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1 Einleitung

1 Einleitung

Postoperative Komplikationen stellen ein groBes Problem im intensivmedizinischen
Bereich dar. Durch verbesserte Operationsverfahren und hochentwickelte postoperative
Intensivtherapie hiangt die Prognose der Patienten nach grofen chirurgischen Eingriffen oft
von sekunddren Komplikationen, wie Infektionen, der Entwicklung eines Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS) oder eines daraus resultierenden
Organversagens ab [4]. Diese Komplikationen stellen die haufigste Todesursache bei
kritisch kranken Patienten dar [24]. GroB3e Operationen fiihren zu einer Dysregulation der
Immunfunktion, charakterisiert durch die Suppression des spezifischen und unspezifischen
Abwehrsystems, einer damit gesteigerten Empfindlichkeit gegeniiber mikrobiellen
Erregern und dem vermehrten Auftreten von nosokomialen Infektionen [27, 100, 101].
Insbesondere gilt dies fiir Patienten, die sich aufgrund eines Tumorleidens einem groflen
chirurgischen Eingriff unterziechen miissen. Bei diesem Patientengut zeigt sich bereits
pridoperativ eine beeintrichtigte zelluldre und humorale Immunfunktion [54], die in
Kombination mit dem grof8en Eingriff, der gegebenenfalls erforderlichen Transfusion von
Blutpraparaten und der langen Anésthesiezeit in einer Zunahme der postoperativen
Immunsuppression resultiert [23, 54, 101]. Diese Patienten sind in der postoperativen
Phase besonders gefdhrdet, iiber eine unzureichend beherrschte Infektion sowie eine
inadidquate Regulation der pro- und antiinflammatorischen Immunantwort eine Sepsis und
daraus resultierende Organinsuffizienzen bis hin zum Multiorganversagen zu entwickeln
[10, 101]. Diese Komplikationen beeinflussen demnach Mortalitdt, Morbiditdt der
Erkrankung und darausfolgend, Intensivtage, Beatmungstage und schlieBlich die
Krankenhausverweildauer der Patienten [95, 100].

Seit mehreren Jahren werden verschiedenste immunmodulierende Therapien im Rahmen
der Infusions- und Erndhrungstherapie entwickelt, um diesen Komplikationen vorzubeugen
bzw. entgegenzuwirken.

Postoperative Malnutrition stellt einen zusétzlichen Stressfaktor dar, der selbst zu
Komplikationen fiihren oder diese zusatzlich verschlimmern kann [23]. Aus diesem Grund

spielt die postoperative Erndhrung im Krankheitsverlauf des Patienten eine wichtige Rolle,
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denn die rechtzeitige, addquate Infusions- und Erndhrungstherapie hat einen positiven
Einfluss auf die Genesung schwerkranker Menschen.

In der postoperativen Phase fiihrt die gesteigerte Ausschiittung von inflammatorischen
Mediatoren und Stresshormonen zu einer Storung der Stoffwechselphysiologie [4, 34].
Dieser Zustand fiihrt durch den erhohten Bedarf an Energie und essentiellen Nihrstoffen
zu Stoffwechselverdnderungen, die durch neuro- und systemendokrine Reaktionen initiiert
werden [84]. Das Ziel dieser Reaktionen ist, liber eine vermehrte Energiebereitstellung, die
Intaktheit des gefdhrdeten Struktur- und Energiestoffwechsels der Zellen sicherzustellen
[105]. Der postoperative Stoffwechsel ist aufgrund der Dominanz der antiinsulinidren
Faktoren und der Suppression des Insulins durch erhohte Blutglukosespiegel, den
Eiweillkatabolismus, den Anstieg der freien Fettsduren, sowie durch eine negative Energie-
und Stickstoftbilanz gekennzeichnet [105]].

Mediatoren des korpereigenen Abwehrsystems, wie IL-1, TNF und CRP greifen ebenfalls
in diese metabolischen Verdnderungen mit ein [8, 46]. Die wéahrend postoperativer
Stressreaktionen freigesetzten Zytokine IL-1 und TNF fiihren zu einer vermehrten
Proteolyse in der Skelettmuskulatur.

Das primire Ziel der Erndhrungstherapie ist die optimale und an den Krankheitszustand
und die Stoffwechsellage des Patienten angepasste Zufuhr von Energie und
Néhrsubstraten, um Komplikationen zu vermindern und die Ausgeglichenheit der

Stickstoftbilanz zu erhalten [45, 72, 107].

1.1 Die total parenterale Ernahrung (TPE)

Nach den Empfehlungen der ASPEN aus dem Jahre 1986 ergibt sich fiir Patienten, die sich
einem grofen operativen Eingriff im oberen Gastrointestinaltrakt unterziehen miissen, die
Indikation zur parenteralen Erndhrung, da in diesem Falle eine enterale Nahrungskarenz

iiber mehrere Tage erforderlich ist [44, 102].
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Der Erndhrungszustand des Patienten und das AusmalBl der Katabolie bestimmen die
Energiezufuhr. Sie sollte auch in der Akut-Phase ein Minimum von 10 kcal/kg KG/d nicht
unterschritten werden. Bei vollstindig aufgebauter parenteraler Erndhrung liegt die

optimale Energiezufuhr am Tag zwischen 30-40 kcal/kg KG [102].

Als Bestandteile der konventionellen parenteralen Erndhrung stehen die folgenden
Néhrsubstrate zur Verfligung:

Kohlenhydrate sind aufgrund ihrer gilinstigen metabolischen Eigenschaften ein idealer
Energietréiger fiir die parenterale Erndhrung. Die Homdostase des Blutglukosespiegels, die
Normalisierung der gesteigerten Glukoseproduktion, sowie die Reduktion der
Aminosdurenverwertung mittels Gluconeogenese stellen die wesentlichen Ziele der
Kohlenhydratzufuhr dar [84]. Sie sollte zu Beginn der parenteralen Erndhrung proTag bei
mindestens 1 g/kg KG liegen und kann bis maximal 6g/kg KG gesteigert werden [102].
Die Zufuhr von Aminosduren ist vor allem vom Ausmal der Katabolie abhédngig, sie sollte
zwischen 0,8-1,6 g/kg KG am Tag liegen [44]. Aufgrund des erhohten Bedarfs an
Aminosduren flir die Proteinsynthese ist die exogene Zufuhr dieser Néhrsubstrate
besonders wichtig [91].

Fette eignen sich wegen ihrer Eigenschaft als kompakter Energietriger mit hohem
Brennwert besonders als Bestandteil der parenteralen Erndhrung. Durch die geringe
Osmolaritdt ist auch eine Zufuhr {liber einen periphervendsen Zugang moglich. Die
verschiedenen verwendbaren Losungen unterscheiden sich hinsichtlich der mit dem
Glyzerolmolekiil veresterten Fettsduren (Kettenldnge). Die tdgliche Zufuhr sollte bei 1-1,5
g/kg KG liegen [102]. Eine ausreichende Sauerstoffverfiigbarkeit ist fiir die optimale
Ausnutzung der Fette als Energietrdger unbedingt erforderlich, da Fette obligat aerob
metabolisiert werden [84].

Die einzelnen Néihrsubstrate werden unter stindigem Monitoring verschiedener
Laborparameter, wie Blutglukosespiegel, Serumharnstoff, sowie Triglyzeridspiegel
zugefiihrt.

Im Rahmen der konventionellen TPE konnen die energetischen Ziele der postoperativen
Erndhrungstherapie zwar erreicht werden, eine Modulation der geschwichten

Immunfunktion gelingt jedoch nicht [102].
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In verschiedenen experimentellen und klinischen Studien konnte jedoch gezeigt werden,
dass eine mit -3-Fettsduren angereicherte Erndhrung in einem vorteilhaften

immunmodulatorischen Effekt resultiert.

1.2 w-3-FS

In einem Brief von Sinclair aus dem Jahre 1956 wurde erstmals iiber den Einfluss einer
fischolreichen Erndhrung in Bezug auf das geringere Auftreten verschiedener Erkrankung
bei Eskimos berichtet [87]. Durch epidemiologische Studien von Bang und Dyerberg [5,
26] erlangten ®-3-Fettsduren zunehmende Bedeutung in der Erndhrungsforschung. So
konnte bei Eskimos, die sich iiberwiegend von Fisch erndhren, eine deutlich geringere
Inzidenz von Myokardinfarkten, koronarer Herzkrankheit und Thrombosen gegeniiber der
Bevolkerung westlicher Industrieldinder nachgewiesen werden. Neben den vorteilhaften
Effekten auf kardiovaskuldre [15, 61] und neoplastische [55] Erkrankungen, sowie
Diabetes mellitus [106] konnte in zahlreichen Untersuchungen auch ein positiver Einfluss
von ®-3-Fettsduren auf das Immunsystem nachgewiesen werden [16, 53, 60, 71].

Im Rahmen der Erndhrungstherapie mit Fetten steht neben der Kettenldnge vor allen
Dingen das Verhiltnis von ®-6- zu ®-3- mehrfach ungesittigten Fettsduren im
Vordergrund der klinischen und experimentellen Forschung. Da diese essentiellen
Fettsduren vom menschlichen Organismus nicht synthetisiert werden kdnnen, miissen sie
dem Korper mit der Nahrung zugefithrt werden [17, 84]. Durch den Einbau in
Zellmembranen erfiillen sie wichtige Funktionen als Membranbausteine und Modulatoren
biochemischer Prozesse. Des Weiteren spielen sie als Prikursoren der Eikosanoidsynthese
eine wichtige Rolle in der Immunabwehr und bei Entziindungsreaktionen.

Die essentiellen Fettsduren werden in zwei Gruppen eingeteilt: die ®-6- und die ®-3-
Lipidfamilie (siche Abb. 1). Dabei stellt Linolsdure die Muttersubstanz der m-6-Fettsduren
und a-Linolensdure die Muttersubstanz der m-3-Fettsduren dar, die dann wiederum durch
Desaturation und Kettenverldngerung in die biologisch wichtigen Ausgangsprodukte der
Eikosanoidsynthese Arachidonsdure (AA) bzw. Eicosapentaensdure (EPA) und
Docosahexaensdure (DHA) umgewandelt werden konnen. Allerdings erfolgt diese
Biosynthese im menschlichen Organismus nur in geringem Umfang und sehr langsam. Aus

diesem Grunde sollten w-6-Fettsduren als AA und ®-3-Fettsduren in der Form von EPA
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und DHA zugefiihrt werden. Dabei stellt Seefisch und die daraus gewonnen Fischéle die
Hauptquelle der o-3-Fettsduren, wie EPA und DHA fiir den Menschen dar [86]. Die

Hauptquelle der m-6-FS beziehen wir aus tierischen und pflanzlichen Fetten.

o=6-Lipidfamilie ®=3-Lipidfamilie
Linolséure a-Linolensdure
Cl182 »-6 Cl83 w-3

[Dihomo- vy -Linolensdure ] [Eicosatetraensﬁure ]
C20:3 » -6 C20:4 ® -3
1 1 Docosa
Arachidonsiure Eicosapentaensiiure - hexaen
C20:4 »-6 C20:5 o -3 sdure
C22:6 ® -3

Cyclooxygenase Lipoxygenase Cyclooxygenase Lipoxygenase

Thromboxane Leukotriene [ Thromboxane | Leukotriene
TXA, LTB,LTC,LTD, TXA; LTBs LTCsLTD;s
. ( . N
Prostaglandine Prostaglandine
PGE, PGD, PGE; PGD;
. ( R )
Prostacyclin Prostacyclin
PGI, PGI, )

INFLAMMATION § INFLAMMATION |

Abbildung 1: Biosynthese der Fettsduren und Eicosanoide (modifiziert nach [86])

Durch die Supplementierung der Nahrung mit -3-Fettsduren kommt es zu einer

Veridnderung der Membranzusammensetzung verschiedener Zellpopulationen, wie z.B.
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Erythrozyten [13], Granulozyten [20, 73], Thrombozyten [83], Monozyten [21] und
Endothelzellen, sowie verschiedener Gewebe [12] zugunsten der w-3-Fettsduren.

Dadurch greifen die w-3-Fettsduren auf verschiedenen Ebenen des Immunsystems ein und
konnen so das zellulire Abwehrsystem, sowie die Synthese diverser Mediatoren
beeinflussen, was wiederum zu einer verdnderten Entziindungsantwort fithrt und somit
moglicherweise in einem positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf gefdahrderter

Patienten resultieren kann [92].

1.3 Mediatoren

1.3.1 Eicosanoide

Zahlreiche Stimuli filhren Calcium-vermittelt zur Aktivierung der Phospholipase A, und
damit zur Freisetzung von AA bzw. EPA aus dem Phospholipidpool der Zellmembranen.
Die beiden Fettsduren konkurrieren anschlieBend um die Metabolisierung durch die
gleichen Enzymsysteme, wobei eine Fettsdure durch ein gesteigertes Angebot die andere
aus dem weiteren Syntheseweg verdringen kann [31, 88]. Der weitere Weg der
Eicosanoidsynthese fiihrt einerseits iiber die Cyclooxygenase zu den Prostaglandinen und
Thromboxanen, sowie andererseits {iber das Enzym Lipoxygenase zu den Leukotrienen
[60]. Durch ihren Einfluss auf die Aktivierung verschiedener Zellen, wie PMN und
Thrombozyten, sowie auf Chemotaxis, Broncho- und Vasotonus, spielen diese Mediatoren
eine wichtige Rolle bei Entzlindungs- und Immunreaktionen [35, 64, 81]. Im Rahmen der
postoperativen Stressreaktion, wihrend SIRS und Sepsis kommt es zu einer gesteigerten
Ausschiittung der Eicosanoide [37, 68].

Die aus EPA gebildeten Produkte unterscheiden sich von den analogen AA-Derivaten
hinsichtlich Struktur und biologischer Aktivitit [11]. Die Einschleusung von ®-3-
Fettsduren in den Cyclooxygenaseweg fiihrt zur Bildung von Prostanoiden der 3er Reihe,
wie z.B. Thromboxan Aj, das im Vergleich zu dem von der AA abgeleiteten Prostanoid
der 2er Reihe Thromboxan A, erheblich reduzierte proaggregatorische,
vasokonstriktorische [60] und PMN-aktivierende Eigenschaften besitzt. Ebenso besitzt das
aus EPA gebildete Prostaglandin E; (PGE;) eine deutlich verminderte Fahigkeit zur
Aktivierung von PMN im Vergleich zu dem entsprechenden AA-Derivat PGE,. Die

Wirkung von Prostaglandin I3 und Prostaglandin I, unterscheiden sich dagegen nicht [26].
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Allerdings zeigen die aus EPA gebildeten Leukotriene der Ser-Serie wiederum partiell
antagonistische Effekte im Vergleich zu den analogen AA-Derivaten (Leukotriene der 4er-
Serie) [63, 64], die potente Stimuli der PMN-Aktivierung und Chemotaxis darstellen [90].

Eine Supplementierung der Erndhrung mit ©-3-Fettsduren fiihrt demnach zu einer
Modulation des Eicosanoidspektrums, charakterisiert durch eine reduzierte Synthese von
proinflammatorischen AA-Metaboliten [29, 60], bei gleichzeitig vermehrter Bildung von
Ficosanoiden aus EPA mit deutlich geringerer biologischer Wirksamkeit [64] bzw.

antiinflammatorischen Eigenschaften [63].

1.3.2 Zytokine

o-3-Fettsduren fithren einerseits iiber die Modulation des Eicosanoidspektrums und
andererseits direkt ~ iber  die Beinflussung ~ bestimmter  intrazelluldrer
Signaltransduktionswege zu einer verdnderten Synthese inflammatorischer und
immunregulatorischer Zytokine. So konnte in verschiedenen tierexperimentellen Studien
sowie diversen Untersuchungen an gesunden Menschen durch eine Supplementierung der
Erndhrung mit o-3-Fettsduren eine verminderte Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, wie IL-1P, TNF-o und IL-6 gegeniiber einer Erndhrung mit o-6-Fettsduren
gezeigt werden [28, 47, 59]. Die aus AA gebildeten Eicosanoide PGE, und LTB, gelten
dabei als wichtige Regulatoren der Synthese dieser Zytokine [18]. Des weiteren fiihrt der
Einbau von w-3-Fettsduren durch die Aktivitditsminderung von Proteinkinase C-Isoformen
und die herabgesetzte Ceramid-Produktion zu einer reduzierten Aktivierung von NF-xB,
was wiederum in einer verminderten Expression von zytokinspezifischen Genen resultiert
[56, 96].

Nach groflen operativen Eingriffen, sowie im Rahmen von SIRS und Sepsis kommt es zu
einer vermehrten Freisetzung von IL-18 und TNF-a, vor allem aus aktivierten Monozyten
und Makrophagen, resultierend in einer gesteigerten Lymphozytenproliferation, der
Induktion von Fieber, sowie einer vermehrten Produktion anderer proinflammatorischer
Zytokine und Akute-Phase-Proteine. Die Zufuhr von o-3-Fettsduren fiihrt somit durch die
reduzierte Freisetzung dieser proinflammatorischen Mediatoren zu einer geringeren
Granulozyteninfiltration, einer erniedrigten GefdBwandpermeabilitit, sowie zu einer

reduzierten Produktion von toxischen Sauerstoffradikalen.
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1.3.3 Andere Mediatoren

Im Rahmen einer fischolreichen Erndhrung konnte eine reduzierte Produktion des
Plattchen-aktivierenden Faktors (PAF) gezeigt werden, indem EPA &hnlich wie bei der

Eicosanoidsynthese mit dem Priakursorpool von PAF interferiert [76].

1.4 Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (PMN) spielen als Bestandteil des wunspezifischen
Immunsystems eine wichtige Rolle in der schnellen Abwehr und Eliminierung
eingedrungener Mikroorganismen. Durch Chemotaxis wandern die PMN an den
Entziindungsort, wo dann die Elimination des Pathogens durch Phagozytose und
anschlieender intrazelluldrer Abtotung mittels oxidativem Burst erfolgt [1, 52].

Wihrend eines SIRS, sowie nach groBen operativen Eingriffen kommt es zu einer
Verschlechterung dieser Granulozytenfunktionen, die durch das Auftreten von Infektionen
in einer Sepsis resultieren kann.

Verschiedene Studien untersuchten den Einfluss einer fischolreichen Erndhrung auf
Phagozytose und Bildung von freien Sauerstoffradikalen. So konnte in tierexperimentellen
Studien von Waitzberg und Cukier eine verbesserte Phagozytosefunktion der Leber- und
Alveolarmakrophagen von Wistar-Ratten nach TPE mit ®-3-Fettsduren gezeigt werden
[22]. In verschiedenen Studien bei Gesunden fiihrte eine Zufuhr hoher Konzentrationen an
»-3-Fettsduren zu einer verminderten Produktion von Sauerstoffradikalen, moglicherweise
tiber die Beeinflussung der NADPH-Oxidase-Aktivitat, allerdings erfolgten diese
Untersuchungen an gesunden Probanden, die keine eingeschrinkte PMN-Funktion
aufwiesen.

Der Einfluss einer fischolreichen Erndhrung auf die Granulozytenfunktion postoperativer
Patienten ist bisher nicht analysiert worden.

Ebenso gilt dies fiir die Expression des Fc-Rezeptor Typ I (FcyRI bzw. CD64), der nach
gesteigerter  Ausschiittung von  proinflammatorischen  Zytokinen vermehrt auf
Granulozyten exprimiert wird [52]. Die Expression des Fc-Rezeptors und die
anschlieBende hochaffine Bindung an den Fc-Teil von Immunglobulinen, vor allem IgG

erlaubt es den Granulozyten, an Pathogene zu binden und diese zu eliminieren [1]. Die
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Expression von CD64 auf Granulozyten fiihrt demnach zu einer Aktivititsdnderung dieser
Zellen. Bei Patienten mit SIRS und Sepsis konnte eine vermehrte Expression von CD64

auf PMN gezeigt werden [51, 79].

1.5 Klinische Parameter

In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnte durch die Zufuhr von ®-3-Fettsduren
eine geringere Mortalitit [6, 66], sowie eine verbesserte Elimination translozierter
Bakterien bei septischen Tieren gezeigt werden [78].

Diese Ergebnisse konnten in klinischen Untersuchungen nur zum Teil belegt werden, so
zeigte Gottschlich bei Verbrennungspatienten ein geringeres Auftreten von Infektionen,
sowie eine Verkiirzung der Behandlungsdauer und eine geringere Mortalitit durch Zufuhr
einer fischolreichen Erndhrung [36]. Allerdings konnten diese Resultate in anderen Studien

nicht bestdtigt werden [101].

1.6 Zielsetzung

Die Zielsetzung der vorliegenden Studie war, zu untersuchen, inwiefern Organfunktionen
und immunologische Reaktionen durch eine ausgewogene Zufuhr von ®-3-Fettsduren im
Rahmen der parenteralen Erndhrung bei Tumorpatienten nach grof3en
abdominalchirurgischen Eingriffen beeinflusst werden konnen. Hierzu wurden die in die
Studie aufgenommenen Patienten in zwei Gruppen randomisiert, zum einen in die Fischol
(FO)- bzw. Omegaven®-Gruppe, die ihr im Rahmen der parenteralen Ernihrung bendtigtes
Fett als ©-3-FS in Form von Omegaven® erhielten und zum anderen in die Sojabohnensl

(SO)- bzw. Lipovenos®-Gruppe, die ihr Fett als ©-6-FS in Form von Lipovenos® erhielten.

1.7 Fragestellung

Daraus ergaben sich im Einzelnen folgende Fragestellungen:
e Resultiert die Fetttherapie in einer Modulation des Plasmafettséduren-Profil,
insbesondere in einem Anstieg von EPA (Eicosapentaensidure) und DHA

(Docosahexaensiure)?



1 Einleitung

In welchem Ausma@ fiihrt dies zu einer Verédnderung des Eicosanoidspektrums im
Plasma, festgemacht an der Konzentration der Lipidmediatoren PGE,; TXB) und
6-keto PGF,4?

Inwieweit kann die Zytokin-(IL-1p und TNF-a) Produktion durch isolierte
Monozyten moduliert werden?

Kann die Aktivitdt und Funktion neutrophiler Granulozyten, d.h. die Expression
von CD 64, die Phagozytosefihigkeit sowie die Burstaktivitit beeinflult werden?
Resultiert die Supplementierung der Erndhrung mit Omegaven® in einem positiven
EinfluB auf den postoperativen Verlauf, insbesondere auf Intensiv- und

Krankenhausverweildauer, sowie Infektions- und Komplikationsraten?
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Randomisierte, kontrollierte und prospektive klinische Doppelblindstudie

2.2 Patienten

Es wurden insgesamt 34 Patienten in die Studie aufgenommen, die sich in der Zeit vom 1.
Februar 1999 bis zum 31. Mai 2001 einer Oesophagusresektion oder einer Gastrektomie
aufgrund eines Tumorleidens an der chirurgischen Universititsklinik Ulm (Leiter: Prof. Dr.
H. G. Beger) unterziehen mussten. Von den 34 Patienten konnten allerdings nur 30 in die
Auswertung aufgenommen werden.

Dabei wurden folgende Kriterien beriicksichtigt:

EinschluB3kriterien:
e Patienten mit Oesophagusresektion oder Gastrektomie, die postoperativ einer total
parenteralen Erndhrung bediirfen.

e 80 Jahre < Lebensalter > 18 Jahre

AusschluBkriterien:

e Schwangerschaft

e Endokrinologische und metabolische  Entgleisung  (Dyslipoproteindmien,
Hyperurikdmie, insulinpflichtiger Diabetes mellitus)

e Himorrhagische Diathese

e Sepsis (definiert nach den Sepsiskriterien der ACCP/SCCM Consensus Conference)

e Chronische Erkrankung (chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), M.
Crohn, Colitis ulcerosa)

e Niereninsuffizienz (Serum - Kreatinin > 1,5mg/dl)

e Leberinsuffizienz (> Child - Pugh A)

e New York Heart Association (NYHA) > III
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e Immunsupression durch Chemotherapie , Radiotherapie 6 Monate praoperativ

e Cyclooxygenase - Hemmer - Einnahme bis 2 Wochen prédoperativ, Steroid -
Einnahme

e Autoimmunerkrankung

e Sedierung mit Propofol (aufgrund der Verwendung von Sojabohnendl als
Tragermedium fiir den pharmakologischen Wirkstoff und damit Beeinflussung des

Plasmafettsdurenprofils)

Tabelle 1: Regime der total parenteralen Erndhrung (TPE)

Beide Gruppen Sojadl-Gruppe Fischol-Gruppe
(SO) (FO)
postop
Tag Kohlenhydrate Aminosiuren Fett Fett
1 1,5 g/kg pro d 0,9g/kg pro d
2-6 5 g/kg prod 1,3 g/kg pro d 1,0 g SO/kg pro d 0,8 g SO/kg pro d
+0,2 g FO/kg pro d

Die Patienten wurden bei Vorliegen der EinschluBkriterien anhand eines

Randomisierungsprotokoll den zwei Studiengruppen zugeteilt:

Sojaol - Gruppe (SO) = Lipoven6s®-Gruppe = Standardtherapie - Gruppe:
Die Patienten dieser Gruppe erhielten die {ibliche postoperative totalparenterale
Ernihrung, bestehend aus 5 g/kg KG/d Kohlenhydrate (GX® 20 %), 1,3 g/kg KG/d
Aminosiuren (Intrafusin® 10 %) und 1 g/kg KG/d Fett in Form von Sojabohnendl
(Lipovends® 10 %).

Fischol-Gruppe (FO) = Omegaven®-Gruppe:
Die Patienten dieser Gruppe erhielten abweichend von der Standardtherapie ihre
Fettzufuhr als Sojabohnendl (Lipovends® 10 %) und Fischol (Omegaven® 10 %) im
Verhiltnis 4:1, d.h. 0,8 g/kg KG/d Sojadl und 0,2 g/kg KG/d Fischol.
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Die TPE wurde am zweiten postoperativen Tag begonnen und wurde fiir die Dauer von 5

Tagen durchgefiihrt.

Das Randomisierungsprotokoll wurde von Herrn Dr. rer. nat. Hogel (Abteilung Biometrie,
Leiter: Prof. Dr. phil. W. Gaus) erstellt.

Die Blindung der Studie erfolgte in der Klinikumsapotheke durch Herrn Dr. Maier bzw.
Herrn Dr. Dorje.

Nachdem alle Patienten spétestens am letzten pridoperativen Tag iiber die Art der Studie
und die Risiken und Nebenwirkungen der beiden verwendeten Fettemulsionen aufgeklart
wurden, unterzeichneten sie eine schriftliche Einverstindniserkldrung, mit der sie sowohl
die Teilnahme an der Studie, als auch die Erlaubnis zur wissenschaftlichen Auswertung,

der von ihnen erhobenen Daten und Messwerte bestétigten.

Die Studie wurde von der Ethikkommission Ulm genehmigt.

2.3 Infusionslosungen

Kohlenhydratlosung

GX®20 % E (Fa.Baxter, Unterschleiffheim)

Aminoséurelbésung

Intrafusin® 10 % (Fa.Baxter, Unterschleiheim)

Fettlésungen (Zusammensetzung der beiden Lésungen siehe Tabelle 1)

1. Lipoven6s® 10 % (Fa.Baxter, Unterschleiheim)

2. Omegaven® (Fa. Fresenius, Bad Homburg)

Zusitzlich zu den in Tabelle 1 aufgefiihrten Fettsiuren ist im Gegensatz zu Lipovends”
folgendes Antioxidans in Omegaven® enthalten:

o all-rac-0-TOCOPNETOL......cceeiiieiiieeeece e 0,15-0,296 g/1
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Lipovenss® 10 % in g/1,

Omegaven® 10% in g/l

Sojabohnenél (SO) Fischol (FO)
Eicosapentaensdure C20:5 »-3 - 12,5-28,2
Docosahexaensaure C22:6 ®-3 - 14,4 -30,9
Tetradecansiure Cl4:0 0,06 1,0- 6,0
Palmitinsdure Cl6:0 12,00 2,5-10,0
Palmitoleinsdure Cl6:1 w-7 4,0 3,0- 9,0
Stearinsdure C18:0 22,42 0,5- 2,0
Olssure C18:1 w9 46,1 - 55,7 6,0-13.0
Linolsaure Cl8:2 w-6 4,8 -10,6 1,0- 7,0
Linolensdure C18:3 »-3 - <2,0
Octadecatetraensiure Cl18:4 »-3 - 0,5-04,0
Eicosaensdure C20:1 »-9 - 0,5-03,0
Arachidonsdure C20:4 w-6 - 1,0- 4,0
Docosaenséure C22:1 9 - <L5
Docosapentaensiure C22:5w-3 - 1,5- 45
Andere Fettsduren - 10,51

2.4 Gewinnung der Blutproben

Die Blutentnahmen erfolgten an 4 verschiedenen Messzeitpunkten (MZP) bzw.

Abnahmezeitpunkten entweder durch periphervendse Entnahme oder iiber einen Katheter

(arterielle Verweilkaniile).

Messzeitpunkte/Abnahmezeitpunkte:

1. MZP -1: 1 Tag prdoperativ

2. MZP 1: 1. postoperativer Tag = 1 Tag vor Beginn der TPE
3. MZP S: 5. postoperativer Tag = 3. Tag der TPE
4. MZP 7: 7. postoperativer Tag = 5. Tag der TPE
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2.5 Aufbereitung der Blutproben

2.5.1 Routine-Laborwerte

Zu allen vier Messzeitpunkten wurden im Notfallabor der Abteilung fiir Klinische Chemie

(Arztlicher Direktor: Prof. Dr. Dr. A. Griinert) folgende Laborwerte bestimmt:

Lithium-Heparin-Plasma

Elektrolyte: Natrium, Kalium, Calcium,
Nierenfunktionsparameter: Harnstoff, Kreatinin,
Enzymaktivititen: AST, ALT, y-GT, Alkalische Phosphatase;
Leberstoffwechsel: Bilirubin gesamt;

Lipidstoftwechsel: Triglyzeride,

Proteine: Albumin, C-reaktives Protein;

und Glucose

Citrat-Plasma

Gerinnungsparameter: Prothrombinzeit (Quick-Test), partielle Thrombinzeit

EDTA-Plasma

Kleines Blutbild: Leukozyten, Erythrozyten, Himoglobin, Hdamatokrit, MCV, MCH,
MCHC, Thrombozyten

Mit Hilfe eines Blutgasanalysengerites ( Fa. NOVA biomedical, R6dermark ) wurden zu

jedem Messzeitpunkt auf der Intensivstation folgende Werte aus heparinisiertem Vollblut

analysiert:

pH-Wert, pO2-Konzentration, Laktat und Bikarbonat

2.5.2 Bestimmung der Fettsauren im Plasma

Fiir die Bestimmung der Plasmafettsduren wurden zu jedem Messzeitpunkt 7,5 ml in einer
Lithium - Heparin - Monovette® (Fa. Sarstedt, Niirmbrecht) entnommen.

Die Blutproben wurden anschlieend bei 3000 U/min in einer Kiihlzentrifuge (Fa. Hettich)

fiir 10 min zentrifugiert, um anschlieBend das gewonnene Plasma pro Messzeitpunkt in
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finf 2 ml Eppendorf-Winzlinge zu pipettieren, und diese bis zur endgiiltigen
Fettsdurenbestimmung bei —20° C zu lagern.
Die Bestimmung der Fettséduren erfolgte im Institut fiir Klinische Chemie (Leiter: Prof. Dr.

Dr. A. Griinert) der Universitdt Ulm.

Materialien

Reagenzien:

2 M Calciumcarbonat
Methyljodid
Aceton mit Heptadecanséure (C,7)

Chloroform

Gerite:
1 ml und 5 ml Reacti-Vials-Reaktionsgefaf3e (Fa. Pierce Chemical Co.)
Gaschromatograph HP6890 GC (Fa. Hewlett und Packard, USA)

Fused Silica Glaskapillarsdulen: 60 m Lange, 320 pm Innendurchmesser, Filmdicke 20 um

Methodik

Extraktion und Veresterung der freien Fettsduren im Plasma

Im ersten Schritt wurden folgende Reagenzien in ein Reaktionsgefall gegeben:

100 pl 2 M Kaliumcarbonat

100 pul Methyljodid

500 pl Aceton mit 0,1 umol 54,08 mg Heptadecansédure (C;7) als interner Standard
Anschliefend wurden die Reaktionsgefd3e verschlossen und der Ansatz gemischt.

Im néchsten Schritt wurden 200 pl der Lithium — Heparinat — Plasma - Probe zugegeben,
gemischt und zur Aktivierung des Veresterungsschrittes die geschlossenen Gefa3e im
Ultraschallbad fiir 10 min bei 75 °C behandelt.

Zur Extraktion der Ester gab man nun 500 pl Folch-Extrakt (Chloroform-Methanol, 2:1)
hinzu und die Proben wurden durch Schiitteln homogenisiert. Nach 20 miniitiger
Zentrifugation bei 3000 U/min trennte sich die EiweiB3schicht von dem Extrakt.
AnschlieBend wurde 1 ml aus der unteren organischen Phase mit einer Hamiltonspritze

entnommen und in ein verschlieBbares Reaktionsgldschen iibertragen. Dabei mufite die

16



2 Material und Methoden

Proteinschicht vorsichtig beiseite geschoben werden, damit keine Proteinreste in die
organische Phase gelangen konnten.

Uber Nacht wurden die Proben unverschlossen in den Abzug gestellt und am niichsten Tag
mit dem Exsikator restgetrocknet.

Im letzten Schritt wurde der Trockenriickstand in 100 pul Chloroform geldst, danach
zweimal homogenisiert, in Probengefafe fiir den Probengeber des Gaschromatographen
ibertragen und mit einer teflonbeschichteten Gummidichtung verschlossen um

anschlieend im Gaschromatographen gemessen zu werden .
Chemische Reaktion der Derivatisierung:

O O
/ /
R-C + CH3l —» R-C + HI
AN AN

OH O-CH;

Extraktion der veresterten Fettsduren

Fiir die Bestimmung der veresterten Fettsduren im Plasma diente ebenfalls 0,1 pmol
Heptadecansdure (C;7) als interner Standard, der zusammen mit 500 pl Aceton zu 100 pl
der Heparinat-Plasma-Probe gegeben wurde. Die Lipide wurden ebenso wie bei der
Bestimmung der freien Fettsduren mittels Zugabe von 500 pl Folch-Extrakt (Chloroform-
Methanol, 2:1) extrahiert und anschlieend nach Trocknung der Proben und Zugabe von
100 pl Folch-Extrakt im Gaschromatographen gemessen.

Messung

Die Messung der Fettsduren erfolgte mit vorgegebenen Einstellungen des
Gaschromatographen (CP HP 6890, Hewlett & Packard), die anhand von
Erfahrungswerten aus anderen Arbeiten ermittelt wurden [43] Mittels eines
Flammenionisationsdetektors wurden die Fettsdurenmethylester anschlieBend erkannt, um
schlieBlich mit Hilfe eines Integrators als Chromatogramm aufgezeichnet zu werden.
Dabei diente Heptadecansatire als interner Standard.

Die Konzentrationen der einzelnen Fettsduren wurden in Prozent der gesamten freien bzw.

veresterten Fettsduren angegeben.
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2.5.3 Bestimmung der Lipidmediatoren

Zu jedem Messzeitpunkt wurden direkt vor der Blutabnahme 400 ul bei 7° C gelagertes
Indometacin 1 % (Fa. Sigma) in eine 7,5 ml EDTA-Monovette® pipettiert. Das
Indometacin als ein nichtsteroidales Antiphlogistikum (NSAID) wirkt durch Hemmung der
Cyclooxygenase, dadurch wird die weitere Synthese von Eicosanoiden in der Blutprobe
unterdriickt.

Nach der Blutentnahme wurden die Blutproben ebenfalls bei 3000 U/min in einer
Kiihlzentrifuge (Fa. Hettich) fir 10 min zentrifugiert. Das dadurch gewonnene Plasma
wurde pro Messzeitpunkt in acht 2 ml Eppendorf-Winzlinge pipettiert und anschlieend

bis zur Bestimmung der Lipidmediatoren bei —90° C gelagert.

Materialien
TXBj: EIA System RPN 220 (Biotrak, Amersham International, England)

6-keto PGF,: EIA System RPN 221 (Biotrak, Amersham International, England)
PGE;: EIA System RPN 222 (Biotrak, Amersham International, England)

Methodik

Die Messung der Lipidmediatoren TXB; 6-keto PGF, und PGE; erfolgte mittels ELISA-

Technik in der Sektion Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung der Abteilung fiir
Anésthesiologie und Intensivmedizin (Universitidt Ulm). Die Bestimmungen erfolgten nach

bereits etablierter Methodik [14].

2.5.4 Zytokin-Produktion nach ex vivo Stimulation

Fiir diese Bestimmungen wurden zu jedem Messzeitpunkt 5 ml Blut mit einer Citrat-
Monovette® entnommen.

Die Weiterverarbeitung erfolgte in einem sogenannten ex vivo-System (Hartung,
Konstanz), das aus einem Kontrollrohrchen und einem Testrohrchen bestand. Das
Testrohrchen enthielt, zusdtzlich zu der im Kontrollrohrchen enthaltenen Losung 10 pg/ml
Lipopolysaccharid (Endotoxin) als Stimulus fiir die Produktion von Zytokinen.

In jedes der beiden Rohrchen wurden pro Messzeitpunkt 1ml Citrat-Blut pipettiert. Die
beiden Rohrchen wurden anschlieBend fiir 24 h bei 37° C inkubiert. Nach 24 h Inkubation

18



2 Material und Methoden

wurden die beiden Roéhrchen fiir 10 min in einer Kiihlzentrifuge bei 3000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde pro Messzeitpunkt und Kontroll- bzw. Testrohrchen in

drei 2ml Cryo-Rohrchen pipettiert und bis zur Zytokin-Bestimmung bei —20° C gelagert.

Materialien

Reagenzien:

IL-1 B-Chemolumineszenz-Immunoassay (Fa. DPC Biermann, Bad Nauheim)

TNF-a-Chemolumineszenz-Immunoassay (Fa. DPC Biermann, Bad Nauheim)

Gerite:

Immulite-Gerét (Fa. DPC Biermann, Bad Nauheim)

Methodik

II-1 B und TNF-a, wurde mittels eines Chemolumineszenz-Immunoassay bestimmt. Die
Bestimmung dauerte ca. 60 Minuten und wurde am Immulite-Gerdt durchgefiihrt.

Die ex vivo Stimulation mittels Endotoxin fiihrt zu einer weit hheren Zytokin -
Konzentration in den Testrohrchen im Vergleich zu unstimulierten Proben, weshalb die
Testrohrchen nach dem Auftauen in einem Verhiltnis von 1 : 10 verdiinnt wurden (1 Teil

Testlosung, 9 Teile Verdiinnungslosung).

Testprinzip:

Eine Immulite- Testeinheit ist mit einem ligand-gebundenen Antikorper gegen IL-1  bzw.
TNF-a beschichtet. Patientenproben und ein zweiter enzymgebundener (Phosphatase)
monoklonaler Antikdrper werden dazugegeben. Wihrend der folgenden 30 miniitigen
Inkubation bildet sich ein ,,Sandwich-Komplex* zwischen dem vorhandenen IL-1  bzw.
TNF o und den beiden Antikérpern, welche an unterschiedlichen Epitopen des IL-1 B-
bzw. TNF-a- Molekiils binden, aus. Ungebundene Substanzen werden im néchsten Schritt,
dem Waschen, entfernt. Nun wird chemiluminescenzmarkiertes Substrat (Phosphatester)
zugegeben und zehn Minuten lang erneut inkubiert. Das Substrat wird in der Anwesenheit
des Enzyms hydrolisiert, wodurch Licht freigesetzt wird, welches im Luminometer
gemessen wird. Der mit dem Luminometer gemessene Photonenausstof3 ist proportional

zum vorhandenen IL-1 B bzw. TNF a.
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Das Immulite-System regelt automatisch die Zugabe der Reagenz, des Substrates, den

Inkubation- und Waschvorgang sowie die Messung des Photonenausstof3es.

Auswertung
Den Wert der Zytokin-Produktion erhielt man anschlieBend durch Subtraktion des

Ergebnisses des Kontrollrohrchens (ohne LPS) von dem Ergebnis des Testrohrchens (mit

LPS).

2.5.5 Funktion und Aktivierung der Granulozyten

Es wurden zu jedem Messzeitpunkt 5 ml Blut mit einer Lithium-Heparin-Monovette® und
3,5 ml Blut in einer EDTA- Monovette® abgenommen. Innerhalb von 20 min nach

Probenentnahme wurde mit dem Testansatz begonnen.

Materialien

Reagenzien:
e Bursttest®-Kit (Fa. Orpegen, Heidelberg®)

e Phagotest®-Kit (Fa. Orpegen, Heidelberg®)

e FITC-markierte Maus-IgG 1-Antikorper (Fa. Becton und Dickinson, USA)

e PE-markierte Maus-IgG 2a-Antikorper (Fa. Becton und Dickinson, USA)

e FITC-markierte monoklonale CD 64-Antikorper (Fa. Becton d Dickinson, USA)
e PE-markierte monklonale CD 14-Antikdrper (Fa. Dako, Ddnemark)

e Lyselosung (Fa. Becton und Dickinson, USA)

e PBS-Puffer (Fa. Gibco, USA)

e Ampuwa, bidestilliertes Wasser (Fa. Fresenius, Bad Homburg)

e Waschlosung fiir Antikorper-Test
Gerite:

e Fisbad mit Deckel
e Wasserbad
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e Kiihlzentrifuge (Fa. Heraeus Sepatech)
e Durchflulzytometer (Fa. Becton & Dickinson,USA)
¢ 5 ml Falcon-Einmal-Probenréhrchen (Fa. Becton & Dickinson, USA)

¢ Pipetten und Pipettenspitzen ( Fa. Eppendorf, Hamburg)

Methodik

Oxidative Burstaktivitét

Testansatz:

Die Bestimmung der oxidativen Burstaktivitit erfolgte mit Hilfe des kommerziell
erhaltlichen Bursttest® - Kits.

Dieser Test ermdglicht die quantitative Bestimmung des oxidativen Burst von Leukozyten
in heparinisiertem Vollblut.

Heparinisiertes Vollblut wurde, falls notig, mit PBS so verdiinnt, daB die
Leukozytenkonzentration 4 — 5 G/l betrug. Es wurden nun jeweils 50 ul dieses Blutes in
drei verschiedene Testrohrchen pipettiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proben mit 10 upl zweier verschiedener Stimuli fiir 10 min bei 37° C im
Wasserbad inkubiert, dabei diente das chemotaktische Peptid N-formyl-methionyl-leucyl-
Phenylalanin (fMLP, 1 mM) als physiologischer ,low stimulus“ und die opsonierten
Escherichia coli-Bakterien (1 x 10° Bakterien pro ml Suspension) als partikuldrer Stimulus.
Eine Probe ohne Stimulus diente als Negativkontrolle. Nach Stimulation produzieren
Granulozyten und Monozyten reaktive Sauerstoffmetabolite (Superoxid-Anion,
Wasserstoffperoxid). Die Bildung dieser reaktiven Sauerstoffradikale wihrend des
oxidativen Burst kann durch Zugabe und Oxidation von Dihydrorodamin 123 zu Rodamin
123 verfolgt werden. Durch die Oxidation wird das Rodaminmolekiil zur Fluoreszenz
angeregt, die wiederum spédter am Durchfluzytometer gemessen werden kann. Deshalb
wurden die Testansdtze mit 10 pl Dihydrorodamin 123 je Probe fiir weitere 10 min bei 37°
C im Wasserbad inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion und Entfernung der Erythrozyten
wurden 2 ml Lyselosung zugegeben und die Proben fiir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 min mit 250 x g bei 4° C zentrifugiert
und der Uberstand dekantiert. Nach einem Waschschritt mit Waschldsung, erneuter

Zentrifugation und Dekantierung des Uberstands wurde 100 pl Propidiumjodid zum
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AusschluB3 von Bakterien- und Zellaggregationsartefakten zu jeder Probe zugefiigt und fiir
weitere 10 min im verschlossenen Eisbad inkubiert. Die Proben mufiten im Dunkeln

inkubiert werden, weil die Propidiumjodidlosung lichtinstabil ist.

Messung:

Die Zellen wurden nun im DurchfluBzytometer bei blaugriiner Lichtanregung analysiert
(488 nm Argonlaser, FACScan'™-Software). Wihrend der Messung wurde ein
sogenanntes Live - gate im Histogramm der Rotfluoreszenz (Fluoreszenz - 2 - Kanal) auf
diejenigen Ereignisse gesezt, die mindestens den Gehalt einer diploiden Zelle besitzen.
Dies dient zum Ausschlul von von Bakterienaggregaten, welche die gleichen
Streulichteigenschaften wie Leukozyten besitzen. Pro Probe wurden 10 000 - 15 000

Leukozyten akquiriert.

Auswertung:

Ausgewertet wurde die mittlere Fluoreszensintensitdt der Zellen, und damit die Menge an
umgesetztem Substrat (Rodamin 123), was der Enzymaktivitit der einzelnen Zelle
entspricht.

Zu Beginn grenzte man in einem Rotfluoreszenz - Histogramm (Fluoreszenz - 2 —
Histogramm) die durch DNA-Férbelosung markierte Leukozyten - DNA ein, um Bakterien
und Zellaggregationsartefakte auszuschlieBen. Im néchsten Schritt wurden die
Granulozyten im Streulichtdiagramm (lin FSC gegen lin SSC) eingegrenzt. AnschlieBend
wurde deren Griinfluoreszenz im Fluoreszenz -1 - Histogramm analysiert.

Nach diesem Auswertungsverfahren wurden alle drei Testansdtze (Negativkontrolle, fMLP
- Stimulation und E. coli - Stimulation) ausgewertet.

Die mittlere Burstaktivitit der Granulozyten nach Stimulation mit fMLP erhielt man durch
Subtraktion der mittleren Griinfluoreszenzintensitdt (= Meanwert (All) im Fuoreszenz - 1 -
Histogramm) der Granulozyten der Negativkontrolle von der  mittleren

Griinfluoreszenzintensitiat des fMLP - Ansatzes.
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Ebenso erhielt man die Burstaktivitit der Granulozyten nach E. coli - Stimulation durch
Subtraktion der mittleren Griinfluoreszenzintensitit der Granulozyten der Negativkontrolle

von der mittleren Griinfluoreszenzintensitit des E. coli - Ansatzes.

Phagozytoseaktivitat

Testansatz:

Zur Bestimmung der Phagozytoseaktivitit wurde ebenfalls ein kommerziell erhéltlicher
Testkit, der Phagotest® verwendet.

Mit diesem Test ist es moglich quantitativ die Phagozytose der Leukozyten aus
heparinisiertem Vollblut zu bestimmen.

Analog zum Bursttest verdiinnte man das heparinisierte Vollblut so, dafl die
Leukozytenkonzentration 4 — 5 G/l betrug. Zwei Testansdtze mit jeweils 50 pl verdiinntem
Blut wurden fiir 10 min auf Eis inkubiert. Im néchsten Schritt wurde in beide Proben 10 pl
opsonierte, Fluoresceinthiocyanat (FITC) - markierte E. coli - Bakterien (1 x 10° Bakterien
pro ml Suspension) zugegeben. Der sogenannte Positivansatz wurde fiir 10 min bei 37° C
im Wasserbad inkubiert, die andere Probe diente als Negativkontrolle und wurde auf Eis
belassen. Die Phagozytose wurde nun durch Zugabe von 100 pl eiskalter Quenchlésung
abgestoppt. Nach zwei Waschschritten mit je 3 ml Waschlosung, darauffolgender
Zentrifugation fir 5 min mit 250 x g bei 4° C und anschlieBendem Dekantieren des
Uberstands, wurden die Erythrozyten durch Zugabe von 2 ml Lyseldsung und 20 miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur entfernt. AnschlieBend wurden die Proben flir 5 min mit
250 x g bei 4° C zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Nach einem Waschschritt mit
Waschlosung, erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand dekantiert. Darauffolgend
wurden 50 ul  Propidiumjodid zum  AusschluB  von  Bakterien- und
Zellaggregationsartefakten zu jeder Probe zugefiigt und fiir weitere 10 min im
verschlossenen Eisbad inkubiert. Die Proben mufiten im Dunkeln inkubiert werden, weil

die Propidiumjodidlosung lichtinstabil ist.

Messung:

Die Messung der Phagozytoseaktivitit erfolgte analog der Analyse der oxidativen

Burstaktivitidt im DurchfluBzytometer bei blaugriiner Lichtanregung. Nach Ausschlufl von
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von Bakterienaggregaten wurden ebenfalls 10 000 — 15 000 Leukozyten je Probe
akquiriert.

Auswertung:

Wihrend der Phagozytose kommt es zur Aufhahme von E. coli - Bakterien, welche durch
thre FITC - Markierung fluoreszieren, und damit im Histogramm der Griinfluoreszenz
(Fluoreszenz -1 - Histogramm) quantitativ erfalit werden kdnnen.

Ausgewertet wurde die mittlere Fluoreszensintensitdt der Zellen, was wiederum der Menge
der aufgenommenen Bakterien pro Zelle entspricht.

Zu Beginn grenzte man in einem Fluoreszenz - 2 - Histogramm die durch DNA -
Féarbelosung  markierte  Leukozyten - DNA  ein, um  Bakterien- und
Zellaggregationsartefakte auszuschlieBen. Im néchsten Schritt wurden die Granulozyten im
Streulichtdiagramm (lin FSC gegen lin SSC) eingegrenzt. AnschlieBend wurde deren
Griinfluoreszenz im Fluoreszenz - 1 - Histogramm analysiert. Nach diesem
Auswertungsverfahren wurden beide Testansédtze (0° C - Ansatz und 37° C - Ansatz)

ausgewertet.

Die mittlere Phagozytoseaktivitit der Granulozyten erhielt man durch Subtraktion der
mittleren Griinfluoreszenzintensitit (= Meanwert (ALL) im Fluoreszenz - 1 - Histogramm)
der Granulozyten in der Negativkontrolle von der mittleren Griinfluoreszenzintensitét des

Positivansatzes (37° C - Ansatz).

Expression von CD 64 auf polymorphnukledren Granulozyten (PMN)

Testansatz:

Im ersten Schritt wurden jeweils 5 pl Antikdrperlésung wie folgt in die einzelnen
Testrohrchen vorgelegt:

e Rohrchen 1: keine Antikdrper => Negativkontrolle

e Rohrchen 2: anti-IgG 1-FITC, anti-IgG 2a-PE

e Rohrchen 3: anti-CD64-FITC, anti-CD14-PE

Nach Zugabe von je 100 ul EDTA - Blut wurden die Rohrchen fiir 25 min auf Eis
inkubiert, um eine Bindung der monoklonalen Antikorper an die Rezeptoren der Zellen zu

erreichen. Anschlieend wurden die Erythrozyten durch Zugabe von je 1 ml 10 % FACS™
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- Lyse - Losung und 10 miniitiger Inkubation auf Eis entfernt. Im nichsten Schritt wurden
die Ansiitze fiir 5 min mit 1000 Umdrehungen/min bei 4° C zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und die Rohrchen mit jeweils 2 ml Waschlosung aufgefiillt. Nach zweimaliger
Wiederholung dieses Waschschrittes und anschlieBender Zugabe von 400 pl PBS-Puffer

wurden die Proben schlieSlich am Durchflulzytometer gemessen.

Messung:
Im Messprotokoll wurden im Streulichtdiagramm (lin FSC gegen lin SSC) die Ereignisse

eingegrenzt, die den Leukozyten entsprachen, um sonstige Aggregationsartefakte

auszuschlieBen. Es wurden je 10 000 - 15 000 Leukozyten pro Testansatz akquiriert.

Auswertung:

Im Streulichtdiagramm der Negativkontrolle wurden die einzelnen
Leukozytenpopulationen markiert. Diese Einstellungen wurden fiir die weitere Auswertung
beibehalten. Zur weiteren Auswertung wurde ein sogenanntes dot - plot - Diagramm
verwendet, in dem die Rotfluoreszenz (Fluoreszenz - 2 - Kanal) gegen die Griinfluoreszenz
(Fluoreszenz - 1 - Kanal) aufgetragen wurde, d.h. die mittlere Fluoreszenzintensitét der
FITC - markierten CD64 - positiven Zellen konnte auf der Abszisse abgelesen werden. Die
durchschnittliche Expression von CD64 auf Granulozyten erhielt man schlielich durch
Subtraktion der mittleren Fluoreszenzintensitét (auf der Abszisse) der Granulozyten im
Isotyp - Ansatz von der mittleren Fluoreszenzintensitit (auf der Abszisse) der

Granulozyten im CD64/14 - Ansatz.

2.6 Dokumentation

2.6.1 Patientendaten

In einem Dokumentationsbogen wurden die Grunddaten der Patienten wie folgt
aufgenommen:

e Name, Vorname, Geburtsdatum, Grof3e und Gewicht des Patienten

e Diagnose

e AusschluB3kriterien

e Vorerkrankungen
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Medikation

Operationen, OP-Datum

Dauer des Klinikaufenthalts und Dauer des Aufenthalts auf Intensivstation, sowie Tage
mit Beatmung

Organversagen, besondere Ereignisse

Entlassdatum und Diagnosen bei Entlassung

2.6.2 Klinische Daten

Zusitzlich zu den Grunddaten der einzelnen Patienten wurden zu jedem Messzeitpunkt

verschieden klinische Daten in einem Dokumentationsbogen aufgenommen:

Mittlerer arterieller Druck (Minimum und Maximum) in mmHg

Herzfrequenz (Minimum und Maximum) in 1/min

Korpertemperatur (Minimum und Maximum) in ° Celsius

Beatmung ja/nein

Inspiratorische Sauerstoftkonzentration (Minimum und Maximum) in Liter

Atemfrequenz (Minimum und Maximum) in 1/min und Atemminutenvolumen
(Minimum und Maximum) in ml /min

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) I1-Score[62]

Katecholamine ja/nein

Blutverlust in ml

Menge an verabreichten Erythrozytenkonzentraten und Kolloiden

Besondere Ereignisse und besondere Medikation

2.6.3 Routinelaborwerte und Mikrobiologie

In diesem Bogen wurden die unter 2.5.1 aufgefiihrten Routinelaborparameter und die

mikrobiologischen Befunde des Patienten zu jedem Messzeitpunkt dokumentiert.
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2.7 Statistik

Zum Vergleich der beiden Behandlungsgrupppen miteinander wurde der Mann-Whitney
U-Test angewandt. Verldufe innerhalb der Gruppen wurden mit dem Wilcoxon-Rang-Test
bestimmt. Der klinische Verlauf der beiden Behandlungsgruppen, wie z.B.
Krankenhausaufenthaltsdauer, sowie das Auftreten von Komplikationen wurde mittels dem
Fisher’s Exact Test miteinander verglichen. Ab p<0.05 wurden Differenzen als statistisch
signifikant akzeptiert. In Tabellen sind die Werte als Median, sowie Minimum und
Maximum angegeben. Die Abbildungen sind als Box-Plot (Median, 25%- und 75 %-

Perzentile, sowie Minimum und Maximum) présentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographische Daten

Von den insgesamt 34 in die Studie aufgenommenen Patienten galten vier als so genannte
Drop outs, d.h. nach initialer Aufnahme konnte die geplante total parenterale Erndhrung
(TPE) nicht durchgefiihrt werden. Vor Beginn der geplanten TPE traten bei drei dieser
Patienten Triglyzeridspiegel grofer als 3 mmol/l und bei einem Patienten deutlich erhdhte
Transaminasen im Serum auf, weshalb diese Patienten aus der Studie ausgeschlossen
wurden.

Somit kamen insgesamt 30 Patienten in die Auswertung, wovon bei 29 Patienten die
geplante Therapie vollstindig durchgefiihrt werden konnte. Bei einem Patienten der
Sojadl-Gruppe musste die Therapie am fiinften postoperativen Tag abgebrochen werden,
da dieser Patient einen katecholaminpflichtigen septischen Schock entwickelte. Der Patient
wurde allerdings als sog. Intention to treat bezeichnet und in die Auswertung mit
aufgenommen, da er die Therapie an vier der geplanten fiinf Tagen erhalten hatte.

Die Entblindung der Studie ergab sechzehn Patienten in der Sojadl- Gruppe und vierzehn
Patienten in der Fischol-Gruppe, wobei sich die beiden Gruppen hinsichtlich
demographischer Daten nicht signifikant unterschieden (siche Tabelle 3). Das Alter lag in
der Sojadl-Gruppe im Median bei 56 und in der Fischol-Gruppe bei 64 Jahren (p=0,07);
auch hinsichtlich des Body mass indexes (p=0,24) und der Geschlechterverteilung gab es
keine signifikanten Unterschiede. Der APACHE II-Score, der als Klassifikationssystem
zur Prognoseabschitzung unter Beriicksichtigung von akuten Funktionsstorungen, Alter
und vorbestehendem Gesundheitszustand dient, zeigte am Tag der Studienaufnahme
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen (p=0,15).
In der Sojadl-Gruppe wurden neun Patienten oesophagektomiert und sieben gastrektomiert,
in der der Fischol-Gruppe sechs Patienten oesophagektomiert und acht gastrektomiert.
Dabei zeigten sich keine signifikante Unterschiede in der Operations-Dauer (p=0,49), die
in der Sojadl-Gruppe im Median bei 480 (270-720) und in der Fisch6l-Gruppe bei 435
(220-660) Minuten lag.

Der folgenden Tabelle sind die wesentlichen demographischen Daten der beiden

Studiengruppen zu entnehmen.
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Tabelle 3:Demographische Daten, dargestellt als absolute Zahlen bzw. Mediane, sowie

Minima und Maxima; MZP-1 = Messzeitpunkt -1 = 1 Tag pridoperativ, p=Signifikanz

Patienten Sojaél-Gruppe (SO) Fischol-Gruppe (FO) P
Anzahl 16 14
Geschlecht (3/9) 14/2 10/4
Alter (Jahre) 56 (30-77) 64 (56-77) 0,1
Body mass index 29 (18-32) 24 (22-34) 0,2
APACHE 11 (MZP-1) 5(0-10) 5,5(3-8) 0,2
Operation

Oesophagusresektion 9 6

Gastrektomie 7 8

OP-Dauer (min) 480 (270-720) 435 (220-660) 0,5

Die Studienmedikation wurde von allen Patienten sehr gut vertragen und es traten keinerlei

Nebenwirkungen auf.

3.2 Plasmafettsauren-Profil

3.2.1 Veresterte Fettsduren

In der nachfolgenden Tabelle sind die Zusammensetzungen der veresterten
Plasmafettsduren der Sojadl (SO)- und der Fischdl (FO)-Gruppe zum Zeitpunkt der

Studienaufnahme, sowie am ersten, fiinften und siebten postoperativen Tag dargestellt.
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Tabelle 4: Plasmafettsduren-Profil (veresterte FS), dargestellt als Mediane; MZP =

Messzeitpunkt, + p<0,05, # p<0,005, * p<0,0005 im Vergleich zwischen den beiden

Behandlungsgruppen
Sojadl-Gruppe (SO) Fischol-Gruppe (FO)
MZP -1 1 5 7 -1 1 5 7
Palmitinsdure Cl6:0 26,65 28,85 24,00 24,60 27,45 28,65 25,00 25,00
Stearinsdure Cl18:0 7,40 6,65 8,30+ 8,60 7,25 6,80 9,15+ 935
Linolséure Cl8:2w-6 23,75 22,35 2480# 2560# 2230 21,60 23,05# 22,70 #
Linolenséure Cl18:3 »-3 0,45 - 1,25 1,40 0,40 - 0,90 0,85
Arachidonsdure C20:4 w-6 5,10 5,65 4,30 4,00 4,85 5,35 4,35 4,30
Eicosapentaensiiure C20: 5 -3 0,40 ; 025*  030% 030 ; 1,90 % 2,00 %
Docosahexaensdure C22: 6 ©-3 1,10 1,15 090%* 080 % 0095 1,10 1,60%  1,75%

Zum Zeitpunkt der Studienaufnahme (Messzeitpunkt (MZP) -1) zeigt das Plasma-Profil an
veresterten FS erwartungsgemal keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Studiengruppen.

Der operative Eingriff fiihrte zu charakteristischen Verdanderungen der einzelnen
Phospholipid-Konzentrationen am ersten postoperativen Tag (MZP 1). Diese Verdnderung,
wie beispielsweise ein signifikanter Abfall der Eicosapentaensédure (EPA)- und

Linolensdure-Konzentration, zeigten sich sowohl in der SO-, als auch in der FO-Gruppe.

30



2 Ergebnisse

EICOSAPENTAENSALURE
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Abbildung 2: Verlauf von Eicosapentaensiure in der Lipovends® (SO)- bzw. Omegaven®
(FO)-Gruppe in Prozent der Gesamtfettsduren, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und
75%-Quartile, sowie Minima und Maxima); # p<0,0005 im Vergleich zwischen den beiden

Behandlungsgruppen
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DOCOSAHERXAENSAURE
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Abbildung 3: Verlauf von Docosahexaensiure in der Lipovends® (SO)- bzw. Omegaven®
(FO)-Gruppe in Prozent der Gesamtfettsduren, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und
75%-Quartile, sowie Minima und Maxima); # p<0,00001 im Vergleich zwischen den
beiden Behandlungsgruppen

Nachdem die TPE mit Lipovends® bzw. Omegaven®™ am zweiten postoperativen Tag
begonnen wurde, kam es bereits nach einer dreitdgigen Therapiedauer am fiinften
postoperativen Tag (MZP 5) zu deutlichen Modifikationen der
Plasmalipidzusammensetzung beider Gruppen, wobei sich Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen aufzeigten. In der FO-Gruppe kam es sowohl am fiinften als auch am
siebten postoperativen Tag zu einem signifikanten Anstieg der beiden w-3-Fettsduren EPA
und Docosahexaensdure (DHA) im Vergleich zur SO-Gruppe (p<0,0005). Zwischen den
beiden Gruppen zeigten sich am flinften und siebten postoperativen Tag ebenfalls
signifikant unterschiedliche Konzentration an Linolséure, der Muttersubstanz der ®-6-

Fettsdauren (p<0,005).
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3.2.2 Freie Fettsauren

Zusétzlich zu den veresterten Fettsduren wurden zu jedem Messzeitpunkt die freien
unveresterten Fettsduren im Plasma bestimmt. Dabei zeigte sich in der SO-Gruppe im
Gegensatz zur FO-Gruppe dhnlich wie bei den veresterten Fettsduren am dritten und
fiinften Tag nach Beginn der TPE ein signifikanter Anstieg der Linolséure (p<0,03). Die
Linolséure stellt die Muttersubstanz der ©-6-FS dar und ist in der Lipovends®- hoher
konzentriert als in der Omegaven®-Fettlosung. Des Weiteren konnten wir bei den mit
Fischol erndhrten Patienten im Gegensatz zu den mit Sojabohnendl erndhrten Patienten
signifikant hohere Spiegel an Docosahexaensédure beobachten (p<0,05). Der Gehalt an
DHA stieg in der Fischdl-Gruppe auf 0,9 % am fiinften bzw. 1,7 % am siebten
postoperativen Tag an. In der Sojadl-Gruppe war am flinften und siebten postoperativen
Tag keine freie DHA im Plasma nachweisbar. Im Gegensatz zur veresterten EPA konnte
weder in der SO- noch in der FO-Gruppe an den letzten beiden Messzeitpunkten der
Gehalt an freier EPA nachgewiesen werden.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Zusammensetzungen der freien Plasmafettsduren der
Sojadl (SO)- und der Fischol (FO)-Gruppe zum Zeitpunkt der Studienaufnahme, sowie am

ersten, fiinften und siebten postoperativen Tag dargestellt.

Tabelle 5: Plasmafettsduren-Profil (freie FS), dargestellt als Mediane; MZP =

Messzeitpunkt, + p<0,03, * p<0,05 im Vergleich zwischen den beiden

Behandlungsgruppen
Sojadl-Gruppe (SO) Fischol-Gruppe (FO)
MZP -1 1 5 7 -1 1 5 7
Palmitinsdure Cl16:0 30,10 29,60 27,40+ 30,10 31,70 28,60 30,30+ 29,600
Stearinsdure Cl18:0 10,90 8,70 10,40 11,80 10,90 8,50 11,10 10,70
Linolsdure Cl18:2 w-6 12,00 11,90 21,10+ 21,20+ 11,80 11,60 19,10+ 20,00+
Linolenséure Cl18:3 »-3
Arachidonsdure C20:4 ©-6 1,70 1,30 2,60 2,30 1,50 1,60 2,50 2,80
Eicosapentaensdure C20:5 »-3 - -
Docosahexaensdure C22:6 m-3 0,60 * * 0,20 0,40 090% 1,70 %
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3.3 Konzentration der Lipidmediatoren im Serum

Zu jedem Messzeitpunkt wurden die Konzentrationen von Prostaglandin E;, Thromboxan
B,, sowie 6-keto Prostaglandin F, im Serum mittels ELISA bestimmt. Dabei zeigte sich
zu keinem der Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Behandlungsgruppen.

3.3.1 Thromboxan B,

Die TXB;-Spiegel fielen postoperativ in beiden Gruppen ab, wobei sich diese
postoperative Reduktion im Vergleich zum préoperativen MZP -1 nur in der FO-Gruppe zu

allen Messzeitpunkten als signifikant herausstellte.

THROMBORAN B,
Lipowends Omegaven
2650 n=16 . n=14
300
250
[+ ]
200
E o
pan)
= 180
L+ ]
100 0
) § g
D i
-1 1 a 7 -1 1 4 7
Messzeitpunkt

Abbildung 4: Verlauf von Thromboxan B, in der Lipovends® (SO)- bzw. Omegaven®

FO)-Gruppe in pg/ml, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-Quartile, sowie
( ppe in pg g p

Minima und Maxima); © p<0,008 bzw. [ ] p<0,03 im Vergleich zum pridoperativen

Messzeitpunkt -1
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3.4.1 6-keto Prostaglandin F,

Fiir 6-keto PGF,,, der aktive Metabolit von Prostazyklin, zeigten sich sowohl zwischen
den beiden Behandlungsgruppen als auch innerhalb der einzelnen Gruppen keine
Signifikanzen auf. In den beiden Verldufen fiir SO und FO lisst sich jedoch ein

postoperativer Abfall der 6-keto PGF,,-Spiegel erkennen.
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Abbildung 5: Verlauf von 6-keto Prostaglandin Fy, in der Lipovends® (SO)- bzw.
Omegaven® (FO)-Gruppe in pg/ml, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-

Quartile, sowie Minima und Maxima)

3.3.3 Prostaglandin E;

In beiden Behandlungsgruppen kam es postoperativ zu einem signifikanten Anstieg der
PGE,-Spiegel im Serum, d.h. die PGE,-Spiegel am préoperativen Tag zeigten im
Vergleich mit dem ersten, fiinften und siebten postoperativen Tag einen signifikanten

Anstieg in beiden Gruppen. Der Vergleich der PGE,-Spiegel an MZP5 mit denen an
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MZP7, dem fiinften Tag der TPE, zeigten im Gegensatz zur FO-Gruppe lediglich in der
SO-Gruppe einen signifikanten Anstieg.
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Abbildung 6: Verlauf von Prostaglandin E, in der Lipovends® (SO)- bzw. Omegaven®
(FO)-Gruppe in pg/ml, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-Quartile, sowie
Minima und Maxima); + p<0,05 im Vergleich Messzeitpunkt 5

3.4 Zytokin-Produktion nach ex vivo-Stimulation

Zu allen vier Messzeitpunkten wurden die nach Stimulation mit Endotoxin freigesetzten
Zytokine Interleukin-1p und Tumor-Nekrose-Faktor-o bestimmt. Auch hierbei zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen der SO- und der FO-Gruppe. Allerdings zeigten
sich innerhalb der Gruppen signifikante Unterschiede im Vergleich der verschiedenen

Messzeitpunkte.
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3.4.1 Interleukin-18

Im Vergleich zum priaoperativen Messzeitpunkt -1 waren die postoperativen
Konzentrationen an freigesetztem IL-1p sowohl in der SO- als auch in der FO-Gruppe
signifikant erniedrigt. Vom ersten postoperativen zum fiinften postoperativen Tag, dem
dritten Tag der TPN kam es in keiner der beiden Gruppen zu einer signifikanten
Veranderung der IL-1B-Produktion. In der SO-Gruppe zeigte sich allerdings im Gegensatz
zur FO-Gruppe im Verlauf der letzten beiden Messzeitpunkte, also MZP5 und MZP7, ein
signifikanter Anstieg der Produktion von IL-1 . Am fiinften Tag der TPN (MZP7) ergab
sich fiir IL-1p eine ex vivo-Produktion im Median von 2335 pg/ml in der SO-Gruppe und
von 1618 pg/ml in der FO-Gruppe. Somit konnte in der Lipovends-Gruppe ein rascherer

Wiederanstieg der postoperativ reduzierten IL-1B-Freisetzung beobachtet werden.
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Abbildung 7: Verlauf von Interleukin-1p in der Lipovenss® (SO)- bzw. Omegaven® (FO)-
Gruppe in pg/ml, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-Quartile, sowie Minima
und Maxima); + p<0,05 im Vergleich zu Messzeitpunkt 5
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3.4.2 Tumor-Nekrose-Faktor-a

Fir TNF-a zeigte sich gegeniiber dem priaoperativen Messzeitpunkt postoperativ ein
dhnlicher Verlauf wie fiir IL-1pB — in beiden Gruppen wurde postoperativ eine signifikant
reduzierte ex vivo-Produktion von TNF-a beobachtet. In der SO-Gruppe kam es zu einem

rascheren im Vergleich zur FO-Gruppe signifikanten Wiederanstieg der TNF-o-

Freisetzung.
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Abbildung 8: Verlauf von Tumor-Nekrose-Faktor-a in der Lipovends® (SO)- bzw.
Omegaven” (FO)-Gruppe in pg/ml, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-

Quartile, sowie Minima und Maxima); * p<0,01 im Vergleich zu Messzeitpunkt 1
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3.5 C-reaktives Protein

Im Rahmen der Bestimmung der Routine-Laborwerte fithrten wir auch die Messung des C-
reaktiven Proteins durch. Dieser Parameter wird im klinischen Alltag als Marker fiir
Entziindungsreaktionen verwendet.

Dabei zeigte sich dhnlich der ex vivo bestimmten Zytokine IL-1p und TNF-a zu keinem
der Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Behandlungsgruppen. Im Verlauf ergab sich allerdings innerhalb der beiden Gruppen im
Vergleich zum praoperativen Messzeitpunkt -1 zu allen postoperativen Messzeitpunkten
ein signifikanter Anstieg des CRP. Lediglich in der FO-Gruppe kam es vom fiinften zum
siebten postoperativen Tag zu einem signifikanten Abfall (p<0,05) des CRP.
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Abbildung 9: Verlauf des C-reaktiven Proteins in der Lipovends® (SO)- bzw. Omegaven®
(FO)-Gruppe in mg/ml, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-Quartile, sowie

Minima und Maxima); + p<0,05 im Vergleich zu Messzeitpunkt 5
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3.6 Funktion und Aktivierung der Granulozyten

Aufgrund diverser methodischer Probleme zu Beginn der Studie fehlen in der SO-Gruppe
bei zwei Patienten und in der FO-Gruppe bei einem Patienten die Werte fiir die
Burstaktivitit und die Expression von CD64. Bei jeweils einem Patienten je Gruppe fehlen
ebenfalls aufgrund der oben genannten Schwierigkeiten die Werte fiir die

Phagozytosefdhigkeit.

3.6.1 PMN-Funktion

Die Granulozytenfunktion wurde einerseits anhand der Bestimmung der Burstaktivitét der
Granulozyten, d.h. anhand der Sauerstoffradikal-Bildung nach Stimulation mit Escherichia
coli-Bakterien und andererseits mittels der Bestimmung der Phagozytosefahigkeit der

Granulozyten ermittelt.

Fiir die Burstaktivitét, dargestellt als mittlere Fluoreszenzintensitit der Zellen (Mnl),
zeigten sich zu allen vier Messzeitpunkten deutlich hohere Werte in der FO-Gruppe im
Vergleich zur SO-Gruppe, allerdings ergab sich ausschlieBlich fiir den ersten
postoperativen Tag ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p<0,01).
Vor allen Dingen konnte durch die unterschiedliche Fett-Therapie keine signifikant
differente Sauerstoffradikalbildung nachgewiesen werden.

Postoperativ kam es sowohl in der Lipovends- als auch in der Omegaven-Gruppe im
Vergleich zum priaoperativen Ausgangswert zu einer Reduktion der Burstaktivitit. Im
postoperativen Verlauf zeigte sich in der FO-Gruppe im Gegensatz zur SO-Gruppe eine
signifikante Abnahme der Sauerstoffradikalbildung vom ersten postoperativen zum
flinften, sowie siebten postoperativen Tag (p<0,05). Die Burstaktivitét erreichte in der
Omegaven-Gruppe einen Tag nach dem operativen Eingriff eine mittlere
Fluoreszensintensitét von 128 Mnl und fiel anschliefend am fiinften postoperativen Tag
auf 84,06 Mnl und am siebten Tag nach OP auf 80,37Mnl ab. In der SO-Gruppe zeigte
sich an den letzten beiden Messzeitpunkten zwar ebenfalls eine Einschrankung der

Burstaktivitit im Vergleich zum ersten postoperativen Tag, allerdings ohne Signifikanz.
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Abbildung 10: Verlauf der mittleren oxidativen Burstaktivitit der neutrophilen
Granulozyten (PMN)in der Lipovenss® (SO)- bzw. Omegaven® (FO)-Gruppe, dargestellt

als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-Quartile, sowie Minima und Maxima); Mnl=mittlere

Fluoreszenzintensitit, * p<0,05 im Vergleich zu Messzeitpunkt 1

Die Phagozytosefdhigkeit wurde anhand der aufgenommenen fluoreszenzmarkierten
Escherichia coli-Bakterien ermittelt und als mittlere Fluoreszenzintensitit der PMN
angegeben. Dabei zeigte sich zu keinem der Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Behandlungsgruppen. Allerdings konnte wiederum zwischen den
einzelnen Messzeitpunkten signifikant unterschiedliche Verlaufe innerhalb der beiden
Guppen beobachtet werden.

Im Anschluss an den operativen Eingriff kam es in beiden Gruppen zu einem signifikanten
Abfall der Phagozytoseleistung. Anschlieend zeigte sich am fiinften postoperativen Tag
wieder eine Verbesserung der Phagozytosefdhigkeit der PMN, die sich jedoch nur in der
SO-Gruppe als signifikant herausstellte (p<0,008) und somit an eine frithere Erholung der
Phagozytosefahigkeit in der Lipovends-Gruppe denken ldsst.
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Abbildung 11: Verlauf der Phagozytosefahigkeit der neutrophilen Granulozyten (PMN) in
der Lipovends® (SO)- bzw. Omegaven® (FO)-Gruppe, dargestellt als Boxplots (Mediane,

25-und 75%-Quartile, sowie Minima und Maxima); Mnl=mittlere Fluoreszenzintensitét, *

p<0,008 im Vergleich zu Messzeitpunkt 1

3.6.2 PMN-Aktivierung

Zur Ermittlung der Aktivierung von Granulozyten wurde die Expression des Fcy-Rezeptors
Typ I (CD64) auf der Zelloberfldche bestimmt und ebenfalls als mittlere

Fluoreszenzintensitdt (Mnl) angegeben.
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Abbildung 12: Verlauf der Expession von CD64 auf neutrophilen Granulozyten (PMN) in
der Lipovenss® (SO)- bzw. Omegaven® (FO)-Gruppe, dargestellt als Boxplots (Mediane,

25- und 75%-Quartile, sowie Minima und Maxima); Mnl=mittlere Fluoreszenzintensitit, ©

p<0,003 im Vergleich zu Messzeitpunkt 1

Auch hierbei zeigte sich zu keinem der Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Behandlungsgruppen. Sowohl in der SO- als auch in der FO-Gruppe
stieg die CD64-Expression postoperativ signifikant an (p<0,05), um sich anschlieBend im

weiteren postoperativen Verlauf wieder den pridoperativen Ausgangswerten zu nahern.

3.7 Klinischer Verlauf

Anhand eines Dokumentationsbogens wurden verschiedene klinische Werte sowie
mikrobiologische Befunde erfasst und ausgewertet. Die klinischen Daten sind der Tabelle

6 zu entnehmen.
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Tabelle 6: Klinischer Verlauf der Sojadl- bzw. Fischol-Gruppe, dargestellt als absolute

Zahlen bzw. Mediane, sowie Minima und Maxima; p = Signifikanzbereich

Parameter Sojaél-Gruppe (SO) Fischol-Gruppe (FO) p
Infektionen 5 3 0,71

Pulmonale Infektionen 3 3 1,00

Wundinfekte 3 2 1,00

Positive Blutkulturen 3 2 1,00
Sepsis 4 2 0,67
Mortalitit 2 1 1,00
Beatmungsdauer 1,5 (0-41) 1 (0-43) 0,36
Intensivliegedauer 5,5 (0-56) 2 (0-43) 0,28
Krankenhausaufenthaltsdauer 23 (13-56) 19 (12-56) 0,29

Der APACHE II-Score, als allgemein gebrauchliches Dokumentationssystem zur
Prognoseabschitzung von Intensivpatienten war in den beiden Behandlungsgruppe im

Verlauf nicht verschieden (siche Abb. 13).
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Abbildung 13: Verlauf des APACHE II-Scores in der Lipovenss® (SO)- bzw. Omegaven®
(FO)-Gruppe, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-Quartile, sowie Minima und

Maxima

Infektionen traten bei finf von sechzehn (31 %) in der Lipovends®- und bei drei von
vierzehn (21 %) Patienten in der Omegaven”-Gruppe auf. Die Inzidenz von septischen
Komplikationen in dieser Studie betrug insgesamt 20%, wobei 14% (2/14 Pat.) der
Fischol-Patienten und 25% (4/16 Pat.) der Sojabohnenél-Patienten an einer Sepsis
erkrankten (Tab. 3).

Insgesamt betrug die Intensivliegedauer im Median 5.5 bzw. 2 Tage und die
Krankenhausaufenthaltsdauer 23 bzw. 19 Tage in der SO- bzw. FO-Gruppe. Diese
klinischen Daten zeigen eine Tendenz zu einem besseren klinischen Verlauf in der
Omegaven®-Gruppe, ohne jedoch in der statistischen Auswertung einen signifikanten
Unterschied zu ergeben.

In der untersuchten Patientenpopulation betrug die Mortalitit insgesamt 10% (3 von 30
Patienten). Bei den Patienten, die nur Lipovends® in der TPN erhielten betrug die

Mortalitit 12.5% (2/16). Diese Rate war in der Omegaven®-Gruppe nicht signifikant
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niedriger. In dieser Gruppe verstarb einer von vierzehn Patienten (7%). Die Todesursachen

waren Sepsis, sowie Multiorganversagen.

3.8 Gerinnungsfunktion

Die Gerinnungsfunktion wurde anhand der im Routinelabor gemessenen Prothrombinzeit
(Quick-Wert) und partiellen Thrombinzeit (PTT) bestimmt.

Die préoperativen Ausgangswerte von Quick (SO: 99% vs. FO 100%) und PTT (SO: 29.5
s vs. FO: 30 s) waren in beiden Behandlungsgruppen vergleichbar, und es zeigte sich auch
im weiteren postoperativen Verlauf kein signifikanter Unterschied zwischen der
Lipovends”- und der Omegaven®-Gruppe.

Erwartungsgemif3 kam es im Anschluss an den operativen Eingriff in beiden Gruppen zu
einer signifikanten Reduktion des Quick-Wertes (SO: 72% vs. FO: 78% im Median) und
einer signifikanten Verldngerung der PTT (SO: 42 s vs. FO: 38,5 s im Median) (p<0,05).
Anschliefend erholte sich die Gerinnungsfunktion im weiteren Verlauf, um sich

schlieBlich am siebten postoperativen Tag wieder den Ausgangswerten anzunédhern.
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Abbildung 14: Verlauf der Prothrombinzeit in der Lipovends® (SO)- bzw. Omegaven®
(FO)-Gruppe in Prozent, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-Quartile, sowie

Minima und Maxima)
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Abbildung 15: Verlauf der partiellen Thromboplastinzeit in der Lipovends® (SO)- bzw.
Omegaven® (FO)-Gruppe in Prozent, dargestellt als Boxplots (Mediane, 25- und 75%-

Quartile, sowie Minima und Maxima)
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Doppelblindstudie galt es, den Einfluss einer mit ®-3-
Fettsduren angereicherten total parenteralen Erndhrung (TPE) auf das Immunsystem und
den postoperativen klinischen Verlauf bei Patienten nach einem groflen
abdominalchirugischen Eingriff zu untersuchen. Durch die Supplementierung der
parenteralen Erndhrung mit o-3-Fettsduren (w-3-FS) konnte die perioperativ gestorte
Immunantwort moglicherweise beeinflusst werden. Zahlreiche klinische und
experimentelle  Studien untersuchten diese perioperativen Verdnderungen des
Immunsystems [25, 30, 58]. Die Verletzung von Gewebe fiihrt zu einer Freisetzung von
verschiedenen Faktoren, die zur Aktivierung des Monozyten/Makrophagen-Systems fiihrt.
Dadurch freigesetzte proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1B (IL-1B), Tumor-
Nekrose-Faktor-o.  (TNF-a), sowie Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8),
stimulieren wiederum andere Zellen des Immunsystems, was in einer Freisetzung weitere
Entziindungsmediatoren, wie z.B. Prostaglandin E, (PGE,) resultiert [2, 30, 37]. Diese
zuerst einsetzenden sinnvollen Reparaturprozesse konnen in Abhéngigkeit von der
Schwere des operativen Eingriffs in unkontrollierte Reaktionen des Immunsystems
iibergehen. UberschieBende Reaktionen konnen zu Imbalancen zwischen pro- und
antiinflammatorischen Mediatoren filhren und somit in ein ,.systemic inflammatory
response syndrome* (SIRS) und schlieBlich in einem Multiorganversagen miinden [9, 10,
101]. So ist bekannt, dass eine tliberschieBende Produktion proinflammatorischer Zytokine
eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des SIRS und des Multiorganversagens spielt
[68]. Neben dieser proinflammatorischen Immunantwort verfiigt der Korper auch {iber eine
antiinflammatorische Antwort. Als so genannte antiinflammatorische Zytokine werden z.
B. IL-4, IL-10, sowie IL-13 und Transforming-Growth-Factor-p (TGF-§) bezeichnet, deren
Freisetzung zu einer Unterdriickung der T- und B-Lymphozyten- Aktivitdt fiihrt und
schlieBlich als iiberschiefende Reaktion in einem ,compensatory anti-inflammatory
responce syndrome® (CARS) resultieren kann [2, 9, 30]. Manifestiert sich dieses CARS
besonders schwer, so spricht man von Anergie, und es besteht ein deutlich erhdhtes Risiko

fir das Auftreten von Infektionen. Fiir einen optimalen Krankheitsverlauf und eine
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schnelle Genesung ist es somit besonders wichtig die Balance zwischen pro- und

antiinflammatorischen Reaktionen aufrecht zu erhalten.

4.1 Immunfunktion und operativer Stress

Bei chirurgischen Patienten resultiert der operative Eingriff zunédchst in einer
Unterdriickung der zelluliren Abwehrfunktion und einer gesteigerten systemischen
Entziindungsreaktion. Operativer Stress fiihrt zu einer verminderten Phagozytosefdahigkeit
und zur Supprimierung der oxidativen Burstaktivitdt neutrophiler Granulozyten, sowie zu
einer Abnahme der Lymphozytenzahl und- funktion [25]. Des Weiteren zeigt sich im
Anschluss an den operativen Eingriff eine Konzentrationszunahme  des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10, sowie eine Suppression der Endotoxin-induzierten
TNF-o-Produktion [58, 92].

Diese Beobachtungen konnte in der vorliegenden Studie bestétigt werden: Am ersten
postoperativen Tag zeigte sich eine deutlich gesteigerte Entziindungsreaktion mit einer
Konzentrations-Erhéhung von PGE,; und einem Anstieg des C-reaktiven Proteins, einem
wichtigen Akut-Phase-Protein. Ferner kam es zu einer Zunahme der Leukozytenzahl sowie
der Granulozytenaktivitét, festgemacht an der Expression von CD64. Die Supprimierung
der zelluliren Abwehrfunktion offenbarte sich in einer gegeniiber dem pridoperativen
Messzeitpunkt reduzierten Granulozytenfunktion mit verminderter Phagozytosefdhigkeit
und Burstaktivitét, sowie einer herabgesetzten Endotoxin induzierten IL-1B- und —TNF-a-
Produktion.

Die postoperative Unterdriickung der zelluldren Immunfunktion wird vor allem dem in
hohen Konzentrationen immunsuppressiv wirkenden PGE, zugeschrieben [2, 30].
Systemische Entziindungsreaktionen konnen durch Lipidmediatoren der -6-Familie
verstarkt werden, indem vermehrt proinflammatorische Mediatoren wie Leukotrien B4 und
Leukotrien C,4 gebildet werden.

Die Steuerung der inflammatorischen Prozesse ist somit eng mit dem Metabolismus der
Lipidmediatoren verkniipft. Die oben genannten Eicosanoide sind Oxygenationsprodukte
der ®-6-FS, vor allen Dingen der Arachidonsdure. Allerdings existieren neben den
proinflammatorischen ®-6-FS die sogenannten ®-3-FS, wie Eicosapentaensdure (EPA) und

Docosahexaensdure (DHA). Die Supplementierung der Erndhrung mit -3-FS, fiihrt dazu,
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dass AA und EPA um die Enzyme der Lipidmediatorsynthese konkurrieren und vermehrt
Eicosanoide aus ®-3-FS gebildet werden, die weniger proinflammatorische und
immunsuppressive Eigenschaften besitzen [63, 64].Dieses Phidnomen stellt den

therapeutischen Ansatz der w-3-Lipid-Therapie dar.

4.2 Plasmafettsauren Profil

Viele Studien wéhlten den enteralen Weg, die ®-3-FS {iiber einen ldngeren Zeitraum
zuzufithren [48, 108]. Dieser Einsatz der didtetischen ®-3-FS hatte dabei allenfalls
dauerprophylaktische Indikation ohne die Perspektive eines akut-immunmodulierenden
Ansatzes. Denn im Rahmen der enteralen Zufuhr wird nur ein geringer Prozentsatz der
inkorporierten EPA und DHA am Ort der Entziindungsreaktion in den fiir die
Mediatorsynthese relevanten Pool der freien FS freigesetzt und kann dort tatsdchlich mit
der AA konkurrieren.

In der vorliegenden Studie erfolgte die Zufuhr der w-3-FS (FO-Gruppe) als Teil der bei
Patienten nach gastrointestinalem Eingriff {blichen parenteralen Erndhrung. Als
Vergleichsgruppe (SO-Gruppe) diente ein Kollektiv, deren Fettzufuhr ausschlieBlich mit
einer m-6-FS-haltigen Emulsion erfolgte. Dabei gab es keine Unterschiede zwischen den
beiden Behandlungsgruppen, hinsichtlich ihrer demographischen Daten und der
préoperativen Immunfunktion. Wie auch in anderen zuvor durchgefiihrten Studien an
gesunden Probanden [48, 108], sowie postoperativen Patienten [50, 73, 83, 101, 104]
wurde die Lipidemulsion gut vertragen, und es traten keinerlei unerwiinschte
Nebenwirkungen auf.

Fettsduren werden im Rahmen parenteraler Lipidemulsionen mit Glycerol verestert in
Form von Triglyceriden, umhiillt von einer Phospholipidhiille intravends verabreicht.
Diese im Plasma zirkulierenden Liposomen werden durch Kkapillarstindige
Lipoproteinlipasen hydrolysiert und kénnen anschlieBend in Form freier Fettsduren in die
Zelle aufgenommen werden. In der Zelle konnen diese freien Fettsduren in die
Phospholipiddoppelschicht als Bestandteil von Zellmembranen eingebaut und nach
Reveresterung wieder ins Plasma abgegeben werden und zur Energiegewinnung in die -
Oxidation eingeschleust [84]. Die Supplementierung der parenteralen Erndhrung mit

Fischol fiihrt innerhalb kurzer Zeit zu einer effektiven Anreicherung von ®-3-FS im
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Organismus. Bereits nach einer drei- bis viertdgigen Infusion von ®-3-FS konnte ein
deutlich erhohter Gehalt an EPA bzw. DHA in Thrombozyten [83], PMN [73],
verschiedenen Geweben [12], sowie im Plasmaphospholipid-Pool [12, 65] nachgewiesen
werden. In der vorliegenden Studie konnten diese Ergebnisse bestdtigt werden: Bereits
nach drei Tagen konnten wir in der FO-Gruppe signifikant erhohte Spiegel an veresterter
EPA und DHA in den Plasmaphospholipiden nachweisen. Dieser Anstieg zeigte sich
sowohl in Bezug zu den Ausgangswerten, als auch im Vergleich zur SO-Gruppe. Unsere
Ergebnisse korrelieren damit mit den Resultaten von Linseisen, der ebenfalls im Rahmen
einer postoperativen TPE mit Fischol erhohte w-3-FS-Spiegel nachweisen konnte,
allerdings zeigte sich in seinen Untersuchungen kein signifikanter Anstieg der
Docosahexaensaure [65].

Die in veresterter Form an Phospholipide gebundenen Fettsduren miissen zunichst aus der
kovalenten Bindung mittels einer spezifischen Phospholipase freigesetzt werden, um fiir
die Lipidmediatorsynthese bereitzustehen. Erst der Anstieg der freien Fettsduren und somit
des Substratangebotes in der synthetisierenden Zelle oder ihrer Umgebung fiihrt zur
Mediatorbildung und somit zur Ausbreitung der Entziindungsreaktion [42]. Bei der
enteralen Erndhrung mit Lipiden werden die Mediatorprikursoren AA, EPA und DHA
nach Digestion und Resorption sofort in Membranphospholipide integriert, ohne als freie
FS im Plasma in Erscheinung zu treten. Durch die parenterale Zufuhr gelingt es allerdings
den Anteil der wirksamen freien FS im Plasma zu erh6hen und damit den freien FS-Pool
im gesamten Organismus zu beeinflussen [12, 75]. Der Anstieg der freien FS beruht
hochstwahrscheinlich auf einer Interaktion der infundierten Lipide mit der
kapillarstdndigen Lipoproteinlipase. Diese wird im Rahmen der Konfrontation mit den
Lipidaggregaten und auch wihrend Entziindungsreaktionen von ihrer endothelstindigen
Bindungsstelle abgeldst und ins freie Plasma transloziert. Die resultierende erhdhte freie
lipolytische Aktivitdt im Plasma fiihrt somit zu einer Freisetzung der Fettsduren aus den
zirkulierenden Lipiden, ohne den endothelialen Aufnahmemechanismen zu unterliegen
[77]. Die freien FS stehen damit sofort fiir die Lipidmediatorsynthese bereit. Dieser
Mechanismus erkldrt den in der vorliegenden Studie nach fiinftigiger TPE beobachteten
signifikanten Anstieg der freien DHA in der FO-Gruppe und der freien AA in der SO-
Gruppe. Unklar bleibt allerdings aus welchem Grund sich dies nicht ebenfalls fiir die freie
EPA bestitigen konnte.

52



4 Diskussion

4.3 Lipidmediatoren

Mehrfach ungesittigte Fettsduren, wie EPA und AA stellen die Ausgangsprodukte
verschiedener Eicosanoide, wie Prostaglandine, Thromboxane, sowie Leukotriene dar. Die
in Zellmembranen als Triglyzeride eingebauten Fettsduren werden vor allen Dingen mittels
Phospholipase A, mobilisiert und konnen dann im Cyclooxygenase- bzw.
Lipoxygenasemetabolismus in Eicosanoide umgebaut werden [60]. Diese Lipidmediatoren
spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Entziindungs- und Immunantwort [35,
64, 81].

Aus diesem Grunde untersuchten wir die Eicosanoid-Biosynthese anhand der Bestimmung
der stabilen Hydrolyseprodukte von Prostacyclin und Thromboxan A,, 6-keto-
Prostaglandin F;, und Thromboxan B,, sowie anhand der Bestimmung von Prostaglandin
E,. Arachidonsdure stellt das Ausgangsprodukt fiir diese Mediatoren im
Cyclooxygenaseweg dar. Andere Fettsduren, wie EPA konkurrieren mit AA um die
Verstoffwechslung mittels der Cyclooxygenase und fiihren zu geringerer Bildung der AA-
Produkte. Die aus EPA gebildeten Eicosanoide werden als wesentlich weniger potente
Entziindungsmediatoren bezeichnet und besitzen somit im Gegensatz zu den aus AA
produzierten vor allen Dingen antiinflammatorische Eigenschaften [11, 60].

In der vorliegenden Studie konnte in der FO-Gruppe im Gegensatz zur SO-Gruppe im
postoperativen Verlauf im Vergleich zu den pridoperativen Werten eine signifikant
reduzierte TXB,-Produktion beobachtet werden. Desweiteren zeigte sich lediglich in der
SO-Gruppe vom dritten Tag der TPE zum fiinften Tag der TPE ein signifikanter Anstieg
der PGE,-Produktion. Somit fiihrte die Supplementierung der parenteralen Erndhrung mit
®-3-FS zu herabgesetzten Thromboxan B,- und Prostaglandin-E,-Spiegeln. Allerdings
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen
nachgewiesen werden.

In der Literatur zeigen sich bei der Behandlung postoperativer Patienten mit ®-3-FS
dhnliche Ergebnisse hinsichtlich der Lipidmediator-Produktion: So konnten Swails et. al.
im Rahmen einer enteralen Zufuhr von Fischdl bei Patienten nach tumorchirurgischen
Eingriffen ebenfalls keine signifkant unterschiedlichen TXB,-, 6-keto-PGF;,-, sowie

PGE;-Spiegel im Vergleich zur Zufuhr einer sojadlhaltigen Lipidemulsion beobachten
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[94]. Indessen zeigte sich in dieser Studie eine Abhdngigkeit der Eicosanoid-Produktion
von der Stimulation der Monozyten durch LPS. Eine Stimulation mit 100 pg Endotoxin
filhrte zu einer gesteigerten Bildung von 6-keto-PGF,, (signifikant), sowie PGE, (nicht
signifikant), was moglicherweise einen Vorteil von Fischol fiir Patienten mit
postoperativem Stress erkldren konnte. Lediglich in tierexperimentellen Studien konnten
bisher signifkant unterschiedliche Eicosanoidspiegel zwischen einer mit ®-3-FS und einer
mit ®-6-FS behandelten Gruppe beobachtet werden. Breil et. al. zeigten in einem isolierten
Kaninchenlungen-Modell signifikant reduzierte Plasmaspiegel an Thromboxan B, in einer
mit Fischdl behandelten Gruppe im Vergleich zu einer mit Sojabohnendl behandelten
Gruppe [12].

Der Einfluss einer Supplementierung der parenteralen Erndhrung mit ©-3-FS auf die
Produktion von Prostaglandinen und Thromboxanen der 3er Reihe konnte in der
vorliegenden Studie nicht behandelt werden. Allerdings resultiert eine Mehrproduktion von
z.B. TXAj; durch eine Zufuhr von ®-3-FS in einer Verdnderung des Verhiltnisses von
TXA,; zu TXAj3 und somit in einer Minderproduktion an TXA,. Diese Verschiebung des
TXA,/TXAs-Verhiltnisses wurde von Grimm et. al. in einem tierexperimentellen Modell
nach parenteraler Zufuhr einer fisch6l- bzw. sojadlhaltigen TPE untersucht. Dabei zeigte
sich in der Fischol-Gruppe ein signifikanter Abfall der TXA,- und ein signifikanter
Anstieg der TXAj3-Spiegel [41]. Dieser Anstieg von Thromboxan Az konnte auch in einer
Studie an Patienten mit Psoriasis beobachtet werden, die ebenfalls eine fischolhaltige
Lipidemulsion parenteral erhielten [69]. Bei postoperativen Patienten wurde das Verhiltnis

von Prostanoiden der 2er zu denen der 3er Reihe allerdings bisher noch nicht untersucht.

4.4 Zytokine

Die proinflammatorischen Zytokine IL-1B und TNF-a spielen eine wichtige Rolle in der
Entstehung von Akut-Phase-Reaktionen, sowie in der Pathophysiologie verschiedenster
Krankheitsbilder wie Sepsis, SIRS und Multiorganversagen [68]. Sie werden vor allen
Dingen durch die Stimulation mittels Endotoxin von aktivierten Monozyten und
Makrophagen freigesetzt und fiihren anschlieBend zur Freisetzung weiterer Zytokine und
Akute-Phase-Proteine. Des Weiteren induzieren sie die Aktivierung verschiedener Zellen

des Immunsystems, wie PMN sowie die Proliferation von B- und T-Lymphozyten [2, 30].
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Im Anschluss an groBe operative Eingriffe bzw. Traumata kann die Uberproduktion von
IL-1B und TNF-a zu liberschieBenden systemischen Entziindungsreaktionen, wie SIRS und
schlieBlich zu einem letal endenden Multiorganversagen fithren [9, 10, 101]. Es ist
bekannt, dass die Produktion dieser Zytokine durch die Supplementierung der Erndhrung
mit ®-3-Fettsduren beeinflusst wird und damit in einer verdnderten inflammatorischen
Antwort resultieren kann [28, 47, 59].

In der vorliegenden Studie wurden die Zytokine vor und nach Stimulation mit Endotoxin
in einem ex-vivo-Systems bestimmt. Der Vergleich der beiden Studiengruppen erreichte
zwar zu keinem der Messzeitpunkte signifikante Differenzen, allerdings zeigte sich sowohl
fiir die Produktion von IL-1p, als auch fiir TNF-a lediglich in der SO-Gruppe nach Beginn
der TPE ein signifikanter Anstieg der am ersten postoperativen Tag erniedrigten Werte.
Die Zytokin-Produktion in der FO-Gruppe hielt sich dagegen weiterhin auf niedrigem
Niveau.

Diese Ergebnisse korrelieren im Wesentlichen mit anderen Untersuchungen, welche
ebenfalls erniedrigte Zytokin-Level bei Patienten beobachteten, die Fischél im Rahmen
einer TPE erhielten. So konnten Weiss et al im Rahmen einer perioperativen und Wachtler
et al im Rahmen einer postoperativen parenteralen -3-FS-Gabe ebenso erniedrigte TNF-
a-Werte bei den mit Fischol erndhrten Patienten beobachten [101, 104].

In verschiedenen Studien konnte auch bei gesunden Probanden nach Zufuhr von ®-3-FS
eine erniedrigte Produktion von TNF-a und IL-1p nachgewiesen werden [19, 28, 59, 70].
Jedoch erfolgte bei diesen Untersuchungen die Zufuhr der »-3-FS auf oralem Wege und
die Auswirkungen auf die Zytokin-Produktion stellten sich erst nach mehrwdochiger
Therapie ein. Diese Ergebnisse zeigen, dass die parenterale Supplementierung der
geeignete Weg zu sein scheint, um bei postoperativen Patienten in der akuten Phase einen
schnellen Effekt zu erzielen.

Der genaue Mechanismus, wie -3-Fettsduren die Produktion proinflammmatorischer
Zytokine beeinflusst ist bisher noch nicht vollstindig geklart. Vermutlich wird die
Modulation der Zytokin-Synthese durch die Verdnderung der Fettsduren-
Zusammensetzung verschiedener Zellmembranen[38, 40] und Transkriptionsfaktoren[85]
beeinflusst. Dies fiihrt erstens zur Anderung der Membranfluiditit und zweitens zu einer

Alteration des aus den Membranphospholipiden freigesetzten Eicosanoidspektrums.
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Die  Modifikation der  Membranfluiditit  beeinflusst ~ moglicherweise  die
Bindungseigenschaften von Zytokinen und zytokinfreisetzenden Agonisten [74, 89]. Des
Weiteren fiihrt die Fluidititsinderung wahrscheinlich zu einer Beeinflussung von
Komponenten der Signaltransduktion, wie G-Protein-, PhospholipaseA,- und
Phospholipase C-Aktivitit, sowie von second messenger, wie Diacylglycerol und Ceramid
[38-40, 82].

Die durch Hydrolyse aus den Zellmembranen freigesetzten Eicosanoide zeigen ebenfalls
unterschiedliche Eigenschaften hinsichtlich der Zytokin-Produktion, so konnte in einer
Studie von Rola-Pleszczynski eine verstirkte IL-1-Produktion durch LTB4 nachgewiesen
werden [38, 40, 81].

®-3-FS konnen vermutlich auch auf Gen-Transkriptions-Ebene Einfluss auf die
Zytokinproduktion und —freisetzung nehmen|[3, 56, 57]. So konnte in neuesten in vitro und
tierexperimentellen Studien gezeigt werden, dass ®-3-FS die Transkription des TNF Gens
vermindert, indem es die Translokation des Nukledren Faktors kB (NFkB) hemmt. NFxB
stellt ein wichtiges Element der Transkriptionsregulation vom Zytoplasma zum Zellkern
dar. Er liegt normalerweise gebunden an IkB im Zytoplasma vor. Im Rahmen von
Infektion und Stress kommt es rezeptorgebunden zur Phosphorylation des NFkB-IkB-
Komplexes und damit zur Translokation von NFkB in den Zellkern und somit zur Bindung
an der Promoterregion des TNF-Gens, resultierend in einer vermehrten Transkription
dieses Zytokins [82]. Fischdl fiihrt demnach iiber die Stabilisierung des NFxB-IxB-

Komplexes zu einer verminderten Freisetzung von TNF.

4.5 Granulozytenfunktion

Neutrophile Granulozyten (PMN) spielen aufgrund ihrer Fahigkeit zur Phagozytose und
Bildung von freien Sauerstoffradikalen eine essentielle Rolle im Rahmen der Abwehr und
Eliminierung von Mikroorganismen, wie Bakterien und Pilze. Um diese Funktionen
auszuiiben, kommt es durch Stimulation von proinflammatorischen Zytokinen zu einer
erhohten Expression des Fc-Rezeptors Typ 1 (FcyRI bzw. CD64) auf neutrophilen
Granulozyten und damit zu einer erhéhten Aktivitit dieser Zellen [1, 52].

Aus diesem Grunde wihlten wir die Expression von CD64 auf PMN bzw. deren

Phagozytosefdhigkeit und oxidative Burst-Aktivitdt als Marker fiir die Aktivitit bzw.
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Funktion von neutrophilen Granulozyten. Welchen Einfluss eine Supplementierung der
parenteralen Erndhrung mit o-3-Fettsduren auf diese wichtigen Bestandteile des
unspezifischen Immunsystems hat, galt es in der vorliegenden Studie zu untersuchen. Die
Bestimmung der Aktivitdt und Funktion der neutrophilen Granulozyten erfolgte mittels
durchflusszytometrischer Messung.

In der vorliegenden Studie zeigte sich postoperativ eine Zunahme der
Granulozytenaktivierung, festgemacht an der Expression von CD64 auf PMN ohne
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen.

Fir die Funktion der neutrophilen Granulozyten konnten wir allerdings Unterschiede
zwischen den postoperativen Verldufen der beiden Gruppen beobachten. So zeigte sich in
der SO-Gruppe eine signifikante Erholung der postoperativ  reduzierten
Phagozytoseleistung. In der FO-Gruppe dagegen konnte diese signifikante Verdnderung
nicht nachgewiesen werden und es zeigte sich im Vergleich zur SO-Gruppe zusétzlich eine
signifikante Abnahme der oxidativen Burstaktivitidt nach Beginn der TPN mit FO. Somit
lasst sich zusammenfassend fiir die FO-Gruppe eine reduzierte PMN-Funktion vermuten,
die sich allerdings im Vergleich zwischen den beiden Gruppen jedoch zu keinem
Messzeitpunkt als signifikant herausstellte.

In der Literatur konnte im Rahmen klinischer Studien mit ®-3-FS, die den Einfluss auf die
Funktion von neutrophilen Granulozyten untersuchten, keine Unterschiede zwischen einer
mit ®-3-FS und einer mit ®-6-FS angereicherten TPE gezeigt werden. Weiss und
Mitarbeiter beobachteten in ihrer Studie mit perioperativer TPE mit SO bzw. FO lediglich
ebenfalls eine postoperative Abnahme der oxidativen Burstaktividt ohne signifikant
unterschiedliche Verldufe der beiden Studiengruppen [104].

Die Studien die sich mit dem Einfluss von Fischol auf die Funktion neutrophiler
Granulozyten befassten ergeben zusammengefasst bisher kontroverse Ergebnisse [103]. In
tierexperimentellen Studien an Ratten, denen eine mit ®-3-FS supplementierte TPE
zugefiihrt wurde, konnte eine verbesserte Granulozytenfunktion, festgemacht an der
Phagozytosefdhigkeit gezeigt werden [22, 102]. Viele andere Studien présentierten
dagegen entweder eine reduzierte oder allenfalls unverdnderte Granulozytenfunktion unter
der Gabe von -3-Fettsduren. Heine und Mitarbeiter beobachteten eine herabgesetzte
Burstaktivitit [49] und Fisher und Thompsen eine geringere Chemilumineszenz von PMN

durch ®-3-FS [32, 98]. Untersuchungen an gesunden Probanden, die ihre Erndhrung tliber
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einen lingeren Zeitraum durch oral zugefiihrte ®-3-FS supplementierten, ergaben eine
unverdnderte PMN-Funktion, hinsichtlich Chemotaxis und Sauerstoffradikalbildung [48,
97].

Der Einfluss von o-3-Fettsduren auf die Expression von CD64 auf neutrophilen
Granulozyten wurde bisher weder in klinischen noch in tierexperimentellen Studien
untersucht. Eine Beeinflussung der PMN-Aktivierung durch Supplementierung der
Erndhrung mit Fischol scheint allerdings iiber die Verdnderung des Eicosanoidspektrums
moglich zu sein. So fiithren die aus ®-6-FS gebildeten Eicosanoide TXA,, PGE,, sowie
LTB4 zu einer Zunahme und die aus ®-3-FS gebildeten Eicosanoide TXAj3 und PGE; zu
einer Abnahme der Granulozytenaktivierung [64]. Dies ist nur eine Mdglichkeit, wie ®-3-
FS die Aktivierung von PMN beeinflussen konnen.

Der Einfluss von o-3-Fettsduren auf die Funktion und Aktivierung von Granulozyten ist
aufgrund der Vielzahl an regulierenden Faktoren des komplexen Immunsystems auf

verschieden Ebenen denkbar.

4.6 Gerinnungsfunktion

Neben der Beeinflussung des Immunsystems greifen o-3-FS auch in das Himostasesystem
des menschlichen Korpers ein. So zeigten Bang und Dyerberg in ihren frithen
epidemiologischen Studien, dass im Vergleich mit der europdischen Bevdlkerung bei
Eskimos die Rate an Myokardinfarkten deutlich geringer ist und fiihrten diese Erkenntnis
auf eine verldngerte Blutungszeit und Verdnderungen der Thrombozytenaggregation nach
Erndhrung mit ©-3-FS zuriick [5, 26]. Jiingere Studien dagegen zeigten keine bzw.
lediglich  klinisch  irrelevante ~ Verdnderungen der  Gerinnungsfunktion und
Thrombozytenaggregation durch eine Erndhrung mit ©-3-FS [50, 80, 93]. In der
vorliegenden Studie beobachteten wir keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Studiengruppen beziiglich der von uns gemessenen Gerinnungsparameter
Prothrombinzeit und partielle Thrombinzeit. Somit stellte sich die Erndhrung
postoperativer Patienten mit ®-3-FS als sicher gemidl der von uns untersuchten

Gerinnungsparameter heraus.
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4.7 Klinischer Verlauf

In der Literatur finden sich unterschiedliche Ergebnisse beziiglich der Beeinflussung
klinischer Parameter durch eine Supplementierung der parenteralen Erndhrung mit o-3-FS.
So beobachteten Wachtler und Mitarbeiter keine signifikanten Vorteile einer Erndhrung
mit ®-3-FS im Hinblick auf das Auftreten von Infektionen, der Intensivliegedauer und der
Krankenhausverweildauer [101]. Hingegen konnten zwei Studien einen signifikanten
Unterschied in Bezug auf die Krankenhausverweildauer fiir Patienten, die postoperativ o-
3-FS parenteral zugefiihrt bekamen, verglichen mit Patienten ohne -3-FS-
Supplementierung, beobachten [67, 104].

In der vorliegenden Studie konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen hinsichtlich des Auftretens von Infektionen, der Beatmungstage, der
Intensivliegedauer, der Krankenhausverweildauer oder der Mortalitdt berechnet werden.
Jedoch zeigt sich in der Gruppe der Patienten, die ®-3-FS bekamen, eine Tendenz zu einer
geringeren Beatmungsdauer, Intensivliegedauer und Krankenhausverweildauer verglichen
mit der Gruppe der Patienten, die Sojabohnendl erhielten.

Es gibt Untersuchungen, die im Rahmen einer enteralen Zufuhr von ®-3-FS Vorteile bei
intensivtherapiepflichtigen Patienten zeigen konnten [7, 33, 36, 99]. Diese Ergebnisse
lassen sich jedoch nur bedingt vergleichen, da es sich hier um eine enterale Zufuhr von -

3-FS handelte.

4.8 Schlussfolgerung

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass durch eine
Supplementierung der postoperativen total parenteralen Erndhrung mit ®-3-Fettsduren
bereits binnen drei Tagen die Verfiigbarkeit von Eicosapentaensdure (EPA) und
Docosahexensdure (DHA) gewéhrleistet werden kann. Dies konnte durch signifikant
unterschiedliche EPA- und DHA-Plasmaspiegel in der mit ®-3-FS erndhrten
Patientengruppe gegeniiber einer ausschlieBlich mit ®-6-FS erndhrten Gruppe
nachgewiesen werden.

Die aufgrund experimenteller Untersuchungen vermuteten Vorteile einer Erndhrung mit o-

3-FS gegeniiber der mit ®-6-FS beziiglich der postoperativen Immunfunktion konnte nicht
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durch signifikant unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich zwischen den beiden Gruppen
bestdtigt werden. Allerdings lassen sich aufgrund der innerhalb der beiden
Patientengruppen zum Teil signifikant unterschiedlichen Verldufe zwischen den
Messzeitpunkten, Tendenzen hinsichtlich einer antiinflammatorischen Wirkung der o-3-FS
vermuten. So beobachteten wir in der Fischol-Gruppe im Gegensatz zur Sojadl-Gruppe
postoperativ  keinen signifikanten Anstieg der Prostaglandin E,-Spiegel, der
Zytokinproduktion und der Phagozytosefunktion. Des Weiteren zeigte sich lediglich bei
den mit Fischol erndhrten Patienten eine signifikante postoperative Reduktion fiir CRP,
Thromboxan B,, sowie fiir die Burstaktivitit der Granulozyten.

Beziiglich des klinischen Verlaufs beobachteten wir ebenfalls Tendenzen zu einer
giinstigen Wirkung der ®-3-FS, obgleich sich in der statistischen Auswertung keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen berechnen lieen.

Der Grund fiir die sowohl in Bezug auf die Immunfunktion als auch auf den klinischen
Verlauf fehlenden signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen
findet sich moglicherweise in der limitierten Anzahl der Studienpatienten und dem nur
sieben postoperative Tage umfassenden Beobachtungszeitraum.

Aus physiologischer Sicht wire die prdoperative Gabe von ®-3-Fettsduren und konsekutive
Bereitstellung von Eicosapentaensdure bereits vor dem chirurgischen Eingriff sinnvoll und
erfolgsversprechend.

Aufgrund der aus der vorliegenden Studie gewonnen Ergebnisse erscheint es
empfehlenswert weitere Studien mit groferen Patientenzahlen und einer zusitzlichen

praoperativen Supplementierung der Erndhrung mit ®-3-Fettsduren durchzufiihren.
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5 Zusammenfassung

Der klinische Verlauf nach groBen abdominalchirurgischen Eingriffen wird wesentlich
durch das Auftreten von postoperativen Komplikationen beeinflusst. Im Anschluss an
grole Operationen konnen sinnvolle Reparaturprozesse zu Dysregulationen und
iiberschieBenden Reaktionen des Immunsystems fithren. Die Entstehung von Imbalancen
zwischen pro- und antiinflammatorischen Mediatoren begiinstigen das Auftreten von
Infektionen sowie die Entstehung eines ,,systemic inflammatory response syndrome*
(SIRS) oder einer Sepsis, welche schlieBlich in einem Multiorganversagen miinden
konnen.

Es ist bekannt, dass die in Fischol enthaltenen w-3-Fettsduren in der Lage sind die
Immunfunktion auf verschiedenen Ebenen zu beeinflussen.

Daher war das Ziel der vorliegenden Studie, den Einfluss einer mit -3-Fettséduren
angereicherten total parenteralen Erndhrung auf das Immunsystem und den postoperativen
klinischen Verlauf bei Patienten nach einem groflen abdominalchirurgischen Eingriff zu
untersuchen. Es wurden insgesamt 30 Patienten, die sich einer Oesophagusresektion oder
einer Gastrektomie aufgrund eines Tumorleidens unterziehen mussten, in die Auswertung
aufgenommen. Die Patienten wurden in zwei Gruppen randomisiert, zum einen in die
Fisch6l (FO)- bzw. Omegaven®-Gruppe, die ihr im Rahmen der parenteralen Erndhrung
benétigtes Fett als w-3-FS in Form von Omegaven” erhielten und zum anderen in die
Sojabohnensl (SO)- bzw. Lipovends®-Gruppe, die ihr Fett als @-6-FS in Form von
Lipovends” erhielten. Die parenterale Erndhrung wurde am zweiten postoperativen Tag
begonnen.

Die Gewinnung von Blutproben erfolgte an vier verschiedenen Messzeitpunkten; am Tag
vor der Operation, am Tag nach der Operation, sowie am fiinften und siebten
postoperativen Tag.

Aus diesen Proben wurden die freien und veresterten Plasmafettsduren mittels
Gaschromatographie und die Eicosanoide Thromboxan B,, 6-keto-Prostaglandin F;,, sowie
Prostaglandin E, mittels ELISA bestimmt. Ferner wurde die Produktion der Zytokine
Interleukin-1 und TNF-a nach ex vivo-Stimulation mit Endotoxin mit Hilfe eines

Chemolumineszenz-Immunoassays ermittelt. Die Bestimmung der
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Granulozytenfunktionen Phagozytosefdhigkeit und oxidative Burstaktivitit, sowie die
anhand der Expression von CD64 ermittelte Granulozytenaktivierung erfolgte unmittelbar
im Anschluss an die Blutentnahme mittels Durchflusszytometrie. Der klinische Velauf
wurde anhand eines Dokumentationsbogens erfasst.

Im Rahmen der vorliegenden Studie erwies sich die parenterale Zufuhr von Omegaven® als
eine sichere und nebenwirkungsarme Moglichkeit der Applikation von w-3-Fettsduren bei
Patienten nach grofen abdominalchirurgischen Eingriffen. Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Supplementierung der postoperativen total parenteralen Erndhrung mit o-3-
Fettsduren bereits innerhalb von drei Tagen die Verfiigbarkeit von Eicosapentaensdure
(EPA) und Docosahexensdure (DHA) gewihrleistet werden kann.

Beziiglich der postoperativen Immunfunktion weisen die Ergebnisse auf eine
antiinflammatorische Wirkung der o-3-Fettsduren hin.

So beobachteten wir in der Fischdl-Gruppe im Gegensatz zur Sojadl-Gruppe postoperativ
keinen Anstieg der Prostaglandin E,-Spiegel, der Zytokinproduktion und der
Phagozytosefunktion. Des Weiteren zeigte sich lediglich bei den mit Fischol ernédhrten
Patienten eine postoperative Reduktion fiir das C-reaktive Protein, Thromboxan B,, sowie
fiir die Burstaktivitdt der Granulozyten. Es lieBen sich Tendenzen beobachten, signifikant
unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich zwischen den beiden Gruppen konnten nicht
berechnet werden, was vermutlich auf die geringe Patientenzahl zuriickzufiihren ist.
Ebenfalls spiegelte sich im klinischen Verlauf eine giinstige Wirkung der w-3-Fettsduren
wieder. So =zeigte sich eine Tendenz zu einer geringeren Beatmungs- und
Intensivliegedauer, sowie einer kiirzeren Krankenhausverweildauer in der Gruppe der
Patienten, die w-3-Fettsduren erhielten.

Der Einsatz von w-3-Fettsduren im Rahmen der parenteralen Erndhrung nach groflen
abdominalchirurgischen Eingriffen erscheint aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden
Studie sinnvoll. Die Resultate sind durch weitere Studien, gegebenenfalls mit groBBeren
Patientenzahlen, zu bestitigen. Eine praoperative Supplementierung der Erndhrung mit ®-
3-Fettsduren wire zu diskutieren, um bereits zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs ein

verdndertes Plasmaphospholipidspektrum bei den Patienten zu erreichen.
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