66 9,46 15,83

#3 0,58 0,43 13,91 10,39

#4 0,76 0,42 18,14 10,11

#5 0,45 0,52 10,71 12,59

#6 0,57 0,58 13,73 13,90
MW 0,54 0,50 12,86 12,11
St.Abw 0,12 0,09 2,85 2,21
SEM 0,05 0,04 1,16 0,90

ASR

ASRII

mg/kg Tag mg/kg Tag

129,02
187,43
195,63
256,83
214,53
154,87

189,72

40,94
16,72

113,05
313,64
146,12
143,14
252,19
156,89

187,50

71,01
28,99
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Aminoséduregruppe:

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12

MW
StAbw
SEM

FSR Phase FSR Phase FSR Phase FSR Phase

(%/Stunde) (%/Stunde) (%/Tag)

0,72
0,58
0,29
0,93
0,52
0,74
0,43
0,36
0,31
0,70
0,29
0,58

0,54
0,21
0,06

0,68
0,45
0,35
1,27
0,90
0,44
0,41
0,69
0,12
0,40
0,33
0,61

0,55
0,30
0,09

17,22
14,01
6,94
22,25
12,41
17,80
10,38
8,69
7,50
16,83
7,02
14,04

12,92
4,97
1,43

|
(%/Tag)

16,23
10,76
8,44
30,48
21,70
10,62
9,83
16,66
2,95
9,65
7,81
14,54

13,31
7,31
2,11

ASRI

ASRII

mg/kg Tag mg/kg Tag

240,77
190,04
101,71
170,25
178,87
178,59
143,44
136,14
104,41
234,67
118,68
192.78

163,42
45,45
13,12

226,87
145,95
123,72
233,23
312,68
106,53
135,85
260,98

41,03
134,56
132,11
199,65

171,10
73,01
21,08
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