elektronisches

Aus der Universitétsklinik und Poliklinik fiir Anaesthesiologie dokument
An der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg
(Direktor: Prof. med. Radke)

EinfluB von L-Glutamin, L-Alanin und N(2) —-L-Alanyl-L-Glutamin auf die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen in humanen Monozyten

Dissertation
Zur Erlangung des akademischen Grades
Dr. der Medizin (Dr. med)

Vorgelegt der Medizinischen Fakultit
der Martin-Luther-Universitdat Halle-Wittenberg

von Carolina Dorothea Schinke
geboren am 26. 06. 1980 in Koln

Betreuer: PD Dr. med. Armin Sablotzki

Gutachter:

PD Dr. med. Armin Sablotzki
Prof. Dr. med habil A. Weimann
Prof. Dr. med. Stefan Grond

Datum der Verteidigung: 15.01.2007

urn:nbn:de:gbv:3-000011400
[http://nbn-resolving.de/urn/resol ver. pl 2urn=nbn%3A de%3A gbv%3A 3-000011400]



Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung: Monozyten spielen eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie von Inflammation und
Sepsis (8). Sie gelten als Hauptproduzenten der pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin (IL)-6,
IL-8 und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a. In bisherigen Studien konnte gezeigt werden, dass die
Aminosédure Glutamin die Morbiditit und Mortalitit von Sepsispatienten reduzieren kann; ein Grund
fiir die Verbesserung des Outcomes ist der modulierende Einfluss des Glutamins auf die Zytokin
Produktion. Glutaminlésungen werden meist in Kombination mit Alanin, als Dipeptid, substituiert.
Der Einfluss des Alanins auf die Zytokin Produktion ist in der heutigen Literatur noch nicht
beschrieben. In dieser Studie wurde der Effekt von Glutamin, Alanin und des Dipeptides Glutamin-
Alanin (GIn-Ala) auf die intrazelluldre Zytokinexpression von Monozyten untersucht. Im Rahmen
eines in vitro Modells wurden die Monozyten mit niedrig dosiertem LPS stimuliert, um eine gram-
negative Sepsis zu simulieren. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS) konnte die Wirkung der

Aminosduren auf die Zytokinexpression dargestellt werden.

Methoden: Vollblut von 12 gesunden Probanden wurde mit LPS und den drei verschiedenen
Aminosdurelosungen (1.Gln, 2.Ala, 3.Ala-Gln) in verschiedenen Konzentrationen fiir drei Stunden
inkubiert. Mit Hilfe der Mehrfarbendurchflusszytometrie wurden CD14" Monozyten im Vollblut

phénotypisiert und deren intrazellulédre IL-6, IL-8 und TNF-a Expression gemessen.

Ergebnisse: Die IL-6 Produktion wird unter Glutamin (2mM&5mM) signifikant verringert (p<0,05)
und durch Alanin (2mM&5SmM) signifikant erhdht (p<0,05). Das Dipeptamin Ala-Gln
(ImM,2mM&5SmM) beeinflullt die IL-6 Expression nicht signifikant. TNF-a wird durch alle
untersuchten Aminoséurelosungen signifikant reduziert (p<0,05). Dabei ist der Grad der TNF-a
Inhibition beim Dipeptamin am ausgeprigtesten (40%<) und beim Alanin am geringsten (18%-). Die

IL-8 Produktion wird durch keine der untersuchten Aminoséuren signifikant beeinflusst.

Schlussfolgerung: Die intrazelluldr gemessene Zytokin Expression in Monozyten wird durch die

untersuchten Aminosédurelosungen in unterschiedlicher Weise beeinflusst. Die Wirkung des Glutamins
sind mit Literaturdaten aus in vivo, bzw. in vitro Experimenten vergleichbar. Der hemmende Einfluf3
des Glutamins auf die pro-inflammatorische Zytokinproduktion kdnnte von therapeutischem Vorteil
wihrend einer Sepsis und des septischen Schocks sein. Uber den EinfluB von Alanin auf die
Interleukinproduktion ist in der heutigen Literatur kaum etwas beschrieben worden. Uber einen

mdglichen klinischen Nutzen kann daher nur spekuliert werden.

Schinke, Carolina: Einflul von Glutamin und Alanin auf die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen in Monozyten

Halle, Univ., Med Fak., Diss, Statistik Seiten, 2006



Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

7AAD 7Aminoactinomycin D

Abb Abbildung

ACCP American College of Chest Physicians
ACTH Adreno Cortico Tropes Hormon

Ala Alanin

APACHE acute physiology and chronic health evaluation
BCG Bacillus Calmette Guerin

BPH Benigne Prostata Hyperplasie

BFA Brefeldin A

BP Bindungsprotein

CARS compensatory antiinflammatory reaction syndrome
CD cluster of differentiation

Con A Concavalin A

E Escherichia

EDso Effektdosisso

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FACS Durchflusszytometrie

FITC Fluoreszinisothiocyanath

FL Fluoreszenzkanal

FSC forward scatter

g Erdanziehungskraft

Gln Glutamin

Gly Glycin

HLA Human Leucocyte Antigen
IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

Kon Kontrolle

LAF lymphocyte activating factor

LPS Lipopolysaccharid

mean Mittelwert

MFI Mittlere Fluoreszenz Intensitét
MHC major histocompatibility complex
min Minuten

M Molar



MOV/MOF Multiorganversagen/Multi Organ Failure
MODS Multiorgandysfunktionssyndrom

NF Nuclear Factor

NK Natiirliche Killerzellen

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell
PE Phycoerythrin

RhAPC rekombinantes Aktiviertes Protein C
RhTFPI rekombinanter Tissue Factor Pathway Inhibitor
RIA Radio Immuno Assay

ROI Region Of Interest

RPMI

SEM Standardfehler des Mittelwertes

SCCM

SIRS systemic inflammatory response syndrome
SSC side scatter

Std Stunden

Tso Halbwertszeit

Tab Tabelle

TGF tumor growth factor

Th-Zellen T-Helferzelle

TLR toll like receptor

TNF-4 Tumor Nekrose Faktor

VS versus



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung.........c..cceeeuenunen. 1
1.1 Das IMIMUNSYSTEIML. ....ccouviieiiiiiiiieiiee ettt ettt sttt e sbt e et e ettt e sabeesbeeesabeesnbaeenbteesabeeenabeesans 1
Lo1.T MIOMOZYEEI ittt ettt ettt ettt et ettt e bt e sttt e bt e sabeesabteesabeeebbeesabeesbeeesabeeeneee 1
1.1.2 AKtivierung VOn MONOZYLEN.........cecuterrieriieriieeieeieeteeteenttesttestteeteeseesseesseesseesnsesnseeseesseesseenses 1
1.1.3 Sekretorische Fahigkeiten der MONOZYLeN. .........cccueiriieriieriienieeieeie ettt 2
1.2 ZIWEOKINIC. ... eeuveiiieeeie ettt et ettt s e et et e bt e st e satessbeesteestaesaesssessseanseessaensaessaessseassenssessseesssenssennns 2
121 INEETLEUKIN=O. ...ttt ettt st et e st sbt et s bt et et e s bt enee e nees 2
1.2 2 INEETL@UKIN=8. ...ttt ettt sb et e bt sbt et s bt et e e beeae e e nees 3
1.2.3 Tumor NeKrose FaKtOT-0l .......ccueiuiriiiiiiiiieiieie ettt 3
1.3 Sepsis UNA SIR S .o e e 4
1.3.1 Monozyten und ZytoKine in der SEPSIS......c.cccvirerierrieriierierierreireeseesseesreestnessressneessesseessessens 5
1.4 TMMUNNULTTEION. ..ottt te et e st et e e s ee e e steene e seeseenseeseensesseemeenseseeeneenseeneenes 7
L4 T GIULAITIIN. ..ttt ettt e et et e e st e e s et e e e seeetenseeseeneenseeneensesaeensensean 7
1.4.2 Ala-GIn als DIPEPtid.....ccceeciieiiiiieiieiiesie sttt ste e st e st e sebeesreesbe e saestaestbesssessseesseasseesssenens 8
Ti4.3 ALBIINL ..ottt b e sttt ettt e bt e bt e eat e eate bt e bt e bt e beenbeeseeeee 9
2 Zielstellung . 10
3 Material und Methodik 11
3.1 Arbeitsmaterial und ChemikKalien............ociviiiiiiiiiiii e 11
3.2 Durchflusszytometrie, FACS........covo ittt srae s teestbesavessnenenas 12
3.2.1 Aufbau und Funktion eines Durchflusszytometers...........ccoevvveviierierienieiieerece e 12
3.3 Vollblutprobengewinnung und LagerUung..........c.cccvervveerrieriesieesieesreereesreeseeseessesereeseessesssessees 15
3.4 Prinzip der intrazelluldren Zytokinbestimmung mittels FACS-AnalytiK...........cccoovvevvervennennnn. 15
3.4.1 LPS Stimulation und INKUDation............ceieiiiieiiieee e 16
3.4.2 Monozyten PhANOTYPISIEITUNG.......ccveeevieeiieecieeeiteesteeeteeesireeeteeeseaeesseeessseessseeesaeesssesesseessnes 16
3.4.3 Fixierung und und PermeabiliSICrUNg..........ccccvieeeviieiiieiiie e ecree et eeieeesve e e v e eevee e 16
3.4.4 Intrazellulare ZytoKINTArDUNG.........cccvvieiiiiiiiiciie ettt eee e sre e e te e e sbeesreeeaaeessseeenes 17
3.5 Detaillierte VersuchsbesChreibUng ...........coceciiiiciiiiiiieciiecic ettt e e 17
3.5.1 Herstellung der StammlOSUNZEN. .........cecuieiiieriieiieriierie ettt ettt saeeseeeseeesnee e s 17
3.5.2 Einfluss von Glutamin auf die ZytoKineXpreSSion. .......cceecieriereerierieniesieeieenieesiee e see e 19
3.5.3 Einfluss von Alanin und Dipeptamin auf die ZytokineXpression ..........c.ccceceeveereeneeneeneenne. 19
3.6 DAtENANALYSE .....veeuiieiieiieiiecite ettt ettt ettt et et ettt h e a e at e e ateenteeate e be e be e bt e naeeenteennes 19
3.7 Datenverarbeitung und StatiStiK..........ccoecieiiiiiirieiie e 21
3.8 FlureszeneKOmMPENSAtION. ......ccuieruierieriieiieiieieesieeseeesresaeeteesseesseesseesssesssessseesseesseessaesseesssesssennns 21

3.9 Lebend — TOd MESSUNG .......cccuieriieriieieieiieeieeieesieeseeestesteesteesseessaesssessseesseessaesseesssesssesssesssesssennns 22



4 ETgeDIISSCuucciuccsecsecsunssnissrisssecsaecssecssecssncssassssesssessssessessssssssssssessssssasssee 25

4.1 Einflufl von Alanin , Glutamin und Alanyl-Glutamin auf die intrazelluldre Zytokinexpression
OhNE LPS StIMUIATION. ...c..iiiiiiiiieie ettt sttt eneas 25
4.2 Einflufl von Glutamin auf die IL-6, IL-8 und TNF-a Expression von Monozyten unter LPS
SMULALION. ...ttt ettt b e s bt e st e et eab e e bt e bt e s bt e sbeesbeesaeesaneens 26
4.3 Einflufl von Alanin auf die Zytokinexpression von Monozyten unter LPS-Gabe........................ 27
4.4 Einfluss des Dipeptides Alanyl-Glutamin auf die Zytokinexpression von Monozyten unter LPS

GADEC.....e et et b et ettt bt et a et sbe e ae b enee 29
4.5 Unterschiede in der Zytokinexpression: ein Vergleich zwischen Glutamin, Alanin und

LD 10 TS] o] 11011 1 USRI 30
A5 T TR0t h bt bttt h bbbt bbb e et ne b eae s 31
O 0 PPt 32
A.5.3 TINF-0l ot 32
5 DISKUSSION..ccccueiieiiseecsnicstecseisnisseisssisssicssecssncssnssssssssssssesssessssssssssssssssssssssssassee .- 34
5.1 Einfluss von Glutamin, Alanin und Dipeptamin auf die Zytokinexpression ohne LPS ........... 34
5.2 Einfluss von Glutamin, Alanin und Dipeptamin + LPS auf die Zytokinexpression ............... 35
5.3 Einfluss von Glutamin + LPS auf die Zytokinproduktion ...............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiannnn, 35
5.3.1 Klinische und therapeutische Relevanz von Glutamin .................c.ooociiiiiiiiiin. . 38
5.4 Einfluss von Alanin auf die ZyotKineXpresSion ...........o.eeetieiiiiii i, 40
5.4.1 Klinische und therapeutische Relevanz von Alanin ...............c.ooiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 41
5.5 Einfluf3 von Dipeptamin auf die ZytoKineXpression ..........coeveveeiiiiiieieeeeieaeaneannns 42
5.5.1 Klinische Relevanz von dem Dipeptid Alanyl-Glutamin ...............c.ccoeviiiiiiiiiiinannn... 43
6 ZuSammMeENTASSUNG......cccrvreicrreressaresserosssssssssssssasossnssssssssssassssssssssnsssssssossassssssssse 44
7 Literaturverzeichnis..........cceeeesuecsueisecssecsseccnecnnes - 45
8 THESCMuunueccriiriisueinniiniseicnicsniissrcssecsssesssesssecssessssssssssssssssssssesssesssesssasssasssassssessssessessssssssssssssssasses 54
9 Lebenslauf..........cccceeueeuecnnenee 55

10 Veroffentlichungen 56




1. Einleitung

1.1 Immunsystem

Das Immunsystem dient dem Organismus als korpereigene Abwehr gegen fremde Zellen und
Antigene. Mit spezifischen Reaktionsabldufen auf humoraler und zelluldrer Ebene gewihrleistet es die
Integritit und Individualitit jedes Organismus. Es kann in ein unspezifisches und in ein spezifisches
Immunsystem aufgeteilt werden. Das unspezifische, oder auch angeborene, Immunsystem besteht aus
zur Phagozytose befihigten Zellen — wie Monozyten/Makrophagen und Granulozyten — sowie
Natiirlichen Killerzellen (NK). Diese sind ausschlaggebend fiir die Erstantwort des Immunsystems.
Zum phylogenetisch jiingeren spezifischen, oder auch adaptivem, Immunsystem gehoren die B- und
T- Lymphozyten. Thre Aufgabe ist es, durch klonale Selektion bei Erstkontakt mit einem fremden
Antigen lebenslange Immunitét zu erwerben. Unspezifisches und spezifisches Immunsystem arbeiten
eng miteinander zusammen. Nur durch voller Funktionstiichtigkeit beider Systeme ist eine optimale

Abwehr gegen Fremdantigene gewdhrleistet (Roit et al. 1993; van Furth et al. 1992).

1.1.1 Monozyten

Monozyten gehoren zur Gruppe des Mononukledren Phagozytiren Systems (MPS) und sind
Vorlduferzellen der Makrophagen. Nach Ausreifung im Knochenmark gelangen sie in die Blutbahn
und zirkulieren dort fiir 8-70 Stunden. Die Zirkulationsdauer ist abhéngig von den im Laufe der
Inflammation gebildeten Entziindungsmediatoren, welche die Chemotaxis und die Diapedese an den
Ort der Inflammation vermitteln. Aus der Blutbahn gelangen die Monozyten ins Gewebe, wo sie sich
als ortsstindige Makrophagen gewebetypisch ausdifferenzieren (Murphy et al. 1999).
Ausdifferenzierte Makrophagen konnen bis zu Jahren im zellspezifischem Gewebe persistieren.

Monozyten/Makrophagen nehmen im Immunsystem eine Schliisselrolle ein. Sie bilden die
Schnittstelle zum spezifischem System. Durch Phagozytose konnen fremde Antigene intrazelluldr
verarbeitet und CD4+ Lymphozyten prisentiert werden (Germain 1995). Die Antigenprisentation
erfolgt dabei iiber HLA-DR Molekiile — ein Genprodukt des MHC Klasse II Komplexes. Desweiteren
sind Monozyten/Makrophagen wesentlich an der Produktion von Zytokinen beteiligt, welche der

Steuerung des Immunsystems dienen.
1.1.2  Aktivierung von Monozyten
Monozyten/Makrophagen liegen normalerweise im inaktiviertem Zustand vor, um nicht unkontrolliert

korpereigenes Gewebe anzugreifen. Sie konnen jedoch durch unterschiedliche Faktoren aktiviert

werden. Dazu gehdren Mikroorganismen, INF-y, Zytokine, wie IL-1 und TNF-a, sowei LPS. LPS ist
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ein Zellmembranbestandteil von gramnegativen Mikroorganismen, wie z.B. Escherischia (E.) Per
Abgabe von Membranvesikeln oder durch den Zerfall absterbender gramnegativer Bakterien wird LPS
in vivo freigesetzt. Der Hauptaktivierungsweg verlduft iiber den CDI14 Rezeptor, welcher
charakteristisch fiir Monozyten ist. Nach Bindung des LPS an den zellmembranstindigen CD14
Rezeptor von Monozyten wird eine komplexe intrazellulidre Signalkaskade induziert, die schlieflich
zur Aktivierung von NF-kB fiihrt. NF-xB ist ein Transkriptionsfaktor, der nach Translokation in den
Nukleus der Zelle die Transkription von proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. IL-6, IL-8 und

TNF-a aktiviert.

1.1.3 Sekretorische Fahigkeiten der Monozyten

Uber die oben angefiihrten  Signaltransduktionswege  werden  viele  verschiedene
Entziindungsmediatoren von Monozyten exprimiert. Proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-
8 und TNF-a sowie antiinflammatorische Zytokine wie IL-10, werden in der Frithphase der
Immunantwort gebildet. Monozyten sezernieren neben Zytokinen auch andere Faktoren, darunter
Komplementfaktoren, proteolytische Enzyme, aggressive Sauerstoffspezies, Gerinnungsfaktoren,
Fibronektin und Wachstumsfaktoren (Cavaillon 1994). Mit Hilfe dieser Produkte werden von
Monozyten eine Vielzahl immunologischer Prozesse, die Entziindungsreaktionen steuern und

regulieren, beeinflusst.

1.2 Zytokine

Zytokine sind Botenstoffe, die Informationen zwischen Zellen vermitteln. Sie steuern Stdrke und
Dauer der Immun- und Entziindungsreaktion (Roitt 1993). Zytokine eines Typs koénnen von
verschiedenen Zellen produziert werden. Anders als Hormone wirken Zytokine autokrin, parakrin und
juxtakrin und nur selten endokrin. In der Pathogense des SIRS und der schweren Sepsis spielen die
von Monozyten produzierten proinflammatorischen Interleukine wie IL-6, IL-8 und TNF-o eine
besondere Rolle und zeigen bei erhdhten Plasmaspiegeln eine positive Korrelation mit der Mortalitét

der Patienten (Cavaillon et al. 2003; Rodriguez-Gaspar 2001)

1.2.1 Interleukin 6

Hauptproduzenten des IL-6 in vivo sind Monozyten, Fibroplasten und Endothelzellen. Als pleiotropes
Zytokin zeigt IL-6 sehr variable biologische Funktionen (van Furth 1992). Es fungiert als Mediator
des angeborenen Immunsystems, indem es Monozyten/Makrophagen, sowie NK- Zellen aktiviert

(Calder et al. 1999). Auch wirkt IL-6 als B-Zelldifferenzierungsfaktor, welcher B-Zellen zur



Differenzierung in Plasmazellen anregt (Kishimoto et al. 1998). Ebenso ist IL-6 ein wichtiger Faktor
in der Aktivierung und Proliferation von T-Zellen. IL-6 induziert wihrend der Inflammation die akute
Phase Protein (Heinrich et al. 1990), sowie Fieber (Helle et al. 1988). Die ACTH Produktion in der
Hypophyse wird durch IL-6 angeregt. Die nachfolgende Cortisol-Ausschiittung aus der NNR
beschleunigt die Acute Phase Reaktion (van Furth 1992). Patienten, welche an einem SIRS oder einer
Sepsis leiden, zeigen erhohte 1L-6 Plasmaspiegel (Spittler, 2000). Im Rahmen der Sepsistherapie hat
sich IL-6 als ein Marker fiir die Immunfunktion und als Outcomeparameter fiir das

Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) bewihrt (Sablotzki et al. 2001; Khabar et al. 1997)

1.2.2 Interleukin 8

IL-8 ist ein Chemokin, welches verantwortlich fiir die Rekrutierung von Entziindungszellen an den Ort
der Inflammation ist. IL-8 wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten,
Fibroplasten, Endothelzellen und vielen weiteren Zellen produziert.

IL-8 wird auch ,,Monocyte derived neutrophil-chemotactic factor* genannt und unterscheidet sich von
allen anderen Zytokinen durch seine Fihigkeit, neutrophile Granulozyten zu aktivieren. Es fiihrt in
neutrophilen Granulozyten zu einem verstirkten O2-Metabolismus mit Generierung von reaktiven O2-
Spezies (respiratory Burst), zu einer vermehrten Exozytose von Granula, einer verstirkten Chemotaxis
(van Furth 1992), einer vermehrten Expression von Adhdsionmolekiilen und ist an der Vermittlung der
Schmerzwahrnehmung beteiligt. Erhohte 1L-8 Plasmaspiegel korrelieren in der schweren Sepsis mit
dem Schweregrad einer Laktatazidose, mit der Ausprigung der dissiminierten intravasaler Gerinnung,
dem Schweregrad einer Hypoxie und erhohten ,acute physiology and chronic health evaluation
scores” (APACHE)-II sowie der Mortalitdt von Sepsispatienten (Rodriguez-Gaspar et al. 2001; Van
Zee et al. 1991). IL-8 scheint auch eine besondere Bedeutung in der Pathogenese von des acute lung

injury zu zukommen (Takala et al. 2002).

1.2.3 Tumor Nekrose Faktor o

TNF-a besitzt sehr viele wichtige Funktionen in der Pathogenese von entziindlichen, infektdsen und
malignen Geschehen im menschlichen Organismus (van Furth 1992). Es wird als einer der Initiatoren
des Entziindungsgeschehen angesehen (DeForge et al. 1992; Wanidworanum et al. 1992; Calder et al.
1999), welcher die Produktion anderer Entziindungsmediatoren induziert und einen wesentlichen
EinfluB auf die Endothel-Funktion, Koagulation, Fettstoffwechsel und Insulinausschiittung hat. In
Studienversuchen mit LPS- Injektion an Tieren (Redl et al. 1991) und an Freiwilligen (Suffrendi et al.
1995) wurde TNF-« als erstes Zytokin in der Blutbahn nachgewiesen, nach 1,5 Std. erreicht die TNF-
o Produktion ihr Maximum (Cavaillon et al. 2003). Es wird vermutet, dass TNF-a wichtigster

Mediator der Endotoxizitit ist. Die biologischen Auswirkungen einer LPS-Injektion werden erst dann
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beobachtet, wenn TNF-at messbar im Blut vorhanden ist. Hohe TNF-a Spiegel wiéhrend eines
septischen Schocks korrelieren mit einem hoherem Mortalitétsrisiko (De Groof et al. 2002; Mira et al.
1999). Anti TNF-alpha Antikorper konnten in Tiermodellen, in welchen LPS in todlicher Dosis
verabreicht wurde, nachweislich die Mortalitit verringern (Van der Poll et al. 1991). Neben
vermindertem TNF-o. Serumspiegel unter AntikOrpertherapie, wurden auch reduzierte Level der
proinflammatorischer Zyotkinen, wie IL-1 beta, IL-6 (Fong et al. 1989) und IL-8 (Redl et al. 1993)
nachgewiesen. TNF-o wirkt nicht nur als Initiator des Entziindungsgeschehens, sondern hélt auch die
Produktion anderer proinflammatorischer Zytokine iiber einen lingeren Zeitraum aufrecht (Cavaillon
et al. 2003). TNF-a konnte ein kardiodepressorischer Effekt in der Sepsis nachgewiesen werden, der
wahrscheinlich auf eine negativ inotrope Wirkund des TNF-o zuriickzufiihren ist (Kumar 2000).
Allgemeine Entziindungszeichen wie Fieber und Synthese von Acute Phase Proteines in der Leber

werden durch TNF-alpha induziert (Calder et al. 1999).

1.3 Sepsis und SIRS

Heutzutage sind Sepsis und das damit verbundene Multiorganversagen (MOV) Haupttodesursache auf
nicht-kardiologischen Intensivstationen (Sablotzki et al. 2005). Trotz intensiver Forschung wihrend
der letzten drei Jahrzehnte bleibt die Sepsis wohl eine der grofiten medizinischen Herausforderung auf
Intensivstationen. Allein in den USA erkranken 751.000 (300/100000 Einwohner) Menschen jéhrlich
an einer Sepsis. Moglicherweise wird die Anzahl der in den USA an Sepsis erkrankenden Menschen
bis 2020 sogar auf iiber eine Million ansteigen, was wohl auf die zunehmende demographische
Verdnderung der Altersstruktur der westlichen Linder zuriickzufiihren ist (Angus et al. 2001). In
Deutschland liegen zur Zeit noch keine gesicherten Daten zur Inzidenz der Sepsis vor. Die
Mortalitédtsraten schwanken laut Statistiken zwischen 28% (Angus et al. 2001) bis fast 60% (Brun-
Buisson et al. 1995). Die Datenlage ist hierbei so uneinheitlich, da in den Todesregistern oft die
auslosende Grundkrankheit, wie z.B. Polytrauma oder Krebserkrankung anstatt der Sepsis angegeben
wird.

Wihrend einer Sepsis kommt es zu einer iiberschiessenden Reaktion des Organismus, die durch die
Aktivierung aller am Entziindungsgeschehen beteiligten Kaskadensysteme, einer Dysregulation der
zellvermittelten Immunantwort und der erheblichen Verdnderungen in der Produktion und
Exprimierung von Mediatoren der Immunantwort, wie z.B. Zytokinen, Wachstumsfaktoren oder
Adhisionsmolekiilen, gekennzeichnet ist (Casey 1993). SIRS (,,Systemic Inflammatory Response
Syndrome*) ist die Bezeichnung fiir ein generalisiertes Entziindungsgeschehen, welches durch die
Ausschiittung hauptsédchlich pro-inflammatorischer Zytokine und anderer Entziindungsmediatoren
charakterisiert ist. Die Entwicklung eines SIRS ist immer Folge einer erheblichen Schiadigung des

Organismus (Sandesc et al. 2003; Bloos 2003).



Da in der Regel verschiedene Atiologien eines SIRS unterschieden werden konnen und da die
Symptomatik eines SIRS und dessen Auspriagung sehr variieren, wurden bis in die 1980er kaum
Inzidenzen und Préivalenzen errechnet; es fehlte ein einheitlicher Konsens iiber Terminologie und
Diagnose des SIRS (Sandesc et al. 2003). Erst 1991 wurde eine einheitliche Definition des Begriffes
SIRS durch die amerikanischen Gesellschaften ,,American College of Chest Physicians“ (ACCP) und
»dociety of Critical Care Medicine* (SCCM) einfiihrt.
Demnach wird ein SIRS diagnostiziert, wenn mindestens zwei der folgenden Kriterien vorliegen:

1) Korpertemperatur <36°C oder >38°C

2) Tachykardie >90/min

3) Respiratorische Insuffizienz mit Tachypnoe >20/min oder pCO2 <32 mmHg

4) Leukozytenzahl <4000/mm3 oder >12000/mm3; oder >10% stabkerniger Granulozyten
Eine Vielzahl von Faktoren kann zu einem SIRS fithren. Dazu gehoren unter anderem Polytrauma,
grofBe chirurgische Eingriffe, Intoxikationen, Verbrennungen, Krebsleiden, Extrakorporale Zirkulation
und Sepsis. Sepsis ist gemil der ACCP und der SCCM ein SIRS, welches durch eine Infektion
hervorgerufen wird (Sandesc et al. 2003). Die Infektion kann bakterieller, fungaler, viraler oder
parasitirer Art sein (Bloos 2003). Eine schwere Sepsis ist definiert als eine Sepsis mit Zeichen der
Organdysfunktion bzw. Hypoperfusion: Hypotension (Blutdruck (RR) < 90 mmHg oder Reduktion
von > 40 mmHg vom Ausgangswert), Oligurie, Laktatazidose, Enzephalopathie, Thrombozytopenie,
bzw. Thrombozytensturz (Bone 1992). Als Komplikation kann es zu einem MOV mit folgendem
MODS kommen, welches die gemeinsame Endstrecke der immunologischen Veridnderung und
Reaktionen auf eine Infektion oder ein Trauma darstellt. Das MODS ist definiert als ein Ausfall eines
oder mehrerer Organe, die ohne intensivmedizinische Intervention einen letalen Ausgang fiir den
Patienten zur Folge hitten (Bone, 1992). Die Ausprigung des MODS bestimmt den Verlauf und
bedingt die hohe Mortaliltit der Sepsis (Bone, 1996).

1.3.1. Monozyten und Zytokine in der Sepsis

Das Immunsystem spielt die zentrale Rolle in der Initiierung der pathophysiologischen Veridnderungen
in der Sepsis. Monozyten, als Hauptproduzenten vieler Zytokine und als Schnittstelle zwischem
angeborenem und spezifischem Immunsystem sind fiir die Genese der Sepsis von besonderm
Interesse. LPS- Infusionen fiihren zur schnellen Expression von den hauptsdchlich in
Monozyten/Makrophagen produzierten pro-inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-o.
Maximalwerte der Zytokinspiegel im Blut werden innerhalb zwei bis drei Stunden erreicht
(Suffrendini et al. 1989; Martich et al. 1991; Michie et al. 1988). Das klinische Bild einer LPS-
Infusion &hnelt sehr stark dem der Sepsis. Je hoher der Blutspiegel der oben genannten pro-
inflamatorischen Zytokine, desto schlechter ist das Outcome in einer Sepsis (Gogos et al. 2000).

Lange Zeit wurde angenommen, dass Sepsis ein rein proinflammatorisches Geschehen ist. Heutzutage
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hiufen sich jedoch Beweise, dass Sepsis auch aus einer antiinflammatorischen Komponente besteht.
Wiihrend der Sepsis kommt es zu einer Uberproduktion von anti-inflammatorischen Zytokinen und zur
funktionellen Einschrinkung von mononukledren Zellen (PBMC) (Munoz et al. 1991; Randow et alk.,
1995; Brandtzaeg et al., 1996). Anti-inflammatorische Zytokine, wie IL-4, IL-5, IL-10 werden durch
T-Helferzellen Typ II produziert und fiithren zur Deaktivierung von Monozyten/Makrophagen. Eine
exzessive Produktion dieser anti-inflammatorischen Mediatoren fordert eine Immunsuppression,
welche bis zu einem CARS (Compensatory anti-inflammatory response syndrome) fiithren kann.
CARS ist der vermeintliche Gegenspieler des SIRS und resultiert klinisch gesehen in einer Immun-
Paralyse, welche den FEintritt und die Ausbreitung von infektidsen Mikroorganismen im Korper
deutlich erleichtert.

Uber den zeitlichen Verlauf des SIRS und CARS gibt es heute zwei Theorien. Die ,,Sepsis parallel
Theorie* besagt, dass SIRS und CARS gleichzeitig ablaufen konnen. Cavaillon et al (2001) schlagen
im Rahmen dieses Theoriemodelles vor, dass SIRS vor allem im entziindetem Gewebe ablauft,
wihrend die restlichen systemischen Blutleukozyten eher in einem deaktiviertem Zustand vorliegen,
um der Aktivierung von Endothelzellen und Expression von Adhesionsmolekiilen entgegenzuwirken.
Die ,,Sepsis Serial Theory* geht von einem sequentiellem Sepsismodell aus, indem SIRS und CARS
zeitlich verschoben sind. Es kommt zunéchst zu einer pro-inflammatorischen Entziindungsreaktion des
Organismus, um Fremdorganismen zu bekédmpfen und ihre weitere Ausbreitung im Korper zu
verhindern. Der Korper reagiert anschlieBend — im Sinne eines Regelkreises- mit einer endogenen

Immunsuppression auf die unkontrollierte proinflammatorische Phase (Bone 1996).

Sepsis =
Serial Theory
Hyporesponsiveness
Stimulus Inflammation Pro-inflammatory
Mediators
Sepsis l

Parallel Theory

* Anti-inflammatory
Mediators (inhibitors)

Hyporesponsiveness

»
TIME »

Abb. 1 aus Ronco et al. 2003: SIRS und CARS konnen entweder im Rahmen
eines sequentiellen Sepsis Modell getrennt auftreten, oder gleichzeitig im
Sinne der Sepsis parallel Theorie

Die Therapie einer Sepsis - unabhingig vom Verlaufsmodell - besteht aus kausalen, supportiven und
additiven MaBBnahmen (Sablotzki et al. 2005). Zu den Grundprinzipien der Sepsistherapie gehoren die

chirurgische Herdsanierung, sowie eine adidquate Antibiotikagabe. Supportive Mallnahmen zielen



darauf ab, die aus der Sepsis resultierenden Organdysfunktionen zu beeinflussen (Katecholamin- und
Volumentherapie, Kortikosteroide, Nierenersatztherapie, Beatmungsstrategien, intensivierte
Insulintherapie ... etc.) und die Gerinnung zu modulieren (thTFPI, Antithrombin III, thAPC). Zu den
additiven Therapiemafinahmen gehoren hauptsichlich Erndhrungsstrategien, welche versuchen durch
verbesserte Nutrition die Organfunktion zu modulieren. Vor allem spielt die Erndhrung des
Immunsystems (Immunnutrition) eine wichtige Rolle, da sie darauf abzielt die Immunfunktion zu
verbessern und die Zytokinproduktion zu regulieren. Untererndhrung fithrt zu einer
Immunsuppression, welche ihrerseits mit einer erhdhtem Risiko fiir Infektionen, Sepsis, SIRS und

CARS verbunden ist.

1.4. Immunnutrition

Ziel zahlreicher Studien ist es das Outcome von sepsis-gefiahrdeten Patienten anhand von Pharmaka,
Immunmodulation und Immunnutrition zu verbessern. Unter anderem sind ®-3 Fettssduren, Selen, und
Aminoséuren als Ernidhrungstherapie bestindiger Gegenstand solcher Studien. Zu den bisher am meist
untersuchten Aminosduren gehdren Arginin, Taurin, Cystein und Glutamin. Schon friih erkannte man,
dass Malnutrition und ein Mangel an Aminosduren zu einem hyperkatabolischen Zustand und zu einer
Immunsuppession fiihren, welche mit einem schlechterem Outcome verbunden sind. In dieser Arbeit
werden die Aminosduren Glutamin und Alanin, sowie deren Kombination Alanyl-Glutamin

(Dipeptamin) eingehender untersucht.

1.4.1 Glutamin

Unter den vielen verschiedenen Versuchen der letzten 10 Jahre, die Qualitédt der Erndhrungstherapie zu
verbessern, hat Glutamin ein besonderes Interesse hervorgerufen (Hammarqvist et al. 1994). Glutamin
ist die am hiufigsten vorkommende freie Aminosdure und macht mehr als 50% des freiem
Aminosiure-Pools des Skelettmuskel aus (Francis et al. 2002; Calder et al. 1999). Sie ist eine nicht-
essentielle Aminosaure, die unter normalen Umstinden ausreichend von den meisten Zellen des
Organismus — durch das Enzymes Glutamin Synthetase - hergestellt werden kann. In Stresssituationen
jedoch, wie es bei Intensivpatienten der Fall ist, braucht der Korper mehr Glutamin als er selbst
synthetisieren kann; in dem Fall wird Glutamin zu einer ,,bedingt essentiellen Aminosiure®, die extern
zugefithrt werden muss, um die Funktion des Organismus zu gewihrleisten (Brian et al. 2000; Francis
et al. 2002; Boelens et al. 2000).

Glutamin ist wesentlich am interzelluldren Stickstofftransport beteiligt und dient somit auch der
Ausscheidung von Harnstoff und Ammonium (Christensen et al. 1990; Neu et al. 1996). Es spielt eine
wichtige Rolle als Vorstufe fiir die Produktion von Nuktleotiden, Glucose, Glutathion und anderen

Aminosiduren (Meister et al. 1956, Garber et al. 1980; Lund et al. 1981); seine Bedeutung im
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Intermediirstoffwechsel, sowie im zelluldren Reduktion-Oxidation Mechanismus ist essentiell (Brian
et al. 2000). Glutamin ist dariiber hinaus eine der wichtigsten Nahrungsquelle fiir Zellen des
Immunsystems (Newsholme et al. 1989; Calder et al. 1995), der Niere (Tizianello et al. 1982), der
Leber (Haussinger et al 1989), und des Gastrointestinalen Systems (McBurney et al 1994; Griffiths et
al. 1997).

Hauptdepot des Glutamin ist der Skelettmuskel, er speichert bis zu 60% des im Korper
vorkommenden Glutamin (Alan et al. 1999). In Stresssituationen kommt es zu vermehrtem
Skelettmuskelabbau, sowie Reduzierung des Glutamin-Pool im Muskel um mehr als 50 Prozent (Alan
et al. 1999). Hammerqvist und Wernermann (1990) konnten zeigen, dass eine Glutaminzugabe bei
Intensivpatienten sowohl den Glutamingehalt im Skelettmuskel, als auch die Proteinsynthese und die
Stickstoftbilanz gegeniiber der Kontrollgruppe deutlich verbessert.

Glutamin ist —zumindest in in vitro Studien - notwendig fiir eine optimale Lymphozytenproliferation
(Adrawi et al. 1988). Makrophagen bendtigen eine suffiziente Glutaminzufuhr, um zellspezifische
Funktionen wie Phagozytose (Parry-Billings et al. 1990), Antigenexpression und -prédsentation
aufrecht zu erhalten (Spittler et al. 1995). Viele klinische Studien demonstrieren, dass eine adidquate
Glutaminzufuhr in metabolischen Stresssituationen die Immunantwort optimiert, die Regenerationszeit
verkiirzt und die Morbiditit senkt (Griffiths 1999). Glutamin enthaltende enterale Nahrung konnte die
Inzidenz von Pneumonie, bakterieller Infektion und schwerer Sepsis nach Polytrauma deutlich
reduzieren (Houdijk et al. 1998). Die in Sresssituationen hdufig beobachtete Hyperpermeabilitit des
Darmes und die damit verbundene bakterielle Translokation, welche zu einer Sepsis und MOF fiihren
kann, wird durch Glutamingabe verringert (Alan et al. 1999). Mit Glutamin angereicherte parenterale
Losung verringerte signifikant den Krankenhausaufenthalt in Patienten mit
Knochenmakrtransplantion; die Zahl der CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten in diesen Patienten konnte
unter Glutamin erhoht werden (Windmueller et al. 1974). Bei multimorbiden Patienten verldngerte

Glutamin signifikant die Uberlebenszeit (Griffiths et al. 1997).

1.4.2 Ala-Gln als Dipeptid

Da Glutamin schlecht 16slich und sehr instabil in Wasserlosungen ist, enthalten normale TPN oder
kommerziell erhiltlicher Aminosdurelosungen kein Glutamin (Alan et al. 1999). Im klinischem Alltag
wird Glutamin deshalb parenteral routinemifig als Dipeptid zugefiihrt. Die Bindung ist sehr stabil in
Losung und wird nach Infusion im Korper direkt in seine Einzelteile hydrolisiert (Hammerqvist et al.
1990). Eine mogliche, sehr hédufig verwendete Dipeptidkombination, ist das Alanyl-Glutamin. In
klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass Ala-Gln postoperativ die Stickstoffbilanz deutlich
verbessert (Morlion et al. 1998) und dem Proteinabbau im Skelettmuskel entgegenwirkt (Hammerqvist
et al. 1990). Die postoperative Immunsuppression konnte in der Ala-Gln Gruppe besser und schneller

kompensiert werden (Jacobi et al. 1999).



1.4.3 Alanin

Alanin ist — dhnlich wie Glutamin — von erheblicher Bedeutung fiir den Intermediérstoffwechsel des
Organismus. Es ist nach Glutamin die zweit haufigste frei vorkommende Aminosidure im Blutplasma
(Mackenzie et al 1992). Alanin spielt jedoch keine Rolle im Stickstofftransport; seine Funktionsbreite
ist gegeniiber dem Glutamin eingeschrinkt (Christensen 1990). Als wichtigste glukoneogenetische
Aminosdure ist Alanin fiir den Kohlenhydratstoffwechsel unentbehrlich. Im Skelettmuskel wird
Alanin durch Transaminierung von Pyruvat gewonnen. Alanin wird dann iiber die Blutbahn in die
Leber transportiert, wo es zu Glukose umgewandelt und dem Muskelgewebe als Energiesubstrat
wieder bereitgestellt wird (Glukose-Alanin Zyklus; Christensen 1990; wikipedia 2006).

Dieser glukoneogenetische Effekt des Alanins wurde bis heute vor allem in Athleten untersucht
(Anderson O). Bei Sportlern fiihrt ein erniedrigter Glukosespiegel zu erhohter Miidigkeit und
verminderten Leistungsfahigkeit. Einer Studie nach zu urteilen, hilt Alanin den Glukosespiegel
wihrend sportlicher Betidtigung konstant; Proteinsynthese und Stickstoffbilanz werden wihrend dem
Extremsport durch Alaningabe verbessert (Zest for live 2005). Diese Entdeckung sowie die Tatsache,
dass Alanin eine der hdufigsten Aminosduren im Proteinaufbau ist (Molecular Expressions 2004),
machen Alanin als Supplement fiir Athleten und Body Builder sehr beliebt (Zest for live 2005;
healthnotes ©2004). Dariiberhinaus wird Alanin zur Herstellung von Tryptophan, Vit BS
(Pantothensiure) und Coenzym A bendtigt. In Tierversuchen mit Ratten zeigte sich ein Cholesterol
reduzierender Effekt. Auch soll Alanin einen positiven Effekt auf die Prostata haben, da es in
Kombination mit Glycin und Glutamin die Symptome der BPH lindert (Zest for live 20053 healthnotes
©2004). Eine therapeutische Wirkung des Alanins in der Sepsis ist bis heute noch nicht untersucht

worden.



2. Zielstellung

Auch wenn die Wirkung des Glutamins schon in vielen Studien untersucht wurde und Glutamin
heutzutage einen hohen Stellenwert in der Ernidhrungstherapie hat, gibt es keine Arbeiten, die den
EinfluB von Glutamin explizit auf die Zytokinexpression von Monozyten untersuchen. Desweiteren
gibt es keine Studien dariiber, ob Alanin einen Effekt auf die Zytokinproduktion in Monozyten hat,
und ob dieser mit dem Glutamin in der Kombinationslosung (Dipeptamin) interagiert.

Vor dem Hintergrund der geschilderten Beziehungen zwischen Immunsystem, Sepsis und
Immunnutrition auf Ebene des heutigen Forschungsstandes, beschiftigt sich die Arbeit mit dem
Einfluss von Glutamin, Alanin und deren Kombination, das Dipeptid Ala-Gln, auf die
proinflammatorische Immunantwort von Monozyten. Insbesondere geht es um die Produktion der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL- und TNF-0,, die eine bedeutende Rolle in der Frithphase der
Sepsis und des SIRS spielen. Die Expression der Zytokine wird intrazelluldr mittels

Durchflusszytometrie gemessen

Im Einzelnen sollen folgende Fragestellungen untersucht werden:

- Haben die Einzelsubstanzen Glutamin und Alanin, sowie deren Kombination, das Dipeptid
Alanyl-Glutamin einen Einfluf} auf die Expression von IL-6, IL-8 und TNF-o. in Monozyten

unter nicht septischen Bedingungen?

- Welchen Einflufl haben unterschiedliche Konzentrationen von Glutamin, Alanin und Alanyl-
Glutamin auf die Expression von IL-6, IL-8 und TNF-o. von Monozyten unter den

Bedingungen eines in vitro Sepsismodells

- Wie unterscheiden sich die jeweiligen Zytokinexpressionsmuster und welche Relevanz konnte

sich fiir die drei Aminos#urelésungen in Bezug auf den klinischen Alltag ergeben?
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3. Material und Methodik

3.1 Arbeitsmaterial und Chemikalien

- FITC anti-human CD14-Antikorper, Pharmingen, Heidelberg

- PE anti-human TNF-4 Antikorper, Pharmingen, Heidelberg

- PE anti-human IL-6 Antikorper, Pharmingen, Heidelberg

- PE anti human IL-8 Antikorper, Pharmingen, Heidelberg

- PE rat IgG2a Isotypkontrolle, Pharmingen, Heidelberg

- PE anti human CD 14 Antikorper, Pharmingen, Heidelberg

- Golgi Plug, Pharmingen, Heidelberg

- Cytofix/Cytoperm Kit, Pharmingen, Heidelberg

- Lipopolysaccharide E. coli 055:B5, SIGMA, Deisenhofen

- Phosphate buffered Sialine (PBS) w/o Caz+ w/o Sodium Bicarbonat, GIBCO
BRL/Lifetechnologies

- Dimethyl Sulfoxide (DMSO), SIGMA Deisenhofen

- RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin, GIBCO BRL/Lifetechnologies

- RPMI 1640 Medium ohne L-Glutamin, GIBCO BRL/Lifetechnologies

- FACS Clean, Becton Dickenson (BD), Heidelberg

-FACS Rinse, BD, Heidelberg

- Cellwash, BD, Heidelberg

- FACS Flow, BD, Heidelberg

- FACS-Calibur Cytometer, BD, Heidelberg

- Software Cellquest pro®, Becton Dickinson, Heidelberg

- Bovine Serum Albumin 0.2 %, SIGMA, Deisenhofen, Germany

- Natriumazid (Na+N3) , SIGMA, Deisenhofen

- L-Glutamine, GIBCO/Lifetechnologies

- L-Alanine, SIGMA, Deisenhofen

- Dipeptamin (L-Ala, L-GIn), Fresenius

- 7Aminoactinomycin D (7AAD), Sigma, Deisenhofen

- 5Sml Polysterene round bottom tube, Falcon®, Becton Dickenson, Heidelberg

- 7,5 ml Natrium-Heparin-Monovetten®, Sarstedt, Nuernbrecht

- BD Valuset, Butterfly-Blutabnahmebesteck, BD, Heidelberg

- HERAsafe HSPC, Sterilbank, Heraeus Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau
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3.2 Durchflusszytometrie, FACS

Die Durchflusszytometrie (FACS) ist ein optisches Messverfahren zur Analyse von Partikeln, bzw.
von Zellen in Suspension. Sie ermdglicht, eine gro3e Anzahl von Zellen in kurzer Zeit zu untersuchen,
wobei die Zellen einzeln an einer Lichtquelle in einem Fliissigkeitsstrom vorbeigeleitet werden. Dabei
werden die Grofe basierend auf der Vorwdrtsstreuung, die interne Komplexitit anhand der
Seitwirtsstreuung des Lichts, sowie verschiedene potentielle Zelleigenschaften mit Hilfe von

Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikorpern gleichzeitig gemessen.

3.2.1 Aufbau und Funktion eines Durchflusszytometers

Der grundsitzliche Aufbau eines Durchflusszytometers besteht aus einem Fliissigkeitssystem, welches
die Proben in der Flusskammer an einem Laserstrahl vorbeifiihrt. Als Lichtquelle werden ein oder
mehrere Laser unterschiedlicher Wellenldnge verwendet, um damit mehrere Zelleigenschaften parallel
zu erfassen. Das vom Partikel abgestrahlte Licht wird zu Photodetektoren und Photomultipliern
gelenkt. Dort werden die Signale digitalisiert. Der Aufbau eines Durchflusszytometers ist in

Abbildung 2 dargestellt.

Analog-
Drigitalwandler
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Limeare’ Log — | Detekior
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L1 1 +

Vorverstiirker

Abb. 2: Aufbau eines Durchflusszytometers
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Fliissigkeitssystem

Das Fliissigkeitssystem besteht aus zwei Fliissigkeitszufuhren, welche die Flusskammer versorgen.
Die Hiillflussigkeit (sheath fluid) wird der Flusskammer in die, die Probe injiziert wird, kontinuierlich
zugefiihrt. Das Fliissigkeitssystem dient dazu, die in Suspension gehaltenen Partikel einzeln im Raum
auszurichten und somit eine konstante Kreuzung des Probenstrahls mit dem Laserstrahl zu

ermoglichen.

Optisches System

Fiir unsere Versuche wurde das Durchflusszytometer FACSCalibur® der Firma Bacton Dickinson
verwendet. Im FACScalibur kommt ein luftgekiihlter Argon-lonen-Laser mit einer genutzten
Wellenldnge von 488 nm und ein roter Diodenlaser der Wellenlinge 635 nm zum FEinsatz. Der
Laserstrahl trifft im rechten Winkel in der Photokiivette auf den Partikelstrom und wird an den
Partikeln gestreut. Sammellinsen biindeln die in einem engen Winkel 1°-20° aufgefangene
Vorwirtsstreuung (FSC) und die im 90°-Winkel registrierte Seitwirtsstreung (SSC) sowie emittierte
Fluoreszenzsignale. In der Durchflusszytometrie werden Fluoreszenzfarbstoffe zumeist in Form von
an Antikorpern konjugierten Markern genutzt. Diese werden eingesetzt, um Zellstrukturen,
Immunphénotypisierungen und intrazelluldre Ziele zu markieren. Als Fluoreszenzfarbstoffe werden
unter anderem Fluoreszeinisothiocyanath (FITC) und Phycoerythrin (PE) verwendet. Die spektralen

Eigenschaften fiir FITC und PE sind in Tabelle 1 dargestellt.

Fluoreszenzfarbstoff Exzitations- Emmissions- Laser [nm]
FITC 495 320 488 A
PE 564 /495 5376 488 A

Tab. 1: Die Tabelle zeigt die spektralen Eigenschaften, Exzitationsmaxima, Emmissionsmaxima
und geeigneten Lasertypen fiir Fluoreszeinisothiocyanath (FITC) und Phycoerythrin (PE). A=

Argon-Ionen Laser

Bei der Mehrfarbendurchflusszytometrie werden mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig
verwendet und registriert. Dies ist moglich, da die Fluoreszenzfarbstoffe unterschiedliche
Emmissions- sowie Absorbtionsspektren besitzen. Technische Grenzen werden durch die spektrale
Uberlappung gesetzt. Spektrale Uberlappung tritt auf, wenn es zur Uberschneidung der
Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe kommt. Die Emissionsspektren von FITC und PE sind in

Abbildung 3 dargestellt. In der Abbildung ist zu erkennen, dass trotz der idealen Wahl von
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entsprechenden Transmissionsfiltern eine restliche spektrale Uberlappung nicht verhindert werden

kann.

A

Filter

FITC Transmission

Spektrale
Uberlappung

Fluoreszensintensitiit
[ Transmission

Wellenldnge A

Abb. 3: Fluoreszenzspektren von Phycoerythrin (PE) und Fluoreszeinisothiocyanath (FITC).

Analyse und Darstellung

Zwei grundlegenden Darstellungen werden am héufigsten genutzt. Das Streudiagramm und die
Histogrammdarstellung. Das Streudiagramm ist eine zweidimensionale Erweiterung des Histogramms.
Das Streudiagramm wird auch Zellbild genannt, da sich hier die unterschiedlichen
Leukozytenpopulationen getrennt darstellen lassen. Ein typisches Histogramm wie auch ein

Streudiagramm sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Abb. 4: Darstellung eines typischen Streudiagramms (links) und eines Histogramms (rechts).

Im  linksdargestellten  Streudiagramm  (Zellbild) erkennt man die unterschiedlichen
Leukozytenpopulationen im humanen Vollblut. Die unterste Population entspricht den Lymphozyten.
Die mittlere Population reprisentiert die Monozyten und die oberste Population die neutrophilen

Granulozyten. Am oberen Rand des Streudiagramms finden sich die eosinophilen Granulozyten.
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Mit Hilfe des Computerprogramms Cellquest pro® wurde die statistische Auswertung vorgenommen.
Durch Setzen von Grenzwerten (Markern) wird der Anteil positiver Partikel gegeniiber der
Gesamtzahl bzw. deren mittlere Fluoreszenzintensitit ,,mean fluorescence intensity* (MFI) gemessen.
Die mittlere Fluoreszenzintensitét ist ein Mal} fiir die Menge gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes pro
Partikel. Mit der ,,Region of interest* (ROI)-Technik konnen Ereignisse, die innerhalb einer gew#hlten

Region liegen, weiter ausgewertet werden.

3.3 Vollblutprobengewinnung und Lagerung

Die Vollblutproben wurden mit Hilfe von Butterfly Blutentnahmesystemen und Na:«-Heparin-
Monovetten® mittels percutaner Venenpunktion von den Probanden entnommen. Um eventuellen
zirkadianen Verdnderungen in der Zytokinproduktiuon vorzubeugen, erfolgte die Entnahme immer zu
gleichen Zeitpunkten, zwischen 7,30 Uhr bis 8,00 Uhr. Die Probanden waren gesund und zeigten
keine klinischen Zeichen einer Infektion. Bekannte Autoimmunerkrankungen, fieberhafte Infekte in
den letzten zwei Wochen, Stoffwechselerkrankungen, wie Diabetes mellitus und regelmifige
Einnahme von Medikamenten galten als Ausschlusskriterien. Es wurden Vollblutproben von einer
Gruppe von 27 Probanden gewonnen. Die Gruppe bestand nur aus méannlichen Freiwilligen. Weibliche
Probanden wurden auf Grund ihres schwankenden Hormonspiegels, der sich negativ auf die
Bestindigkeit von Glutamin- und Zytokinspiegeln auwirkt, nicht in die Studie eingeschlossen. Das
mittlere Lebensalter der untersuchten Gruppe betrug 29 + 7 Jahre. Um das Risiko einer Kontamination
gering zu halten, wurden die Arbeitsschritte von der Blutentnahme bis zum Abschluss der

Vollblutstimulation unter einer Sterilbank durchgefiihrt.

3.4 Prinzip der intrazellulidren Zytokinbestimmung mittels FACS-Analytik

Monozyten beginnen unmittelbar nach Stimulation mit LPS Zytokine, wie IL-6, IL-8 und TNF-o zu
sezernieren. Um die Exkretion der Zytokine zu verhindern, wurde der intrazelluldre Proteintransport
mittels Brefelidin A (BFA) blockiert. BFA blockiert den vesikulidren Proteintransport vom rauhen
endoplasmatischen Retikulum zum Golgiapparat und fiihrt so zu einer Akkumulation von Zytokinen in
Zellen. Die Zytokinproduktion kann somit in Zellen, nach intrazelluldrer Féarbung mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern, mittels FACS gemessen werden. Die Phinotypisierung von
Monozyten im Vollblut erfolgte mittels spezifischer fluorochromkonjugierter Antikdrper gegen das
CD14-Oberfldchenantigen.
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3.4.1 LPS Stimulation und Inkubation

Das Endvolumen einer Probe betrug 1ml. Dabei wurden 200 ul Vollblut in einem Verhiltnis von 1:5
mit den Restsubstanzen (RPMI, BFA, LPS, Gln, Ala, Dip) gemischt. Brefeldin A wurde entsprechend
dem Protokoll von Becton Dickenson eingesetzt (Golgiplug, Endkonzentration von 3,5 uM). LPS
wurde in einer Konzentrationen von 0,2ng/ml zugesetzt. Um den Einfluss von L-Glutamin, L-Alanin
und Dipeptamin auf die Zytokinproduktion zu untersuchen, wurden diese in einem Konzentrations-
bereich von 2mM und 5SmM (bei Dipeptamin zusétzlich 1mM) zugesetzt. Die Proben wurden gemischt
und bei 37° C in einem Inkubator (5 % CO2 , 95 % Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Die 5% CO2

Atmosphire garantiert einen konstanten pH-Wert der Proben. Die Inkubationszeit betrug drei Stunden.

3.4.2 Monozyten Phénotypisierung

Nach der Inkubationszeit wurden die Vollblutproben zum Waschen in 1 ml CellWash/ BD
aufgenommen und gemischt. AnschlieBend wurden sie bei 500x Erdanziehungskraft (g) fiir 5 min.
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in 1 ml Stainingbuffer resuspendiert und
wiederum bei 500xg fiir 5 min zentrifugiert. Das resuspendierte Pellet wurde in einem zweiten
Waschgang mit 1 ml Stainingbuffer gewaschen. Stainingbuffer wird eingesetzt, um eine ungewollte
Hintergrundfirbung im Probenansatz zu minimieren. Die Zellen wurden in 100ul Stainingbuffer
resuspendiert. Und zur Oberflachenfirbung der Monozyten wurden 10 pl CD14 anti-human-
konjugierte Antikorper zugegeben und gemischt. Die Proben wurden 10 min bei Raumtemperatur im
Dunklen inkubiert und die Proben zweimal nach Zentrifugation bei 500 xg mit 1 ml Stainingbuffer

gewaschen.

3.4.3 Fixierung und Permeabilisierung

Damit die Oberflichenfdarbung, bzw. Fluoreszenz der Monozyten in den weiteren Arbeitsschritten
erhalten bleibt, wurden die Antikorper auf der Zelloberfliache fixiert. Zur Fixation wurde Cytofix/
Cytoperm-Losung der Firma Becton/ Dickinson eingesetzt. Cytofix/ Cytoperm enthilt
Paraformaldehyd, welches eine Denaturierung und Prizipitation von Proteinen und deren Seitenketten
verursacht. Es stabilisiert die Oberfldchenantikorper auf den Monozyten und erhilt ihre Fluoreszenz.
Zusitzlich wird mit diesem Reagenz die Permeabilisierung der Zellwand durch Detergentien erreicht.

Das Pellet wurde wurde unter Mischen in 250 pl Cytofix/Cytoperm-Lésung aufgenommen und bei 4 °©
C fiir 10 min im Dunklen inkubiert. Anschliessend wurden die Proben zweimal bei 500 xg fiir 5 min
zenrifugiert und mit jeweils 1 ml Perm/Wash-Losung gewaschen. Das Pellet wurde anschlieend

in100p] Perm/Wash-Losung resuspendiert.
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3.4.4 Intrazellulédre Zytokinfiarbung

Die intrazelluldre Zytokinfarbung basiert auf der Identifikation intrazelluldrer Antigene mit Hilfe
monoklonaler Antikorper. In der vorliegenden Arbeit wurden PE konjugierte anti-human-IL-6- Rat-
1gG2., PE konjugierte anti-human-IL-8-Mouse-IgG2» und PE konjugierte anti-human-TNF-o -Mouse-
IgG1 Antikorper verwendet. 10 pl des jeweiligen IL-Antikdrpers wurden zur Probensuspension
gegeben und griindlich gemischt. Darauf folgte eine 30 miniitige Inkubation bei 4 C° im Dunkeln. Im

Anschluss wurden die Proben unter Zugabe von 1ml Perm/ Wash-Lésung gemischt und gewaschen,
sowie anschliefend fiir 5 Minuten bei 500xg zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde ein mal
wiederholt. Danach wurden die Proben in 300 ul Stainingbuffer resuspendiert und umgehend per
FACS gemessen. PE konjugierte Antikorper unspezifischer Relevanz wurden als Isotypkontrolle fiir
die spezifische Bindung der Interleukin-Antikorper eingestetzt. Durch Subtraktion der Isotypkontrolle
und durch die Platzierung von Grenzmarken in der Histogrammauswertung kann der Anteil
Interleukin positiver Zellen bestimmt werden. Die Isotypkontrollen werden in gleicher Konzentration
wie die Interleukin-Antikdrper verwendet, um kohirente Ergebnisse zu erhalten. Es wurden jeweils 12

Probanden untersucht (n=12).

3.5 Detaillierte Versuchsbeschreibung

3.5.1 Herstellung der Stammlésungen

Herstellung von LPS-Stammlosung:

Img LPS (E. Coli; 055:B5; SIGMA) + 1 ml PBS = LPS 1mg/ml

Herstellung von 10 pl Aliquots, Einfrieren bei - 80° C

Stammlosung bei Gebrauch: Auftauen und Verdiinnen mit mit 990 pul PBS = 100 pg/ml
fiir Konzentration im Probensansatz:

10 ng / ml = 10 pl Stammldsung in 990 pl Probenvolumen

1 ng/ml=1 plin 999 ul Probenvolumen

0,2 ng/ ml =2 pl von 1:10 verdiinnter 1 ng / ml- Losung

Herstellung von BFA-Stammlésung:

Molekulargewicht Brefeldin A: 240,3 g/l =1 M (mol/l)

Golgiplug: 1mg Brefeldin A geldst in 1 ml DMSO = Brefeldin A 3,5 mM

um Pipettierfehler zu minimieren: 1: 10 verdiinnen (30 ul BFA + 270 ul RPMI)

10 ul BFA pipettieren (Probenvolumen 1000 pl) = Brefeldin A Konzentration: 3,5 uM
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Herstellung L-Glutamin- Stammlosung

Ausgegangen wurde von einem physiologischen Gln-Plasmaspiegel= 0,8mM

Stammlosung L-Glutamin (GIBCO) =200mM

2mM Endkonzentration: 1ml GIBCO Stammldsung wird mit 7,695 ml destilliertem Wasser vermischt

=23 mM -> Zugabe von 80ul/ml entspricht 2mM Endkonzentration

SmM Endkonzentration: 1ml GIBCO Stammlésung wird mit 2,3 ml destilliertem Wasser vermischt

= 60,5mM-> Zugabe von 80ul entspricht SmM Endkonzentration

Herstellung der L-Alanin —Stammlésung

Ausgegangen wurde von einem physiologischem Ala-Plasmaspiegel= 0,4mM

Molekulargewicht Alanin = 89,09g/mol; Wasserloslichkeit = 100mg/ml

Herstellung der Stammldsung: 100mg Alanin/1ml = 1,13mol/ml = 1130mmol/l

2mM Endkonzentration: 1ml Alanin Stamml6sung wird mit 22,7ml destilliertem Wasser vermischt

= 24mM -> Zugabe von 80ul/ml entspricht 2mM Endkonzentration
SmM Endkonzentration: 1ml Alanin Stamml6sung wird mit 8,25ml destilliertem Wasser vermischt

= 61,5 mM -> Zugabe von 80pl/ml entspricht SmM Endkonzentration

Herstellung von Dipeptamin-Stammldésung
Dipeptamin Stammlosung (Fresenius) = 920 mM

ImM Endkonzentration: 1ml Fresenius Stammldsung werden mit 82,63 ml destilliertem Wasser

vermischt = 11mM -> Zugabe von 80ul/ml entspricht ImM Endkonzentration

2mM Endkonzentration: 1ml Fresenius Stammldsung werden mit 38,14 ml destilliertem Wasser

vermischt = 23,5 mM -> Zugabe von 80ul/ml entspricht 2mM Endkonzentration
SmM Endkonzentration: 1ml Fresenius Stammlosung werden mit 14 ml destilliertem Wasser

vermischt = 61mM -> Zugabe von 80ul/ml entspricht SmM Endkonzentration

Herstellung von Stainingbuffer:
500 ml PBS

0,2 % BSA

0,1 % Na+Ns

pH-Wert 7,4-7,6
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3.5.2 Einfluss von Glutamin auf die Zytokinexpression

Der Einfluss von Glutamin in den Konzentrationen 2mM und 5mM auf die Produktion von IL-6, IL-8
und TNF-a wurde untersucht. 2 pl der 2ng/ml LPS Losung und 10 ul BFA wurden in 708 pl RPMI in
einem 5 ml Polyethylenrohrchen vorgelegt und gemischt. 80 ul der verdiinnten Glutamin-
Stammlosung und 200 ul Vollblut wurden zugegeben, so dass das Endvolumen 1ml betrug.
Die Inkubationszeit betrug 3 Stunden. Kontrollen: Leerwert und 10 pl PE rat IgGa
Isotypkontrolle. Inkubation ohne Glutamin vs. Inkubation mit Glutamin diente als negativ
Kontrolle. Die Ergebnisse wurden als MFI [relative Einheiten] und als Anteil [%] der

Interleukin positiven Monozyten an der Gesamtzahl der Monozyten registriert.

3.5.3 Einfluss von Alanin und Dipeptamin auf die Zytokinexpressionskinetik

Der mogliche Effekt von Alanin und Dipeptamin auf die Kinetik der IL-6, IL-8 und TNF-a Produktion
wurde untersucht. Der Versuchsablauf verlief wie beim Glutamin. 2 pl der 2ng/ml LPS Losung und 10
ul BFA wurden in 708 ul RPMI in einem 5 ml Polyethylenrdhrchen gemischt. 80 pl der verdiinnten
Alanin-Stammldsung/Dipeptamin-Stammlésung  und 200 pul Vollblut wurden zugegeben.
Inkubationszeiten waren 3 Stunden. Als Kontrollen dienten mit Isotypantikorper gefirbte Zellen.
Inkubation ohne Alanin/Dipeptamin vs. Inkubation mit Alanin/Dipeptamin diente als negativ
Kontrolle. Es wurde die MFI und der Anteil [%] fiir IL-6, IL-8 und TNF-a positiven Monozyten an

der Gesamtzahl der Monozyten erfasst.

3.6 Datenanalyse

Es wurden 20.000 Zellen pro Messung registriert. FSC und SSC wurden in einem Streudiagramm
dargestellt, um die Schwellenwerte fiir den FSC festzulegen. In einem weiteren Streudiagramm FSC
vs. Fluoreszenzkanal (FL)-1 (CD14-FITC) wurden die CD14 positiven Zellen mittels ,,Region of
interest” (ROI) markiert, siche Abbildung 5. Die CD14 positiven Zellen wurden in einem Histogramm
fir FL-2 (PE Interleukinfluoreszenz) dargestellt. Die Marker M1 und M2 zur Bestimmung der
Interleukin positiven Monozyten wurden anhand der Isotypkontrollen in den Histogrammen gesetzt. In
Abbildung 6 ist als Beispiel eine Auswertung fiir IL-6, IL-8 und TNF-a dargestellt. Die Gesamtzahl
der CD14 positiven Zellen wurde erfasst, sowie der Anteil Interleukin positiver CD14 + Zellen (% pos.
CD14" Zellen) als Anteil der gesamten Monozytenpopulation. Die MFI (Mean Fluorescence Intensity)

sowie der Median der Fluoreszenzintensitit wurde registriert.
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Abb. 5: Beispiel einer Markierung der Monozyten
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Abb. 6: Beispiel einer Auswertung der Interleukin positiven Zellen mittels Histogrammdarstellung.

Gestrichelte Kurve stellt die Isotypkontrolle dar. Die Marker M1 und M2 wurden anhand der

Isotypkontrolle festgelegt. Die Durchgehende Linie zeigt die Interleukin positiven Monozyten. M1:

Zytokin negative Zellen M2: Zytokin positive Zellen.
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3.7 Datenauswertung und Statistik

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Werte wird das Datenanalyse und Datenvisualisierungs-

Programm Origin® der Firma Originlab (Northampton, MA, USA) verwendet. Als statistisches
Verfahren wird der Student’s paired t-test genutzt. Als signifikant unterschiedlich gilt ein p-Wert von
p < 0,05 (*) und als hochsignifikant ein p-Wert von p < 0,01 (**). Die Daten sind als Mittelwert

(mean) + Standardfehler des Mittelwerts (sem) angeben.

3.8 Fluoreszenzkompensation

Bei Mehrfarbenfluoreszenzanalysen tritt hdufig das Problem auf, dass sich die Fluoreszenzspektren
der eingesetzten Fluorochrome so stark iiberlappen, dass sie sich durch Lichtfilter nicht vollstindig
voneinander trennen lassen. Ein Beispiel ist die in dieser Arbeit verwendete Kombination von FITC
und PE (s.Abb 3, spektrale Uberlappung). Unter nichtkorrigierten Bedingungen erscheinen FITC-
gefirbte Zellen auch im roten Messkanal (PE-Messkanal), wihrend PE zu einem geringeren Mal} auch
in den griinen Kanal (FITC-Messkanal) reinstrahlt. Dementsprechend erhdlt man in unkorrigierten
Histogrammprojektionen ungenaue Ergebnisse, weil nur mit FITC beladene Zellen schon als leicht
PE-positiv gelten, auch wenn sie keine Zytokinexpression aufweisen. Zur Korrektur der spektralen
Uberlappung wurde ein Kompensationsverfahren entwickelt, welches von jedem Signalpuls den durch
die spektrale Uberlappung verursachten Fluoreszenzanteil subtrahiert. Wichtig ist also, dass vor jeder
Zytokin-, bzw. Lebend-Tod Messung (s. Kap. 3.9) Messung eine solche Kompensation durchgefiihrt

wird, damit anschlieend eine prizise, aussagekriftige Messung erfolgt.

Inkubation und Aufarbeitung

200ul Vollblut wurden jeweils in 3 Falkenrohrchen gegeben und mit Cellwash gewaschen,
sowie anschlieend fiir 5 Minuten bei 500xg zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde ein
mal wiederholt. Die Probe des ersten Falkenrohrchens diente zur Einstellung des Zellbildes
(Leerwert), in die zweite Probe wurde 10 ul CD14 FITC und in die dritte Probe 10ul CD14
PE zugegeben. Nach 10miniitiger Inkubation in Raumtemperatur wurden die Proben mit
FACS Lysing versetzt und anschliefend fiir 5 Minuten bei 500xg zentrifugiert. Nach
nochmaliger Wiederholung dieses Vorganges wurden die iibriggebliebenen Pellets in 300ul

Staining Buffer resuspendiert am FACS gemessen.
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Fluoreszenzmessung

Zur Messung der Fluoreszenz wurden sogenannte Dot-Plots verwendet, welche die Uberlappung der
FITC und PE Fluoreszenzen anzeigen. In Abb. 7 sind zwei Dot-plots zur Messung und Kompensation

der FITC Fluoreszenz dargestellt
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Abb.7: Dot-plots zur Darstellung der FITC Fluoreszenzkompensation. Links ist der unkompensierte Zustand
aufgefiihrt: Das griine FITC Licht strahlt ebenfalls in den roten PE Kanal hinein und ist somit positiv fiir FITC,
sowie fiir PE Markierungen. Rechts ist der kompensierte Zustand dargestellt: die FITC Fluoreszenz strahlt nicht

mehr in den PE Kanal ein.

Entsprechend der FITC Kompensation geschieht die PE Kompensation Die Uberstrahlung der FITC

und PE Fluoreszenzen wird durch Justierung an den entsprechenden PhotorShren korrigiert.

3.9 Lebend-Tod-Firbung (7AAD-Messung)

Mit der Lebend-Tod Firbung wird der Anteil der wihrend dem Versuchsablauf zu Grunde
gegangenen Zellen nachgewiesen. Uberschreitet dieser Anteil 2%, so muss von einem schidlichen,
bzw. toxischen Einfluss der verwendeten Substanzen auf die Zellen ausgegangen werden.

Fiir diese Messung wird die Substanz 7AAD (7-Aminoactinomycin D) verwendet. 7AAD ist ein von
sich aus fluoreszierender DNA Farbstoff, der mit der DNA der Zellen einen Komplex bildet; es bindet
selektiv die GC Regionen der DNA. 7AAD dringt sehr langsam in gesunde Zellen ein, eine intakte
Zellmembran verhindert die schnelle Permeation des 7AAD. Wird allerdings eine Zelle wihrend des
Messvorgangs geschidigt oder getdtet, so verliert die Zellmembran ihre Funktion als Schutzbarriere
und das 7AAD diffundiert schnell in die Zelle hinein. Dort gelangt es schlieBlich in den Zellkern und
an die DNA, mit welcher es interkaliert. Die Zelle wird somit als ,.,tot“ markiert und kann vom
Durchfluzytometer erfasst werden. Wie schon FITC und PE wird auch 7AAD vom Licht des Argon
Laser mit der Wellenldnge von 488nm angeregt. Das Emissionsspektrum von 7AAD liegt mit einem

Wellenldngenmaxima iiber 610nm weiter im rotem Bereich als FITC (530nm) und PE (570nm).
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Ansetzen und Aufarbeiten

Die Proben werden wie bei der intrazelluliren Zytokinmessung angesetzt und fiir drei Stunden bei 37°
Celsius und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend werden die Proben mit Cellwash gewaschen und fiir 5
Minuten bei 500xg zentrifugiert. Nach Wiederholung des Waschvorganges werden die Proben mit
Ammoniumchlorid (einfach konzentriert) versetzt und fiir ca. 5-8 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Ammoniumchlorid bewirkt eine Lyse der Erythrozyten und sorgt
somit fiir ein reineres Zellbild. AnschlieBend werden die Proben wieder fiir 5 Minuten bei 500xg
zentrifugiert und in Staining Buffer resuspendiert. Es folgen die CD14 FITC Oberflachenmarkierung
und weitere 10 Minuten Inkubation. Im Anschlu} werden die Zellen zweimal mit Staining Buffer
gemischt und gewaschen und bei 500xg fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Zur Messung werden die

Proben in 500ul Staining Buffer aufgenommen

Messung

Kurz vor der Messung werden zu jeder Probe 5ul 7JAAD" (Endkonzentration :1pg/ml) hinzugegeben.
Durch Minimierung des zeitlichen Abstand zwischen 7AAD Gabe und Messung soll die Diffusion von
7AAD in den Zellkern verhindert werden, was eine noch lebende Zelle als tot markieren konnte.

Die Lebend-Tod Féarbung wird in Form von Histogrammen dargestellt. Zur Kontrolluntersuchung wird
die Substanz NP40 verwendet. NP40 ist ein Detergens, welches gezielt die Plasmamembran angreift,
sie zerstort und somit den Tod der Zelle verursacht. Das 7AAD bindet in diesen Zellen problemlos an
den Zellkern. Alle in der Kontrolle gemessenen Zellen gelten somit als tot. Zur Kennzeichnung der

Bereiche ,,lebend* und ,,tot* werden die Marker M1 und M2 gesetzt..
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Abb. 8: Das Beispiel zeigt links die positiv Kontrolle. 99,82% der Zellen sind tot und liegen somit im
Bereich M2. Das rechte Beispiel zeigt eine Kurve von lebenden Zellen im Bereich M1. 99,4% der
Zellen leben noch, wihrend nur 0,60% im Bereich M2 liegen.

Liegen mehr als 2% der Zellen im ,toten”, bzw. im M2 Bereich, ist mit einer schidigenden, bzw.

toxischen Wirkung der untersuchten Substanzen zu rechnen. Dies war jedoch weder beim Glutamin,
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noch beim Alanin oder Dipeptamin der Fall, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die
untersuchten Aminosiureldsungen in den vorgegebenen Konzentrationen nicht toxisch auf die Zellen
wirken.

b Verdiinnung des 7AAD ( 1mg, Firma Sigma):

Stammlosung: 1mg 7AAD Methanol 16sen + Zugabe von 950ul FACS-Flow 2> 1mg/1ml
Endkonzentration: 1:10 Verdiinnung der Stammldsung:

900u1 FACS Flow + 100ul der Stammlésung > 0,1

vor der Messung Zugabe von 5ul auf 500ul > 1pg/ml
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4. Ergebnisse

4.1 EinfluBl von Alanin, Glutamin und Alanyl-Glutamin auf die intrazelluléire Zytokinexpression

ohne LPS Stimulation

Um festzustellen, ob Ala, Gln oder Ala-Gln (Dipepatmin) schon unter nicht septischen Zustinden
einen Einfluss auf die Produktion von IL-6, IL-8 und TNF-o haben, wurden die drei Substanzen ohne
LPS Stimulation mit Vollblut inkubiert. Die Konzentration der untersuchten Substanzen betrug jeweils
SmM, die Inkubationszeit 3 Stunden. Als Negativkontrolle wurde unstimuliertes Vollblut ohne Zusatz
verwendet. Die Probandenzahl (n) betrug bei Glutamin und Dipeptamin = 12 und beim Alanin = 13.

In Tabelle 2 ist zu erkennen, dass sich die IL-6 und TNF-a Expression unter Gabe von Gln, Ala und

Ala-Gln nicht veridndern, wiahrend die IL-8 Produktion signifikant steigt.

Negativkontrolle IL-6 TNF-o IL-8
Glutamin 36,79 £ 17,01 39,2 £ 29,67 29,5+17,09 112,89 + 95,5*
Alanin 32,41 +25,28 34,29 + 35,72 90,59 + 188,1 103,6 £ 87,72 *
Alanyl-Glutamin 12,4+ 6,46 20,59 + 16,59 16,44 £+ 1549 75,16 + 61,78 **

Tabelle 2: Dargestellt ist der Anteil (%) an Interleukin positiven CD14" Zellen x die Mean Fluorescence
Intensity (MFI) Die Daten stellen den Mittelwert = Standardabweichung dar. Signifikante Werte sind mit * =

p<0,05 und ** = p< 0,01 gekennzeichnet.

Abb. 9 und 10 stellen beziiglich der IL-8 Expression, den Anteil der CD14" positiven Zellen und die

Mittlere Fluoreszenzintensitidt (MFI) getrennt dar:
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Abb. 9 und 10: Anteil der IL-8 postiven Zellen und die MFI sind getrennt dargestellt.

Signifikanz ist mit * = p< 0,05 und ** = p< 0,01 gekennzeichnet.
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Der Anteil CD14", IL-8 exprimierender Zellen, wird durch Glutamin um von 0,77 + 0,05% auf 1,38 +
0,22% erhoht. Alanin vergroBert die IL-8 Synthese von 0,59 + 0,08% auf 2,01 + 0,63% und
Dipeptamin von 0,36 + 0,05% auf 0,96 £ 0,13%.

Die Mean Fluorescence Intensity (MFI) wird durch Glutamin fast verdoppelt (von 47,69 + 5,11 auf 76,
87 + 9,62) und durch Alanyl-Glutamin fast verdreifacht (von 47,59 = 5,11 auf 76,87 + 9,62). Alanin
dndert die MFI nicht signifikant (48,62 + 5,44 vs. 60,39 + 9,67).

4.2 Einfluf von Glutamin auf die IL-6, IL-8 und TNF-o Expression von Monozyten unter LPS

Stimulation

Zur Erstellung eines in vitro Sepsis Modell wurden die Vollblutproben mit LPS (0,2ng/ml) versetzt.
Um den Einflu} des Glutamins auf dieses Sepsismodell zu untersuchen wurden die LPS-enthaltenden
Vollblutproben gleichzeitig mit Glutamin inkubiert. Glutamin wurde dabei in den Konzentrationen
2mM und 5SmM verwendet; die Inkubationszeit betrug drei Stunden. Der Kontrollprobe wurde nur
LPS (0,2ng/ml) zugefiihrt. Die Anzahl der untersuchten Probanden betrug 12 (n = 12).

Tabelle 3 lisst erkennen, dass Glutamin die IL-6 und TNF-o@ Expression unter LPS Gabe deutlich

reduziert. Die IL-8 Produktion wird leicht gesenkt, das Ergebnis ist jedoch nicht signifikant.

IL-6 IL-8 TNF-o
LPS (0,2ng/ml) 5223,5+ 1928 21760 £ 17692 4474 £ 2003
LPS + Gln 2mM 4178 £ 1605** 19938 £ 16069 3173+ 1588 *
LPS + Gln SmM 4088,4 £ 1638** 18863 £ 14011 3272,8 £ 1558%**

Tabelle 3 zeigt den Einfluss von LPS + Gln auf die Zytokinexpression. Die Werte sind das Produkt aus %

positiver Zellen und MFI dar. Signifikante Ergebnisse sind mit * = p< 0,05 und ** = p< 0,01 gekennzeichnet.

In keinem der gezeigten Zytokinmuster zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
untersuchten Konzentrationen, d.h. Gln SmM verindert die Zytokinproduktion nicht signifikant anders
als Gln 2mM.

Um zu untersuchen, welche Rolle der Anteil CD14" interleukinproduzierender Zellen und die MFI an
der Verdnderung der IL-6 und TNF-a. Expression spielen, werden in Abb. 11 und 12 beide

Komponenten getrennt dargestellt.
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Abb. 11 und 12: Der Anteil interleukinproduzierender CD14" Zellen — gemessen an der Gesamtpopulation
CD14" Zellen - und die Mittlere Fluoreszenz Intensitit sind getrennt dargestellt. Die Werte entsprechen dem
Mittelwert = Standardabweichung (SEM). Die schwarzen Balken zeigen die LPS Kontrolle. Der erste

schraffierte Balken zeigt den Einfluss von Gln 2mM, der zweite schraffierte Balken veranschaulicht den Einfluss

von Gln SmM. * = p< 0,05; ** = p<0,01

Fiir die in Tabelle 3 dargestellte signifikante Verringerung der IL-6 und TNF-a Zytokinexpression,
sind sowohl eine Reduzierung der interleukinproduzierenden Zellen, sowie eine Verminderung der
mittleren Fluoreszenzintensitit verantwortlich. Der Anteil IL-6 produzierender Monozyten nimmt
unter Glutamin von 71,17 + 4,53% (LPS-Kontrolle) auf 64,5 + 4,04% (LPS + 2mM Gln) und 63,23
5,23% (LPS + GIn 5mM) ab. TNF-a exprimierende Monozyten vermindern sich unter Glutamin um
bis zu 11%; der Anteil der TNF-o produzierenden Monozyten sinkt von 57,91 + 5,12% (LPS) auf
46,76 £ 5,2% (LPS + 2mM GIn) und 49,16 + 4,52% (LPS + Gln SmM).

Auch die Mittlere Fluoreszenzintensitit von IL-6 und TNFa wird bei LPS stimulierten Monozyten
durch Glutamin signifikant vermindert [ IL-6: von 71,99 t 4,47 (LPS-Kontrolle) auf 63,32 + 3,23
(LPS + 2mM Gln) und 63,4 = 3,28 (LPS + 5mM GIn); TNF-0:: von 75,95 *+ 4,31 (LPS-Kontrolle)auf
66,23 £ 3,58 (LPS + 2mM Gln) und 65,35 *+ 3,54 (LPS = 5SmM Gln)].

4.3 Einfluss von Alanin auf die Zytokinexpression von Monozyten unter LPS Gabe

Die Vollblutproben wurden gleichzeitig mit LPS (2ng/ml) und Alanin in den Konzentrationen 2mM
und 5SmM fiir drei Stunden inkubiert. Als Kontrollprobe wurde auch hier eine Vollblutprobe mit
alleiniger LPS Gabe (0,2ng/ml) verwendet. Die IL-6, IL-8 und TNF-o Expression wurden
ausgewertet. Die Probandenanzahl betrug hier 13 (n =13).

Alanin erhoht signifikant die IL-6 Produktion von LPS stimulierten Monozyten. Die TNF-o

Expression wird signifikant reduziert, wéhrend die IL-8 Produktion nicht signifikant veridndert wird.
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IL-6 IL-8 TNFa

LPS (2ng/ml) 5119 £2312 18737 £ 10906 6746,9 + 3509
LPS + Ala 2mM 6087 +2206** 15095 £ 8903 5526,2 + 2954*
LPS + Ala SmM 6161 +2066* 22955 £ 6711 5629,3 £3135%

Tabelle 4: Die Ergebnisse sind als Produkt von % zytokinproduzierender CD14"Zellen und MFI dargestellt.
Signifikanz: * = p<0,005, ** = p< 0,001

Auch beim Alanin unterscheiden sich die untersuchten Konzentrationen (2mM vs. SmM) nicht
signifikant hinsichtlich ihrer Zytokinexpression.
In Abb. 13 und 14 werden die IL-6 und TNF-a Expression beziiglich der CDI14"

zytokinproduzierender Zellen und der Mittlere Fluoreszenzintensitit (MIF) getrennt dargestellt.

% CD14" pos Zellen MFI
mmLPS
mm L PS LPS + 2mM Ala

LPS + 2mM Ala LPS + 5mM Ala

100 = LPS + 5mM Ala

% pos CD14+ Zellen
MFI
3

TNF-alpha TNF-alpha

Abb. 13 und 14: Abgebildet sind der Anteil zytokinproduzierender Monozyten und die mittlere
Fluoreszenzintensitit (MFI). Die Werte entsprechen dem Mittelwert £ SEM. Der schwarze Balken stellt die LPS
Kontrolle dar. Der erste schraffierte Balken zeigt den Einfluss von Ala 2mM, der zweite schraffierte Balken

veranschaulicht den Einfluss von Ala SmM. Signifikanz: * = p<0,05; ** = p<0,01.

Der Anteil IL-6 exprimierender Monozyten steigt leicht, aber signifikant, von 75,73 + 3,23% bei LPS-
Kontrolle auf 80,48 *+ 2,77 bei LPS + 2mM Alanin und 80,84 * 2,77% bei LPS + 5SmM Alanin. Die
MFI erhoht sich ebenfalls signifikant durch Alaningabe von 66,5 + 6,67 (LPS) bis zu 74,67 + 6,37
(LPS + 2mM Ala) und 75,47 = 6,11 (LPS + SmM Ala).

Die TNF o Expression wird durch Alanin hingegen signifikant gesenkt. Sowohl der Anteil TNF-o
produzierender Zellen als auch die MFI werden durch Alanin vermindert. Der Anteil TNF-a

exprimierender Monozyten verringert sich von 78,4 + 4,05% (LPS) auf 70,19 = 5,99 (LPS + 2mM
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Ala) und 71,92 + 4,76% (LPS + 5SmM Ala). Die MFI wird von 83,75 *+ 8,85 (LPS) auf 76,44 £ 7,91
(LPS + 2mM Ala) und 76,24 + 7,93 (LPS + 5SmM Ala) reduziert.

4.4 Einfluss des Dipeptides Alanyl-Glutamin auf die Zytokinexpression von Monozyten unter

LPS Gabe

Die Vollblutproben wurden mit LPS (0,2ng/ml) und Alanyl-Glutamin versetzt. Die untersuchten
Konzentrationen des Dipeptamin betrugen 1mM, 2mM und 5mM. Die Proben wurden fiir drei
Stunden inkubiert. Auch hier galt, dass die Kontrollprobe nur mit LPS (0,2 ng/ml) inkubiert wurde.
Die Anzahl der Probanden betrug 12 (n = 12).

Die Resultate zeigen, dass Alanyl-Glutamin (Dipeptamin) die IL-6 und IL-8 Expression im in-vitro
Sepsismodell nicht beeinflusst, wihrend die TNF-a Produktion eindeutig in allen drei
Konzentrationen verringert werden kann. Die Effekte der Einzellosungen Glutamin und Alanin

scheinen sich in der Kombinationslosung Dipeptamin zu addieren.

IL-6 IL-8 TNF-o
LPS (0,2ng/ml) 5346,4 + 3422 27725 + 17943 5269,2 + 3379
LPS + Dipeptid ImM 5412,3 + 3522 26270 £ 18474 3414,5 £ 1860%**
LPS + Dipeptid 2mM 5840,8 + 3583 27735 £ 18767 3560,1 £2017**
LPS + Dipeptid SmM 5230+ 3330 27007 £ 17698 3115,3 £ 1695%*

Tabelle 5 zeigt die Verinderung der Zytokinexpression durch Ala-Gln (Dipeptid) + LPS Gabe. Die Resultate
ergeben sich aus dem Produkt der interleukinproduzierender CD14+ Zellen und der MFI. Die Signifikanz ist

gekennzeichnet mit ** = p< 0,01.

Wie schon beim Glutamin und Alanin zeigen sich auch beim Dipeptamin keine signifikante
Unterschiede der untersuchten Konzentrationen auf die Interleukinproduktion (ImM, 2mM & SmM).
In den folgenden Abbildungen wird ersichtlich, dass Ala-GIln unter LPS Gabe die TNF- «
Fluoreszenzintensitit und vor allem den Anteil TNF-o produzierender CD14+ Zellen signifikant
reduziert.

Der Vollstindigkeit halber werden in Abb. 15 und 16 die IL-6 und TNF-o Produktion hinsichtlich der
9% CD14+ Zellen und der MFI getrennt dargestellt.
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% CD 14" pos Zellen MFI
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Abb. 15 und 16: Darstellung des Anteil interleukinproduzierender CD14+ Zellen und der MFI unter LPS und
Dipeptid Gabe. Die Werte entsprechen dem Mittelwert + SEM. Die schwarzen Balken zeigen die LPS Kontrolle.
Die weiteren Balken veranschaulichen den Einfluf3 von Dipeptamin (ImM, 2mM und SmM) unter LPS Gabe.

Die Signifikanz ist mit *= p<0,05 und **=p<0,01 gekennzeichnet.

Der Anteil TNF-a produzierender Monozyten wird durch das Dipeptamin deutlich reduziert. Der
Prozentanteil sinkt von 64,5 + 4,08% (LPS-Kontrolle) auf 48,95 + 4,08% (LPS + 1mM Dip), 49,49 +
4,77% (LPS + 2mM Dip) und 47,64 £ 5,83% (LPS + 5SmM GIn). Die MFI der TNF-o. Expression
verringert sich ebenfalls signifikant von 78,78 + 10,6 auf 67,45 £ 8,37 (LPS + 1mM Dip), 70,43 +
8,42 (LPS + 2mM Dip) und 66,21 * 8,2,% (LPS + 5SmM Dip).

Der Anteil interleukinproduzierender Monozyten und die mittlere Fluoreszenzintensitéit dndern sich

unter Dipeptamin Gabe nicht signifikant beziiglich IL-6 und IL-8.

4.5 Unterschiede in der Zytokinexpression: ein Vergleich zwischen Glutamin, Alanin und

Dipeptamin

Folgende Diagramme sollen nochmals die unterschiedlichen Wirkungen der untersuchten Substanzen
auf die Zytokinexpression vergleichen. Um die Unterschiede besser heraus zukristallisieren, werden
die einzelnen Interleukine getrennt dargestellt.

Die Werte entsprechen dem Produkt von der mittleren Fluoreszenzintensitit und dem Anteil

interleukinproduzierender CD14+ Zellen. Sie stellen dem Mittelwert + Standardabweichung dar.
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Abb 17: Die IL-6 Expression abhidngig von der hinzugegebenen Effektorsubstanz. Alanin erhoht signifikant die
IL-6 Synthese, wihrend Glutamin diese signifikant verringert. Dipeptamin hat keinen signifikanten Einfluf} auf

die IL-6 Synthese.

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass Glutamin die IL-6 Produktion deutlich von 5223,5 £ 1928
(LPS-Kontrolle) auf 4178,7 + 1605 bei LPS + GIn 2mM (p= 0,09) und auf 4088,4 bei LPS + GIn
SmM (p= 0,018) verringert. Dies entspricht einer Zytokinreduktion von 20% (2mM Gln) und 22%
(5SmM Gln).

Alanin erhoht hingegen die IL-6 Expression. Die Werte steigen von 5119 + 2312 (LPS Kontrolle) auf
6087 + 2206 bei LPS + Ala 2mM (p=0,005) und 6161 + 2066 bei LPS + Ala SmM (p= 0,046). Die IL-
6 Produktion erhoht sich demnach um 19% bei 2mM Alanin und 20% bei SmM Alanin-Gabe unter
septischen Zustdnden.

Die Effekte des Glutamins und Alanins scheinen sich beim Dipeptamin zu addieren; bei diesem ist

keine signifikante Verdnderung der IL-6 Produktion ersichtlich.
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Abb 18: Dargestellt ist die IL-8 Expression abhiingig von der hinzugegebenen Effektorsubstanz. Es wurde keine

signifikante Verdnderung festgestellt.

Die IL-8 Produktion kann durch keine der untersuchten Effektorsubstanzen signifikant verdndert
werden. Zwar scheint Glutamin die IL-8 Expression tendenziell zu senken [von 21760 + 17692 (LPS
Kontrolle) bis hinzu auf 18863 *+ 14011 bei LPS + Gln 5mM], das Ergebnis ist mit p=0,084 jedoch

nicht statistisch signifikant.
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Abb 19 zeigt die TNF-o Expression abhingig von der hinzugegebenen Effektorsubstanz. Alle drei

Aminosédurelosungen reduzieren signifikant die TNF-a Produktion im in-vitro Sepsis Modell.
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Von den dargestellten Zytokinen, ist TNF-o das einzige, welches sich durch alle drei untersuchten
Substanzen beeinflussen lédsst. Die TNF-a Produktion wird im in vitro Sepsis Modell durch alle drei
Substanzen signifikant reduziert.

Am deutlichsten wird die TNF-oo Expression durch das Dipeptamin gesenkt. Hier verringert sich die
Interleukinproduktion von 5269,2 + 3379 (LPS Kontrolle) bis auf minimal 3115,3 £ 1695 bei LPS +
Ala-Gln SmM. Dies entspricht einer Reduzierung der TNF-at Expression von 40%.

Unter Glutaminzufuhr wird die TNF-a Expression ebenfalls deutlich verringert. Die Werte nehmen
von 4474 £+ 2003 (LPS Kontrolle) auf 3272 £ 1558 bei Glutamin SmM ab (p=0,007). Die Reduzierung
betrédgt hier 27%.

Auch Alanin senkt die TNF-a Expression im in vitro Sepsis Modell. Die Verringerung betrdgt hier
allerdings nur maximal 17% (bei Alanin SmM). Die Zytokinexpression kann von 6750 £ 3509 (LPS)
auf bis zu 5629 + 3135 (LPS + Ala 5SmM) reduziert werden.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Aminosédureldosungen sowohl mit als
auch ohne zusitzliche Gabe von LPS einen signifikanten Einfluss auf die pro-inflammatorische
Zytokinexpression von Monozyten haben. Im Folgenden werden die untersuchten Substanzen und die
aus dieser Arbeit resultierenden Ergebnisse vor dem Hintergrund der heutigen medizinischen Literatur

gewertet und die klinische Relevanz von Glutamin, Alanin und Dipeptamin diskutiert.

5.1 Einfluss von Glutamin, Alanin und Dipeptamin auf die Zytokinexpression ohne LPS

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Glutamin, Alanin und Dipeptamin in Abwesenheit von LPS
die IL-8 Expression signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhdhen. In der heutigen medizinischen
Literatur wurde hauptsidchlich Glutamin hinsichtlich der Wirkung auf die Zytokinexpression
untersucht.

Murphy & Newsholme (1999) konnten zeigen, dass Glutamin in Abwesenheit von LPS die TNF-a
Produktion in Makrophagen signifikant erhoht. Wie in der vorliegenden Arbeit, handelt es sich bei
Murphys & Newsholme Studie um ein in vitro Modell. In den Kontrollgruppen war kein Glutamin
vorhanden. Schon eine Erhohung der Glutaminkonzentration von OmM auf 0,2mM fiihrte zu einem
steilem Anstieg der TNF-o Expression. Murphy & Newsholme schliessen aus ihren Ergebnissen, dass
fiir eine addquate Zytokinproduktion ein Minimum an Glutamin vorhanden sein muss. Glutamin spielt
eine wichtige Rolle in der Synthese von Purinen, Pyrimidinen und anderen Aminosduren.
Zellspezifische Funktionen von Makrophagen und Monozyten sind auf eine externe Glutaminzufuhr
angewiesen (Murphy et al. 1999). Zu diesen zellspezifischen Funktionen gehoren unter anderem
Phagozytose, Ausschiittung von freien Radikalen, Eicosanoid-Produktion und die Synthese sowie
Recycling der Zellmembran (Newsholme 2001).

Der durchschnittliche Glutaminplasmaspiegel betrigt unter physiologischen Umstinden 0,6 mmol
(Calder et al. 1999; Parveen et al. 1998). In Stresszustinden — wie Polytrauma, Verbrennung,
Operationen und Infektionen - steigt der Verbrauch von Glutamin deutlich an (Calder et al. 1999); es
kommt zur Verarmung der Glutaminspeicher und zu einem Abfall der Glutaminkonzentration. Auch
wenn der Glutaminplasmaspiegel in extremen Stresssituationen nicht unter 0,2mM absinkt (Spittler et
al. 1995), ist wahrscheinlich, dass die Glutaminzufuhr an minderdurchblutenden Stellen oder auch an
Stellen des Entziindungsgeschehens deutlich niedriger ist, und somit zu einer Einschrinkung der
Immunfunktion fithren kann (Parveen et al. 1998).

In klinischen Studienmodellen konnte gezeigt werden, dass unter physiologischen, nicht septischen

Zustinden Glutamin zu keiner Zytokinerhdhung fiihrt (Kew et al. 1999).

-34 -



Die Wirkung von Alanin und Dipeptamin auf die Zytokinproduktion in Abwesenheit von LPS, ist in
der heutigen Literatur noch nichts beschrieben worden. In der vorliegenden Arbeit filhren Alanin und
Dipeptamin — wie schon das Glutamin - zu einer Erhohung der IL-8 Produktion. Uber einen relevanten
klinischen Nutzen kann jedoch nur spekuliert werden. Laut der Ergebnisse wire es annehmbar, dass
auch Alanin eine wichtige Rolle fiir die Inmunfunktion und Immunmodulation spielt. Dies konnte
in bisherigen Studien jedoch nicht nachgewiesen werden. Unsicher ist auch, ob das Alanin und
Dipeptamin unter klinisch normalen Umstidnden zu einer Zytokinerhohung fithren. Weitere Studien
werden notig sein, um den Effekt von Alanin und Dipeptamin auf Immunfunktion und

Zytokinexpression zu eruieren.

5.2 Einfluss von Glutamin, Alanin und Dipeptamin + LPS auf die Zytokinexpression

In Anwesenheit von LPS wird die TNF-o. Expression durch alle drei untersuchten Substanzen
signifikant verringert. Hinsichtlich der IL-6 Expression zeigen sich unterschiedliche Wirkungen von
Alanin, Glutamin und Dipeptamin. Wihrend Glutamin die IL-6 Produktion signifikant reduziert, wird
diese durch Alanin erhoht. Dipeptamin beeinflusst die IL-6 Expression nicht signifikant.

Eine Senkung proinflammatorischer Zytokine wihrend einer Sepsis kann moglicherweise von
therapeutischem Vorteil sein. Hohe IL-6, IL-8 und TNF-o Spiegel wihrend Sepsis sind prognostisch

ungiinstig und korrelieren mit einem schlechtem Outcome (Cavaillon et al. 2003).

5.3 Einfluss von Glutamin + LPS auf die Zytokinproduktion

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit wird ersichtlich, dass — in Anwesenheit von LPS - Glutamin als
Einzelsubstanz den bedeutendsten modulierenden, anti-inflammatorischen Effekt auf die
Ausschiittung der untersuchten pro-inflammatorischen Zytokine hat. Glutamin reduziert signifikant die
IL-6 und TNF-o Produktion. Auch die IL-8 Synthese wird tendenziell - jedoch nicht statistisch
signifikant - gesenkt.

In Studienmodellen konnte gezeigt werden, dass das Zytokinexpressionsmuster unter LPS-Gabe, bzw.
in klinischen Stresszustinden sehr stark von der extrazelluldren Glutaminkonzentration abhédngt. Die

Ergebnisse sind jedoch zum Teil widerspriichlich.

Murphy & Newsholme (1999) konnten zeigen, dass Glutamin die TNF-ou Produktion in Bacillus
Calmette Guerin (BCG)-aktivierten Makrophagen, sowie die IL-8 Expression in LPS-stimulierten
Monozyten signifikant erhéht, was im Widerspruch zu den Ergebnissen unserer Arbeit steht. Die
Unterschiede konnten sich durch den andersartigen Studienablauf erkldren. Murphy & Newsholme

benutzten in ihrer Arbeit viel hohere Inkubationszeiten (bis zu 48 Stunden im Vgl. zu drei Stunden),
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eine viel hohere LPS Konzentration (15ug/ml im Vgl. zu 0,2ng/ml) und als Messverfahren das
Enzyme Linked Immuno Assay (ELISA im Ggs. zur DurchfluBzytometrie). Um die spezifische
Produktion von einem einzelnen Zelltyp wie z.B. Monozyten zu untersuchen — so wie es bei Murphy
und Newsholme geschehen ist — ist man mit ELISA auf reine Makrophagen-/Monozytenkulturen und
damit auf eine vorhergehende Isolierung angewiesen. Damit verliert man jedoch den mdglichen
Einfluss von wichtigen Kofaktoren. Zusétzlich fiihrt eine Isolierung in den meisten Fillen bereits zu
einer Aktivierung der Makrophagen/Monozyten.

Yaqoob & Calder (1999) zeigen eine glutaminabhingige Erhohung der IL-6 und TNF-o Produktion in
Mononukledren Zellen (PBMCs= peripheral blood mononuclear cells). PBMCs bestehen aus einer
Vielzahl verschiedener Zellen, von denen Monozyten nur 10-15% ausmachen; die restlichen 85-90%
bestehen aus Lymphozyten. Die PBMCs wurden entweder mit Con A (Mitogen fiir T-Lymphozyten)
oder LPS (Aktivator von Makrophagen, Monozyten und B-Lymphozyten) stimuliert und anschlieend
mit aufsteigenden Glutaminkonzentrationen inkubiert. In Con A aktivierten PBMCs stiegen die 1L-6
und TNFa Expressionsraten unter Glutamin signifikant an. Bei LPS stimulierten PMBCs fiihrte
Glutamin zu einer leichten, jedoch signifikanten IL-6 Erhohung, wihrend TNF-a sich nicht signifikant
verdnderte. Yaqoob & Calders schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass vor allem Lymphozyten unter
Glutamin zu einer verstdrkten Zytokinproduktion angeregt werden, wihrend die Zytokinexpression
von Monozyten nicht so stark Glutamin-abhéngig ist.

Erkldarungen fiir die widerspriichlichen Ergebnisse von Yaqoobs & Calders Arbeit und der
vorliegenden Studie konnten die unterschiedlich eingesetzten Zellarten (PBMCs vs. Monozyten), eine
hohere Inkubationszeit (24 Stunden vs. 3 Stunden) sowie die verschieden LPS Konzentrationen sein.
Yaqoob & Calder, wie auch schon Murphy & Newsholme — verwendeten sehr hohe LPS
Konzentrationen. Die in unserer Arbeit eingesetzte LPS Konzentration von 0,2ng/ml wurde aus frither
durchgefiihrten Arbeiten iiber das in vitro Sepsis Modell iibernommen. Hierbei ergab sich fiir die EDs,

von IL-8 und TNF-a eine LPS Konzentration von 0,2ng/ml (s. Abb. 18).
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In klinischen Modellen konnte gezeigt werden, dass die LPS Konzentration in Sepsispatienten bei
Ing/ml liegt (Van Deventer. 1998; Shenep 1988). Die verwendeten Konzentrationen von Murphy &
Newsholme (15ug/ml), sowie Yaqoob & Calder (10 pug/ml), scheinen demnach vergleichsweise hoch
und konnten auch ein Grund fiir die widerspriichlichen Ergebnisse zur vorliegenden Arbeit sein.

Desweiteren konnte in Studienmodellen gezeigt werden, dass Glutamin die IL-6 Produktion von LPS-
stimulierten Makrophagen erhoht (Yassad et al. 1997; Wells et al. 1999], sowie dass die IL-2
Produktion von Con A aktivierten T-Lymphozyten signifikant durch Glutamin vermehrt wird (Kew &

Wells 1999).

Andere Studienmodelle stehen im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit und zeigen eine durch
Glutamin bedingte signifikante Reduktion proinflammatorischer Zytokine unter septischen Zusténden.
Wischmeyer & Riehm (2003) veranschaulichten an einem in vivo Sepsis Modell an Ratten, dass
Glutamin die TNF-a Expression von PBMCs signifikant verringert und die Endotoxin-induzierten
Organschéadigungen, sowie die Mortalitit reduziert. Glutamin senkte die TNF-oo Expression in den
untersuchten Konzentrationen von 4mM und hoher; die Inkubationszeiten betrugen 4 h und 24h nach
LPS Stimulation.

Klinische Studienmodelle mit enteraler oder parenteraler Glutaminsubstitution demonstrieren
ebenfalls eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine in Stresszustinden. Andrew & De Beaux
(1999), sowie O’Riordain et al (1996) konnten zeigen, dass Glutamin bei Patienten mit akuter
schwerer Pankreatitis signifikant die IL-8 Konzentration im Blutplasma reduziert. Allerdings konnte in
keiner der beiden Studien eine signifikante Verdnderung der IL-6 und TNF-o Expression
nachgewiesen werden.

Auch bei post-operativen Patienten - nach schwerwiegenden abdominellen Eingriffen — konnten
Slotwinski & Slodkowski (2002) signifikant verminderte IL-6 und IL-8 Spiegel durch
Glutaminsubstitution nachweisen. Die IL-6 Konzentration war zwar auch in der Glutamingruppe im
Vergleich zu préa-operativem Wert deutlich erhoht, allerdings waren die IL-6 Spiegel in der
Kontrollgruppe deutlich hoher als in der Glutamingruppe. Die post-operative IL-8 Konzentration war
in der Glutamingruppe im Vergleich zu pri-operativen Werten nicht wesentlich erhoht, wihrend es in

der Kontrollgruppe zu einem signifikanten Anstieg in der post-operativen IL-8 Expression kam.

Weitere Studienmodelle untersuchen den Einfluss von Glutamin gezielt auf die Zellen des
Intestinaltraktes. Der Intestinaltrakt nimmt in der Pathogenese der Sepsis eine besondere Stellung ein.
Es wird vermutet, dass es in Stresssituationen zu einer Minderdurchblutung des Darmes und damit zu
einer Darmwandischimie kommt. Die daraus resultierende Hyperpermeabilitit begiinstigt eine
Translokation von Bakterien und/oder Endotoxin aus dem Darm in den Blutkreislauf. Dieses

Phinomen wird oft fiir die systemische Entziindungsreaktion verantwortlich gemacht (Hall et al.
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1997). Blutkulturen sind hierbei in der Regel negativ (Stoutenbeck et al. 1996). Durch Hemmung der
intestinalen Inflammation und Permeabilitit wire auch die Moglichkeit der Entstehung einer Sepsis im
Gesamtorganismus vermindert.

Kellym C. Liboni & Nan Li et al (2005) untersuchten - im in vitro Sepsis - Modell den Einfluss von
Glutamin auf die IL-8 Produktion von Caco 2 Zellen. Caco 2 Zellen sind humane Zellen, entnommen
aus Kolorektalen-Adenokarzinomen, welche die gleichen Charakteristika enthalten wie intestinale
Zellen, z.B. Enterozyten oder Schleimzellen. Caco 2 Zellen werden in in vitro Studienmodellen
eingesetzt, um Funktion und Differenzierung von intestinalen Zellen zu untersuchen. Liboni & Li
konnten zeigen, dass Glutamin die IL-8 Expression von Caco 2 Zellen unter LPS Gabe signifikant
verringert. Die Wirkung des Glutamins ist laut den Autoren auf eine Reduzierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB zuriickzufithren. NF-xkB ist fiir die Transkription von pro-
inflammatorischen Zytokinen mit verantwortlich (s. Einleitung).

Asosa & Mochizuki (1999) untersuchten den Einfluss von Glutamin auf mesenterische mononukleire
Zellen (MNC) von Patienten mit kolorektalen Karzinomen. Dabei konnten sie eine signifikante TNF-o
Senkung bei den Patienten nachweisen, die vorher enteral Glutamin zu sich genommen hatten. Ameho
& Adjei (1997) konnten in einem in vivo Modell an Ratten demonstrierten, dass Glutamin die IL-8

und TNF-a Expression wihrend einer induzierten Kolitis signifikant senkt.

5.3.1 Klinische und therapeutische Relevanz von Glutamin

Unter Normalbedingungen wird im Organismus geniigend Glutamin synthetisiert, um den zelluldren
Verbrauch zu decken. Hauptproduzenten sind die Lunge (Souba et al. 1990), das Gehirn und vor allem
der Skelettmuskel (Newsholme 2001). In Stresssituationen wird vermehrt Glutamin freigesetzt, um
den hohen =zelluliren Verbrauch im Organismus zu decken. Vinnars & Bergstrom (1975)
veranschaulichten, dass nach unkomplizierten abdominellen Eingriffen die GIn-Konzentration im
Muskel um ungefihr 40% sinkt. Der Verlust steigt, wenn der Eingriff mit Komplikationen verbunden
ist; bei multimorbiden Patienten kann die Muskel-Gln-Konzentration sogar auf 10-20% des
Ausgangwertes abfallen, was mit einer sehr hohen Mortalitéitsrate verbunden ist (Roth & Funovies,
1982).

Den hochsten Glutaminverbrauch im Korper haben die Zellen des Intestinaltraktes, das Immunsystem,
Leber und Niere (Labow & Souba 2000). In Stresssituationen iibersteigt der zelluldre Verbrauch von
Glutamin die Syntheseleistung der Glutamin-produzierenden Organe. In diesem Falle wird Glutamin
zu einer ,,bedingt essentiellen Aminosédure®. Der Glutaminmangel kann nur durch extern zugefiihrtes
Glutamin behoben werden (Andrews & Griffiths 2000).

Klinische Studien zeigen einen therapeutischen Vorteil von glutaminhaltiger Erndhrung in
Stresssituationen. Houdijik A.J. et al. (1998) zeigten bei Polytrauma-Patienten (Anzahl=72), dass

Glutamin die Inzidenz von Pneumonien, Sepsis und Bakteridmien nachhaltig reduziert. Griffiths et al.
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(1997) untersuchte die Wirkung von Glutamin an 84 Intensivpatienten, welche einen APACHE 11
score von 11 oder mehr aufwiesen. Durch Glutamin konnte die Morbiditit und Mortalitdt gesenkt
werden, die 6 Monate-Uberlebenszeit wurde verbessert, die Aufenthaltsdauer im Krankenhaus wurde
durch Glutamin gesenkt und die Krankenhauskosten dadurch reduziert. Mit Glutamin angereicherte
parenterale Erndhrung verringerte signifikant den Krankenhausaufenthalt bei Patienten mit
Knochenmarktransplantation; die Zahl der CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten bei diesen Patienten
konnte unter Glutamin erhoht werden (Ziegler et al. 1992). Die Stickstoffbilanz in Stresssituationen
wurde durch Glutamin signifikant verbessert (Ziegler et al. 1992, McBurney et al., 1994), dem Verlust
von Glutamin und dem Abfall der Proteinsynthese im Skelettmuskel konnte durch

Glutaminsubstitution entgegengewirkt werden (Hammarqvist et al. 1989).

Die Wirkmechanismen sind zum einen durch Einen gesteigerten Zellschutz unter Glutamingabe zu
erklaren. Glutamin spielt unter anderem eine wesentliche Rolle in der Produktion des zelluldren
Antioxidant Glutathion (Wernermann, 1999). Niedrige intramuskuldre Glutation Spiegel korrelieren
mit niedrigen Glutaminkonzentrationen Hammarqvist et al., 1997). Im in-vitro Hyperthermie Modell
konnte Glutamin die hitze-induzierte Apoptose in Monozytenkulturen verhindern (Pollheimer et al.,
(2005). Dies war auf eine durch Glutamin induzierte vermehrte Produktion von Hitze-Schock
Proteinen zuriick zu fiihren. Wischmeyer et al. (2003) konnten in PBMCs nach LPS Stimulation
ebenfalls eine gesteigerte Expression von zytoprotektiven Hitze-Schock Proteinen durch
Glutaminsubstitution nachweisen.

Ein weiterer Wirkmechanismus des Glutamins beruht auf einer Immunmodulation und Verbesserung
der Immunfunktion. Glutamin verbessert in in vitro Studien die Phagozytosefdhigkeit von
Makrophagen (Wallace & Keast 1992) und Monozyten (Spittler et al. 1995). In klinischen Studien
konnte demonstriert werden, dass Glutamin die HLA-DR Expression bei postoperativen Patienten
(Spittler et al. 2001), sowie bei Trauma Patienten (Boelens et al. 2002) signifikant gegeniiber der
Kontrollgruppe erhoht, was fiir eine Verbesserung der Immunfunktion spricht.

Der FEinfluss des Glutamins auf die Zytokinexpression von Immunozyten und anderen Zytokin-
produzierenden Zellen wurde in den vorherigen Kapiteln besprochen. Ubereinstimmend sind die
Resultate, die den Effekt des Glutamins auf die Zytokinexpression im Blutplasma wihrend
Stresszustinden, sowie die Wirkung des Glutamins auf Zellen des Intestinaltraktes untersucht haben.
Hier zeigt sich eine Senkung des Expression von proinflammatorischen Zytokinen. Widerspriichlich
sind die Arbeiten, welche die Wirkung von Glutamin auf Immunozyten untersucht haben. Vor allem in
Makrophagen und Lymphozyten scheint Glutamin die Produktion proinflammatorischer Zytokine zu
erhohen. In Monozyten zeigen sich unterschiedliche Ergebnisse.

Die Aussagekraft der Arbeiten, die sich auf die Zytokinproduktion von Immunozyten fixieren, ist
allerdings eingeschrénkt, da es sich meistens um in vitro Studien handelt, welche nur bedingt auf das

Geschehen in vivo anzuwenden sind. Durch in vitro Studien werden kiinstliche Bedingungen
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geschaffen, welche die Wechselwirkungen der zu untersuchenden Zellen mit den restlichen
Komponenten des Organismus - wie z.B. Endothelien, Minderperfusion und Hormonausschiittung
endokriner Gewebe — auBler Acht lassen. Auch das in vitro durch LPS induzierte Sepsis Modell ist nur
bedingt auf eine Sepsis im klinischem Sinne iibertragbar. Ertel & Kremer (1995) untersuchten ex vivo
das Blut von septischen Patienten auf die Zytokinexpression nach LPS Stimulation. Im Vergleich zu
Vollblutproben von gesunden Probanden, war die TNF-a und IL-6 Expression in den Blutproben der
septischen Patienten signifikant reduziert, was auf eine Funktionseinschrinkung der Immunozyten
schlieBen ldsst. Auch wenn die Uberexpression pro-inflammatorischer Zytokine in der Sepsis todlich
fir den Patienten sein kann (SIRS), ist eine Funktionseinschrinkung von zytokinproduzierenden
Zellen genauso prognostisch ungiinstig. Eine Immunsuppression verhindert eine adédquate

Bekidmpfung von infektiosen Erregern und resultiert ebenfalls in einem schlechtem Outcome (CARS).

Trotz der uneinheitlichen Ergebnisse aus in vitro Arbeiten iiber Glutamin und seine Wirkung auf die
Zytokinproduktion in Immunozyten, konnte in klinischen Studien nachgewiesen werden, dass
Glutamin immunmodulatorisch wirkt. In Sepsis und in anderen Stresssituationen kann Glutamin durch
Zytokinreduktion in der Blutbahn eine generalisierte Entziindungsreaktion (SIRS) im
Gesamtorganismus verhindern (Wischmeyer & Riehm 2003; Andrew & De Beaux 1999; O’Riordain
et al. 1996; Slotwinski & Slodkowski 2002).

Andererseits wirkt Glutamin einer Immunsuppression entgegen, indem es die Phagozytosefihigkeit
von Makrophagen (Wallace & Keast 1992) und Monozyten (Spittler et al. 1995) verbessert und die
HLA-DR Expression in Monozyten wihrend Stresssituationen erhoht (Spittler et al. 2001, Boelens et
al. 2002).

Um die genaue Funktion von Glutamin und seiner Wirkung auf die Zytokinenexpression in

Monozyten zu erkunden, werden jedoch noch weitere Studien nétig sein.

5.4 Einfluss von Alanin auf die Zyotkinexpression

Die physiologische Alanin-Plasmakonzentration betrdgt 0,4mM. Alanin ist nach Glutamin die am
zweit hiufigsten vorkommende freie Aminosdure (Mackenzie et al., 1992) Im Gegensatz zum
Glutamin ist der Effekt von Alanin als Einzelsubstanz auf die Zytokinexpression von Immunozyten
und andere Zellen des Korpers bis heute nicht untersucht worden. Alanin ist die wichtigste glykogene
Aminosédure im Organismus und spielt eine wesentliche Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel (Levin et
al. 1983). Hauptverwertungsort ist die Leber, wo Alanin zu Glukose verstoffwechselt wird, welche
dann wieder dem Korper als Energielieferant zur Verfiigung steht. In Stresssituationen ist der
Alaninfluss zur Leber deutlich vermehrt, um eine ausreichende Glukoneogenese sicher zu stellen. Ein

erhohter Verbrauch des Alanins durch Zellen des Immunsystems konnte bis heute nicht festgestellt
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werden. Auch gibt es keine Arbeiten, die iiber eine Korrelation zwischen Alaninspiegel und
Zytokinproduktion berichten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Alanin in vitro unter LPS-Gabe zu einem signifikanten
Anstieg der IL-6 Expression und zu einer signifikanten Reduzierung der TNF-o. Produktion fiihrt.
Bezogen auf das Sepsismodell sind die Resultate im klinischen Sinne schwer zu deuten. Eine
Reduzierung des TNF-alpha wihrend eines SIRS wiére therapeutisch wiinschenswert, wéhrend eine
Erhohung der IL-6 Produktion insbesondere in der hyperinflammatorischen Phase der Sepsis

vermieden werden sollte.

5.4.1 Klinische und therapeutische Relevanz von Alanin

In der Intensivmedizin und in der Immuntherapie spielt Alanin eine untergeordnete Rolle. Es gibt bis
heute keine Studien, die eine therapeutische Wirkung von Alanin wihrend einer Sepsis belegen. Auch
wenn Alanin eine unentbehrliche Rolle im Intermediérstoffwechsel spielt scheint der Nutzen einer
Alanintherapie wihrend einer Sepsis eher fraglich. Folgende Beobachtungen tragen dazu bei, dass
Alanin wohl auch in Zukunft eher einen untergeordneten Stellenwert in der Sepsis- und
Immuntherapie beibehalten wird:

1) Der physiologische Alanin Plasmaspiegel betrdgt 0,4mmol, die durchschnittliche Alanin
Konzentration im Skelettmuskel belduft sich auf ca. 3mmol/kg (Hammerqvist et al., 1990).
Hammerqvist F. und Wernerman J. (1990), sowie Exner (2003) konnten zeigen, dass in
Stresssituationen der Alaningehalt weder im Plasma noch im Muskel abfillt, was einen erhohten
zelluldren Verbrauch dieser Aminosidure unwahrscheinlich macht. Anders als Glutamin, wird Alanin
demnach nicht zu einer ,,bedingt essentiellen Aminosdure. Der Alanin Verbrauch kann demnach
durch den eigenen Organismus gedeckt werden. Eine externe Alanin Zufuhr scheint nicht von
besonderer Notwendigkeit zu sein.

2) Desweiteren wurde Alanin in vielen klinischen Studien, die den Effekt des Dipeptamins
Alanin-Glutamin bei Intensivpatienten untersuchten, auch in der Kontrollgruppe verwendet. Das
Dipeptamin konnte in verschiedenen klinischen Situationen das Outcome der untersuchten Patienten
gegeniiber der Kontrollgruppe verbessern (Stehle et al. 1989; Jacobi et al. 1999; Houdijk et al. 1998).
Da Alanin auch den Patienten der Kontrollgruppe zugefiihrt wurde, wird offensichtlich, dass Alanin
als Einzelsubstanz nur eine untergeordnete therapeutische Rolle spielen kann.

3) Anstatt mit Alanin, kann Glutamin auch mit Glycin als Dipeptid kombiniert werden, um es
dann parenteral zu infundieren. Lange Zeit wurden die beiden Dipeptaminldsungen Ala-Gln und Gly-
Gln dquivalent behandelt, das Outcome der untersuchten Patientengruppen schien nicht wesentlich zu
variieren (Jacobi et al., 1999 vs. De Beaux et al., 1998; Decker-Baumann et al.1999, vs. Tremel et al.,
1994). Erst kiirzlich wurden erstmals die beiden Dipeptaminldsungen in einem von Exner et al. (2003)

durchgefiihrtem klinischem Studienmodell an 45 Patienten gegeniibergestellt. In dieser Studie wirkte
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die Kombination Glycin-Glutamin im Gegensatz zu Alanin-Glutamin der post-operativen
Immunsuppression schneller entgegen. Auch wenn die Wirkung des Glycins in Kombination mit
Glutamin noch nicht génzlich bekannt ist, — es wird eine verbesserte Glutaminaufnahme in die Zellen
bei gleichzeitiger Glycingabe vermutet (Vincent et al. 1992) - schlieBen Exner et al. aus ihren
Ergebnissen, dass Patienten in Stresssituationen moglicherweise von dem Dipeptid Gly-Gln mehr
profitieren konnen als von Ala-Gln. Demzufolge kann Alanin auch nicht in Wechselwirkung mit
Glutamin einen positiven, therapeutischen Effekt entfalten, und spielt in Form der Dipeptaminlésung

nur die Rolle als Trigersubstanz.

5.5 EinfluB8 von Dipeptamin auf die Zytokinexpression

Die vorliegende Arbeit zeigt eine signifikante TNF-a Reduktion durch Dipeptamin in LPS
stimulierten Monozyten. Die IL-6 und IL-8 Expression konnte hingegen nicht signifikant verindert
werden. Das Dipeptamin Alanyl-Glutamin wird im klinischen Alltag parenteral den Patienten
zugefiihrt. Auf diese Weise halten sich beide Aminosduren stabil in wissriger Losung und kénnen
dem Patienten sicher infundiert werden. Die Arbeiten die sich mit Dipeptamin und dessen Einfluss auf
die Zytokinexpression befassen, basieren meist auf klinischen Studienmodellen. Dabei zeigen sich
immunmodulatorische Effekte des Dipeptamins.

Jacobi & Ordermann (1999) untersuchten Patienten, welche an der Speiserbhre oder am Magen
operiert wurden und anschliefend fiinf Tage lang parenteral mit Alanyl-Glutamin vs.ohne Alanyl-
Glutamin erndhrt wurden. Der postoperative Verlauf von Entziindungsmarkern wurde verglichen. Am
ersten postoperativen Tag zeigt sich in beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg des IL-6 im Plasma
gegeniiber prioperativen Werten. Die IL-6 Plasmaspiegel waren im weiteren Verlauf bei Patienten mit
Alanyl-Glutaminsubstitution ab dem 4. postoperativen Tag signifikant niedriger als bei Patienten ohne
zusitzliche Alanyl-Glutamingabe.

Lin & Saito (2001) demonstrierten in ihrem in vitro Ratten Modell ebenfalls eine
immunmodulatorische Wirkung des Dipeptamins. Nachdem die Ratten sieben Tage parenteral
— mit oder ohne Alanyl-Glutamin — erndhrt wurden, induzierten Lin & Saito eine bakterielle
Peritonitis durch E.coli Injektion. Die Ratten, die vorher Dipeptamin infundiert bekommen
hatten, zeigten einen verminderten IL-8 Blutplasmaspiegel und eine erhohte TNF-o
Konzentration im peritonealen Exsudat, sowie in der Leber. Lin & Saito schlieen aus ihren
Ergebnissen, dass Alanyl-Glutamin die Immunantwort am Ort der Entziindung verstérkt,

wihrend das generalisierte Entziindungsgeschehen gemildert werden kann.
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5.5.1 Klinische Relevanz von dem Dipeptid Alanyl-Glutamin

Mehrere klinische Studien demonstrieren ein verbessertes Outcome durch Alanyl-Glutamin wihrend
Stresssituationen. Hammarqvist et al. (1990) untersuchten Patienten nach abdominellen Eingriffen und
zeigten eine verbesserte Stickstoffbilanz, sowie eine vermehrte Proteinsynthese im Skelettmuskel in
Patienten die Alanyl-Glutamin infundiert bekamen im Gegensatz zur Kontrollgruppe. Desweiteren
konnte veranschaulicht werden, dass Alanyl-Glutamin die Darmintegritit bewahrt (Tremel et al.,
1994; Decker-Baumann et al. 1999), die post-operative Immunsuppression schneller kompensiert
(Jacobi et al. 1999) und den Krankenhausaufenthalt verkiirzt (Morlion et al. 1998 ; Griffiths et al.
1997).

Allerdings wird aus dem vorher geschriebenem ersichtlich, dass der GroBteil der positiven Wirkung
des Dipeptamins alleine dem Glutamin zuzuschreiben ist. Kozar & Schultz (2004) untersuchten
Alanin und Glutamin getrennt auf die Wirkung im Magen-Darmtrakt nach Ischimie und Reperfusion.
Sie konnten demonstrieren, dass zwar Glutamin, nicht aber Alanin die Barrierefunktion des
Intestinaltraktes bewahrt.

Exner & Tamandl (2003) zeigten sogar, dass Patienten in Stresszustdnden eher von einer Glycin-
Glutamin als einer Alanyl-Glutamin Substitution profitieren konnten (s. Kapitel ,klinische und
therapeutische Relevanz von Alanin®).

Es werden noch weitere Studien nétig sein, welche die kombinierten Dipeptide Ala-Gln und Gly-Gln
auf ihre eventuellen Unterschiede hin untersuchen, um so den grofiten moglichen Nutzen fiir den

Patienten zu gewinnen.

~43 -



6. Zusammenfassung

LPS induziert in einem in vitro Vollblut-Modell die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen
und tiuscht somit das Bild einer Sepsis vor. Untersucht wurde der Einfluf von Glutamin, Alanin und
Dipeptamin auf die IL-6, IL-8 und TNF-o Expression der durch LPS stimulierten Monozyten.
Glutamin reduziert signifikant die IL-6 und TNF-a Produktion, die IL-8 wird tendenziell — jedoch
nicht signifikant — gesenkt. Alanin verringert ebenfalls die TNF-a Expression, erhoht hingegen die
IL-6 Produktion signifikant, wihrend die IL-8 Expression unverindert bleibt. Die Effekte der
Einzellosungen Glutamin und Alanin scheinen sich in der Dipeptaminlosung (Ala-Gln) zu addieren.
Hier wird nur die TNF-o Synthese signifikant reduziert, die IL-6 und IL-8 Produktion bleiben durch
die Dipeptamingabe unbeeinflusst. Es wurde kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Verwendung verschiedener Konzentrationen (Ala & Gln: 2mM & 5mM; Dipeptamin: 1mM, 2mM &
SmM) festgestellt.

Klinische Relevanz konnte vor allem das Glutamin haben, da es unter LPS Gabe die Synthese der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a reduziert, was im Falle einer klinischen Sepsis von
Nutzen sein kann. Klinische Studien unterlegen die positive Wirkung des Glutamins; es konnte ein
Riickgang der Morbiditit und Mortalitit bei Intensivpatienten unter Glutamingabe nachgewiesen
werden.

Die Wirkung des Alanins im klinischen Alltag und dessen Nutzen im Rahmen einer Sepsistherapie
sind bis heute nicht untersucht worden. Es gibt jedoch Hinweise, dass eine zusitzliche Alaningabe
keine Bedeutung fiir die Homdostatse bei Sepsispatienten hat. Auch in Kombination mit Glutamin
scheint Alanin keine therapeutischen Vorteile zu besitzen, einige Autoren gehen sogar davon aus, dass

die Kombination Glycin-Glutamin niitzlicher sein kdnnte als das Dipeptamin (Alanin-Glutamin).

Ebenfalls konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass Glutamin, Alanin und
Dipeptamin in vitro die IL-8 Synthese der Monozyten unter nicht septischen Bedingungen, d.h. ohne
LPS Gabe, signifikant erhthen. In Bezug auf das Glutamins, konnte auch schon in anderen
experimentellen Studien gezeigt werden, dass Glutamin die Zytokinproduktion erhdht, bzw. dass fiir
eine adidquate Zytokinproduktion ein Minimum an Glutamin vorhanden sein muss. Unter klinischen
Gesichtspunkten konnte bis heute jedoch keine Zytokinerhhung durch Glutamingabe - unter nicht
septischen Umstédnden - festgestellt werden. Alanin und Dipeptamin werden in dieser Hinsicht in der
heutigen Literatur kaum erwihnt. Uber klinische und therapeutische Relevanz kann daher nur

spekuliert werden.
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8. Thesen

1. Monozyten als Bestandteil des angeborenen Immunsystems kénnen in vitro durch
Lipopolysaccharid zur Expression von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, IL-8 und

TNF-4 angeregt werden.

2. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Monozyten in einem Vollblutmodell phinotypisiert

und deren intrazelluldre Zytokinexpression untersucht werden.

3. Unter nicht septischen Umstéinden, d.h. ohne LPS-Gabe, erhohen Glutamin, Alanin und Dipeptamin
signifikant die IL-8 Produktion der Monozyten.

Durch LPS-Gabe im in vitro Sepsis Modell zeigen sich folgende Resultate:

4. Glutamin hemmt im in vitro Sepsis Modell die IL-6 und TNF-o Synthese der Monozyten. Die IL-8
Expression wird nicht signifikant beeinflusst.

5. Alanin erhoht die durch LPS stimulierte IL-6 Produktion der Monozyten, wihrend die TNF-o
Expression reduziert wird. Die IL-8 Synthese wird durch Alanin nicht signifikant verdndert.

6. Dipeptamin (Alanyl-Glutamin) verringert im in vitro Sepsis Modell die TNF-a Produktion der
Monozyten, wihrend die IL-6 und IL-8 Expression unverédndert bleiben.

7. Bei keiner der untersuchten Aminosiureldsungen zeigen sich signifikante Unterschiede hinsichtlich
der untersuchten Konzentrationen (Alanin & Glutamin: 2mM & 5mM; Dipeptamin: 1mM, 2mM &
SmM)
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