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1. Einleitung
1.1.  Neuromuskulare Ubertragung

Eine motorische Einheit wird gebildet aus einem motorischen Nerven und dem von ihm
innervierten Kollektiv an Muskelfasern. Die Schnittstelle dieser zwei unterschiedlichen
anatomischen Strukturen ist die neuromuskulidre Synapse. Um Signale des Nerven auf den
Muskel zu iibertragen, bedarf es Botenstoffe (Transmitter); im Falle der neuromuskulidren
Endplatte ist dies das Azetylcholin. Wenn ein Aktionspotential des Axons das priaterminale
Nervenende erreicht, fusionieren Azetylcholin enthaltende Vesikel mit der présynaptischen
Axonmembran und entleeren Azetylcholin exozytotisch in den neuromuskuldren Spalt.
Azetylcholin diffundiert durch den synaptischen Spalt und bindet an postsynaptische
Azetylcholinrezeptoren der Muskeloberflache. Diese Bindung des Azetylcholins an seinen
Rezeptor bewirkt eine Ionenverschiebung mit einer Erhohung des Endplattenpotentials von —
70 mV (Ruhepotential) auf iiber —50 mV. Dies aktiviert die spannungsabhingigen
Natriumkanédle  der  angrenzenden = Muskelmembran,  welche  ihrerseits  ein
Muskelmembranpotential auslosen. Durch eine nachfolgende Kaskade an zelluldren
Prozessen kommt es schlussendlich zu einer Kontraktion des Muskels

(Martyn, 1992, S. 824).
1.2.  Der Azetylcholinrezeptor

Die Familie der Azetylcholinrezeptoren umfasst muskarinische und nikotinische Subtypen.
Muskarinische Azetylcholinrezeptoren gehdren der Superfamilie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren an. Bisher konnten insgesamt 5  verschiedene  muskarinische
Azetylcholinrezeptor Subtypen kloniert und charakterisiert werden (M1 - MYS)

(Bonner, 1987, S. 527). Alle muskarinischen Azetylcholinrezeptoren weisen unterschiedliche



pharmakologische und funktionelle Eigenschaften auf. So sind beispielsweise im zentralen
Nervensystem muskarinische Rezeptoren in einer Vielzahl vegetativer, sensorischer und

motorischer Prozesse involviert (Peralta, 1987, S. 3923).

Nikotinische Azetylcholinrezeptoren spielen eine Hauptrolle bei der schnellen synaptischen
Transmission, sowohl in den neuro-neuronalen als auch in den neuromuskuldren Synapsen.
Neuronale nikotinische Azetylcholintrezeptoren sind aus o- und - Untereinheiten in einer
zwei zu drei Stoichiometrie (o..3,) aufgebaut. Es gibt mindestens sieben verschiedene
neuronale a- Untereinheiten (o, - o) und drei neuronale B-Untereinheiten (B, - B.), die im
zentralen und peripheren Nervensystem unterschiedlich exprimiert werden. Muskuldre
nikotinische Azetylcholintrezeptoren sind Pentamere homologer Untereinheiten, die
ringférmig um einen zentralen Ionenkanal angeordnet sind. Die Untereinheiten sind Produkte
verschiedener Gene und weisen Homologien zwischen 37% und 57% auf, was vermuten

lasst, dass sie aus einem einzelnen Vorldufergen entstanden sind (Utkin Yu, 2000, S. 146).

1.3.  Der nikotinische Azetylcholinrezetor des Skelettmuskels

Die vorliegende Arbeit befasst sich ausschliesslich mit der Expression des nikotinischen
Azetylcholinrezeptors der Skelettmuskulatur, welcher im Folgenden etwas nédher beschrieben
wird. Der nikotinische Azetylcholinrezeptor der Muskeloberfliche ist ein pentamerisches
Glykoprotein bestehend aus zwei a-, und je einer B- und &- Untereinheit sowie entweder
einer y- oder einer e-Untereinheit. Die Untereinheiten der Rezeptoren haben Molekiilmassen
zwischen 45 und 60 kDa, was ein Molekulargewicht von etwa 295 kDa fiir den
Azetylcholinrezeptor-Komplex  ergibt. Diese flinf Untereinheiten bilden einen
transmembrandsen Rezeptor. Nach Bindung von zwei Molekiilen Azetylcholin an die beiden

a-Untereinheiten O6ffnet der Rezeptorkanal seine Pore und ermdglicht so eine



Ionenverschiebung zwischen intra- und extrazelluldar. Hauptsdchlich werden dabei
Natriumionen von extra- nach intrazellular verschoben. Kaliumionen flieen entlang ihres
Konzentrationsgradienten in die entgegengesetzte Richtung. Die elektrische Ladung des
Azetylcholinrezeptorkanals ermdglicht einen Fluss von Kationen und neutralen Molekiilen.
Eine Verschiebung von Anionen, wie z.B. Chlorid ist nicht moglich. Bereits eine Offnung
von ca. 10% der Azetylcholinrezeptoren an einer motorischen Endplatte generieren einen
Ionenfluss der ausreicht ein Muskelaktionspotential auszulésen. Die Pore des
Azetylcholinrezeptors schliefit sich wieder, wenn sich mindestens ein Molekiil Azetylcholin
vom Rezeptor 16st. Das Azetylcholin wird im synaptischen Spalt durch die
Azetylcholinesterase gespalten. Die Spaltprodukte Azetyl und Cholin werden wieder in das
praterminale Axon aufgenommen und stehen zur Neusynthese von Azetylcholin wieder zur
Verfligung. In einem gesunden, innervierten Muskel sind die Azetylcholinrezeptoren streng
auf die neuromuskuldre Endplatte begrenzt. Kommt es jedoch zu einem Stopp an neuralen
Einfliissen oder Aktivitdten, wie nach einer Denervierung, langandauernder Immobilisation
oder Verbrennungsverletzungen, exprimiert der Muskel Rezeptoren, in denen die e&-
Untereinheit durch ein y-Untereinheit ersetzt worden ist. Diese Rezeptorkonfiguration
entspricht derjenigen eines Fetus, bei dem sich noch keine neuromuskuldren Synapsen
gebildet haben. Sie wird daher auch fetaler, oder unreifer Azetylcholinrezeptor genannt. Ein
Charakteristikum dieser unreifen Azetylcholinrezeptoren ist, dass sie sich in ihrer
Lokalisation nicht mehr auf die neuromuskuldre Endplatte beschrinken, sondern iiber den
gesamten Muskel hinweg exprimiert werden. Der Austausch der Untereinheiten hat aber
auch metabolische und physiologische Konsequenzen. Reife Rezeptoren (Halbwertzeit ca. 2
Wochen) {iiberleben deutliche ldnger als unreife (Halbwertszeit ca. 24 Stunden). Fetale

Rezeptoren haben zwar eine geringere Einzelkanalleitfihigkeit, aber eine 2- bis 10-fach



erhohte mittlere Offnungszeit, was in der Summe zu einer Erhéhung des Ionenflusses fiihrt.
Vor allem der vermehrte Kaliumausstrom aus der Zelle in den Extrazelluldrraum hat
weitreichende klinische Konsequenzen. So gibt es mehrfach Berichte {iber Patienten, welche
nach Immobilisation, Verbrennung, Denervierung oder Sepsis und systemischer
Inflammationsreaktion (SIRS) durch die Gabe des Azetylcholinrezeptoragonisten
Succinylcholin lebensgefdhrliche Hyperkalidmien entwickelt haben (Gronert, 1999, S. 320,
Kohlschiitter, 1976, S. 557, Tobey, 1970, S. 359). Die Auswirkungen von Inflammation und
Infektion auf die Azetylcholinrezeptoren werden kontrovers diskutiert. In einem
Endotoxinmodell in der Maus konnten Tomera und Martyn 2 Wochen nach wiederholter
intraperitonealer Injektion von Lipopolysaccharid eine 3—5-fache Rechtsverschiebung der
Dosis-Wirkungskurve  des  nicht-depolarisierenden = Muskelrelaxans  d-Tubocurarin
beobachten (Tomera, 1989, S. 218). Als wahrscheinlichste Ursache wurde in dieser Arbeit
eine Erhohung der Azetylcholinrezeptoren genannt, ohne dies jedoch néher zu untersuchen.
Es gibt jedoch in der Tat Hinweise, dass bei Intensivpatienten die Anzahl der
Azetylcholinrezeptoren erhoht ist. Dodson konnte in postmortalen Muskelbiopsien eine
erhohte Anzahl von Azetylcholinrezeptoren direkt nachweisen (Dodson, 1995, S. 818). In
einem Fallbericht wurde eine Hyperkalidmie nach Gabe von Succinylcholin beschrieben, was
indirekt fiir eine erhdhte Anzahl von Azetylcholinrezeptoren - und damit verbunden eine
Erhohung der Ionenstrome — spricht (Kohlschiitter, 1976, S. 557). Nachteil dieser
Untersuchungen ist jedoch, dass alle Patienten zusitzlich auf Grund der lang andauernden
Intensivtherapie immobilisiert waren oder zusitzliche Medikamente wie Muskelrelaxanzien
oder Kortikosteroide erhalten hatten. So konnte der Einfluss der Krankheit von anderen
Faktoren, welche ihrerseits sowohl die Kinetik und Dynamik von Muskelrelaxanzien als auch

die Expression des Azetylcholinrezeptors verdndern, nicht differenziert werden.



1.4. Muskelrelaxanzien

Eine Lihmung der Muskulatur durch Muskelrelaxanzien wird hauptsdchlich durch eine
Blockade  postsynaptischer  Azetylcholinrezeptoren  bewirkt. Ein  ankommendes
Nervenaktionspotential kann somit nicht mehr auf den Muskel iibergeleitet werden. Neben
der Blockade des Azetylcholinrezeptors durch Muskelrelaxanzien beeinflussen eine Vielzahl
von Medikamenten die im Rahmen einer balancierten Anésthesie verwendet werden, wie
z.B. alle volatilen Anisthetika, die neuromuskulire Ubertragung auf Rezeptorebene

(Scheller, 1997, S. 121).

1.4.1. Nicht-depolarisierende Muskelrelaxanzien

Nicht-depolarisierende Muskelrelaxanzien binden an den Azetylcholinrezeptor, jedoch nicht
an der Bindungsstelle fiir Azetylcholin. Sie haben im Gegensatz zu Azetylcholin keine
intrinsische Aktivitdt. Damit 6ffnen sie weder den Ionenkanal, noch depolarisieren sie die
Endplatte. Sie wirken einzig durch die Verhinderung einer Bindung von Azetylcholin.
Zwischen Azetylcholin und nicht-depolarisierenden Muskelrelaxanzien herrscht somit
Konkurrenz um die Bindung an den Rezeptor. Die Wahrscheinlichkeit der Bindung von
entweder Muskelrelaxans oder Azetylcholin hdngt nur von der jeweiligen Konzentration der
Liganden im neuromuskuldren Spalt ab. Sobald das Muskelrelaxans aus dem
neuromuskuldren Spalt diffundiert, steigt die relative Konzentration und somit die
Bindungswahrscheinlichkeit des Azetylcholins. Der Effekt des nicht-depolarisierenden

Muskelrelaxans ldsst nach.
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1.4.2. Depolarisierende Muskelrelaxanzien

Das einzig klinisch gebrduchliche depolarisierende Muskelrelaxans ist Succinylcholin, das
heutzutage vornehmlich fiir die schnelle Narkoseeinleitung bei Patienten mit erhdhter
Aspirationsgefahr verwendet wird (Ileuseinleitung). Strukturell ist Succinylcholin die

Verbindung von zwei Azetylcholinmolekiilen (Abbildung 1).

Abbildung 1: Strukturformeln von Azetylcholin und Succinylcholin

O C.H3
Azetylcholin CHz3C=0O —CH;CH;I*:T —=CH,
CH,
CH, O o CH,
=+ ! 11 [ 1] + 1
Succinylcholin CH,;= N=CHs CH5O= C=CH;CHsC=0O=-CH;CH;-N =CH,4
(=Di-Azetylcholin) ' '
CH, CH,

Dies ermoglicht daher eine echte Bindung an den Azetylcholinrezeptor mit nachfolgender
Offnung des Ionenkanals. Succinylcholin kann jedoch nicht durch die Azetylcholinesterase
gespalten werden, was somit zu einer Dauerdepolarisation des Rezeptors fiihrt. Ein
Verschluss des Rezeptorkanals erfolgt erst nach spontaner Abldsung des Succinylcholins
vom Rezeptor. Bis zu seiner Diffusion aus dem synaptischen Spalt kann sich Succinylcholin
mehrfach an den Azetylcholinrezeptor binden und die Bindungsstelle dem Azetylcholin
unzugénglich machen. Nach Diffusion von Succinylcholin aus dem synaptischen Spalt wird
es im Plasma durch die Plasma- (Pseudo-) cholinesterase temperaturabhingig in das

unwirksame Succinylmonocholin und Cholin hydrolysiert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Abbauweg von Succinylcholin

Azetylcholinesterase

0 l CH,

CHyC-O=CH;CHyN-CH,
CH,

O C,Hs
CHyC-O=CoA HO-CH;CHN=CH,
CH,

Wegen seines bislang einzigartigen Wirkprofils, der Kombination aus raschem
Wirkungseintritt mit einer kurzen Wirkdauer und damit rasch wiedereintretender
Spontanatmung, wird Succinylcholin trotz seiner teilweise gravierenden unerwiinschten
Wirkungen wie Hyperkalidmien mit konsekutivem Kreislaufstillstand auch heute noch sehr
hiufig verwendet. Solche Hyperkaliimien treten vor allem bei hochregulierten
Azetylcholinrezeptoren auf. Die Gefahr der Succinylcholinanwendung bei Intensivpatienten
wird auch von Intensivmedizinern hiufig unterschétzt. So fanden Hughes et al. 1999 in einer
Umfrage auf allen Intensivstationen des United Kingdom heraus, dass 68,7% der befragten
Intensivmediziner Succinylcholin als mdgliches Medikament zur Blitzintubation bei einem
Patienten mit Verdacht auf Intensivpolyneuropathie angaben (Hughes, 1999, S. 636). Andere
unerwiinschte Wirkungen wie Anstieg des intrakraniellen und intraokuldren Drucks sowie
postoperative Myalgien lassen sich durch die depolarisierende Wirkung, Bradykardien und

Arrhythmien durch die Wirkung an muskarinergen Azetylcholinrezeptoren erklaren.
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1.5.  Pharmakologische Variablen von Muskelrelaxanzien

Die neuromuskulire Wirkung eines Muskelrelaxans ist charakterisiert durch eine
verminderte muskuldre Antwort auf einen neuralen Reiz. Abhdngig vom jeweiligen Muskel
unterscheiden sich Muskelrelaxanzien hinsichtlich Wirkungseintritt, maximalem Effekt und
Dauer der neuromuskuldren Blockade. Die iibliche Methode, die klinische und damit
pharmakologische Antwort auf ein Muskelrelaxans zu bestimmen, ist die Durchfithrung
neuromuskulédrer Funktionstests. Um sicherzustellen, dass alle Fasern eines Nerven durch die
neuronale Reizung erfasst werden, gilt es vor Beginn einer jeder Testung die sog.
supramaximale Stimulationshohe zu bestimmen. Diese ist definiert als die Stromstérke, ab
welcher - trotz einer weiteren Zunahme derselben - die Reizantwort des Muskels nicht weiter
steigt. Die Reizantwort bei Abwesenheit eines neuromuskuldren Blocks wird mit 100%
definiert; d.h. 0% entspricht einer kompletten Paralyse. Die Wirkung eines Muskelrelaxans

ist weiterhin durch folgende Parameter charakterisiert:
T, (twitch): Die Reizantwort zu einem bestimmten Zeitpunkt x

Potenz: Die Potenz eines Muskelrelaxans wird durch die Effektivititsdosis (EDy)
beschrieben. Die EDygs ist somit die Menge an Muskelrelaxans die notig ist, um die
Reizantwort auf 95% der Ausgangsreizantwort von To = 100% zu verringern, d.h. der Muskel

gibt nur noch 5% seiner urspriinglichen Kontraktionsstirke wieder.
1.6. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Muskelrelaxanzien

Die Dauer der Wirkung eines Muskelrelaxans wird mal3geblich durch die Pharmakokinetik
beeinflusst. Darunter versteht man den Einfluss der Resorption, Verteilung, Metabolisierung
und Ausscheidung auf die Wirkung eines Medikaments. Hier sind Verdnderungen, wie z.B.

krankheitsbedingte Abweichungen in der Plasmaproteinbindung von grolem Einfluss auf die
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individuelle Wirkung von Muskelrelaxanzien. Die Pharmakodynamik hingegen ist die Lehre
iiber den Einfluss von Arzneistoffen auf den Organismus, im Sinne von Dosis-

Wirkungsbeziehungen, Wirkungsmechanismen, Nebenwirkungen und Toxikologie.
1.7.  Uberempfindlichkeiten gegentiber depolarisierenden Muskelrelaxanzien

Uberempfindlichkeit gegeniiber depolarisierenden Muskelrelaxanzien sind mehrfach
beschrieben worden. Meist handelt es sich um Patienten mit Verbrennungen (Martyn, 1986,
S. 680, Pavlin, 1988, S. 696, Ward, 1993, S. 595), Patienten nach Immobilisierung (Ibebunjo,
1997, S. 443) oder Denervierung (Hogue, 1990, S. 703) und Patienten mit Sepsis oder
systemischer Inflammation (Blobner, 1999, S. 1001, Fish, 1997, S. 1322, Kniittgen, 1999, S.
28, Tomera, 1989, S. 217). Diese Uberempfindlichkeit macht sich klinisch bemerkbar als
verkiirzte  Anschlagszeit eines Muskelrelaxans und verzogerte Erholung nach
Muskelrelaxation, im Extremfall kann es aber durch die Gabe von Succinylcholin zu
Hyperkalidmien mit therapieresistenten Herz-Kreislaufstillstinden kommen. Mehrere
pharmakokinetische und pharmakodynamische Faktoren, einschlieBlich der Mdéglichkeit der
Erhohung der Anzahl der Azetylcholinrezeptoren auf der Muskeloberfliche konnen

potentielle Erklidrungen fiir die beobachteten Uberempfindlichkeiten liefern.

14



2. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen von Immobilisation und Inflammation alleine und
in Kombination auf die Pharmakodynamik des depolarisierenden Muskelrelaxans
Succinylcholin und auf die Expression von Azetylcholinrezeptoren zu untersuchen. Durch
Kombination eines etablierten Inflammationsmodells mittels intravendser Injektion von
Corynebakterium parvum Bakterien (Cummins, 1974, S. 437, Farquhar, 1983, S. 1277), mit
einem etablierten Immobilisationsmodell, in dem ein Hinterlauf mittels Kirschner-Driahten
immobilisiert wird (Ibebunjo, 1997, S. 444), werden dabei im Latin square Studiendesign

folgende Fragen bearbeitet:

(1) der Einfluss von Immobilisation sowie von Inflammation alleine und in Kombination

auf die Expression von Azetylcholinrezeptoren und

(2) die Bedeutung der Azetylcholinrezeptoren und der Plasma-Cholinesterase filir die

Pharmakodynamik von Succinylcholin.
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3. Versuchstiere und Methoden

3.1. Versuchstiere

Nach Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern (AZ 209.1/211-2531-4/04) wurden
55 minnliche Sprague Dawley Ratten (Charles River GmbH, Kisslegg) mit einem
Ausgangsgewicht von 270 - 344 g in unseren Tierversuchsstillen angeliefert. Eine
Akklimatisierungszeit von mindestens 7 Tagen erlaubte den Tieren ein Anpassung an die
Umgebung, sowie einen mikrobiellen Abgleich mit ihrer Umgebung. Futter und Trinken
wurden den Tieren zu jeder Zeit angeboten. Mit Beginn des Versuchs wurden die Tiere

taglich gewogen.

3.2.  Tiermodell

3.2.1. Inflammationsmodell

Als Modell fiir die systemische Inflammation diente eine Injektion der Ratten mit
hitzeinaktivierten Corynebacterium parvum Bakterien. Dazu wurde 34 Ratten 21 mg einer
Suspension aus hitzeinaktivierten Corynebacterium parvum (C.p.) (Roche, Penzberg) in
einem Gesamtvolumen von 0,6 ml {iber eine Venenverweilkaniile (26G BD Vasculon™ Plus,
Becton Dickinson Infusion Therapy AB, Helsingborg, Schweden) in die Vena dorsalis penis
injiziert und mit 0,4 ml 0,9%iger Kochsalzlosung nachgespiilt. Dies induziert eine
granulomatdse Entziindung der Leber mit einem Gipfel der Erkrankung am Tag 5 und einem
ungefdhrem Krankheitsverlauf von 8 Tagen (Farquhar, 1983, S. 1278). Um eine chronische
systemische Inflammation auszuldsen erhielten die Ratten jeweils am Tag 0, 4, und 8 eine
Injektion. Die 21 Ratten der Kontrollgruppe erhielten jeweils eine Injektion von 1,0 ml
0,9%iger Kochsalzlosung (NaCl). Vor jeder Injektion wurden 0,2 ml Blut zur Bestimmung

der Met-Hiamoglobin- (Met-Hb) Konzentration iiber die Venenverweilkaniile entnommen.
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Met-Hb wird durch die Bindung des Entziindungsmediators Stickstoffmonoxid an Hb

gebildet und dient somit als indirekter Verlaufsparameter fiir die Inflammationsreaktion.

3.2.2. Immobilisationsmodell

Die beiden resultierenden Gruppen, C.p. und NaCl, wurden in zwei weitere Untergruppen
unterteilt. In der ersten Untergruppe wurde bei 30 Ratten (19 der C.p.- und 11 der NaCl-
Gruppe) je ein Hinterlauf fiir die gesamten 12 Tage immobilisiert. Hierzu wurden Knie- und
Sprunggelenk mit steril in die Knochen eingebrachten, 1,0 mm starken Kirschner-Dréhten in
einem 90°-Winkel fixiert (Immo). Die Enden kamen unterhalb des Hautniveaus zu liegen
und die Wunde mit Prolene™ 4-0, RB-1 (Ethicon™, Johnson & Johnson Intl., St-Stevens-
Woluwe, Belgium) verschlossen. Die restlichen 25 Tiere wurden schein-immobilisiert
(Sham), das heif3t, die Kirschner-Dréhte wurden direkt nach dem Einbringen wieder entfernt.
Das Operationstrauma ist somit in den beiden Gruppen Immo und Sham gleich. Auch hier
wurde die Wunde wie oben beschrieben mit einer Hautnaht verschlossen. Da sowohl an dem
Immobilisations- als auch dem Schein-Immobilisations-Bein chirurgische Mallnahmen
durchgefiihrt wurden, wurden diese Beine der Gruppen zusammenfassend als ,,operiertes
Bein* bezeichnet. Um Seitendifferenzen zu eliminieren, wurde randomisiert je bei der einen
Hiélfte das rechte, bei der anderen Hélfte das linke Bein immobilisiert, beziehungsweise
schein-immobilisiert. Das kontralaterale Bein, an dem keine chirurgischen Interventionen
durchgefiihrt wurden, wurde als ,nicht operiertes Bein“ bezeichnet und diente zur

Beobachtung systemischer Effekte der Interventionen.
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3.3.  Studienprotokoll

Durch Kombination der beiden Modelle Inflammation und Immobilisation entstanden

insgesamt vier verschiedene Gruppen (Abbildung 3):

Abbildung 3: Ubersicht iiber die verschiedenen Gruppen

NaCl Injektion (Tag 0, 4,%
Sham-Immobilisation (Tag:(%
C.p. Injektion (Tag 0, 4, 8)>

NaCl Injektion (Tag 0,

—» NaCl & Sham

—» C.p. & Sham

—» NaCl & Immo

Neuromuskulire
Funktionstests (Tag 12)

C.p. Injektion (Tag 0, 4, 8)

—» C.p. & Immo

12 Tage nach der ersten C.p.-Injektion und der Immobilisation wurden die verbliebenen
Kirschner-Drédhte entfernt und die Pharmakodynamik von Succinylcholin am Muskulus
tibialis cranialis mechanomyographisch bestimmt. Am Ende des Versuchs wurden die Tiere

durch Blutentnahme getotet.

Die in vivo Parameter, welche am jeweiligen Versuchstag gemessen wurden, beinhalteten die
Pharmakodynamik von Succinylcholin sowie Plasmaspiegel von a;-saurem Glykoprotein
(a;-AGP) und Plasma-Cholinesterase (PChE) sowie die Konzentration von Met-Hb im
Vollblut. In vitro wurde die Expression der Azetylcholinrezeptoren auf dem Muskulus

tibialis cranialis bestimmt.

12 Tiere verstarben nach C.p.-Injektionen und bei 3 Tieren war die Immobilisation
insuffizient. Weitere Ausschlusskriterien waren ein Gewichtsverlust groler 30% und nicht

korrigierbare metabolische, respiratorische oder kardiovaskuldre Probleme am OP-Tag. Bei
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den verbleibenden 40 Tiere konnte der Versuch erfolgreich beendet werden, so dass die

individuelle Gruppengrofle n=10 betrug.

3.4. Anasthesie zum Versuch

Fiir die Immobilisation und die C.p.-Injektionen wurde die Narkose in einer Plexiglas-
Kammer mit Sevofluran eingeleitet. Nach dem Bewusstseinsverlust wurden die Tiere mit der
Schnauze in eine Kopfkammer gesteckt. Die Narkose wurde bei den spontan atmenden
Ratten mit einem kontinuierlichen Fluss von 4 — 5 Vol.% Sevofluran in reinem Sauerstoff
durch die Koptkammer im Stadium der chirurgischen Toleranz aufrechterhalten. Nach der
Injektion bzw. Instrumentierung wurde die Sevofluran-Zufuhr beendet und die Tiere
erhielten bis zum Erwachen reinen Sauerstoff zugefiihrt. Am Tag 12 wurde die Narkose zur
neuromuskuldren Messung wie zuvor in der Plexiglas-Kammer mit Sevofluran eingeleitet.
Nach dem Bewusstseinsverlust wurden die Tiere jedoch endotracheal intubiert und bei einem
inspiratorischen Sauerstoffanteil (FiO,) von 0,4 volumenkontrolliert ventiliert (Small Animal
Ventilator, Harvard Apparatus, Nattick, USA). Als Tubus diente eine 1i.v.
Venenverweilkaniile (14-16 G, BD Venflon™ Pro, Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden). Die Narkose wurde mit 4 — 6 Vol.% Sevofluran aufrechterhalten. Anfangs wurde
ein Atemzugvolumen von 10 ml/kg Korpergewicht bei einer Atemfrequenz von 60/min
gewdhlt. Sobald arterielle Blutgase analysiert werden konnten, wurde das
Atemminutenvolumen so gewéhlt, dass sich der arterielle Kohlendioxidpartialdruck (P,CO;)
zwischen 35 und 45 mmHg befand. Die Narkose wurde nach Kaniilierung der V. jugularis
externa auf eine totale intravendse Anidsthesie mit 12 — 24 mg/h Propofol 2% (Fresenius
Kabi, Bad Homburg) und 4 — 16 pg/h Fentanyl (Janssen-Cilag GmbH, Neuss) umgestellt.

Um einen inhibierenden Einfluss von Sevofluran auf die Azetylcholinrezeptoren
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auszuschlieBen, erfolgten die neuromuskuldren Funktionstests frithestens eine Stunde nach
Beginn der intravendsen Anésthesie. Die Narkosetiefe wurde anhand kardiovaskuldrer Werte

beurteilt und bei Bedarf angepasst.

3.5.  Instrumentierung

Nach der Intubation wurden die Ratten auf dem Riicken gelagert. Die rechte Vena jugularis
externa wurde freiprépariert und mit 2 Polyethylen — Kathetern (Dispomedica, Hamburg)
kaniiliert. Uber einen Katheter wurden die intravendsen Narkosemittel Propofol und Fentanyl
kontinuierlich infundiert, der zweite Katheter diente als Injektionsmoglichkeit fiir Glucose,
Natriumbikarbonat und Succinylcholin. Uber einen weiteren Polyethylen — Katheter in der
rechten Arteria carotis wurde der Blutdruck kontinuierlich invasiv gemessen. Ebenso dient
dieser als Entnahmestelle fiir arterielles Blut zur Blutgasanalyse. Die neuromuskulére
Funktion wurde mit evozierter Mechanomyographie (Myograph, Biometer, Kopenhagen,
Dénemark) gemessen. Beide Nervi ischiadici wurden so weit proximal als moglich
freiprapariert und mit Reizelektroden versehen. Durch die Femurkondylen wurde beidseits
ein 1,0 mm Kirschnerdraht gebohrt, der iiber eine hufeisenformige Apparatur nach kranial
fixiert wurde. Die Sehnen der Mm. tibiales craniales wurden freiprdpariert, iiber das
Retinaculum subluxiert und mit Hilfe von 2-0 Mersilene™ Fiden (Ethicon™,Johnson &
Johnson Intl., St-Stevens-Woluwe, Belgien) nach kaudal an den Kraftaufnehmer des
Mechanomyographen befestigt. Fixiertes Knie, Muskulus tibialis cranialis und

Kraftaufnehmer bildeten somit eine Gerade (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Versuchsaufbau am Tag 12

3.6.  Monitoring

Um stabile hdmodynamische Verhidltnisse wihrend des gesamten Versuchsablaufs zu
garantieren, wurde die Herzfrequenz mittels subkutaner EKG Elektroden kontinuierlich
kontrolliert und der mittlere arterielle Druck zwischen 75 und 150 mmHg konstant gehalten..
Die rektale Temperatur wurde unter zu Hilfenahme einer Heizlampe zwischen 36,8 und 37,2
°C konstant gehalten. Ein stabiler Gasaustausch wurde durch konstante arterielle
Sauerstoffpartialdriicke (PaO,) > 90mmHg, P,CO; innerhalb eines Intervall von 35 und 45
mmHg, pH zwischen 7,36 und 7,44 sowie einem Baseniiberschuss zwischen —4 und +4

gewihrleistet. Falls notig, wurden Abweichungen in pH, P,CO, oder Baseniiberschuss durch
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Anpassung des Atemminutenvolumens und/oder mit 8,4% Natriumbikarbonat behandelt. Der

Blutzucker wurde iiber 75 mg/dl gehalten.
3.7.  Versuchsablauf

Nach Abschluss der Priparation und Umstellung der Narkose von Sevofluran auf
Propofol/Fentanyl wurde den Tieren eine Stabilisierungsperiode von einer Stunde ab Beginn
der intravendsen Narkose gewidhrt. Dadurch schlossen wir einen direkten Einfluss des
Sevofluran auf die neuromuskulire Ubertragung aus. Nach der Stabilisierungsphase wurden
die hdmodynamischen Parameter und arteriellen Blutgaswerte kontrolliert, bei Bedarf
korrigiert und dokumentiert. Danach begann die neuromuskuldre Stimulation. Der Nervus
ischiadicus wurde mit Einzelreizen (1 Hz, 2 msec) stimuliert und die Kontraktionsantwort
des Muskulus tibialis cranialis mittels eines Schreibers auf skaliertem Papier dokumentiert.
Die supramaximale Stimulationsstirke und die Ausgangs-Kontraktionsamplitude wurden
bestimmt. Die Muskelkontraktionen wurde iiber einen Zeitraum von 10 Min aufgezeichnet.
Im Anschluss wurde fiir jede Ratte die individuelle Dosis-Wirkungskurve fiir Succinylcholin

mit Hilfe der kumulativen Dosis-Wirkungsmethode bestimmt (Ward, 1993, S. 350):

Einzeldosen von je 50 pg Succinylcholin wurden den Ratten intravends injiziert. Die jeweils
folgende Dosis wurde erst verabreicht, wenn die maximale Wirkung der vorangegangenen
Dosis  erreicht war, erkennbar an 3  aufeinanderfolgenden gleich  hohen
Kontraktionsantworten. Die FEinzeldosen wurden nacheinander injiziert, bis keine
Kontraktion mehr nachweisbar war. Dies entspricht einer vollstindigen neuromuskuldren
Blockade. Dieses Ziel wurde mit 3 - 5 Einzeldosen von Succinylcholin erreicht (Abbildung
5). Arterielle Blutgase, Serumelektrolyte und hdmodynamische Parameter wurden vor der
ersten und direkt nach der letzten Succinylcholin-Injektion erfasst. Nach vollstdndiger

Erholung von der neuromuskuldren Blockade wurden die Tiere in Narkose durch Entbluten
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getotet. Das Blut wurde in EDTA-R6hrchen abgenommen, circa 1 ml fiir das Blutbild im
Kiihlschrank konserviert und der Rest in 2 ml Eppendorf-Gefille aliquotiert. AnschlieBend
wurde das Blut bei 4°C mit 3,500 Umdrehungen pro min fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das
Plasma wurde abpipettiert und fiir die spiteren Analysen von o;-AGP und PChE-
Plasmaspiegeln bei —80°C tiefgefroren. Darauffolgend wurden beide Mm. tibiales craniales
freiprépariert, entnommen, sofort auf Trockeneis tiefgefroren und bei —80°C gelagert. Das
Blutbild wurde nach Versuchsende automatisiert bestimmt (Cellcounter System 9000, Serono

Baker Diagnostic Inc., Allentown, Pennsylvania, USA).

Abbildung 5: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Messungen zur
Pharmakodynamik von Succinylcholin

Bolusinjektion von Succinylcholin
zur Bestimmung der
individuellen Effektivitatsdosis
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3.8.  Laborchemische Analysen

3.8.1. Met-Hamoglobin

Nach Injektion von hitzeinaktivierten Corynebacterium parvum Bakterien exprimieren in
erster Linie Makrophagen die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (Rees, 1995, S. 691).
Diese generiert das Radikal Stickstoffmonoxid. Durch die hohe Reaktivitidt und Instabilitét
von Stickstoffmonoxid ist der direkte Nachweis der erhohten Spiegel aufwendig und kann
nur fir einen definierten Augenblick gelingen. Stickstoffmonoxid oxidiert jedoch
Héamoglobin zu Methdmoglobin. Deshalb wurde zur individuellen Verlaufskontrolle der
Inflammationsreaktion in diesem Versuch die vendse Methdmoglobin-Konzentration im
Vollblut durch eine automatisierte Blutgasanalyse (Rapidlab™ 860, Bayer Diagnostics,

Fernwald) an den Tagen 0, 4, 8, und 12 bestimmt.

3.8.2. ay-saures Glykoprotein

Zur Bestimmung der o;-AGP Spiegel wurde ein Chemilumineszenz Immunoassay benutzt
(Metzger, 2001, S. 514). Der Assay basiert auf einem Antigen Capture Assay mit

biotinyliertem Ratten-o;-AGP als Tracer.

3.8.3. Plasmacholinesterase

Die Plasmacholinesterase ist verantwortlich fiir den Abbau von Succinylcholin im Plasma.
Der grofite Teil des injizierten Succinylcholins wird auf diesem Weg bereits vor Erreichen
des synaptischen Spalts in unwirksames Succinylmonocholin und Cholin umgewandelt. Zum
Ausschluss einer Verminderung des Plasmacholinesterase-Spiegels als Ursache einer

verdnderten Pharmakodynamik von Succinylcholin wurde der Plasmacholinesterase-Spiegel
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mit einem automatisierten Standardverfahren im Institut fir klinische Chemie und

Pathobiochemie des Klinikums rechts der Isar bestimmt.
3.9.  Azetylcholinrezeptor Assay

Die Oberflichenexpression der Azetylcholinrezeptoren wurde mittels '*’I-a-Bungarotoxin
(‘I-aBTX) Bindung quantifiziert (Ibebunjo, 1999, S. 277). aBTX (Molekulargewicht
[MW] = 8000), ein Extrakt aus dem Kobragift, ist ein spezifischer Ligand des
Azetylcholinrezeptors, der irreversibel an den Rezeptor bindet. Durch Konjugation des a-

125
I

BTX mit einem geeigneten Marker, wie z.B. , lasst sich die Menge der

Azetylcholinrezeptoren indirekt iiber die Messung der y-Emission quantifizieren.

Die gefrorenen Tibialis cranialis Muskeln wurden auf Eis getaut und bei 4°C in einem 0,01
M Kaliumphosphatpuffer homogenisiert (pH 7,4, versetzt mit den Proteaseinhibitoren EDTA
[ImM], Phenylmethylsulfonylfluorid [0,1M], Benzamidinhydrochlorid [2mM], 0,5 mg/ml
Bacitracin und dem bakteriziden Wirkstoff Natriumazid [0,02%]). Das Homogenat wurde
mit 20.000-facher Erdanziehungskraft bei 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und verworfen. Die durch das Zentrifugen entstandenen Prézipitate wurden
erneut in dem Kaliumphosphatpuffer suspendiert. Zusétzlich enthielt der Puffer bei diesem
Schritt 2% (v/v) Triton X-100 - einem Detergens mit der Eigenschaft Membranproteine,
unter anderem den Azetylcholinrezeptor, aus der Zellmembran zu l6sen (alle Chemikalien
von Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA). Die Suspension wurde iiber Nacht bei 4°C auf
einer Rotationsplattform inkubiert. Am nédchsten Tag wurde die Suspension mit 20.000-
facher Erdanziehungskraft bei 4°C fiir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand mit dem geldsten
Azetylcholinrezeptor wurde abpipettiert. Der Proteingehalt der Proben wurde mit dem Bio-

Rad Detergent Compatible (DC) Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
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USA) bestimmt. Die '*I-aBTX Bindung an die geldsten Azetylcholinrezeptoren wurde in
einem dreifach Ansatz aus dem Extrakt analysiert. In drei Reagenzgldsern wurden je 100 pl
Muskelextrakt mit 2.5 nM 'I-aBTX (spezifische Aktivitit ~ 16,8 pCi/ng, NEN, Boston
MA) bei Zimmertemperatur fiir 90 Min inkubiert. Uberschiissiges, nicht gebundenes '*I-
aBTX wurde von '*I-aBTX-Azetylcholinrezeptor-Komplexen mittels Vakuumfiltration
durch Whatman GF/B Glasfaserfilter (getrinkt in 10%iger Polyethylenimin Ldsung)

125

getrennt. Um Bindung von “I-aBTX an Proteinen ausserhalb des Azetylcholinrezeptors zu

bestimmen, musste die sogenannte ,,unspezifische Bindung* zusitzlich bestimmt werden.
Dies wurde ebenfalls in einem 3-fach Ansatzes durchgefiihrt. Vor der Inkubation mit '*I-
oBTX wurden je 100ul Muskelextrakt mit nicht-radioaktivem a-BTX versetzt. Das nicht
radioaktiv markierte BTX bindet an Azetylcholinrezeptor ohne dabei spéter ein radioaktives
Signal abzugeben. Die erst nachtriglich hinzugefiigte radioaktive '*I-aBTX Losung bindet
somit nur an nicht Azetylcholin spezifische (=unspezifische) Bindungsstellen. Die
Radioaktivitit der Proben wurde in einem Gammazihler in counts pro Minute (cpm)
gemessen. Aus den einzelnen cpm wurde der Mittelwert der jeweiligen 3-fach Ansétze
(spezifische und unspezifische) berechnet. Die Menge der Azetylcholinrezeptoren wurde aus

dem Molekulargewicht, der spezifischen Aktivitit des '*’I-aBTX und den cpm an Hand

folgender Schritte berechnet:

Gleichung 1: Molare Konzentration von **1-aBTX

Gesamtaktivitét [uCi]
(Spezifische Aktivitit [uCi/ug] x (MW = 8000) x 10°)

Konzentration '*I-aBTX [M] =

Gleichung 2: Korrektur fir den Radioaktiven Zerfall

Gesamtaktivitéit [uCi] x Zerfallsfaktor (aus Tabelle) = Gesamtaktivitéatzeqray [UCi]
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Gleichung 3: Berechnung des DPM (decay =Zerfall pro min) — Aquivalents:

Gleichung 1
(Gleichung 2 x 2,22 x 10%) x 107"

DPM Aquivalent =

Anmerkungen: 1 uCi=2,22 x 10°

Division mit 10" konvertiert das Ergebnis von mol zu fmol
Gleichung 4: Konzentration der Azetylcholinrezeptoren in 100 pl Muskelextrakt
cpm x Gleichung 3 = Azetylcholinrezeptoren [fmol / 100u] Extrakt]

Gleichung 5: Expression des Azetylcholinrezeptors

Azetylcholinrezeptor-Expression Gleichung 4 % 10

[fmol/mg Protein] - Proteinkonzentration [mg/100ul]

3.10. Statistik

Die individuellen Succinylcholineffektivititsdosen um eine 5%, 50%, respektive 95%

neuromuskuldre Blockade zu erzielen (EDs, EDsy, und EDgs) wurden anhand der jeweiligen

kumulativen Dosis-Wirkungsbeziehung berechnet. Dies geschah durch Interpolation der

linearen Regression der prozentuale Blockade in logit und dem Logarithmus der jeweiligen

kumulativen Succinylcholindosis.

Alle Ergebnisse werden als Mittelwert = Standardabweichung présentiert. Die statistische

Auswertung wurde mit einer faktoriellen ANOVA durchgefiihrt. Statistische Signifikanz

wurde bei einem p<0,05 angenommen.
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4, Ergebnisse
4.1. Inflammationsparameter

12 Tiere starben aufgrund der systemischen Inflammation nach den C.p.-Injektionen. Nach
Induktion einer systemischen Inflammation durch Injektion von Corynebacterium parvum
verloren die Ratten ab Tag 4 signifikant an Gewicht verglichen mit den NaCl-Tieren.
Immobilisierte Tiere unterschieden sich im Korpergewicht nicht signifikant von den Werten
der entsprechenden sham-immobilisierten Tiere (Abbildung 6). Met-Hb-Konzentrationen
waren in den C.p.-Gruppen ab Tag 4 signifikant erhoht und erreichten zwischen Tag 8 und
Tag 12 ihr Maximum (Tabelle 1a). a;-AGP Spiegel am Tag 12 waren in beiden C.p.-
Gruppen signifikant erhoht, die Erythrozyten- und Thrombozytenzahl zu diesem Zeitpunkt

signifikant niedriger als in der NaCl-Gruppe (Tabelle 1b).
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Abbildung 6: Verlauf des Korpergewichts

—#—NaCl & Sham - - -NaCl & Immo —®—C.p. & Sham - - - C.p. & Immo

3507

Korpergewicht [g]

2507 I
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
! T o !
Immobilisation C.p.- oder C.p.- oder Neuromuskulare
oder Sham NaCl- NaCl- Funktionstests
& C.p.- oder Injektion Injektion

NaCl-Injektion

* p<0,05 versus entsprechende NaCl-Gruppe
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Tabelle 1a: Verlauf der Met-Hb Konzentration

Met-Hb Tag 0 Met-Hb Tag 4 Met-Hb Tag 8 Met-Hb Tag 12
[%0] [%0] [%0] [%0]
NaCl & Sham 0,32 + 0,15 0,29 + 0,04 0,30 + 0,08 0,28 + 0,07
NaCl & Immo 0,25 + 0,07 040 + 0,27 0,21 = 0,14 0,16 = 0,15
C.p. & Sham 0,29 + 0,03 339 £+ 2,08* 894 + 445* 855 £+ 433*
Cp.&Immo 028 + 005 246 + 1,58* 329 + 142* 920 + 836*
* p<0,05 versus NaCl & Sham
Tabelle 1b: Systemische Entziindungszeichen am Tag 12
o-AGP Leukozyten Thrombozyten Erythrozyten
[mg/ml] [*1000/mm®]  [*1000/mm°®  [*1000000/mm?]
NaCl & Sham  0,25+0,16  7,29+3,16 755+ 152 6,74+ 0,86
NaCl & Immo 0,26+0,24  7,48+3,51 822 +220 6,10+ 0,90
C.p. & Sham 1,60+048 * 5,83+1,94 355+92 % 4,52 +0,89*
C.p. & Immo 1,69+049* 7,76+2,83 491 £ 287 * 4,34 +0,68*

* p<0,05 versus NaCl & Sham
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4.2.  Immobilisationsparameter

3 Tiere wurden aus dem Versuch genommen, da die Immobilisation insuffizient war. Die
Muskelgewichte des M. tibialis cranialis und des M. gastrocnemius des operierten Beins
waren am Tag 12 in beiden immobilisierten Gruppen, sowie in der sham-immobilisierten
C.p.-Gruppe signifikant erniedrigt. Am nicht operierten Bein kam es nur nach Inflammation
zu einer signifikanten Abnahme des Muskelgewichts, wihrend fiir die Immobilisation hier

kein systemischer Effekt nachweisbar war (Tabelle 2).

Tabelle 2: Muskelgewichte

M. tibialis cranialis [g] M. gastrocnemius [g]
Gruppe
Operiertes Bein  Nicht operiertes Operiertes Bein  Nicht operiertes
Bein Bein
NaCl & Sham 0,61 £0,06 0,66 + 0,06 1,54+0,15 1,76 + 0,19
NaCl & Immo 0,38 +0,05 * 0,65 £+ 0,05 0,98 +0,20 * 1,65+0,10
C.p. & Sham 0,40+0,06 * 0,52+0,06 * 1,04+0,10 * 1,26 £0,13 *
Cp.&Immo 030+0,03* 0,46 +0,07 * 0,86+0,10 * 1,26 £0,16 *

*p < 0,05 versus NaCl & Sham
4.3. Modellstabilitat

Die hdmodynamischen Parameter wurden wéhrend des gesamten Versuchs in jeder Ratte
stabil gehalten. Die Werte unterschieden sich in den verschiedenen Gruppen nicht signifikant
voneinander und werden deshalb als Mittelwerte und entsprechende Standardabweichungen
aller Gruppen dargestellt. Unmittelbar vor der Succinylcholininjektion war der mittlere
arterielle Druck 111 £ 12 mmHg, die Herzfrequenz 392 + 27 /min, der arterielle pH-Wert
7,39 £ 0,04, der Baseniiberschuss - 0,9 + 2,3 mM und die Korpertemperatur betrug 37,1 £ 0,2

°C. Direkt nach Injektion von Succinylcholin war der mittlere arterielle Druck 116 = 15
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mmHg, die Herzfrequenz 390 = 37 /min, der arterielle pH Wert 7,35 £ 0,04, der

Baseniiberschuss — 0,9 £ 5,1 mM und die Kdrpertemperatur lag bei 37,0 £ 0,2 °C.

4.4.  Succinylcholin-Pharmakodynamik und Azetylcholinrezeptor-Expression

Die EDs-, EDsp- und EDgs- Werte fiir Succinylcholin waren am operierten Bein von den
immobilisierten Ratten im Vergleich mit den NaCl-Sham-Tieren signifikant verringert
(Abbildung 7 und Tabelle 3a). Am nicht operierten Bein gab es keine signifikanten
Unterschiede der Effektivititsdosen (Tabelle 3b). Interessanterweise induzierte
Succinylcholin signifikante muskuldre Kontraktionen (Abbildung 8a) in den operierten
Beinen beider immobilisierten, sowie der sham-immobilisierten C.p.-Gruppe. Diese
Kontraktionen waren am nicht operierten Bein nicht nachweisbar (Abbildung 8b). Die
Plasmacholinesterase war in allen vier Gruppen erniedrigt ohne signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen (Tabelle 3a). Am operierten Bein der Ratten mit Immobilisation,
Inflammation, und der Kombination beider Schiadigungen kam es zu einer signifikanten
Hochregulation der Azetylcholinrezeptoren im M. tibialis cranialis. Ebenso waren die
Azetylcholinrezeptoren beider C.p.-Gruppen am nicht operierten Bein verglichen mit den
jeweiligen NaCl-Gruppen signifikant hochreguliert (Abbildung 9). Das Serumkalium stieg

um 0,2 £ 0,4 mmol/l an, ohne signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.
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neuromuskulare Blockade [%6]

Abbildung 7: Dosis-Wirkungs-Kurve von Succinylcholin am operierten Bein

(Querbalken zeigen das jeweilige 95 % Konfidenzintervall
bei 50 % neuromuskulédrer Blockade)

operiertes Bein

100

NaCl & Sham

C.p. & Sham

NaCl & Immo

memmn Cp. & Immo

0 0,2 0.4
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* p<0,05 versus entsprechende Sham-Gruppe

33

0,6



Tabelle 3a: Effektivitdtsdosen von Succinylcholin am operierten Bein

und Plasmacholinesterase-Spiegel

Gruppe EDs[mg/kg]  EDso [mg/kg] EDgs [mg/kg] PChE [IU]

NaCl & Sham 0,10+ 0,06 0,29+0,18 0,88 + 0,64 113 +28
NaCl & Immo 0,05+0,02* 0,13+£0,04 * 0,34+0,15*  122+30
C.p. & Sham 0,07 +£0,03 0,18 +0,05 0,47+0,22 120+ 15
C.p. & Immo 0,06+0,01 * 0,14+0,04 * 0,36+0,18 *  117+32

* p<0,05 versus entsprechende Sham-Gruppe

Tabelle 3b: Effektivitidtsdosen von Succinylcholin am nicht operierten Bein

Gruppe EDs[mg/kg]  EDso [mg/kg]  EDgs [mg/kg]

NaCl & Sham 0,09 +0,06 0,25+0,17 0,69 +0,53
NaCl & Immo 0,07 +0,02 0,18 +0,07 0,51+0,35
C.p. & Sham 0,09+0,05 0,22+0,12 0,66 = 0,47
C.p. & Immo 0,10+0,05 0,20+0,07 0,43+0,13
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Abbildung 8a: Succinylcholin-induzierte Kontraktionen

i [ F: £
r=] [ = =
[{any i1l an
..... o mad ) o = = ‘——-— .
E E 2) 2 21| operiertes Bein
o o o S S
(D) (] O (&} (&)
] D D =) >
%) @) @) %) )
st i g S
iG] TSR s = S| hicht operiertes
el ERREREATYS] (HARRGRNNIRNRANRRARL :
e uli) AL, 'Fﬂ LL i Bein

Mechanomyographie nach 12 Tagen Immobilisation und Inflammation: die obere Spur zeigt
das operierte, die untere das nicht operierte Bein der selben Ratte. Die Pfeile markieren die
Succinylcholin-induzierten Kontraktionen (1mm entspricht 0,048 N)

Abbildung 8b: Succinylcholin-induzierte Kontraktionen
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Abbildung 9: Expression der Azetylcholinrezeptoren
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5. Diskussion

In dieser Studie konnten wir zeigen, dass sowohl eine Immobilisation als auch eine
systemische Inflammation zu einer Hochregulierung muskulédrer Azetylcholinrezeptoren
fiihrt. Am chirurgisch vorbehandelten Bein wirkte sich diese Hochregulation in einer
erhohten Sensibilitdt gegeniiber Succinylcholin aus, wihrend die inflammationsbedingte
Hochregulation der Azetylcholinrezeptoren am nicht operierten Bein zu keiner verdnderten
Succinylcholin-Pharmakodynamik fiihrte. Interessanterweise bewirkte Succinylcholin aber
am operierten Bein beider C.p.-Gruppen, sowie in der immobilisierten NaCl-Gruppe
signifikante muskuldre Kontraktionen. Hyperkalidme Reaktionen blieben in diesem Modell

in allen Gruppen aus.

Eine Hochregulation von Azetylcholinrezeptoren ist bisher nachgewiesen bei Lisionen des
oberen (Brett, 1987, S. 838) oder unteren (Hogue, 1990, S. 706) Motoneurons,
Verbrennungen (Kim, 1988, S. 1748), lingerdauernder Applikation von Muskelrelaxanzien
(Hogue, 1992, S. 1329) und Immobilisation (Pestronk, 1976, S. 352). Die Hochregulation der
Azetylcholinrezeptoren konnte in unserem Modell ebenfalls bestitigt werden. Klinisch
gesehen fiihrt diese Hochregulierung zu einer Hyposensitivitit gegeniiber nicht-
depolarisierenden, sowie zu einer Hypersensitivitit gegeniiber depolarisierenden
Muskelrelaxanzien, das heisst Succinylcholin. Letzteres kann schlieBlich zu einem schwer zu
therapierenden, hyperkalidmen Kreislaufstillstand nach einer Succinylcholininjektion fiihren
(Gronert, 1975, S. 91, Yanez, 1996, S. 389), zumindest wenn groflere Muskelgruppen

betroffen sind.

Es gibt betrachtliche Kontroversen iiber den Ausloser erhohter Azetylcholinrezeptoren bei
Patienten nach ldngerer Intensivtherapie, SIRS sowie schwerer Infektion. Das Hauptproblem

ist, dass eine Sepsis oder ein SIRS fast immer mit einer Ganzkorper-, zumindest aber mit

37



einer Teilimmobilisation der Patienten auf der Intensivstation verbunden ist. Durch diese
Koinzidenz wird bei Patienten eine Differenzierung zwischen den beiden hauptsichlich in
Betracht kommenden Auslosern einer Hochregulation - Immobilisation und Inflammation -
nahezu unmoglich. In einigen Fallberichten wird die systemische Inflammation als
Hauptursache fiir Succinylcholinhypersensitivitit mit konsekutivem hyperkalidmen
Kreislaufstillstand postuliert (Baur, 1976, S. 6, Khan, 1983, S. 329), ein endgiiltiger
Nachweis dafiir steht jedoch noch aus. In einer vorausgegangenen Studie fanden Fink et al.
jedoch nach einem durch einmalige C.p.-Injektion hervorgerufenen SIRS keine Erh6hung der
Azetylcholinrezeptoren (Fink, 2003, S. 85). Bei unserem Modell einer chronisch
systemischen Inflammation nahmen dagegen am nicht operierten Bein in beiden C.p.-
Gruppen verglichen mit den entsprechenden NaCl-Gruppen die Azetylcholinrezeptoren
signifikant zu, was als systemischer Effekt der Inflammation auf die Azetylcholinrezeptor-
Regulation gewertet werden kann. Da die Pharmakodynamik von Succinylcholin hiervon
jedoch unbeeinflusst blieb, handelt es sich vermutlich um einen subklinischen Effekt. Am
operierten Bein hatte die Inflammation bei immobilisierten Tieren verglichen mit der
entsprechenden NaCl-Gruppe keinen additiven Effekt in Bezug auf die Rezeptoranzahl. Bei
sham-immobilisierten Muskeln kam es nach der Inflammation hingegen zu einer
signifikanten Azetylcholinrezeptoren-Hochregulierung sowie zu Succinylcholin-induzierten
Kontraktionen. Die Effektivitdtsdosen von Succinylcholin waren am operierten Bein der
C.p.-Tiere verglichen mit den entsprechenden NaCl-Tieren nicht signifikant verringert. Diese
Ergebnisse zeigen, dass eine chronisch systemische Inflammation in Kombination mit einer
geringfiigigen, normalerweise irrelevanten Schiddigung wie der Sham-Immobilisierung
durchaus zu einer klinisch apparenten Zunahme der Azetylcholinrezeptoren fithren kann.

Inflammation ist somit sicher ein wichtiger Modulator der vermehrten Azetylcholinrezeptor-
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Expression und kann auch eigenstindig die Hochregulierung auslésen. Ob es jedoch nach
alleiniger Inflammation zu einer klinisch relevanten Erh6hung der Rezeptoranzahl kommen

kann, muss Gegenstand weiterer Untersuchungen bleiben.

Im Gegensatz hierzu fiihrt die Immobilisation eines Hinterlaufs zu signifikant reduzierten

Effektivitdtsdosen sowie signifikant erhohten Azetylcholinrezeptoren.

Systemische Auswirkungen der Immobilisation, die sich am nicht operierten Bein
widerspiegeln wiirden, konnten wir nicht nachweisen. Interessanterweise 16ste die Gabe von
Succinylcholin signifikante muskuldre Kontraktionen am operierten Bein beider
immobilisierten Gruppen, sowie der schein-immobilisierten C.p.-Gruppe aus. Diese
Kontraktionen konnten am nicht operierten Bein nicht beobachtet werden. Solche
muskuldren Kontraktionen nach Anwendung von Succinylcholin wurden erstmals in den
spaten 70er Jahren an einer Gruppe junger Manner nach traumatischer Nervenldsion an einer
Extremitit beobachtet (Baraka, 1978, S. 195, Lee, 1977, S. 475). Da diese Kontraktionen
auch nach kompletter Blockade der neuromuskuldren Endplatte - im Versuch durch das
Verschwinden der muskuldren Antwort auf die elektrische Stimulation des N. ischiadicus
erkennbar — durch weitere Succinylcholin-Boli hervorgerufen werden konnten, sind
prasynaptische und synaptische Mechanismen sehr unwahrscheinlich. Mdgliche
postsynaptische Mechanismen sind unter anderem Verdnderungen der Rezeptoraffinitit
beziehungsweise der intrinsischen Aktivitdit von Succinylcholin, oder aber eine relevante
Hochregulation extrajunktionaler Azetylcholinrezeptoren. Yost et al. konnten in der Affinitét
von Succinylcholin zur Bindungsstelle keinen Unterschied zwischen juvenilen und adulten
Rezeptor-Subtypen feststellen, Succinylcholin zeigte aber an den juvenilen Subtypen eine
verringerte intrinsische Aktivitdt (Yost, 1997, S. 45). Im Unterschied zu den Faszikulationen

des gesunden Muskels nach Succinylcholininjektion lassen sich die Succinylcholin-
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induzierten Kontraktionen dadurch erkldren, dass die nach Immobilisation auftretende
vermehrte Expression und die ubiquitire Verteilung der Azetylcholinrezeptoren auf der
gesammten Zelloberfliche (Suliman, 1997, S. 2822) zu einer erhOhten relativen
Bindungswahrscheinlichkeit von Succinylcholin fithrt. Dadurch kommt es in einem zeitlich
engeren  Abstand zur  Erregung  mehrerer  Muskelfasern.  Die  einzelnen
Muskelaktionspotentiale verschmelzen somit zu den von uns beobachteten Succinylcholin-
induzierten Kontraktionen. Durch die extrajunktionale Verteilung der Rezeptoren konnen
diese Kontraktionen auch bei einer vollstindig blockierten neuromuskuldren Endplatte

ausgelost werden.

Hochregulierte Azetylcholinrezeptoren erkldren auch die nach Succinylcholininjektion
auftretenden hyperkalidmen Reaktionen. In unserer Studie blieb eine hyperkaliime Reaktion
nach Succinylcholin allerdings in allen Gruppen aus. Hierfiir gibt es mindestens vier
mogliche Ursachen: Die wichtigste ist unserer Meinung nach der geringere Anteil der
betroffenen Muskulatur. In diesem Modell wurde lediglich ein Hinterlauf immobilisiert. Das
Ausmass der Hyperkalidmie ist aber unter anderem von der betroffenen Muskelmasse
abhédngig. Ein weiterer moglicher Grund ist, dass in diesem Versuch das Succinylcholin auf
mehrere Boli verteilt nach Wirkung titriert und nicht wie im klinischen Gebrauch iiblich als
iiber das Korpergewicht errechnete Einmaldosis appliziert wurde. Das Spiilen der
Infusionsleitung mit 0,4 ml einer 0,9% NaCl-Losung nach jedem Bolus hat durch den
Verdiinnungseffekt in diesem Experiment die Erhohung des Serum-Kaliums weiter
minimiert. Zuletzt bleibt noch zu erwihnen, dass das Blut zur Bestimmung des Serum-
Kaliums direkt nach Gabe des letzten Succinylcholin-Bolus abgenommen wurde.

In anderen Studien sahen Yanez et al. den maximalen Kaliumwert erst nach 5 Minuten
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(Yanez, 1996, S. 387), sodass die von uns gemessenen Serumkaliumspiegel eventuell nicht

die Maximalspiegel repriasentieren.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine chronisch systemische Inflammation alleine
eine Hochregulation von Azetylcholinrezeptoren auslosen kann. Diese Hochregulation wird
jedoch pharmakodynamisch erst apparent, wenn eine weitere Schidigung, wie z.B. Sham-
Immobilisation, hinzukommt. Die immobilisationsbedingte = Hochregulation der
Azetylcholinrezeptoren ist in unserem Modell der Hauptfaktor fiir eine verdnderte

Pharmakodynamik von Succinylcholin.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund: Wihrend bei immobilisierten Patienten die Succinylcholingabe wegen
moglicher Hyperkalidmien kontraindiziert ist, wird bei systemischer Inflammation die
Anwendung kontrovers diskutiert. Ziel dieser Studie ist, bei Ratten die Auswirkungen von
Immobilisation und Inflammation isoliert oder in Kombination auf die Pharmakodynamik
von Succinylcholin und die Expression von muskuldren Azetylcholinrezeptoren zu

untersuchen.

Methoden: Nach Zustimmung der Tierschutzkommission erhielten 55 méannliche CD Ratten
entweder Corynebakterium parvum (C.p.) oder Kochsalzlosung (NaCl) am Tag 0, 4, und 8
1.v. injiziert. Beide Gruppen wurden weiter unterteilt: eine Subgruppe erhielt einen Hinterlauf
(operiertes Bein) mittels Spickdrdhten immobilisiert (Immo), in der zweiten Subgruppe
wurde der Spickdraht direkt nach dem Einbringen wieder entfernt (Sham). Das jeweilige
kontralaterale Bein (nicht operiertes Bein) diente als Kontrolle. Am Tag 12 wurde mittels
kumulativer Dosis-Wirkung-Methode die individuelle Effektivitits-Dosis von Succinylcholin
bestimmt. Kalium, a,;-saures Glykoprotein und Plasma-Cholinesterase wurden im Serum, die
Acetylcholinrezeptoren im M. tibialis cranialis bestimmt. Die Werte wurden mittels

faktorieller ANOVA verglichen (p<0,05).

Ergebnisse: 12 Tiere starben nach C.p.-Injektion, 3 Tiere waren insuffizient immobilisiert
und vom Versuch ausgeschlossen. Eine chronische systemische Inflammation alleine kann
eine Hochregulation von Azetylcholinrezeptoren bewirken (Azetylcholinrezeptoren ,,nicht
operiertes Bein“ [fmol/mg Protein]; * p<0,05 verglichen mit entsprechender NaCl-Gruppe:
NaCl & Sham 46 + 16; NaCl & Immo 49 * 15; C.p. & Sham 77 £ 26*; C.p. & Immo 85 +

47*) ohne dadurch die Pharmakodynamik von Succinylcholin signifikant zu verdndern

42



(EDsy ,,nicht operiertes Bein® [mg/kg]: NaCl & Sham 0,25 £ 0,17; NaCl & Immo 0,18 *
0,07; C.p. & Sham 0,22 £+ 0,12; C.p. & Immo 0,20 + 0,07). Immobilisation fiihrte zu
signifikant verringerten Effektivititsdosen (EDsy ,,operiertes Bein®“ [mg/kg]; * p<0,05
verglichen mit entsprechender Sham-Gruppe: NaCl & Sham 0,29 £ 0,18; NaCl & Immo 0,13
+ 0,04*; C.p. & Sham 0,18 + 0,05; C.p. & Immo 0,14 + 0,04*) als Ausdruck einer
Sensibilisierung gegeniiber Succinylcholin durch hochregulierte Azetylcholinrezeptoren
(Azetylcholinrezeptoren ,,operiertes Bein* [fmol/mg Protein]; * p<0,05 verglichen mit NaCl
& Sham: NaCl & Sham 47 + 10; NaCl & Immo 391 £ 205*; C.p. & Sham 175 = 101*; C.p.
& Immo 564 + 371%*). Die Kombination von Immobilisation mit Inflammation hatte keinen
signifikanten zusétzlichen Effekt. Succinylcholin 16ste am operierten Bein beider C.p.-
Gruppen, sowie der immobilisierten NaCl-Gruppe signifikante muskuldre Kontraktionen aus
(Succinylcholin-induzierte Kontraktionen ,,operiertes Bein* [mN]; * p<0,05 verglichen mit
NaCl & Sham: NaCl & Sham 5 £ 15; NaCl & Immo 121 £ 49*; C.p. & Sham 67 + 63%*; C.p.
& Immo 139 + 119%), die hochstwahrscheinlich durch extrajunktionale Rezeptoren
verursacht werden. Eine hyperkalidme Reaktion blieb in diesem Versuch jedoch in allen

Gruppen aus.

Schlussfolgerung: Chronische systemische Inflammation allein kann eine Hochregulierung

von Azetylcholinrezeptoren ausléosen. Wenn zur Inflammation eine geringfiigige andere
Schiadigung hinzukommt, kann es durch die hochregulierten Azetylcholinrezeptoren zur
Entstehung Succinylcholin-induzierter Kontraktionen ohne signifikanten Effekt auf die
Effektivititsdosen kommen. In diesem Modell war Immobilisation der Hauptfaktor fiir eine
verdnderte Pharmakodynamik von Succinylcholin und eine vermehrte Azetylcholinrezeptor-

Expression.
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