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1. Einleitung

Chirurgische Traumata fihren nicht nur zu Veranderungen im Bereich der Wunde, sondern
der gesamte Korper reagiert auf die Verletzung, wobei entsprechende Signale tber afferente
Nerven, Barorezeptoren und Zytokine vermittelt werden. Das dynamische Gleichgewicht des
so genannten inneren Milieus des Organismus wird durch das Trauma verandert. Eine
derartige Homoostasestérung fuihrt normalerweise zu vorhersehbaren Reaktionen der Organe
(zentrales Nervensystem, Atmungsorgane, Herz-Kreislauf-System, Gastrointestinaltrakt,
Leber, Niere, Immunsystem, Muskel-Skelett-System), aber auch des Stoffwechsels. Die
Veranderungen des Substratstoffwechsels werden unter dem Begriff Postaggressionssyndrom
zusammengefasst (1;2).

Spezielle Methoden der Stoffwechselforschung (Stabile-1sotope-Technik, Gamma-
Neutronenaktivierung) haben unsere Kenntnisse Uber die Verdnderungen des
EiweilRstoffwechsels bzw. des Eiweil3verlustes nach Trauma und Operationen unter klinischen
Bedingungen wesentlich erweitert. Unmittelbar postoperativ besteht eine bestimmte zeitliche
Dynamik. Es kommt zundchst zu der Ebbe-Phase, die durch Hypovolamie und eine
anschlief3ende sympathische und adrenale Reaktion charakterisiert ist. Anschlief3end folgt die
Fluss-Phase, in der ein vermehrter Proteinverlust zu beobachten ist. Diese Katabolie ist in
ihrer Quantitét abhangig von der Schwere des chirurgischen Traumas und vom préoperativen
Erndhrungszustand (3;4). Das Postaggressionssyndrom ist durch den Katabolismus aller im
Korper vorhandenen Substratdepots charakterisiert. So kommt es zu einer gesteigerten
Lipolyse im Fettgewebe und einem ausgepragten Eiweil3abbau in der Skelettmuskulatur (5).

Ein zentraler Ort der Stoffwechselveranderungen nach Trauma oder Operationen ist die
Leber (2). Hier werden durch Glukoneogenese und Glykogenolyse vermehrt Kohlenhydrate
ins Blut abgegeben. Diese beschleunigte Glukoseproduktion der Leber zusammen mit der
peripheren Insulinresistenz erzeugt eine Hyperglykdmie. Gleichzeitig werden ausgewdhlte
Proteine in der Leber mit einer beschleunigten Rate gebildet. Diese so genannten
Akutphasenproteine spielen nach heutigem Erkenntnisstand ebenfalls eine wichtige Rolle bei
der Uberwindung der traumainduzierten Homoostasestérung. Die hepatische Syntheserate
anderer Proteine (wie z.B. Lipoproteine) kann hingegen nach chirurgischem Trauma
abnehmen. Die Verwendung von Aminosauren zum Zwecke der Glukoneogenese fiihrt zum
unwiderruflichen Verlust von Stickstoff in Form von Harnstoff aus dem Korper (6). Dieser
Stickstoffverlust entspricht einem irreversiblen Verlust von kérpereigener Eiweil3substanz

und ist das biochemische Korrelat fir die progrediente Abnahme der Muskelmasse, die bei



allen schwer kranken Patienten mit l&ngerem Krankheitsverlauf beobachtet werden kann und
Morbiditéat, Mortalitét, Rekonvaleszenz und Rehabilitation negativ beeinflusst (7-9). So ist bei
Patienten mit bereits préoperativem Eiweilmangel die Pneumonierate postoperativ signifikant
erhoht. Ferner findet sich eine signifikant verlangerte Krankenhausaufenthaltsdauer (10).

Eine Eiweil3nettokatabolie ist immer dann zu beobachten, wenn ein Missverhaltnis zwischen
Proteinsynthese und Proteinabbau im gleichen Individuum besteht. Dieses Missverhéltnis
lasst jedoch keinen Schluss auf die individuelle Hohe der Synthese- bzw. Abbaurate zu. So
kann ein kataboler Zustand vorliegen, wenn bel normaler Abbaurate die Synthese gleichzeitig
erniedrigt ist, aber auch bei erhdhter Syntheserate, wenn zur gleichen Zeit die Abbaurate noch
starker gesteigert ist (2).

Das Missverhédltnis zwischen Proteinabbau- und Proteinsyntheserate im Rahmen des
Postaggressionssyndroms erfordert eine differenzierte Betrachtung in Abhangigkeit von
Traumaschweregrad, vom zeitlichen Abstand zum Trauma und auch vom jeweils betroffenen
Organsystem. Die unmittelbaren Veranderungen des Eiweil3stoffwechsels nach chirurgischem
Trauma sind heute sehr gut untersucht und in ihren Abléufen verstanden. Dies gilt jedoch
nicht fur den zeitlichen Verlauf dieser Verénderungen, die in ihrer Dynamik bis heute
praktisch nicht untersucht wurden, trotz ihrer eminenten Bedeutung fir Rehabilitation und
Rekonvaleszenz des Patienten. Relativ gut gesichert ist, dass das Ausgangskorpergewicht
beziehungsweise der préoperative Eiweil3bestand auch bei komplikationslosem Verlauf oft
erst sechs Monate postoperativ wieder erreicht wird (3). Bis zu diesem Zeitpunkt hat sich
auch die erhohte Harnstoffsynthese wieder normalisiert (11;12). Allerdings scheint dies nicht
far die EiwelBumsatzraten (Synthese, Abbau) zuzutreffen, die (untersucht bei Kindern nach
Verbrennungstrauma) trotz ausgeglichener Eiweil3gesamtbilanz noch Uber Monate erhoht
bleiben kdnnen. Derartig lang anhaltende Veranderungen werden mit dem oft noch in der
Rekonvaleszenz zu beobachtenden Erschépfungssyndrom in Verbindung gebracht (4;11;12).
Entsprechende Untersuchungen bei Erwachsenen nach grof3en elektiven Eingriffen liegen bis
heute nicht vor. Ebenfalls nicht bekannt ist die Dynamik des Eiweil3stoffwechsels in
unterschiedlichen Kompartimenten des Korpers (Leber, Skelettmuskel).

In der Leber ist die quantitativ wichtigste EinzelgrofRe des Eiweil3stoffwechsels die
Albuminsynthese (13;14). Albumin wird ausschlief3lich von der Leber gebildet und wird nach
der Synthese in das Plasma abgegeben, wo es eine Reihe wichtiger Aufgaben erflllt. Mit
einer normalen Konzentration von 35-53 g/l (15) ist es das Protein im Plasma mit der
hochsten Konzentration und sorgt fir etwa 75% des onkotischen Drucks. Aul3erdem dient

Albumin als Puffer und als Transportprotein. Am stérksten werden mittelgrof3e, hydrophobe



Stoffe wie langkettige Fettsduren und Bilirubin gebunden, aber auch andere Stoffe und einige
Arzneistoffe (13;14;16;17).

Die Synthese des Albumins erfordert eine adaguate Erndhrung, zusétzlich spielt das
hormonelle Milieu eine wichtige Rolle. Schilddrisenhormone, Wachstumshormon und
Insulin, aber auch der onkotische Druck beeinflussen die Albuminsynthese und kénnen sich
in ihrem Effekt addieren oder aufheben. Auch eine Kontrolle durch Steroidhormone wurde
beschrieben, mdglicherweise mit Auspragung eines zirkadianen Rhythmus (18-20).

Seit langem ist bekannt, dass nach einem chirurgischen Trauma die Albuminkonzentration
innerhalb kurzer Zeit rapide abnimmt. Die Ursachen fur diesen Konzentrationsabfall sind bis
heute nicht geklart. Diskutiert wird einerseits ein Verlust in den dritten Raum durch
postoperative Storungen der Mikrozirkulation (Endothelzellschdden) (21-23), denkbar ist
andererseits jedoch auch eine Einschrankung der hepatischen Albuminsynthese im Rahmen
des Postaggressionssyndroms (14;24). Veranderungen des Albuminkatabolismus scheinen

nach alteren Untersuchungen postoperativ keine Rolle zu spielen (25-27).



2. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragen untersucht werden:
1. Wie verandern sich die Albuminsyntheseraten im Abstand zum operativen Trauma
(akute Phase versus Rekonvaleszenz) und in welcher Beziehung stehen diese

Veranderungen zur Eiweil3katabolie des gesamten Organismus?

2. Welche Rolle spielen Veranderungen in der Albuminsynthese fir die akute
postoperative Auspragung der Hypoal buminamie?

3. Was sind mdgliche Kontrollmechanismen der postoperativen Albuminsynthese?
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3. Patientengut und Methodik

3.1 Patienten

Eswurden zwel vergleichbare Patientenkollektive untersucht. Die einzelnen Diagnosen und

operativen Eingriffe sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1. Diagnosen und Operationen der untersuchten Patienten

Diagnose

Frih postoperative Gruppe Spét postoperative Gruppe

#1. Rektumkarzinom #1. Rektumkarzinom

#2. Rektumkarzinom #2. Divertikulitis

#3. Sigmakarzinom #3. Rektumkarzinom

#4. Rektumkarzinom #4. Rektumkarzinom

#5. Sigmakarzinom #5. Divertikulitis

#6. Rektumkarzinom #6. Rektumkarzinom

Operationen

Frih postoperative Gruppe Spét postoperative Gruppe
#1. tiefe anteriore Rektumresektion #1. tiefe anteriore Rektumresektion
#2. anteriore Rektumresektion #2. anteriore Rektumresektion
#3. Hemikolektomie #3. tiefe anteriore Rektumresektion
#4. anteriore Rektumresektion #4. tiefe anteriore Rektumresektion
#5. anteriore Rektumresektion #5. OP nach Hartmann
#6. tiefe anteriore Rektumresektion #6. OP nach Hartmann
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Die frih postoperative Patientengruppe umfasste sechs Patienten mit einem lokal
begrenzten, kolorektalen Karzinom, die sich einem grofden elektiven, Kkurativen
abdominalchirurgischen Einriff unterziehen mussten. Die Untersuchungen wurden in der
postoperativen Flussphase (Tag 5 bis Tag 15 postoperativ) durchgefiihrt.

Die zweite Gruppe bestand aus sechs Patienten, die etwa vier Monate nach
abdominalchirurgischen Eingriffen in der Rekonvaleszenz untersucht wurden. Indikation ftr
die vorangegangenen und ebenfalls kurativen Eingriffe waren Uberwiegend ebenfalls
begrenzte, kolorektale Karzinome. Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren alle Patienten
dieser Gruppe bei guter Gesundheit, infektionsfrei und waren anhand der
Nachsorgeuntersuchungen (Koloskopie, Tumormarker, Réntgenuntersuchung des Thorax und
CT des Abdomens) rezidivfrei.

Die Dauer des Eingriffes, das Narkoseverfahren und das Ausmald des perioperativen

Blutverlustes waren zwischen beiden Patientengruppen vergleichbar.

3.2 Voruntersuchungen, Ausschlusskriterien und Aufkléarung

Die frih postoperativen und die spé postoperativen Patienten waren hinsichtlich
Korpergrolle, Korpergewicht, Body Mass Index (BMI) und Alter vergleichbar (vergleiche
Anhang).

Keiner der eingeschlossenen Patienten (vor dem geplanten Eingriff) hatte eine positive
Anamnese hinsichtlich eines Gewichtsverlusts oder einer schweren Mangelerndhrung.
Begleitende Stoffwechselerkrankungen waren durch  klinische und laborchemische
Untersuchungen ausgeschlossen. Patienten mit systemisch entztindlichen Erkrankungen oder
Autoimmunerkrankungen wie z.B. Morbus Crohn oder Kolitis ulcerosa wurden nicht in die
Studie einbezogen. In allen Kollektiven wurden mittels Routinelaborparametern (kleines
Blutbild, Thrombozyten, Quick, PTT, CRP) Stérungen der Blutgerinnung sowie infektiose
oder septische Komplikationen als weitere Kriterien zum Studienausschluss erfasst.

Ferner wurde anhand von Operationsprotokollen und dokumentiertem Krankheitsverlauf im
frih postoperativen Patientengut die Gabe von Blutbestandteilen (Erythrozyten-,
Thrombozytenkonzentrate, Vollblut, Frischblut) oder Blutprodukten (Albumin, Fresh frozen
plasma, Antithrombin I11) ausgeschlossen.

Nach der Aufkldrung Uber die geplanten Untersuchungen, gaben alle Patienten ihre

freiwillige, schriftliche Einwilligung zu der geplanten Studie.
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Das Studienprotokoll war zuvor as Tell eines groReren DFG-Projektes (Intestinale
Proteinsynthese Ha 1439/4-1) durch die ortliche Ethikkommission genehmigt worden
(Protokollnummer: 134/97).

3.3 Versuchsablaufe

Alle Patienten wurden wdahrend eines reguléaren stationdren Aufenthaltes in die Studie
aufgenommen. Vor der DurchfUhrung der Studie wurde sichergestellt, dass die spat
postoperativen Patienten ihre reguldre Krankenhauskost zu sich nahmen. Die Patienten,
welche sich in der friih postoperativen Phase befanden, erhielten eine in der Kalorienzufuhr
vergleichbare, gemischte Diat (etwa 25 kcalkg™Tag™), von der zwei Drittel enteral (fliissige
Kost) und ein Drittel parenteral zugefthrt wurden.

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, wobel innerhalb
dieses Zeitraumes das Trinken von Mineralwasser erlaubt war. Am Studientag wurde eine
kontinuierliche Infusion von 0,16 pmol®g*M™in.? 1-*C-Leucin (Tracer Technologies,
Sommerville, MA, USA; 99,3 atom % enrichment) um 7:00 Uhr morgens begonnen, wobei
eine Bolusinjektion von 9,6 umolkg” des verwendeten Tracers voranging. Die
Infusionsdauer betrug zehn Stunden (Abb.1).

Vor Beginn der Isotopeninfusion wurde jedem untersuchten Patienten eine Blutprobe
entnommen. Das nach Zentrifugation gewonnene Plasma diente zur Bestimmung der
Hintergrundanreicherung des proteingebundenen Leucins und der Ketoisocapronsiure.
Plasmaproben wurden zusédtzlich nach 180, 360 und 600 Minuten kontinuierlicher
| sotopeninfusion zur Bestimmung der Isotopenanreicherung im albumingebundenen Leucin
und in der Ketoisocapronsdure entnommen (Abb.1). Ein Patient aus der spdt postoperativen
Gruppe und ein Patient aus dem frih postoperativen Kollektiv konnten aus technischen

Griunden nur Uber einen Zeitraum von sechs Stunden untersucht werden.
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Abbildung 1: Studienablauf

Bolus 9,6 pmol-kg™

|

| sotopeninfusion (1-**C-Leucin: 0,16 umollkg™*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

I I I |

Blutentnahmen

3.4 Abgeleitete Zielgroien

Produktanreicherung
(Albuminanreicherung)

» Berechnung der fraktionellen Albuminsyntheserate: FSR =
Prakursorpool-Anreicherung

(KIC-Anreicherung)

» Berechnung der Eiweil3abbaurate des Gesamtorganismus

3.5 Vorversuche zur Bestimmung der Albuminanreicherung — das
K ontaminationsproblem

3.5.1 Vorbemerkungen

Fur die Bestimmung der fraktionellen Syntheserate des Albumins ist es wichtig, Albumin
99% rein von den anderen Proteinen des Serums zu trennen. In Pilotstudien wurde versucht,
Albumin aus dem komplexen Gemisch Serum durch nur eine Fallung und eine Extraktion,
wie zahlreich in der Literatur beschrieben und verwendet (18;28-39), in angeblich

ausreichender Reinheit zu isolieren. Vorausschickend sei hier bereits festgestellt, dass sich
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Uberraschender Weise dadurch der gewtnschte Reinheitsgrad nicht regelméi3ig erreichen
lief3, denn in konventionell bzw. modifiziert gereinigten Seren fanden sich Reinheitsgrade
von deutlich unter 95% durch kontaminierende Eiweil3substanzen. Dieser Befund machte
letztendlich einen weiteren Reinigungsschritt notwendig, der dann eine préparative
Elektrophorese beinhaltete.

Im Folgenden sollen nun die einzelnen experimentellen Schritte dargestellt werden, die
schlief3dlich zu einer effizienten Albuminisolierung fhrten.

Zur préparativen Trennung wurde initial das Verfahren nach Korner und Debro
verwendet (40), indem 0,5 ml Serum mit 0,5 ml Triochloressigsdure (10%) geféllt und bei
11.000 U/Min. zentrifugiert wurden und das Sediment in absolutem Alkohol suspendiert
wurde. Nach einer erneuten Zentrifugation befindet sich Albumin im Uberstand und alle
anderen Proteine befinden sich im Sediment. Wir entfernten den Alkohol mit Hilfe eines
Zentrifugenfilters, untersuchten den Uberstand mittels SDS-PAGE auf Reinheit und konnten

die Albuminbande und eine weitere Bande finden.

508 Page 77 77.97 G/ _ In den Pos. 1,2,4,5,6 und 9 wurden die
e Tl -, aufgearbeiteten Proben - zum Teil doppelt -

aufgetragen.

In Pos. 8 wurde Rinderalbumin

aufgetragen.

In der Hohe des Pfeilsist die
Verunreinigung zu erkennen.

Diese Bande entspricht der oben beschriebenen Verunreinigung und ist fir den zum Teil
nicht ausreichend hohen Reinheitsgrad verantwortlich zu machen. Somit war klar, dass diese
Methode zur Albuminisolation (41) fur die von uns zu untersuchenden Kollektive in der
beschriebenen Weise nicht optimal geeignet war.

Um diese Verunreinigung zu entfernen, modifizierten wir das Verfahren zur
Albumintrennung mehrfach, wie weiter unten im Detail dargestellt.

Wir versuchten zundchst, das Ergebnis zu verbessern, indem wir andere
Alkoholkonzentrationen fur die Extraktion verwendeten, Heparin-, Citrat-, EDTA- Plasma

bzw. Serum als Probenmaterial verwendeten, oder die Temperatur variierten. Da, wie sich
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aus dem Vergleich mit einem mitgefihrten Molekulargewichtsmarker ergab, das
Molekulargewicht der Verunreinigung sehr viel kleiner ist, als das Molekulargewicht von
Albumin, war es nahe liegend, die beiden Proteine durch Filtration oder Dialyse zu trennen.
Als letzter Schritt kam schlief3lich die préparative Elektrophorese zur Albuminreindarstellung
in Frage. Die Uberprifung auf Reinheit nach entsprechenden Modifikationen der Methode
erfolgte durchwegs standardisiert mittels SDS-PAGE, die unter 3.5.2.2 genauer beschrieben

wird.

3.5.2 Grundaufbau der angewendeten Analyseschritte

3.5.2.1 Ethanolextraktion

750 pl Triochloressigsaure (10%) wurden bei 4°C zu 750 pl Serum gegeben und damit die
Proteine prézipitiert. Die Proben wurden bei 11.000 U/Min. zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Sediment in reinem Ethanol suspendiert und erneut bei 11.000 U/Min.
zentrifugiert. Der alkoholische Uberstand und 5 ml Wasser wurden in einen Zentrifugenfilter
mit der Ausschlussgrofie 50.000 Dalton gegeben und bei 4.000 U/Min. fur 45 Minuten
zentrifugiert, bis die Flussigkeit vollstandig durch den Filter gelaufen war. Das Filtrat wurde
verworfen. Der Niederschlag im Filter wurde zurlick gewonnen, indem der Filter umgedreht
auf ein passendes Gefal3 gesetzt, 1 ml Wasser auf die Riickseite des Filters gegeben und bei
1.500 U/Min. fur 15 Minuten zentrifugiert wurde. Dieser Losung wurden 50 ul for eine
eventuelle analytische Elektrophorese entnommen und der Rest fUr die weitere Reinigung

mittels préparativer Elektrophorese verwendet (3.7.2 a).

3.5.2.2 Analytische SDS-PAGE zur Reinheitsprifung

50 pl der mittels Ethanolextraktion (s. 3.5.2.1) gewonnenen Albuminlésung wurden mit
Hilfe einer vertikalen Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)
mit anschlieBender Coomassie®-Farbung auf Reinheit tiberpriift (42). Zur Kontrolle wurden
eine kommerzielle Albuminlésung und ein Molekulargewichtsmarker (Rainbow molecular
weight marker RPN 800 beziehungsweise Rainbow molecular weight marker RPN 756 von
Amersham Pharmacia), mit Proteinen im Bereich von 10.000-250.000 Da bzw. 14.300 bis
220.000 Da mit auf das Gel aufgetragen.
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Die 12 ml Lésung fur das Trenngel enthielten 10% Acrylamid, 0,3% Bisacrylamid, 0,1%
SDS, TrigHCI-Puffer 0,375 Molar pH 8,8, 80 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED, 10%,
frisch angesetzt) und 60 I Ammoniumperoxodisulfat (frisch angesetzte 10%ige LOsungen).
Die 4 ml Losung fur das Sammelgel enthielt 3% Acrylamid, 0,1% Bisacrylamid, 0,2% SDS,
Trig/HCI-Puffer 0,240 Molar pH 6,8, 36 pl TEMED (frisch angesetzte 10%ige L6sung) und
72 pl Ammoniumperoxodisulfat (frisch angesetzte 10%ige Losung). Der Elektrodenpuffer
enthielt 200 mmol/l Glycin, 50 mmol/l Tris und 0,15% SDS. Der Probenpuffer enthielt
0,02% Bromphenolblau, 0,1 M TrigHCI pH 6,5, 20% Glycerin, und 4% SDS.

Glasplatten wurden in der Vorrichtung zum Gief3en von Plattengelen montiert, die frisch
angesetzte Losung fur das Trenngel vorsichtig, unter Vermeidung von Luftblasen, zwischen
je zwei Glasplatten gefullt und mit Wasser tUberschichtet. Die Polymerisation des Trenngels
dauerte ca. 30 Minuten. Nach der Polymerisation wurde das Wasser dekantiert und die frisch
angesetzte Losung fur das Sammelgel auf das Trenngel gegeben. Die Geltaschen zum
Auftragen von 10 Proben wurden prépariert, indem eine entsprechende Plastikschablone
(, Kamm"®) zwischen die Glasplatten in die Losung fur das Sammelgel gedriickt wurde. Auch
fir das Sammelgel dauerte die Polymerisation ca. 30 Minuten.

Fur die Elektrophorese wurden die Glasplatten mit den Gelen in der Apparatur fur die
analytische Elektrophorese montiert, der Elektrodenpuffer in die dafir vorgesehenen
Kammern gegeben und der Kamm vorsichtig aus dem Sammelgel entfernt. Um eine
geeignete Probenmenge aufzutragen, wurde der Albumingehalt der Proben photometrisch
gemessen und die Proben bis zu einem Albumingehalt von ca. 0,5 g/l verdinnt. Anschlief3end
wurden die Proben mit Probenpuffer im Verhdltnis 1:1 gemischt und jeweils 35 pl dieser
Mischung pro Geltasche auf das Gel aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstérke von 50 mA durchgeftihrt und dauerte ca
1,5 Stunden, bis das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau das Gel durchlaufen hatte
und die Elektrophorese gestoppt wurde. Die Gele wurden aus der Apparatur genommen, das
Sammelgel entfernt und das Trenngel fir die Darstellung der Proteine Uber Nacht in der
Farbstofflosung (0,1% Coomassie”250, 40% Ethanol, 10% Essigsiure) auf einer
Schttelapparatur fixiert und gefarbt und am ndchsten Tag mit einer Losung aus 40% Ethanol
und 10% Essigsaure wieder entfarbt, so dass die Proteine als blaue Banden 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 wdhrend der Farbung und Entférbung zu verhindern, werden diese mit
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Essigsiure im Gel denaturiert. Die Coomassie”- Farbung hat eine hthere Nachweisgrenze als
eine Silberfarbung, reichte aber aus, um die Verunreinigung des isolierten Albumins

nachzuweisen.)

3.5.3 Dokumentation und Quantifizierung der Verunreinigung in der Albuminfraktion

a) Dokumentation der Verunreinigung

Es wurde Serum von gesunden Probanden, postoperativen Patienten und
Intensivpatienten aufgearbeitet, wobei jeweils 0,5 ml Serum mit 0,5 ml wassriger TCA
(10%) gefallt und bei 11.000 U/Min. zentrifugiert wurden. Bei den Proben der
Intensivpatienten handelte es sich um Blut, das nach klinisch erforderlichen Blutgasanalysen
Ubrig geblieben war und welches sonst verworfen worden ware. Das Sediment suspendierten
wir in Ethanol und zentrifugierten erneut bei 11.000 U/Min.. Mittels SDS-PAGE wurde dann
die Reinheit Uberprift. Esist gut zu erkennen, dass die Proben der gesunden Probanden und
der operierten Patienten zwei Banden aufwiesen (siehe Elektrophorese 171100 B (gesunde
Probandin); Elektrophorese 2112021 (postoperative Patienten)). Bei Intensivpatienten war
diese zusétzliche Bande nicht vorhanden (Elektrophorese 22092000A (Intensivpatienten)).

Gesunde Probandin:

————
17271 00 B

Pos.1: Albumin

Pos. 2-5, 7 : aufgearbeitete Probe
Pos.10: Marker

Die Verunreinigung ist deutlich
erkennbar. (Pfeil)
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postoperative Patienten:

2172.02-9 Pos. 1-4 und 6:
Serum von spét postoperativen Patienten,
‘ \ das mit TCA gefallt, mit Ethanol
extrahiert und anschlief3end filtriert
vn n wurde
. ' , Pos. 7-9:
‘ Serum von friih postoperativen Patienten,
| <4=m das mit TCA gefallt, mit Ethanol
extrahiert und anschlief3end filtriert
! | wurde
L ieade 078 95_ - Die Verunreinigung ist deutlich
erkennbar. (Pfeil)

Intensivpatienten:

B
B 22 v w00y

Pos. 2, 3, 5, 7, 9: verschiedene Proben
Pos. 10: Albumin

hier fehlt die Verunreinigung

b) Quantifizierung

Falls die Verunreinigung kleiner als 0,5% ware, kdnnte man das verunreinigende Protein
fir die massenspektrometrische Analytik mit gewissen Einschrénkungen ignorieren. Also
wurde zum einen versucht, die minimale Konzentration des kontaminierenden Eiweil3es, die
gerade noch in der SDS-PAGE erkennbar ist, zu identifizieren und mit der gesamten
aufgetragenen Eiweil3menge ins Verhaltnis zu setzten. Damit wurde untersucht, ob man auf
das Ausmal’ der Verunreinigung durch Vergleich mit bekannten Konzentrationen schlief3en
kann. Die Ergebnisse sind in Elektrophorese 21012000A dargestellt:
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Alae” TV . Pos.1:  Molekulargewichtsmarker
Pos. 2-7: Albumin + Marker, wobei die
Albuminkonzentration konstant ca. 0,5 ¢/l
bleibt und die Markerkonzentration abnimmt

' von 25,5 mg/l bis 1,59 mg/l pro Bande

Pos. 9: Plasma

Pos. 8 u. 10 nicht belegt.

P

Eswar jedoch kein Abschédtzen von Mengenverhéltnissen moglich, da die aufgetragenen

Proteinmengen zu starke Variationen zeigten.

Es erfolgte daraufhin ein orientierender Quantifizierungsversuch mit préziseren
Konzentrationsschritten: pro Bande 4,5%; 3%; 2,3%; 1,5%; 1,15%; 0,75% vom Albumin.
(Elektrophorese 07082000 1):

l7 28 200 Plwma

Pos. 1: Marker

Pos. 2 —7:Albumin/Marker —
Mischung mit gleich bleibender
Albuminkonzentration und
abnehmender Markerkonzentration
Pos. 8: Proteinstandard

Pos. 9: Plasma (1:1000)

Pos. 10: Albumin

In der Position 7 ist die Eiweil3bande des Markers bereits kaum noch erkennbar. Da die
Bande der Verunreinigung deutlicher erkennbar ist als die Proteinbande in Position 7, ist
festzustellen, dass die Konzentration der Verunreinigung in den Proben auf jeden Fall mehr
als 0,75% betragt und damit massenspektrometrisch relevant ist.

Als néchstes wurde der Verunreinigungsgrad in den Proben durch eine densitometrische
Messung des Elektrophorese-Gels bestimmt. Dazu wurden je 500 ul zehn verschiedener
Seren von operierten Patienten mit 500 pl TCA im Eisbad gefédllt, geschittelt und bei
11.000 U/Min. in einer Tischzentrifuge fiir Reaktionsgefale zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und das Sediment in 500 pl absolutem Ethanol (Raumtemperatur)
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suspendiert. Es wurde wieder bei 11.000 U/Min. zentrifugiert und der Uberstand mit 5 ml

Apua ad injectabila in einen Centriplusfilter mit der Ausschlussgréfie 50.000 Da gegeben und
bei 4.000 U/Min. bei 25°C fir 60 Minuten in einer Hettich Kihlzentrifuge filtriert. Das

Sediment wurde zuriick gewonnen, indem der Filter umgedreht wurde, 500 pl Wasser auf die

Ruckseite des Filters gegeben wurden und fur 15 Minuten bei 1.500 U/Min. zentrifugiert

wurde. Die Filtration wurde noch zweimal wiederholt. Die mit diesem Verfahren

gewonnenen Proben wurden so verdiinnt, dass diese 0,5 g/l Albumin enthielten. Es wurde

eine Elektrophorese (3.5.2.2) durchgefiihrt, jede einzelne Bande densitometrisch gemessen
und die Kurve integriert (s. Elektrophorese 250301 1 und Densitometrien vom 30.03.2001).

(fi’p/m .5,01 {/FJ "

Position 1 aus Elektrophorese 250301 1

KLINIKUM GROSSHADERN
INSTITUT FUR KLINISCHE CHEMIE
Direktor: Prof. Dr. D. Seidel

ELEKTROPHORESE 250 507 %/

.

Name.

Datum: 34.3. @ 7 /
r. °

Bemerkungen

In den Positionen 1-10 sind die
aufgearbeiteten Serumproben
von verschiedenen Personen
aufgetragen.

Die einzelnen Banden wurden von
oben nach unten densitometrisch
gemessen und die Kurve integriert,
S0 dass das Ausmal} der
Verunreinigung abgeschétzt werden
kann. Abgebildet sind die Kurven
der Positionen 1, 6 und 8.
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Position 6 aus Elektrophorese 250301 1

KLINIKUM GROSSHADERN . ELEKTROPHORESE 25 307 /7 @
INSTITUT FUR KLINISCHE CHEMIE
Direictor: Prof. Dr. D. Seidel "1 oatum: 30.3.07 1 ™

Name. Station:

By o o/d Bemerkungen

PNR:

Fr.
1
2
3
4
5
8
7
8

Position 3 aus Elektrophorese 250301 1

= - = G
=7

I SfossHaDEm b ELEKTROPHORESE /s-3-97 %4 7|
Direktor: Prof. Dr. D. Seidel =t ——=% oatum: 30.3 01 / ™R
Name. Statior F] ey L a/a Bemerkungen
PNR SNR: 1 88. 8 % Hbumi
= 2 3.8

3 o.

s

5

8

7

8

9

0

Es ergab sich als zentrales Ergebnis, dass der Reinheitsgrad des Albumins in Proben von
postoperativen Patienten zwischen 88,6 und 99,8% (im Mittel bei ca. 92%) lag und damit

definitiv nicht fUr eine prazise massenspektrometrische Analytik ausreichte.
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3.5.4 Modifikationen zur Abtrennung der Verunreinigung in der Albuminfraktion

a) Modifikationen der Alkoholkonzentration

Weil Loslichkeiten im Allgemeinen auch von der Konzentration organischer
Losungsmittel abhangen, wurde untersucht, ob die Konzentration des Alkohols eine Rolle
spielt. Dazu wurde wieder Plasma mit TCA gefallt, der Niederschlag in Alkohol suspendiert
und erneut zentrifugiert. Dabel wurde 80%iger, 85%iger, 90%iger und 96%iger Alkohol zum
Suspendieren benutzt. Gleichzeitig wurde eine reine Albuminlésung genauso aufgearbeitet.
Auch bei eingeschrankter Elektrophorese, ist deutlich weiterhin die Verunreinigung der
Proben zu erkennen, die in den entsprechenden Kontrollen (reines Albumin) nicht auftritt.
Die Proben zeigten unabhéngig von der Konzentration des Alkohols das gleiche Ausmal3 der

Verunreinigung (durch den Pfeil gekennzeichnet).

Pos. 1. Plasma

Pos. 2, 4, 6, 9:
Proben 1, 2, 3 und 4, die mit
TCA gefdllt und mit 80-, 85-,
90- und 95%igem Ethanol
wieder gelost wurden.

Pos. 3, 5, 8, 10:
Albumin, das entsprechend den
Proben 1, 2, 3und 4
aufgearbeitet wurde.

Pos. 7: nicht belegt

Der Pfeil zeigt wieder die Position der
Verunreinigung.
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b) Modifikationen des Fallungsreagenzes und der Blutentnahme

Als néchstes wurde untersucht, ob die Ergebnisse besser sind, wenn fir die Fallung nicht
wassrige, sondern alkoholische TCA benutzt wurde und ob es einen Einfluss hat, wenn
Serum, EDTA-Plasma, Heparin-Plasma oder Citrat-Plasma als Probe eingesetzt wurde. Also
wurden Serum, EDTA-Plasma, Heparin-Plasma und Citrat-Plasma jeweils einmal mit
wassriger und einmal mit alkoholischer TCA gefdllt und das Albumin der Proben nach dem
Zentrifugieren mit 90%igem Alkohol aus dem Sediment extrahiert.

Als Ergebnis dieses Ansatzes zeigte sich, dass der Verunreinigungsgrad in den Proben,
die mit alkoholischer TCA gefallt wurden, wesentlich geringer war, allerdings sank auch die
Ausbeute rapide, so dass die Probenmenge fur die massenspektrometrische Analyse zu
gering gewesen wére. Die Verwendung von Serum, EDTA-, Citrat- oder Heparin-Plasma
ergab keinen Unterschied. Die Verunreinigung war in allen Proben in vergleichbarer Menge

vorhanden.

Ged7 1322000 Pos. 1, 3,5, 7:

2 mit ethanolischer TCA geféllte
Proben

Pos. 2, 4, 6, 8:
mit wassriger TCA gefdllte
Proben

Pos. 9, 10:
entsprechend aufgearbeitetes
Albumin

Der Pfeil zeigt wieder die Position der

Verunreinigung.

¢) Versuche der Dialyse

Die Dialyse mit einem Dialyseschlauch mit der Ausschlussgrof3e von 50.000 Dalton war
nicht in der Lage, die kontaminierende Substanz, ein Protein von ca. 25.000 Dalton, zu
entfernen, wie in einer SDS-Page dargestellt.
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_ " ‘ Position 1: Albumin

2" v - Position 2, 4, 6, 8

mit TCA geféllte, in Ethanol geléste und
anschlief3end dialysierte Serumproben
Position 3, 5, 7, 9: Serumproben
Position 10: Molekulargewichtsmarker

Der Pfeil zeigt wieder die Position der
Verunreinigung.

d) Erste Modifikationen der Filtration

Als néchstes untersuchten wir als Modifikation die Verwendung eines Ultrafilters mit der
AusschlussgréRe von 30.000 Dalton anstatt einer Dialyse fUr die Filtration. Zusétzlich
achteten wir darauf, dass die TCA fur die Fallung der Serumproteine kalt war, indem wir 4°C
kalte TCA verwendeten und die Proben im Eisbad fallten. Leider musste am Ende des
Versuchs festgestellt werden, dass die Proben erneut nicht sauber waren (vergleiche
Elektrophorese 2607002).

Posl: Serum
Pos2: Marker
Pos 3 und 4:
aufgearbeitete Serumproben
Pos 8 und 10:
aufgearbeitete
Proteinstandards

Der Pfeil zeigt die Position der
Verunreinigung.

€) Zweite Modifikation der Filtration

Daraufhin wurde nochmals versucht, mit einer gréf3eren Porengrof3e die Verunreinigung
zu entfernen. Es wurde noch einmal Serum mit TCA gefallt und diesmal mit Centriplusfiltern
mit einer Ausschlussgréfie von jetzt 50.000 Dalton gewaschen. Die Elektrophorese 26112000

zeigte die leider immer noch vorhandene Verunreinigung (Pfeil).
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Pos 1: Serum
<= Pos2und 5: Proben

Pos 6: Albumin

Pos 8 und 10: Marker

f) Modifikation der TCA-Menge fur die Fallung und Verwendung von Puffern zum Filtrieren
der Proben

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit unter klinischen Bedingungen wurde dann 5x
die gleiche Probe eines postoperativen Patienten aufgearbeitet. Dazu wurden 5x 500 pl
Serum mit jetzt nur 200 pl TCA geféllt und statt mit Wasser mit saurem Puffer gewaschen.
Funf Ansdtze wurden insgesamt durchgefihrt. Ein représentatives Ergebnis zeigt
Elektrophorese 171100B.

o B

Pos.1:  Albumin

Pos. 2-5, 7: aufgearbeitete Probe
P Pos.9:  Serum

Pos. 10: Marker

Die Verunreinigung ist deutlich

erkennbar. (Pfeil)

Leider war die Verunreinigung auch nach diesen Modifikationen noch immer vorhanden.

g) Weitere Modifikationen

Im Anschluss daran erfolgten weitere vier modifizierte Versuchsansitze:
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Versuch 1: Verbesserte Kiihlung
Als Fallungsreagenz wurde TCA 4°C verwendet, die Fallung erfolgte im Eisbad und die
Zentrifugation in einer Kuhlzentrifuge bel 4°C angtatt in einer Tischzentrifuge, die nicht

gekihlt werden konnte.

Versuch 2: Reduktion der Substanzmenge pro Filter

Es wurden 500 pul Serum mit TCA gefédlt und das Albumin im Niederschlag nach der
Zentrifugation mit Ethanol extrahiert. Danach wurde nicht wie gewohnt der gesamte
ethanolische Extrakt mit Puffer zentrifugiert, sondern die Losung auf zwei Filter verteilt, um
ein eventuelles Verstopfen des Filters und eine dadurch mangelhafte Abtrennung von kleinen

Molekilen zu vermeiden.

Versuch 3: Verwendung von Waschpuffer mit SDS und Mercaptoethanol.

Mercaptoethanol bricht Disulfidbriicken in Proteinen auf und SDS fuhrt zu einer Kugelform
der Proteine. In der Elektrophorese werden Albumin und die Verunreinigung voneinander
getrennt. Deshalb wurde versucht, ob die Verwendung des gleichen Puffers mit Zusatz von

Mercaptoethanol bei der Filtration zu einer Trennung der zwei Proteine fuhrt.
Versuch 4: Zweimalige TCA- Fallung

Trotz dieser zusatzlichen Modifikationen gelang es auch jetzt nicht, die Verunreinigungen
(Pfeil) zu entfernen (Elektrophorese 101200A und -B).

Versuch 1 und 2:
% W

012,00 4

S——— Pos. 2 Albumin

Pos. 3-6, 9: in g beschriebene Proben
(Versuch 1 und 2)

Pos. 7,10: Marker

Pos. 8: Serum
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Versuch 3 und 4:

Pos. 1: Albumin
Pos. 2, 5, 7, 8: in g beschriebene Proben
(Versuch 3 und 4)

Pos. 9: Marker
Pos. 10: Serum

3.5.5 Versuche zur Identifikation der Verunreinigung

Als néchsten Schritt versuchten wir, die Verunreinigung zu identifizieren. Vorab zu
bemerken ist, dass die kommerziell zu erhaltenen Albumine ebenfalls nicht zu 100% rein
sind. Sie weisen unterschiedliche Reinheiten auf, wobei es sich bei den erwahnten
Verunreinigungen laut Hersteller (Sigma) vorwiegend um Globuline bzw. um o;-saures
Glykoprotein handelt. Um zu prifen, ob es sich bei unseren Proben um die gleichen
Verunreinigungen handelt, wurde oj-saures Glykoprotein zusammen mit  Albumin,
gereinigtem Serum, Serum und einem Molekulargewichtsmarker in einer analytischen
Elektrophorese (SDS-PAGE wie unter 3.5.2.2 beschrieben) gemeinsam untersucht. Es stellte
sich heraus, dass die Bande des a;-sauren Glykoproteins nicht mit der Verunreinigung im
gereinigten Serum Ubereinstimmt (s. Elektrophorese 260101A).

Pos. 1. Albumin

Pos. 2, 7: Serum

Pos. 3, 5, 8:aufgearbeitetes Serum

Pos. 9: Marker

Pos. 4. oy-saures Glykoprotein
(kleiner Pfeil)

Der dickere Pfeil zeigt die Position

der Verunreinigung.
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Ferner untersuchten wir unbehandeltes und mittels TCA-Fallung gereinigtes a;-saures
Glykoprotein (s. Elektrophorese unten).
Es ergab sich kein Hinweis darauf, dass es sich bel der Verunreinigung um o;-saures

Glykoprotein handelt.

Wir untersuchten auch, ob es sich bel der Verunreinigung um Globuline handeln kdnnte,
indem wir 99% reines humanes Albumin, 96% reines Albumin (Verunreinigungen laut
Hersteller vorwiegend Globuline) und Molekulargewichtsmarker, sowohl unbehandelt als
auch durch TCA-Fallung gereinigt, in der Elektrophorese nebeneinander auftrugen
(s. Elektrophorese 070401 1).

b 07 Yol 7 Pos. 1: Albumin 99% rein

o— = o Pos. 2: Albumin 99% rein, aufgearbeitet
| fo— Pos. 4. Albumin 96% rein
}“ — -:'_" i Pos. 6: Albumin 96% rein, aufgearbeitet
| — Pos. 7: Marker
,' — ' Pos. 9: Glykoprotein

{ Pos. 10: Glykoprotein, aufgearbeitet

96% reines Albumin zeigte eine Bande, die mit der gesuchten Verunreinigung
Ubereinstimmen konnte. Neben gereinigtem Serum aufgetragen, konnte diese Vermutung
nicht bestétigt werden (s. auch Elektrophorese 060501A). Es war jedoch aufféllig, dass die
zweite Bande im gereinigten Serum mit einer der Banden des Molekulargewichtsmarkers
Ubereinstimmte. Der Molekulargewichtsmarker war eine Mischung aus natdrlich

vorkommenden Proteinen (Elektrophorese 060501A).
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Pos. 1,9 : Albumin 99% rein
Pos. 2, 3: Albumin 96% rein
Pos. 4, 6. Probe

Pos. 7, 8 : Marker

Der Pfeil zeigt die Position der
Verunreinigung.

Es wurde nun als néchstes untersucht, ob es sich bei der gesuchten Verunreinigung um
Phosphorylase oder Myosin handelte. Myosin und Phosphorylase wurde deswegen als
maogliche Verunreinigung in Betracht gezogen, weil diese Substanzen bekannte Bestandteile
des Molekulargewichtsmarkers sind. Myosin spaltet sich bei der Elektrophorese in sehr viele
Banden auf, eine dieser Banden stimmte mit der Bande der Verunreinigung im gereinigten
Serum und im Molekulargewichtsmarker Uberein (s. Elektrophorese 200701 1).

Pos. 1: Marker

Pos. 2. Marker + Myosin

Pos. 3: Myosin

Die Mischung bildete keine Doppelbande,
was darauf hindeutet, dass es sich um das
gleiche Protein handelt.

Pos. 5: Serum

Pos. 7. Myosin

Pos. 8: Probe + Myosin

Pos. 9: Probe

Pos. 10: Albumin

Der Pfeil zeigt die Position der
Verunreinigung.

Nachdem Myosin wie das Serum aufgearbeitet wurde, war es nicht mehr nachweisbar
(s. Elektrophorese 2008011).
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Pos. 1. Myosin, mit TCA
gefallt, in Ethanol
gel6st und
anschlief3end filtriert.

Pos. 3: Myosin

Daes sich bei der Verunreinigung im gereinigten Serum um ein kleines Protein handelte
(ca. 25.000 Dalton), das auch durch eine Filtration mit einer Ausschlussgrofe von
50.000 Ddton nicht €iminiert werden kann, liegt die Vermutung nahe, dass die
Verunreinigung sehr stark an Albumin gebunden ist. Nach der Reinigung einer Mischung aus
humanem Albumin und Mausemyosin war reines Albumin in der Elektrophorese
nachweisbar. Dies kann zwei Ursachen haben. Entweder wird Mausemyosin nicht an
humanes Albumin gebunden, so dass es durch die Filtration mit einem Filter mit der
Ausschlussgréfie 50.000 Dalton verloren geht, oder bel der Verunreinigung handelt es sich
nicht um Myosin (s. Elektrophorese 2710011).

|22 fQQ*’ T ~ Pos1l:  Myosin
R ] ” . Pos3:  Probe
s - - Pos 5, 7, 9:aufgearbeitete

Albumin/Myosin-

| - "“' Mischung

Pos10: Albumin 99% rein

Der Pfeil zeigt die Position der
| = Verunreinigung.

Letztendlich gelang es durch einfache Methoden nicht, die genaue Natur der

kontaminierenden Substanz zu bestimmen.
Mit freundlicher Unterstiitzung der Abteilung fur analytische Proteinchemie des Max-

Planck-Instituts fur Biochemie, Martinsried, Minchen, wurde das isolierte Protein mit Hilfe
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einer ProSorb-Saule (Applied Biosystems, Foster City CA, USA) entsalzt und N-terminal an
einem pulsed liquid phase sequencer Procise cLC (Applied Biosystems, Foster City CA,
USA) nach den Angaben des Herstellers sequenziert.

Die Proteinsequenzierung ergab als Ursache der Verunreinigung Apolipoprotein A-1 (43).

3.5.6 Isolierung von Albumin mittels préparativer Elektrophorese

Da in der analytischen Elektrophorese die beiden Proteine getrennt werden konnten,
wurde zur definitiven LAosung des Verunreinigungsproblems versucht, die kontaminierende

Substanz mittels préparativer Elektrophorese abzutrennen:

3.6 Entwicklung der Methodik

Das Sammelgel, das Trenngel, der Elektrodenpuffer und der Probenpuffer wurden, wiein
3.5.2.2 fir die analytische Elektrophorese beschrieben, angesetzt. Der Elutionspuffer enthielt
0,05 mol/l Natriumdihydrogenphosphat und wurde mit Natronlauge auf einen pH von 7,0
eingestellt.

Fur die prgparative Elektrophorese wurde zunéchst das Trenngel in den Zylinder
gegossen, mit Wasser Uberschichtet, nach der Polymerisation des Trenngels das Wasser
dekantiert und anschlief3end das Sammelgel gegossen. Im Gegensatz zur analytischen
Elektrophorese wurde aber nicht ein Kamm zur Bildung von Geltaschen angebracht, sondern
auch das Sammelgel fur die Dauer der Polymerisation mit Wasser tberschichtet.

Das Gel wurde in die Elektrophoreseapparatur eingebaut (fur die préparative SDS-PAGE

verwendeten wir eine Prepcell von Amersham Pharmacia) und die Puffer in die
vorgeschenen Kammern geflllt. Fir die préparative Elektrophorese wurden die
Serumproben, wie unter 3.5.2.1 beschrieben, mittels Ethanolextraktion vorgereinigt, im
Verhdltnis 1:1 mit Probenpuffer verdinnt und mit Hilfe eines Schlauchs direkt auf das
Sammelgel aufgetragen.
Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstérke von 18 mA durchgefihrt. Mittels einer
anschlief3enden analytischen Elektrophorese konnten wir eine gute Trennung der zwei
Proteine erkennen. Leider dauerte die Elektrophorese durch die niedrige Spannung lange und
die Elution des Albumins zeigte ein starkes Tailing. Daraufhin entschlossen wir uns, die
Elektrophorese bei 50 mA durchzufiihren. Dieser Versuch zeigte allerdings keine saubere
Trennung der beiden Proteine (Elektrophorese 1411011).
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Pos.1 Fraktion 1 des Eluats
Pos. 2 Fraktion 3 des Eluats
Pos. 3 Fraktion 6 des Eluats
Pos. 4 Fraktion 9 des Eluats
Pos. 5 Fraktion 12 des Eluats
Pos. 6 Fraktion 15 des Eluats
Pos. 7 Fraktion 18 des Eluats
Pos. 8 Fraktion 21 des Eluats
Pos. 9 Fraktion 24 des Eluats
Pos. 10 Fraktion 27 des Eluats

Als néchstes starteten wir mit 25 mA, bis Bromphenolblau das Sammelgel durchlaufen
hatte, erhdhten dann auf 35 mA und nachdem Bromphenolblau das Trenngel durchlaufen
hatte nochmals auf 75 mA. Das Ergebnis zeigt die analytische Elektrophorese 2705022.

Pos. 1 Fraktion 40 des Eluats
Pos. 2 Fraktion 45 des Eluats
Pos. 3 Fraktion 50 des Eluats
Pos. 4 Fraktion 55 des Eluats
Pos. 5 Fraktion 60 des Eluats
Pos. 6 Fraktion 65 des Eluats
Pos. 7 Fraktion 70 des Eluats
- Pos. 8 Fraktion 75 des Eluats

"‘- Pos. 9 Fraktion 80 des Eluats
i Pos. 10 Fraktion 85 des Eluats

-

Y e vdl e e
. R — -
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Die Fraktionen, die reines Albumin enthielten, wurden in einem Zentrifugenfilter vereinigt
und konzentriert. Die Reinheit des Albumins wurde mittels analytischer Elektrophorese
(8.5.2.2) nachgewiesen. Somit war es nur durch dieses sehr aufwendige Verfahren gelungen,
Albumin in Reinheitsgraden zu isolieren, die flr massenspektrometrische Zwecke

ausreichend waren (Elektrophorese 080303 2 zeigt das reine Albumin).

: 8? 3‘_05_’& - Die Proben IV1; IV2; IV3; V1; V2;
V3; VI1und VI3 sind nach
beschriebener Methode gereinigt

und mittels analytischer Elektro-

phorese untersucht worden und

/ zeigen trotz einer deutlichen
Uberladung des Gels eine einzige
Bande, die Albumin darstellt.

IVl Iv2 IV3 V1 V2 V3 VI1 VI3

Die mittels praparativer Elektrophorese isolierten Albuminproben wurden in einem
Speedvac getrocknet und fir die massenspektrometrische Messung derivatisiert (Propyl-
Acetyl-Derivat siehe Punkt 3.7.2 b). Es wurden unmarkierte Proben aufgearbeitet und
dazwischen mit 1-**C-Leucin markierte Proben. Wir konnten zeigen, dass die unmarkierten
Proben Werte im Normalbereich aufwiesen, also kein |sotopeneffekt auftritt und auch keine
Proben verschleppt werden (keine erhdhten Werte in den Proben, die nach den markierten
Proben aufgearbeitet wurden). Die Reproduzierbarkeit der Methode wiesen wir nach, indem
wir 4 Proben nacheinander aufarbeiteten. Diese zeigten alle die gleichen Werte, auch wenn
man nicht alle Fraktionen, die Albumin enthielten, fir die weitere Aufarbeitung verwendete.
Somit war es erst nach langfristigen analytischen Arbeiten gelungen, eine anwendbare
Methode zur Albuminextraktion im Plasma aufzubauen. Festzustellen ist alerdings, dass die
in der Literatur angegebenen bisherigen Verfahren zur TCA-Fallung/Ethanolextraktion nach
unseren Ergebnissen mit einer Ungenauigkeit behaftet sind, die einerseits, zumindest fir
unser Krankengut, in diesem Ausmal3 bisher nicht bekannt oder publiziert war, und die zum
anderen sicher in der Vergangenheit zu einer relevanten Verfalschung der Ergebnisse in

entsprechenden Studien geftihrt haben dirfte.



3.7 Beschreibung der angewendeten Methodik zur Bestimmung der

Albuminsyntheserate

3.7.1 Material
Tabelle 2: Materialtabelle

Substanz

Acrylamid fur die Elektrophorese

Albumin Reagent (BCG)

Albumin, human, 99% (Agaroseelektrophorese)
Albumin, human, Fraktion V 96-99%
Ammoniumperoxodisulfat p.a.
Ammoniumsulfat microselect

Aqua ad iniectabilia

Azeotrop-Lésung (Propanol/Benzol 30/70)
Bioguant Protein (nach Biuret)

Bioguant Protein (nach Bradford)
Bromphenolblau

BSTFA (bis(Trimethylsilyl) Trifluoracetamid)
BSTFA+1%TMCS ("Silyl 99/1")
Coomassie R-250

n-Decan

2,2-Dimethoxypropan Stock-Number:217725
Essigsaure p.a.
Essigsaureanhydrid (98%)

Ethanol 96%
Ethanol p.a.

Ethylacetat p.a.
a-saures Glykoprotein Reinheit 99%

Glycerin

Glycin fir die Elektrophorese
o -Ketoisocapronsaure Natriumsalz (M=152.1)
a-Ketoisocapronsaure Natriumsalz(1-**C-KIC) *C: 99%

L-Leucine

Mercaptoethanol

Myosin from porcine muscle
N,N'-Methylen-bis-acrylamid
Natriumchlorid p.a.
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat p.a.
Natriumhydroxid 1N

Natriumhydroxid Granulat p.a.
Natriumsulfat wasserfrei p.a.
Phosphorylase b from rabbit muscle
1-Propanol fir die Chromatographie
Proteinstandard Gesamtpr.:80g/l; Albumin 50g/I
Rainbowmarker RPN 756 und RPN 800
Rinder-Albumin = 98%

Salzsaure 1IN
Salzsaure 6N
Salzsaure Gas

SDS (Natriumdodecylsulfat) microselect
Serum-Rinder-Albumin ORHD 20/21

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)
Trichloressigsaure pro analysi

Triethylamin p.a.
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan p.a.

Firma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Fluka

Fluka

Braun
Klinikapotheke
Merck

Merck

Merck

Sigma
CS-Chromatographie-Service
Fluka

Sigma

Alltech

Merck

Sigma
Apotheke im Haus
Merck

Merck

Sigma

Merck

Merck

Sigma

Bestellnummer

1.10784.0100
631-2

A-3782
A-1653
09915

09978

1.10307.0500
1.10306.0500
8122.0025
T-1506
370620
27816

784+40
1.00062.1000
A-6404

1.00983.2500
1.109623.1000
G-9885
8.18709.1000
1.04169.1000

Cambridge Isotope Laboratories

Sigma
Fluka
Sigma
Fluka
Merck
Fluka
Merck
Fluka
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Biorad
ICN
Merck
Apotheke Innenstadt

L-1512

63690
M-0273
66669
6404.1000
71500
1.09137.1000
71691
6649.0500
P-6635
1.01024.1000
A-540-10

130700
1.09057.1000
L 0025

Labor Prof. Wanner Institut fliir Pharmazie

Fluka
Behringwerke Ag Marburg
Fluka
Merck
Fluka
Merck

71727

87689
1.00807.0250
90340
1.08382.1000
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3.7.2 Probenaufbereitung

a) Albuminreinigung

Zunéchst wurden die Proben mittels Trichloressigsaureféllung und Ethanolextraktion, wie
unter 3.5.2.1 beschrieben, vorgereinigt und anschlief3end noch durch eine préparative
Elektrophorese gereinigt.

Das Sammelgel, das Trenngel, der Elektrodenpuffer und der Probenpuffer wurden, wiein
3.5.2.2 fir die analytische Elektrophorese beschrieben, angesetzt. Der Elutionspuffer enthielt
0,05 mol/l Natriumdihydrogenphosphat und wurde mit Natronlauge auf einen pH von 7,0
eingestellt.

Auch fur die praparative Elektrophorese wurde zunéchst das Trenngel (3 cm H6he)
gegossen, mit Wasser Uberschichtet, nach der Polymerisation des Trenngels das Wasser
dekantiert und anschlief3end das Sammelgel (1 cm) gegossen. Im Gegensatz zur analytischen
Elektrophorese wurde aber nicht ein Kamm zur Bildung von Geltaschen angebracht, sondern
auch das Sammelgel fur die Dauer der Polymerisation mit Wasser Uberschichtet (es kann
jewells nur eine Probe mittels praparativer Elektrophorese gereinigt werden).

Der Zylinder mit dem Gel wurde in die Elektrophoreseapparatur eingebaut (fir die
préparative SDS-PAGE verwendeten wir eine Prepcell von Amersham Pharmacia) und die
Puffer in die vorgesehenen Kammern gefillt. Fur die préparative Elektrophorese wurden die
Serumproben, wie unter 3.5.2.1 beschrieben, mittels Ethanolextraktion vorgereinigt, im
Verhdltnis 1:1 mit Probenpuffer verdinnt und mit Hilfe eines Schlauchs direkt auf das
Sammelgel aufgetragen.

Die Flief3ggeschwindigkeit des Elutionspuffers wurde auf 1 ml/Min. eingestellt und die
Elektrophorese mit einer Stromstéarke von 40 mA durchgefihrt bis das im Probenpuffer
enthaltene Bromphenolblau die Gele (nach ca. 2-2,5 Stunden) durchlaufen hatte. Die
Stromstarke wurde dann auf 80 mA erhoht und 100 Proben von je 1,5 ml des Eluats
aufgefangen.

Jede funfte dieser Fraktionen wurde mittels analytischer Elektrophorese (3.5.2.2) auf die
enthaltenen Proteine untersucht. Die Proben, die Albumin enthielten, wurden
zusammengegeben und in einem Zentrifugenfilter (Centriplus, Ausschlussgrofie 50.000 Da)
bei 6000 U/Min. in einer Beckmann Hochgeschwindigkeitszentrifuge filtriert, bis die
Flissigkeit den Filter durchlaufen hatte. Das in dem Filter befindliche Albumin wurde zurtick

gewonnen, indem der Filter umgekehrt auf ein passendes Geféald gegeben, 1 ml Wasser auf
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die Ruckseite gegeben und bei 1.500 U/Min. in einer Hettich Kihlzentrifuge zentrifugiert

wurde.

b) Leucin-Derivatisierung

Zur Analyse des albumingebundenen Leucins benutzten wir die Gaschromatographie-
| sotopenverhdltnis-M assenspektrometrie (GC-IRMS), die zwar hochreine Proben erfordert,
aber fur die niedrigen Anreicherungen, wie sie im Albumin vorliegen, besonders geeignet ist.
Die Aminosauren wurden verdampfbar gemacht, indem sie in das N-acetyl-n-propyl(NAP)-
Derivat Ubergefiinrt wurden. Um dieses NAP-Derivat zu erhalten, versetzten wir die Proben
mit 1 ml 8M HCI-Propanol und 20 pl Dimethoxypropan und erhitzten sie in luftdicht
verschlossenen Pyrexrohrchen fuar 20 Minuten auf 110°C. Dabei wurde die
Carbonsauregruppe propyliert. Nachdem sich die Proben abgekihlt hatten, wurden sie bei
60°C unter Stickstoff getrocknet. Dieser Trocknungsvorgang wurde nach Beimischen von
1 ml Azeotropldsung (Mischung aus Benzol und Propanol) wiederholt.

Zur Acetylierung der Aminogruppe wurden die getrockneten Ester mit 1,5 ml einer frisch
hergestellten Mischung aus Aceton, Triethylamin und Essigsdureanhydrid (5:2:1) versetzt und
5 Minuten bei 60°C erhitzt. Danach wurden die Proben bei 45°C unter Stickstoff getrocknet.
Die getrockneten Proben wurden mit 1 ml geséttigter Kochsalzlésung und 2 ml Ethylacetat
ausgeschiittelt und die organische Phase bei Raumtemperatur unter Stickstoff getrocknet. Fir
die GC-IRMS-Messung wurden die Derivate in Ethylacetat gelost und 1 pl in den

Gaschromatographen injiziert.

¢) Ketoisocapronsaure-Derivatisierung

Aus verschiedenen Publikationen geht hervor, dass die Bestimmung der Anreicherung in
der Plaama-KIC als Ersatz fur die Bestimmung der Anreicherung in der t-RNA der
Leberzellen geeignet ist (44;45). Da bei der GCMS-Messung das ganze Molekdl fur die
Bestimmung der |sotopenanreicherung verwendet wird, war aul3er der Eiweil3fallung keine
zusatzliche Reinigung der Ketoisocapronsaure notwendig. Um KIC gaschromatographisch
trennen zu kénnen, muss die a-Ketocarbonsaure verdampfbar gemacht werden. Wir benutzten
die Methode von Ford, und erzeugten das Quinoxalinoltrimethylsilylderivat (46). Uns stand
keine Moglichkeit zur Verfigung, die Derivate fiur die Massenspektrometrie mit Ammoniak
chemisch zu ionisieren. Aber auch mit Elektronenstol3-lonisation waren die Massenspektren

geeignet, die Anreicherungen zu messen. Wir bestimmten die Massen 259 und 260.
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Zur Herstellung der Derivate wurden zunéchst 0,1 ml Serum mit 1.0 ml absolutem Alkohol
gefallt, zentrifugiert, der Uberstand in eine 1,8 ml Glasflasche tiberfuihrt und unter Stickstoff
getrocknet. Der Rickstand wurde in 0,2 ml Wasser geloést und mit 0,1 ml einer frisch
hergestellten o-Phenylendiamin-Losung (2% in 4M HCI) eine Stunde lang bei 90°C
umgesetzt. Die Losung wurde zweimal mit 1 ml Ethylacetat ausgeschittelt und die
vereinigten Extrakte Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach trocknen unter
Stickstoff wurde der Ruckstand 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 Reaktionsl6sung aufbewahrt. (Dieses Derivat ist nicht stabil
und zerféllt innerhalb eines Jahres vollstdndig, so dass keine Messung mehr maglich ist.)
Kurz vor der Messung wurde das Uberschiissige Reagenz bei Raumtemperatur unter Stickstoff
abgedampft und der Ruckstand in 50 pl wasserfreiem n-Dekan, das 5% BSTFA enthélt, gel6st
und 5 pl dieser Losung 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. Fur die Eichgerade verwendeten wir

100 pl Lésungsmittel und injizierten 1 pl.

3.7.3 Massenspektrometrische Analysen

a) Massenspektrometrische Verfahren und Prinzipien der |sotopenverhéltnis-Massen-
spektrometrie

Bei der Massenspektrometrie werden Molekile im Dampfzustand in positive oder negative
lonen Uberfuhrt, also ionisiert. Diese lonen sind meist instabil und zerfallen in geladene und
ungeladene Bruchstiicke, was a's Fragmentierung bezeichnet wird.

Die geladenen Moleklle werden in einem Magnetfeld oder elektrischen Feld nach ihrer
Masse getrennt, Massenfokussierung genannt, und ihre Massen und relativen Intensitéten
registriert.

Es entsteht fir jede Masse ein Strich im Massenspektrum. Diese Linen erscheinen
entsprechend ihrer Masse nacheinander im Spektrum und die Lange des Strichs ist
proportional zur Menge der Molekiile dieser Masse.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die Moleklle zu ionisieren, z.B. die Elektronenstol3-

lonisation oder die chemische lonisation.
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Die von uns angewendete Methode ist die Elektronenstol3-lonisation. Bei diesem Verfahren
kommt es meist zu einer starken Fragmentierung. Das ist fUr die Strukturzuordnung von
unbekannten Substanzen wertvoll. Wir dagegen versuchen durch die Derivatisierung
moglichst stabile Moleklle zu erzeugen, da sich die Menge der einzelnen Fragmente und
damit des Molekils besser bestimmen lassen, je weniger Peaks im Massenspektrum
erscheinen.

Auch fir die Massenfokussierung sind mehrere Verfahren entwickelt worden, unter
anderem die lonentrennung in einem Magnetfeld oder einem Quadrupolanalysator. Die
lonentrennung im Magnetfeld erfolgt nach bestimmten physikalischen Gesetzen. Dabel gilt,
dass die Kraft, die auf ein Molekll wirkt, das Produkt aus seiner Masse und seiner
Beschleunigung ist. Da fur massenspektrometrische Zwecke die Elektronenmasse immer 1
betrdgt, und da fir die Massenspektrometrie die Magnetfeldstarke und die
Beschleunigungsspannung bekannt sind, ergibt sich ein direkter Zusammenhang zwischen der
Masse des lons und der Kreisbahn, die es beschreibt. Somit kann aus der Kreisbahn eines lons
auf seine Masse geschlossen werden, oder anders formuliert, lonen mit unterschiedlicher
Masse werden im Magnetfeld des Massenspektrometers unterschiedliche Kreisbahnen
beschreiben. Dadie zu erwartenden Massen und deren Kreisbahnen bekannt sind, (in unserem
Fall 45 fir *CO, und 44 fir '?CO,), koénnen an einem bestimmten Punkt der
massenspezifischen Kreisbahn Detektorplatten platziert werden, auf die — nach Masse
getrennt — die verschiedenen |onen auftreffen. Beim Auftreffen der 1onen auf die Kollektoren
wird ein messbarer Elektronenstrom freigesetzt. Je mehr lonen einer bestimmten Masse
auftreffen, um so hoher ist der Elektronenstrom. Das Verhdltnis der - getrennt voneinander
gemessenen - Elektronenstromstérken zueinander ist dem | sotopenverhéltnis proportional.

Im Quadrupolanalysator wird der lonenstrahl in Langsrichtung durch vier parallel
angeordnete Metallstabe geleitet. Zwischen jewells einem gegentiberliegenden Stabepaar liegt
eine Gleichspannung an, die durch ein Hochfrequenzfeld Uberlagert ist. Die Phase zwischen
den Stdbepaaren it um 180° verschoben. Fir eine gegebene Spannung hangt die Bahn,
welche von den lonen in Langsrichtung zwischen den Stdben durchlaufen wird, von ihrer
Masse ab, d.h. es gelangen nur Teilchen einer bestimmten Masse an den Austrittsspalt. Durch
Veranderung der Spannung kann die néchst hthere Masse den Austrittsspalt treffen usw.. Das
Quadrupol-Massenspektrometer hat eine hohe Empfindlichkeit, kurze Registrierzeit und einen
geringen Raumbedarf. Deshalb ist es fUr die Kopplung an einen Gaschromatographen gut
geeignet (47).
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Fir die Bestimmung der Anreicherung des an Albumin gebundenen 1-*C-Leucins
benutzten wir ein GC-IRMS-Geré mit Elektronenstof3ionisation und Magnetfeldfokussierung.
Es wurden die Massen 45 (**CO,) und 44 (**CO,) registriert. Die 1-**C-Anreicherung in der
Ketoisocapronsaure bestimmten wir in einem GCMS-System mit Elektronenstof3ionisation
und Quadrupolanalysator. Hier wurden die Massen 259 und 260 bestimmt.

b)  Durchfuhrung der  Gaschromatographie-Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie
(GC-IRMYS)

In unserer Studie wurde zur Bestimmung der Tracer-Anreicherung des albumingebundenen
Leucins ein Gaschromatographie-1sotopenver hdltnis-M assenspektrometer der Firma Finnigan,
Bremen (Delta S) verwendet. Die Isotopenverhdltnis-Massenspektrometrie (IRMS) war
erforderlich, da die zu messenden albumingebundenen Leucin-Anreicherungen in der Regel
unter 0,5% liegen, und in diesem Bereich nur mittels IRMS prézise Messungen durchgefihrt
werden kdnnen. Nachteil des IRMS ist, dass eine relativ grol3e Probenmenge erforderlich ist.
Es sind bei der Benutzung der IRMS alleine zusétzliche praparative Schritte notwendig, um
das benétigte **CO,/**CO,-Gasgemisch zu erhalten. Die Kopplung von Gaschromatographie
und IRMS erlaubt es allerdings, die Probenmenge auf wenige Milligramm zu senken.
Dadurch ist es moglich, mehrere Proben am selben Patienten zu entnehmen.

Das GC-IRMS stellt ein System dar, bei dem in-line ein kapillarer Gaschromatograph zur
Separation der Tracer-Aminosaure, eine Verbrennungskammer zur Erzeugung des
zugehorigen C0O,/*2CO,-Gasgemisches aus der verbrannten Aminosdure und ein
| sotopenverhéltnis-Massenspektrometer zur Bestimmung des “*CO./*?CO,-Verhaltnisses

aneinander gekoppelt sind (s. Abb. 2).
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Abbildung 2: Darstellung des GC-IRM S-Systems
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Vor Beginn der GC-IRMS Analyse muss jedoch est das zu separierende
Aminosauregemisch von der wasserloslichen in eine volatile Form Gbergefiihrt werden. Dazu
ist eine Derivatisierung zum N-acetyl-n-propyl (NAP)-Ester notwendig (48), deren
standardisierter Ablauf bereits im vorhergehenden Kapitel (3.7.2) dargestellt wurde. Die
NAP-Aminosauren (2ul Proben) werden in den Gaschromatographen (Hewlett-Packard
5980 A) injiziert und mittels Kapillarsaule (30 m DB 1701 Kapillarsdule, Innendurchmesser
0,22 mm, J&W Scientific, New York, USA) getrennt. Die I njektortemperatur wird bei 250°C,
die des Flammenionisationsdetektors bei 300°C gehalten. Als Trégergas dient Helium (He)
mit einer Flussrate von 1 ml pro Minute und einem Saulenspitzendruck von 1,1 bar. Zur
chromatographischen Trennung der NAP-Aminoséuren wird ein Temperaturgradient benutzt,
der bei 100°C fur eine Minute gestartet wird, anschlief3end in Schritten von 6°C pro Minute
auf 200°C, dann in Schritten von 10°C pro Minute auf 250°C steigt und schliefdlich fir
weitere 10 Minuten auf diesem Niveau gehalten wird. Beim Erscheinen der NAP-Tracer-
Aminoséure (in diesem Fall NAP-1-*C-Leucin) im Flammenionisations-Detektor, nach
Durchlaufen der Kapillarsdule (in der Regel nach 15 Minuten), wird das Helium-Tragergas
mit dem NAP-1-"*C-Leucin bei 800°C mittels Kupferoxydgranulat (CuO) als Katalysator zu
Kohlendioxyd und Wasser verbrannt. Zur Aufrechterhaltung der chromatographischen
Auftrennung wird vor dem Eingang in die Verbrennungskammer zusatzlich Helium mit einer
Flussrate von 2 ml pro Minute dem NAP-1-*C-Leucin-Helium-Gemisch beigegeben. Nach
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Durchlaufen der Verbrennungskammer wird das dabel entstandene Wasser in einer Kihlfalle
bei —100°C entfernt. Das Ubrig gebliebene Kohlendioxydgemisch gelangt nun in das
Massenspektrometer. Das Massenspektrometer besitzt einen doppelten Zugang, Uber den
wechselweise das Kohlendioxydgemisch aus der Verbrennungskammer oder ein Referenz-
CO,-Gas mit Helium als Tragergas zugefuhrt wird. Ein Referenzgas ist notwendig, da
entsprechend den Prinzipien der |sotopenverhédltnis-Massenspektrometrie nur der Vergleich
des Isotopenverhdltnisses der Probe mit dem Isotopenverhdltnis in einem Referenzgas
aussagekraftige Werte ergibt.

Als | sotopenverhdltnis ist das Verhéltnis **C/*2C (bezeichnet als r) in einem CO, Gemisch
definiert. Die Bestimmung von r erfolgt dadurch, dass *CO, und *2CO, verschiedene
Molektlmassen (M, 45 und 44) aufweisen. Komplizierend kommt hinzu, dass nicht nur vom
Kohlenstoff sondern auch vom Sauerstoff verschiedene natirliche Isotope existieren (z.B. das
haufige *°0 und das seltene 1’0). Da *C*®0, die gleiche Molekiilmasse besitzt wie **C'°0'0
(Molekilmasse 45), missen Rohdaten mit Standards korrigiert werden.

Das CO,-Gemisch mit Helium als Trégergas gelangt anschlief3end an die Verbrennung in-
line in das Massenspektrometer, wo es zunéchst in eine Vakuumkammer gelangt, in der die
Molekile durch Elektronenbeschuss ionisiert werden. Die Elektronen werden aus
Filamentdréhten freigesetzt. Abstol3ende Elektroden zwingen die lonen durch eine Reihe von
Fokussierungslinsen in das Analysesegment des Massenspektrometers. Hier erfolgen die
Massenfokussierung im Magnetfeld und anschlief3end die massenspezifische Registrierung
ihrer Haufigkeit.

Das Isotopenverhdltnis einer CO, Probe ist jedoch nur aussagekréftig, wenn es auf einen
Eichwert (Isotopenverhédltnis eines CO, Eichgases) bezogen wird. Dazu wird alternierend
zum CO,-Gemisch einer Probe das CO,-Gemisch des Eichgases mit bekanntem
| sotopenverhéltnis durch das Massenspektrometer geleitet. Fir unsere Untersuchungen
verwendeten wir das Pee Dee Belemnate limestone (PDB) Eichgas mit einem
| sotopenverhéltnis von 0,011.

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

Zur Qualitatskontrolle war es erforderlich, neben den Probemessungen intermittierend die
Anreicherung bestimmter Standardproben mit bekanntem, genau definiertem |sotopengehalt

zu bestimmen, hierzu verwendeten wir eine Standardprobe mit A*C = -49.2%o (49).
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¢) Durchfiihrung der Gaschromatographie - Massenspektrometrie (GC-MS)

Zur Bestimmung der KIC-Anreicherung (Tracer-Anreicherung im Prékursorpool fur die
Albuminsynthese) wurde en mit einem  Gaschromatographen  gekoppeltes
Massenspektrometer der Firma Hewlett-Packard (HP MSD 5971D) verwendet. Das GCMS
erlaubt eine zuverlassige Bestimmung einer Anreicherung im Bereich von etwa 0,5 bis 100%
und ist zwar bel niedrigen Anreicherungen dem GC-IRMS Verfahren unterlegen, besitzt
jedoch den entscheidenden Vorteil, dass Kontaminationen durch *2C-haltige Substanzen
aufgrund der Arbeitsweise des GC-MS praktisch ausgeschlossen sind. Der hohere
Messbereich des GC-MS stellt aus unserer Sicht keinen Nachteil dar, da die zu erwartenden
KIC-Anreicherungen im Prékursorpool deutlich Uber denen im Albumin liegen und somit
schon allein deswegen fir GC-MS-Verfahren gut geeignet sind.

Die chemische lonisation des Quinoxalinoltrimethylsilyl-Derivates der Ketoisocapronsaure
mit Ammoniak fuhrt zu guten Massenspektren (46), aber auch mit einer lonisierung durch
Elektronenbeschuss konnten wir Spektren erzielen, die auswertbare Peaks mit den Massen
259 und 260 lieferten.

Die GC-MS-Anlage 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. Auch fur das GC-MS ist es erforderlich, die zu untersuchenden
Substanzen zuvor zu derivatisieren, so dass sie volatil werden. Zusédtzlich missen 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. (Abb.3)

Abbildung 3: Strukturformeln der derivatisierten und nicht derivatisierten Ketoisocapronsaure

und des Leucins

L ¥ X
N O/& HZNJ

K etoi socapronsiure Leucin
Die Derivatisierung wurde bereits genauer beschrieben. Im Vergleich zur GC-IRMS kommt
der Derivatisierung bel der GC-MS eine weitaus grol3ere Bedeutung zu, da bei der

massenspektrometrischen Analyse die Anreicherung nicht durch das Vorhandensein einzelner
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| sotope (in unserem Fall bei GC-IRMS *2C und *3C), sondern durch das Auftreten bestimmter
Molekulstrukturen im Massenspektrometer bestimmt wird. Es entsteht ein Massenspektrum
mit verschiedenen Peaks. Von diesen Peaks wahlt man einen aus, der den markierten
Kohlenstoff enthélt und als moglichst grof3er Peak im Spektrum auftritt. In der GC-MS 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 schlief3dlich die Anreicherung einer bestimmten
Substanz ergibt.

Nach abgeschlossener Derivatisierung wird die zuvor abgekihite Probe mit einem inerten
Trégergas (Helium) in den erhitzten Injektor an GC-MS injiziert. Zusammen mit dem
Trégergas wird die verdampfte Probe dann durch die Gaschromatographiesdule (DB-5. J& W
Scientific, Washington, USA; Innendurchmesser 0,25 mm Filmdicke 0,25um) geleitet, an der
mittels eines programmierten Temperaturgradienten, (Starttemperatur 100°C, dann
Temperaturerhbhung von 10°/Min. bis 280°C und anschlief3end 10 Minuten bei 280°C) die
Auftrennung erfolgt. Beim Erscheinen der derivatisierten Ketoisocapronsaure (KIC) im
Flammenionisations-Detektor wird das Helium-Trégergas mit dem derivatisierten KIC
(Verhdltnis 25:1) dber ein Trennventil zum Massenspektrometer geleitet. Da der Druck, mit
dem die Probe einschlief3lich des Tragergases den Gaschromatographen verlasst, fir das
Massenspektrometer zu grol3 ist, muss vor dem Eintritt in das Massenspektrometer eine
Druckreduzierung erfolgen. Dies geschieht Uber eine Hochgeschwindigkeitspumpe, die am
Eintritt in das Massenspektrometer eine sofortige Druckverminderung bewirkt. Die Probe
gelangt als nachstes in die lonisationskammer. Dort passiert sie einen Elektronenstrahl, der
aus erhitzten Filamenten freigesetzt wird und von einer gegeniberliegenden, positiv
geladenen Elektronenfalle angezogen wird. Beim Auftreffen eines Elektrons auf ein Molekl
in der Probe wird das Molekil ionisiert und fragmentiert. Die eigentliche
massenspektrometrische Messung erfolgt mit Hilfe eines Quadrupolmassenspektrometers. Bei
allen Analysen wurden KIC-Standardkurven gemessen, um die Lineraritdt in diesem
Messbereich zu prifen und die Isotopomerenverhdltnisse in mole percent excess (MPE)

umrechnen zu kdnnen.



3.8 Berechnungen der fraktionellen Albuminsyntheserate

Zur Berechnung der fraktionellen Proteinsyntheserate ist es erforderlich, das Tracer/Tracee-
Verhéltnis des proteingebundenen 1-*C-Leucins (zmor) und das Tracer/Tracee-Verhéltnis des
Prakursors, in unserem Fall der Ketoisocapronsaure (zx c) zu ermitteln (44).

Die Delta-Anreicherungen des proteingebundenen 1-**C-Leucins innerhalb des Albumins
wurde mittels eines korrigierten |sotopenverhéltnis von **C zu *2C (**C/**C) bestimmt. Die
GC-IRMS Analysen ergaben A*C-Werte, welche in ein Isotopenverhaltnis (**C/**C) des

kompletten NAP-1-3C-Leucins durch folgende Formel umgeformt werden kénnen.

Bc/t2c = (ABC/1000+1)0,011 <1>

Der Wert 0,011 entspricht dem |sotopenverhaltnis **C/**C des von uns verwendeten Pee
Dee Belemnate limestone (PDB) Eichgases.

Das Tracer/Tracee-Verhdtnis (zmo) kann aus dem durch GC-IRMS gemessenen
| sotopenverhéltnis (*C/*2C) abgeleitet werden, wobei zpq aus der Differenz zwischen dem
| sotopenverhéltnis in der Probe (**C/*2C)p und dem |sotopenverhaltnis im nicht markierten

Hintergrund (**C/**C) berechnet werden kann, wenn diese Differenz (Ryap-Leucin genannt)

Rnar-Leucin = (BC/0)e-(BC/*C)y <2>

mit einem Korrekturfaktor ¢ multipliziert wird. Dieser Korrekturfaktor berlicksichtigt die
artifizielle Verminderung der Anreicherung des markierten NAP-Leucinmolekiils durch
unmarkierten Kohlenstoff durch die Derivatisierung fur die Gaschromatographie und die
anschlief3ende Verbrennung.

Zprot kann durch Ryap-Leucin anhand folgender Formel berechnet werden:
Zerot = € [RnaP-Leucin/(1+ [1-C] (RnaP-Leucin) <3>
(49)
Hierbel entspricht der Korrekturfaktor dem Wert 10,02. Mittels zpo: kann nun die

fraktionelle Proteinsyntheserate, bei bekannter Prakursorpool-Anreicherung, zc, berechnet

werden. Anhand der GC-M S Messung berechnet sich die Préakursorpool-Anreicherung aus der
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Differenz zwischen dem | sotopomerenverhéltnis der Probe (M+1/M)p nach |sotopeninfusion

und dem Isotopenverhaltnis im nicht markierten Hintergrund (M+1/M)y wie folgt:
ZKIic = (M+1/M)p—(M+1/M)H <4>

Hieraus ergibt sich fir die fraktionelle Proteinsyntheserate FSR:

FSR = Zprot (ti+1) - Zprot (1) i 6000 (9%lh) s
[Zkic(ti) + Zkic(ti+1)]/2 At

Zpot () und zpor (tiv1) entsprechen dem Tracer/Tracee-Verhdltnis des proteingebundenen
Leucins in zwei aufeinander folgenden Proben (i und i+1), die innerhalb eines Zeitintervalls
At gewonnen wurden. Zkc (i) und zkc (ti+1) représentieren das Tracer/Tracee-Verhdltnis im
Prakursorpool fir die Albuminsynthese in zwel aufeinander folgenden Proben. Der Faktor

6000 ist erforderlich, um die Proteinsynthese in Stunden anzugeben und in % auszudriicken.

3.9 Berechnungen der Leucin-Erscheinungsrate a's Indikator fur den Eiwel(3-Abbau
des Korpers

Fur die Berechnung der Leucin-Erscheinungsrate R, (rate of appearance = Mald fur die
Proteinabbaurate des Organismus) benutzen wir die Formel nach Jahoor (11)

_( MPE Tracer in der Infusionsl6sung
R = ( MPEPasTaKIC 1) x F <6>

R, ist die Leucin-Erscheinungsrate, MPE bedeutet mole percent excess und F die Tracer-
Infusionsrate in pmol Bg*Minute™. Durch die GCMS erhalten wir |sotopomerenverhaltnisse
(M+1/M) von KIC, die in MPE umgerechnet werden muissen. Hierzu haben wir die
| sotopomerenverhdltnisse der Proben mittels einer Eichgerade, in der die MPE einer
Standardlésung gegen die entsprechenden | sotopomerenverhéltnisse aufgetragen wurden, in

MPE umgerechnet.
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Abbildung 4: Eichgerade zur Prifung der Linearitét und zur Umrechnung von

| sotopomerenverhaltnissen in MPE
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Durch Umformen der Formel der Regressionsgerade erhielten wir folgende Formel zur

Berechnung der MPE-Werte:

[(M+1/M) —0,2167]

MPE = <7>
0,0103

3.10 Bestimmung der Albuminanreicherung in gereinigten und ungereinigten Proben

Um zu Uberprifen, ob die quantitativ relevante Kontamination mit Apolipoprotein A-1, die
bei der Albuminisolation mittels TCA-Fallung/Ethanolextraktion in der Elektrophorese zu
beobachten ist, auch die Anreicherung beeinflusst, wurden zwei getrennte Analysen (mit und
ohne elektrophoretische Abtrennung von Apolipoprotein A-1) von gleichen Blutproben
durchgeftihrt. Die anschliefienden analytischen Schritte (sehe oben) waren gleich. Zwei

Kollektive wurden untersucht:
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a) Fruh postoperative Patienten aus unserer Studie, bei denen Blutproben nach dreistindiger
(n=1), sechsstindiger (n=3) und zehnstindiger (n=3) Tracer-Infusion zweifach

aufgearbeitet wurden.

b) Vergleichskollektiv: Gesunde Probanden, denen 4 mg/kg KG 1-*C-Leucin oral gegeben
wurde.
Blutproben wurden zwel Stunden (n=1), vier Stunden (n=2), funf Stunden (n=1), sechs
Stunden (n=1) und acht Stunden (n=1) nach Tracereinnahme entnommen. Die Proben

wurden jewells zweifach aufgearbeitet.

3.11 Messungen der Albuminkonzentration

Die Messung der Albuminkonzentration erfolgte photometrisch nach der Umsetzung mit
Albuminreagenz (BCG) gegen Standardsubstanz fir die Einstellung der Proteinkonzentration
fur die Elektrophorese oder mittels Brom Cresol Grin als Routinemethode der Klinischen

Chemie fur die Bestimmung der Albuminkonzentration im Plasma der Patienten (50).

3.12 Statistik

Die Ergebnisse 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. Korrelationen wurden mittels Pearson-Korrelation auf einseitige
Signifikanz geprift. Ein signifikanter Unterschied bzw. eine signifikante Korrelation wurde

bei p < 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Einfluss von Apolipoprotein A-1 auf die H6he der Albuminanreicherung

Die Delta-Werte fur die Leucin-Anreicherung im Plasmaalbumin unterschieden sich bei den
frih postoperativen Patienten signifikant, wenn gereinigte, d.h. mittels TCA-
Fallung/Ethanolextraktion und zusétzlicher préparativer Elektrophorese gereinigte, mit
ungereinigten, d.h. ohne zusétzliche préparative Elektrophorese aufgearbeitete Proben des
gleichen Patienten verglichen wurden (gereinigt: -8,2+3,06; ungereinigt: -5,5+3,43; p < 0,01) .
Die Einzelwerte sind in Tabelle 3, die Mittelwerte in Abbildung 5 gegentibergestellt.

Esfand sich ferner eine signifikante Korrelation zwischen den beiden Messreihen (Abb. 6).

Tabelle 3. Vergleich der Deltawerte einer Stichprobe zwischen ungereinigtem Albumin und
gereinigtem Albumin frih postoperativer Patienten. Die Proben wurden aufwendig, wie unter
3.7.2 a beschrieben (gereinigt), und dieselben Proben einfach mittels Trichloressigsaure-
fallung mit anschliefiendem Extrahieren mit Ethanol (ungereinigt) aufgearbeitet.

gereinigtes Albumin ungereinigtes Albumin Differenz

6,4 10,8 44

-9,6 -8,7 0,9

-19,2 -18,4 0,8

-16,8 -13,5 3,3

-91 -8,2 0,9

-7,6 -2,7 4,9

-1,4 1,9 3,3
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Abbildung 5: Darstellung der Deltawerte des Leucins in gereinigtem und ungereinigtem
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Abbildung 6: Darstellung einer Regressionsgerade der Deltawerte aus gereinigten Proben im

Vergleich zu den ungereinigten Proben
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Die gleichen Ergebnisse (Abb.8) fanden sich, wenn aus den Deltawerten die Tracer/Tracee-
Verhaltnisse nach den Formeln <1> bis <3> in 3.8 berechnet wurden:
gereinigt: 0,0020+0,0003;
ungereinigt:  0,0023+0,0004; (p<0,01).

Die Einzelwerte sind in Tabelle 4 gegenuber gestellt. Es fand sich ferner auch hier eine
signifikante Korrelation zwischen beiden Messreihen (Abb. 7).

Tabelle 4. Vergleich der Tracer/Tracee-Verhédltnisse gereinigter Albuminproben mit
ungereinigten Proben.

Es wurden sechs Proben von frih postoperativen Patienten untersucht. Jede Probe wurde
zweimal gemessen. Einmal nach einfacher Reinigung mittels TCA-Fallung mit

anschliefiender Ethanolextraktion und einmal mit einer zusdtzlichen praparativen

Elektrophorese.
gereinigtes Albumin ungereinigtes Albumin
0,0038 0,0043
0,0020 0,0021
0,0009 0,0010
0,0010 0,0014
0,0018 0,0019
0,0020 0,0026
0,0026 0,0030
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Abbildung 7: Darstellung einer Regressionsgerade der Tracer/Tracee-Verhéltnisse aus

gereinigten Proben im Vergleich zu ungereinigten Proben
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Abbildung 8: Darstellung der Tracer/Tracee-Verhaltnisse des Leucins in gereinigtem und

ungereinigtem Albumin
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Die mittlere Abweichung zwischen beiden Messwerten betrug fur das Tracer/Tracee-
Verhéltnis 0,0003 (= 15% der durchschnittlichen Tracer/Tracee-Verhdltnisse der gereinigten
Proben), wobei die Anreicherung bel den ungereinigten Proben immer Uber denen der
gereinigten Proben lagen. Somit muss die Anreicherung von Apolipoprotein A-1 Uber der des
Albumins liegen. Interessant ist nun, dass dieser Effekt nur bel operierten Erwachsenen zu
beobachten ist. Bei Gesunden scheint er keine Rolle zu spielen, wie die Ergebnisse im
Vergleichskollektiv zeigen. Die Deltawerte fUr die gereinigten Proben waren -12,99; -19,6; -
2,34; -11,94; 8,08; -5,58 und fir die entsprechenden ungereinigten Proben -11,86; -18,7; -
2,34; -11,63; 8,24; -7,92 entsprechend den Mittelwerten von -7,46+£3,60 bzw. -7,37+3,48
(p=0,86). Auch diese Werte wurden gegeneinander aufgetragen und es wurde eine
Regressionsgerade erstellt (Abb. 9).

Abbildung 9: Die Deltawerte einer Stichprobe von sechs gereinigten im Vergleich zu den

entsprechenden ungereinigten Proben gesunder Probanden
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Die Steigung der Regressionsgerade von fast 1 in den unterschiedlich gereinigten Proben,
der Achsenabschnitt von -0,2047 und die Regression von 0,9838 deuten darauf hin, dass die
Werte vergleichbar sind. Dieser Befund ist in sofern bemerkenswert, da, wie unter 3.5.3
beschrieben, sich Apolipoprotein A-1 ja auch in ungereinigten Proben von gesunden

Individuen nachweisen lasst. Die zugehorigen Syntheseraten scheinen jedoch unter diesen

53



Umstanden im Bereich der Albuminsyntheserate zu liegen, da ansonsten die Anreicherungen

gereinigter Proben nicht denen der ungereinigten entspréchen.

4.2 Anreicherungen im Prakursorpool (Ketoisocapronséure-Anreicherung)

4.2.1 |sotopomerenverhdltnisse (M+1/M)

4.2.1.1 Isotopomerenverhéltnisse im Prakursorpool der friih postoperativen Patienten

a) Werte der Patienten (n=5), die Uber einen Zeitraum von zehn Stunden gemessen wurden.

In der Gruppe der frih postoperativen Patienten betrugen die | sotopomerenverhdltnisse nach
drei, sechs und zehn Stunden Tracer-Infusion 0,2638+0,0028; 0,2685+0,0014 und
0,2726+0,0025. Es ist ein leichter Anstieg der Anreicherungen zu beobachten. Deshalb
fUhrten wir gepaarte t-Teds durch. Die Anstiege waren von Stunde drei zu Stunde sechs mit
einem p-Wert von 0,08 und von Stunde sechs zu Stunde zehn mit einem p-Wert von 0,13
nicht signifikant. Insgesamt war jedoch der Anstieg in der Anreicherung von Stunde 3 zu
Stunde zehn mit einem p-Wert von 0,01 signifikant. Da der Anstieg allerdings nur 3,34% des
Ausgangswertes ausmachte und sich die Werte zwischen benachbarten Messpunkten nicht
signifikant voneinander unterschieden, nahmen wir fir die Berechnung der fraktionellen
Syntheserate des Albumins ein Steady State an.

b) Werte aller Patienten (n=6), die Uber sechs Stunden gemessen wurden

In der Gruppe der frih postoperativen Patienten betrugen die | sotopomerenverhdltnisse nach
drei und sechs Stunden Tracer-Infusion 0,2664+0,0034 und 0,2667+0,0008. Der Anstieg der
| sotopomerenverhaltnisse zwischen drei und sechs Stunden war unter Einbeziehung des

Patienten, der nur Uber sechs Stunden untersucht wurde, signifikant (p<0,05).

4.2.1.2 Isotopomerenverhéltnisse im Prakursorpool der spéat postoperativen Patienten

a) Werte der Patienten (n=5), die Uber einen Zeitraum von zehn Stunden gemessen wurden.

In der Gruppe der spat postoperativen Patienten betrugen die | sotopomerenverhaltnisse nach
drei, sechs und zehn Stunden Tracer-Infusion 0,2815+0,0019; 0,2862+0,0019 und
0,2918+0,0030. Es ist ein Anstieg der Anreicherungen zu beobachten. Wieder wurden
gepaarte t-Tests durchgefuihrt. Die p-Werte betrugen drei Stunden versus sechs Stunden 0,03,
sechs Stunden versus zehn Stunden 0,07 und drel Stunden versus zehn Stunden 0,01. Damit
sind die Anstiege der Tracer/Tracee-Verhdltnisse von drel bis sechs und von drei bis zehn

Stunden signifikant. Der Anstieg von sechs bis zehn Stunden ist nicht signifikant. Bei einem



Anstieg von insgesamt nur 3,66% des Ausgangswertes gingen wir auch in dieser Gruppe fur
die Berechnung der fraktionellen Syntheseraten von einem Steady State aus.
b) Werte aller Patienten (n=6), die Uber sechs Stunden gemessen wurden

In der Gruppe der spat postoperativen Patienten betrugen die | sotopomerenverhaltnisse nach
drei und sechs Stunden Tracer-Infusion 0,2817+0,0016 und 0,2858+0,0017. Der Anstieg der

| sotopomerenverhaltnisse zwischen drei und sechs Stunden ist mit p<0,05 signifikant.

Abbildung 10: Isotopomerenverhéltnisse der Ketoisocapronsauren (KIC) der Patienten (je
n=5), die Uber enen Zeitraum von zehn Stunden untersucht wurden. Die

| sotopomerenver hdltnisse haben keine Einheit.
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4.2.2 Tracer/Tracee-Verhdtnisse

Nach dem Subtrahieren des Pre-Wertes ergaben sich die Tracer/Tracee-Verhaltnisse (zxic),

die zur Berechnung der fraktionellen Albuminsyntheserate benutzt wurden.

4.2.2.1 Tracer/Tracee-Verhdtnisse der frih postoperativen Patienten

a) Werte der Patienten (n=5), die Uber einen Zeitraum von zehn Stunden gemessen wurden

In der Gruppe der frih postoperativen Patienten betrugen die Tracer/Tracee-Verhaltnisse
nach drel, sechs und zehn Stunden Tracer-Infusion 0,0477+0,0025, 0,0525+0,0010 und
0,0565+0,0023.
b) Werte dler frih postoperativen Patienten, die Uber einen Zeitraum von sechs Stunden
untersucht wurden (n=6)

In der Gruppe der frih postoperativen Patienten betrugen die Tracer/Tracee-Verhaltnisse
nach drei und sechs Stunden Tracer-1nfusion 0,0505+0,0033 und 0,0551+0,0025.

4.2.2.2 Tracer/Tracee-Verhdltnisse der spat postoperativen Patienten

a) Werte der Patienten (n=5), die Uber einen Zeitraum von zehn Stunden gemessen wurden

In der Gruppe der spét postoperativen Patienten betrugen die Tracer/Tracee-Verhaltnisse
nach drei, sechs und zehn Stunden 0,0670+0,0025, 0,0717+0,0021 und 0,0773+0,0035.
b) Werte aller spét postoperativen Patienten (n=6), die Uber einen Zeitraum von sechs Stunden
untersucht wurden

In der Gruppe der spét postoperativen Patienten betrugen die Tracer/Tracee-Verhaltnisse
nach drei und sechs Stunden 0,0671+0,0020 und 0,0711+0,0018.

Die Ergebnisse der t-Tests ergaben bel den Tracer/Tracee-Verhdltnissen die gleichen

p-Werte wie die unter 4.2.1.1/4.2.1.2 beschriebenen t-Tests flr die entsprechenden

| sotopomerenverhaltnisse.
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Abbildung 11: Tracer/Tracee-Verhdltnisse der Ketoisocapronsduren im Plasma. Es sind die
Werte fUr die Uber zehn Stunden untersuchten Patienten (je n=5) dargestellt.
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4.3 Albumin-Anreicherung

Nach Umrechnung der Deltawerte, wie unter Berechnung (3.8) beschrieben, ergaben sich

die Tracer/Tracee-Verhdltnisse fur das albumingebundene Leucin (Zpro).

4.3.1 Anreicherung des albumingebundenen Leucins der friih postoperativen Patienten

a) Werte der frih postoperativen Patienten (n=5), die Gber einen Zeitraum von zehn Stunden
untersucht wurden

In der Gruppe der frih postoperativen Patienten betrugen die Tracer/Tracee-Verhaltnisse
(zrot) fur das abumingebundene Leucin nach drei, sechs und zehn Stunden
0,725(10°+0,097110°, 1,498(10°+0,221110° und 2,561[10°+0,20410°,
b) Werte aller frih postoperativen Patienten (n=6), die Uber einen Zeitraum von sechs
Stunden untersucht wurden

In der Gruppe der frih postoperativen Patienten betrugen die Tracer/Tracee-Verhaltnisse
(zeror) fir das albumingebundene Leucin nach drei und sechs Stunden 0,694010°+0,085(10°
und 1,513[10°+0,185[10°.

4.3.2 Anreicherung des albumingebundenen Leucins der spat postoperativen Patienten

a) Werte der spét postoperativen Patienten (n=5), die Uber einen Zeitraum von zehn Stunden
gemessen wurden

In der Gruppe der spdt postoperativen Patienten betrugen die Anreicherungen des
albumingebundenen Leucins (zerot) Nach drei, sechs und zehn Stunden 0,58810°+0,091[10°3,
1,157(10°+0,101110° und 2,079110°+0,182(10°,
b) Werte aller spét postoperativen Patienten (n=6), die Uber einen Zeitraum von sechs Stunden
untersucht wurden

In der Gruppe der spdt postoperativen Patienten betrugen die Anreicherungen des
albumingebundenen Leucins nach drei und sechs Stunden 0,619x10°+0,081x10° und
1,257x10°+0,124x10° .
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Abbildung 12: Tracer/Tracee-Verhaltnisse des albumingebundenen Leucins bei den Patienten,

die Uber einen Zeitraum von zehn Stunden untersucht wurden.
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4.4 Fraktionelle Albuminsyntheseraten

Anhand der zuvor gewonnenen Daten flr die Tracer/Tracee-Verhdltnisse im Prékursorpool
(zxic) und im albumingebundenen Leucin (zpror) konnten wir mit den unter 3.8 beschriebenen
Formeln die fraktionellen Proteinsyntheseraten des Albumins fir die Phase |, Zeitraum
zwischen 180 und 360 Minuten nach Beginn der Isotopeninfusion, und Phase |1, Zeitraum

zwischen 360 und 600 Minuten nach Infusionsbeginn, bestimmen.

4.4.1 Fraktionelle Albuminsyntheseraten der friih postoperativen Patienten

a) Werte der Patienten (n=5), die Uber einen Zeitraum von zehn Stunden untersucht wurden.
Die fraktionelle Syntheserate betrug fur die friih postoperativen Patienten 12,7+1,4%/Tag in

der Phase | und 11,8+1,0%/Tag in Phase Il. Der Unterschied in den fraktionellen

Syntheseraten zwischen Phase | und Il ist nicht signifikant.

b) Werte alle Patienten (n=6), die Uber einen Zeitraum von sechs Stunden untersucht wurden
Unter Einschluss des einen Patienten, dem nur Uber sechs Stunden Tracer infundiert wurde,

betrug die fraktionelle Syntheserate der Phase | 12,7+1,2%/Tag.
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4.4.2 Fraktionelle Albuminsyntheseraten der spét postoperativen Patienten

a) Werte der Patienten (n=5), die Uber einen Zeitraum von zehn Stunden untersucht wurden

Fur die spét postoperativen Patienten belief sich die Albuminsyntheserate (%/Tag) in der
Phase | auf 6,7+0,45 und in der Phase | auf 7,5+0,62.

b) Werte aller Patienten (n=6), die Uber einen Zeitraum von sechs Stunden untersucht wurden

Unter Einschluss des sechsten Patienten, der nur sechs Stunden Tracer infundiert bekam,
war die fraktionelle Syntheserate in der Phase | 7,6:0,9%/Tag.

Auch in dieser Patientengruppe ist der Unterschied zwischen den Phasen | und Il nicht
signifikant.

Die fraktionelle Syntheserate der friih postoperativen Patienten ist im Vergleich zu den spét
postoperativen Patienten signifikant erhdht, sowohl in der Phase | mit einem p-Wert von
0,015, als auch in der Phase Il mit einem p-Wert von 0,016 fur die jeweils funf Uber zehn
Stunden untersuchten Patienten. Dies galt ebenfalls, wenn jewells der sechste Patient, der nur
Uber sechs Stunden untersucht wurde, in den Vergleich der Phase | mit einbezogen wurde
(p<0,01).

Abbildung 13: Fraktionelle Albumin-Syntheseraten (FSR) der Gber zehn Stunden

untersuchten Patienten
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4.5 Plasmaalbumin - Konzentration

Die Werte fur das Plasmaalbumin betrugen nach Uber Nacht fasten in der frih
postoperativen Gruppe (n=6) 3,77+0,25 mg/dl und in der spatpostoperativen Gruppe
4,65+0,24 mg/dl. Der Unterschied der Albuminkonzentration im Plasma ist signifikant,
p<0,05. Unter Miteinbeziehung aller untersuchten Patienten fand sich eine indirekte
Korrelation zwischen der Albuminkonzentration und der fraktioneller Albuminsyntheserate

(ausgewertet wurden die Syntheseraten der Phase | aller 12 Patienten).

Abbildung 14: Korrelation zwischen der Albuminkonzentration im Plasma und der
fraktionellen Albuminsyntheserate. Es sind die Werte aller zwolf untersuchten Patienten
dargestellt.
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4.6 Gesamtkdrperprotei nabbau

Zur Beurteilung der Eiweil3katabolie bestimmten wir die Leucin-Erscheinungsrate des
Korpers (R, Rate of Appearance), die, wie in 3.9 bereits beschrieben wurde, aus den
| sotopomerenverhaltnissen der Ketoisocapronsdure mit Hilfe einer Eichgerade berechnet

werden kann.

4.6.1 Leucin-Erscheinungsrate (R,-Leucin) friih postoperativer Patienten

a) Die Ry-Leucin betrug fur die frih postoperativen Patienten (n=5), die Uber einen Zeitraum
von zehn Stunden untersucht wurden, durchschnittlich fir die Zeitpunkte drei, sechs und zehn
Stunden nach Infusionsbeginn 3,42+0,02; 3,04+0,09 und 2,83+0,12 pmol kg Min.™.

b) Wenn man den nur Uber sechs Stunden untersuchten Patienten mit einbezieht (n=6),
betragen die Leucin-Erscheinungsraten 3,25+0,23 und 2,92+0,13 pmolKg*Min.* nach drei
und sechs Stunden. Der Abfall tber die Zeit zwischen drel und zehn Stunden war signifikant
(p=0,03).

4.6.2 Leucin-Erscheinungsrate spét postoperativer Patienten

a) Fir die spéa pogoperativen Patienten waren die Ry-Leucin 2,38+0,07; 2,20+0,06 und
2,04+0,09 pmolBg*Min.* (n=5) fiir die Zeitpunkte drei, sechs und zehn Stunden nach
I nfusionsbeginn.

b) Unter Einbeziehung des nur Uber sechs Stunden untersuchten Patienten ergaben sich
Ra-Leucin von 2,37+0,06 und 2,22 +0,05 pmol kg™ Min.* (n=6) nach drei und sechs Stunden.
Der Abfall tber die Zeit war zwischen drel und sechs Stunden (p=0,03) und zwischen drei
und zehn Stunden (p=0,01) signifikant.

Bei den Patienten, die Uber 10 Stunden Tracer erhielten, beobachteten wir eine signifikante
Abnahme der Ry-Leucin (p<0,05). Der Abfall von Ras-Leucin ist auf den kontinuierlichen
Anstieg von zkc Uber den Untersuchungszeitraum zuriickzufiihren (vergleiche Abb.15).
Dabei handelt es sich jedoch um keine echte Verdnderung im Eiweil3stoffwechsel, sondern
um ein der Methodik inharentes Phanomen (Tracer recycling), das nach sechs Stunden

Infusionsdauer zu falsch niedrigen Werten fir Ry-Leucin fihrt (51). Somit kdnnen zur
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Abschéatzung der tatsachlichen Eiweil3abbaurate nur die Werte nach drei Stunden Tracer-
Infusion herangezogen werden.

Fur den Zeitpunkt drei Stunden nach Infusionsbeginn fihrten wir einent-Test durch, der mit
einem p-Wert von 0,009 fur n=5 und 0,016 fir n=6 zeigte, dass die Eiweil3katabolie bei den
frih postoperativen Patienten signifikant tGber der der spét postoperativen Patienten lag.

Abbildung 15: Leucin-Erscheinungsraten (Rs-Leucin, Indikator fur die Proteinabbaurate) der
fanf frih postoperativen Patienten und der funf spdt postoperativen Patienten, die Uber eine

Dauer von zehn Stunden untersucht wurden.
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Die Leucin-Erscheinungsrate korrelierte bel einem p=0,14 nicht mit der fraktionellen

Albuminsyntheserate (Werte aus Phase | aller 12 Patienten).

Abbildung 16: Beziehung zwischen der fraktionellen Albuminsyntheserate und der Leucin-

Erscheinungsrate
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5. Diskussion

5.1 Bedeutungen von Albumin

Albumin ist das Eiweil3 mit der hochsten Konzentration im Blut und der quantitativ
hochsten Syntheserate. Albumin ist wegen seiner unterschiedlichen Funktionen sehr wichtig
fir den menschlichen Organismus, so dass zu wenig Albumin die Prognose des Patienten
signifikant verschlechtert (52;53).

Eine Hauptfunktion von Albumin ist die Aufrechterhaltung des onkotischen Drucks im Blut
(13;14). Albumin hat ein Molekulargewicht von 66,5 kDa. Es ist damit ein relativ kleines
Eiweil3, wobei neben seiner Moleklilmenge der osmotische Druck auch noch dadurch
verstarkt wird, dass mittels der negativen Ladung des Molekiils Kationen gebunden werden.
Es sind ca. 80% des onkotischen Druckes auf Albumin zurtickzufuhren. Da Albumin nicht
nur im Serum, sondern auch in fast allen anderen Geweben des Koérpers vorkommt, die
Gefd3wande permeieren kann und jedesmal Wasser bindet, ist es auch fir die
FlUssigkeitsverteilung im Korper wichtig. Im Serum ist zusdtzlich die Funktion als
Transportmittel von Bedeutung (13;14). Albumin ist klein, gut wasserloslich und enthalt
lipohile Bereiche, die es fir den Transport von kleinen, hydrophoben Molekllen, wie
Bilirubin, langkettigen Fettsduren oder Eikosanoiden besonders geeignet machen. Die
verschiedenen sauren und basischen Aminosaurereste machen Albumin zu einem Puffer, der
zwar im Blut nicht so bedeutend ist wie das Bicarbonat, aber dennoch zum Erhalt des im Blut
so wichtigen Saure-Base-Gleichgewichts beitrégt (17). Albumin kann auch als Depot dienen,
indem die mit der Nahrung aufgenommenen Uberschiissigen Aminosduren in Albumin
eingebaut werden und somit nicht einfach zur Energiegewinnung oxidiert werden (20). Die
Sulfhydrylgruppe im Protein kann antioxidativ wirken. Albumin hat eine metabolische
Funktion fir eine kleine Gruppe von Stoffen, die durch die Bindung an Albumin inaktiviert
werden. Es soll auch anticoagulative Effekte haben und an der microvascularen Integritét
beteiligt sein (14).

Aufgrund dieser Eigenschaften sind perioperative Veranderungen des Albuminspiegels, wie
sie seit vielen Jahren bekannt sind, hinsichtlich ihrer Pathophysiologie von hohem klinischem
Interesse. Dabel sind die Ursachen fir die postoperativ regelhaft zu beobachtende
Hypoalbumindmie (19;23-27;54) bis heute unklar. Aufgrund der generalisierten
EiweilRkatabolie im Postaggressionssyndrom wére dabei als erstes an eine Einschrankung der

Albuminsynthese zu denken. Die korrekte Untersuchung dieses Stoffwechselschritts am
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Menschen ist jedoch methodisch aufwendig, so dass zunéchst die verwendete Methodik

diskutiert werden soll.

5.2 Methodische Betrachtungen

a) Gultigkeit der verwendeten kontinuierlichen Tracer-Infusions-Technik

Zur Messung der Syntheseraten individueller Proteine in vivo am Menschen existieren zwei
miteinander konkurrierende Techniken, die , continuous infusion® Technik und die , flooding
dose* Technik, bei denen die markierte Tracer-Aminosaure entweder kontinuierlich oder als
einmaliger Bolus appliziert wird (55-57).

Methodisches Grundproblem bei der Messung von Syntheseraten in vivo ist die korrekte
Bestimmung der Anreicherung im Prékursorpool, aus dem der Tracer stammt, der in das zu
untersuchende Protein eingebaut wird. ldealerweise wéare dies die Anreicherung im
Aminoacyl-t-RNA-Pool. Aufgrund der @ul3erst geringen Aminoacyl-t-RNA-Mengen ist es
jedoch bis heute nicht moglich, derartige Anreicherungen in vivo im Menschen zu messen.
Somit behilft man sich mit Anndherungsldsungen, von denen eine die ,flooding dose"
Technik ist. Die , flooding dose“ Technik wurde entwickelt, um die Problematik, die bei der
exakten Bestimmung der Aminoacyl-t-RNA-Anreicherung auftritt, zu umgehen. Das Prinzip
der ,flooding dose* Technik besteht darin, dass eine relativ hoch dosierte Bolusinfusion
(mehrere Gramm) der verwendeten Tracer-Aminosaure durchgefiihrt wird. Die Uberlegung
dabel ist, dass die resultierende, pl6tzlich hohe Konzentration und Anreicherung der
zugefiihrten Tracer-Aminosaure im Plasma zu einer schnellen Aquilibrierung  der
Anreicherung in allen intraa und extrazelluldaren Aminosdurenkompartimenten fuhrt,
einschliefdlich des Pools, aus dem die Aminoacyl-t-RNA fir die Proteinsynthese in der Leber
hervorgeht. Somit sollten Uber eine kurze Zeitspanne dhnliche Anreicherungen sowohl im
Plasma-Aminosauren-, wie auch im Aminoacyl-t-RNA-Pool bestehen. Auf diese Weise
wiurde die technisch einfache Bestimmung der Aminosduren-Anreicherung im Plasma einen
genauen Indikator fur die Anreicherung im Aminoacyl-t-RNA-Pool darstellen. Aus diesen
Grinden besitzt die , flooding dose” Technik eine gewisse Berechtigung, insbesondere bei der
Untersuchung der muskuléren Proteinsynthese. Bei der Untersuchung der Albuminsynthese
bestehen jedoch gewichtige Argumente, die gegen einen Einsatz der ,,flooding dose“ Technik
sprechen:

Ein letztlich in seiner Bedeutung nicht geklarter Nebeneffekt der ,, flooding dose” Technik

besteht darin, dass es nach Verabreichung der Bolusinfusion zu einer deutlichen Erhéhung der
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Konzentration der Aminosduren im Plasma und zu einer leichten, aber signifikanten
Erhbhung der Insulinkonzentration im Plasma kommt. Ob diese systemischen
Milieuverdnderungen eine versuchsbedingte Steigerung der Proteinsynthese bewirken, ist far
das Kompartiment Skelettmuskel umstritten (55;56). Untersuchungen zeigen, dass die
Muskulatur und auch Albumin auf zusétzliche Milieuveranderungen durch die ,flooding
dose® mit einer gesteigerten Proteinsyntheserate reagieren (58;59). Die Synthese des
Albumins wird durch Insulin und Aminosduren beeinflusst (20;44;60-62). Somit ist ein
stimulierender Effekt der ,flooding dose* Technik auf die Albuminsynthese, der die wahren
Syntheseraten verfélschen wirde, wahrscheinlich.

Grundgedanke der , flooding dose” Technik ist die kurzzeitige vollstandige Aquilibrierung
der Anreicherungen in allen Kompartimenten. Vergleichende, tierexperimentelle Messungen
von Anreicherungen im intrazelluléren Aminoacyl-t-RNA-Pool und Anreicherungen in
anderen Pools oder Kompartimenten bei der Verwendung der ,, flooding dose” Technik lassen
diese vollstandige Aquilibrierung zusétzlich fraglich erscheinen (44;62;63).

Aus genannten Grinden entschlossen wir uns zur Verwendung der ,,continuous infusion®

Technik bei der Untersuchung der Albuminsyntheserate.

b) Wahl des Kompartiments zur Bestimmung der Prékursorpoolanreicherung unter
Verwendung der “continuous infusion” Technik.

Bei der Bestimmung der fraktionellen Syntheserate von Proteinen mittels kontinuierlicher
Tracer-Infusion ist es wichtig, die Anreicherung der Tracer-Aminosaure im Prékursorpool zu
kennen. Der eigentliche Prékursorpool fur die Synthese von Albumin sind die an Transfer-
RNA (t-RNA) gebundenen Aminosauren in den Leberzellen. Um Anreicherungen in diesem
Pool direkt messen zu konnen, wird eine grol3e Menge L ebergewebe bendtigt. Fir Studien am
Menschen ist dieses Verfahren ungeeignet, somit versucht man Parameter zu bestimmen, die
die Anreicherung der t-RNA in der Leber moglichst gut widerspiegeln. Gangige Methoden
sind die Bestimmung der Tracer-Aminosaure-Anreicherung im Plasma (41), die Bestimmung
der proteingebundenen Aminoséure-Anreicherung in VLDL-Apo B100 im Plasma (64-66)
und die Bestimmung der Anreicherung der Ketoisocapronsdure, des desaminierten Leucins,
im Plasma (20;67-70). Lange galt die Bestimmung der Anreicherung im Plasma VLDL-Apo
B100 als der zuverldssigste Indikator fur die Prékursorpool-Anreicherung in der Leber (64).
VLDL-Apo B100 ist ein Protein mit einer relativ hohen hepatischen Umsatzrate und man
ging davon aus, dass in diesem Protein ein steady state innerhalb von wenigen Stunden

erreicht wird und die Anreicherung die gleiche ist wie die im t-RNA-Pool der Leber.
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Allerdings wurde nicht untersucht, ob VLDL-Apo B100 aus der Leber auch wahrend der
Tracer-Infusion sezerniert wurde, wobei dies VLDL-Apo B100 bereits vor Beginn der
Infusion synthetisiert und in der Leber hétte gespeichert werden konnen. Eine derartige
“Verdinnung” des wahrend der Tracerinfusion neu synthetisierten VLDL-Apo B100 durch
zuvor synthetisiertes, unmarkiertes VLDL-Apo B100 wirde zu zu niedrigen Prékursorpool-
Anreicherungen flihren. Nachdem in einer ausftihrlichen Untersuchung an Schweinen alle
Prakursorpool-Indikatoren mit der tatschlichen Aminoacyl-t-RNA-Anreicherung verglichen
wurden, gilt die Ketoisocapronsdure(KIC)-Anreicherung im Plasma derzeit als der

zuverlassigste Indikator (44).

¢) Messung der Eiweil3abbaurate im gesamten Organismus

Fur die Bestimmung der EiweiRabbaurate im gesamten Korper benutzten wir die
Ketoisocapronsaure-Anreicherung im Plasma, da diese die intrazelluldre Anreicherung des
Leucins besser widerspiegelt als die Leucinanreicherung im Plasma (45). Die
zugrundeliegende Uberlegung beruht darauf, dass der intrazellulére Tracer (KIC) durch nicht
markierten Tracer aus der Proteolyse verdinnt wird und somit die KIC-Anreicherung im
Plasma ein reziprokes Mal3 fur die Proteinabbaurate im gesamten Korper darstellt. Tracer
werden jedoch in Proteine eingebaut. Problematisch dabel ist, dass Tracer durch Hydrolyse
aus Proteinen bereits bei laufender Tracerinfusion wieder freigesetzt werden kénnen, so dass
€s zu einem so genannten Tracer-Recycling kommt. Ein Recycling wurde nach 24 Stunden
1-3C-Leucin-Infusion gezeigt (45), deshalb sollte zur Bestimmung der EiweiRabbaurate eine
nicht zu lange Infusionsdauer fur den Tracer gewahlt werden. Um dieses Problem zu
umgehen, benutzten wir bei der Berechnung der Eiweil3abbauraten nur die Anreicherungen
der Ketoisocapronsaure nach drei Stunden Infusionsdauer. Fur die Bestimmung der
fraktionellen Albuminsyntheserate ist dieses Phanomen nicht relevant, da hier nur die
tatsdchlichen Pr&kursorpool-Anreicherungen beziehungsweise deren Indikatoren von
Bedeutung sind, unabhéngig davon, ob hier ein Recycling mit eingeht oder nicht. Daher
konnten wir auch bel einer Infusionsdauer von zehn Stunden die Prdkursorpool-

anreicherungen des gleichen Zeitraums fur diesen Zweck benutzen.
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d) Albuminisolierung

Die ersten Methoden zur Albumintrennung wurden 1841 beschrieben (71), wobel Albumin
und Globuline mit Hilfe von Ammoniumsulfat getrennt wurden. Spéter setzte sich die
Albumintrennung nach Cohn durch, die eine sehr aufwendige Fraktionierung des Blutes
darstellt. Es handelt sich dabei um mehrere Trennungen bei unterschiedlichem Alkoholgehalt,
unterschiedlichem pH und unterschiedlichen Temperaturen zwischen -8°C und 0°C (72). 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 (73). Deshalb wurde nach neuen
Methoden gesucht, um noch reineres Albumin zu erhalten, nicht zuletzt, da es bei der
Erhitzung von nicht hoch reinem Albumin auf 60°C zur unerwinschten Bildung von
Aggregaten kommt. Die Chromatographie, fir Proteintrennungen die fast performance liquid
chromatography (FPLC), stellt eine alternative Mdglichkeit dar. So kamen |onenaustausch-
Chromatographie, Affinitéts-Chromatographie und GroéfRenausschluss-Chromatographie fur
die Trennung von Albumin zur Erstellung von Infusionslosungen zum Einsatz oder zur
Isolierung der Verunreinigungen, die evtl. zu der Aggreatbildung beim Erhitzen fuhren (74-
76). Eine Kombination verschiedener Chromatographien fihrte zu 99-100% reinem Albumin.

Diese fur kommerzielle Zwecke wichtigen Verfahren wurden noch verbessert, indem eine
Mischung aus Elektrophorese und Chromatographie eingesetzt wurde, die den Vortell bietet,
dass die Zeit fur die Trennung auf 90 Minuten reduziert werden konnte (77).

Die Isolierung von Albumin fir die Bestimmung der Isotopenanreicherung ist quantitativ
nicht so anspruchsvoll. Es muss nicht in so grof3en Mengen isoliert werden und auch die
Denaturierung ist nicht wichtig. Fur prézise physiologische Untersuchungen ist jedoch eine
grofte mogliche Reinheit erforderlich.

Fur diese Zwecke wird oft die Chromatographie angewendet (64;67;70;78-81). Auch die
Ammoniumsulfatfallung kommt noch zur Anwendung (20;62;82-85). Zur Bestimmung des
Albumins im Lebergewebe wurde auch die Trennung mittels Immunprécipitation benutzt
(86;87). Die einfachste und kostengunstigste Methode schien bisher allerdings die Féllung mit
Triochloressigsaure und anschliefiendem Extrahieren mit Alkohol zu sein, die von zahlreichen
Autoren in der Vergangenheit angewendet wurde (18;28;29;32-39;41,88-90).

Wir haben uns zunéchst fur diese Methode entschieden. In der Folge zeigte sich jedoch bei
uns Uberraschender Weise, dass in der Elektrophorese zur Uberprifung der Reinheit bei
diesem Verfahren nicht nur eine Bande vorlag, wie in mehreren Arbeiten beschrieben,
sondern noch eine zweite Bande (vergleiche 3.5.1). Die Proteinsequenzierung identifizierte

die Kontamination as Apolipoprotein A-1. Apolipoprotein  A-1 wird als
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Proapolipoprotein A-1 in der Leber und im Darm synthetisiert, ins Plasma abgegeben und in
einem Zeitraum von 10 bis 24 Stunden durch proteolytische Spaltung in die reife Form, das
Apolipoprotein A-1, umgewandelt. Apolipoprotein A-1 verbindet sich mit Lipiden, um dasim
Plasma vorkommende High Density Lipoprotein (HDL) zu bilden (91;92).

Somit stehen unsere Ergebnisse im Widerspruch zu Befunden anderer Autoren. In einer
dieser Arbeiten (36) wurde nach Albuminisolation eine Elektrophorese ohne Verunreinigung
abgebildet, allerdings wurden keine genaueren Angaben zur Durchfihrung der Elektrophorese
gemacht. In einer anderen Arbeit (93), die ebenfalls die TCA-Fallung/Ethanolextraktions-
Methode fir die Isolierung des Albumins benutzte, wurde das Verfahren von Maguire fur die
Elektrophorese zum Nachweis der Reinheit der gewonnenen Albuminlésung benutzt, das fir
den Nachweis von Proteinen im Molekulargewichtsbereich von 549000 Da bis 8800 Da
geeignet ist und somit Verunreinigungen von ca. 25000 Da (entsprechend unserer Ergebnisse)
hdtte erkennen missen (94). Nach Angabe der Autoren fihrt die TCA-
Fallung/Ethanolextraktions-Methode zu reinem Albumin, die Elektrophorese zur
Untersuchung der Reinheit wurde jedoch bildlich nicht dokumentiert. In den Arbeiten der
anderen Autoren, die Elektrophoresen abbildeten (18;36), ist die Albuminbande ohne
Verunreinigung schon dargestellt. Es ist jedoch fraglich, ob die aufgetragene Menge
(aufgetragene Menge der Autoren: 1,4 pg; von uns aufgetragene Mindestmenge: 9ug) auch
ausgereicht hat, um eventuelle Verunreinigungen darzustellen. Derartige Mengenvariationen
konnten somit erkléaren, warum wir beim Reinheitsnachweis von Albumin nach TCA-
Fallung/Ethanol-Extraktion eine Kontamination mit Apolipoprotein A-1 nachweisen konnten.
In einer weiteren Arbeit (95) wurden mittels TCA-Fallung gereinigte Proben mit durch
Chromatographie gereinigten Proben direkt verglichen, wobei ebenfalls keine Verunreinigung
bei der Albuminisolierung gefunden werden konnte. Allerdings wurden hier Intensivpatienten
untersucht, bei denen die Proteinzusammensetzung des Blutes stark verandert sein dirfte.
Unsere Untersuchungen bestétigen diese Ergebnisse bei  kritisch kranken Patienten
(vergleiche 3.5.3 @ und weisen auf die Abwesenheit oder auf sehr geringe Konzentrationen
von Apolipoprotein A-1 im Blut von Intensivpatienten hin. In kritisch Kranken wurden sehr
niedrige Werte fur Apolipoprotein A-1 beschrieben, die aus einem kombinierten Effekt aus
einer beeintrachtigten hepatischen Lipoproteinsynthese, einer erhdhten Apolipoprotein A-1-
Katabolie und einem Verlust in den interstitiellen Raum resultieren (96-98). Die
Apolipoprotein A-1-Konzentrationen konnten also zu niedrig gewesen sein, um die

Albuminextraktion mittels Ethanol nach TCA-Fallung signifikant zu séren. Unsere

70



Ergebnisse zeigen, dass dies jedoch nicht fir elektiv operierte Patienten und fur gesunde
Individuen gilt.

Fur die Bestimmung der Isotopenanreicherung ist es wichtig, das Albumin in hoch reiner
Form zu isolieren, da Apolipoprotein A-1 eine deutlich hdhere oder niedrigere Tracer-
Inkorporation besitzen koénnte und dadurch die fraktionelle Syntheserate des Albumins
verfadlschen wirde.  Durch  verschiedene Methoden versuchten wir  zundchst,
Apolipoprotein A-1 aus der Albuminldsung zu entfernen. Da dies nicht gelang, entschlossen
wir uns letztendlich fir die zusdtzliche Reinigung mittels praparativer Elektrophorese, die
dann zu akzeptablen Ergebnissen fuhrte. Es bleibt fraglich, ob eine Kontamination mit
Apolipoprotein A-1 fur Tracer-Studien zur Messung von Albuminsyntheseraten relevant ist.
Unsere Untersuchungen weisen auf einen relevanten Effekt in der fraktionellen
Albuminsyntheserate durch die Kontamination mit Apolipoprotein A-1 hin. Bei gesunden
Personen scheint dieser Effekt weniger bedeutend zu sein. Fir die von uns untersuchten
gesunden Personen sind die mittels GC-IRMS gemessenen A*C-Werte zu verschiedenen
Zeitpunkten nach 1-**C-Leucin-Einnahme von der analytischen Methode unabhéngig. Die
entsprechenden A**C-Werte der beiden Methoden waren vergleichbar. Auch die Korrelation
war exzellent, wodurch noch einmal betont wird, dass die Anreicherungen im Albumin und
im Apolipoprotein A-1 fast identisch sind. Diese Ergebnisse stimmen mit den verdffentlichten
Normalwerten fiur die fraktionellen Syntheseraten fUr Albumin und Apolipoprotein A-1
Uberein, die in gesunden Probanden sehr dhnlich sind (68;99).

Die Untersuchungen des Plasmas postoperativer Patienten lieferten andere Ergebnisse. Hier
variierten die A™C-Werte je nachdem, welche Methode verwendet wurde. Die
Durchschnittswerte des Verfahrens der TCA-Fallung mit anschlief3ender Ethanolextraktion
(ungereinigt) lagen signifikant Uber den entsprechenden Durchschnittswerten des Verfahrens
mit einer zusétzlichen préparativen Elektrophorese (gereinigt). Ferner wurde eine hoch
signifikante, lineare Korrelation zwischen den beiden Methoden gefunden. Die A™*C-Werte
der ungereinigten Proben waren etwa 1,11-mal groRer as die A'®*C—Werte der gereinigten
Proben. Dieses Verhdltnis blieb auch nach Abzug der Hintergrundanreicherung und unter
Berucksichtigung der Isotopenverdinnung durch die Derivatisierung zum NAP-Leucin in
etwa gleich. Folglich variierten auch die Tracer/Tracee-Verhdltnisse der verschiedenen
analytischen Verfahren und waren in den ungereinigten Proben signifikant hoher als in den
gereinigten Proben. Dementsprechend, auch hoch signifikant, korrelierten die entsprechenden

Tracer/Tracee-Verhdltnisse, und die Tracer/Tracee-Verhdtnisse der ungereinigten Proben
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waren im Durchschnitt 1,1-mal hoher als die der gereinigten Proben. Einzelwerte waren sogar
bis zu 40% grof3er (s. Tabelle 4).

Hierdurch wird klar, dass die Anreicherung im Apolipoprotein A-1 bei postoperativen
Patienten deutlich groRRer ist als die entsprechende Anreicherung im Albumin. Sehr
wahrscheinlich spiegeln diese Unterschiede in der Anreicherung auch einen Unterschied in
der Synthese oder dem Umsatz wider, das wiederum zeigt, dass die Apolipoprotein A-1-
Synthese postoperativ schneller ist als die Albuminsynthese und damit auch schneller als die
Apolipoprotein  A-1-Synthese in gesunden Individuen. Diese Theorie stimmt mit der
Physiologie und Pathophysiologie des Apolipoprotein A-1 Uberein. Nach Operationen kann
eine geringe Abnahme der Apolipoprotein A-1-Konzentration aufgrund des perioperativen
Flissigkeits- und Blutverlustes beobachtet werden (100;101). Der Korper versucht dann, den
Apolipoprotein A-1-Verlust durch einen signifikanten Anstieg der Apolipoprotein A-1-
Synthese auszugleichen (102-104). Diese Reaktion konnte durch Cytokine, Steroide oder den

kolloidosmotischen Druck vermittelt werden (102;105).

5.3 Zeitlicher Verlauf des Eiweil3-Abbaus postoperativ und im Vergleich zu
Normalwerten

Die Leucinerscheinungsrate (=Indikator fir die Eiweil3abbaurate) Ry-Leucin der spét
postoperativen Patienten von 2,37+0,06 pmol g™ Min.™ liegt im Vergleich zu den Werten
anderer Arbeitsgruppen, die gesunde, altersentsprechende Probanden mit vergleichbarer
Methodik (Ubersicht in Tabelle 5) untersucht haben (45;68;69;82;106), im praktisch selben
Bereich (2,30-2,36 pmolKg Min.™). Dieser Befund deutet darauf hin, da unsere spét
postoperativen Patienten vier Monate nach der Operation in der Rekonvaleszenz wieder eine
normale Eiweil3abbaurate erreicht haben. Diese Patienten unterscheiden sich damit deutlich
von Patienten nach schwerem chirurgischen Trauma (Verbrennung), die in der
Rekonvaleszenz noch einen signifikant erhdhten EiweiBumsatz aufweisen (4;11).

Die Werte fir die friih postoperativen Patienten liegen mit 3,25+0,23 pmol&g™*Min.*
signifikant iber den Werten der rekonvaleszenten Patienten von 2,37+0,06 pmol kg™ Min.™
und somit auch Gber den Normalwerten aus der Literatur. Ahnlich hohe Werte fand Yu bei
Patienten mit schweren Verbrennungen (107;108). Auch Harrison fand mit 2,7
pmolBg™*Min.* am siebten postoperativen Tag gegeniiber 2,3 pmolRg*M™in™. vor der
Operation eine signifikant erhdhte Leucinerscheinungsrate und damit eine erhohte
Eiweil3katabolie (109).
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Tabelle 5: Leucin-Erscheinungsraten (Ras-Leucin) in der Literatur bei gesunden Probanden,
berechnet auf der Basis des so genannten reziproken Poolmodells (Leucin als Tracer und KIC

fir die Berechnung von RgLeucin) und unter kontinuierlicher Infusion &hnlicher

Tracermengen

Autor Referenz Jahr Ra (umol kg™ Min. ™)
DeFeo, P. e a (83) 1093 232
Harrison, R.A. et (109) 1989 2,30
Schwenk, W. et (45) 1985 2,30

Tessari, P. et al (69) 2002 2,36

Volpi, E. et a (69) 1996 2,32

Volpi, E. et a (106) 1998 2,36

5.4 Albuminkonzentration und Albuminsyntheserate postoperativ im zeitlichen
Verlauf und im Vergleich zu Normalwerten

Die normale Albuminkonzentration im Plasma betragt 35-53 g/l (15;17). Fir unsere frih
postoperativen Patienten betragt die durchschnittliche Albuminkonzentration 37,7+2,8 g/l.
Die Werte liegen also im unteren Grenzbereich der Normalwerte, wobel zwei Patienten mit
einer Albuminkonzentration von 34 bzw. 27 g/l unter dem Normalbereich liegen. Die
erniedrigte Albuminkonzentration zeigt einen nach der Operation veranderten Eiweil3-
stoffwechsel an, der bereits seit vielen Jahren bekannt ist (19;23-27).

Vier Monate nach der Operation hat keiner der rekonvaleszenten Patienten mehr eine
erniedrigte  Albuminkonzentration und die durchschnittliche Konzentration der spat
postoperativen Gruppe liegt mit 46,5+2,4 g/l signifikant tber der Albuminkonzentration
unmittelbar postoperativ. Die Normalisierung der Albuminkonzentration entspricht dem
Ruckgang der Eiweil3katabolie.
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Da die Bestimmung der Albuminkonzentration im Plasma die Mechanismen des
postoperativ veranderten Eiweil3stoffwechsels jedoch nicht aufzeigt, und die Bestimmung der
Leucinumsatzraten nur einen allgemeinen Einblick in den Eiweil3stoffwechsel des gesamten
Korpers zuldsst, sind in den letzten Jahren immer mehr die Umsatzraten einzelner Proteine
untersucht worden. Die Einflisse verschiedener Faktoren wirken sich auf die Synthese
unterschiedlicher Proteine in der Leber teilweise sogar gegensatzlich aus.

Zentraler Befund unserer Untersuchungen ist, dass die fraktionelle Syntheserate des
Albumins frih postoperativ (12,7£1,4%/Tag) im Vergleich zu den spdt postoperativen
Patienten (6,7+0,5%/Tag) signifikant fast auf das doppelte erhdht war. Die Patienten, die in
der Rekonvaleszenz untersucht wurden, haben wieder Normalwerte in der Albuminsynthese
(6,2-8,2%/Tag) erreicht, wie aus einer Literaturanalyse hervorgeht, in der nur Arbeiten
beriicksichtigt wurden, die ebenfalls hochreines Albumin fir die Auswertung berticksichtigten
(Tabelle 6). Diese Ergebnisse zeigen, dass vier Monate nach grof3en abdominalchirurgischen
Eingriffen wieder eine normale Stoffwechsellage, auch bei der Albuminsynthese, erreicht
wurde. Auch hier unterscheiden sich elektiv operierte Patienten von V erbrennungspatienten,
die noch wahrend der Rehabilitation zu enem vergleichbaren Zeitpunkt erhdhte

Proteinsyntheseraten aufweisen (4;11).
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Tabelle 6: Fraktionelle Albumin-Syntheserate (FSR) gesunder Probanden in der Literatur

Die Untersuchung wurde nach tiber Nacht fasten bel altersentsprechenden Probanden

durchgefthrt
Autor(en) Jahr  Referenz  FSR Albumin Pré&kursor-  Technik
(%/Tag) pool
DeFeo, P. e al 1993 (83) 6,2 KIC continuous isotope infusion
Ammoniumsulfat
Fu, A. et al 1998 (110) 6,9 KIC continuous isotope infusion
I mmunoaffinitéts-
Chromatographie
Mansoor, O. etal 1997 (70) 7,3 KIC continuous isotope infusion
Chromatographie
Volpi, E. et al 1996 (68) 8,2 KIC continuous isotope infusion
Ammoniumsulfat
Volpi, E. et al 1998 (106) 7,9 KIC continuous isotope infusion
Ammoniumsulfat
Zanetti, M. et al 2001 (85) 7,6 KIC continuous isotope infusion

Ammoniumsulfat

5.5 Albuminkonzentration und Albuminsynthese im chirurgischen Stress — mogliche
Regul ationsmechanismen

Ein chirurgisches Trauma fuhrt im Korper immer zu einer Stressreaktion, die auch den
Stoffwechsel mit einbezieht. Die dabel veranderten Stresshormonkonzentrationen bewirken
unter anderem eine Eiweil3katabolie, die zum Verlust von Muskeleiweil3 fuhrt (2). Ob dies
auch die viszeralen Organe betrifft, ist nicht gesichert. Allerdings kommt es relativ uniform
zu einer mehr oder weniger deutlichen Abnahme der Albuminkonzentration. Die
Mechanismen dieser Hypoalbumindmie sind bis heute nicht geklart. Diskutiert werden
sowohl Verénderungen in der Syntheserate (14), wie auch eine Zunahme des Verlusts in das
Interstitium (24). Verénderungen der Albuminkatabolie scheinen keine Rolle zu spielen (25-
27).
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Die Bedeutung einer verdnderten Albuminsyntheserate bei der Entstehung der
Hypoalbuminamie ist jedoch umstritten.

Lange Zeit wurde als Grund fir die Hypoalbuminamie, sowohl im Menschen als auch im
Tier, eine Abnahme der Proteinsyntheserate angesehen (111). TNFo-, Terpentin- und
Lipopolysaccharid-Injektionen in Tiere wurden mit einer rapiden Abnahme des Albumin-
mM-RNA-Gehalts in der Leber in Zusammenhang gebracht, woraus die Autoren folgerten, dass
eine verminderte Albuminsynthese zur Hypoalbumindmie nach chirurgischem Stress beitragt
(82;112;113). Die Messung der Albuminsynthese in Tieren, in vivo oder ex vivo, fuhrte zu
widerspruchlichen Ergebnissen. Als Antwort auf eine starke Entziindungsreaktion wurde eine
verminderte (86;114) oder erhdhte (115) Albuminsynthese gefunden. In den meisten Studien
wurde Uber eine verminderte Albuminsynthese nach schweren Verletzungen berichtet, wobei
die Studientiere jedoch mit gut erndhrten Kontrolltieren verglichen wurden (86;114). Es ist
allgemein bekannt, dass der Erndhrungszustand einen wichtigen, regulierenden Einfluss auf
die Albuminsynthese hat (20) und deshalb in diesen Studien der Effekt des Traumas nicht von
dem Effekt der verminderten Nahrungsaufnahme unterschieden werden konnte.

Es liegen nur wenige Untersuchungen am Menschen vor. Den Stickstoffverlust nach
Operationen fuihrte O"Keefe auf eine allgemein verminderte Eiwei3syntheserate und nicht auf
eine erhdhte Abbaurate zurlick (116). Die meisten Arbeitsgruppen fanden nach Operationen
einen erhohten Eiweil3abbau (89;109;117;118). Die Syntheseraten waren entweder
unverandert (118), nur leicht erhdht (109) oder deutlich erhéht (89;117). Diese globalen
Werte stellen jedoch Summeneffekte dar und sind keinesfalls reprasentativ fir einzelne
Organsysteme oder Proteine.

Bei kritisch kranken Patienten finden sich besonders ausgeprégte Abnahmen der
Albuminkonzentration. Deshalb wurden hierbei schon frilher mehrfach Untersuchungen zur
gezielten Bestimmung der Albuminsyntheserate durchgeftinrt. Da bel diesen Patienten die
Albuminsyntheseraten entweder normal (82) oder erhoht waren (70;84;95), wurden andere
Ursachen wie der Verlust in den dritten Raum durch endotheliale Lecks dafur verantwortlich
gemacht. Ein vergleichbarer Mechanismus findet sich auch bel gesunden Probanden nach
Endotoxininjektion, wobel die Albuminsyntheserate hier ebenfalls signifikant ansteigt (90).
Unsere Untersuchungen zeigen nun, dass sich bei elektiv operierten Patienten unmittelbar
postoperativ - sehr dhnliche Veranderungen beobachten lassen. Auch hier war die
Albuminsynthese bei gleichzeitig erniedrigter Albuminkonzentration signifikant erhéht. Nach

Abschluss der Rekonvaleszenz entsprachen diese Werte aber wieder den Normalwerten. Da
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die fraktionelle Syntheserate des Albumins nicht verringert war, kann unmittelbar
postoperativ dieser Mechanismus nicht die Ursache flr die niedrige Albuminkonzentration
sein. Als alternative Erkl&rung missen somit andere Mechanismen diskutiert werden. Auch
postoperativ. kdnnte trotz  enes nur  elektiven, ferner  komplikationslosen,
abdominalchirurgischen Traumas ein kapillares Leck, insbesondere im traumatischen
Gewebe, bestehen. In derartigen Wundexsudaten wurden deutlich  erhohte
Albuminkonzentrationen gefunden (119). Ferner waren Albuminverluste durch den
perioperativen Blutverlust denkbar, wobei der Konzentrationsabfall durch Verdiinnung im
Rahmen der perioperativen Infusionstherapie zustande kdme. Postoperative Veranderungen
des Albuminmetabolismus als weitere theoretische Erklarungsmoglichkeit wurden bisher
nicht beschrieben (25-27).

Uber die Mechanismen der postoperativ gesteigerten Albuminsyntheserate kann nur
gpekuliert werden. So ist das Postaggressionssyndrom durch eine Erhéhung der Konzentration
von unter anderem Kortison, Glukagon und Adrenalin gekennzeichnet. Eine Verabreichung
dieser Stresshormone fuihrt bei gesunden Probanden zu einer erhdhten Albuminsynthese nach
18 Stunden (18). Den stéarksten Einfluss hat dabel Kortison, wie in Tierversuchen gezeigt
werden konnte. Es wurde sogar eine Sequenz auf dem Albumin-Gen identifiziert, das eine
Glukokortikoid-abhangige Regulierung kodiert. (19;120). Allerdings sprechen die Ergebnisse
unserer Langzeituntersuchungen gegen eine Rolle der Steroide. Die Kortisonausschittung im
Korper unterliegt einer zirkadianen Rhythmik. Zwischen 3:00 Uhr und 10:00 Uhr steigt die
Kortisonkonzentration im Blut steil an und féllt im Laufe des weiteren Tages allméhlich
wieder ab (121). Trotz dieser wechselnden Kortisonkonzentrationen konnten wir keine
tageszeitabhangigen Schwankungen in der Albuminsynthese feststellen. Die fraktionellen
Syntheseraten in der Phase | (Vormittag) und der Phase |1 (Nachmittag) unterschieden sich
nicht signifikant voneinander und zwar unabhangig vom zeitlichen Abstand zur Operation.

Auch die Eiweil3zufuhr hat einen starken Einfluss auf die Albuminsynthese, wobei diese
wéahrend der Nahrungsaufnahme steigt. Die Erhéhung der Albuminsynthese ist auf einen
Anstieg der Insulinkonzentration und auf die vermehrte Verfligbarkeit von Aminosduren
zurtickzuftihren (29;61;68;83). Ein derartiger Mechanismus scheint jedoch postoperativ trotz
eines vermehrten Aminosaureangebots aus der gesteigerten Proteolyse nicht von Bedeutung
zu sein. Die fehlende Korrelation zwischen der fraktionellen Albuminsyntheserate und der
Leucin-Erscheinungsrate spricht nicht fUr einen relevanten Zusammenhang zwischen der
erhohten Syntheserate und einem erhohten hepatischen Aminosaureangebot (s. Abbildung
16).
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Dadie Albuminkonzentration jedoch signifikant indirekt mit der Albuminsynthese korreliert
(Abb.14), (122), liegt die Vermutung nahe, dass die Albuminkonzentration selbst postoperativ
einen Einfluss auf die fraktionelle Syntheserate des Albumins hat. Eine der wichtigsten
Aufgaben des Albumins im Blut ist die Aufrechterhaltung des onkotischen Drucks. Mit der
Abnahme der Konzentration ist davon auszugehen, dass auch der onkotische Druck abnimmt.
Dieser konnte einen direkten Einfluss auf die Regulation der Albuminsynthese haben, was
dazu fuhrt, dass der Korper durch eine erhéhte Albuminsynthese versucht, den Eiweil3verlust
auszugleichen. In alteren Tierversuchen wurde bereits gezeigt, dass eine Dextran-Infusion,
und damit eine Erhdhung des onkotischen Drucks zu einer Hemmung der Albuminsynthese
fahrt (123). Der Zusammenhang zwischen einer Analbumindmie, einem reduzierten
onkotischen Druck und einer erhohten Transkription der m-RNA fur Albumin konnte auch
spater experimentell bestdtigt werden (124;125). Es wird dabel vermutet, dass nicht der
verminderte onkotische Druck direkt als physikalische Grol3e die Synthese des Albumins
beeinflusst, sondern dass durch den niedrigeren osmotischen Druck ein Faktor freigesetzt
wird, der die Albuminsyntheserate steigert (126).

Ein Albuminverlust, damit verbunden eine niedrige Albuminkonzentration und eine
gesteigerte Albuminsyntheserate, wurde auch bei Patienten mit nephrotischem Syndrom
gefunden (30;32;39;127). Bei einer leichten, nierenbedingten Proteinurie wurde eine indirekte
Korrelation zwischen dem onkotischen Druck und der fraktionellen Albuminsyntheserate
gezeigt (85). Diese Korrelation entspricht der bei unseren Patienten. Es deutet also vieles
darauf hin, dass der mutmalliche Verlust des Albumins nach Operationen in den extravasalen
Raum zu @hnlichen Reaktionen fuhrt, wie der Albuminverlust Uber den Urin bei chronischen
Nierenerkrankungen. Der postoperativ niedrigere onkotische Druck konnte das Signal
darstellen, auf das der Korper mit einer kompensatorischen Erhéhung der

Albuminsyntheserate reagiert.
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6. Zusammenfassung

Nach chirurgischer Homdostasestorung kommt es regelhaft zu Veranderungen im Korper,
die die Organfunktionen, das |mmunsystem und den Stoffwechsel betreffen. Unter anderem
tritt eine deutliche Hypoalbumindmie auf, deren Ursache nicht genau geklart ist. Inwieweit
Veranderungen in der Albuminsynthese dazu beitragen, ist bisher nicht bekannt. Auch die
zeitliche Dynamik entsprechender Stoffwechselveranderungen wurde bisher nicht untersucht.

In unseren Untersuchungen haben wir eine Methode auf der Basis stabil markierter Tracer
etabliert, mit der eine Messung der fraktionellen Albuminsyntheserate in vivo am Menschen
maoglich ist und mit der wir schlief3lich den Einfluss eines abdominalchirurgischen Eingriffs
auf die Albuminsyntheserate im zeitlichen Verlauf untersuchen konnten.

Wichtigster methodischer Schritt bei der massenspektrometrischen Analyse der
Albuminsynthese ist die Albuminisolation in Reinform. Wahrend des Aufbaus der Methodik
zeigten wir, dass das haufig benutzte Verfahren der Fallung mit Triochloressigsaure und
anschlief3ender Alkoholextraktion zur Albuminisolierung aus Plasma fir unsere Zwecke kein
ausreichend reines Albumin liefert. Die dabeli regelhaft auftretenden, bisher nicht
beschriebenen, kontaminierenden Eiweil3substanzen verfélschen die Albuminanreicherungen
(im Mittel um 10%) signifikant. Mittels Proteinsequenzierung konnte Apolipoprotein A-1 als
Ursache fUr die Verunreinigung identifiziert werden. Daraufhin wurde die Methode in
mehreren Ansétzen modifiziert. Erst nach Einbau einer préparativen Elektrophorese in die
Reinigungsschritte war die Gewinnung von ausreichend reinem Albumin mdglich. Die
welteren Arbeitsschritte fur die Stabile-Isotope-Technik, einschlief3lich Massenspektrometrie,
waren bereits etabliert.

Die an der Studie tellnehmenden Patienten (in zwei Gruppen) hatten alle einen
vergleichbaren, grof3en kolorektalen Eingriff hinter sich. Sechs Patienten wurden etwa acht
Tage postoperativ untersucht (friih postoperative Gruppe), und weitere sechs Patienten etwa
vier Monate postoperativ in der Rekonvaleszenz (spdt postoperative Gruppe). Fur die
Bestimmung der fraktionellen Albuminsyntheserate mittels der Stabile-Isotope-Technik
erhielten die niichternen Patienten eine Bolusinjektion von 9,6 pmol&g™ und anschlieRend
eine 10-stiindige I nfusion von 0,16 pmol &g M in.™ 1-**C-Leucin. Vor der Infusion und drei,
sechs und zehn Stunden nach dem Start der Infusion wurden Blutproben fir die
massenspektrometrische Analyse und die Konzentrationsmessungen entnommen. Die
albumingebundene Tracer-Anreicherung wurde mit Hilfe der Gaschromatographie-

| sotopenverhaltnis-M assenspektrometrie  (GC-IRMS) und die Tracer-Anreicherung im
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Prakursorpool fir die Albuminsynthese (K etoisocapronsaure-Anreicherung im Plasma) wurde
mit Hilfe der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GCMS) bestimmt. Aus diesen
Messwerten konnten die fraktionelle Albuminsyntheserate im Tagesverlauf und die Leucin-
Erscheinungsrate als Mal3 fir die Eiweil3katabolie des Organismus berechnet werden.

Es ergab sich fur die frih postoperative Gruppe in der Phase | (morgens, drel bis sechs
Stunden nach Infusionsbeginn) eine fraktionelle Albuminsyntheserate von 12,7+1,4%/Tag
und in der Phase Il (nachmittags, sechs bis zehn Stunden nach Infusionsbeginn) von
11,8+1,0%/Tag. In der rekonvaleszenten Gruppe betrugen die fraktionellen Albumin-
syntheseraten nur noch 6,7+0,5 und 7,5+0,6%/Tag in den Phasen | und Il und waren damit
signifikant niedriger als die der friih postoperativen Gruppe. Sie entsprachen ferner den in der
Literatur recherchierten Werten fur Gesunde. Beide Patientengruppen zeigten somit auch
keine tageszeitabhangigen Schwankungen der Albuminsynthese.

Auch die Leucin-Erscheinungsrate unterschied sich bei den beiden Patientenkollektiven
signifikant voneinander, wobei die Werte der frih postoperativen Patienten mit 3,42+0,02
pmolg™*Min.? signifikant (iber den Werten der rekonvaleszenten Patienten mit einer
Leucin-Erscheinungsrate von 2,38+0,07 pmolkg'Min.* lagen. Auch letztere Werte
entsprachen Normalwerten.

Es wurde eine signifikante indirekte Korrelation zwischen der Albuminkonzentration und
der fraktionellen Albuminsyntheserate gezeigt. Die globale Eiweil3abbaurate (Leucin-
Erscheinungsrate) korrelierte nicht mit der fraktionellen Albuminsyntheserate.

Somit lasst sich feststellen, dass sich der hepatische sowie globale Eiweil3stoffwechsel —im
Gegensatz zu schweren chirurgischen Traumata (Verbrennungen) — nach grof3en elektiven,
abdominalchiurgischen Eingriffen in der Rekonvaleszenzphase bereits wieder normalisiert
hat.

Die nach Operationen auftretende Hypoalbumindmie kann nicht durch eine verminderte
Albuminsynthese, sondern wohl eher durch einen gesteigerten extravasalen Verlust erklart
werden. Dieser Albuminverlust scheint Uber eine niedrigere Albuminkonzentration direkt fir
die unmittelbar postoperativ gesteigerte Albuminsynthese verantwortlich zu sein, vermittelt
durch den Abfall des onkotischen Drucks als auslGsender Faktor. Das unmittelbar
postoperativ deutlich erhthte Aminosdureangebot sowie steroidvermittelte Mechanismen (mit
tageszeitlichen Syntheseschwankungen) scheinen fir die Erhdhung der Albuminsyntheserate

keine Rolle zu spielen.

80



7. Anhang

7.1 Einzeldarstellung aller gemessenen und berechneten Werte der friih postoperativen
und rekonval eszenten Patienten

Grofde, Gewicht, Deltawerte des albumingebundenen Leucins, |sotopomerenverhaltnisse der
Plasma-Ketoisocapronsaure, Tracer/Tracee-Verhdltnisse, Fraktionelle Syntheseraten (FSR),

Leucin-Erscheinungsraten (R4-Leucin) und Plasmaalbuminkonzentrationen

Die Zahlen 1, 2 und 3 entsprechen den Messzeitpunkten nach drei, sechs und zehn Stunden

nach Beginn der | sotopeninfusion.

Phase | entspricht dem Zeitraum von drel bis sechs Stunden nach Infusionsbeginn,

Phase Il entspricht dem Zeitraum von sechs bis zehn Stunden nach Infusionsbeginn.
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Nummer

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

MW
StAbw.
SEM

Nummer

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

MW
StAbw.
SEM

Alter

54
54
55

74
59

58
7,5
3,0

Alter

75
74
48
72
80
73

70
10,3
4,2

Grole Gewicht BMI

1,79
1,81
1,62
1,58
1,72
1,52

1,67
0,11
0,04

GroRe Gewicht

1,70
1,72
1,68
1,62
1,70
1,66

1,68
0,03
0,01

68
83
55
62
60
55

63,8
9,7
3,94

64
60
68
56
71
82

66,8
8,4
3,42

21,2
25,3
21,0
24,8
20,3
23,8

22,7
2,0
0,81

22,1
20,3
24,1
21,3
24,6
29,8

23,7
3,1
1,26

Delta Albumin
vor
Isotopeninfusion

-26,4
-25,9
-25,2
-27,7
-27,7
-24,3

-26,2
1,24
0,51

Delta Albumin
vor
Isotopeninfusion

-27,2
-18,1
-25,7
-22,8
-28,1
-27,7

-24,9
3,53
1,44

frih postoperativ

Delta Delta Delta
Albumin Albumin Albumin
1 2 3
21,4 -16,2 -8,4
-21,0 -15,7 -3,6
-17,9 -10,3 -2,4
-17,6 -5,9 3,0
22,1 -16,9 -5,5

-19,4 -9,9

-19,9 -12,5 -3,4
1,72 4,05 3,78
0,70 1,65 1,69

spat postoperativ

Delta Delta Delta
Albumin Albumin Albumin
1 2 3
-221 -17,3 -9,7
-14,5 -9,9 -2,7
-20,9 -14,3 -4,6
-18,5 -13,8 -7,5
-19,2 -141 -3,2

-20,7 -11,8

-19,3 -13,5 -5,5
2,45 2,29 2,67
1,00 0,93 1,19

Isotopomerenver-
haltnis KIC vor
Isotopeninfusion

0,2153
0,2169
0,2153
0,2175
0,2153
0,2153

0,2153

Isotopomerenver-
haltnis KIC vor
Isotopeninfusion

0,2163
0,2153
0,2153
0,2104
0,2153
0,2153

0,2153

Isotopomeren- Isotopomeren-

verhaltnis
KIC 1

0,2543
0,2648
0,2613
0,2739
0,2647
0,2796

0,2664
0,0082
0,0034

Isotopomeren- Isotopomeren-

verhaltnis
KIC 1

0,2793
0,2752
0,2808
0,2845
0,2879
0,2827

0,2817
0,0040
0,0016

verhaltnis
KIC 2

0,2654
0,2713
0,2647
0,2726
0,2687
0,2832

0,2667
0,0020
0,0008

verhaltnis
KIC 2

0,284000
0,283600
0,283700
0,285000
0,294900
0,283800

0,2858
0,0041
0,0017

Isotopomeren-
verhéltnis
KIC 3

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

0,2726
0,0056
0,0025

Isotopomeren-
verhéltnis
KIC 3

0,2812
0,2899
0,2909
0,2959
0,3013

0,2918
0,0067
0,0030
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Nummer

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

MW
StAbw.
SEM

Nummer

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

MW
StAbw.
SEM

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
Albumin 1

0,000551
0,000540
0,000804
0,001113
0,000617
0,000540

0,000694
0,000209
0,000085

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
Albumin 1

0,000562
0,000397
0,000529
0,000474
0,000981
0,000771

0,000619
0,000198
0,000081

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
Albumin 2

0,001124
0,001124
0,001643
0,002406
0,001190
0,001588

0,001513
0,000452
0,000185

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
Albumin 2

0,001091
0,000904
0,001257
0,000992
0,001544
0,001754

0,001257
0,000303
0,000124

frih postoperativ

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
Albumin 3

0,001986
0,002461
0,002516
0,003391
0,002450

0,002561
0,000457
0,000204

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
KIC 1

0,0390
0,0479
0,0460
0,0564
0,0494
0,0643

0,0505
0,0080
0,0033

spat postoperativ

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
Albumin 3

0,001930
0,001698
0,002328
0,001687
0,002749

0,002079
0,000408
0,000182

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
KIC 1

0,0630
0,0599
0,0655
0,0741
0,0726
0,0674

0,0671
0,0050
0,0020

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
KIC 2

0,0501
0,0544
0,0494
0,0551
0,0534
0,0679

0,0551
0,0061
0,0025

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
KIC 2

0,0677
0,0683
0,0684
0,0746
0,0796
0,0682

0,0711
0,0045
0,0018

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
KIC 3

0,054900
0,051800
0,052700
0,065900
0,057400

0,0565
0,0051
0,0023

Tracer/Tracee-
Verhéltnis
KIC 3

0,064900
0,074600
0,075600
0,085500
0,086000

0,0773
0,0078
0,0035
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Nummer

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

MW
StAbw.
SEM

Nummer

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

MW
StAbw.
SEM

FSR Phase |
(%/Stunde)

0,47
0,39
0,58
0,76
0,45
0,54

0,53
0,12
0,05

FSR Phase |
(%/Stunde)

0,27
0,25
0,36
0,27
0,25
0,49

0,32
0,09
0,04

FSR Phase ll
(%/Stunde)

0,41
0,66
0,43
0,42
0,52

0,49
0,09
0,04

FSR Phase Il
(%/Stunde)

0,32
0,28
0,37
0,22
0,37

0,31
0,06
0,03

frih postoperativ

FSR Phasel FSR Phasell Plasmaalbumin Ras-Leu 1
(%/Tag) (%/Tag) (mg/dl)
11,23 9,84 2,70 4,19
9,46 15,83 4,60 3,24
13,91 10,39 3,40 3,51
18,14 10,11 3,70 2,70
10,71 12,59 4,30 3,43
12,97 3,90 2,44
12,74 11,75 3,77 3,25
2,82 2,26 0,62 0,57
1,15 1,01 0,25 0,23

spat postoperativ

FSR Phasel FSR Phaselll Plasmaalbumin Ras-Leu 1
(%/Tag) (%/Tag) (mg/dl)
6,48 7,76 5,20 2,45
6,00 6,82 4,80 2,64
8,70 8,86 5,40 2,39
6,39 5,19 4,60 2,25
6,09 8,92 4,20 2,14
11,72 3,70 2,32
7,56 7,51 4,65 2,37
2,07 1,39 0,58 0,16
0,85 0,62 0,24 0,06

Ra-Leu 2

3,20
2,84
3,25
2,77
3,15
2,30

2,92
0,33
0,13

Ra-Leu 2

2,27
2,29
2,28
2,24
1,93
2,29

2,22
0,13
0,05

Ra-Leu 3

2,90
2,99
3,03
2,29
2,92

2,83
0,27
0,12

Ra-Leu 3

2,38
2,08
2,05
1,91
1,77

2,04
0,20
0,09
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