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1. Einleitung

Seit Jahrzehnten befassen sich Wissenschaftler mit Nahrungsergéanzungsmitteln und
dem Einfluss von Zusatzstoffen auf das Immunsystem und die Verdauung. Erstmals
fuhrte Nestle 1998 einen probiotischen Joghurt ein, welcher die Verdauung mit Hilfe
von Bakterienkulturen anregen sollte.

Danone versucht mit dem Joghurt-Drink Actimel dem Verbraucher zu suggerieren
durch den Verzehr des Getranks sein Immunsystem zu stéarken. So wirbt das Produkt
damit die Aktivitat der korpereigenen Abwehrzellen um bis zu 25 % zu steigern. Der
Markt fur sogenanntes ,Functional Food® wéchst stetig und damit auch die
Diskussion um den Nutzen solcher Produkte(5,32,118). Dieses Thema erhélt nun
auch zunehmend Einzug in die Medizin und vor allem in die Rehabilitation.

In zahlreichen Studien wird auf die schlechte Rehabilitation bzw. Genese und die
damit verbundene hohe Mortalitat bei alteren Patienten nach einem traumatischen
Ereignis berichtet. Es scheint, dass dies u.a. mit einem verschlechterten
Immunstatus bzw. einer Malnutrition im Alter zusammenhéngt. Des Weiteren wird mit
dem Alter werden auf ein vermehrtes Auftreten oxidativen Stresses hingewiesen und
der verminderten Kapazitat alterer Patienten diesem entgegen zu wirken. In dieser
Arbeit werden diese Aspekte analysiert und versucht durch Immunonutrition, im
Rahmen einer klinischen doppelt-verblindeten, randomisierten Pilotstudie, diese

Parameter zu modulieren. Als reprasentatives Trauma wurden die hiftgelenksnahen



Frakturen ausgewahlt, da sie die haufigsten Frakturen im hoheren Lebensalter

darstellen und mit einer hohen Komplikationsrate bzw. Mortalitat verbunden sind.

1.1 Demografische Entwicklung weltweit und in Deuts chland:

Betrachtet man die demografische Entwicklung in Deutschland so kann man eine
deutliche Zunahme der alteren Bevolkerung ausmachen. Im Jahr 2010 lebten in der
Bundesrepublik Deutschland ca. 82,5 Millionen Menschen, davon waren ungefahr 17
Millionen Menschen (20%) Uber 65 Jahre alt. Laut statistischem Bundesamt wird die
Zahl der Gesamtbevdlkerung in Deutschland bis zum Jahr 2050 auf 73,02 Millionen
zurickgehen, die Anzahl der tber 65 Jahrigen hingegen wird auf 25 Millionen steigen

(34%).

2.6 Bevitilkerungsentwicklung von 2008 bis 2080
Anzahl der Personen in Millionen

im Altervon ... Jahren
Manner Frauen
80 — 100

20-3%9

15 10 5 1] 0 3 10 15

M 2008 [] 2060 12060 N 2002

Abbildung 1 Demografische Entwicklung in Deutschland, Quelle: Statistisches
Bundesamt, Deutschland — Land und Leute, 2009



Damit verbunden wird die Bedeutung der Geriatrie und der Alterschirurgie
zunehmen. Nach Informationen des Bundesverbands der Betriebskrankenkasse
entfielen auf einen 80-Jahrigen ungefahr achtmal so viele Krankenhaustage wie auf
einen durchschnittlichen 30- Jahrigen(14). Wegen der Zunahme der Aalteren
Bevolkerung wird die Zahl der Krankenhausfélle von derzeit 16 Millionen bis zum
Jahr 2050 auf 19 Millionen ansteigen. Die Anzahl der Krankenhaustage der tber 75-
Jahrigen wird von 40 Mio. (1998) bis zum Jahr 2050 auf 120 Mio. ansteigen(77).
Proximale Femurfrakturen (huftgelenksnahe Oberschenkelbriiche) sind meist
Frakturen des alteren Menschen (Altersdurchschnitt: 75-82 Jahre). Durch die im
Alter, vor allem bei den Frauen nach der Menopause hinzukommende Osteoporose
und die zunehmende Varisierung (Verkleinerung des zur Kdrpermitte gelegenen
Winkels zwischen Schenkelhals und der Horizontalen) ist der Oberschenkelhals eine
Pradilektionsstelle fur Frakturen nach einem Sturz. Zurzeit liegt die Gesamtinzidenz
fur proximale Femurfrakturen bei 150/100.000, dies sind jahrlich ca. 150.000
Frakturen allein in Deutschland. Die Inzidenz fur die Oberschenkelhalsfraktur bei den
Uber 65 Jahrigen liegt derzeit bei 600-900/100.000 Einwohnern(83).

Somit betragt das Lebenszeitrisiko einer proximalen Femurfraktur fur Frauen 11 bis

23 % und bei den Mannern 5 bis 11 %(76).
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Jahr(58)

In unserer ,alternden“ Gesellschaft wird sich nach derzeitigen Prognosen die

Inzidenz bis 2050 mehr als verdoppeln(58).



120000

m 35 und &lter
100000 +4@m 75-84  |f-------mmmmm e
0 6574
80000 t1q6064 [~~~ --"ca¥
60000 - + Tt

Anzahl

40000 - . 8

20000 1 il

U T T T T T T 17T 1T T T T T 171 17T T 1T T T 1T 1T 1T 17T 1T T 1771 1T 17T 17T 17T 17T 1T 1T 1T 17T 17T T T T T T 17T T

$ 0 H P PH P IS
ESE S R R AR O S

Jahr

Abbildung 3 Entwicklung der Anzahl von proximalen Femurfrakturen bis zum Jahr 2050 in
Abhéngigkeit vom Alter(35)

Ein damit verbundenes Problem sind auch die zukiinftigen Kosten fir das
Gesundheitssystem, denn  hiftgelenknahe  Frakturen machen in  der
Alterstraumatologie u.a. den grofdten Kostenfaktor aus, weil sie immer einer
stationaren Aufnahme bedurfen. So betrugen die Behandlungskosten in Deutschland
im Jahr 2005 ca. 2,5 Milliarden Euro(96).

Die in 97% der Féalle notige operative Versorgung gestaltete sich aufgrund des
fortgeschrittenen Alters und des oft schlechten Erndhrungsstatus relativ
komplikationsreich mit Infektionen und kardiovaskularen Problemen. So liegen die
Komplikationsraten bei bis zu 50% und die 30 Tage Mortalitat bei 9%(86,93).In einer
Untersuchung von Smektala et al. wird eine postoperative Komplikationsrate von
26,1% angegeben; die Klinikletalitat wird mit 6% beschrieben. Im 1. Jahr nach
Schenkelhalsfraktur  betragt die Sterblichkeit 24,2% fur alle Patienten
(Durchschnittsalter: 78,6 Jahre). Im Vergleich hierzu ist zu erwdhnen, dass die

erwartete  Sterberate in der Bevdlkerung bei gleicher Alters- und



Geschlechtszusammensetzung bei ca. 11,3% liegt(94). Bezogen auf Bonnaire et al.
sterben im ersten Jahr nach einer Schenkelhalsfraktur bis zu 30%(17). Diese Zahl
wird auch von Zuckerman bestatigt der in den Vereinigten Staaten von Amerika eine
1 Jahres Mortalitat von 14-36% erhebt(119). Bezuglich des Aktivitatsgrades der
Patienten wird laut Beck und Ruter erwartet, dass nur 50 bis 60 % der Patienten
denselben Aktivitatsgrad erreichen wie vor der Fraktur. Postoperativ wieder geh fahig
sind 80% der Patienten, davon die Halfte jedoch nur mit Gehhilfe. Des Weiteren sind
15% nur noch mobilisierbar und 5% auf die Dauer bettlagerig(12). Ein Viertel der

Patienten ist dauerhaft auf pflegerische Unterstiitzung angewiesen(6,102,103).

1.2 Immunsystem im Alter

Im Alter ist u.a. eine veranderte Immunreaktion mit ineffizienter Infektabwehr
vorhanden(46). Man geht davon aus, dass der Vorgang des Alterwerdens durch
einen standigen entzundlichen Prozess mit einer kontinuierlichen, geringgradigen
Aktivitat der Zellen des Immunsystems begleitet wird. Dies kdnnte zu einer
verstarkten Gewebsschéadigung bei Infektionen fihren(92).

Monozyten, welche dem angeborenen Immunsystem des Menschen angehéren,
findet man vor allem in der Milz und im Blut. Sie dringen schnell in entziindete
Gebiete und bewirken somit eine rasche Immunantwort. Nach dem Erreichen des
entziindeten Gewebes differenzieren sie zu Antigen prasentierenden Zellen, wie z.B.
Makrophagen und dendritischen Zellen. Die Anzahl der Monozyten nimmt im Alter
zu(26) bzw. bleibt gleich, parallel dazu kommt es hingegen zu einer Abnahme der
Makrophagenfunktion, einer gesteigerten Apoptose und einer verringerten

Makrophagenanzahl im Knochenmark von alteren Patienten(16,72).



In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Phagozytoseaktivitat
beeintrachtigt ist. Gleichermal3en ist die Wundheilung, bei der die Makrophagen
involviert sind im Alter gestort(101).Die Anzahl der naturlichen Killerzellen steigt mit
dem Alter, jedoch arbeiten auch diese Zellen ineffektiv, dies ist vor allem auf die
Abnahme der Zytotoxizitdt mit zunehmenden Alter zurtickzufiihren(66).

Diese Veranderungen der Funktion der naturlichen Killerzellen kdénnten
zurtckzufihren sein, auf Veranderungen in der Zinkhomdostase von Aalteren
Menschen. Es gibt u.a. eine Studie die auch hier eine Verbesserung durch
Ernahrungssupplementation mit Zink beschreiben(62).

Bei den Neutrophilen Zellen kommt es nicht zu einer Reduktion bezlglich der
Zellzahl im Alter. Jedoch zeigen humane Neutrophile eine verringert mikrobizide
Aktivitat im Alter. Ebenfalls scheint bei alteren Spendern die Chemotaxis beeinflusst
zu sein, was wiederum zu einem verspateten Erreichen der Entztindung fuhrt und
somit kann diese sich weiter ausbreiten(109). In Wundbiopsien konnte ebenfalls ein
verspatetes Erscheinen von Lymphozyten und Monozyten im Alter gezeigt
werden(8).

Bei Betrachtung der humoralen Abwehr, die im Alter ebenfalls reduziert ist, l&sst sich

auf eine verminderte B-Zell Produktion schlie3en(3).

Zusammenfassend scheint es, dass die Zahl der immunkompetenten Zellen erhéht
bzw. normal ist. Im Vergleich zu jingeren Kontrollen sind diese Zellen jedoch in ihrer
Aktivitat und ihrem Wirkungsgrad vermindert. Altere Menschen sind verglichen mit
jungen Erwachsenen nicht in der Lage nach einer Infektion eine vergleichbar intakte
Immunantwort aufzubauen(57). Sie sind anfalliger fur virale, bakterielle oder
opportunistische Infektionen und die Reaktivierung latenter Viren(31,81,85). Hieraus

resultieren Wundinfektionen, Pneumonie, Harnwegsinfektionen etc. . Dies wiederum
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bedingt eine verzdgerte Rehabilitation und damit ein erhdhtes Risiko fir u.a.
kardiovaskulare Ereignisse (Thrombose, Embolie, Angina pectoris, Myokardinfarkt,
...)(82).

Als ein mal3geblicher Grund fir die schlechte Rehabilitation wird der reduzierte
Allgemein- und vor allem Ernahrungszustand der alteren Patienten angesehen.
Andere Faktoren wie z.B. freie Radikale, die durch das Trauma (Fraktur/
Gewebeschaden/ Nekrosen) und die Operation zusatzlich entstehen, sind ebenso
mit verantwortlich fur das schlechte klinische Outcome. Die durch das primére (Sturz)
und sekundéare (OP) Trauma induzierte immunologische Reaktion des é&lteren und
mangelerndhrten Organismus ist bisher nur unzureichend und teilweise auch
widerspruchlich untersucht. Mittels Immunonutrition, wie z.B. glutaminreicher
Ernahrung wurde versucht diesem reduzierten Ernahrungszustand

entgegenzuwirken.

1.3 Immunonutrition und Glutamin

Glutamin bildet im Blutplasma mit 20 % den grof3ten Bestandteil freier Aminosauren.
In der Skelettmuskulatur macht es sogar 60 % aus(13). Glutamin ist eine wichtige
Komponente flr zahlreiche metabolische Funktionen, wie z.B. die Aufrechterhaltung
des Saure-Basen Haushaltes, der Glukoneogenese, dem Stickstofftransport und der
Synthese vieler Proteine und Nukleinsauren(75). Es konnte gezeigt werden, dass
Glutamin einer der wichtigsten Baustoffe fir schnell proliferierende Zellen, wie z.B.
die Zellen des Immunsystems, ist(22). Viele Untersuchungen deuten darauf hin, dass
katabole  Stoffwechselsituationen  wie sie bei elektiven  Operationen,
schwerwiegenden Verletzungen und Infektionen vorkommen, zu einer Verminderung

des Glutamingehalts um nahezu 50 % des urspringlichen Wertes in den
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Muskelzellen(37) fuhren. Diese Verminderung fuhrt wiederum zu einem
Substratmangel fir die Produktion von Immunzellen. Aufgrund dessen liegt die
Vermutung nahe, dass Glutamin in Situationen des katabolen Stresses zu einer

essentielle Aminosaure wird.

1.4 Glutamin und die Effekte auf das Immunsystem

Nach gréf3eren operativen Eingriffen kommt es zu einer Immunsuppression. In einer
Studie erhielten Patienten nach einer abdominalen Operation fir 5 Tage Glutamin
parenteral. Hier wurde die Anzahl der Lymphozyten postoperativ kontrolliert und der
Gehalt von Cysteinyl-Leukotriene aus eosinophilen Granulozyten wurde am ersten
und sechsten Tag postoperativ untersucht. Cysteinyl-Leukotriene sind wichtige
Mediatoren bei inflammatorischen Prozessen. Sie bewirken u.a. eine verbesserte
Immigration von dendritischen Zellen, eine Aktivierung von Makrophagen oder
Mastzellen und eine gesteigerte Proliferation bei der Wundheilung(50). Weiterhin
wurde der Stickstoffmonoxidgehalt an mehreren Tagen nach der Operation
berechnet. Stickstoffmonoxid ist ein Marker fur die Schwere einer Entzindung. Es
konnte gezeigt werden, dass der Verlust an Stickstoffmonoxid sich proportional zum
Schweregrad des Traumas verhalt(53). Die Patienten unter Glutamin hatten einen
ausgeglicheneren Stickstoffmonoxidspiegel (zusammengefasst tber 5 Tage( -7.9 +/-
3.6 vs. -23.0 +/- 2.6 g NO), einen schnelleren Anstieg der Lymphozyten am sechsten
Tag (2.41 +/- 0.27 vs. 1.52 +/- 0.17 Lymphozyten/nL) und der Krankenhausaufenthalt
konnte um 6 Tage verkirzt werden, verglichen mit der Placebo
Gruppe(67).Aullerdem hatten diese Patienten einen héheren Wert der Cysteinyl-
Leukotriene (25.7 +/- 4.89 vs. 5.03 +/- 3.11 ng/mL). Die Leukotriene enthalten das

potente Antioxidans Glutathion. Durch Oxidation von Glutathion werden ROS
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abgefangen und somit gewebsschadliche Radikale reduziert. Jene Beobachtungen
konnten auch in Tierversuchen und der Arbeit mit Zellen bestéatigt werden(43,110).
Auch im Darm ist Glutamin u.a. ein Substanzdonator fur Glutathion und hat einen
positiven Effekt auf dessen Produktion. In einer weiteren Studie an Mausen konnte
gezeigt werden, dass es durch parenterale Glutamin Supplementation zu einer
Verbesserung bezuglich Infektionen des oberen Respirationstraktes aufgrund einer
gesteigerten Ig A Produktion kam(56). Des Weiteren wird durch die Glutamingabe die
zytotoxische Wirkung von naturlichen Killerzellen(4,9,44), sowie die Proliferation von
Lymphozyten und Makrophagen verstarkt(22,41).

Aus zahlreichen Versuchen geht hervor, dass Glutamin Supplementation in vitro und
in vivo die Aktivitdt zahlreicher immunkompetenter Zellen, wie z.B. Lymphozyten,
Makrophagen oder naturlicher Killerzellen férdert. Weiterhin werden in der Literatur
verschiedene klinische Studien beschrieben, welche auch eine Verbesserung bei der
Pravention von Infektionserkrankungen suggerieren(45). Hier wurden in einer
kontrollierten randomisierten Studie 60 Patienten mit multiplen Traumata, welche
eine Glutaminsupplementation Uber eine Nasensonde (25-30g Glutamin pro Tag) fur
mindestens 5 Tage erhielten, untersucht. Es wurde eine signifikante Reduktion bei
Infektionskrankheiten, wie Pneumonie, Bakteriamie oder einer Sepsis von 50%
erreicht. Als messbare Grolle fiur die systemische Inflammation wurden
Tumornekrosefaktorrezeptoren (p55/p75) untersucht. Patienten mit
Glutaminsupplementation zeigten im Vergleich zur Placebogruppe geringere Spiegel
an TNF- Rezeptoren und damit eine Reduktion bei der Inflammation und Apoptose.

In einer weiteren Studie mit Patienten einer Intensivstation kam es unter enteraler
Immunonutrition mit Glutamin zwar zu einem verbesserten Outcome bezlglich neu
aufgetretener Infektionen (Pneumonie 5 vs. 14 Patienten p>0,02, Bakteridmie 2 vs.

13 p<0,05, Sepsis 1 vs. 8 p<0,02), jedoch zu keiner Reduktion der Mortalitat, da viele
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Patienten bei Aufnahme schon an einer schweren Infektion litten(49). Jedoch
konnten die Behandlungskosten aufgrund der geringeren Aufenthaltsdauer und
Reduktion der neu aufgetretenen Infektionen signifikant verringert werden ($23,000
in der Glutamingruppe versus $30,900, p= 0,036). Daraus lasst sich Schlussfolgern,
dass die orale Glutamingabe bezlglich Reduktion von Mortalitdt sinnvoll ist, wenn
man sie vor Auftreten einer schweren Infektion praventiv den Patienten verabreicht,

um das Immunsystem gegen Infektionen zu verbessern.

In akuten, kritischen Krankheitssituationen erfahren die Patienten eine
Verschlechterung des Ernahrungszustandes. Dies ist wiederum verbunden mit einer
Verringerung von Glutamin im Blutplasma(80). Diese Defizite sind nicht selten bei
hospitalisierten Patienten und erh6hen somit das Risiko von Infektionen, sowie dem
Organversagen und der damit verbundenen erhdhten Sterblichkeit(71). Ein Grund
dafur konnte die verminderte Antwort von humanen Lymphozyten auf Stress
wéahrend reduzierter Glutaminplasmaspiegel sein. Es scheint, dass Glutamin die
Anfalligkeit von Leukozyten gegenluber Entziindungsmediatoren verringert(71).

Es wird vor allem ein positiver Effekt durch Supplementierung bei schlecht- bzw.
unterernahrten Patienten beschrieben. Zusammenfassend lasst sich festhalten:
Untersuchungen haben erbracht, dass alle sich schnell vermehrenden Zellen,
hauptséchlich diejenigen des Immunsystems, strikt auf die Verfugbarkeit von
Glutamin angewiesen sind.

Das Auftreten von Infektionen, die Gesamtzahl und die Zahl der drtlich begrenzten
mikrobiellen Besiedlung und die Dauer des Krankenhausaufenthaltes waren im

Vergleich zu den Kontrollpatienten reduziert bzw. verkirzt(45,49,67).
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1.5 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress entsteht durch ein Ungleichgewicht zwischen dem Auftreten von
oxidativen Substraten bzw. freien Radikalen und der Fahigkeit des Organismus diese
zu eliminieren. Diese oxidativen Substrate werden reaktive Sauerstoffradikale (ROS,
reactive oxygen species) genannt. Zu den ROS werden Sauerstoffradikale wie das
Superoxidanion (O2"), Hydrogenperoxid (H.O,) oder das Hydroxylradikal (OH")
gezahlt. Zahlreiche Systeme produzieren nebenbei ROS wie zum Beispiel die
mitochondriale Atmungskette, das Cytochrom P450 System und Lipo- bzw.
Cyclooxygenasen(36).

ROS fuhren innerhalb der Zelle und an zahlreichen Proteinen zu Schaden. Es kommt
durch oxidative Schadigung zu Doppel- und Einzelstrangbriichen der DNA. Dies
wiederum bewirkt Fehler in der Replikation und Transkription und fuhrt zu Mutationen
und auch zu einer erhéhten Apoptoserate(42).

Die weitaus meisten Schéaden konnen durch DNA-Reparatur oder Abbau
beschadigter Proteine im Lysosom und Proteasom behoben werden. Im Alter kann
es jedoch zu einer Akkumulation solcher Mutationen kommen und damit zu einer
Funktionsbeeintréachtigung. ROS fuhren zu einer Lipidperoxidation, d.h. sie
schadigen die Zellmembran. Dadurch muss mehr Energie aufgewendet werden, um
das Membranpotenzial aufrechtzuerhalten, es kommt zur zellularen Dysfunktion.
Weiterhin fihren ROS zu Schaden an den Proteinen indem sie die Peptidketten
aufbrechen. Diese Proteinmodifikationen kénnen nicht repariert werden und die
Proteine mussen durch Proteasomen und Lysosomen entsorgt werden(91).

ROS spielen eine wichtige Rolle bei vielen Krankheiten wegen ihrer hohen
Reaktivitat und Zellschadigung. Unter pathologischen Bedingungen wie einer akuten

oder chronischen Infektion kommt es zu einer Uberproduktion dieser hoch reaktiven
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Metabolite und damit zu einem erhbhten  Zellsterben bzw. zu
Gewebsschaden(1,59,70). Zu den Krankheiten bzw. Prozessen, welche in einem
Zusammenhang mit dem oxidativen Stress stehen gehdren u.a. mikrobielle
Infektionen, Entzindungen, Arteriosklerose, Diabetes und Ischamie— bzw.
Reperfusionsverletzungen(25,63).

Eine erhdhte Produktion von ROS wird bei Entzindungen im Altersprozess
beschrieben(38,74). Weiterhin wird ebenfalls ein negativer Zusammenhang von
oxidativen Stress sowie der Osteoporose und den damit verbunden Frakturen
beschrieben(10).

Um diese Schadigung durch freie Radikale und ROS so gering wie mdglich zu halten
hat der Korper ein Verteidigungssystem entwickelt:

In dieser Arbeit haben wir uns dazu entschieden

a) die Hamoxygenase-1 (HO-1),

b) die Superoxiddismutase 1 (SOD-1) und

c) den Transkriptionsfaktor nuclear factor erythroid derived (NRF2) zu analysieren.
Diese Enzyme bzw. dieser Transkriptionsfaktor wiesen in zahlreichen Studien ein
enormes antioxidatives Potenzial bei der Regulation/Beseitigung des oxidativen
Stresses auf und spielen somit u.a. eine wichtige Rolle bei der Genesung alterer

Patienten nach einem Trauma.

1.5.1 Hamoxygenase-1

Die Hamoxygenase ist das Schlisselenzym beim Abbau von Ham zu Biliverdin,
Eisen und Kohlenstoffmonoxid (s. Abbildung 4). Durch die Biliverdin-Reduktase wird
das Biliverdin zu Bilirubin reduziert. Das Eisen wird an Ferritin gebunden und kann

dem Organismus wieder zur Verfiigung gestellt werden(88).
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Abbildung 4 Enzymatische Reaktion der Hamoxygenase, (79)

Es existieren zwei Isoenzyme: Die Hamoxygenase-1 (HO-1) und die HAmoxygenase
2 (HO-2). Die HO-2 findet man hauptséachlich im Gehirn und Hoden und ist konstitutiv
exprimiert, und somit wird die HO-2 als nicht induzierbare Isoform bezeichnet(104).
Im Gegensatz hierzu ist HO-1 induzierbar. Man findet es in geringer Konzentration in
fast allen Zellen. Kommt es nun zu einer Stimulation durch oxidativen Stress wird
HO-1 vermehrt exprimiert. Aufgrund dessen wird vermutet, dass die vermehrte
Expression von HO-1 eine zellulare Antwort auf den oxidativen Stress ist(40,79).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Hamoxygenase-1 wichtige anti-
inflammatorische und immunmodulatorische Funktionen erfillt. Ein Beispiel hierfur
wird in Tiermodellen beschrieben: In diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass
eine vermehrte Expression von HO-1 zu einer Abschwachung der Entziindung
fuhrte(111). Mit Hilfe von HO-1 Knockout Mausen wurde gezeigt, dass diese Mause
eher eine chronische Entziindung entwickeln und eine deutlich erhdhte Anfalligkeit
gegenuber einer experimentell induzierten Entzindung mittels einem Endotoxin
aufwiesen(84). Auch bei humanen Hepatozyten konnte gegenlber oxidativem
Stress, welcher durch eine Ethanolvergiftung induziert wurde, ein protektiver Effekt
von HO-1 gezeigt werden(69,113). So konnte u.a. durch Gabe von Polyphenolen via

Aktivierung von NRF2 Translokation (s. unten) die HO-1 Induktion gesteigert und
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damit gleichzeitig Zellschdden verringert werden. Zusammenfassend konnte in
experimentellen Modellen ein positiver Effekt von der HO-1 Expression auf die
Entzindungsreaktion gezeigt werden. Jedoch sind noch nicht alle antientztindlichen
Effekte von HO-1 im Detail verstanden. Es wird vermutet, dass der Abbau von pro-
inflammatorisch wirkendem freiem Ham sowie die Produktion von Biliverdin und
Kohlenstoffmonoxid ebenfalls eine antiinflammatorische Wirkung haben.

So konnte ein zytoprotektiver Effekt von Kohlenstoffmonoxid bei Endothelzellen
gezeigt werden(18). Otterbein et al. beschreiben eine Inhibition von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie z.B. TNF und IL-1 und einen Anstieg der anti-
inflammatorischen Cytokine, z.B. Interleukin-10 durch Kohlenstoffmonoxid(78).
Interleukin 10 hat u.a. die Funktion den Organismus vor einer Uberschiel3enden
Entziindungsreaktion zu bewahren und koénnte eine Schlisselrolle beim Schutz im
septischen Schock haben.

Ebenfalls wird eine verstarkte Induktion von HO-1 durch Kohlenstoffmonoxid tber
den NRF2 Signalweg und damit eine positive Ruckkopplung beschrieben(52).
Biliverdin wird zu Bilirubin reduziert, welches ebenfalls eine potente antioxidative
Wirkung hat(95). Dies konnte auch unter Stimulation mit Hydrogenperoxid gezeigt

werden(11).

1.5.2 Superoxiddismutase

Superoxide (O2") entstehen bei der Reduktion von Sauerstoff, z.B. in der
Atmungskette aber auch durch Entziindungszellen. Im gesunden Zustand stehen
diese Superoxide unter strenger Kontrolle durch die Superoxiddismutase und werden
durch diese standig eliminiert(65). Es existieren drei Formen der

Superoxiddismutase: Mn-SOD in den  Mitochondrien (SOD-2), eine

18



Superoxiddismutase auf der extrazellularen Oberflache (SOD-3) und die Cu/Zn-SOD
im Zytosol (SOD-1).

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass freie Sauerstoffradikale eine wichtige
Rolle bei der Gewebsschadigung durch eine Ischamie bzw. Reperfusion oder bei
einem septischen Schock spielen. Einen entscheidenden Anteil in diesem
Pathomechanismus scheinen die neutrophilen Granulozyten zu haben. Aktivierte
Granulozyten sezernieren neben pro-inflammatorischen Zytokinen und Proteasen
ROS und schadigen damit auch gesundes Gewebe. Dieser Gewebsschadigung wirkt
nun SOD entgegen. Es konnte gezeigt werden, dass SOD ein enormes
Therapiepotenzial fir die Behandlung der durch Neutrophilen hervorgerufenen
Entzindung hat(68,89). Diese Wirkung beruht auf der einen Seite auf der
Eliminierung der ROS und auf der anderen Seite scheint SOD die Apoptose der
neutrophilen Granulozyten zu férdern(114).

Nach Reperfusion kommt es zu einer Anreicherung von Superoxiden durch z.B. die
immunologische Antwort von aktivierten Neutrophilen(33). Die Reoxygenierung von
ischamischem Gewebe fluhrt ebenfalls zu einer gesteigerten Bildung von Superoxid
und damit zu Gewebsschaden in zahlreichen Organen(89,115). Zusammengefasst
konnte in Studien ein protektiver Einfluss und eine verbesserte Heilung von bzw.

durch SOD gezeigt werden(21,64).

1.5.3 Phosphorylierter Nuclear factor erythroid der  ived

Nrf2 (nuclear factor erythroid derived) ist ein Transkriptionsfaktor. Er ist u.a.
verantwortlich, flr die Expression von antioxidativen Enzymen, wie z.B. SOD-1 und
HO-1(2,69) und damit wichtig fur den Schutz der Zelle gegen oxidativen Stress und

bei Entzindungsprozessen. Nrf2 bindet spezifisch an die sogenannte ARE
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(antioxidative response elements)-Sequenz in der Gen-Promoter Region, welche
dann wiederum die Expression von antioxidativen Enzymen bewirkt. Unter normalen
Bedingungen befindet sich NRF2 im zytosolischen Kompartiment der Zelle. Es wird
durch das Kelch-like ECH-assoziierte Protein 1 (KEAP1) gebunden, zum Proteasom
gefuhrt und dort schlie3lich degradiert. Kommt es nun vermehrt zu oxidativen Stress
bzw. zu Entztindungen dissoziiert Nrf2 nach Phosphorylierung (pNRF2) von KEAP1
und transloziert in den Nukleus, um dort an das ARE zu binden(48). Dies wiederum
bewirkt die Induktion von detoxifizierenden Phase 2 Enzymen (Konjugation von

Giftstoffen) und von antioxidativen Genen.
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Abbildung 5 Schematisch dargestellt: oben: Model der Nrf2 Regulation durch Keapl
unter basalen Bedingungen: Keapl in der Funktion der E3 Ubiquitin Ligase, bewirkt die
kontinuierliche Ubiquitination und Degradation von Nrf2. Hieraus resultiert ein minimaler
Level an Nrf2. Durch oxidativen Stress und Inflammation (unten) wird die Aktivitat von
Keapl gehemmt, dadurch kommt es zum Anstieg von Nrf2 und der Translokation in den
Nukleus um an die Zielgene zu binden. Nach dem Erreichen von zellularer Redox-
Homoestase gelangt Keapl in den Nukleus um Nrf2 zu binden und in das Cytosol
zuriickzufuihren, wo es schleil3lich wieder degradiert wird(116).
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In zahlreichen Experimenten konnten Gewebsschaden, welche durch Entziindungen
hervorgerufen wurden durch gezielte Induktion von Nrf2 vermindert bzw. verhindert
werden. Bei Nrf2 -/- Mausen zeigten isolierte Neutrophile eine gesteigerte ROS
Produktion, sowie erhthte Spiegel von den Entziindungsmediatoren TNF-alpha, I1L-6
und von Chemokinen, verglichen mit Wild-Typ Neutrophilen(100).

Weiterhin zeigten Nrf2 -/- Makrophagen eine erhéhte Vulnerabilitat gegentber ROS
und anderen Toxinen(118).Es konnte bei den Knockout Mausen eine verringerte
Induktion von Phase 2 Entgiftungsenzymen und HO-1 gezeigt werden. Gleichzeitig
waren proinflammatorischen Mediatoren wie die induzierbare NO-Synthetase und die
Cyclooxygenase 2 vermehrt induziert(51). In anderen Studien schien es, dass Nrf2
einen Schutz gegen eine chemisch induzierte Verletzung oder Entzindung im
Lungengewebe bietet(24). Wéahrend einer experimentell induzierten Sepsis erwies
sich Nrf2 als wichtiger Faktor bei der gesteigerten Antwort des angeborenen
Immunsystems und somit des Uberlebens(99). Zusammenfassend bewirkt die
erreichte Abschwachung einer Entzindung aufgrund der Induktion antioxidativer
Enzyme und einer Suppression proinflammatorischer Mediatoren durch den Nrf2-
Signalweg einen geringeren Schaden bzw. eine geringere Verletzung und eine
bessere Genesung. Deswegen ist der NRF2 Signalweg essentiell fur den Schutz

gegen Entzindungen.

Zur Beurteilung des nutritiven Status bzw. dessen Beeinflussung durch Glutamin

analysierten wir u.a. den Insulin-like-Growth-Factor-1.

1.6 Insulin-like-Growth Factor-1 (IGF-1)

IGF-1 reguliert verschiedene Stoffwechselprozesse, vor allem den Metabolismus von

Kohlenhydraten und Proteinen und stimuliert das Knochen- und Muskelwachstum.
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Nach Stimulation mit dem aus der Hypophyse stammenden Wachstumshormon
Somatotropin/Growth Hormone wird das Insulin-ahnliche Hormon hauptsachlich von
der Leber sezerniert. Mit dem zunehmenden Alter scheint die GH Sekretion und
damit die IGF-1 Sekretion abzunehmen. Vergleicht man die GH- Sekretion von
alteren Probanden mit der GH- Sekretion von jingeren Probanden so betragt diese
im Alter nur noch 1/5 bis 1/20(105)(73) der Jungeren. GH/IGF-1 sind die wichtigsten
Hormone fir das Knochenwachstum, indem sie die Aktivierung und Differenzierung
von Osteoblasten, die Chondrozytenproliferation und die 25-Hydroxyvitamin D3 la-
Hydroxylase in der Niere fordern(39). Mause mit einem IGF-1 Defizit wiesen
skeletale Malformationen, verspatete Mineralisation, reduzierte
Chondrozytenproliferation und gesteigerte Chondrozytenapoptose auf(55).
Zahlreiche experimentelle Studien zeigen bestatigend fur diese These einen
Zusammenhang zwischen einem geringeren IGF-1 Spiegel und dem Verlust von
Knochen und Muskelmasse bei alteren Menschen(27,90).

So scheint dieses Hormon bei hohen Werten mit einer erhdohten Knochendichte
einherzugehen, und bei niedrigen Werten mit einem erhéhten Frakturrisiko assoziiert
zu sein(73).

Die altersbedingte Atrophie von Muskulatur beeintrachtigt viele altere Menschen
ebenfalls in dem sie die alltagliche Unabh&angigkeit und das Sturz- und Frakturrisiko
negativ beeinflusst(98). Diese Atrophie kdnnte teilweise auch durch eine verminderte
GH/IGF-1 Synthese mit zunehmendem Alter erklart werden. Tatsachlich konnte eine
geringere mMRNA Expression von GHR in der Skelettmuskulatur von alteren
Menschen verglichen mit Jingeren gezeigt werden(61). Zusammengefasst scheint
es, dass eine geringe Bioaktivitait von IGF-1 bei Alteren mit Sarkopenie und

Osteopenie assoziiert ist. Neben der geringeren Muskel-und Knochenmasse ist ein
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niedriger IGF-1 Spiegel mit einer schlechteren physikalischen Fitness und einer
herabgesetzten Immunfunktion assoziiert(108).

Bezuglich entzindlicher und oxidativer Prozesse konnte in einem weiteren
Tierexperiment durch einen erhohten IGF-1 Spiegel eine Reduktion von
inflammatorischen Prozessen im Gefaldsystem und eine Reduktion des systemischen
oxidativen Stresses(97) gezeigt werden. In einer prospektiven Studie, in der &ltere
Manner tber einen Zeitraum von 8 Jahren bezuglich der IGF-1 Bioaktivitat untersucht
wurden, konnte eine verbesserte Gesamtuberlebensrate bei hoheren IGF-1 Werten
gezeigt werden. Das Mortalitatsrisiko bei den Probanden mit den niedrigsten IGF-1
Werten war verglichen mit Probanden ,welche in der Messung héhere IGF-1 Werte

zeigten um das 1,8 fache erh6ht(19).

1.7 Hypothese/Forschungs-Ansatz

Im Rahmen dieser Doktorarbeit méchten wir die Auswirkung des oralen Supplements
Glutamin auf das Outcome von Patienten, welche alter als 65 Jahre sind und eine
hiftgelenksnahe Fraktur erlitten haben, untersuchen.

Wie oben beschrieben spielt oxidativer Stress und seine Entstehung eine
entscheidende Rolle im Alter und bei entziindlichen Prozessen. Um die Reaktion der
alteren Patienten auf eine Fraktur bzw. die operative Versorgung und den damit
verbundenen Stress zu analysieren untersuchten wir im 1. Schritt die
Proteinexpression wichtiger antioxidativer Enzyme (HO-1, SOD-1), sowie des
Transkriptionsfaktors pNRF2. Diese Enzyme/ bzw. der Transkriptionsfaktor wurden
zu verschiedenen Zeitpunkten aus den Monozyten der Patienten mittels Western Blot

Analyse quantifiziert.
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Im 2. Schritt erhoben wir klinische Parameter die u.a. den Immunstatus, den
nutritiven Status und das Entziindungsgeschehen charakterisierten. Des Weiteren
erhoben wir anamnestische Daten beziglich Krankenvorgeschichte,
Ernahrungszustand und Aktivitatsgrad des Patienten.

Hieraus erhofften wir uns einen eventuellen Zusammenhang zwischen dem
Heilungsprozess, Aufenthaltsdauer, Mobilisierung und der antioxidativen
Immunantwort in Abhangigkeit des Alters von Patienten zu definieren.

Durch eine Verbesserung des Immunstatus und der resultierenden Immunantwort
war mit weniger postoperativen Komplikationen nach der Versorgung von proximalen
Femurfrakturen zu rechnen.

Neuere Studien zeigten positive Effekte auf das Immunsystem durch eine gezielte
Ernahrungstherapie(30). Wir planten eine klinische Vergleichsstudie als Pilotstudie
zur Optimierung der Immunlage bei alten Patienten mit einer ergéanzenden,

bilanzierten Diat Gber einen Zeitraum von sieben Tagen.

1.7.1 Primare und sekundéare Ziele der Studie

Im Detail sollten folgende Fragen beantwortet werden:
1. Das priméare Ziel war die Beeinflussung von antioxidativen Parametern (HO-1,
SOD-1, pNRF2) durch die Immunonutrition Gber 7 Tage.
2. Zu den sekundéren Zielen zahlten die Veranderung der immunologischen
Labor-Parameter, wie die Anzahl der Leukozyten und Immunglobuline A und
G.
3. Veranderungen der nutritiven Parameter wie IGF-1, Albumin und dem

Gesamteiweild bei Aufnahme der Patienten und nach sieben Tagen .
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4. Die Beeinflussung von Komplikationen wie Wundheilungsstérungen,
Infektionen, sowie die Beeinflussung der Aufenthaltsdauer und der 1,5

Jahresmortalitat bei den tiber 80-jahrigen Patienten.

1.8 Pilotstudie

Die beschriebene Studie war vor allem als Pilotstudie geplant. Im Vordergrund
standen hierbei Tendenzen bezuglich der Beeinflussung verschiedener Parameter
durch die Immunonutrition. Des Weiteren wurde speziell auf die Durchfiihrbarkeit und

Machbarkeit des Studiendesigns geachtet.
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Nur eine prospektive, randomisierte, kontrollierte klinische Studie erlaubte eine
Aussage, ob eine gezielte Ernahrung (Pharmakonutrition) unter therapeutischen und
Okonomischen Gesichtspunkten in der Zukunft eventuell interessant ist, um diesen
Ansatz klinisch einzusetzen und das Outcome nach hiftgelenksnahen Frakturen zu
verbessern. In Hinblick auf eine evidenzbasierte Medizin und der zum jetzigen
Zeitpunkt praktisch nicht vorhanden Datenlage war ein methodisch mdéglichst
hochwertiges, randomisiertes und kontrolliertes Studiendesign anzustreben. Die

Studie wurde daher doppelt verblindet durchgefuhrt.

2.2 Ethische Aspekte

Die Studie wurde erst nach Vorliegen einer zustimmenden Bewertung der

Ethikkommission des Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen begonnen.

2.2.1 Ethische Durchfuihrung der Studie (Deklaration von Helsinki)

Die Studie wurde gemald den ethischen Grundsatzen durchgefihrt, wie sie in der

Deklaration von Helsinki in der Fassung von 1996 (Sommerset) niedergelegt sind.



2.2.2 Aufklarung und Einverstandnis der Studienteil nehmer

Ein Patient konnte nur in die Studie aufgenommen werden, wenn er die Einwilligung
hierzu erteilt hatte, nachdem er durch einen Arzt mindlich und schriftlich tUber
Wesen, Bedeutung undTragweite der klinischen Prifung in angemessener und
verstandlicher Weise aufgeklart worden war und mit der Einwilligung zugleich erklart
hatte, dass er mit der im Rahmen der Klinischen Prufung erfolgenden
Aufzeichnungen von Daten und ihrer Uberprifung durch die zustandige
Uberwachungs- oder Bundesbehorde einverstanden war. Der Patient wurde tber
den potenziellen Nutzen und Risiken des in der Studie verwendeten Produktes
unterrichtet. Es musste ihm klar gewesen sein, dass er sein Einverstandnis jederzeit
und ohne Angabe von Grunden zurlickziehen kann, ohne dass ihm hieraus Nachteile
erwachsen. Das Original der schriftichen Einverstandniserklarung wurde im
Studienordner des Prifzentrums verwahrt. Dem Patienten wurde eine Kopie der
schriftlichen Patientenaufklarung sowie der Einverstandniserklarung ausgehandigt.
Zudem wurden beide Dokumente in Kopie in der Patientenakte abgelegt.

Im Rahmen des Monitorings wurde Uberpriuft, ob die von der Ethikkommission
beflrwortete Patienteninformation vor Beginn der Studie vom betroffenen Patienten

unterzeichnet worden ist.
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2.3 Klinischer Tell

2.3.1 Allgemeines Studiendesign

Die Studie war eine Pilotstudie und wurde als zweiarmige, randomisierte, kontrollierte

klinische Studie durchgefuhrt.

2.3.2 Ablaufdiagramm der klinischen Prufung:

Aufnahme des Patienten mit proximaler Femurfraktur

!

Indikationsstellung zur operativen Versorgung

l

Aufklarung, praoperative Vorbereitung

!

Operation

l

Randomisierung

IPharmakonutrition| (fur 7 Tage)

Im Detail sollte der Immunstatus und im Speziellen antioxidative
Abwehrmechanismen beim alten Menschen nach operativer Versorgung von
hiftgelenksnahen Frakturen in Gegenwart und Abwesenheit einer speziellen

antioxidativen Ernahrung untersucht werden. Hierzu wurden die im Rahmen der
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stationaren Krankenhausbehandlung routineméaf3ig entnommenen Blutproben (bei
Aufnahme, 6h und 24 h postoperativ und nach sieben Tagen) untersucht.
Studienablauf:

Sobald die Indikation zur Durchflihrung einer Operation bei proximaler Femurfraktur
gestellt worden ist, wurde die Therapie mit dem Patienten besprochen und der
Patient wurde Uber das Studiendesign aufgeklart (Aufnahme A). Hiernach erfolgte
die operative Versorgung der Fraktur. Da es sich hier um eine Notfalloperation
handelte und dies zum Teil nachts oder am Wochenende geschah, erfolgte eine
ausfuhrliche Aufklarung und endgultige Aufnahme in die Studie nach ausfuhrlicher
Besprechung teilweise auch erst am 1. postoperativen Tag durch den Prifarzt. Nach
schriftlicher Einwilligung des Patienten zur Studienteilnahme wurden im Rahmen der
stationaren Aufnahme die beschriebenen Befunde erhoben, die allesamt Bestandteil
der regularen Heilfursorge sind und dem jeweiligen Standard der Behandlung von
proximalen Femurfrakturen entsprechen. Nach Randomisierung erfolgte nun die
Therapie mit der Pharmakonutrition oder Placebo fur 7 Tage. Die im weiteren
postoperativen stationaren Verlauf durchgefihrten Untersuchungen entsprachen

dem ublichen Vorgehen und sind Teil der reguléaren Heilflrsorge.

Behandlungsarm A (Pharmakonutrition)
Postoperativ wurde dem Patienten wahrend des stationaren Aufenthaltes fiir 7 Tage
zum Frihstick, Mittag- und Abendessen eine Packung Glutamin plus als orales

Supplement dargereicht.

Behandlungsarm B (Placebo)
Postoperativ wurde den Patienten wahrend des stationaren Aufenthaltes fur 7 Tage

zum Frahstick, Mittag- und Abendessen eine Packung Placebo dargereicht.
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2.4 Beschreibung des oralen Supplements Glutaminep  lus

Es handelt sich hierbei um ein diatetisches Lebensmittel fir besondere medizinische
Zwecke (Bilanzierte Diat) mit einer Kombination aus Glutamin, Vitaminen (C, E, 3-
Carotin) und Spurenelementen (Zink, Selen). Eine ausfuhrliche Produktbeschreibung
sowie eine wissenschaftliche Produkt-Rationale der Firma Fresenius Kabi GmbH
befinden sich auf folgender Internetseite: http://www.enterale-
ernaehrung.de/internet/kabi/enteral/entern.nsf/AttachmentsByTitle/Typanalysen_Trin
knahrungen/$FILE/Typanalysen_TN.pdf. Zur Vereinfachung wird im Folgenden von

einer Glutamindiat gesprochen.

2.5 Placebo

Das Placebo enthielt den Grundstoff Maltodextrin, ohne Glutamin, war gleich
verpackt wie die Pharmakonutrition und enthielt den gleichen Energiewert.

Die Firma Fresenius Kabi GmbH stellt die Pharmakonutrition (Glutamin plus) und die
gleich aussehenden Placebo-Packungen zur Verfiigung. Es wurde sichergestellt,
dass die Produkte original verpackt waren und innerhalb des angegebenen

Haltbarkeits- bzw. Verfallsdatum verwendet wurden.
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2.6 Auswahl der Studienpopulation

2.6.1 Einschlusskriterien:

- Alle operativ versorgten Patienten tber 65 Jahre mit einer proximalen Femurfraktur
und einem stationaren Aufenthalt von mindestens 7 Tagen.
- Vorliegen der schriftichen Einverstandniserklarung nach schriftlicher und

mundlicher Patientenaufklarung.

2.6.2 Ausschlusskriterien:

- Polytrauma und Mehrfachverletzte

- Autoimmunerkrankung (evtl. unter Kortisontherapie)

- Manifester Infekt (CRP bei Aufnahme > 5 mg/dl)

- insulinpflichtiger Diabetes mellitus

- BMI Uber 30 bzw. unter 18

- postoperativ nétige parenterale Ernahrung

- bekannter Morbus Alzheimer

- Teilnahme an anderen interventionellen Prifungen, die mit der vorliegenden
Prifung interferieren konnten.

- Fehlende Bereitschaft zur Speicherung und Weitergabe der pseudoanonymisierten
Krankheitsdaten, sowie psychiatrische Vorerkrankungen oder andere Umstande, die

eine Mitarbeit durch den Patienten fraglich machen.

2.6.3 Nachtraglicher Ausschluss von Studienpatiente n

Ausschluss von der Dokumentation bei Ruckzug der Einverstandniserklarung

31



2.6.4 Verfahren bei vorzeitigem Ende der Behandlung im Rahmen der

klinischen Prifung

Im Falle einer vorzeitigen Beendigung der Behandlung im Rahmen der klinischen
Prifung wird der Patient durch das standardisierte  postoperative

Behandlungsschema therapiert.

2.6.5 Abbruch der gesamten Studie

Die Studie sollte insgesamt abgebrochen, wenn

- sich das Nutzen-Risiko-Verhaltnis fir die Patienten deutlich verandert

- der Leiter der klinischen Prifung aus Sicherheitsgriinden einen Abbruch der Studie
fur notwendig erachtet

- die Anwendung des Nahrungserganzungsmittels nicht langer vertretbar ist

- die Studie sich als nicht durchfiihrbar erweist

2.6.6 Methode zur Zuordnung der Patienten zu den Be  handlungsgruppen

Die Zuordnung der Patienten zu den Behandlungsgruppen erfolgte mittels
Blockrandomisierung. Eine Randomisierungsliste, in welcher der jeweilige

Behandlungsarm festgelegt wurde, wurde vorab durch die Statistik angefertigt.

2.6.7 Verblindung

Die Studie wurde doppelt verblindet durchgefuhrt, d.h. der Patient und der
behandelnde Arzt wurden nicht explizit Gber das verwendete Produkt (Glutamin plus

oder Placebo) aufgeklart.
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2.6.8 Einhaltung der Therapie

Es wurde im Rahmen des Monitorings stichprobenartig tUberprift. Vor allem aber

wurde die Einnahme durch die betreuenden Pflegekréfte der Station Gberwacht.

2.7 Details zu den einzelnen Visiten

Im Folgenden werden nochmals die einzelnen Visiten und deren Inhalte tabellarisch

dargestellt:

Visite Aufnahme | 6h postop 24h | 7d

Anamnese

Kdrperliche Untersuchung + BMI

Praoperative MaRnahmen®

Aufklarung

Aufnahme in Studie

Randomisierung®

Routinelabor®

Labor firr Immunologie®

Labor fur nutritive Parameter”

X X[ X| X| X| X| X| X| X| X

X[ X[ X| X

Labor fur antioxidative Parameter®

Praoperative MaflRnahmen = Operationsaufklarung, EKG, Réntgen-Thorax und ggf. andere

praoperative Untersuchungen, Pramedikation durch Anasthesie

Routinelabor = Kleines Blutbild, Serumchemie (Na, K, Krea, CRP) , zusatzlich praoperativ

Gerinnung (PTT, Quick, INR)

1x Serumrdhrchen fur immunologische Parameter (Ig A, Ig G)

1x Serumrdhrchen mit 10ml fur nutritive Parameter (ges. Eiweil3, Albumin, Cholinesterase, IGF-1)

Die Randomisierung der Patienten fir die Studie erfolgt nach Aufklarung und schriftlicher

Einwilligung in die Studie.

®4x EDTA- Rohrchen mit 8 ml fiir die Isolation der Monozyten und anschlieRende Bestimmung
antioxidative Parameter (HO-1, SOD-1 und pNRF2)
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2.8 Experimenteller Teil

Gerate
Feinwaage
Zentrifugen

FLUOstar Omega

Verbrauchsmaterialien
Multiwellplatten

Pipetten 2,5, 5; 10, 25 ml
Pipettenspitzen
Reaktionsgefal3e 0,5; 1,5; 2 ml

ReaktionsgefalRe 15 + 50 ml

Kern, Ballingen-Frommern, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BMG Labtech, Offenburg, Deutschland

PAA Lab. GmbH, Pasching, Osterreich
SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland

2.8.1 Blutprobengewinnung

Materialien

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) PAA H15-002
Betamercapto-Ethanol Sigma M6250-100ML
PMSF Sigma P7626
Pefabloc Sigma 76307
0,4% NP40 Sigma 74385
LSM PAA J15-004
HEPES pH 7,9 Sigma H3375
NaCL Sigma 71379-5KG
EDTA Sigma 8040.2
KCL Sigma 60135

DTT (Dithiothreitol) Sigma 43815



Losungen

Die fur die Proteinextraktion verwendeten Lysepuffer enthalten:

Puffer A: 5 ml 10 mM HEPES pH 7,9; 1 ml 10mM KCL; 10 ml 0,1 mM EDTA, mit

zweifach destilliertem Wasser (ddH20) auf 100ml aufgefulit.

Lysepuffer B : 10ml Puffer A, 10pl 20mM DTT, 40ul 1mM PMSF, 100ul Pefabloc,
40ul 0,4%NP40, mit ddH20 auf 10 ml aufgefullt.

Lysepuffer C : 10ml 20mM HEPES pH 7,9; 8ml 0,4M NaCL; 0,2ml 1mM EDTA

Die Blutprobengewinnung erfolgte standardisiert bei Aufnahme des Patienten in der
Ambulanz (innerhalb der ersten 60 Minuten nach Trauma), sowie nach
Operationszeitpunkt, wobei sich die Studie an der Hautnaht am Ende der Operation
orientierte, nach 6h, 24h und 7 Tagen (s. Abbildung 6). Hierbei wurde auf die genaue

Einhaltung der Zeiten geachtet.

A OP 6h 24h 7 Tage

Abbildung 6 Trauma steht fir die proximale Femurfraktur, A steht fir Aufnahme in der Klinik,
die schwarze Markierung zeigt die operative Versorgung der Fraktur an. Rote Markierungen
bedeuten Blutabnahmen zu den jeweils dariiber stehenden Zeiten: bei Aufnahme, 6 h postop,

24 h postop und 7 Tage postop.
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Fur die hier dargestellte Studie wurden 30ml EDTA Blut benétigt, sowie zum

Aufnahmezeitpunkt und nach sieben Tagen noch ein Serumréhrchen mit 8ml.

2.8.2 Isolation der Monozyten und Gewinnung der Pro  teine mittels

Dichtegradient

Mit einem Teil des EDTA-Blutes und dem Blut des Serumréhrchens wurde eine
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 1000 rpm zur Gewinnung von Plasma/Serum
durchgefuhrt. Aus dem restlichen EDTA Blut wurde mit Hilfe von LSM eine Trennung
der Monozyten (s. Abbildung 7) und der anderen zellularen Blutbestandteile erreicht.
Hierzu wurde erneut fur 20 Minuten bei 1000 rpm (Bremse und Beschleunigung der
Zentrifuge auf Null gestellt) zentrifugiert. Mit Hilfe einer Pipette konnte man nach der

Zentrifugation die mononukleéren Zellen absaugen (in Abbildung 7

die graue Zone).

Plasma

I'd
Nach zweimaligen Waschen mit Dulbecco's-PBS durch erneute o PBMCs
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 1000 rpm wurde das gewonnene |

LSM +
Lymphocytes

Zellpellet mit 250 ul Puffer B resuspendiert und fur 10 Minuten auf

Eis gelagert, durch den Puffer B wurde eine Lyse der auf3eren

Erythrocytes

Zellmembran herbeigefuihrt. Danach erfolgte eine erneute
Abbildung 7 Schema zu

Zentrifugation fir 10 Minuten bei 4°C und 1400 rpm. Der dabej Auftrennung der
Monozyten

sichtbar werdende Uberstand entsprach der freigesetzten

zytosolischen Fraktion der lysierten Zellen. Durch Abpipettieren des Uberstandes

wurde diese Fraktion von dem nukledren Extrakt getrennt und in ein Eppendorf

ReaktionsgefalRe auf Eis gestellt.
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Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt, um eine hohere Ausbeute zu erhalten,
bzw. um die Reinheit der Isolation zu verbessern. Das zytosolische Extrakt wies eine
flissige Konsistenz auf, wéahrend das nukleare Extrakt eher zahflissig war. Nach
erfolgter Trennung wurde das zytosolische Extrakt bei -80°Celsius eingefroren. Die
verbleibenden Pellets wurden mit eiskaltem Lysepuffer C resuspendiert und
anschlieend 15 Minuten kraftig geschuttelt. Dies fuhrte Uber eine chemische und
mechanische Lyse der Kernmembran zur Freisetzung von nukledrem Protein. Das
nukleare Protein der Monozyten wurde ebenfalls in Eppendorf Reaktionsgefal3e

Uberfuihrt und bei -80° Celsius eingefroren.

2.8.3 Proteinmessung nach Lowry:

Materialien

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma A4503
Na-K-Tartrate Sigma 228729
CuS04*6H20 Sigma 31293
Na2CO03 Sigma S2127
1 M NaOH Merck 109137
Folin Reagent Sigma 47641

Losung A (frisch zubereitet zu jeder Proteinmessunq):

20ul Na-K Tartrate Stock Losung (2g Na-K Tartrate auf 100ml zweifach destilliertes
Wasser (ddH20))
20 pl Cu SO4 Stock Lésung (1 g Cu SO4 6H20 auf 100 ml ddH20)

1,96 ml Na2 Co3 Stock Losung (20 g Na2Co3, 900 ml ddH20, 100 ml 1M NaOH)

Losung B (frisch zubereitet zu jeder Proteinmessunq):

500ul Folin Reagent

1000 ml zweifach destilliertes H20
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Um fir die spatere Untersuchung mittels Western Blot fir jede Probe dieselbe
Proteinkonzentration zu verwenden erfolgte bei jeder Probe eine Proteinbestimmung
nach Lowry. Zunachst wurden Standardlésungen in absteigenden Konzentrationen
von 10 bis 2 pg/ul mit bovinen Serumalbumin hergestellt Der 0-Wert wurde mit

Wasser bestimmt.

Diese wurden in absteigender Folge und in Dreifachbestimmung, nach vorherigem
Durchmischen, auf eine 96 LochPlatte pipettiert (jeweils 2ul).

Anschlielend wurden die Patientenproben aufgetaut und gevortext (gemischt).
Danach wurden 2ul aus jeder Patientenprobe in Form einer Dreifachbestimmung auf
die restlichen Felder der 96 Well Platte pipettiert.

Im Weiteren wurde in jedes Well 150ul Losung A (s. oben) hinzupipettiert.

Nachdem die 96 LochPlatte bei Raumtemperatur 10 Minuten schwenkend inkubiert
wurde, wurde noch 30 pl Lésung B in jedes Well pipettiert.

Nach einer weiteren Inkubation von 1,5 Stunden, in der es zum Farbumschlag kam,
wurde mit Hilfe eines Plate Readers die Absorption bei einer Wellenlange von 750
nm gemessen. Nun konnte die Proteinkonzentration anhand der BSA Standardkurve

(s. Abb. 8) bestimmt werden.

0,7 -
0,6 | y=0,0693x+0,0647
R? = 0,9695

0,5 -
04 -
03 -
02 -

Abbildung 8 BSA Standardkurve
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2.8.4 Western Blot

Materialien

TRIS (hydroxymethyl) aminomethan
EDTA

Glycerol

Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)
Brom Phenol Blau
2-Mercaptoethanol

Glycin

Ammonium Persulfat
Nitrozellulose Membran
Whatmann Papier

Ponceau S

NaCl

Tween-20

Luminol

p-CoumaricSaure
Dimethylsulfoxid (DMSO)

30 % H,0, Losung

Acrylamid-Bisacrylamid Losung (37.5:1)

N,N,N",N"- TEMED
Isopropanol

Mini Protean 3 System
Ldsungen

1. 15MTRIS (pH = 8.8)

181.7 g TRIS (fur Elektrophoresen)
=> auflésen in 900 ml ddH,O
=> einstellen von pH auf 8.8 mit konz. HCI
=> auffillen auf 1 | mit ddH,O
Bei Raumtemperatur lagern.

3. Lammli Ladepuffer (5X)
6ml 1MTRIS (pH =6.8)
10 ml 99 % Glycerol
200 uI 500 mM EDTA
2g SDS
10 mg Brom Phenol Blau
2.5 ml B-mercaptoethanol

=> Volumen auf 20 ml mit ddH,O
Aliquotieren (1 — 2 ml)

Lagern bei — 20 °C.

4, Lammli Laufpuffer Stock (10X)
144 g Glycin

33.34 g TRIS (fur Elektrophoresen)

10g SDS

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Apotheke
BioRad

=> auflésen in Totalvolumen von 900 ml mit ddH,O

pH einstellen auf 8.3 mit konz. HCI

=> auf Totalvolumen auf 1 | mit ddH,Oaufflllen

Lagern bei Raumtemperatur.

5. Lammli Laufpuffer (1X)

100 ml  Lammli Laufpuffer Stock (10X)

900 ml ddH,0

T87602-3KG
E5134-500G
G7893-500ML
L3771-100G
114391-5G
M6250-100ML
G8898-500G
A3678-25G
160508

CL 36.1
5938.1
71379-5KG
P1378-1L
09253-5G
C9008-25G
41639-500ML
H1009-100ML
H5171
T9281-25ML
1L

165-8000

Cinal
300 mM
50 %
5mM
10 %
0.05 %
125 %

Cinal
2M
250 mM
1%



Bei Raumtemperatur lagerbar. Nach Benutzung verwerfen.

7. 0.4 M TRIS (pH = 6.8)
60.6 g TRIS (fur Elektrophoresen)
=> auflésen in 900 ml ddH,O
=> pH einstellen auf 6.8 mit konz. HCI

=> auf Totalvolumen 1 | mit ddH,O auffillen

Bei Raumtemperatur lagern.

8.10 % APS Ldsung
2 g Ammonium Persulfat
=> auflésen in 20 ml ddH,O

Aliquotieren und bei — 20 °C lagern (nicht mehr als 2x auftauen).

9. 10 % SDS Losung
2g SDS
=> auflésen in 20 ml ddH,O
Bei Raumtemperatur lagern.

10. Transfer Puffer Stock Lésung(10X)
58 g TRIS (hydroxymethyl) aminomethan
29 g Gilycin
3.75g SDS
=> auflésen in 1000 ml ddH,O
Bei Raumtemperatur lagern.

11. Transfer Puffer Arbeitslésung
100 ml Transfer Puffer Stock (10X)
200 ml  Methanol
700 ml ddH,0O
bei + 4 °C lagern

12. Ponceau S Lésung
0.2g Ponceau S
=> auflésen in 200 ml 1% Essigséaure
Bei Raumtemperatur lagern.

13. TRIS gepufferte Salzlésung (TBS — 10X)
12.1 g TRIS (fur Elektrophorese)
87.66 g NacCl
=> dazu 800 ml ddH,O
pH einstellen auf 7.6 mit HCI
=> Totalvolumen 1 | mit ddH,0O
Bei Raumtemperatur lagern.

14. 10 % Tween-20 Loésung
100 ml Tween-20 (100 % -dickflissig)
900 ml ddH,0O
Schaumt beim Mischen
Bei Raumtemperatur lagern.

15.TBS-T Wasch Puffer
100 ml TRIS gepufferte Salzlésung (10X) TBS
10 ml 10 % Tween-20 Lésung
900 ml  ddH,O
Bei Raumtemperatur lagern.

16. 100 mM TRIS (pH = 8.5)
12.1 g TRIS (fiur Elektrophorese)
=> hinzufiigen 800 ml ddH,O
pH einstellen auf 8.5 mit HCI
=> auf Totalvolumen 1 | mit ddH,O
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0.4 M

Cinal
10 %

Cinal
10 %

Cinal

05 M
0.4 M
0.375 %

Cinal

20 %
0.375%

Cinal
0.1%

Cinal
100 mM
15M

Cinal

10 %

Cinal
100 mM



Bei Raumtemperatur lagern.

17. 250 mM Luminol Stock Lésung Ciinal
0.88 g Luminol 250 mM
20 ml DMSO

Aliquotieren (200 pl)
Bei — 20 °C lagern.

18. 90 mM p-Kumarin Saure Stock Lésung Ciinal
0.15g p-Kumarin Saure 90 mM
10 ml DMSO

Aliquotieren (90 ul)
Bei — 20 °C lagern.

19. 200 mM Natronlauge Ciinal
200 ml 1 M NaOH 200 mM
800 ml H,O

2.8.4.1 Optimierungsversuche

Um optimale Resultate der mittels Western Blot resultierenden Signale bzw.
Proteinbanden zu erreichen, wurden zuerst verschiedene Proteinmengen in einer
Konzentration von 20ug bis 30ug ausgetestet. Auf der einen Seite wollten wir eine
ausreichende Proteinmenge verwenden, damit wir ein zufriedenstellendes Signal
detektieren konnten, auf der anderen Seite durfte man nicht zu viel Protein
verwenden um eine suffiziente Trennung zu erreichen.

Des Weiteren wurde die Acrylamidkonzentration im Gel zur bestmoglichen
Auftrennung der Proteine in einer Spanne von 8 bis 16% ausgetestet. Je héher die
Acrylamidkonzentration im Gel war, desto grofR3ere Proteine konnte man auftrennen.
Niedrigere Konzentrationen erlaubten jedoch eine starkere Auftrennung der Proteine.
Die besten Ergebnisse lieRen sich mit 25ug Protein und einem 15% Gel erzielen.

Um die beste Vergleichbarkeit zu erreichen wurde auf die Einhaltung der
Antikdrperinkubationszeiten und Filmentwicklungszeiten, sowie die Einhaltung der
Konzentrationen geachtet. Des Weiteren wurde bei jedem Western Blot dieselbe
Kontrolle mit untersucht, um bei der Auswertung alle Werte auf diese zu normieren.
Damit erreichten wir eine Relativierung der mit der Zeit schwacher werdenden
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Antikdrpersignale. Diese Kontrollprobe wurde einmalig aus HepG2 Zellen gewonnen.
Diese Zellen stammen urspriinglich aus einem hepatozellularen Karzinom und waren
in unserem Labor zahlreich vorhanden. Auf eine ausreichende Menge an

Kontrollprobe wurde geachtet.

2.8.4.2 Methode:

Zunachst wurden die 15 % Gele zwischen entsprechenden Glasplatten mit einer
Dicke von 1,5mm und 15 Taschen gegossen.

Danach wurde mit der Vorbereitung der Proben wie folgt begonnen:

Es wurden 5ul Lammli Laufpuffer (5x) in ein 1,5ml Eppendorf Gefald pipettiert. Durch
das darin enthaltene Beta-2-Mercaptoethanol wird eine Reduktion der
zwischenmolekularen Disulfidbricken erreicht und somit eine gute Trennung
gewahrleistet. Weiterhin ist der Laufpuffer blau gefarbt, so dass man wahrend der
Auftrennung die Wanderung der Proteine im Gel verfolgen kann und ein Austreten
der Proteine am unteren Ende des Gels verhindern kann. Nach dem Lammli
Laufpuffer wurden noch die benétigte Probenmenge flr eine Proteinkonzentration
von 25ug und ddH20 um auf ein Totalvolumen von 20ul zu kommen hinzupipettiert.
Daraufhin wurden die Proben gevortext, zur Denaturierung 10 Minuten bei 99°C

erhitzt und anschlielend zentrifugiert, um sie dann in die Geltaschen zu verteilen.

] [1[] [1[]

Abbildung 9 Schematische Darstellung von der Befillung der Geltaschen. M = Marker, K
= Kontrollprobe, 1.1-1.4 Patientenprobe, 2.1-2.4 zweite Patientenprobe, H20= Wasser
und Lammli Laufpuffer zur Beflillung ungenutzter Kammern

42



Fur die Bestimmung der Proteingré3e wurde ein farblich akzentuierter Marker (Roti
Marker Plus) in eine Kammer hineinpipettiert. Nachdem die Kontrolle hinzugeflugt
wurde, wurden die leeren Kammern, welche keine Probe enthielten mit ddH20 und
5ul LAmmli Laufpuffer aufgefillt (s. Abb. 9).

Das Auftrennen der Proteine erfolgte mittels Gelelektrophorese bei 200 V.

Der Transfer auf das Nitrozellulosepapier erfolgte mittels Semi- dry- Blot bei 250mA

fur 30 Minuten bei einem Gel bzw. 50 Minuten bei zwei Gelen. Aufbau wie folgt:

®

Whatmanpapier

Nitrocellulosemembran

Gel

Whatmanpapier

©

Abbildung 10 Transfer: Die negativ geladenen Proteine wandern im elektrischen Feld zu
Kathode und damit vom Gel auf die Nitrozellulosemembran, wo sie nun fixiert sind

Die vier Whatmanpapiere und die Nitrozellulosemembran wurden vorher in eine
Transfer Puffer Losung (s. Abb. 10) inkubiert.
Um zu kontrollieren ob der Transfer erfolgreich war, wurde die

Nitrozellulosemembran im Anschluss mit Ponceau (s. Abb. 11) angefarbt.
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Proben

Abbildung 11 Ponceau Féarbung nach Proteintransfer mittels Semi-dry-Blott

Um Material und Zeit zu sparen wurde die Membran im Anschluss unter
Zuhilfenahme des Markers entsprechend zwischen den zu bestimmenden Proteinen

geschnitten:

GAP-DH 37 kDa
HO-1 32kDa

SOD-1 23kDa

Nach einstiindigem Blocken mittels 5% Fett freiem Milchpulver, um unspezifische
freie Bindungsstellen zu blockieren und kurzem Waschen in TRIS Buffered Saline
Washing Buffer (TBS-T), wurden die Membranabschnitte entsprechend mit ihrem

jeweilig passenden Antikérper (AK) Gber Nacht bei 4°C inkubiert.



Es wurden die vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung verwendet:

GAP-DH (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) 1:5000
HO-1 (Epitomics) 1:1000
SOD-1 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) 1:1000.

pNRF2 1:1000

Am folgenden Tag erfolgte nach dreimaligem Waschen mit TBS-T (jeweils fur zehn
Minuten), die Inkubation mit dem entsprechenden 2. Antikorper fir 90 Minuten bei

Raumtemperatur.

GAP-DH und pNRF2: anti-rabbit 2.AK (1:10000) (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY)

SOD-1 und HO-1: anti-mouse 2.AK (1:10000) (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY).

Nach erneutem, dreimaligen Waschen durch TBS-T wurde die Entwicklungslésung

zubereitet:

LOsung A:

2,5ml 100mM TRIS (pH=8,5)

25ul 250mM Luminol Stock Lésung (0,88g Luminol, 20ml DMSO, bei -20°C)

11 yl 90mM p Coumarin Séure Stock Ldsung (0,15 g p-Coumarin S&ure, 10ml

DMSO, bei- 20°C lagern)

LOsung B:
2,5ml 100mM TRIS (pH= 8,5)

2 ul 30% H,0, Losung
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Kurz vor dem Entwickeln wurden beide Losungen (A und B) vermischt und die
Membran damit fir 1 Minute inkubiert.

Anschlielend wurde der Film abhangig von der Signalstarke der Antikorper in
verschiedenen Zeitabstanden belichtet. Danach erfolgte die Entwicklung:

1 min in Entwicklungslésung

1 min in Fixationslosung.

Dazwischen jeweiliges Eintauchen in ein Wasserbad, um die vorherige Losung zu

entfernen.

2.8.5 Filmverarbeitung

Die Western Blot Filme wurden mit einem Canongerat (Canons Pixma MP210)
eingescannt. Anschlieend wurden die Dateien mittels ImageJd (Version 1.42q;
National Institut of Health) entsprechend der Bedienungsanleitung bearbeitet und die
Anzahl der Pixel von den jeweiligen Banden gemessen: Die Fotos wurden invertiert
und Hintergrundstérungen heraus berechnet. Es erfolgte die densitometrische
Auswertung der gesamten Bilder. Hierbei wurde die Banderschwarzung in dreifacher
Bestimmung analysiert und als Arbitary Units festgelegt. Die jeweiligen Werte wurden
auf die Werte des dazugehtérigen GAP-DH normiert (Quotient gebildet) und

anschlieRend auf die Kontrolle normiert (Quotient gebildet), siehe Abbildung 12.
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Beispiel fir die Bildung des Quotienten:

oo i N R - -
:

GapOH PR . A . o

Kontrolle A B C

Abbildung 12 1)Wir haben 3 Proben: A, B, C. Zusatzlich die Kontrolle. 2)Nun bildeten wir
von jedem SOD-1- Signal den Quotienten zu dem zu gehérigen Gap-DH (Bsp. fur Probe
B: B1/B2= QB und fir die Kontrolle: K1/K2=QK). 3)Im nachsten Schritt wird die Probe auf
die Kontrolle normiert: QB/QK=0QBn- nun ist es mdglich alle Western Blots, in der
dieselbe Kontrolle untersucht wurde, zu vergleichen

2.9 Anamneseerhebung

Um den Ernahrungszustand des Patienten zu bewerten wurden Daten anhand eines
standardisierten Fragebogens, dem Subjective Global Assessment (SGA) (s.
Anhang) erhoben und eine klinische Untersuchung durchgefuhrt. Der SGA Score
wird auf Grundlage der Anamnese (Gewichtsverdnderungen, Nahrungszufuhr,
gastrointestinaler Symptome, Leistungsfahigkeit, Grunderkrankung) und der
klinischen Untersuchung (Unterhautfettgewebe, Muskelmasse, Odeme) gebildet.
Folgende Punkte wurden entsprechend einem internationalem Standard(28)
erhoben:

SGA Score A= gut ernéhrt

SGA Score B= mafig mangelernéhrt bzw. V.a. Mangelernahrung

SGA Score C= schwer mangelernahrt.

Die korperliche Aktivitat (Mobilitat, Bett-Stuhl Transfer, Treppen steigen, Benutzung

der Toilette) und Pflegebedurftigkeit (Korperpflege, Erndhrung, An- und Auskleiden,
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Harn- und Stuhlkontinenz) wurden ebenfalls anhand eines standardisierten
Fragebogens (Barthel Index, s. Anhang) erhoben(60). Der Barthelindex ist im
klinischen Alltag gegenwartig und wird vom Pflegepersonal und den
Rehabilitationskliniken taglich angewendet.

Weitere klinische Daten Uber zum Beispiel Vorerkrankungen, aktuelle Medikation,
Kdrpertemperatur, waren neben der Patientenanamnese aus der Patientenakte, der
Akte des Pflegepersonals, Anasthesieprotokollen, Operationsprotokollen und eines
selbst entworfenen Fragebogens, welcher u.a. Information tber Erndhrung und

Nahrungserganzungsmittelsammelte, erhoben worden.

2.10 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism ausgefuhrt.

Fur die statistische Analyse von zwei Testbedingungen wurde ein t-Test
durchgefuihrt. Bei drei oder mehr Testbedingungen erfolgte die statistische
Auswertung mittels ,one way ANOVA®, Bonferroni. Als statistisch ausreichendes

Signifikanzniveau wurde fur *p<0,05, **p < 0,01, *** p <0,001 festgelegt.
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3. Ergebnisse

Zwischen dem 25. Februar 2009 und dem 24. Juni 2010 wurden insgesamt 46
Patienten eingeschlossen. Funf von den urspriinglich 46 eingeschlossenen Patienten
entwickelten postoperativ ein Durchgangssyndrom und wurden innerhalb der ersten
24 Stunden nachtraglich wieder ausgeschlossen. Ein Patient verweigerte am siebten
Tag die Blutentnahme und musste nachtraglich ausgeschlossen werden. Des
Weiteren mussten drei weitere Patienten ausgeschlossen werden, da sie eine zu
geringe Menge der Trinklésung zu sich nahmen. Die Auswertung wurde deshalb mit
den Daten von 37 Patienten durchgefuhrt. Von den 37 Patienten erhielten 18 das
Placebo und 19 Patienten die Immunonutrition (Glutamindiat).

Bei sieben Patienten kam es im Laufe des stationaren Aufenthalts zu einer
Komplikation: Davon waren vier Komplikationen in der Gruppe, welche das Glutamin
erhielt und drei Komplikationen in der Placebogruppe. Die durchschnittliche
Einnahme von den Trinklésungen betrug 16,24 pro Patient. D. h. das Glutamin wurde
taglich ca. 2-3 mal pro Tag eingenommen.

Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug 81,3 Jahre (Median 84 Jahre +/-
7,34) in der Placebogruppe und 83,5 Jahre (Median 87 Jahre +/- 9,26) in der
Glutamindiat-Gruppe. Der durchschnittiche ASA Wert war in der Placebogruppe 2,3
und in der Glutamingruppe 2,5. Beziglich des Barthelindex erzielte die Gruppe,
welche das Placebomedikament erhielt durchschnittlich 95 Punkte und die Gruppe,
welche die Immunonutrition einnahm 13 Punkte weniger. Der BMI Wert betrug in der

Placebogruppe 22,6 Kg/m? und in der Glutamingruppe 23,6 Kg/m? (in beiden



Gruppen war der durchschnittiche SGA Score = A). Insgesamt ergab sich eine
ungefahre Quote von Frauen zu Mannern von 5:1. Um eine Relation mit dem Alter
und eventuelle Differenzen bei der antioxidativen Kapazitat zu untersuchen wurden 6
junge Patienten (Alter 18 bis 35 Jahre) mit einer vergleichbaren Fraktur (Fraktur der
langen ROhrenknochen), welche ebenfalls operativ versorgt werden musste,
eingeschlossen. Bei diesen Patienten betrug das Durchschnittsalter 29,4 Jahre
(Median 27Jahre +/-3,9), ASA 1, Barthelindex 100 und der BMI 22. In dieser Gruppe
erlitten 3 Patienten eine mehrfragmentierte Humerusfraktur, 2 Patienten eine
mehrfragmentierte Tibiakopffraktur und ein Patient eine mediale Schenkelhalsfraktur.
Bei den Patienten war keine relevante Vorerkrankung bekannt und der postoperative
Verlauf gestaltete sich komplikationslos. Auch hier wurden vier Blutabnahmen (A, 6h,
24h, 5-7d) durchgefihrt. Dieses Patientenkollektiv erhielt tGber den Zeitraum keine
Immunonutrition.

Weiterhin wurden um eine Relation mit dem Gesundheitszustand zu untersuchen 9
junge gesunde Probanden eingeschlossen, bei welchen einmalig eine Blutentnahme
erfolgte. Das Durchschnittsalter dieser Probanden betrug 26,0 Jahre (Median 28
Jahre +/- 1,6). Keiner der Probanden litt an einer Grunderkrankung. Um eine Relation
mit dem Alter bei gesunden Individuen zu untersuchen wurden zuséatzlich 8 altere
(Durchschnittsalter: 67,7 Jahre (Median 67 Jahre +/- 2,56)) gesunde Probanden
rekrutiert. Auch hier wurde einmalig eine Blutentnahme durchgefuhrt. Die Patienten
kamen zur operativen Metallentfernung ungefahr 6 Monate nach einer Fraktur auf die
unfallchirurgische Station. Bei den gesunden jungen oder alten Probanden haben wir
einmalig die antioxidativen Enzyme ermittelt. Aus diesen Daten wollten wir erfahren,
wie sich die antioxidativen Parameter (SOD-1, HO-1 pNRF2) bei voélliger Gesundheit
verhalten. Zusammenfasend im Folgen nochmals die Daten der Patienten- bzw.

Probanden tabellarisch im Uberblick dargestellt:
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jung, jung Alt

Gruppe Placebo [Glutamin | Fraktur Gesund | Gesund
Alter (Jahre) 81,3 83,5 29,4 26 67,7
Komplikationen 3 4 keine Keine keine

durchschnittl. Einnahme der

Trinklosg./7d 15 16 keine Keine keine
ASA Wert 2,3 2,5 1 1 1
Barthel Index 95 82 100 100 100
BMI (Kg/m2) 226 | 236 21,6 21,8 23,1

3.1 Komplikationen in den einzelnen Gruppen

Aufgrund der geringen Anzahl an eingeschlossenen Patienten kam es zu keinem
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen. In der Gruppe,
welche das Glutamin erhielt kam es zu vier Komplikationen. In der Gruppe mit dem
Placebopraparat zu drei Komplikationen. In der Placebogruppe war es sogar nétig

erneut operativ einen Prothesenwechsel nach Infektion durchzufiihren (s. Abb. 13).
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Komplikationen

Harnwegsinfektion mit Infektion der Prothese mit
Klebsiella spp. Prothesenwechsel und offenem
Debridement

Pneumonie 1 Harnwegsinfektion 1
Konjunktivitis, Pneumonie 1 Wundheilungsstorungen 1
Magen-Darm-Infektion 1

Abbildung 13 Auflistung der Komplikationen in den jeweiligen Gruppen

Im nachsten Schritt wird die Beeinflussung antioxidativer Parameter durch die

Glutamingabe graphisch dargestellt.
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Zur Vereinfachung und besseren Ubersicht Uber die Probanden im folgenden eine

Tabelle:

Proband

Abklirzung

Bedeutung

JungGesund

JG

Kein Trauma

einmalige Blutabnahme zu einem willkirlichen Zeitpunkt

Alter: 26,0 Jahre

Insgesamt 9 Probanden

Alt Gesund

AG

Kein Trauma

einmalige Blutabnahme zu einem willkiirlichen Zeitpunkt

Alter: 67,7 Jahre

Insgesamt 8 Probanden

Jung Fraktur

J(A, 6h, 24h,
7d)

Fraktur der langen Roéhrenknochen

Blutentnahme bei Aufnahme (A), nach 6h, 24h und 7 Tagen
(7d)

Alter: 29,4 Jahre

Insgesamt: 6 Patienten

Placebo

P(A, 6h, 24h,
7d)

Huftgelenksnahe Fraktur

Blutentnahme bei Aufnahme (A), nach 6h, 24h und 7 Tagen
(7d)

Alter: 81,3 Jahre

Insgesamt: 18 Patienten

Glutamin

G(A, 6h, 24h,
7d)

Huftgelenksnahe Fraktur

Blutentnahme bei Aufnahme (A), nach 6h, 24h und 7 Tagen
(7d)

Alter: 83,4 Jahre

Insgesamt: 19 Patienten
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3.2 Initiale antioxidative Parameter der gesunden P robanden verglichen
mit den Patienten bei Aufnahme

3.2.1 Vergleich der Superoxiddismutase-1 von Gesund  en mit Patienten bei
Aufnahme

Mittels eines Western Blots wurde die SOD-1 Expression von 9 jungen gesunden
Probanden (JG) und 8 alten gesunden Probanden (AG) gemessen. Die
Blutentnahme zur Probengewinnung erfolgte zu einem willkirlichen Zeitpunkt.
Danach wurde in jeder Gruppe der durchschnittliche Wert errechnet. D.h. bei den 9
jungen Gesunden wurde der Mittelwert von neun Probanden und bei den alten
Gesunden von 8 Probanden gebildet. Zusatzlich wurden die SOD-1 Werte bei der
Aufnahme (A), von jungen (JA) und alten Patienten (PA= Placebogruppe bei
Aufnahme, GA= Glutamingruppe bei Aufnahme) mit Fraktur dargestellt. Aufnahme
bedeutet hier praoperativ, sprich die Blutabnahme in der Notaufnahme. Das Ziel
dieser graphischen Auswertung war es, die Expression der Superoxiddismutase 1
nach einem Trauma bei jungen und alten Patienten darzustellen. In dem in Abbildung
14 dargestellten Graph sieht man in der Tendenz eine geringflgig starkere
Expression vom SOD-1 bei den &lteren gesunden Probanden (AG) verglichen mit
den jungen Gesunden (JG). Patienten nach einem Trauma (JA, PA, GA) hatten eine

hohere SOD-1 Expression verglichen mit gesunden Probanden.
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Hier zeigte sich in der Patientengruppe, welche spater das Glutamin erhielt ein

signifikanter Unterschied zu den jungen und alten Gesunden.

Jung Gesund, n=9

S 1.54 f ¥

.% - Alt Gesund, n=8

w

o
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o 1.04 ——1 Jung Fraktur, n=6
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Abbildung 14 Relative Proteinmenge SOD-1 bei jungen und alten gesunden Probanden,
sowie praoperativ bei jungen und alten Patienten nach Fraktur;*= p<0,05, **= p<0,01

3.2.2 Vergleich der Hdmoxygenase-1 von Gesunden mit  Patienten bei

Aufnahme

In dem folgenden Graph in Abbildung 15 ist die durchschnittliche Expression der
Hamoxygenase-1 dargestellt. Hier wurde wieder der Durchschnitt bei den jungen
(JG) und alten Gesunden (AG) gebildet und auf der linken Seite aufgetragen. Die
rechten Balken symbolisieren die durchschnittliche Expression der Hamoxygenase-1
von jungen (JA) und &lteren Patienten (PA, GA) nach Fraktur. Hier wurden nur die
Werte bei Aufnahme, sprich préoperativ dargestellt. Das Ziel dieser graphischen
Auswertung war es die Expression der Hamoxygenase-1 nach einem Trauma bei
jungen und alten Patienten darzustellen. Es zeigt sich eine signifikant verstarkte
Expression (p< 0,05) von der Hamoxygenase-1 bei den jungen gesunden Probanden
(JG) gegenuber den alten Gesunden (AG) und den Patienten nach Fraktur (JA, PA,

GA). Bei den Alteren ist die Hamoxygenase-1 nach Fraktur (PA) signifikant erhoht,
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verglichen mit den alten Gesunden (AG). Vergleicht man die jungen Patienten nach
einem Trauma mit den jungen Gesunden zeigt sich ein Rickgang in der Expression

der Hamoxygenase-1.

Jung Gesund, n=9

S 0.8
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Abbildung 15 Relative Proteinmenge der Hdmoxygease 1 bei jungen und alten gesunden
Probanden, sowie préoperativ bei jungen und alten Patienten nach Fraktur; *= p<0,05,
**=p<0,01, ***= p<0,001

3.2.3 Vergleich pNRF2 von Gesunden mit Patienten be i Aufnahme

In dem folgenden Graph aus Abbildung 16 ist die durchschnittliche Expression des
Transkriptionsfaktors pNRF2 dargestellt. Es wurde der Durchschnitt bei den jungen
(JG) und alten Gesunden (AG) gebildet und auf der linken Seite aufgetragen. Die
rechten Balken symbolisieren die durchschnittliche Expression von pNRF2 bei
jungen (JA) und alteren Patienten (PA, GA) nach Fraktur. Hier wurden nur die Werte
bei Aufnahme, sprich praoperativ dargestellt. Das Ziel dieser graphischen
Auswertung war es die Expression von pNRF2 nach einem Trauma bei jungen und
alten Patienten darzustellen. Es zeigt sich bei den jungen Gesunden (JG) eine
leichte, nicht  signifikant  erhohte Expression des phosphorylierten

Transkriptionsfaktors NF-E2-related factor 2 gegenuber den alten Gesunden (AG).
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Nach einer Fraktur ist die pNRF2 Expression in allen Gruppen (JA, PA, GA) stark

erhoht verglichen mit den Gesunden (JG, AG).
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Abbildung 16 Relative Proteinmenge des Transkriptionsfaktors pNRF2 bei jungen und
alten gesunden Probanden, sowie praoperativ bei jungen und alten Patienten nach
Fraktur;*= p<0,05, **= p<0,01, ***= p<0,001

3.3 Quotient

Damit man besser die Veranderungen zwischen den einzelnen Parametern nach 6h,
24h und 7 Tagen abschatzen kann haben wir bei jedem Wert den Quotienten zum
Aufnahmewert (A) gebildet, d.h. wir haben die gemessenen Werte auf den
Aufnahmewert (A) normiert:

Beispiel: A/IA, 6h/A, 24h/ A, 7d/ A

Ein weiterer Vorteil besteht nun dadurch, dass alle Werte bei Neuaufnahme 1
betragen und man somit eine bessere Vergleichbarkeit schafft.

Im Folgenden vergleichen wir die antioxidativen Parameter bei den Patienten nach
einer hiftgelenksnahen Fraktur (Placebo vs. Glutamin). Von Abbildung 17 bis

Abbildung 28 sind die Quotienten dargestellt.
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3.3.1 Vergleich der Superoxiddismutase-1 Expression (Quotient) zwischen
Placebo und Glutamin Gber sieben Tage

Nachdem in der Placebogruppe und der Glutamingruppe jeweils der Quotient zum
Aufnahmewert, dem praoperativen Wert, gebildet wurde, zeigt sich in Abbildung 17
folgendes Bild: Die weil3en Balken symbolisieren die Patienten, welche das
Placebomedikament Uber die sieben Tage bekommen haben. Die schwarzen Balken
stehen fur die Patienten, welche tber sieben Tage das Glutamin bekommen haben.
Es zeigt sich ein kontinuierlicher Anstieg bei der SOD-1 Expression uber die
gesamten 7 Tage in beiden Gruppen. Der Unterschied zwischen der initialen
Expression und der Expression nach 7 Tagen ist in der Glutamingruppe (schwarz)
signifikant erhdht (p < 0,01). In der Tendenz zeigt sich eine leicht hthere SOD-1
Expression der Glutamingruppe zu der Placebogruppe (weil3) am 7. Tag. Jedoch
scheint es zu keinem signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu

kommen.
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Abbildung 17 Relative Proteinexpression der Superoxiddismutase 1 in der Placebo und
Glutamingruppe Uber 7 Tage, weil3; Patienten erhielten das Placebopréaparat, schwarz:
Patienten erhielten das Glutamin; **= p<0,01
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3.3.2 Vergleich der Hamoxygenase-1 Expression (Quot  ient) zwischen Placebo
und Glutamin Uber sieben Tage

Nachdem in der Placebogruppe und der Glutamingruppe jeweils der Quotient zum
Aufnahmewert, dem praoperativen Wert, gebildet wurde zeigt sich in Abbildung 18
folgendes Bild: Die weil3en Balken symbolisieren die Patienten, welche das Placebo
Uber die sieben Tage bekommen haben. Die schwarzen Balken stehen fir die
Patienten, welche lber sieben Tage das Glutamin bekommen haben.

Bezuglich der Hamoxygenase-1 Expression zeigen sich keine signifikanten
Veranderungen zwischen den verschiedenen Zeitpunkten und den beiden Gruppen.
In der Tendenz sieht man postoperativ einen leichten Anstieg der Expression mit
einem Hochstand nach 24h in der Placebogruppe bzw. 7 Tagen in der
Glutamingruppe. Nach sieben Tagen Glutamineinnahme findet sich kein signifikanter

Unterschied zwischen der Placebo- und Glutamingruppe.
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Abbildung 18 Relative Proteinexpression der Hamoxygenase-1 in der Placebo und
Glutamingruppe Uber 7 Tage, weil3: Patienten erhielten das Placebopréaparat, schwarz:
Patienten erhielten das Glutamin
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3.3.3 Vergleich der pNRF2 Expression (Quotient) zwi  schen Placebo und

Glutamin tber sieben Tage

Nachdem in der Placebogruppe und der Glutamingruppe jeweils der Quotient zum
Aufnahmewert, dem praoperativen Wert, gebildet wurde zeigt sich in Abbildung 19
folgendes Bild: Die weil3en Balken symbolisieren die Patienten, welche das
Placebomedikament Uber die sieben Tage bekommen haben. Die schwarzen Balken
stehen fir die Patienten, welche Uber sieben Tage das Glutamin bekommen haben.
In Abbildung 19 ist die Expression des Transkriptionsfaktors pNRF2 dargestellt. Wie
zu erwarten war, steigt die Expression des Transkriptionsfaktors pNRF2 nach der
femurnahen Fraktur und der operativen Versorgung in beiden Gruppen bis zum
ersten postoperativen Tag (24h) signifikant, p< 0,001 in der Placebogruppe und p<
0,05 in Glutamingruppe, um dann wieder zum 7. Tag hin abzusinken. Es zeigen sich
keine signifikanten bzw. relevanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. In
Abbildung 20 sieht man den repréasentativen Western Blot zu den in Abbildung 19

graphisch dargestellten Ergebnissen.
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Abbildung 19 Relative Proteinexpression des Transkriptionsfaktors pNRF2 in der
Placebo- und Glutamingruppe Uber 7 Tage ,weil3: Patienten erhielten das
Placebopraparat, schwarz: Patienten erhielten das Glutamin; *= p<0,05, ***= p<0,001

pNRF2, Patienten mit Schenkelhalsfraktur
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Abbildung 20 Expression des Transkriptionsfaktors pNRF2 von Patienten mit
Schenkelhalsfraktur Gber 7 Tage im Western Blot

3.4 Quotient der Expression bei den tiber 80-jahrige  n Patienten

In der Literatur wird eine verminderte Immunantwort und ein verschlechterter

Ernahrungszustand mit zunehmendem Alter beschrieben(46). Damit verbunden
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ergeben sich erhohte Behandlungskosten, u.a. durch eine verlangerte Liegedauer
der Patienten. Weiterhin suggerierten Daten in der Literatur ein Profitieren vor allem
der alteren Patienten durch Immunonutrition(7,58). Deshalb analysierten wir speziell

die Gruppe der Uber 80-Jahrigen gesondert:

3.4.1 Vergleich der Superoxiddismutase-1 Expression (Quotient) zwischen
Placebo und Glutamin Uber sieben Tage bei den tber 80-Jahrigen

Nachdem in der Placebogruppe und der Glutamingruppe jeweils der Quotient zum
Aufnahmewert, dem praoperativen Wert, gebildet wurde zeigt sich in Abbildung 21
folgendes Bild: Die weil3en Balken symbolisieren die Patienten, welche das Placebo
Uber die sieben Tage bekommen haben. Die schwarzen Balken stehen fir die
Patienten, welche Uber sieben Tage das Glutamin bekommen haben. In der
Placebogruppe gab es 10 Patienten mit einem Alter Uber 80 Jahren. Genauso viele

Patienten tber 80 Jahre waren es in der Glutamingruppe.
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Vergleicht man die Expression der Superoxiddismutase-1 bei den Uber 80-jahrigen
Patienten (durchschnittliches Alter der Glutamingruppe: 90 Jahre, Placebogruppe: 86
Jahre) so erkennt man einen kontinuierlichen Anstieg der SOD-1 Expression Uber die
gesamten sieben Tage in beiden Gruppen. Im Gegensatz zu der oben dargestellten
gesamten Patientengruppe (Abbildung 17) zeigt sich jedoch am siebten Tag ein
signifikanter SOD-1 Anstieg in der Glutamingrupppe, verglichen mit der
Placebogruppe. In Abbildung 22 ist ein reprasentativer Western Blot der tber 80-
Jahrigen, welche das Placebo erhielten und der tUber 80-Jéhrigen, welche das

Glutamin erhielten tGber sieben Tage, dargestellt.
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Abbildung 21 zeigt die relative Proteinmenge von der SOD-1 in den jeweiligen Gruppen
bei den Patienten Uber 80 Jahren, weil3: Patienten erhielten das Placebopréparat,
schwarz: Patienten erhielten das Glutamin;*= p<0,05, **= p<0,01,
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Abbildung 22 Expression des SOD-1 bei den tber 80-jahrigen Patienten im Western Blot.
Oben: Patient unter Placebogabe. Unten: Patient unter Gabe von Glutamin

3.4.2 Vergleich der Hamoxygenase-1 Expression (Quot  ient) zwischen Placebo
und Glutamin tber sieben Tage bei den Uber 80-J&hri  gen

Nachdem in der Placebogruppe und der Glutamingruppe jeweils der Quotient zum
Aufnahmewert, dem praoperativen Wert, gebildet wurde zeigt sich in Abbildung 23
folgendes Bild: Die weil3en Balken symbolisieren die Patienten, welche das Placebo
Uber die sieben Tage bekommen haben. Die schwarzen Balken stehen fir die
Patienten, welche Uber sieben Tage das Glutamin bekommen haben. In der
Placebogruppe gab es 10 Patienten mit einem Alter Uber 80 Jahren. In der

Glutamingruppe bekamen wir bei 9 Patienten ein Signal im Western Blot.
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Betrachtet man die Expression der Hamoxygenase-1 bei den Patienten Uber 80
Jahren so zeigt sich auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen der Placebo
und der Glutamingruppe. Auch innerhalb der beiden Gruppen kommt es zu keiner
wesentlichen Veranderung der HO-1 Expression uber 7 Tage. Tendenziell steigt die

HO-1 Expression nach 6 und 24 Stunden.
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Abbildung 23 zeigt die relative Proteinmenge der HO-1 in den jeweiligen Gruppen bei den
Uber 80-jahrigen Patienten weil3: Patienten erhielten das Placebopréaparat, schwarz:
Patienten erhielten das Glutamin

3.4.3 Vergleich der pNRF2 Expression (Quotient) zwi  schen Placebo und

Glutamin Uber sieben Tage bei den tUber 80-Jéhrigen

Nachdem in der Placebogruppe und der Glutamingruppe jeweils der Quotient zum
Aufnahmewert, dem praoperativen Wert, gebildet wurde zeigt sich in Abbildung 24
folgendes Bild: Die weil3en Balken symbolisieren die Patienten, welche das Placebo
Uber die sieben Tage bekommen haben. Die schwarzen Balken stehen fir die
Patienten, welche Uber sieben Tage das Glutamin bekommen haben. In der
Placebogruppe gab es 8 Patienten mit einem Alter tlber 80 Jahren und einem Signal
im Western Blot. In der Glutamingruppe bekamen wir ebenfalls bei 8 Patienten ein

Signal im Western Blot. Bei den Patienten Uber 80 Jahren zeigen sich in beiden
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Gruppen signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten.
Insbesondere in der Glutamingruppe zeigt sich ein deutlicher Anstieg nach 24
Stunden. In der Placebogruppe ist der Anstieg der pNRF2 Expression nicht so
dramatisch. Nach 24h erreichen wir in beiden Gruppen die hochste Expression.
Diese Ergebnisse sind identisch mit den Ergebnissen der gesamten Patientengruppe

aus Abbildung 19. Nach sieben Tagen zeigt sich ein Rickgang auf die praoperativen

Ausgangswerte.
*
.
*k
¥ ¥

8 3_ Ly ** L]
» —
w
o
<, I
o Placebo, n=8
) T
o) .
& - Glutamin, n=8

14 T
)
=
©
@
m 0 L] L L L

A 6h 24h 7d Zeitpunkt

Abbildung 24 zeigt die relative Proteinmenge des pNRF2 in den jeweiligen Gruppen bei

den Uber 80-jahrigen Patienten; weil3: Patienten erhielten das Placebopraparat, schwarz:

Patienten erhielten das Glutamin, *= p<0,05, **= p<0,01

Im nachsten Teil der Auswertung wird die antioxidative Reaktion von jungen und
alteren Patienten auf ein Trauma und die darauffolgende operative Versorgung
graphisch dargestellt. Hier war es uns vor allem wichtig Unterschiede bezuglich der

antioxidativen Parameter bei der Bewaltigung des oxidativen Stresses zwischen den

jungen und den alten Patienten aufzuzeigen.
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3.5 Quotient der antioxidativen Parameter im Vergle ich mit jungen
Patienten nach vergleichbarer Fraktur

3.5.1 Vergleich der Superoxiddismutase-1 Expression (Quotient) zwischen
Placebo/Glutamin und jungen Patienten nach adaquate  r Fraktur

In diesen beiden Gruppen wurde wieder jeweils der Quotient zum Aufnahmewert
gebildet, um Veranderungen besser darzustellen.

Die grau gestreiften Graphen in Abbildung 25 stehen fir die jungen Patienten mit
Fraktur, welche operativ versorgt werden mussten. Die weil3en Balken stellen die
Patienten mit hiftgelenksnaher Fraktur dar, welche das Placebo erhalten haben und
die schwarzen Balken diejenigen, welche das Glutamin erhalten hatten. Betrachtet
man den Graph in seiner Gesamtheit erkennt man vom praoperativen SOD-1 Wert
Uber 6 Stunden, 24 Stunden und schlie3lich sieben Tagen einen kontinuierlichen
Anstieg in allen drei Gruppen.

Vergleicht man die Expression der Superoxiddismutase-1 der alteren Patienten,
welche eine Schenkelhalsfraktur erlitten mit jungen Patienten, welche eine Fraktur
der langen Ro6hrenknochen erlitten so sieht man eine generell starkere Expression
bei den &lteren Patienten. Bei den jungen Patienten scheint die SOD-1 Expression
Uber die sieben Tage lediglich eine geringe Steigerung bis zum siebten Tag zu
machen. Allerdings lasst sich kein signifikanter Unterschied in der Expression der

Superoxiddismutase bei jungen und alten Patienten beschreiben.
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Abbildung 25 zeigt die relative Proteinmenge der SOD-1 in den jeweiligen Gruppen; grau:
junge Patienten mit Fraktur, weil3:Hiftgelenksnahe Fraktur bei alten Patienten, welche
das Placebopréaparat erhielten, schwarz: Hiftgelenksnahe Fraktur bei alten Patienten,
welche das Glutamin erhielten

3.5.2 Vergleich der Hamoxygenase-1 Expression (Quot  ient) zwischen
Placebo/Glutamin und jungen Patienten nach adaquate  r Fraktur

Bei graphischer Darstellung (Abbildung 26) der Expression der Hamoxygenase-1 der
alteren Patienten, welche eine Schenkelhalsfraktur erlitten mit jungen Patienten,
welche eine Fraktur der langen ROhrenknochen erlitten sieht man keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Nach 24h findet man in allen drei
Gruppen eine im Vergleich zum Aufnahmewert erhéhte HO-1 Expression. Vergleicht
man den Quotienten nach 6h mit dem praoperativen Wert (A) so kommt es in der
Gruppe der jungen Patienten tendenziell zu einem Absinken in der HO-1 Expression.
Im Vergleich dazu zeigt sich bei den alten Patienten ein Anstieg der HO-1
Expression. Nach sieben Tagen ist die HO-1 Expression der jungen Patienten leicht
hoher. Bei den élteren Patienten zeigt sich auch eine erhéhte Expression, die jedoch

nicht so ausgepragt ist wie bei den jingeren Patienten.
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Abbildung 26 zeigt die relative Proteinmenge der HO-1 in den jeweiligen Gruppen; grau:
junge Patienten mit Fraktur, weil3: Huftgelenksnahe Fraktur bei alten Patienten, welche
das Placebopréaparat erhielten, schwarz: Hiftgelenksnahe Fraktur bei alten Patienten,
welche das Glutamin erhielten

In der folgenden Abbildung 27 ist exemplarisch ein Western Blot der jungen
Patienten nach einer Fraktur Uber sieben Tage dargestellt. Man erkennt die
tendenziell starkere Expression der Hamoxygenase-1 vom siebten Tag im Vergleich

zu 24h.

HO1, junge Patienten mit Fraktur

HO-1 -32 kD
s e ¢ A °
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.

A 6h 24h 7d

Abbildung 27 Expression der HO-1 bei jungen Patienten mit Fraktur im Western Blot

70



3.5.3 Vergleich der pNRF2 Expression (Quotient) zwi  schen Placebo/Glutamin

und jungen Patienten nach adaquater Fraktur

Vergleicht man in Abbildung 28 die Expression des Transkriptionsfaktors pNRF2 der
alteren Patienten, welche eine Schenkelhalsfraktur erlitten mit jungen Patienten,
welche eine Fraktur der langen Rohrenknochen erlitten, so sieht man eine generell
starkere Expression bei den éalteren Patienten, vor allem nach 24h. Der
Transkriptionsfaktor pNRF2 und die Hamoxygenase-1 (s. Abbildung 27), welche wie
oben beschrieben eng verknupft sind scheinen bei den jungen Patienten 6 Stunden
postoperativ erniedrigt zu sein und dann am siebten Tag eine hthere Expression zu
erreichen. Es hat den Anschein, dass bei jungen Patienten diese antioxidativen
Enzyme in den ersten Tagen abfallen und sich erst nach sieben Tagen eine
verstarkte Expression zeigt. Im Gegensatz hierzu kommt es bei den alteren Patienten
innerhalb der ersten 24h zu einer erhdhten Expression und nach sieben Tagen
wieder zu einem Abfall. Weiterhin zeigt sich bei den alteren Patienten, dass sich die
PNRF2 Expression verglichen mit der Hadmoxygease-1 Expression in Abbildung 26
nicht kongruent verhalt. So kommt es zwar zu einer vermehrten Expression von
pPNRF2 jedoch scheint daraus nicht eine vermehrte Expression von HO-1 zu

resultieren.
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Abbildung 28 zeigt die relative Proteinmenge des pNRF2 in den jeweiligen Gruppen;

grau: junge Patienten mit Fraktur, weil3: Huftgelenksnahe Fraktur bei alten Patienten,

welche dasPlacebopraparat erhielten, schwarz: Huftgelenksnahe Fraktur bei alten

Patienten, welche das Glutamin erhielten

Um den Unterschied von jungen und alten Probanden bei Gesunden und bei
Patienten nach Fraktur zu analysieren werden im Folgenden alle Altersgruppen in
einem Graph dargestellt. Hier war die Intention genau die Differenzen zwischen den

Gesunden (jung/alt) und den Patienten nach einer Fraktur (jung/alt) im Verlauf Gber

die sieben Tage zu verdeutlichen.

3.6 Expression antioxidativer Parameter der gesunde  n Probanden
verglichen mit Patienten tber sieben Tage

3.6.1 Expression der Superoxiddismutase-1 von gesun  den Probanden (jung/alt)
und Patienten nach Fraktur (jung/alt) Gber sieben T  age

Abbildung 29 beschéftigt sich mit den Unterschieden in der SOD-1 Expression
zwischen Gesunden und Patienten nach einem Trauma.

Die ersten beiden Balken aus Abbildung 29 stehen fir die jungen Gesunden (JG,
grau, senkrecht gestreift) und die alten Gesunden (AG, dunkelgrau). Danach folgen

in der Reihenfolge die Patienten: Die grau, waagerecht gestreiften Balken
72



symbolisieren die jungen Patienten nach Fraktur (Jung Fraktur). Weil3e Balken
stehen fir die alteren Patienten nach Fraktur, welche das Placebo erhielten
(Placebo). Schwarze Balken fur altere Patienten, welche das Glutamin erhielten
(Glutamin). Bei den Patienten sind die vier Blutabnahmen Uber die sieben Tage
dargestellt (A, 6h, 24h, 7d). Betrachtet man den Graph in seiner Gesamtheit zeigt
sich Uber den gesamten Zeitraum im Vergleich zu den gesunden Probanden eine
verstarkte Expression der SOD-1 von den Patienten, welche ein Trauma erlitten
hatten. Die jungen Patienten haben im Vergleich zu den jungen Gesunden nach der
Fraktur bei Aufnahme eine erhéhte SOD-1 Expression. In den folgenden sieben
Tagen zeigt sich keine wesentliche Anderung tiber den gesamten Zeitraum.

Die alteren Patienten haben nach der Fraktur bei Aufnahme ebenfalls eine erhthte
SOD-1 Expression im Vergleich zu den alten Gesunden. Nach sieben Tagen zeigt
sich in der Gruppe, welche das Glutamin erhielt ein signifikanter Anstieg der SOD-1

Expression.
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Abbildung 29 zeigt die relative Proteinmenge der Superoxiddismutase 1 der jeweiligen
Gruppen; **= p<0,01, ***= p<0,001
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3.6.2 Expression der HAmoxygenase-1 von gesunden Pr  obanden (jung/alt) und
Patienten nach Fraktur (jung/alt) Uber sieben Tage

Abbildung 30 beschaftigt sich mit den Unterschieden in der HO-1 Expression
zwischen Gesunden und Patienten nach einem Trauma.

Die jungen gesunden Probanden zeigen die starkste Expression von der
Hamoxygenase-1. Bei den alten gesunden Probanden zeigt sich die geringste
Expression. Postoperativ scheint es bei den jungen Patienten zu einem Absinken in
der HO-1 Expression zu kommen. Am siebten Tag zeigt sich schlief3lich der hdchste
Wert in der HO-1 Expression, jedoch wird der Wert der jungen Gesunden nicht
erreicht. Bei den alteren Patienten kommt es nach dem Trauma zu einem Anstieg der
Hamoxygenase-1. Die erh6hte Expression besteht bis zum ersten Tag um dann am
siebten Tag wieder abzusinken, jedoch zeigt sie sich im Vergleich mit den alten
Gesunden noch erhoht. Insgesamt zeigt sich in Abbildung 30 eine Diskrepanz
bezuglich der antioxidativen Parameter zwischen den jungen und den alten
Patienten. Bei den jungen Patienten kommt es posttraumatisch zu einem Abfall der
Hamoxygenase-1 Expression, um dann bis zum siebten Tag wieder anzusteigen. Bei
den é&lteren Patienten hingegen kommt es posttraumatisch zu einem geringen

Anstieg der HAmoxygenase-1 um dann zum siebten Tag wieder abzufallen.
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Abbildung 30 zeigt die relative Expression der Hamoxygenase-1 der jeweiligen
Gruppen;*= p<0,05, **= p<0,01,

3.6.3 Expression des pNRF2 von gesunden Probanden ( jung/alt) und Patienten
nach Fraktur (jung/alt) Gber sieben Tage

Abbildung 31 beschéftigt sich mit den Unterschieden in der pNRF2- Expression
zwischen Gesunden und Patienten nach einem Trauma.

Betrachtet man die Expression des Transkriptionsfaktors bei den gesunden
Probanden und den Patienten nach einer Fraktur erkennt man eine erhdhte
Expression nach dem Trauma schon bei Aufnahme (A). Nach operativer Versorgung
der Fraktur kommt es zu einem erneuten Anstieg bei den alten Patienten
(Placebo/Glutamin) bis zum einem Maximum nach 24 Stunden. Bei den jungen
Patienten mit Fraktur (Jung Fraktur) zeigt sich nach dem Trauma und der operativen
Intervention die pNRF2 Expression Uber die gesamten sieben Tage héher, verglichen
mit den gesunden Probanden. Jedoch unterscheiden sich die Werte bei den jungen
Patienten zwischen den verschiedenen Zeitpunkten nicht, sondern bleiben

weitgehend konstant.
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Abbildung 31 zeigt die relative Proteinmenge des Transkriptionsfaktors pNRF2 in der
jeweiligen Gruppe;*= p<0,05, **= p<0,01, ***= p<0,001

Durch die Glutamingabe sollte nicht nur Einfluss auf die antioxidativen Parameter
genommen werden, sondern auch auf Zellen, welche sich schnell vermehren und
somit auf ein grol3es Energieangebot angewiesen sind, wie z.B. die Zellen des
Immunsystems. Auch hier wurde wieder der Quotient gebildet, um eine bessere

Vergleichbarkeit zu schaffen.

3.7 Beeinflussung des Immunsystems durch Glutamin

3.7.1 Unterschiede in den Leukozytenwerten (Quotien  t) zwischen Placebo-und
Glutamingabe Uber sieben Tage

In Abbildung 32 werden die durchschnittlichen Werte der Leukozyten bei Aufnahme
(A), nach 24 Stunden (24h) und nach sieben Tagen (7d) in der Placebo- bzw.
Glutamingruppe dargestellt. Insgesamt wurde der Durchschnittswert von 18

Patienten aus der Placebogruppe und 19 Patienten aus der Glutamingruppe gebildet.
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Nach 24h kommt es zu einem Ruckgang der Leukozyten in beiden Gruppen,
bezogen auf die Leukozytenzahl bei Aufnahme. Nach sieben Tagen fallt der
Leukozytenwert der Placebogruppe erneut. Wahrenddessen zeigt sich der Wert unter
Glutamin Plus Diat nach sieben Tagen konstant. Es konnte durch die sieben tagige
Gabe von Glutamin kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen

erzielt werden, jedoch ist der Abfall der Leukozyten in der Glutamingruppe geringer.
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Abbildung 32 Veradnderung der Leukozytenwerte nach 24h und 7 Tagen, bezogen auf den
praoperativen Wert, weil3: Huftgelenksnahe Fraktur bei alten Patienten, welche das Placebopraparat

erhielten, schwarz: Huftgelenksnahe Fraktur bei alten Patienten, welche das Glutamin erhielten.

Beziglich der Leukozyten wollten wir nun wieder in der Gruppe der tber 80-jahrigen
die Auswirkungen von der Glutamingabe untersuchen. Wie schon oben erwahnt
erhofften wir uns durch die Gabe von Glutamin vor allem bei dieser Gruppe, welcher

zumeist ein Unterangebot an Nahrungsstoffen zuteil wird, einen Effekt zu erzielen:
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3.7.2 Unterschiede in den Leukozytenwerten (Quotien  t) zwischen Placebo-und
Glutamingabe bei den tGber 80 Jahrigen in sieben Tag e

In Abbildung 33 wurden die durchschnittlichen Werte der Leukozyten bei Aufnahme
(A), nach 24 Stunden (24h) und nach sieben Tagen (7d) in der Placebo- bzw.
Glutamingruppe der Uber 80-Jahrigen dargestellt. Insgesamt wurde der Durchschnitt
von 11 Patienten aus der Placebogruppe und 10 Patienten aus der Glutamingruppe
gebildet. In der Gruppe der Uber 80-jahrigen Patienten kommt es 24 Stunden
postoperativ zu einem Abfall der Leukozytenwerte in beiden Gruppen. Am siebten
postoperativen Tag kommt es in der Gruppe, welche das Glutamin einnahm zu
einem Anstieg der Leukozyten, im Gegensatz dazu kommt es zu einem weiteren

Abfall in der Placebogruppe.
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Abbildung 33 Veranderung der Leukozytenwerte der Uber 80-jahrigen nach 24h und 7
Tagen, bezogen auf den praoperativen Wert

Wie schon in der Einleitung beschrieben geht aus zahlreichen Studien mit
Glutamingabe hervor, dass ein Effekt auf das Immunsystem bzw. auf nutritive

78



Parameter erst nach einigen Tagen zu erzielen ist. Deswegen entschlossen wir uns
die folgenden Parameter initial bei Aufnahme der Patienten und erst wieder nach

sieben Tagen zu kontrollieren.

3.7.3 Unterschiede in der Immunglobulin A Produktio n (Quotient) nach sieben
tagiger Glutamingabe, im Vergleich mit Placebogabe

Antikdrper (Immunglobuline) spielen eine wichtige Rolle bei der Markierung und
Beseitigung von Antigenen. In Abbildung 34 wurde der Quotient des
durchschnittlichen Wertes von 18 Patienten in der Placebogruppe und 19 Patienten
in der Glutamingruppe gebildet. Nun wurde speziell auf Unterschiede der Werte bei
Aufnahme der Patienten und nach sieben tagiger Glutamin- bzw.- Placebogabe

geachtet.
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Nach sieben Tagen kommt es in der Gruppe, welche das Placebopraparat erhielt zu
eine starkeren Abnahme der Immunglobuline A, bezogen auf die jeweiligen
Ausgangswerte bei Aufnahme. Somit kbnnte man davon ausgehen, dass durch das
vermehrte Angebot an nutritivem Substrat auch eine vermehrte Produktion der

Immunglobuline erreicht wird.
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Abbildung 34 zeigt den Immunglobulin A Wert am siebten posoperativen Tag, bezogen

auf den Aufnahmewert in der Placebo- und der Glutamingruppe

Im nachsten Schritt wollten wir auch isoliert die Immunglobulinproduktion der
Patienten tUber 80 Jahre betrachten, da wir vor allem in dieser Gruppe von einem

Profit ausgegangen sind.

3.7.4 Unterschiede in der Immunglobulin A Produktio n (Quotient) nach sieben
tagiger Glutamingabe, im Vergleich mit Placebogabe bei den tUber 80-Jahrigen
In Abbildung 35 wurde der Quotient des durchschnittlichen Wertes von 10 Patienten
in der Placebogruppe und 10 Patienten in der Glutamingruppe gebildet. Nun wurde
auch hier auf Unterschiede der Werte bei Aufnahme der Patienten und nach sieben

tagiger Glutamin- bzw.- Placebogabe geachtet.
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In der Tat zeigt sich in der Abbildung 35 bei der Gruppe der tber 80-J&hrigen nach
sieben Tagen Glutamingabe ein signifikant hoheres Immunglobulin A bei den
Patienten, verglichen mit der Placebogruppe. Es hat den Anschein, dass hier durch

die Gabe von Glutamin als Né&hrstoff eine bessere Immunglobulin A Produktion

maoglich ist.
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Abbildung 35 zeigt den Immunglobulin A Wert der Gber 80-jahrigen Patienten am siebten
posoperativen Tag, bezogen auf den Aufnahmewert; *= p<0,05

Bei der Immunglobulinproduktion haben wir neben den Ig A auch die Ig G bei allen

Patienten und bei den tber 80-Jahrigen analysiert:

3.7.5 Unterschiede in der Immunglobulin G Produktio n (Quotient) nach sieben
tagiger Glutamingabe, im Vergleich mit Placebogabe

In Abbildung 36 wurde der Quotient des durchschnittlichen Wertes von 18 Patienten
in der Placebogruppe und 19 Patienten in der Glutamingruppe gebildet. Nun wurde
auch hier auf Unterschiede der Werte bei Aufnahme der Patienten und nach sieben
tagiger Glutamin- bzw.- Placebogabe geachtet. Sieben Tage nach operativer
Versorgung der hiftgelenksnahen Fraktur zeigt sich durch die Glutamin Diat ein

signifikant (p<0,001) hoherer Immunglobulin G Spiegel, verglichen mit der
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Placebogruppe. Es hat den Anschein, dass nicht nur die Immunglobulinproduktion
der Ig A (Abbildung 34 und 35), sondern auch die der Ilg G durch Glutamingabe

gesteigert werden kann.
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Abbildung 36 zeigt die Immunglobuline G Werte nach sieben Tagen postoperativ,
verglichen mit den Werten bei Aufnahme; ***= p<0,001

Bei den Immunglobulinen G betrachteten wir die Gber 80-jahrigen Patienten ebenfalls

gesondert:

3.7.6 Unterschiede in der Immunglobulin G Produktio n (Quotient) nach sieben
tagiger Glutamingabe, im Vergleich mit Placebogabe bei den tUber 80-Jahrigen

In Abbildung 37 wurde der Quotient des durchschnittlichen Wertes von 10 Patienten
in der Placebogruppe und 10 Patienten in der Glutamingruppe gebildet. Nun wurde
auch hier auf Unterschiede der Werte bei Aufnahme der Patienten und nach sieben
tagiger Glutamin- bzw.- Placebogabe geachtet.

Die Immunglobuline G wurden bei Aufnahme und nach sieben Tagen bestimmt. In

beiden Gruppen kam es uUber die sieben Tage zu einem Ruckgang bei den
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Immunglobulinen G. Jedoch zeigt sich bei den uber 80-jahrigen Patienten ein
geringerer Ruckgang der Immunglobuline G sieben Tage postoperativ. Dieser war

jedoch nicht signifikant, sondern nur tendenziell zu sehen.
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Abbildung 37 zeigt die Immunglobuline G Werte der Uber 80-jahrigen Patienten nach
sieben Tagen postoperativ, verglichen mit den Werten bei Aufnahme

Im Folgenden galt es zu Uberprifen, ob auch in dieser Studie Patienten tUber 80
Jahre einen schlechteren nutritiven Status aufweisen verglichen mit Patienten unter
80 Jahren. Diesen nutritiven Status versuchten wir anhand von folgenden
Parametern zu evaluieren: Albumin, Gesamteiweil3 und dem Insulin-like Growth
Faktor (IGF-1). Hier wollten wir den Einfluss durch die Gabe des Glutamins

verhindern. Deshalb analysierten wir nur die bei Aufnahme ermittelten Werte.
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3.8 Einfluss auf nutritive Parameter

3.8.1 Vergleich der bei Aufnahme erhobenen nutritiv. en Parameter (Albumin,
Gesamteiweil3. IGF-1) zwischen Patienten unter 80 Ja  hren und Patienten tGber

80 Jahren

In Abbildung 38 werden die Verhaltnisse der nutritiven Parameter, welche bei
Patientenaufnahme erhoben worden sind, zwischen Patienten unter 80 Jahren
(weil3er Graph) und Patienten tUber 80 Jahren (schwarzer Graph) dargestellt. Links
oben beginnend erkennt man den Mittelwert des Albumins bei 14 Patienten unter 80
Jahren und 23 Patienten Gber 80 Jahren. Es zeigt sich in der Tendenz ein erhdhter
Albuminwert bei den unter 80-Jahrigen. Rechts oben in Abbildung 38 wurde das
Gesamteiweil3 zwischen den beiden Gruppen verglichen: Auch hier lasst sich
erkennen, dass die jingeren Patienten einen héheren Gesamteiweil3wert aufzeigen.
In Abbildung 38 ist der IGF-1 dargestellt. Hier zeigt sich im Vergleich der hohere Wert
bei den unter 80-Jahrigen. Die oben beschriebenen Werte zeigen aufgrund der
geringen Patientenzahl leider keine signifikanten Unterschiede. Jedoch zeigen sich
alle hier bestimmten nutritiven Parameter (Albumin, Gesamteiweil? und IGF-1) bei
den unter 80-Jahrigen erhéht bzw. bei den tber 80-Jahrigen erniedrigt. Dies kénnte

ein Hinweis auf bestehende Mangelernahrung sein.
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Abbildung 38 Nutritive Parameter der préoperativen Abnahme, im Vergleich die unter 80-
Jahrigen mit den Uber 80-Jahrigen. Oben links: durchschnittlicher Albuminwert ,oben
rechts durchschnittlicher GesamteiweiBwert, unten: durchschnittlicher Wert des IGF-1

In Abbildung 38 zeigt sich bei dem IGF-1 die tendenziell grof3te Differenz zwischen
den unter- und den tber 80-Jahrigen. Deshalb haben wir uns dazu entschlossen den
Einfluss von Glutamin bei diesem nutritiven Parameter unter verschiedenen

Aspekten genauer zu untersuchen.

3.8.2 Einfluss durch die sieben tagige Glutamingabe auf den IGF-1, im

Vergleich zu der Placebogruppe

In der folgenden Abbildung 39 sieht man den Einfluss von Glutamin auf diesen
nutritiven Parameter nach sieben Tagen; wieder als Quotient dargestellt. Wir haben
den IGF-1 Wert bei 18 Patienten aus der Placebogruppe und bei 19 Patienten aus
der Glutamingruppe ermittelt. Im Vergleich mit der Darstellung der Immunparameter

aus Abbildung 32 bis 37 zeigt sich in beiden Gruppen ein Rickgang des IGF-1.
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Jedoch lie3 sich scheinbar durch die Gabe von Glutamin ein in der Tendenz
geringerer Ruckgang des Insulindhnlichen Wachstumsfaktors, verglichen mit der

Placebogruppe, erreichen.
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Abbildung 39 zeigt den Wert des Insulindhnlichen Wachstumsfaktors 1 sieben Tage nach
der Operation, bezogen auf den préaoperativen Wert bei Aufnahme.

Interessant war die Betrachtung des Insulin-like Growth Faktors vor allem bei den
Uber 80-jahrigen Patienten.
Beziglich des IGF-1 liel3 sich bei den Uber 80-jahrigen Patienten folgende Aussage

treffen:

3.8.3 Einfluss bei den tber 80-J&hrigen durch dies  ieben tagige Glutamingabe
auf den IGF-1, im Vergleich zu der Placebogruppe

In der folgenden Abbildung 40 sieht man den Einfluss bei den Gber 80-Jahrigen von
Glutamin auf IGF-1 nach sieben Tagen; wieder als Quotient dargestellt. Der IGF-1
Wert wurde bei 11 Patienten aus der Placebogruppe und 10 Patienten aus der

Glutamingruppe gebildet.
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Wie schon bei dem gesamten Patientenkollektiv ist nach sieben Tagen ein Rickgang
in beiden Gruppen zu verzeichnen. Bei den Uber 80-jahrigen Patienten, welche das
Glutaminpraparat einnahmen zeigte sich jedoch erneut ein hoherer IGF-1 Wert am

siebten Tag im Vergleich zur Placebo.
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Abbildung 40 zeigt den Wert des Insulindhnlichen Wachstumsfaktors 1 bei den tber 80-
jahrigen Patienten sieben Tage nach der Operation, bezogen auf den praoperativen wert
bei Aufnahme.

Ein weiterer wichtiger Indikator bezogen auf die Ernahrung ist der Body Mass Index
(BMI) eines Patienten. In unserer Studie durften aufgrund der Ausschlusskriterien
keine untergewichtigen Patienten mit einem BMI unter 18 eingeschlossen werden.
Wir versuchten trotzdem, unter den eingeschlossenen Patienten, diejenigen mit
einem niedrigeren BMI herauszufiltern, um ein maogliches Profitieren durch die

Glutamingabe darzustellen.
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3.8.4 IGF-1 bei Patienten mit einem BMI < 22

Im Folgenden untersuchten wir mit Hilfe des Body Mass Index (BMI) Patienten mit
einem BMI <22 unter der Annahme, dass diese am unteren Normbereich des BMI
liegenden Patienten ebenfalls einen schlechteren nutritiven Status haben als
Patienten mit hoheren BMI Werten und somit entscheidend von einer
Glutaminsubstitution profitieren wirden. Der durchschnittiche BMI war in der
Placebogruppe 19,7 kg/m2. In der Glutamingruppe lag der durchschnittliche BMI bei
20,1 kg/m2.

In Abbildung 41 sind nur Patienten mit einem BMI unter 22 aufgefihrt. Der IGF-1
Wert wurde bei 7 Patienten aus der Placebogruppe und 5 Patienten aus der
Glutamingruppe gebildet. Bei der Gruppe, welche das Placebopraparat erhielt kam
es wie auch bei dem gesamten Patientenkollektiv (s. Abb. 39) zu einem Rickgang
des Insulin-like Growth Faktors.

Dahingegen erkennt man bei der Glutamingruppe am siebten postoperativen Tag

sogar einen Anstieg des IGF-1 bezogen auf den Wert bei Aufnahme.
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Abbildung 41 zeigt den Wert des Insulindhnlichen Wachstumsfaktors 1 bei den Patienten

mit einem BMI unter 22 sieben Tage nach der Operation, bezogen auf den préaoperativen

Wert bei Aufnahme.

Ein wesentlicher Aspekt fir die zukinftige Anwendung von Glutamin im stationéren

Alltag war die moégliche Kostenoptimierung die u.a. auch durch eine klrzere

Aufenthaltsdauer zu erreichen ist.

3.9 Aufenthaltsdauer

3.9.1 Unterschiede bei der Aufenthaltsdauer zwische  n der Placebo- und
Glutamingruppe

In Abbildung 42 wird die Aufenthaltsdauer des gesamten Patientenkollektivs
dargestellt. Bei der Placebogruppe wurde von insgesamt 18 Patienten die
durchschnittliche Krankenhausverweildauer errechnet. In dem Patientenkollektiv,
welche das Glutamin erhielt aus 19 Patienten.

Die durchschnittliche Aufenthaltsdauer aller Patienten betrug in der Placebogruppe
14 Tage. In der Glutamingruppe dem hingegen nur 13 Tage. Damit ergibt sich
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insgesamt eine Reduktion der Aufenthaltsdauer von einem Tag durch die Gabe von
Glutamin. Die dargestellten Werte sind jedoch aufgrund der geringen Patientenzahl
nicht  signifikant (p= 0,8561) und nur als eine Tendenz zu

interpretieren.
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Abbildung 42 zeigt die Aufenthaltsdauer aller Patienten in graphischer Form, weil3:
Placebogruppe, schwarz: Glutamingruppe

Bezogen auf das entscheidende Kriterium der Aufenthaltsdauer war es uns nun
wichtig noch einmal gesondert das Patientenkollektiv zu betrachten, welches laut
Literatur am ehesten von einer Glutamingabe profitieren sollte: Die Patienten tber 80

Jahre wurden gesondert graphisch dargestellt.

3.9.2 Unterschiede bei der Aufenthaltsdauer zwische  n der Placebo- und
Glutamingruppe der tber 80-Jahrigen

In Abbildung 43 wird die Aufenthaltsdauer der Patienten tber 80 Jahre dargestellt.
Bei der Placebogruppe wurde von insgesamt 11 Patienten die durchschnittliche
Krankenhausverweildauer errechnet. In dem Patientenkollektiv, welche das Glutamin
erhielt aus 12 Patienten. Die durchschnittliche Aufenthaltsdauer aller Patienten

betrug in der Placebogruppe 16 Tage. In der Glutamingruppe dem hingegen nur 13
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Tage. Damit ergibt sich insgesamt eine Reduktion der Aufenthaltsdauer von drei
Tagen durch die Gabe von Glutamin. Hier zeigen sich die dargestellten Werte
aufgrund des zu kleinen Patientenkollektiv nicht signifikant (p=0,221) und sind als

Tendenz zu interpretieren.
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Abbildung 43 zeigt die Aufenthaltsdauer der Uber 80-jahrigen Patienten in graphischer

Form, weil3: Placebogruppe, schwarz: Glutamingruppe

In den vorherigen Abbildungen verdeutlicht sich, dass die tber 80-jahrigen Patienten
am meisten von einer Glutaminsubstitution profitieren.

Um eine mogliche Langzeitwirkung bei dieser Altersgruppe durch die Gabe von
Glutamin zu erfassen wurden ca. 1,5 Jahre nach Entlassung eine telefonische

Nachkontrolle bei den Patienten durchgefihrt.

91



3.10 Telefonische Nachkontrolle der tGber 80-jahrige  n Patienten:

Insgesamt wurde versucht bei 11 Patienten aus der Placebogruppe und bei 12
Patienten aus der Glutamingruppe (alle Uber 80-Jahrigen aus den jeweiligen
Gruppen) eine telefonische Befragung durchzufiihren. Die telefonische Befragung
zielte vor allem auf den Aktivitatszustand bzw. auf die autonome Versorgung, sowie
auf die 1,5-Jahres Mortalitat ab. Diese Daten wurden unter Verwendung des Barthel
Index, vorgefallener Komplikationen und einem maoglichen Gewichtsverlust- bzw.
zunahme erhoben. In beiden Gruppen konnten vier Patienten nicht mehr telefonisch
kontaktiert werden, da die angegebenen Telefonnummern keine Giltigkeit mehr

aufwiesen. Folgende Ergebnisse waren zu erheben:

3.10.1 Telefonische Nachkontrolle der Gber 80-Jahri  gen in der Placebogruppe

In der Placebogruppe (Abbildung 44) konnten insgesamt 7 Patienten bzw.
Ehepartner telefonisch kontaktiert werden. Patientin SHF 6 wurde am 3.4.2009 in die
Rehaklinik entlassen und verstarb am 15. Juni 2009 im Alter von 87 Jahren an einer
Pneumonie. Vor dem Trauma hatte die Patientin einen Barthelindex von 85 Punkten.
Patient SHF 37 wurde am 11.3.2010 in die Rehaklinik entlassen und verstarb am
9.12.2010 im Alter von 86 Jahren an einer respiratorischen Insuffizienz nach
langjahriger chronisch obstruktiver Lungenerkrankung. Der Patient mit der SHF 34
konnte telefonisch kontaktiert werden, wollte jedoch keine Angaben zur eigenen

Person machen.

Bei den restlichen 4 Patienten gab es eine Abnahme im Barthel Index von

durchschnittlich 5 Punkten und einen Gewichtsverlust von durchschnittlich 0,75 Kg.
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In dieser Gruppe entwickelte ein Patient eine Komplikation in Form eines Dekubitus

an der Ferse. Die 1,5- Jahresmortalitdit in dieser Gruppe betrug 28

Prozent.

Placebo Barthel Index Gewicht vor dem| Gewicht nach
>80 4J. vor dem Unfall Barthel Index nach dem Unfall Trauma/ Kg |dem Trauma/ Kg
SHF4 100 100 42 40

verstorben Mitte Juni 2009 an

SHFé 85 Pneumonie

SHF22 95 85 45 45
SHF28 95 85 80 85
SHF34 100 lebt, will Keine Ahgaben machen

verstorben am 9.12.10 aufgrund von
SHF37 95 Atemnot nach langjahriger COPD
SHF39 100 100 78 78

Abbildung 44 Daten der telefonischen Nachkontrolle bei den Patienten Gber 80 Jahren in
der Placebogruppe
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3.10.2 Telefonische Nachkontrolle der tGber 80-Jahri  gen in der Glutamingruppe

In der Glutamingruppe (Abbildung 45) konnten insgesamt 8 Patienten telefonisch
kontaktiert werden. Patientin SHF 27 wurde am 18.09.2009 in die Rehaklinik
entlassen und verstarb am 5. Juni 2011 im Alter von 89 Jahren an einer Pneumonie.
Vor dem Trauma hatte die Patientin einen Barthelindex von 75 Punkten. Bei den
restlichen 7 Patienten gab es eine Abnahme im Barthel Index von durchschnittlich 16
Punkten und einen Gewichtsverlust von durchschnittlich 0,33 Kg. In dieser Gruppe
entwickelte ein Patient eine Komplikation ebenfalls in Form eines Dekubitus an der

Ferse. Die 1,5- Jahresmortalitdit in dieser Gruppe betrug 12,5 Prozent.

Glutamin | Barthel Index vor Gewicht vor dem | Gewicht nach dem
>80 J. dem Unfall nach dem Unfall Unfalll Kg Unfall/ Kg
SHF7 100 90 54 57
SHF15 100 100 53 54
SHF16 100 85 70 68
SHF20 95 100 73 73
SHF21 40 10 57 keine Angabe
SHF25 45 35 60 60

verstorben am 5. Februar 2011

SHF27 75 an Pheumonie
SHF40 100 45 70 70

Abbildung 45 Daten der telefonischen Nachkontrolle bei den Patienten Gber 80 Jahren in
der Glutamingruppe
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4. Diskussion

4.1 Alterstraumatologie

In Deutschland wird es laut statistischem Bundesamt in den nachsten Jahrzehnten
zu einem Anstieg von 20 % auf 34% der Uber 65-jahrigen an der Gesamtbevdlkerung
kommen. Damit erlangt auch die Alterstraumatologie in den kommenden Jahren
immer mehr an Bedeutung. Mit der Alterstraumatologie steigen auch wiederum die
speziell in dieser Fachrichtung auftretenden Probleme wie die schlechte
Rehabilitation, Genese und die damit verbundene Mortalitdt nach einem Trauma an.
Einige Grinde fur diese Probleme stellen die Malnutrition, das verschlechterte
Immunsystem und der im Alter vermehrt auftretende oxidative Stress dar. Hier gilt es
adaquate Behandlungsmaoglichkeiten Zu definieren und maogliche

Behandlungsansatze zu erforschen.

4.2 Oxidativer Stress

4.2.1 Superoxiddismutase-1 und pNRF2

Bei den Patienten mit den huftgelenksnahen Frakturen (Durchschnittsalter: 82 Jahre)
zeigte sich in beiden Gruppen ein postoperativer Anstieg der antioxidativen
Parameter SOD-1 und pNRF2 und damit die entstandene Entziindungsreaktion. Im
Gegensatz hierzu kam es bei den jungen Patienten (Durchschnittsalter:< 30 Jahre)

mit einem adaguatem Trauma, welche ebenfalls operativ versorgt werden mussten,



postoperativ, bei Betrachtung des Quotienten zu keinem wesentlichen Anstieg dieser
antioxidativen Parameter und somit zu keiner signifikant verstarkten Expression von
SOD-1 und pNRF2. Hier ist davon auszugehen, dass bei jingeren Patienten andere
kompensatorische Mechanismen bestehen, um der Entziindung und dem oxidativen
Stress entgegenzuwirken oder so scheint es in diversen anderen Studien, dass bei
jungen Patienten erst gar keine schwerwiegende systemische Entzindung entsteht.
In der hier durchgefuhrten Studie macht es den Eindruck, dass altere Patienten bei
der Kontrolle einer systemischen Entzindung Defizite aufweisen. In einem
Experiment wurde alteren Patienten mit einem Durchschnittsalter von 66 Jahren und
jungen Probanden mit einem Durchschnittsalter von 24 Jahren intravends ein
Endotoxin injiziert. Es konnte gezeigt werden, dass ein hohes Alter mit einer
prolongierten Akuten Phase Antwort, einer verlangerten systemischen Entziindung
und l&nger anhaltendem Fieber assoziiert ist(54). In einer weiteren Studie wurden bei
22 Patienten verschiedenen Alters mit einer Pneumokokkeninfektion die
Entzindungsparameter, wie z.B. TNF-alpha bestimmt. Der Tumornekrosefaktor war
in der Gruppe der &lteren Patienten (68-91 Jahre) nach einer Woche signifikant
hoher (p< 0,5) als in der Gruppe mit den jungeren Patienten (37-55 Jahre)(20).
Praoperativ zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen jungen und alten
Patienten mit einem Trauma. Erst postoperativ steigt bei Betrachtung des Quotienten
die Expression von pNRF2 und SOD-1 bei alteren Patienten starker an. Bei den
jungeren Patienten steigen die antioxidativen Enzyme lediglich geringfiigig an,
wahrend sie bei Alteren persistieren.

Insgesamt betrachtet ist die Expression der antioxidativen Parameter SOD-1, pNRF2
nach einem Trauma im Vergleich zu gesunden Probanden gesteigert. Anders verhalt

es sich mit der Expression der HAmoxygenase-1.
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4.2.2 Hamoxygenase-1

Die Expression der Hamoxygenase-1 ist bei den jungen gesunden Probanden (keine
Fraktur, Durchschnittsalter: 26 Jahre) signifikant hoher im Vergleich zu den alten
gesunden Probanden und auch verglichen mit den Patienten nach einer Fraktur bzw.
deren operativer Versorgung erhoht. In einem Tierexperiment mit Ratten wurde die
Hamoxygenase-1 Expression nach einer kinstlich induzierten Hypoxie untersucht.
Es wurde speziell auf altersbezogene Unterschiede bei der HO-1 Expression
geachtet. Bei jungen Mausen (3 Monate alt) konnte eine starkere Hypoxie induzierte
HO-1 Expression im Vergleich mit &lteren Mausen (24 Monate alt) gezeigt
werden(29). Schon vor dem Sauerstoffabfall zeigte sich bei den jingeren Ratten eine
hohere HO-1 Expression. Als eine mogliche Ursache fir die defizitdre Expression
wird eine verschlechterte Funktion der Chemosensoren, welche den Sauerstoffabfall

in den Aa. carotides messen, mit zunehmendem Alter genannt.

Betrachtet man die HO-1 Expression in unserer Studie bei Gesunden und Patienten
nach einer Fraktur so hat es den Anschein, dass es bei den jungen Patienten zu
einem Abfall der HO-1 Expression durch das Trauma kommt. Hier ist davon
auszugehen, dass wir eventuell den Zeitpunkt des Anstiegs der HO-1 Expression
verpasst haben und bei jungen Patienten bei Aufnahme im Krankenhaus bereits eine
Normalisierung der Werte stattgefunden hat.

Auf die Expression von HO-1 scheint Glutamin nur eine geringe Wirkung zu haben,
SO zeigt sich nur eine minimale Steigerung der HO-1 Expression nach 7 Tage
Glutamingabe. Auf die Expression des Transkriptionsfaktors pNRF2 wird durch die

Glutamingabe ebenfalls kein Einfluss genommen. Es kommt in beiden Gruppen zu

97



einer kontinuierlich verstarkten Expression bis zu ungeféhr 24h nach der Operation,

um dann bis zum siebten Tag wieder abzunehmen.

4.2.3 Defizit in der Himoxygenase-1 Expression bei  alteren Patienten

In dieser Studie ist eine Diskrepanz zwischen der pNRF2 Expression und der
Expression der Hamoxygenase-1 bei den alteren Patienten aufgefallen. So ist es
Uber die sieben Tage nicht wie in der Literatur beschrieben(2) durch die vermehrte
pPNRF2 Expression zu einer gesteigerten HO-1 Expression gekommen. Das
Maximum der HO-1 Expression haben wir nach 12 bis 24 Stunden erwartet, dieses
Zeitfenster bestatigte sich auch in einer anderen Studie, in der humane Monozyten
Uber einen bestimmten Zeitraum mit LPS aus E. coli stimuliert und die HO-1
Expression mittels Western Blot gemessen wurde. Hier zeigte sich ein Maximum an
Expression 12 bis 24 Stunden nach Stimulation(87).

In unserer Studie kam es zwar zu einer vermehrten pNRF2 Expression bei den
alteren Patienten, jedoch nicht zur vermehrten HO-1 Expression nach 24 Stunden.
Deshalb kann man auch eine mogliche Fehlfunktion bei zunehmendem Alter in
diesem Aktivierungsweg in Betracht ziehen. Diese Hypothese wird durch eine Studie
mit Mausen bekraftigt: Hier konnte gezeigt werden, dass bei alteren Mausen nach
einer kinstlich erzeugten Ischamie in der Niere die Induktion der HAmoxygenase-1
verglichen mit jingeren Mausen reduziert war(34). In einer weiteren Studie wurde bei
Méausen unterschiedlichen Alters versucht durch die Stimulation mittels des
bakteriellen Endotoxins Lipopolysaccharid eine verstarkte HO-1 Expression zu
erzeugen. Hier wiesen die alteren Mausen Defizite bei der Induktion auf. So kam es

z.B. in Alveolarmakrophagen zu keiner Hochregulation der Hamoxygenase-1 bei 86-
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96 Wochen alten Méausen; bei 22 Wochen alten Mausen hingegen schon(47). Es ist
sinnvoll in Folgestudien maogliche Defizite bei alteren Menschen genauer zu
untersuchen. Unsere Studie suggeriert u.a., dass der vermehrt anfallende oxidative
Stress durch die Zellen via Rezeptoren registriert wird, es jedoch einen Fehler in der
Signalkaskade nach der pNRF2 Induktion zu geben scheint und somit eine adéaquate
HO-1 Induktion verhindert wird. Hierzu passend ist, dass bei den jungen Patienten
mit einer Fraktur, bei Betrachtung der Quotienten, trotz geringerer pNRF2 Expression
im Vergleich zu den alteren Patienten eine vergleichbare HO-1 Expression erzielt

wird.

4.3 Immunsystem

Wie schon in der Literatur beschrieben deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass
die Produktion der Leukozyten durch die Gabe von Glutamin gesteigert und ebenfalls
die Anfalligkeit gegentber Entziindungsmediatoren scheinbar verringert wird(71). Die
Immunglobulinproduktion konnte durch die Supplementation gesteigert werden. Es
zeigt sich eine signifikant gesteigerte Produktion bzw. ein signifikant geringerer
Ruckgang der Immunglobuline A und G sieben Tage nach der Glutamingabe. Dies
konnte auch in anderen Studien gezeigt werden(56,106). Durch die verbesserte
Bereitstellung von Energien wird das Immunsystem der Patienten effizienter und
Infektionen konnten schneller bekampft oder verhindert werden. Jedoch zeigte sich
in dieser Studie beziglich der Komplikationen aufgrund des geringen
Patientenkollektivs innerhalb von sieben Tagen kein signifikanter Einfluss. Somit
kann keine eindeutige Aussage Uber die Verhinderung von Komplikationen durch die
Glutamingabe getroffen werden. In der Glutamingruppe kam es innerhalb von sieben
Tagen zu vier Komplikationen, verglichen zu drei Komplikationen in der

Placebogruppe. Eine mogliche Erklarung hierflr ist, dass durch die orale
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Glutamingabe keine kurzfristige Verbesserung des klinischen Outcomes erreicht
werden kann, sondern ein Effekt erst nach einer langeren Glutamingabe und eines
langeren Beobachtungszeitraumes ersichtlich wird. Dies konnte auch in anderen
klinischen Studien dargestellt werden: Wischmeyer et al.(112) zeigten in einer
doppelt verblindeten Placebo kontrollierten Studie bei 31 Patienten mit schweren
Verbrennungen einen signifikanten Rickgang des C- reaktiven Proteins nach 14-
tagiger Glutamingabe. In einer weiteren prospektiven Placebo kontrollierten Studie
wurden 30 Patienten mit einem Systemic inflammatory response syndrome (SIRS)
eingeschlossen und in die Placebo- oder Glutamingruppe aufgeteilt(23). Durch eine
6-tagige Glutamingabe kam es zu keiner signifikanten Reduktion des C- reaktiven
Proteins. Das C-reaktive Protein, in der Klinik der wichtigste Parameter fur
entzindliche Prozesse im Korper, konnte bei unserer Studie in der Glutamingruppe
nach 6 Tagen im Vergleich zur Placebogruppe ebenfalls nicht starker gesenkt
werden. Die Unterschiede konnen auf die geringere Dauer der Glutamingabe (7 vs.
14 Tage) zurUckzufihren sein. So sollte man in Zukunft eine Glutamingabe tber
mindestens 14 Tage anstreben und auch den Beobachtungszeitraum anpassen, um
die Langezeitwirkung besser einschatzen zu kdnnen. Betrachtet man bei unserer
Studie den Barthel Index zwischen den beiden Gruppen (82 in der Glutamingruppe
vs. 95 in der Placebogruppe) so scheint es, dass die Glutamingruppe schon vor der
hiuftgelenksnahen Fraktur in einer schlechteren kérperlichen Verfassung war. Dies
kbnnte auch einen negativen Einfluss auf die Immunabwehr und damit auf den

antiinflammatorischen Prozess haben.

4 .4 Insulin-like-Growth Faktor-1

Der Insulin-like-Growth Faktor-1 stimuliert den Aufbau von Knochen- und

Muskelmasse. Somit ist er nach einer Fraktur in der Phase der Rehabilitation von
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enormer Bedeutung. Neben der geringeren Knochen- und Muskelmasse ist ein
niedriger IGF-1 Spiegel mit einer schlechteren physikalischen Fitness und einer
herabgesetzten Immunfunktion assoziiert(108).

Durch die 7 tagige Gabe von Glutamin konnte bei unserer Studie in der Tendenz der
IGF-1 Wert in allen Gruppen gesteigert werden (um 4% bei allen Patienten, welchen
das Glutamin substituiert wurde und sogar 5% in der Gruppe der tber 80-Jahrigen,
verglichen mit den jeweiligen Placebogruppen). Eine deutliche Steigerung des IGF-1
liel3 sich bei den Patienten mit einem Body Mass Index unter 22 erzielen. Hier betrug
die Steigerung durch die sieben tagige Glutamingabe verglichen mit der
Placebogruppe 26 %. Dies verdeutlicht wiederum, dass Patienten mit einem
niedrigen Body Mass Index am ehesten von der Glutaminsubstitution profitieren. Ein
niedriger Body Mass Index besteht gehauft bei alteren Patienten aufgrund der
verminderten Nahrungsaufnahme, der vermehrt vorkommenden Krankheiten und der

damit verbundenen Appetitlosigkeit.

4.5 Patienten tber 80 Jahre

Die alteren Patienten sind aufgrund ihres meist schlechten nutritiven Status, der
reduzierten korperlichen Fitness und einer schlechteren Koordination gefahrdeter fur
Frakturen. Zum Beispiel steigt in Deutschland die Inzidenz der proximalen
Femurfraktur mit zunehmenden Alter mit einem Maximum von Uber 3000 Fallen um
das 82 Lebensjahr: So betragt die Inzidenz bei einem Alter zwischen 60 und 64
Jahren 0,06 %, wahrend im Alter von 65 bis 74 Jahren die Inzidenz auf 0,11 % steigt.
Am hdchsten ist die Inzidenz jedoch bei den ca. 80-Jahrigen mit 0,49 % bei den 75-
84 Jahrigen und 1,32 % bei den Uber 85 Jahrigen(58). In den USA zeigen sich die

extremen Unterschiede bei den Behandlungskosten bezogen auf das jeweilige Alter:
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So betrugen die durchschnittlichen Kosten fiur die proximale Femurfraktur eines 50-
Jahrigen 5200 $ (4073 €) und die eines 90- Jahrigen 14.000 $ (10.966 €)(107).

In den Industrienationen kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg der Personen
Uber 65 Jahre. Demografen sagen vorher, dass in Nordamerika oder Europa im
nachsten Jahrzehnt die Gruppe der Personen im Alter Gber 80 Jahre am schnellsten
wachsen wird(46). Dies bedeutet, dass geriatrische Patienten einen immer grof3eren
Anteil der Patienten darstellen.

Die hoéheren Behandlungskosten haben u.a. mit der verlangerten Liegedauer der
Patienten zu tun. Die verlangerte Liegedauer ist u.a. auf die verringerte
Immunantwort und die verminderte Kapazitat (antioxidative Enzyme) gegenuber
oxidativem Stress zurlckzufihren. Und die wiederum hat u.a. mit dem schlechteren
Ernahrungszustand im hohen Alter zu tun.

Je alter die Patienten werden, desto schlechter ist der nutritive Status und desto
geringer fallt die Substratbereitstellung fur die Proliferation immunkompetenter Zellen

und antioxidativer Enzyme aus.

Aufgrund der Annahme, dass der Erndhrungsstatus sich proportional zu dem Alter
verschlechtert und den Daten in der Literatur kann man davon ausgehen, dass
Patienten Uber 80 Jahre am ehesten von einer Glutaminsupplemierung profitieren
wuirden.

Nach Durchsicht dieser Daten und Thesen, sowie dem mdglichen, enormen
Einsparungspotenzial bei den Behandlungskosten, untersuchten wir die tber 80-

jahrigen Patienten in unserer Pilotstudie nochmals gesondert.
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4.5.1 Nutritiver Status der Uber 80-Jahrigen

Betrachtet man den nutritiven Status anhand von Albumin, Gesamteiweif3 und IGF-1,
SO zeigen sich in dieser Studie geringere Werte bei den Uber 80-jahrigen Patienten
verglichen mit den unter 80-jahrigen Patienten. In einer ebenfalls bei
hiftgelenksnahen Frakturen durchgefuhrten Studie wurden Patienten in eine Gruppe
von 65 bis 74 Jahrigen und in eine Gruppe von uber 85 Jahrigen aufgeteilt. Hier
zeigten sich signifikant verminderte nutritive Parameter wie Albumin und Cholesterol

in der alteren Gruppe(7).

4.5.2 Antioxidative Enzyme (SOD-1) der tber 80-Jahr igen

Diese Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass vor allem die Uber 80-
Jahrigen meist schlechter erndhrten Patienten von einer immunonutritiven
Supplementation profitieren wiirden und tatsachlich vergleicht man bei den tber 80-
Jahrigen die Placebo- mit der Glutamingruppe bezuglich der Expression von SOD-1,
so war auch in der Patientengruppe, welche das Glutamin erhielt eine signifikant
erhohte SOD-1 Expression nach sieben Tagen auszumachen. In einer
experimentellen Studie wurde bei Ratten eine einstindige Ischamie der Leber
induziert und die Aktivitat der Superoxiddismutase zwei Stunden nach Reperfusion
gemessen. Es zeigte sich eine signifikant gesteigerte  Aktivitat der
Superoxiddismutase bei den Ratten, welche vier Stunden vor der Ischamie Glutamin
erhielten im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche lediglich eine Kochsalzlésung
verabreicht bekam. Die Aktivitat der Superoxiddismutase war proportional zur Dosis
des verabreichten Glutamins gesteigert(117). In einer weiteren Studie mit
neugeborenen Ratten wurden die Ratten entweder mit Muttermilch oder mit

Muttermilch in Kombination einer enteral verabreichten Glutamindosis ernahrt. Durch
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die zusatzliche Gabe von Glutamin konnte die SOD Expression signifikant gesteigert
werden. Dies ist auf der einen Seite auf die gesteigerte Proteinsynthese durch
Glutamin zurtckzufihren und auf der anderen Seite auf die Funktion des Glutamins
als Radikalfanger. Der biochemische Hintergrund bei der Wirkung von Glutamin auf
die SOD-1 Expression ist im Detail jedoch noch nicht verstanden. Wie schon oben
beschrieben spielt SOD-1 eine wichtige Rolle bei antiinflammatorischen und
antioxidativen Prozessen im Korper und férdert dadurch die Wundheilung und
verhindert, dass sich weitere entziindliche Prozesse im Korper ausbreiten(21,64).
Dies wird auch durch die tendenziell geringere Krankenhausverweildauer von
durchschnittlich 3 Tagen in der Glutamingruppe bei den tber 80-Jahrigen bekraftigt.
Insgesamt hat es den Anschein, dass die kirzere Aufenthaltsdauer von 3 Tagen auf
der einen Seite durch den verbesserten nutritiven Status aufgrund der Glutamingabe
und somit einer besseren Grundlage der Mobilisierbarkeit durch Physiotherapie und
Pflegepersonal zuruckzufuhren ist. Auf der anderen Seite scheint auch die
antientztndliche Wirkung einen positiven Effekt auf die Genesung der Patienten zu

haben.

4.6 Kosten und Rehabilitation

Selbst, wenn unsere Daten auf Grund der geringen Patientenzahl nicht signifikant
sind, so hat die geringere Krankenhausverweildauer in der Glutamingruppe bei den
Uber 80-Jahrigen naturlich auch eine enorme wirtschaftliche Bedeutung. Laut
Bundeszentrale fir politische Bildung betrug in Deutschland die durchschnittliche
Ausgabe der Krankenhauser pro Patient und Pflegetag 331,49 € (Stand 2001)(15).
Hieraus ergibt sich, durch eine frihere Entlassung, eine theoretische
Kosteneinsparung von 994,47 € pro Patient in der Glutamingruppe (nicht mit

eingeschlossen die Kosten fir die Glutamin Plus Therapie).
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Betrachtet man nicht nur die Uber 80-Jahrigen sondern alle Schenkelhalsfrakturen in
dieser Studie, so ergibt sich ein Krankenhausaufenthalt von 14 Tagen in der
Placebogruppe und von 13 Tagen in der Gruppe, welche das Glutamin erhielt. Dies
ist immerhin eine Einsparung von 331,49 € pro Patient. Rechnet man diese Zahl nun
auf die aktuell jahrlich 150.000 Schenkelhalsfrakturen allein in Deutschland ergébe
sich eine Einsparung von ca. 49,8 Millionen Euro. Da sich die Inzidenz bis zum Jahr
2050 verdoppeln soll, kénnte man durch die generelle Gabe von Glutamin nach
Schenkelhalsfraktur ein enormes Einsparungspotential erzielen. Auf der Gegenseite
betragen die Kosten fur das Glutamin bei taglicher Gabe von 3x 22,4g nur maximal
3x 2,9 €, also 8,70 € am Tag.

Die Reduktion der Krankenhauverweildauer spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei
der weiteren Genese und Rehabilitation der alteren Patienten. Nicht nur, dass dies
zu einer Kostenminimierung fihrt, sondern durch die kirzere Aufenthaltsdauer wird
das Risiko fir nosokomiale Infektionen reduziert. Die Verlegung in eine
Rehabilitationsklinik kann somit schneller erfolgen. Hier werden den Patienten
intensivere und umfangreichere Ubungsangebote wie Gruppeniibungen und
Einzellbungen angeboten. Wahrend des stationdren Aufenthalts erfolgt zwar eine
halbstiindige Betreuung durch die Physiotherapie, jedoch nicht in dem Umfang wie
sie in der Rehabilitationsklinik (mehrstiindige Ubungsangebote) ermdglicht wird.
Durch den kirzeren Krankenhausaufenthalt werden auch Atrophien der Muskulatur
vorgebeugt und die Patienten erreichen schneller eine Unabhangigkeit in den

Aktivitaten des alltaglichen Lebens.

4.7 Telefonische Nachkontrolle der tGiber 80-jahrigen Patienten

Bei der telefonischen Nachkontrolle, welche im Durchschnitt 1,5 Jahre nach

Entlassung der Patienten erfolgte, konnten lediglich 7 Patienten aus der
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Placebogrupppe und 8 Patienten aus der Glutamingruppe kontaktiert werden. Aus
der geringen Anzahl an Patienten lasst sich keine signifikante Aussage treffen.
Jedoch zeigt sich in der Tendenz, dass sich bei 15 noch zu kontaktierenden
Patienten eine geringere 1,5 Jahresmortalitat von 12,5 zu 28 Prozent durch die Gabe
von Glutamin ergibt. Auch der durchschnittliche Gewichtsverlust war mit 0,33 Kg zu
0,75 Kg in der Glutamingruppe geringer. Jedoch war der durchschnittliche Verlust an
Punkten im Barthelindex und damit die Einschrankung der Autonomie in alltaglichen
Aktivitditen mit 16 im Gegensatz zu 5 Punkten in der Glutamingruppe gesteigert.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Verbesserung der Autonomie und der
1,5 Jahresmortalitat durch die 7 tagige Gabe von Glutamin eher unwahrscheinlich ist
und durch die geringe Anzahl an Patienten nur eine Tendenz und keine signifikante
Aussage zuldsst. Hier ware eine Glutamingabe tber mehrere Wochen sinnvoll und
ein interessanter Ansatz fur Folgestudien.

Da diese Studie als Pilotstudie angesetzt war ergeben sich nur geringe
Patientenzahlen und damit verbunden eher tendenzielle Aussagen und nur wenig
signifikante Ergebnisse. Die hier erzielten Ergebnisse bekréftigen jedoch das
mogliche Potenzial einer oralen Supplementation besonders in der
Alterstraumatologie bei den uber 80-jahrigen Patienten mit einem schlechteren
nutritiven Status.

Die vorliegende Studie lasst keine Aussagen bezuglich der Funktionalitat und der
Aktivitat einzelner antioxidativer Enzyme und immunkompetenter Zellen zu, so dass
hier noch Moglichkeiten flr weitere Forschungsansatze bestehen. Des Weiteren ist
es sinnvoll den tatsachlichen oxidativen Stress in Blutproben der Patienten zu
messen (z.B. mittels Malondialdehyd), um dann die Expression der antioxidativen
Enzyme in Relation zu dem erfahrenen oxidativen Stress in den jeweiligen Gruppen

zu setzen. Daraus lie3e sich dann schlussfolgern ob junge Patienten postoperativ
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Uberhaupt denselben oxidativen Stress erfahren wie &ltere Patienten oder

Mechanismen besitzen die oxidativen Stress erst gar nicht entstehen lassen.

4.8 Diskussion des Studiendesigns

Diese Studie war eine Pilotstudie und diente dazu eine Grundlage fur eventuell
weitere, umfassendere Studien zu bilden. Fur diese Pilotstudie war vor allem die
Machbarkeit im Vordergrund. Aul3erdem war es wichtig eine Tendenz fur die
Morbiditat und Immunreaktion zu analysieren. Mit einer Signifikanz wurde aufgrund
der geringen Patientenzahlen nicht gerechnet.

Unabhéngig von den Ergebnissen der Studie sind im Folgenden die wichtigsten

Kritikpunkte aufgefihrt:

Ein Problem resultierte aus der mangelnden Compliance der alteren Patienten. So
kam es in 5 Fallen vor, dass die Patienten ein Durchgangssyndrom nach der
Operation entwickelten. Diesen Patienten war es aufgrund der desorientierten und
teilweise psychotischen Symptomatik nicht mdglich das Glutamin in adaquater
Menge zu sich zu nehmen. Die Patienten wurden ausgeschlossen. Auf3erdem
klagten viele Patienten uber Ubelkeit, teilweise auch Erbrechen nach Einnahme des
oralen Supplements. Deswegen konnten 3 Patienten die erforderliche Mindestanzahl
an Trinklosung (alle drei erhielten das Placebopraparat) nicht einnehmen. Die
Ubelkeit bzw. das Erbrechen wird in den ersten postoperativen Tagen hauptsachlich
durch die Narkose begrtindet, jedoch klagten diese drei Patienten auch noch am 7.
postoperativen Tag Uber eine Ubelkeit, die sie personlich auf die Einnahme des
Supplements zurickfuhrten. Es kam auch zu Beschwerden Uber den Geschmack

und dadurch zur Abneigung gegenuber der Immunonutrition. Hier ist es eventuell
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sinnvoll ein geschmacksneutrales glutaminhaltiges Produkt mit S&ften oder anderen
Getranken, welche dem Patienten geschmacklich zusagen zu vermischen.

Ein weiteres Problem stellte die schlechte Ldslichkeit des Pulvers da. So hatten viele
Patienten Probleme das Pulver zu I6sen. Hinzu kam, dass die Patienten u.a. das
richtige Mischverhaltnis nicht erreichten und somit die Trinklésung zu dickflissig und
somit auch nicht gut zu trinken war.

Die Studie fand eine schlechte Akzeptanz beim Pflegepersonal, weil es dadurch zu
einem vermehrten Zeitaufwand kam. Die Glutaminpackchen wurden jeweils zum
Essen ausgeteilt und mussten teilweise vom Pflegepersonal zubereitet werden. Dies
ist auf der anderen Seite positiv zu werten, da somit sicher gestellt wurde, dass das
Glutamin wirklich von den Patienten eingenommen wurde.

Eine L6sung fur dieses Problem ware es, wenn die Immunonutrition schon in Form
von kleinen Trinkflaschchen von den Herstellern angeliefert werden wurde.

Des Weiteren hatten viele altere Patienten Schwierigkeiten bei der
Nahrungsaufnahme. So waren sie nicht gewdhnt aufgrund ihres schlechten Ess-
bzw. Trinkverhaltens ein Volumen von ca. 300-500 ml an Flussigkeit oder Nahrung
zu sich zu nehmen. Hier wéare es sinnvoll, das Trinkvolumen zu reduzieren. So war
das optimale Mischverhaltnis: auf ein Packchen 300-500 ml Flussigkeit. Dieses
Volumen dreimal am Tag zusatzlich zu den regularen Mahlzeiten war vielen
Patienten zu viel, so dass es sinnvoll ware das totale Volumen auf 100 bis 200 ml zu
beschranken und die fertige Trinklosung konzentrierter anzubieten. Diese
Patientengruppe neigt ohnehin dazu zu wenig Flussigkeit zu sich zu nehmen, so
dass zusatzliche Trinklésungen von 3x 300ml eine enorme zusétzliche Belastung

darstellen.
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Trotz der grof3en Anzahl an hiftgelenksnahen Frakturen hat sich der Einschluss von
37 Patienten uber ein Jahr hingezogen: Dies ist damit zu begrinden, dass viele
Patienten durch die strengen Ausschlusskriterien nicht an der Studie teilnehmen
konnten. Eine starke Einschrankung beim Einschluss der Patienten war durch die
Auflagen unserer Ethikkommission gegeben: Beispielsweise durften Patienten mit
einer Demenz, aufgrund der Mdglichkeit einer potentiellen Aggravierung der Demenz
durch Umwandlung von Glutamin zu Glutamat und eine partielle Passage der Blut-
Hirnschranke nicht eingeschlossen werden. Ebenfalls wurden haufig Patienten
ausgeschlossen, weil bei ihnen ein Diabetes mellitus Typ 2 diagnostiziert wurde.
Ferner waren Patienten mit systemischen Erkrankungen und Cortisondauertherapie
ausgeschlossen. Patienten, welche eine schwere Niereninsuffizienz hatten konnten
aufgrund der eingeschrankten Trinkmenge nicht eingeschlossen werden.

Zur Vereinfachung und zur Entlastung des in der Notaufnahme arbeitenden Arztes,
welcher in der Regel den ersten Patientenkontakt hat ist es sinnvoll an den
Arbeitsplatzen pragnante und kurzgehaltene Informationszettel zur Durchfiihrung und
Erinnerung auszuh&ngen. So hing z.B. in der Notaufnahme ein Informationszettel mit
den Telefonnummern der betreuenden Arzte bzw. Studenten und den wichtigsten
Ein-und Ausschlusskriterien. Des Weiteren waren immer Blutabnahmerdhrchen
gerichtet, so dass die Dienstarzte diese zusétzlich zu dem Routinelabor abnehmen
konnten. Eine weitere Schwierigkeit war durch die nicht mdgliche Planbarkeit des
Patienteneinschlusses gegeben. Nachdem die Indikation flr eine operative
Versorgung gestellt worden war und der Patient sein Einverstandnis fur die Studie
gegeben hatte wurde dem Patienten Blut abgenommen, welches innerhalb der
nachsten Stunde verarbeitet werden musste (s. Material und Methoden). Die strikte
Einhaltung des Zeitplanes fir die Blutabnahmen (6h, 24h) gestaltete sich ebenfalls

schwierig. Zum Beispiel: Kam es bei einem Patienten um 19h zu einem Trauma
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musste das Blut der praoperativen Abnahme bis 20h im Labor bearbeitet worden
sein. Um 22h wurde dann die operative Versorgung durchgefuihrt. Sechs Stunden
spater um vier Uhr morgens erfolgte dann zusammen mit der Hamoglobinabnahme
(zur Bestimmung des postoperativen Blutverlustes) eine weitere Blutabnahme.
Insgesamt wurde aufgrund des strikten Zeitplans fur die Blutabnahmen und der
Arbeit mit Traumapatienten ein enormes Mal3 an Flexibilitat und Disziplin von allen
Beteiligten abverlangt. Es hat sich bewahrt hierfir einen Dienstplan zu erstellen,

welcher vor allem die Wochenenden und Abende abdeckt.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Pilotstudie suggerieren, dass vor allem die alteren Patienten
aus diesem Patientenkollektiv von einer Immunonutrition profitieren. So zeigte sich
bei den Uber 80-jahrigen Patienten durch die sieben tagige Gabe von Glutamin eine
signifikant erhohte Expression der Superoxiddismutase-1 im Vergleich zu der
Placebogruppe. Bei den immunologischen Parametern waren die Immunglobuline A
nach sieben tagiger Glutamingabe signifikant erhéht gegeniber der Placebogruppe.
Rekapituliert man die Ergebnisse der nutritiven Parameter (Albumin, Gesamteiweif3,
IGF-1) in der Gruppe der uber 80-Jahrigen, so zeigen sich auch diese durch
Glutamineinnahme erhoht. Die hier beschriebenen Ergebnisse konnten fir die
tendenziell um drei Tage kirzere Krankenhausverweildauer der Glutaminpatienten
verantwortlich sein. Bedingt durch die epidemiologische Entwicklung (s. Einleitung)
wird der Anteil der alteren Patienten kontinuierlich ansteigen. Aufgrund dessen ist es
wichtig hier die Genesung und Rehabilitation dieser Patientengruppe zu optimieren.
Den Patienten wird nach einem Trauma dadurch schneller die Mdglichkeit gegeben
Unabhangigkeit und eine bessere Lebensqualitat zu erlangen. Ein weiterer Aspekt ist
die durch Reduktion der Komplikationsrate und Senkung der
Krankenhausverweildauer mogliche Senkung der Mortalitatsrate und die
Kostenersparnis. Zusammenfassend sollten die Ergebnisse dieser Pilotstudie und die
oben aufgefihrte demografische Entwicklung Anlass fur weitere Studien, welche sich
mit Immunonutrition bei alteren Patienten beschaftigen, sein. Folgestudien sollten ein

alteres Patientenkollektiv (iber 75 Jahre) umfassen, da hier laut dieser Pilotstudie die



aussichtsreichsten Ergebnisse zu erwarten sind. Wesentlich ist es ein grof3eres
Patientenkollektiv einzuschlielen um signifikante Aussagen treffen zu kénnen. Es
ware sinnvoll Folgestudien Uber einen langeren Zeitraum durchzufuhren. Der
Zeitraum sollte mindestens die Zeit in der Anschlussheilbehandlung erfassen. Diese
Phase ist wichtig um zukiinftig die Autonomie des Patienten wiederherzustellen.
Gerade diese Phase beinhaltet einen Aufbau der Muskelmasse und somit ein
erhohten Bedarf an Substraten, wie z. B. Glutamin. Um jedoch Einfluss auf die
weitere Rehabilitation und eventuell sogar auf die Mortalitat durch die
Immunonutrition zu nehmen, ist davon auszugehen den Zeitraum Uber Monate
planen zu mussen. Man kdnnte den Patienten die Immunonutrition mit nach Hause
geben und bei vorher vereinbarten Kontrollterminen die Kontrollparameter
bestimmen. Falls die Immunonutrition enteral appliziert werden soll, ist es sinnvoll
dies in schon in von dem Hersteller vorgefertigten Flaschchen an die Patienten
weiterzureichen. Dies vereinfacht fur die Patienten und das Pflegepersonal die
Einnahme bzw. Applikation und verhindert die Nichteinnahme durch Non-
Compliance. Ein weiterer Kritikpunkt an dieser Pilotstudie war, dass die alteren
Patienten mit der dreimaligen Einnahme von 300-400 ml tberfordert waren. Dies
entsprach zusammen mit anderen Getranken und Speisen nicht lhrer gew6hnlich
geringeren Trinkmenge. Eine mdgliche Losung ware die Menge der Immunonutrition
konzentrierter in 100-150 ml anzubieten.

Neben diesen klinischen Ansatzen fur Folgestudien gibt es in dieser Pilotstudie auch
Ansétze fur weitere experimentelle Folgestudien:

Wie schon in der Diskussion beschrieben ist in unserer Pilotstudie eine Diskrepanz
zwischen der pNRF2 Expression und der Expression der Hamoxygenase-1
aufgefallen. Es ist Uber die sieben Tage nicht wie in der Literatur beschrieben(2)

durch die vermehrte pNRF2 Expression zu einer gesteigerten HO-1 Expression
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gekommen. In unserer Studie kam es zwar zu einer vermehrten pNRF2 Expression
bei den alteren Patienten, jedoch nicht zur vermehrten HO-1 Expression nach 24
Stunden. Deshalb kann man auch eine mdgliche Fehlfunktion bei zunehmendem
Alter in diesem Aktivierungsweg in Betracht ziehen. Diese Hypothese wird durch
mehrere experimentelle Studien mit Mausen, in welcher sich &hnliche Resultate
zeigten, bekraftigt(34,47) (s. Diskussion). Unsere Studie suggeriert, dass der
vermehrt anfallende oxidative Stress durch die Zellen via Rezeptoren registriert wird,
es jedoch einen Fehler in der Signalkaskade nach der pNRF2 Induktion zu geben
scheint. Hierzu passend ist, dass bei den jungen Patienten mit einer Fraktur trotz
geringerer pNRF2 Expression im Vergleich zu den Aalteren Patienten eine
vergleichbare HO-1 Expression erzielt wird. Es ist sinnvoll in Folgestudien mégliche

Defizite bei alteren Menschen genauer zZu untersuchen.
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7. Anhang

SGA Score

Barthel Index
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Subjective Global Assessment (SGA) — Einschitzung des Erndhrungszustandes

nach Detsky et al.. JPEN 1827, 11: 5-13

Mame, Vormame: Untersuchungsdatum:
Seburtsdaium: Station:
A, Anamnese
. Gewicht and
# in dan vergangenen & Monaten: kg | B Hiorpergewicht) -
Abnahme < 5% Korpergewicht

# in den vergangenen zwei Wochen:

2 Mshnangsaufubr
* Yeranderungen im Vergleich zur Gblichen Zufuhr:

0 suboptimale feste Host

& susschliellich Flissigkost

0 hypokalorische Flissigkeiten
& keine Mahrengsaufnshme

3. Gastrommtestinsle Symptome (= 2 Wochen):
0 Ubalkeit O Erbrechen
O Durchifall 0 Appetitflosigkeit

\ Besintrachti lar Laist Fahigkeit
* in den vergangenen & Monaten:

* in den vergangenen rwei Wochen:

5. Awswirkung der Erdrankung suf den Mahrstoffbedarf:
* Haupidisgnose:
* mgtabolizcher Badarf

B. Korperliche Untersuchung

WWerlust won subkutanem Fettgewebe
kuskelschwund [Quadrizeps, Deltoideus)
Knachelbdem

prasakrale Odeme (Anaserka)

Aczites

Abnshme 5-10% Kirpergewicht
Abnshme =10% Korpergewicht
Zunshme

keine Veranderung

Abnshme

nein

ja = Dauver:

nein

kaine

maikig ! eingeschrankt arbeitsfzhig
stark [/ betli&gerig

‘Werbessenung

‘Werschlechterung

k=in / niedriger Stress
maitiger Strass
hoher Stress

normal | leicht | makig stark

Uhermatz? und baarbaiiat van Or, Tajana Schitz und Prof. Or. Mathizs Plasth. Komakt elke-latjana schuslz @charile e, Tal, DI0-450 514 0559

C. Subjektive Einschitzung des Erndhrungszustandes

A = gut ernahirt

B = makig mangelemahrt baw. mit Verdacht auf Mangelernghrung

C = zchwer mangelemahrt
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Barthel Index (BI)

Essen

o Unabhingg, il selbstindig, benutet Geschirr und Besteck
& Braucht etwas Hilfe, 2B, Flasch ode Brot schoeiden

s Nicht selbstindig, auch wenn o.g. Hilfe pewdibn wind

Beii/i Roll-)Stubliransfer

s Unabhingig m allen Phosen der Tingken

o Crerinpgs Hilfen oder Beanficht pung erforderlich

s Erhebliche Hilfebeim Trnsfer, Lagewechsel, Liegen/Sitz selhstindig
o Nicht selbstindig, such wemn o.g. Hilfe gewihrt wird

Waschen
» [nabhiingig berm Waschen von Gesicht, Hinden: Kimmen, Zilneputeen
+ Nicht selbstindig bei og. Titighert

Toiletienbenutzung
« Unabhiingig in allen Phasen der Titigheit (incl. Remigng)

s Hendtigt Hilfe, z B. wg. mamreich. Glechgewichtes od bei Kleidung/Remig.

» Micht selbstindig, such wenn o.g. Hilfe pewiihnt ward

Baden
« Unabhiingig bei Voll- oder Duschbad m allen Phasen der Titighet
s Micht selbstindig bet 0.z Titighet

Ceehen suf Flurebene bew. Rollsiuhlfahren

 Unabhiingig beim Gehen Gber 50 m, Hilfsmittel edaubt, nicht Gehwagen

o Geringe Hilfe oder Uberwachung erforderlich, kann mit Hilfsm., 50 m gehen

» Micht selbstindig beim Gehen, karm aber Rollstuhl selbstindig bedienen,
auch um Ecken und an emen Tisch hemnfhren, Strecke mind, 50 m

o Nicht selbstiindi g beim Gehen oder Rol lstuhlfahren

Treppensteigen

+ Unabhiingig bei der Bewiligung emer Treppe (mehrere Stufen)
s hendtigt Hilfe oder Uberwachung beim Treppesteigen

« Nicht selbstindig, kinn auch mit Hilfe mcht Treppe stegen

An- und Auskleiden

* Unabhiingig berm An- und Auskleden (gof. auch Korsett oder Bruchband)
o Benftigt Hilfe, kamn aber S0%6 der Titighent selbstindig durchftihren

» Nicht selbstindig, auch wemn o.g. Hilfe gewihrt wind

Stuhlkontrolle

o Stindig kontinent

& Crelegenthich mkontiment, maxamal emmalWoche
o Hiufiger/stindi g inkontment

Urinkontrofle

o Stindig kontment, gef. imabhingig bei Versorgung eines DE/Cystofix
o (elegentlich inkontinent, max. emmalTag, Hilfe bet ext. Harmableitung
¢ Hiufiger stindig inkontinent

Punkie
10

5

il

15
10

15
10
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