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Abkilrzungsverzeichnis

a1-AGP: as-saures Glykoprotein

ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome
BE: Basenexzess
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CIM: Critical lllness Myopathie

CIP: Critical lllness Polyneuropathie
C.p. Corynebacterium parvum Bakterien
EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure

FiO,: inspiratorischer Sauerstoffanteil

Hb: Hamoglobin
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KG: Korpergewicht
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MetHb: Methamoglobin

N: Newton

NacCl: Natriumchlorid (Kochsalz)

Kontroll-Bein:  nicht-operiertes Bein

Op-Bein: Operationsbein

paCQ: arterieller Kohlendioxidpartialdruck

paQ: arterieller Sauerstoffpartialdruck

Sham: Sham-Immobilisation

SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome
TIVA: Total intravendse Anasthesie



1. Einleitung
1.1. Myopathien

1.1.1. Systematik

Myopathien sind teils hereditére, teils erworbegst@nerkrankungen der Muskulatur.
Von Myopathie spricht man beim Auftreten der Kaedgdgymptome Muskelschwache
und Muskelatrophie. Der Begriff ,Muskelschwéache'rdvin der Literatur aber oft mit

Myopathie gleichgesetzt.

Die haufigste Form der ererbten Myopathie ist diegpessive Muskeldystrophie vom
Typ Duchenne. Hierbei handelt es sich um eine Xutiosomal-rezessiv vererbte
Krankheit, bei der zuerst die Beckengurtel-OberskbeMuskulatur befallen wird und

die meist im zweiten Lebensjahrzehnt zur Immohiiesafihrt.

Die haufigste erworbene Myopathie ist die Polymissieine akut oder subakut
auftretende Muskelkrankheit. Bevorzugt finden slodi diesen Patienten proximal
betonte Paresen der Extremitdten unter Einschlussr dNacken- und

Pharynxmuskulatur. Die Ursachen sind noch nichisténhdig bekannt, es werden aber

Immunreaktionen vermutet (Classen 2004, S. 1804)180

Eine weitere Patientengruppe bei denen es oft worbener Myopathie kommt sind
Intensivpatienten. Sehr unterschiedliche Risikafedt, z.B. Immobilisation, Sepsis
sowie verschiedene Medikamente (z.B. Muskelrelaganmder Steroide) kdnnen hier
zu einer Muskelschwéache fuhren. Eine Mitbeteiligwes peripheren Nervensystems
wird als Critical lllness Polyneuropathie (CIP) behnet (Bolton 1996, S. 1408-1416).
Hierbei kdnnen motorische oder sensible Fasern isbeiozeln als auch kombiniert

geschadigt werden, wobei die motorischen Bahneffiggiubetroffen sind (Fletcher



2003, S. 1012-1016). Ist nur die Muskulatur betoffso spricht man von der Critical

lliness Myopathie (CIM) (Hund 1999, S. 2544-2547).

Die Critical lliness Myopathie und die Criticalikss Polyneuropathie treten aber oft
zusammen auf und lassen sich daher haufig niclitudaeinander abgrenzen. Aus
diesem Grund entstand in jungerer Zeit der Beg@nrifical lllness Polyneuromyopathie

(CIPM), der beide Krankheitsbilder zusammenfasgt @ Coul 1991, S. 27-33).

1.1.2. Risikofaktoren fur Muskelschwache bei Intensivpati@ten

Ein wichtiger Risikofaktor fur die Entstehung eir@iP oder CIM ist die Sepsis bzw.
die systemische Inflammationsreaktion (Systemitainfnatory Response Syndrome =
SIRS). Bei der Sepsis handelt es sich um eine denapen Herd Uberschreitende,
systemische Entzindungsreaktion als Antwort auk dimfektion. SIRS hingegen
entwickelt sich unabhangig von einer Infektion @eneralisierte, UberschielRende
Immunantwort auf einen geeigneten Reiz, wie z.Brb¥nnung, Trauma, grolie
Operationen, aber auch Infektion. De Letter ekahnten in ihrer Arbeit zeigen, dass
bei einer SIRS die Inzidenz fur CIP um 70% stelg Letter 2001, S. 2281-2286).

Die kontinuierliche Gabe von Corticosteroiden undidkelrelaxantien erhoht bei
Intensivpatienten das Risiko einer CIM (Bolton 20@ 140-163). Behbehani et al.
konnten in ihrer retrospektiven Studie beweisessdduskelrelaxantien signifikant die
Inzidenz fir eine Myopathie erhdohen (Behbehani 1$99.627-1631).

Auch eine langerfristige Immobilisation der Patenfihrt zu einer Muskelschwache.
Die genauen molekularen Mechanismen sind zwar mociit erforscht, doch spielt
eine Permeabilitatsstorung am Sarkolemm laut Giaeelal. eine wichtige Rolle.
Durch Diffusionsstérungen kommt es zu Proteinvasmmgen, die durch

Proteinkatabolismus eine Muskelatrophie verursacl@m zeigten Gianelli et al. in



ihrem Rattenmodell, dass nach 2 Wochen Immobitisadie Muskelmasse an Mm.

Soleus und Gastrocnemius signifikant abgenommta (@iannelli 2005, S. 99-106).

1.2. Neuromuskulare Erkrankung bei Intensivpatienten

1.2.1. Critical lllness Polyneuropathie

Von CIP spricht man beim Zusammentreffen von Scinegefuhl mit reduzierten oder
nicht vorhandenen Muskeleigenreflexen im Rahmermreintensivtherapie. Die CIP
tritt bei 58% bis 96% der Patienten auf, die larger28 Tage auf einer Intensivstation
behandelt werden und ist somit eine haufig auftidideKomplikation. Pradisponierende
Faktoren fur die Entwicklung einer CIP sind SepSiHRS, Multiorganversagen sowie
ein langerer Intensivaufenthalt. Als Folge der Malskhwache verlangert sich die
Rehabilitationsphase. Die Mobilisation ist erschwend die Patienten klagen tber
Schwéche und frihzeitige Ermidung der Muskulatig,tdilweise bis zu vier Jahre
nach dem Intensivaufenthalt noch nachweisbar ist.iBer 90% der Patienten lassen
sich auch funf Jahre nach einer CIP oder nach emetorischen Neuropathie
neurophysiologische Zeichen einer chronischen &eédvation nachweisen (Fletcher
2003, S. 1012-1016). Bei der CIP sind oft die metdren Bahnen betroffen, weshalb
es zu symmetrisch angeordneten, distal betonterhlaffen Paresen der
Extremitatenmuskulatur kommt, die bei einigen Bi¢roen in einer Tetraplegie

muinden kénnen (Lindner 2000, S. 455-469).

1.2.2. Critical lllness Myopathie

Die CIM wurde das erste Mal 1987 von Bolton alseagandige Erkrankung
beschrieben (Bolton 1987, S. 129-135). Definiti@mg( spricht man von einer CIM

bei Patienten, die eine Muskelschwache erst nacAdimahme auf die Intensivstation



entwickeln. Sie tritt bei 20-50% aller Intensivpatien auf, die langer als eine Woche
beatmet werden mussen und fuhrt zu einer Muskechey der Extremitéaten. Die
Entwdhnung von der Beatmung ist bei diesen Patiedtech Beteiligung der Atem-
und Atemhilfsmuskulatur erschwert. Pathogenetisdhgktoren der CIM sind
Immobilisation und Inflammation. Zudem kann die $ahung einer CIM auch durch
Muskelrelaxantien und Corticosteroide hervorgerufemden. Allerdings werden diese
Medikamente heutzutage in der Intensivmedizin ehetickhaltend eingesetzt und
bleiben speziellen Indikationen vorbehalten (Bol&@®5, S. 140-163). Die Arbeit von
Fink et al. zeigte bereits, dass Immobilisation @ydtemische Inflammation jeweils
einzeln und unabhangig voneinander zu einer Muskeldche und Hochregulation

von Azetylcholinrezeptoren flihren (Fink 2008, SO®116).

Herridge et al. untersuchten die Erholung der Misskavéche bei Patienten mit
~<Akutem Atemnotsyndrom® (engl.: Acute RespiratorysBiress Syndrome = ARDS)
Uber einen Zeitraum von einem Jahr nach Aufentualteiner Intensivstation. In der
Arbeit sollte gezeigt werden, dass ein langereensitvaufenthalt zu Symptomen der
CIM fuhrt und die Patienten selbst nach einer Erhgéphase noch muskulére Defizite
haben. Diese Defizite wurden mit einem standandesie6-Minuten-Gehtest nach je 3,
6 und 12 Monaten untersucht. Sowohl 3, 6 als aithMbnate nach Verlassen der
Intensivstation schafften die Patienten beim 6-NenuGehtest geringere Distanzen als
angenommen. Zusatzlich wurde auch die periphererStdfsattigung der Patienten
gemessen. Diese fiel selbst nach einem Jahr béjeeinPatienten wéahrend der
Belastung auf unter 88 % (Herridge 2003, S. 683:6%de Entwicklung einer
Polyneuropathie oder Myopathie im Rahmen einernbkitéherapie spielt somit eine

wesentliche Rolle fur eine prolongierte Rehabiltasphase.



1.3. Neuromuskulare Ubertragung

Eine motorische Einheit setzt sich zusammen awesreiotoneuron und dem von ihm
innervierten Kollektiv an Muskelfasern. Die Schsiile dieser zwei unterschiedlichen
anatomischen Strukturen ist die neuromuskulare BsmaJm Signale des Nerven auf
den Muskel zu Ubertragen, bedarf es Botenstoffean@mitter); im Falle der
neuromuskulédren Endplatte ist dies das Azetylch&mneicht ein Aktionspotential des
Axons das praterminale Nervenende, fusionierenydwmblin enthaltende Vesikel mit
der prasynaptischen Axonmembran und entleeren Kbetyn exozytotisch in den
neuromuskuléaren Spalt. Azetylcholin diffundiert durden synaptischen Spalt und
bindet an die postsynaptischen Azetylcholinrezegtoder Muskeloberflache. Diese
Bindung des Azetylcholin an seinen Rezeptor bevanké lonenverschiebung mit einer
Erh6hung des Endplattenpotentials von =70 mV (Rategpial) auf Gber =50 mV. Dies
aktiviert die spannungsabhangigen Natriumkanéaleadgrenzenden Muskelmembran,
welche ihrerseits ein Muskelmembranpotential aesiosDurch eine nachfolgende
Kaskade an zellularen Prozessen kommt es schlussezd einer Kontraktion des

Muskels (Martyn 1992, S. 822-843).
1.4. Azetylcholinrezeptor

Die Familie der Azetylcholinrezeptoren umfasst nawsksche und nikotinische
Subtypen. Muskarinische Azetylcholinrezeptoren gehodder Superfamilie der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren an. Bisher konntesgesamt 5 verschiedene
muskarinische Azetylcholinrezeptor Subtypen klanierd charakterisiert werden (M1
- M5) (Bonner 1987, S. 527-532). Alle muskarinisthfeetylcholinrezeptoren weisen
unterschiedliche pharmakologische und funktiondlgenschaften auf. So sind

beispielsweise im zentralen Nervensystem muskatieifRezeptoren in eine Vielzahl
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vegetativer, sensorischer und motorischer Proziessdviert (Peralta 1987, S. 3923-

3929).

Nikotinische Azetylcholinrezeptoren spielen eine upi@olle bei der schnellen
synaptischen Transmission, sowohl in den neuroemalen als auch in den
neuromuskulédren Synapsen. Neuronale nikotinischety#cholinrezeptoren sind aus
und B- Untereinheiten in einer zwei zu drei Stoichioneef{..3,) aufgebaut. Es gibt
mindestens sieben verschiedene neuramalintereinheitend; - as) und drei neuronale
B-Untereinheiten [{, - p.), die im zentralen und peripheren Nervensystem
unterschiedlich exprimiert werden. Muskulére nik@che Azetylcholinrezeptoren sind
Pentamere homologer Untereinheiten, die ringforomg einen zentralen lonenkanal
angeordnet sind. Die Untereinheiten sind Produldeschiedener Gene und weisen
Homologien zwischen 37% und 57% auf, was vermugast] dass sie aus einem

einzelnen Vorlaufergen entstanden sind (Utkin YO® (5. 143-164).
1.5. Muskelfunktion

Ein Sarkomer hat eine Lange voruéh und ist die kleinste funktionelle Einheit eines
Muskels. Begrenzt wird dieses durch zwei zur Zugtung senkrecht stehende Z-
Scheiben. An diesen hangen jeweils Aktin-Filamedie, sich nicht direkt berthren,
sondern Uber Myosin-Filamente indirekt in Kontatlehen. Durch die Spaltung von
Adenosintriphosphat in anorganisches Phosphat utehdsindiphosphat kommt es
zum Abkippen einzelner Myosin-Elemente, wodurchhsidie Aktin-Filamente

aneinander ndhern. Damit verklrzt sich das Sarkamdres entsteht so letztendlich
eine Kontraktion des Muskels. Durch anschlieRenderrauch von Energie in Form

von Adenosintriphosphat I6sen sich die Myosinkdpfctwieder und kehren in den
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urspruglichen Ruhezustand zurlck. Somit sind dieskéliasern bereit zu einer

erneuten Kontraktion. (Schwegler 2002, S. 33-36).
1.6. Erholung der Muskelfunktion

Wie oben bereits beschrieben kdnnen Immobilisatioeh Inflammation zu Myopathien
fuhren. Daher werden diese beiden Faktoren sowotdel als auch kombiniert
untersucht. Inwieweit diese beiden Faktoren abeswhkungen auf die Erholung der
Muskelfunktion haben, soll in unserem Modell untierg werden.

Im Erholungsmodell nach Immobilisation von Zarzhevet al. wurde einer Gruppe
von Ratten das Knie Uber einen externen FixateudfWochen ruhig gestellt und
anschlieBend die Daten erhoben. Eine weitere Griggpelt im Anschluss an die
Immobilisation eine vier woéchige Erholungsphasee DMuskelmasse nahm in der
ersten Gruppe im Betrachtungszeitraum um bis zu &%ewicht ab. Selbst nach der
vierwdchigen Erholungsphase waren die Werte nagtifgtant erniedrigt (Zarzhevsky
1999, S. 896-901).

In einem Inflammationsmodell von Minnaard et. alrdal Ratten einmalig Zymosan
intraperitoneal injiziert. Die Tiere entwickeltemeh einer chemischen Peritonitis eine
systemische Inflammationsreaktion (SIRS). Die Imitaations- und Erholungsphase
wurde 11 Tage lang beobachtet. Nach 6 Tagen zedjeemit Zymosan behandelten
Tiere eine signifikante Reduktion der Muskelmasss M. tibialis anterior gegenuber
einer unbehandelten Kontrollgruppe, die aber nacffdgen nicht mehr zu erkennen
war. Ebenso verhielt es sich mit dem Ubiquitin-Basbm-Stoffwechsel, der als
wichtigter intrazelluléarer Proteinkatabolismus fierg Dieser erreichte nach 11 Tagen

ebenfalls Ausgangswerte zurtick (Minnaard 20052%72225).
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1.7. Stimulationsmuster

Durch den Einsatz von Nervenstimulation und Messdeg daraus resultierenden
Muskelkontraktion lassen sich Muskelkraft und blestele neuromuskulére Blockaden
erfassen. Der Muskel und der dazugehdrige Nenebikine motorische Einheit. Nicht
jeder elektrische Reiz ruft aber eine Muskelkortoakhervor, denn die Muskelantwort
folgt der Alles-oder-Nichts-Regel. Eine bestimmteiz®3chwelle muss Uberschritten
werden, damit es zu einem Natrium-Einstrom undtéeidlich zur Einzelkontraktion
der Muskelzelle kommt. Die Skelettmuskulatur kamm Gegensatz zur Herz- und
glatten Muskulatur neben einer Einzelzuckung auobreTetanus hervorrufen. Durch
schnelle Abfolge mehrerer Aktionspotenziale undedeBuperposition kommt durch
dieses Verschmelzen der Einzelkontraktionen eitamigche Kontraktion zustande. Ein
Muskel kann aber nicht unbegrenzt belastet wer@enn schon schon nach kurzer Zeit
kommt es zur Ermidung des Muskels, einhergehend emiém Verbrauch der
Adenosintriphosphat-Reserven, weil der Muskel nidie Mdglichkeit erhalt, sich
zwischen den einzelnen Kontraktionen zu erholendiaddenosintriphosphatreserven
aufzufillen. Erst durch erneute Sauerstoffaufnahomed Adenosintriphosphat-
Ruckgewinnung kommt es zur Regenerierung und seuaritErholung des Muskels.
(Silbernagel 2003, S. 104-106).

Neben diesen beiden physiologischen Stimulatiossenn, gibt es auch rein
experimentelle bzw. klinische Untersuchungsmusteiter anderem den ,Train of
Four“. Es besteht aus einer Serie von 4 Einzelneidee mit einer Frequenz von 2 Hz
aufeinanderfolgen (Ali 1971, S. 473-477) (Ali 198.,478-485). Das , Train of Four"
ist daher im klinischen Alltag mittlerweile einerdgebrauchlichsten Methoden zum

neuromuskuléaren Monitoring.
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2. Zielsetzunqg der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Erholung der Muskaktion nach 12-tagiger
Immobilisation und Inflammation jeweils isoliert w® in Kombination zu
untersuchen.

Dabei wurden folgende Fragen bearbeitet:

1) Wie verdndert eine isolierte, systemische mffeation, eine alleinige
Immobilisation oder die Kombination der beiden agh die
Kontraktionseigenschaften des Musculus tibialis nieies wahrend der
Erholungsphase? Wirken die beiden Faktoren indelldwsynergistisch oder
potenzierend auf das muskulare System?

2) Welchen Einfluss haben Inflammation und Immishiion alleine oder in

Kombination auf die Expression der Azetylcholinngizeen?

3) Welche Veranderungen treten bei Einzelkraftmegsn, wie auch tetanischen

Messungen in der Erholungsphase auf?
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3. Versuchstiere und Methoden

3.1. Versuchstiere

Nach Genehmigung durch die Regierung von Oberbaye£r209.1/ 211-2531-4/ 04)
wurden insgesamt 258 maéannliche Sprague-Dawley Ratben Stamm CD (Charles
River GmbH Deutschland, Niederlassung Sulzfeld}, emem Ausgangsgewicht von
170-220 g untersucht. Die Haltung erfolgte in Masainiafigen Typ IV in Gruppen von
je maximal funf Tieren. Eine Akklimatisierungsphaga 7 Tagen vor Versuchsbeginn
erlaubte den Tieren die Anpassung an die neue Uumgglsowie einen mikrobiellen
Abgleich untereinander. Die Haltung erfolgte inegmklimatisierten Raum bei einem
Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils 12 Stunden. Raumgeratur, Lichtintensitat,
Luftfeuchtigkeit und Luftwechsel wurden kontrollieund konstant gehalten. Futter
(Altromin-Haltung 1324, Altromin GmbH, Lage) und 8&er in Trinkflaschen war den

Tieren zu jeder Zeit frei zuganglich.

3.2. Tiermodell

3.2.1. Inflammation

Als Modell der systemischen Inflammation diente di¢raventse Injektion einer
Suspension (21mg in einem Gesamtvolumen von 0,6 hitzeinaktiviertem
Corynebacterium parvum (Roche, Penzberg). Coryriebam parvum fuhrt zu einer
granulomattsen Leberentziindung mit einem Hohepanktfinften Tag und einer
Gesamtdauer von acht Tagen (Farquhar 1983, S. 4Z&®). Um eine zwolf Tage
anhaltende systemische Inflammation hervorzurufaurde die Injektion dreimal im
Abstand von jeweils vier Tagen wiederholt. Hierzurde die Vena dorsalis penis mit

einer 26G-Venenverweilkanile (26G BD Vasculoilus, Becton Dickinson Infusion
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Therapy AB, Helsingborg, Schweden) kanuliert und @orynebacterium parvum-
Suspension intravents appliziert. Im Rahmen denujoanatdsen Leberentziindung
steigt die Aktivitat der induzierbaren Stickstoffroxidsynthetase an, wodurch
vermehrt Stickstoffmonoxid gebildet wird. Diesesckstoffmonoxid wiederum fuhrt
zu einer Bildung von Methdmoglobin (MetHb), welchdeshalb als indirekter
Verlaufsparameter fir die Inflammation verwendetraeu Den Ratten, die als
Kontrollgruppe dienten, wurde jeden vierten Tag %9ge Kochsalzlésung (NaCl)

volumenaquivalent zur Corynebacterium parvum Gruppaert.

3.2.2. Immobilisation

Als Modell fur die Immobilisation eines Hinterlaufisente die Fixation von Knie- und
Sprunggelenk mittels 1mm dicker Kirschner-Drahtée Rontinuitat der motorischen
Einheit bleibt dabei erhalten. Eine isometrische skiilkontraktion ist weiterhin
maoglich. Bei der ,Sham-Immobilisation“ werden dig$chner-Dréhte direkt nach dem
Einbringen wieder entfernt (Ibebunjo 1999, S. 285)2 Die genaue Instrumentierung

ist unter 3.5.1. beschrieben.

3.2.3  Erholungszeitraum

Nach einer 12-tdgigen Immobilisations-/Inflammasphase folgte eine
Erholungsphase von unterschiedlicher Dauer. Disdimer-Drahte wurden am Tag 0
entfernt, bei sham-immobilisierten Ratten wurde eeiweitere Sham-Operation
durchgefuhrt. Es wurden keine weiteren Injektiomeler Untersuchungen auf3er der
taglichen Gewichtskontrolle bis zur Messung durdchige. Die Tiere wurden

randomisiert den verschiedenen Erholungszeitraumageteilt. Die Messung der
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Muskelfunktion erfolgte dann an den Tagen O, 4, dd&r 36 nach Beginn der

Erholungsphase (Vorgehen unter 3.5.5).
3.3. Studienprotokoll

Die Ratten wurden randomisiert in zwei Gruppen atdif. Die Gruppe
.Inflammation“ (n=156) erhielt an den Tagen -12, #&d -4 in Narkose unter
Spontanatmung je 21 mg einer Suspension von Coagbetium parvum
(Gesamtvolumen je 0,6 ml) intravends injiziert. B@ruppe ,Schein-Inflammation”
injizierten wir zur Kontrolle 0,6 ml einer isotosisen Kochsalzlésung intravenés (n
=102). Beide Gruppen wurden weiter unterteilt: eifabgruppe wurde an Tag -12 ein
Hinterbein mittels Kirschner-Drahten in Knie- undpr@nggelenk immobilisiert
(Immobilisation: n = 129), in der zweiten Untergpgpwurden die Kirschner-Dréhte
direkt nach dem Einbringen wieder entfernt (Shamdbhilisation: n = 129). Wir
bezeichneten sowohl den immobilisierten, als audn dsham-immobilisierten
Hinterlauf als Op-Bein. Der nicht-operierte, kotdtarale Hinterlauf diente als
Kontrolle (Kontroll-Bein). Vor jeder Injektion wumh den Ratten mittels einer
Glaskapillare Uber die gelegte Venenverweilkanilé5 1pl vendsen Blutes
abgenommen. Aus der Probe bestimmten wir mit eiBémgasanalyse-(BGA)-Gerat
(Rapidlab 860, Bayer Vital GmbH, Fernwald, Deutaddl) den MetHb-Anteil am
Gesamthamoglobin. Dieser Wert wurde zur Beurteild®s Entzindungsverlaufs
herangezogen. Wéahrend der 12-tagigen Immobilisstirilammationsphase wurden
die Tiere taglich gewogen, Kklinisch beurteilt unid tnmobilisation auf ihre Stabilitat
hin Uberprift. Nach diesen zwdlf Tagen wurden dierd vorher festegelegten
unterschiedlich langen Erholungsphasen zugeordhetBeginn der Erholungsphase

wurden die Kirschner-Drahte entfernt bzw. die Rattsham-operiert. Die
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immobilisierte Extremitat wurde im Anschluss an Bietfernung des Drahtes komplett

durchbewegt, um Kontraktionen weitgehend auszus@bh. Nach Beendigung der

Corynebacterium parvum Injektionen kam es zu eiddklingen der Inflammation. In

der Erholungsphase erfolgte ebenso eine KontreleGewichtsverlaufs. Im Anschluss

daran wurde an Tag 0, 4, 12 oder 36 (Versuchsiagi@htraktionskraft des M. tibialis

cranialis unter Intubationsnarkose mittels der enen Mechanomyographie

gemessen.

Immobilisations- und Inflammationsphase

—

_l 1— Erholungsphase (0O, 4, 12 und 36 Tagel

| Tag-12 | | Tag —12 bis Tag 0 ||

Entfernung der
Kirschner-Drahte bzw.
Schein-Operation

Tag O bis Tag 36

v
Tag 0 Tag 4 Tag 12 Tag 36
. ) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
c.p. Injektionen ................ ; | | |
(Tag —12, -8, -4)
Immobilisierun
B Tag 0 Tag 4 Tag 12 Tag 36
(Tag —12 bis 0) o (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
NaCl-Injektionen .....ccceeeveees | | | |
(Tag —12, -8, -4)
Tag 0 Tag 4 Tag 12 Tag 36
. ) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
c.p. Injektionen................ ; | | |
Sham- (Tag —12, -8, -4)
Immobilisierung Tag 0 Tag 4 Tag 12 Tag 36
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
(Tag —12) NaCl-Injektionen .......cceeeeeens I | | |

(Tag —12, -8, -4)

Abb. 1 : Gruppenbildung zum Studienprotokoll

Am Versuchstag wurden folgende in-vivo-Parametenegsen:

. Einzel- und tetanische Kontraktionskraft
. Blutdruck, Puls, Temperatur, Elektrolyte, Blutgase
. Blutbild

18



a;-AGP wurde im Serum bestimmt. Dies erfolgte duras dnstitut fur klinische
Chemie, Klinikum Rechts der Isar der TU Minchent minem eigens fir diese
Untersuchung entwickelten sensitiven Chemilumineszémmunoassay (Metzger
2001, S. 514-518). Die Expression der Azetylchelmeptoren wurde in vitro anhand
der *3-g-Bungarotoxin-Bindung an den M. tibialis craniatisantifiziert (Ibebunjo

1999, S. 275-285).
Tiere wurden aus dem Versuch ausgeschlossen, wefolgende Kriterien erfillten:

. Verlust des Korpergewichts im Verlauf der Inflammmatum mehr als 30% des

Ausgangsgewichtes am Tag -12

. schlechter klinischer Allgemeinzustand
. Lockerung der Gelenksimmobilisation
. Nicht korrigierbare Abweichungen der respiratoresthhdmodynamischen und

metabolischen Parameter am Versuchstag (siehe ®1drittoring)
. Wundinfektion

55 Tiere verstarben an den Folgen der systemiskttilrmmation. Bei neun weiteren
Tieren lockerte sich die Fixation des Knie- oderUsggelenks und eine Ruhigstellung
der Extremitat konnte nicht mehr garantiert werdBibenso mussten neun Tiere
ausgeschlossen werden, da sich die Operationswafiert hatte. Zudem mussten 25
weitere Tiere wahrend der Messphase herausgenommeeden, da bei diesen
Probleme in der Praparation auftraten (VerletzumgAtteria. carotis, Durchreil3en der
Sehne des M. tibialis cranialis, Verletzung deswsrischiadicus). Somit sind 160

Versuchstiere in die Versuchsauswertung eingegamieiisruppengrol3e betrug n =10.
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3.4. Anasthesie zum Versuch

3.4.1. Narkose

Fur die Bakterieninjektion und die Immobilisatiomarag -12, bzw. die repetitiven
Injektionen an den Tagen -8 und -4 und Draht- lBeheindrahtentfernung am Tag O,
wurden die Ratten in einer Plexiglaskammer mit Savan (Sevoran& Abbott GmbH

& Co. KG, Wiesbaden) und reinem Sauerstoff eingetieiAnschlieRend wurde die
Tierschnauze in eine sogenannte ,Kopfkammer* eirygi, Uber welche die Narkose
bei Spontanatmung mit 4-5 Volumen-% Sevofluran ieinem Sauerstoff

aufrechterhalten wurde.

Nach Beendigung der Eingriffe (Injektion, Immohdi®on, Draht- bzw.
Scheindrahtentfernung) wurde die Sevofluran-Zuhdendet und die Ratten erlangten
nach 1-2 Minuten wieder das Bewusstsein. Durch dagichte Stadium der
chirurgischen Toleranz stellten wir eine schmerl@urchfihrung von Injektionen

und Immobilisationen sicher.

Am Versuchstag (Tag 0, 4, 12 oder 36) wurden di¢telRaebenfalls in der oben
beschriebenen Plexiglasbox mit Sevofluran bis zumeiéhen des chirurgischen
Toleranzstadiums narkotisiert und anschliel3end ruBieht mit Hilfe der direkten
Laryngoskopie endotracheal intubiert. Als Tubus ntBe eine modifizierte
Venenverweilkanile (16-18 G, Braun, Melsungen). [big Dauer des gesamten
Versuchs wurden die Tiere volumenkontrolliert besttrfHarvard Rodent Ventilator,
Model 683, Apparatus Inc. South Nattick, Massactiss®1760 USA). Zu Beginn
wurde ein Atemzugvolumen von 10 ml/ kg KG bei eidéemfrequenz von 60/ min

gewdahlt. Sobald es nach der arteriellen Kanulierumgglich war, Blutgase zu

20



analysieren, wurde die Beatmungsfrequenz so angiepatass der arterielle
Kohlendioxidpartialdruck (paC£p zwischen 35 und 45 mmHg lag. Die Anésthesie
wurde primar mit 4-6 Volumen-% Sevofluran in ein8awuerstoff-Luft-Gemisch (Fi
0,4) aufrechterhalten. Da Sevofluran selbst einkibiarende Wirkung auf den
Azetylcholinrezeptor ausibt (Scheller 1997, S. 128) stellten wir nach der venésen
Kandlierung der Vena jugularis externa die Narkasé die intravendse Gabe von
Fentanyl (Fentanyl-Janssen) (4 upg/ kg/ h) und Hobp® %-ig (Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg) (20-40 mg/ kg/ h). Die Narkosetiefe wurde
anhand kardiovaskularer Parameter beurteilt unch ridedarf angepasst. Mit Hilfe
eines Beatmungsmonitors (Capnomac, Fa. Datex, rtkelsFinnland) war es uns
jederzeit moglich, die Fi© und das endexspiratorische £Osowie den

Beatmungsdruck (6-9 mmHg) zu kontrollieren.

3.4.2.  Monitoring

Am Versuchstag wurden die Ratten kardiovaskularriiaeht, um sowohl eine
adaquate Narkose sicherzustellen, als auch dieudtesbedingungen stabil zu halten.
Der Herzrhythmus wurde durch drei subkutan platziétadelelektroden Uberwacht.
Der systolische, diastolische und mittlere art&ieBlutdruck wurde Uber einen
Katheter in der Arteria carotis communis gemes$&saser Zugang diente auch zur
Gewinnung der arteriellen Blutgase. Anhand derriatten Blutgasanalyse bestimmten

wir folgende Parameter:

. Hamoglobin (Hb, MetHb)

. pH, BE, paCQ@, paQ, Bikarbonat

. Blutzucker.
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Folgende Grenzen fir die Parameter wurden festgeleg

. arterieller Mitteldruck (MAP) > 75 mmHg und < 180mhig
. pH: 7,36-7,44

. Basenexzess (BE): -2 £ 3

. paCQ: 35-45 mmHg, pa&®> 90 mmHg

. Korpertemperatur (rektal): 36,8-37,2 °C

Blutzucker (BZ) > 75 mg df

Falls notig, wurden BE und pH-Wert durch Veranderules Atemminutenvolumens
oder durch venose Applikation von 8,4%-igem Natiwdrogencarbonat (DeltaSelect

GmbH, Pfullingen) korrigiert.

Allen Tieren wurde nach der Gefal3praparation 1 ydreixyethylstarke (HAES steril
6%, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Hombung)ziért, um einen
Volumenmangel auszugleichen und dennoch bei allaared den gleichen
Verdunnungseffekt zu erzielen. Die Korpertemperatwirde Utber eine rektale
Messsonde (EXACOR ASMUTH Medizintechnik GmbH, Minden) tiberwacht und

mit einer Warmelampe stabil gehalten.

3.5. Instrumentierung

3.5.1. Gelenksfixation

Nach Einleitung der Narkose rasierten wir das zumahbilisierende Bein und
desinfizierten das Operationsgebiet. Der jeweilityeterlauf wurde mit einem sterilen
Lochtuch (Secu-Draffe Sengewald Klinikprodukte, Rohrdorf-Thansau) alepéd

Das Sprung- und Kniegelenk wurden mit je einem dfiner-Draht (Buhler
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Instrumente Medizintechnik GmbH, Tuttlingen) (Dumsésser 1,0 mm) im rechten
Winkel fixiert. Am Sprunggelenk brachten wir denabt mit Hilfe eines Handbohrers,
beginnend am Calcaneus, in die distale Tibia em.Kniegelenk erfolgte die Spickung
ebenfalls mittels Handbohrer von der proximalenidifTuberositas) aus in den
distalen Femur. Die uberstehenden Drahtteile wusteantfernt, dass die Enden unter
dem Hautniveau verschwanden und somit die Gefater éleimaszension soweit als
maoglich reduziert werden konnte. Etwaige grol3eratétefekte wurden mit einer Naht
geschlossen (ETHICON, PROLENEM, 4-0, Johnson & Johnson Intl., St-Stevens-

Woluwe, Belgien).

3.5.2.  Injektion

Zur Injektion der Bakterien bzw. der Kochsalzlésumgl Gewinnung des Blutaspirats
(Bestimmung des systemischen MetHb-Spiegels), wulidedorsale Penisvene mit
einer 26 G Venenverweilkanile (Firma Vasculon TMdlpunktiert. Nach Aspiration
von ca. 175 ul Blut mit einer Glaskapillare zur #®sung der MetHb-Konzentration
(MultiCap, Bayer Vital GmbH, Fernwald, Deutschlandinjizierten wir die

Corynebacterium parvum Suspension bzw. die KocHsadzng langsam uUber die

Kanule und spilten mit 0,4 ml einer isotonischert&alzlésung nach.

3.5.3. Drahtentfernung

Nach zwolf Tagen wurde den Tieren der Draht wiedetfernt. Dazu wurden die
Ratten, wie oben bereits beschrieben, in Narkoseggend die Haut oberhalb des
Drahtes leicht mit einem Skalpel er6ffnet. Ansdidéad wurde mit einem Nadelhalter
der Kirschner-Draht herausgezogen, die Wunde wigdeschlossen und ein fllissiger

Spruhverband (OpSite, Firma Smith+Nephew Medicatited, England) aufgetragen.
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Um die Regenaration nach der Immobilisation zuignttern, wurden die Gelenke
durch mehrmaliges, vorsichtiges Durchfiihren eingteBsions-Flexions-Bewegung
mobilisiert. Den Sham-Tieren wurde ebenso ein Hdwni$t gesetzt, wieder zugenéht

und ein Spruhverband aufgetragen.

3.5.4. Venbse und arterielle Kanilierung am Messtag

Nach der Intubation wurden die Ratten auf den Riiclgelagert und das
Praparationsgebiet oberhalb des Sternums rasiertpMparierten die Vena jugularis
externa frei und kanulierten sie mit 2 Kathetermn@ndurchmesser: 0,58 mm)
(Intramedic Non Radioopaque Polyetylene Tubingy@adams, Division of Beckton
& Dickinson, Parsipanny, New Jersey 07054, USA)elUginen der Katheter erfolgte
die kontinuierliche Infusion von Fentanyl und Prégdanit 2 Spritzenpumpen (Harvard
Pump 11 Plus, Harvard Apparats, Holliston, Masssaséis, USA), der andere Katheter
diente als Zugang, um bei Bedarf Natriumbikarbamat 50 %-ige Glucoseldsung i.v.

applizieren zu kénnen (DeltaSelect GmbH, Pfullingen

Uber die ebenfalls kanilierte Arteria carotis comisu erfolgte die invasive,

kontinuierliche Blutdruckmessung und die EntnahmeRtoben flir die arterielle BGA.

3.5.5. Neuromuskulére Messung

Die neuromuskulare Funktion wurde mittels evozrelMechanomyographie gemessen.
Hierzu praparierten wir den Nervus ischiadicus beiig proximal als méglich frei und
versahen ihn je mit einer Reizelektrode (Modell BEQD Grass Instruments, West
Warwick, R10283, USA). Durch beide Schienbeinkdpferde von lateral je ein 1,0
mm starker und circa 5 cm langer Kirschner-Drahtoohet, der in einer

Zirkelvorrichtung fixiert wurde. Desweiteren legtenr die Endsehne des M. tibialis
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cranialis beidseits durch einen Hautschnitt fréstén sie von ihrem Knochenansatz
und befestigten das distale Ende nach Luxation dhasrRetinaculum mit Hilfe von
Polyesterfaden (Mersilefie2-0, Ethicon, Norderstedt) an einem Kraftabneh(ferce
Displacement Transducer, Model FT03, Grass Instnisp&Vest Warwick, Rl 02893).

Die fixierte Tibia, der M. tibialis cranialis unced Kraftabnehmer bildeten somit eine

Ebene (Abb. 2).

Abb. 2: Versuchsaufbau am Versuchstag (fixierteialib. tibialis cranialis und der

Kraftabnehmer liegen annéhernd in einer Ebene).

Die Stimulation des Nervus ischiadicus erfolgtetetst Stimulator (Dual Chanel Square
Pulse Stimulator, Model S88K, Grass InstrumentsstW¢arwick, Rl 02893 USA) der

mit einem externen Impulsgeber (Innervator, Fishdraykel, Astro-Med, Inc., Grass
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Instrument Division) gekoppelt war. Die muskulareritraktionsantwort wurde in ein
elektrisches Signal umgewandelt. Dieses erfuhr ¥emstarkung (RPS 107 Regulated
Power Supply, Grass Instruments Co, West WarwickOR393, USA) und wurde
graphisch von einem Nadelschreiber (Schwarzer UpiscDU 210) auf
Millimeterpapier aufgezeichnet. Vor jeder Muskelsw@sy bestimmten wir eine
Eichzacke mit einem Gewichtszug von 1000 g und diepramaximale
Stimulationsstarke. Durch Vorspannung des Muskgfse(oad) mit 50 g, wurde
sowohl am Op-Bein, als auch am Kontroll-Bein eis@metrische Kontraktion erreicht,

welche optimale evozierte Kontraktionsamplitudesit.
3.6. Versuchsablauf

Nach Abschluss der Praparation, Eichung des Mdssimsntariums, Fertigstellung
des Versuchsaufbaus und Bestimmung der supramaqnimulationsstarke, erfolgte
zur Stabilisierung der mechanomyographischen Mepswine 10-minltige

Einzelreizung. AnschlieBend wurde durch eine Blségalyse und die Erhebung der

Vitalparameter die sogenannte ,Baseline” bestimmt.

War eine Korrektur abweichender Parameter no6tig, warde, nach einer
Stabilisierungsperiode von ca. 10 Minuten, durcheeerneute BGA solange eine
korrigierte ,Baseline” erstellt, bis deren Wertenémhalb des Referenzbereichs lagen.
Wahrend dieses Zeitraums erfolgte eine kontinwiegli Einzelreizung. Anschliel3end
stimulierten wir den Nervus ischiadicus mit 10 8erivon ,Train of Four® (TOF)-
Stimulationen (Messung der maximalen Einzelkontoglskraft). Diesen folgt ein
tetanischer Reiz (Frequenz: 100 Hz, Reizdauer:und)im Abstand von drei Sekunden
dazu eine posttetanische Stimulation (Frequenz:zL Hnmittelbar danach wurden

eine weitere BGA und Erfassung der Kreislaufpar@metlurchgefiihrt. Nach
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Beendigung der neuromuskuléren Messung wurdenidre n tiefer Narkose tber den
arteriellen Katheter entblutet und euthanasiers Blait wurde in mit EDTA-versetzten
Blutbildmonovetten (S-Monovefte 66x 11,5 mm, Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,
Nurnberg) gesammelt, anschlieRend in Eppendorf-Qupsttiert und bei 4 °C, mit
3500 Umdrehungen/ min., 10 Minuten lang zentrifugi@arifuge 3.0R, Heraeus
Sepatech). Das hieraus gewonnene Serum diente eltgren Bestimmung von;-
AGP und wurde bei -80 °C aufbewahrt.

Desweiteren wurden der M. tibialis cranialis, derddleus, der M. gastrocnemius und
der M. flexor digitorum entnommen, gewogen und \iigitere Analysezwecke bzw.

histologische Untersuchungen kryokonserviert.

N . Eichung 100 Hz
Praparation 1000g
I % Bestimmung der 10 x Post-
supramaximalen TOF tetanische
Stimulations- Stimulation
Intubation starke l _\ l
l v
Beginn Preload
der 50c¢
TIVA* i
i |
l l g
I I > >
|~ mind. 1h Sevoflure-Paus ~| ——- Zeitachse
10 min. 5s
Sevofluran Propofol R
Druckluft ”| Fentanyl i
O,
Narkose >

* Zeitraum zwischen der Umstellung von Gasnarkose TAMA und Beginn der
evozierten Mechanomyographie mindestens 1 Stunde

Abb. 3: Messplan am Versuchstag.
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3.7. Statistik

Um die multiplen Messwertwiederholungen zu beriadkisgen, wurden die Daten mit
einem hierarchischen Modell statistisch analysidbie jeweiligen abhangigen
Variablen wurden mit Zweiwege-ANOVA flir wiederholtdessungen sowie mit
faktoriellen ANOVA gepruft. Bei den postoperativéariablen gingen als unabhéngige
Variablen zwischen den Gruppen die Infekt[{@p. vs. NaCl], die Beweglichkeit des
operierten Beines [Immobilisation vs. Sham-Immdaition] sowie die Erholungsdauer
[0, 4, 12 und 36 Tage] und das Bein [Op-Bein vsni@p-Bein] als Binnenfaktoren
ein. Wahrend der Infektions- und Immobilisationsgaowie intraoperativ wurden
zusatzlich diese jeweils relevanten Zeitpunkte .(4.Bge [-12 bis 0], Messzeitpunkte
wahrend der OP [vor Tetanus; nach Tetanus]) aledigruppenfaktoren verwendet.
Wenn ein Hautdeffekt oder eine Wechselwirkung digant (p < 0,05) war wurde
posthoc mit gepaarten bzw. ungepaarten t-Testedem zugehdrigen Subgruppen
geprift. Dargestellt werden die Mittelwerte und 8tandardabweichung der einzelnen
Variablen. Die statistische Analyse fuhrten wir 8iPSS 15.0 fir Windows (SPSS

GmbH Software, Minchen, Deutschland) durch.
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4.  Ergebnisse
4.1. Inflammationsparameter

Durch die Injektion von Corynebacterium parvum Ister 55 von insgesamt 258
Ratten, dies entspricht einer Mortalitat von 21,3%.

In der Schadigungsphase fuihrte die Injektion vornry@ebacterium parvum im
Vergleich zur Kochsalzinjektion zu einem signifikam Gewichtsverlust bei den
Versuchstieren (Abb. 4 a).

Ab dem 4. bis 12. Tag der Erholungsphase waren ekesignifikanten
Gewichtsunterschiede zwischen den Tieren nach mektion von Corynebacterium
parvum oder Kochsalz nachweisbar. Unabhéngig daamen alle Tiere durch ihr
normales Wachstum an Gewicht zu (Abb. 4 b).

Die initial erhohten Methdmoglobinspiegel erholsoh ebenso zwischen dem 4. und
12. Tag (Abb. 5).

Ein signifikanter Unterschied in der Erythrozytenkzavar ab dem 12. bis 36. Tag nicht
mehr zu erkennen. Eine Injektion von Corynebacteriparvum fihrte bei den
immobilisierten Tieren bis 36 Tage und bei den slmmobilisierten Tieren zwischen

12 und 36 Tage zu signifikant erh6hterAGP-Spiegeln (Tabelle 1).

29



370 +

350
=) —=— NaCl/Sham
é 330 - ---@--- NaCl/lmmob
§ ——o— C.p./Sham
S 310 - ---0--- C.p./Immob
g
:g *

290 +

*
270
Tag -12 Tag O

*p<0,05 C.p.versus NaCl
Abb. 4 a : Verlauf des Korpergewichts in der Schéadgsphase
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*p<0,05 C.p.versus NaCl
#p < 0,05 Immobilisation vs. Sham-Immobilisation

Abb. 4 b : Koérpergewichte jeweils am Messtag nashEtholungsphase
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*p < 0,05 C.p. vs. NaCl
Abbildung 5 : Methdmoglobin-Spiegel jeweils am Meags

Sham-Immobilisation Immobilisation
NaCl C.p. NacCl C.p.
Erholung
0Tage 6,97 + 0,82 449 + 088* 6,46 + 0,87 421 + 0,63*
Erythrozyten 4 Tage 6,62 + 0,60 441 + 043* 6,54 = 0,64 455 + 0,75*
[Mio./ul] 12 Tage 6,72 + 0,40 544 + 084* 6,82 + 0,69 513 + 0,60 *
36 Tage 7,07 + 0,62 726 + 1,20 7,25 + 0,64 6,84 + 0,83
0Tage 0,22 + 0,16 1,41 + 0,55* 0,25 + 0,25 1,41 + 0,66 *
al-AGP 4Tage 0,07 + 0,01 0,26 + 0,13* 0,09 + 001# 025 + 0,14*
[mg/ml] 12 Tage 0,08 * 0,02 0,14 + 0,03* 0,08 + 0,01 0,17 + 0,06 *
36 Tage 0,1 + 0,05 0,13 + 0,03 0,08 + 0,01 0,12 + 0,03*

*p < 0,05 C.p. vs. NaCl
# p < 0,05 Immobilisation vs. Sham-Immobilisation

Tabelle 1 : Entzindungsparameter am Messtag
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4.2. Immobilisationsparameter

Es wurden neun Tiere aus dem Versuch genommenjcbadge Operationswunde

infiziert hatte, bei weiteren neun war die Immaddalion insuffizient.

Eine alleinige Immobilisation fihrt zu einem sigkénten Gewichtsverlust des M.

tibialis cranialis in allen Erholungszeitraumen,cimaeiner reinen Inflammation

hingegen zwischen 4 und 12 Tage.

Im Vergleich zwischen operiertem und Kontroll-Besmd nach 36 Tagen Erholung

noch Signifikanzen sichtbar (Tabelle 2).

Sham - Immobilisation

Immobilisation

NaCl C.p. NaCl Cp.
Erholung
OTage 0,60 + 0,048 0,43 £ 0,078 0,39 + 0,06 §# 0,30 + 0,04 §#*
OP- 4Tage 0,66 %= 0,078 0,60 + 0,06 0,38 + 0,05 §# 0,33 + 0,07 8#
Bein 12 Tage 0,74 = 0,138 0,74 + 0,05 0,52 + 0,06 §# 0,52 + 0,06 8#
36 Tage 085 + 0,058 0,87 £ 0,128 0,75 * 0,05 8&# 0,73 + 0,07 8#
0 Tage 0,66 + 0,05 0,54 + 0,05* 0,65 + 0,05 0,47 + 0,07*
Kontroll- 4 Tage 0,71 + 0,07 0,62 + 0,06 * 0,69 + 0,04 059 + 0,07*
Bein 12Tage 0,76 + 0,11 0,79 + 0,06 0,79 + 0,08 0,75 + 0,06
36 Tage 0,89 + 0,05 0,93 + 0,11 0,88 + 0,05 0,88 + 0,07

# p < 0,05 Immobilisation vs. Sham-Immobilisation
*p < 0,05 C.p. vs. NaCl

8§ p < 0,05 Op-Bein vs. Kontroll-Bein

Tabelle 2 : Muskelgewichte [g] am Messtag des blatis cranialis
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4.3. Modellstabilitat

Die hamodynamischen Parameter wurden wahrend desngen Versuchs bei jeder
Ratte stabil gehalten. Abweichungen von den gesetfdber- und Untergrenzen
wurden korrigiert. Die Werte zwischen und innerhddy Gruppen unterscheiden sich

nicht. Daher beinhalten die Mittelwerte die Paranatler Versuchstiere.

Zu Beginn der Versuche, vor der tetanischen Reizuag der mittlere arterielle
Blutdruck bei 124 + 22 mmHg, die Herzfrequenz bgtB67 + 40/ min, der arterielle
pH-Wert war bei 7,39 = 0,03 und der Basenubersctuass-0,1 + 2,2. Der Blutzucker
betrug 100 + 20 mg/ dl und die Kérpertemperatur teg 36,9 = 0,1 °C. Nach der
tetanischen Stimulation war der mittlere arterieBlitdruck 131 = 26 mmHg, die
Herzfrequenz war 377 = 40/ min, der arterielle ptarw/,37 = 0,04 und der
Basenuberschuss war -0,9 + 2,3. Der Blutzucker @@ar+ 18 mg/ dl und die
Korpertemperatur lag bei 37,0 £ 0,2 °C. Der pa@ar zu jeder Zeit groRer als 90

mmHg.

Bei 25 Ratten kam es zu intraoperativen Problemeashalb bei diesen Tieren keine

Daten erhoben werden konnten.
4.4. Expression des Azetylcholinrezeptors

Eine reine Inflammation flhrte lediglich zu einerilden Hochregulation der
Azetylcholinrezeptoren. Diese Hochregulation isteits vier Tage nach Ende der
Inflammation nicht mehr signifikant. Eine alleinigeler zusétzliche Immobilisation
zeigte deutlich héhere Azetylcholinrezeptorwerteede Hochregulierung dauerte nach

Immobilisation zwischen 4 und 12 Tage (Abb. 6a 6hjl

33



m NaCl / Sham @m NaCl / Immob o C.p. / Sham O C.p. / Immob

10000 +

1000 -

100 -

[fmol/mg Protein]

=
o
I

Azetylcholinrezeptoren

w H*

# *

§ #

§ P
§ T

0 Tage Erholung 4 Tage Erholung 12 Tage Erholung 36 Tage Erholung

# p < 0,05 Immobilisation vs. Sham-Immobilisation

*p <0,05C.p.

vs. NaCl

8§ p < 0,05 Op-Bein vs. Kontroll-Bein

Abbildung 6 a:

Azetylcholinrezeptoren aus Muskeim @perierten Bein
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Abbildung 6 b : Azetylcholinrezeptoren aus Muskaim Kontroll-Bein
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4.5. Kontraktionsparameter

4.5.1. Maximale Einzelkontraktionskraft

Die maximale Einzelkontraktionskraft erreichte apeerten Bein nach einer reinen
Immobilisation zwischen dem 12. und 36. Tag annéheie Werte der Kontrollgruppe
(Tiere mit Kochsalz-Injektion und Sham-Immobiligat). Bei einer zuséatzlichen
Inflammation war die Kraft nach 36 Tagen immer nagbnifikant geringer. Im
Vergleich zwischen operiertem und Kontroll-Bein ddu die Erholung der
Einzelkontraktionskraft nach reiner Immobilisatib bis 36 Tage.

Die verminderte maximale Einzelkontraktionskraftimdnflammation ist im Vergleich
zur Kontrollgruppe nach spatestens 4 Tagen Erhahictg mehr signifikant.

Im Verlauf der 36 Tage Erholung ist eine allgemefumahme der Kraft sowohl des

operierten Beins als auch am Kontroll-Bein zu enlan(Abb. 7a und b).

m NaCl / Sham m NaCl / Immob O C.p. / Sham O C.p. / Immob ‘
# *

#
37 § g § I
2 - # #
1,
0 - \

0 Tage Erholung 4 Tage Erholung 12 Tage Erholung 36 Tage Erholung

Maximale Einzelkontraktionskraft [N]

# p < 0,05 Immobilisation vs. Sham-Immobilisation
*p < 0,05 C.p. vs. NaCl
8§ p < 0,05 Op-Bein vs. Kontroll-Bein

Abb. 7 a : Maximale Einzelkontraktionskraft destMialis cranialis am Op-Bein
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Abb. 7 b : Maximale Einzelkontraktionskraft des tibialis cranialis am Kontroll-Bein

4.5.2. Spezifische Einzelkontraktionskraft

Die spezifische Einzelkontraktionskraft des M. diis cranialis zeigte keine

Signifikanzen auf (Abb. 8 a und b).

‘ mNaCl/Sham mNaCl/Immob @©C.p./Sham OC.p./Immob

1l

Spezifische Einzelkontraktionskraft
[N/g Muskel]
N
|

0 Tage Erholung 4 Tage Erholung 12 Tage Erholung 36 Tage Erholung

Abb. 8 a : Spezifische Einzelkontraktionskraft degibialis cranialis am Op-Bein
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Abb. 8 b: Spezifische Einzelkontraktionskraft destitialis cranialis am Kontroll-Bein

4.5.3. Maximale tetanische Kraft

Die maximale tetanische Kraft erholte sich am a&h Bein nach einer reinen
Immobilisation zwischen dem zwdlften und 36. Tagei Beiner zusatzlichen
Inflammation war die Kraft nach 36 Tagen immer nagbgnifikant geringer. Im
Vergleich zwischen operiertem und Kontroll-Bein waiach 36 Tagen keine
Angleichung der tetanischen Kraft zu erkennen.

Ein Vergleich zwischen Ratten mit Corynebacteriuanvaom und Kochsalz-Injektion
zeigte zwischen dem vierten und zwolften Tag demnokmng keine signifikanten

Unterschiede mehr (Abb. 9 a und b).
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Abb. 9 a : Maximale Tetanische Kraft des M. tilsatranialis am Op-Bein
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8§ p < 0,05 Op-Bein vs. Kontroll-Bein

Abb. 9 b : Maximale Tetanische Kraft des M. tildatranialis am Kontroll-Bein
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4.5.4. Spezifische tetanische Kraft

Nach zwolf Tagen kam es zu einer Regeneration plezifsschen tetanischen Kraft
nach Immobilisation am operierten Bein.

Im Vergleich zwischen operiertem und Kontroll-Bewar die Erholung nach einer
reinen Immobilisation nach 12 Tagen und bei zusdtet Inflammation nach 36 Tagen

zu sehen (Abb. 10 a und b).

18 - ‘ m NaCl / Sham mNaCl / Immob  @C.p./ Sham O C.p. / Immob ‘
#
8§ 8§

5 T

#
8

0 Tage Erholung 4 Tage Erholung 12 Tage Erholung 36 Tage Erholung

Spezifische Tetanische Kraft [N/g Muskel]

# p < 0,05 Immobilisation vs. Sham-Immobilisation
*p < 0,05 C.p. vs. NaCl
§ p < 0,05 Op-Bein vs. Kontroll-Bein

Abb. 10 a : Spezifische Tetanische Kraft des Matib cranialis am Op-Bein
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Abb. 10 b : Spezifische Tetanische Kraft des Matib cranialis am Kontroll-Bein
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5. Diskussion

In der vorliegenden Studie konnten wir zeigen, dasaobilisation in einem groReren Ausmalf3
als Inflammation fur eine verzdgerte Erholung naelromuskularer Schwache und fur eine
starkere und langer anhaltende Hochregulation astyicholinrezeptoren an Skelettmuskeln
verantwortlich ist. Auch fur die Einzelkraftmessengund die Messung der maximalen
tetanischen Kraft konnten wir zeigen, dass nackereimmobilisation im Vergleich zu einer
Inflammation mehr Zeit fir eine Erholung bendtigtdy

Immobilisation (Hinder 1997, S. 211-219), (RadélD2, S. 358-364) und Inflammation (Hund
2001, S. 929-934), (Friedrich 2006, S. 403-409)d siawei Hauptrisikofaktoren fir das
Entstehen einer Critical lliness Myopathie. Es gibér bisher nur Arbeiten, die lediglich einen
der beiden pathogenetischen Faktoren aufgreifen.giBo es verschiedene Ansatze eine
Immobilisation zu simulieren: eine Aufhangung demterlaufs (Anderson 1999, S. 2701-
2707), ein Eingipsen eines Hinterlaufs (Coutinhd20S. 1329-1332), eine Infusion mit
Muskelrelaxantien (Kim 1995, S. 309-315), eine Deiggung des Muskels (Hogue 1990, S.
703-709) oder eine Fixierung des Knie- und Spruleydes mittels Draht-Spickung (Ibebunjo
1999, S. 275-285). Wir haben uns flr die von Ibgbyublizierte Methode entschieden, da in
diesem Versuchsaufbau die Kontinuitat der nervakitung, sowohl zentral als auch peripher
erhalten bleibt. Es wird nur die isotonische Kokti@n blockiert, die isometrische hingegen
bleibt intakt (Ibebunjo 1999, S. 275-285). Hierdurerhalten wir immobilisationsbedingte
Verdnderungen wie  Muskelatrophie, Muskelschwache d urHochregulation der
Azetylcholinrezeptoren der Skelettmuskeln.

Um eine systemische Inflammation zu induzieren wordVerfahren entwickelt wie die
intraperitoneale Injektion von Zymosan (Minnaard20S. 339-348), Corynebacterium parvum

(Fink 2003, S. 82-88) oder eine Injektion von Emaaten (Chai 2003, S. 1802-1807). In all
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diesen Ansatzen wurden jedoch nur die kurzfristiBeaktionen nach einmaliger Stimulation
einer Inflammationsreaktion untersucht. Wir wissdrer, dass sich die CIM bevorzugt dann
entwickelt, wenn eine Sepsis bzw. SIRS oder dieolabs Bettlagerigkeit Uber mindestens
sieben Tage anhalt (De Letter 2001, S. 2281-228%),Jonghe 2002, S. 2859-2867). Durch
repetitive Gabe von Corynebacterium parvum erreichivir eine zwolf Tage andauernde
Inflammation. Eine Infektion durch Corynebacteriparvum fuhrt in unserem Modell zu einer
signifikanten  Erniedrigung des Korpergewichts beaiggsweise Erhdhung des
Methamoglobin-Spiegels. Die Corynebacterium paninduozierte Mortalitéat betrug 21.3%.
Azetylcholinrezeptoren sind auf der Muskeloberfidbkalisiert und verantwortlich fir die
neuromuskuléare Antwort. Kommt es durch pathogecdletiF—aktoren wie Immobilisation oder
Inflammation zu Schéadigungen an Muskeln, fuhrt desch zu Veréanderungen an den
Rezeptoren. So zeigten Yanez et al. in ihrer Arlabiss eine Gabe des Muskelrelaxans d-
Tubocurare oder eine Immobilisation Uber 28 Tagene ei Hochregulation der
Azetylcholinrezeptoren zur Folge hat (Yanez 19963&!-391). In unserem Modell zeigt sich
nach Inflammation eine milde Hochregulierung dee#icholinrezeptoren, die sich aber nach
spatestens vier Tagen wieder erholt hat. Eine Inilisabon hingegen fihrt zu einem deutlich
starkeren Anstieg, der sich erst nach zwo6lIf Tageréaernd normalisiert.

Am Kontroll-Bein fuhrt die Inflammation sowohl zuiner signifikanten Reduktion der
Muskelmasse als auch der maximalen tetanischen. iaif beiden Parametern kommt es nach
zwolf Tagen zu einer kompletten Erholung. Hingegegisen weder spezifische tetanische
Muskelkraft noch Einzelkontraktionskraft oder spisehen Einzelkontraktionskraft
signifikante Verdnderungen auf. So kommen wir zmdechluss, dass die Muskelschwache
nach Inflammation hauptsachlich aus einem Verlest Muskelmasse resultiert. So konnten

auch Minnaard et al. ihrem Inflammationsmodell eeigdass eine Infektion mit Zymosan zu
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einem Verlust der Muskelmasse fiihrte und es daduoetingt, zu einem Abfall der
Muskelkraft kam (Minnaard 2005, S. 339-348).

Die Veranderungen nach Immobilisation sind dagegehgravierender. Es kommt zu einem
signifikanten Verlust der Muskelmasse, der sellmthn36 Tagen noch nachzuweisen ist.
Entsprechend kommt es zu einem signifikanten Abfaler Muskelkraft. Die
Einzelkontraktionskraft zeigt zwar innerhalb dergBeerationszeit eine Besserung, doch ist
selbst am 36. Tag der Erholung eine Kraftreduktsachtbar. Auch bei der Messung der
maximalen tetanischen Kraft sind nach 36 Tagen riinbulRen zu erkennen. Die spezifische
tetanische Kraft hingegen erholt sich nach zwoljdranahezu vollstéandig. Hieraus lasst sich
schlussfolgern, dass es sich ab dem zwdlften Tag Eteolung um eine rein durch
Muskelatrophie hervorgerufene Muskelschwéache hanttelden ersten zwolf Tagen missen
demnach noch weitere Faktoren eine Rolle bei dest&mng der Muskelschwache spielen. Als
ein  maoglicher Faktor kommt eine Veradnderung der &ghhz oder Subtypen der
Azetylcholinrezeptoren in Frage, da diese direkt die neuromuskulare Ubertragung
eingebunden sind. In unserer Untersuchung fiel addiss die Hochregulation der
Azetylcholinrezeptoren in den ersten zwolf Tageohnenmobilisation einen ahnlichen Verlauf
der Erholung zeigte wie die verminderte spezifisiehi@nische Kraft.

Die Arbeit von Fink et al. (Fink 2008, S. 910-91@gigte, dass Immobilisation und
Inflammation gleichermal3en verantwortlich sind Muskelschwéache, Abnahme der Einzel-
und tetanischen Muskelkraft. Auch die Zunahme deetycholinrezeptoren ist nicht allein
durch Muskelatrophie bedingt. Diskutiert wurden erelder Myositis, welche sich in erhéhten
Entzindungsparametern darstellte, auch die Redukba Motoneuronen und Myosinfibrillen.
Die Arbeit konnte aber belegen, dass sich keinenifdsignten Veranderungen in den

Typl/Typ2-Fasern ergaben. In unserer Arbeit hingepgeigt sich, dass die Ursache fir die
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verzogerte Erholung zwischen dem 12. und 36. Tagaef Muskelatrophie zurlickzuftihren ist.
In den ersten zwolf Tagen aber spielen wohl weiMezhanismen noch eine Rolle. Als eine
maogliche Ursache kommt die Myositis in Frage, da Miethamoglobin- und1-AGP-Spiegel

in den ersten Tagen der Erholungsphase noch dignifierhdht sind. Weiterhin zu diskutieren
ist das Zusammenspiel der Muskelfasertypen. Dasptdagenmerk unserer histologischen
Auswertung lag zwar auf Muskelkraft, Muskelmassd @zetylcholinrezeptoren, doch spielt
sicherlich die Veradnderung zwischen schnellen (THp und langsamen (Typ 1)
Muskelfasertypen eine Rolle. Im M. tibialis der ®adominieren die schnellen (Typ II) Fasern.
So konnte in der Arbeit von Gupta et al. gezeigtdea, dass eine Denervation im Sinne einer
Immobilisation zu einer Atrophie der schnellen (TiYpFasern und zu einer Hypertrophie der
langsamen (Typ 1) Fasern im M. soleus von Rattént fiiGupta 1989, S. 647-655).
Zusammenfassend kann man sagen, dass in unsereetl Miedmmobilisation der wesentliche
Faktor fur eine verzogerte Erholung der Muskelkiasftund eine begleitende oder alleinige
Inflammation nur zur kurzfristigen Verschlechterutgr Muskelfunktion fuhrt. Eine additive
Wirkung der beiden pathogenetischen Faktoren ishtnnachweisbar. Ebenso fihrt die
Immobilisation im Vergleich zur Inflammation zu emnstarkeren und langer andauernden

Hochregulation der Azetylcholinrezeptoren.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund: Systemische Inflammation und Immobilisation simeez Hauptrisikofaktoren in
der Pathogenese der sog. CIM. Ziel dieser Arbeit @s die Auswirkungen dieser beiden
Faktoren auf die Erholung der Muskelkraft sowie ali¢ Erholung der hochregulierten

Azetylcholinrezeptoren zu untersuchen.

Methoden:. Nach Genehmigung durch die Tierschutzkommissidneken 258 mannliche
Sprague-Dawley Ratten an den Tagen -12, -8 und efng intravendse Injektion von entweder
Corynebacterium parvum Bakterien (C.p.) oder pHggischer Kochsalzldsung (NaCl). Die
Gruppen wurden weiter unterteilt, um einen HintgirlgOp-Bein) entweder mittels Kirschner-
Draht zu immobilisieren (Immobilisation) oder naglér Operation mobil zu belassen (Sham-
Immobilisation). Das entsprechende kontralateradén Rliente als Kontrolle (Kontroll-Bein).
Am Tag 0, 4, 12 oder 36 nach Erholung wurde die kumidse Kontraktionskraft (maximale
Einzelkontraktionskraft, maximale tetanische Kraftlechanomyographisch am M. tibialis
cranialis gemessen. Nach den Messungen wurden idie Hetotet, die Muskelgewichte
gemessen, sowie das Akute-Phase-ProteyAGP im Serum und die Expression der

Azetylcholinrezeptoren auf dem M. tibialis crarsatiestimmit.

Ergebnisse: 55 Tiere starben nach Injektionen von Corynelvacteparvum. Bei neun Tieren
infizierte sich die Op-Wunde und weitere neun Tweeen insuffizient immobilisiert. 25 Tiere

mussten Praparations- und Op-bedingt aus dem \feeisgeschlossen werden.

Nach Corynebacterium parvum Injektionen kam esdbein Tieren zu einem signifikanten
Gewichtsverlust, der bis zum zwolften Tag der Euhgl anhielt (Minimum am Tag 10
Schadigungsphase: Cp/Sham 11,27%, Cp/iImmob 16,3%wiclsverlust vom

Ausgangsgewicht). MetHb und-AGP waren bei den C.p-Tieren signifikant erhéinteiehten
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aber am Tag zwolf der Erholung wieder nahezu demalen Ausgangswert (Maximum Met-
Hb [%] Tag 0: Cp/Sham 6,70+2,52, p<0,05 vs. NaGU#8hCp/Immob 8,75+8,24, p<0,05 vs.
NaCl/lmmob; Maximum;-AGP [mg/ml] Tag 0: Cp/Sham 1,41+0,55, p<0,05 vaONSham;

Cp/Immob 1,41+0,66, p<0,05 vs. NaCl/Immob).

Das Gewicht [g] des M. tibilias cranialis zeigt eflammation nach zwdlf Tagen eine nahezu
vollstandige Erholung (Tag 12 Cp/Sham 0,79+0,06)hwgegen nach reiner Immobilisation
selbst nach 36 Tagen noch EinbufRen zu erkenner{Bagd36 NaCl/lmmob 0,75+0,05, p<0,05

vs. NaCl/Sham).

Eine Immobilisation fihrt bei Messung der maximal&mzelkontraktionskraft (Tag 36
Cp/Immob 3,80+0,74, p<0,05 vs. Cp/Sham) und derimaben tetanischen Kraft (Tag 36
Cp/lImmob 9,27+1,11, p<0,05 vs. Cp/Sham) zu einenrigerung Uber die gesamte

Erholungsphase. Bei Inflammation ist dieser Effelit vier Tage sichtbar.

Auch die Hochregulation der Azetylcholinrezeptoreglt nach Inflammation lediglich vier
Tage an (Tag 4 Cp/Sham 33,21+£15,51), nach Immabiis werden die
Azetylcholinrezeptoren bis zu zwoélf Tage exprimi€itag 4 NaCl/lmmob 159,98+71,31,

p<0,05, vs. NaCl/Sham; Cp/Immob 268,17+159,61, @50ys. Cp/Sham).

Schlussfolgerung: Chronisch systemische Inflammation alleine karmemgorar eine

Muskelschwache bedingen und zu einer kurzfristigeHochregulierung  der
Azetylcholinrezeptoren flihren. Doch konnten wir umserem Modell zeigen, dass die
Immobilisation in der Erholungsphase nach CIM iel\iherem Mal3e fiir eine prolongierte

Muskelschwache und eine Hochregulierung der Azkbjiorezeptoren verantwortlich ist.
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