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1. Einleitung

1.1. Das Zwerchfell als Hauptatemmuskel

1.1.1. Innervation und Aufbau des Zwerchfells

Das Zwerchfell leistet 75 - 80 % der inspiratorischen Ruheatemarbeit und ist damit der
Hauptatemmuskel des Menschen (Wang 2011, S. 564-566).

Den groRten Anteil an der Zwerchfellinnervation hat der paarig angelegte Nervus
phrenicus (NP). Dieser entspringt beim Menschen aus den motorischen VVorderhornzellen
der Zervikalsegmente C3 - C5 des Rickenmarks. Der NP liegt zervikal der VVorderflache
des M. scalenus anterior an und zieht zwischen A. und V. subclavia ventral des N. vagus
in die Thoraxhohle. Dort verlduft er zwischen Perikard und Pleura mediastinalis zum
Zwerchfell, das er auf der rechten Seite lateral der V. cava superior erreicht, auf der linken
Seite im Bereich der Herzspitze.

Eine weitere Innervation ist durch den N. phrenicus accessorius (NPA) moglich. Der NPA
entspringt beim Menschen am hadufigsten dem N. subclavius (61 %) oder der Ansa
cervicalis entweder direkt (12 %) oder aus einem Nervenast zum M. sternohyoideus
(7 %) (s. Abbildung 1A). Seltener entspringt er dem N. supraclavicularis, dem spinalen
akzessorischen Nerven, dem N. hypoglossus oder direkt aus den Zervikalsegmenten C3 -
C5 (Loukas 2006, S. 1870-1875). Die Inzidenz des NPA betragt je nach Studienlage
zwischen 53 - 62 % (Loukas 2006, S. 1870-1875; Nayak 2008, S. 181-184). Der NPA
verlduft zundchst parallel mit den brachialen Plexusnerven. In einem Drittel der Félle
vereinigt er sich mit dem NP oberhalb der V. subclavia, ansonsten erst unterhalb, wobei
er dann ventral der V. subclavia verl&uft (Codesido 2008, S. 779-780). Wéhrend der NP

den ventromedianen Pars sternalis, den lateralen Pares costalis und Teile des dorsalen



Pars lumbalis (Crus dextrum et sinistrum) des Zwerchfells innerviert (s. Abbildung 2),
versorgt der NPA dorsale Zwerchfellanteile.

Bei Ratten entspringt der NP den Zervikalsegmenten C4 und C5, der NPA dem
Zervikalsegment C6 (s. Abbildung 1B) (Gottschall 1977, S. 63-69). Die Inzidenz des
NPA betragt zwischen 84 % und 92 % (DeVries 1989, S. 88-90; Gottschall 1977, S. 63-
69). Der NPA innerviert bei Ratten den dorsokostalen und laterokruralen Anteil des
Zwerchfells.

Unter funktionellen Aspekten liegt die Besonderheit des Zwerchfells in seiner
Kuppelkonstruktion. Die héher gelegene Sehnenplatte (Centrum tendineum) wird durch
Kontraktion der randstandig ansetzenden Muskeln nach unten gezogen, wodurch sich die
Flache des Zwerchfells verkleinert. Die dadurch gewonnene thorakale Volumenzunahme
geht auf Kosten des Bauchraums, der bei Inspiration nach kaudal ausweichen muss und
sich durch Erschlaffung der Bauchmuskulatur vorwdlbt (,,Bauchatmung®). Neben der
Atemarbeit unterstiitzt das Diaphragma den unteren Osophagussphinkter bei der

Refluxvorbeugung.

A f/

Ansa cervicalis

Plexus brachialis

Nerv des N. subclavius

N. phrenicus
accessorius

Abbildung 1A: Darstellung der haufigsten Ursprungsnerven (Pfeile) des N. phrenicus accessorius (Kreise)
beim Menschen: N. subclavius, Ansa cervicalis und der N. des M. sternohyoideus (modifiziert nach Loukas
2006).

Abbildung 1B: Situs der zervikalen Spinalnervenwurzeln (C4 — C6) von Ratten. Ursprung und Verlauf
von N. phrenicus und N. phrenicus accessorius. Beide Nerven vereinigen sich unterhalb der 1. Rippe (1). 3
— 7: Halswirbel; C4 — C6: zervikale Spinalnervenwurzeln (modifiziert nach Gottschall 1977).
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Abbildung 2: Darstellung des Zwerchfells beim Menschen von kranial (Wurzinger 2007). Die drei
Hauptabschnitte des Diaphragmas sind Pars sternalis, costalis und lumbalis. Letzterer unterteilt sich in Crus
sinistrum und dextrum.

1.1.2. Klinische Relevanz der Zwerchfelllahmung

Héufig fuhren periphere Erkrankungen des NP oder des Zwerchfells je nach
Auspragungsgrad  zu  Zwerchfellparese  (unvollstandige ~ Lahmung),  oder
Zwerchfellparalyse (vollstandige L&hmung).

Die haufigste Ursache fiir eine direkte L&sion des NP ist mit bis zu 36 % ein operativer
Eingriff (Elefteriades 2008, S. 289-295). latrogene Ursachen sind meist Herzoperationen,
Kopf-/Halsoperationen, anasthesiologische Nervenblockaden, Zentralvenenkatheter-
Anlagen oder chiropraktische Manipulationen (Ko 2009, S. 501-510). Tumoren im Kopf-
bzw. Halsbereich kdnnen primar zu Nervenkompression oder Nerveninfiltration fuhren
oder sekunddr durch Tumorresektion, Neck dissection oder Bestrahlung eine
Nervenschadigung verursachen. Selten werden infektiose Ursachen fir die Affektion des
NP diagnostiziert, wie Poliomyelitis, Herpes zoster, HIV, Tetanus und Lyme-Borreliose
(Qureshi 2009, S. 315-320). Die Ursachen idiopathischer Zwerchfellldhmungen sind

unklar; eine haufig undiagnostizierte virale Genese wird aber diskutiert (Crausman 2009,



S. 153-157). Zudem gibt es neuropathische Erkrankungen, die sich auf den NP auswirken
kdnnen, wie Multiple Sklerose, Guillain-Barré-Syndrom, chronisch-inflammatorische
demyelinisierende Neuropathie oder die diabetische Neuropathie. Auf padiatrischen
Intensivstationen sind die haufigsten Ursachen fir periphere NP-Lasionen Operationen
angeborener Herzfehler und Geburtsschédden durch Nervendehnung (Commare 1994, S.
187-193).

Daneben kann die erworbene Muskelschwéche bei kritisch Kranken (engl.: intensive care
unit-acquired weakness, ICUAW) eine Zwerchfell- und/oder NP-Affektion hervorrufen
(Zochodne 1987, S. 819-841). Die ICUAW st eine intensivmedizinisch relevante
Erkrankung, welche die Critical-1liness-Polyneuropathie, -Myopathie  und
-Polyneuromyopathie als Uberbegriff umfasst (Ramsay 1993, S. 387-398). Bei der
Critical-1llness-Polyneuropathie tritt eine primare axonale Degeneration Uberwiegend
distaler motorischer und sensorischer Nervenfasern auf (Zochodne 1987, S. 819-841).
Bei der Critical-llIness-Myopathie sind primar proximale Muskeln betroffen (Helliwell
1991, S. 307-314). Hauptrisikofaktoren der ICUAW sind die Sepsis und das
Multiorganversagen. Bis zu 70 % der Patienten entwickeln darunter eine ICUAW (Witt
1991, S. 176-184). AuBerdem konnen Hyperglykdmie, Immobilisation, eine
Steroidtherapie, sowie der Einsatz von Muskelrelaxantien das Risiko daran zu erkranken
erhdhen (de Jonghe 2009, S. S309-315).

Wird eine Zwerchfellldhmung durch eingeschrankte Ventilation und Dyspnoe
symptomatisch, kann eine Beatmung indiziert sein. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die kontrollierte mechanische Beatmung (engl.: controlled mechanical ventilation, CMV)
selbst zu einer ventilatorinduzierten diaphragmalen Dysfunktion (engl.: ventilator-
induced diaphragmatic dysfunction, VIDD) fuhren kann (Levine 2008, S. 1327-1335).
Die histologisch detektierte Muskelfaseratrophie ist proportional zur Beatmungsdauer

und tritt isoliert im Zwerchfellmuskel auf. Patienten, die l&ngere Zeit beatmet wurden,



lassen sich zunehmend schwerer vom Respirator entwéhnen, was mit einer erhéhten
Morbiditat und Mortalitat verbunden ist. Aus diesem Grund ist die friihzeitige Detektion
und Therapie der Zwerchfelllihmung von hoher Kklinischer Relevanz auf

Intensivstationen.

1.1.3. Symptome und Diagnostik der Zwerchfelllahmung

Eine unilaterale Zwerchfelllahmung ist haufig asymptomatisch oder von leichter
Dyspnoe begleitet, bilaterale Denervierung aufiert sich hdufig mit Orthopnoe und
paradoxer Atembewegung (Laghi 2003, S. 10-48). Alveoldare Hypoventilation,
subsegmentale Atelektasenbildung und ein Missverhéltnis von Ventilation zu Perfusion
fihren zu Hypoxamie und Erythrozytose. Besonders ausgeprégt sind die Symptome in
Rickenlage, wenn die Bauchorgane auf das Zwerchfell driicken. Klinisch sind im
Lungenfunktionstest Vitalkapazitat, totale Lungenkapazitidt und Einsekundenkapazitat
bei unilateraler Lahmung um jeweils ca. 25 %, 15 % und 30 % erniedrigt, bei bilateraler
Lahmung um jeweils ca. 55 %, 45 % und 50 % (Ko 2009, S. 501-510).

Zur bildgebenden Diagnostik konnen eine Rontgenthorax-Aufnahme (Chetta 2005, S. 39-
44), die Fluoroskopie (dynamische Rontgendurchleuchtung) oder die Sonographie
eingesetzt werden. Goldstandard ist die Methode der elektrischen oder magnetischen
Nervenstimulation mit EMG-Aufzeichnung der Zwerchfellaktivitat (Luo 1998, S. 2089-
2099). Abgeleitete Muskelsummenaktionspotentiale in Form eines Interferenz-EMGs
korrelierten dabei sehr gut mit den zugrunde liegenden Nervensignalen und geben damit
Rickschlisse auf die vorhandene Zwerchfellinnervation (Lourenco 1966, S. 527-533).
Die Ableitelektroden konnen auf der Hautoberflache im 7. - 9. Interkostalbereich der
Axillarlinie oder im Osophagus positioniert werden. Zusatzlich wird haufig auch der
durch das Zwerchfell mechanisch ausgeldste transdiaphragmale Druck bei geschlossenen

Atemwegen bestimmt (Qureshi 2009, S. 315-320). Invasivere Verfahren, wie kutan oder
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laparoskopisch eingestochene Nadel-Elektroden sind zwar genauer, aber eher

experimentellen Studien vorbehalten.

1.2. Grundlagen der Elektromyographie (EMG)

Die Elektromyographie (EMG) ist eine neurophysiologische Methode, die sich mit
Entstehung, Aufzeichnung und Auswertung myoelektrischer Signale befasst. Sie zahlt zu
den wichtigsten elektrophysiologischen Untersuchungen zur Detektion neuromuskularer
Erkrankungen (Stevens 2009, S. S299-308).

Myoelektrische Signale haben ihren Ursprung in den a-Motorneuronen, die im
Vorderhorn des Rickenmarkes liegen. Deren myelinisierte Axone treten Uber
neuromuskuldre Synapsen mit den Zielmuskeln in Kontakt. Alle Skelettmuskelfasern, die
von einem a-Motorneuron innerviert werden, bilden eine motorische Einheit und
reagieren gleichzeitig auf neuronalen Input (Wohrle 2011, S. 84-116). Die
elektromechanische Koppelung fuhrt zu Muskelkontraktion, deren Stdrke durch die
Modulation der Zahl rekrutierter motorischer Einheiten und durch Frequenzénderung
bereits aktiver Motorneurone verdndert wird. Geringe Muskelkraft wird eher durch
Modulation der Zahl rekrutierter motorischer Einheiten variiert, groRe Muskelkraft eher
durch Frequenzanderung (Milner-Brown 1975, S. 549-569). Entsprechend dem
Rekrutierungsprinzip werden bei willklrlicher Muskelarbeit zuerst leichter erregbare
kleinere Motorneurone aktiviert, die kleinere motorische Einheiten innervieren, bevor fur
groRere Kraftanstrengungen groRere Motorneurone und Muskeleinheiten hinzukommen
(Henneman 1985, S. 105-112).

Auf zellul&rer Ebene breitet sich die Depolarisation ausgehend von den Synapsen in der
Innervationszone bidirektional mit einer Geschwindigkeit von 4 m/s (Zwarts 2003, S. 1-
17) auf einer Strecke von 10 cm (Mensch) bzw. 2 cm (Ratte) aus (Drenckhahn 2003, S.

149-170; Gordon 1989, S. 131-143). Im Extrazellularraum bilden sich wandernde Di-
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und Tripole entlang der Muskelfasermembran, die elektrische Felder erzeugen (s.

Abbildung 3).

Abbildung 3: Raumliche Wanderung extrazellularer Potentiale entlang der Muskelfaseroberflache im
Zeitverlauf.

Die Elektromyographie (EMG) bedient sich konzentrischer Nadelelektroden, die direkt
in den Muskel eingebracht werden. Es kénnen Spontanaktivitdten oder moderate und
maximale Willkuraktivierung gemessen werden (Buchthal 1982, S. 265-280).

Die Potentiale aller Muskelfasern einer motorischen Einheit imponieren
elektromyographisch als Potential einer motorischen Einheit (Woéhrle 2011, S. 84-116).
In einer Ableitung per Nadelelektroden tberlagern sich bei starker Muskelkontraktion
zahlreiche Summenaktionspotentiale zum Interferenz-EMG (Daube 2009, S. 244-270).
Die elektrischen Spannungsanderungen im EMG spiegeln dabei den funktionellen

Zustand der neuromuskularen Ubertragung wieder.

1.3. Verwendetes Tiermodell zur Untersuchung von De- und Reinnervation

Die vorliegende Studie basiert auf der im Rattenmodell etablierten Methode der
unilateralen Phrenikotomie (Gottschall 1977, S. 63-69; Lillmann-Rauch 1971, S. 593-
603). Hierbei wird unilateral ein zervikaler Abschnitt des NP reseziert und durch
Kauterisation der proximalen und distalen Nervenenden eine direkte Reinnervation
verhindert.

Durch die Phrenikotomie ist eine Weiterleitung neuronaler Aktivitdt der
Zervikalsegmente C4 und C5 bis zum distalen phrenikalen Nervenstumpf vollstandig
unterbrochen. Der distale Nervenstumpf unterliegt damit der Wallerschen Degeneration,

welche Axone und Myelinscheide betrifft und 24 - 48 h anhalt. Die durch das Trauma
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ausgeloste  starke  Entzundungsreaktion vermittelt die anterograde axonale
Fragmentierung, apoptotische Zersetzung und Beseitigung des distalen Nervenstumpfes
durch Makrophagen (Camara-Lemarroy 2012, S. 1-7). In vollstdndig denervierten
Zwerchfellabschnitten erlischt die atemabhéngige EMG-Aktivitiat komplett, wobei die
nervale Deprivation zur Muskelatrophie und Klinischer Muskelschwache fihrt. Im
Ubergangsareal, das vom NP und NPA doppelt innerviert wird, findet sich bei maximaler
Willkirspannung eine verminderte Rekrutierung motorischer Einheiten. Im Einzelfaser-
EMG zeigt sich dies durch ein deutlich gelichtetes Interferenzmuster mit sparlichen,
einzelnen Potentialentladungen (Hacke 2010, S. 113-117). Das einsetzende, instabile
muskulare Membranpotential fuhrt dazu, dass Muskelfasern unabhéngig voneinander
ohne externe Stimulation spontan depolarisieren kdnnen (Daube 2009, S. 244-270). Im
EMG treten im Gegensatz zum Normalbefund (s. Abbildung 4A) pathologische
Spontanaktivitdten wie positive scharfe Wellen und Fibrillationspotentiale auf (s.
Abbildung 4B) (Hacke 2010, S. 113-117). Ein progredienter Kapillargefalverlust
(Borisov 2000, S. 292-304) und atrophische Muskelfasern fiihren zur Zunahme der
Bindegewebsbreite, was eine Veranderung von Widerstand und Kapazitdt der
Muskelfasermembranen zur Folge hat.

Die nachfolgende Reinnervation eines Muskels kann durch zwei unterschiedliche
Mechanismen erfolgen: durch direkte oder kollaterale Reinnervation. Bei der direkten
Reinnervation sprosst ein neues Motoraxon nach distal mit einer Geschwindigkeit von 1
- 4 mm pro Tag aus (Rodrigues 2012, S. 1-10), falls die Fusion der separierten
Nervenenden von einer teilweise erhaltenen Markscheide unterstiitzt wird (Sun 2010, S.
963-975). Die kollaterale Reinnervation, welche in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurde, gelingt durch Verzweigung terminaler Axone, die von benachbarten intakten
motorischen Einheiten zu den denervierten Muskelfasern auswachsen (Kugelberg 1970,

S. 319-329). L&nge und Durchmesser von Nervenenden sind wéhrend des
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Reinnervationsvorganges standigen Anderungen unterworfen und neue Endplatten
werden auch aulerhalb der reguldren Innervationszonen gebildet. Da die neuen
Axonenden zu Beginn noch unmyelinisiert sind, besitzen sie anfangs noch geringere
Leitungsgeschwindigkeiten  (Bischoff 2008, S. 92-97). Die Synchronitdt der
Muskelfasern ist aufgehoben, im Einzelfaser-EMG zeigen sich vermehrt polyphasische,

asynchrone Potenziale verlangerter Dauer (Daube 2009, S. 244-270).

Willkiraktivitat

Motorische Einheiten mit EMG- Histologie Spontan-  Einzelne Potentiale Aktivitatsmuster
Nadel (Schema) (Schema) aktivitdt motorischer bei maximaler
Einheiten Willkuraktivitét

FA\E A Ih

\ 7N

N A

'Y £ Keine

~§\;!\\\ ,‘,/ \~“

/,r' N\ 4 !
Y »
;‘

P\ Vi
by | S v/
g o~

be X ) N
’ - Q

</
D ¢
A

-
e

9
£,
o200 e

.
/

P
-

Y

\
/, ) )
g AN
— |\
> -
YA
T ¢
A SANG O
AN ++++
»‘\"\‘*‘.’
TAN\E AR

Abbildung 4: Morphologischer und elektromyographischer Vergleich von Normalmuskel mit neurogener
Muskelatrophie. Links: Zwei innervierte motorische Einheiten, Mitte: Schema des histologischen
Befundes, Rechts: EMG-Charakteristika.

A) Normalfall: Intakt innervierte motorische Einheiten. Histologie: polygonale Muskelfasern gleichen
Kalibers. EMG: keine Spontanentladung, bi- bis triphasische Potentiale und dichtes, interferentes
Aktivitdtsmuster bei maximaler Willkiirinnervation.

B) Neurogene Muskelatrophie: Ausfall einer motorische Einheit mit kollateraler Reinnervation.
Histologisch feldférmig gruppierte Atrophie einzelner Fasern. EMG: pathologische Spontanaktivitdten in
Formvon positiven scharfen Wellen und Fibrillationen. Die Potentiale sind polyphasisch, amplitudenerhéht
und verlangert. Das Aktivitatsmuster ist von hoher Amplitude, aber gelichtet (modifiziert nach Hacke 2010,
S. 114).

Im Verlauf der Reinnervation steigt das Innervationsverhéltnis der motorischen Einheiten
verbliebener Muskelfasern (Bodine-Fowler 1994, S. 53-62), Zahl und Querschnitt der
Muskelfasern nehmen zu, die Faserdichte erhoht sich (Finsterer 2002, S. 12-20) und die
Bindegewebsbreite nimmt ab. Dadurch erhoht sich die Leitungsgeschwindigkeit

(Bischoff 2008, S. 92-97) und der Gewebswiderstand sinkt (Daube 2009, S. 244-270).
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Die erfolgreiche Reinnervation zeigt sich im Einzelfaser-EMG durch Resynchronisation,

hoéhere Amplitude und langerer Dauer der Potentiale motorischer Einheiten.

1.4. Einfuhrung der Entropie in die EMG-Analyse

Auf lineare Zeitreihen lassen sich Frequenzanalysen anwenden, die haufig auf dem durch
die Fourier-Transformation berechneten Spektrum basieren. Durch dieses Verfahren
werden Signale linear-parametrisch in ihre Frequenzkomponenten aufgeschlisselt. Die
ermittelten dominanten Frequenzen oder  Frequenzschwerpunkte  sind
amplitudenabhangig und geben auf das EMG angewandt Auskunft tber die linearen
Eigenschaften der zugrundeliegenden komplexen neuromuskularen Dynamik. Dies ist
aber nur bei vorhersagbaren (deterministischen) Signalen hoher zeitlicher Konstanz
(Stationaritat) sinnvoll, da fur unterschiedliche Zeitabschnitte sonst stark divergierende
Parameter errechnet werden. Der Erzeugungsprozess von EMG-Signalen lasst zwar
vermuten, dass hochdimensionale deterministische Anteile enthalten sind, trotzdem
zeigen EMG-Signale primér stochastische Eigenschaften niedriger Stationaritat. Der
Komplexitatsgrad von EMG-Signalen ist dabei unter maximaler Willkirkontraktion
héher als unter dynamischer Muskelarbeit (Padmanabhan 2004, S. 608-611).

Um konstante und damit vergleichbare Parameter fiir EMG-Signale von kurzer Dauer zu
gewinnen ist daher die nichtlineare Zeitreihenanalyse geeigneter.

Zu den nichtlinearen Parametern zéhlt die Entropie, welche urspringlich aus der
Thermodynamik eingefiihrt wurde, um den Verteilungsgrad von Molekilen in Stoffen
unterschiedlicher Aggregatzustande zu beschreiben (Bein 2006, S. 101-109). Mit
zunehmender Molekulbeweglichkeit im dreidimensionalen Raum steigt die Entropie, z.B.
beim Ubergang eines Stoffes vom festen in einen flissigen Aggregatzustand. Shannon
adaptierte den Entropiebegriff 1948 auf die Informationstheorie (Shannon 1948, S. 623-

656). Anhand der Entropie l&sst sich der Ordnungsgrad kurzer Zeitabschnitte anhand des
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Vergleiches von Signalmustern amplitudenunabhangig quantifizieren. Zeitreihen mit
vielen repetitiven Signalmustern besitzen kleine Entropiewerte, zufallige Zeitreihen hohe
Entropiewerte. Die Entropie bietet durch die Angabe des Ordnungsgrades zusétzliche
Information Uber die urspringliche neuromuskulére Netzwerkstruktur (Thakor 2004, S.
453-495), was durch Spektralanalyse allein nicht zu eruieren wére. AulRerdem sind fir
eine adaquate Analyse weniger VVoraussetzungen an das Signal erforderlich, da auch sehr
kurze Signalabschnitte und Daten mit grofRer Schwankungsbreite (= niedrige
Stationaritat) analysiert werden kodnnen. Aktuell gibt es zahlreiche verschiedene,
dimensionslose Entropiemalie, welche ein MaR fiir SignalunregelméRigkeit sind. Pincus
fihrte 1991 die approximierte Entropie ein (Pincus 1991, S. 2297-2301), die mit der
Fuzzy-Funktion zur fuzzy-approximierten Entropie optimiert wurde (Xie 2010, S. 1483-
1496), um Monotonie und Robustheit gegenuber Stérsignalen zu verbessern. Chen et al.
fihrten die approximierte und die fuzzy-approximierte Entropien in die Oberflachen-
EMG-Analyse ein (Chen 2007, S. 266-272).

Ebenfalls eine Weiterentwicklung nichtlinearer Parameter ist die Permutationsentropie
(PeEn) (Bandt 2002, S. 1-4), welche durch einen ordinalen Analyseansatz (endliche
Anzahl von Symbolen) besonders geeignet ist, dynamische Prozesse in kurzen,
verrauschten Zeitreihen zu charakterisieren. Im Rahmen der EEG-Analyse wies die PeEn
bereits eine hohere VVorhersagewahrscheinlichkeit als die approximierte Entropie auf, den
Wachzustand vom Narkosezustand unter Sevoflurannarkose zu differenzieren (Li 2008,
S. 448-456). Analog zur EEG-Analyse, wurde in der vorliegenden Arbeit die PeEn in die
EMG-Analyse eingefiihrt, um die neuromuskuldre Komplexitdt von De- und
Reinnervation zu untersuchen. Dabei ist zu vermuten, dass Denervation zu einer PeEn-
Abnahme (Abnahme der Ordnung), kollaterale Reinnervation zu einer PeEn-Zunahme

fuhrt (Zunahme der Ordnung).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Die Quantifizierung der Zwerchfelllahmung im Rahmen von NP-Lé&sion, VIDD, ICUAW
oder anderen Erkrankungen, die zur Affektion von NP und Zwerchfell fihren, ist
aufgrund therapeutischer Konsequenzen von hohem Kklinischen Interesse. Zu den
wichtigsten diagnostischen Untersuchungsmethoden z&hlt die Elektromyographie
(EMG). Die Permutationsentropie (PeEn), ein nichtlinearer Parameter, der bereits in der
Elektroenzephalographie (EEG) etabliert wurde, scheint geeignet, Verénderungen
neuromuskuldrer Komplexitdt durch Denervation und Reinnervation im EMG zu
quantifizieren. Dabei wird angenommen, dass Denervation zu PeEn-Abnahme und
kollaterale Reinnervation zu PeEn-Zunahme fihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde am
Tiermodell der Ratte die nach unilateraler Phrenikotomie einsetzende Kkollaterale
Reinnervation des Zwerchfells ausgehend vom dorsalen NPA mittels In-vivo-Zwerchfell-
EMG untersucht.

Die Fragestellungen dieser Arbeit sind:

(1) Welchen Zeitverlauf nimmt die Reinnervation von dorsal durch den NPA nach

Phrenikotomie?
(2) Kann die in der EEG-Analyse etablierte PeEn Denervation und Reinnervation des

Zwerchfells im In-vivo-EMG quantifizieren?
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3. Material und Methodik

3.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Nach Genehmigung des Tierversuchs (AZ 55.2-1-54-2531-115-08) durch die Regierung
von Oberbayern, wurden 34 mannliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River GmbH,
Kifl3legg) mit einem Ausgangsgewicht von 280 - 330 g in die Haltung Gbernommen. Die
Tiere wurden in Makrolonkafigen Typ IV in Vierergruppen eingesetzt. Innerhalb von
einer Woche konnten sie sich an den vollklimatisierten Raum mit einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von je 12 Stunden eingewdhnen.

Taglich wurden Raumtemperatur, Lichtintensitat, Luftfeuchtigkeit und Luftwechsel
kontrolliert und konstant gehalten. Es wurde stets darauf geachtet, dass gentigend Wasser
in Trinkflaschen und Futter (Altromin-Haltung 1324, Altromin GmbH, Lage) vorhanden
und den Ratten zuganglich war. Einmal wdchentlich wurden Gewichtskontrollen

durchgefihrt.

3.2. Studienprotokoll

Um den Zeitverlauf einer mdglichen Reinnervation des Zwerchfells ausgehend vom NPA
zu untersuchen, wurden 34 phrenikotomierte Ratten randomisiert 5 Gruppen zugeteilt. Je
nach Gruppe betrug die Erholungszeit nach der Denervierung 1 Tag (n = 6), 3 Tage (n =
6), 9 Tage (n = 6), 27 Tage (n = 6) und 81 Tage (n = 10).

An entsprechenden Versuchstagen wurden EMGs des ventralen, zentralen und dorsalen
Zwerchfells abgeleitet (s. Abbildung 5). Ein Tier der 27-Tagesgruppe verstarb nach
Phrenikotomie aus unklarer Ursache und es konnten keine EMG-Daten erhoben werden.
Randomisiert wurden abwechselnd die rechte und linke Zwerchfellhélfte phrenikotomiert
(,,denerviert”). Die jeweils intakt verbliebene Zwerchfellseite jedes Tieres diente zur

Bestimmung der normalen Zwerchfell-Aktivitét (,,nicht-denerviert®) als Kontrolle. Am
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Ende der jeweiligen Versuchsreihe wurden die Tiere durch Entbluten in tiefer Narkose

euthanasiert.

Phrenikotomie EMG-Ableitungen Euthanasie

re li

re li

=17 (=17 =D Zwerchfelle
m (mit eingezeichneten Elektroden)
é "| j\ A '/\ re i

re ki re ki re ki re ki
Ratten Ratten  Ratten Ratten Ratten Ratten Ratten
(n=34) n=6) (n=6) (n=6) (n=75%) (n=10) (n=733)
Tag 0 Tag 1 Tag 3 Tag 9 Tag 27 Tag 81 Tag x

Abbildung 5: Denervierungsschema. Studiendesign: 34 Tiere wurden abwechselnd rechts (re) und links
(Ii) phrenikotomiert. Nach unterschiedlich langen Zeitspannen an den Tagen 1, 3, 9, 27 und 81 wurden die
Zwerchfell-EMGs abgeleitet. Im Anschluss an die Datenerhebung (Tag x) wurden die Tiere euthanasiert.
*: 1 Tier verstarb aus unklarer Ursache.

3.3. Anasthesie

Am Tag der Phrenikotomie wurden die Ratten zur Einleitung in einer Ganzkdrperkammer
(Narkosebox aus Plexiglas) mit 5 Vol% lsofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co. KG,
Wiesbaden) in reinem Sauerstoff narkotisiert. Die Ratten wurden spontanatmend
endotracheal intubiert. Hierzu diente eine Venenverweilkaniilen (Cavafix® Certo 1,5 x
2,0 mm/ 16 G, 5 cm Fa. Braun AG, Melsungen) als Tubus.

Wahrend der Versuchsdurchflhrung wurden die Ratten mit einem halboffenen
Beatmungssystem volumenkontrolliert beatmet (Verhéltnis Sauerstoff : Luft = 1 : 2,
Small Animal Ventilator, Model 683, Harvard Apparatus Inc. South Natick, MA, USA).
Die Narkose wurde mit 2,0 Vol% Isofluran aufrechterhalten. Zur Analgesie wurde den
Tieren nach Narkoseeinleitung 50 pg/kg Fentanyl intravenos in die dorsale Penisvene
injiziert. Postoperativ wurde die Haut im Inzisionsbereich mit Bupivacain (0,5 %)

infiltriert und den Tieren zwei Tropfen Metamizol oral verabreicht.
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Die endexspiratorischen Gaskonzentrationen von Kohlenstoffdioxid, Sauerstoff,
Isofluran, die Atemfrequenz und der Beatmungsdruck wurden apparativ berwacht
(Capnomac, Fa. Datex, Helsinki, Finnland). Der endtidale Kohlenstoffdioxid-
Partialdruck wurde durch Regulation des Atemminutenvolumens zwischen 32 mmHg
und 42 mmHg konstant gehalten. Die Rektaltemperatur wurde mittels Temperatursonde
kontrolliert und durch eine Warmelampe zwischen 36,8 °C und 37,2 °C konstant

gehalten.

3.4. Phrenikotomie

Zur Phrenikotomie wurde die zervikale Haut desinfiziert (Cutasept F, Fa. Bode,
Hamburg) und auf ca. 2 cm Lange mit einem Skalpell inzidiert. Nach Durchtrennung des
Platysmas und stumpfer Préparation der oberflachlichen und tiefen Halsmuskulatur
wurde die Inzision in ausreichender Lénge erweitert und durch Spreizen mit der
Préparationsschere stumpf in die Tiefe ausgedehnt. Der NP wurde im Verlauf seiner
ventralen Kreuzung des Plexus brachialis in einer Lange von 3 cm unterhalb des M.
sternocleidomastoideus dargestellt und zur Vermeidung einer direkten Reinnervation in
einer Ladnge von ca. 20 mm komplett reseziert. Um anatomische Einflusse
auszuschliefRen, wurden die Versuchstiere abwechselnd rechts und links phrenikotomiert.
Das proximale und distale Nervenende wurde zusatzlich thermokoagulatorisch
kauterisiert (L0llmann-Rauch 1971, S. 593-603; Zhan 1997, S. 1145-1153). Wahrend des
Eingriffs blieb der NPA unversehrt. Die Wunde wurde sub- und intrakutan mit
Einzelknopfnahten verschlossen (Ethicon® 7-0 Prolene, Fa. Ethicon-GmbH, Norderstedt)
und mit einem Sprihverband vor Kontamination geschitzt. Am Ende der Operation

wurden die Tiere extubiert. Die Gesamtdauer des Eingriffs lag bei ca. 20 Minuten.
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3.5. Elektromyographie und Datenerhebung

Am Tag der Elektromyographie wurden die Ratten erneut inhalativ mit 5 VVol% Isofluran
unter Sauerstoffzufuhr eingeleitet und anschlieRend spontan atmend intubiert.

Die weitere Narkose mit entsprechendem Monitoring der Vitalparameter wurde wie im
Abschnitt ,,3.3. Andasthesie beschrieben durchgefiihrt. Nach der Querlaparotomie des
Oberbauches wurde der Processus xiphoideus mit einer Pinzette angehoben. Eine
vorsichtige Leberfixierung mit einem Wattestabchen gab den Blick auf das Zwerchfell
frei. In dieses wurden fur die In-vivo-EMG-Ableitung monopolare Nadelelektroden aus
Platin (0,76 mm Stiftdurchmesser) bilateral eingestochen (Modell 515015, Schwarzer,
Miinchen). Jeweils drei Elektrodenpaare wurden ventral, zentral und dorsal auf der
phrenikotomierten Zwerchfellhélfte platziert, ein Elektrodenpaar zentral auf der

kontralateralen Seite (s. Abbildung 6).

Abbildung 6: EMG-Ableitung des Rattenzwerchfells von kaudal mit vollstandigem Elektroden-Besatz:
je zwei ventrale, zentrale, dorsale auf der denervierten Seite und zwei zentrale auf der nicht-denervierten
Seite. Darunter eine Referenzelektrode, eingestochen im Bindegewebe des unteren Schnittrandes.

Der Elektrodenabstand zueinander betrug nur wenige Millimeter und orientierte sich
orthogonal zum Faserverlauf. Der Elektroden-Muskelfaser-Abstand wurde durch die
intramuskuldre Lage moglichst gering gehalten. Als Referenz diente eine neunte
Elektrode, die in der Bauchmuskulatur am unteren Schnittrand positioniert wurde. Die
gleichméRige, sehr diinne kuppelférmige Aufspannung einer geringen Anzahl paralleler

Faserschichten erlaubte eine gute Differenzierung der ventralen, zentralen und dorsalen
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Abschnitte, sowie eine relativ konstante Platzierung von EMG-Elektroden, in Relation zu
den innervierenden Zonen (Kupa 1995, S. 23-32).

Die Elektroden wurden uber Kabel mit insgesamt vier Differentialverstarkern (AC/DC
Strain Gage Amplifier, Modell P122 rackmount style, Grass Technologies, West
Warwick, Rhode Island, USA) lber die Wechselspannungseingidnge verbunden (s.
Abbildung 7). Die Gleichtaktunterdriickungsraten zur Elimination von Stérspannungen
betrug 20.000 : 1 bei 100 Hz (86 dB). Die Eingangssignale wurden 20.000-fach verstérkt
und mit einer Frequenzbandbreite von 0,01 - 300 Hz gefiltert. Demzufolge waren auch
Frequenzanteile < 0,01 Hz und > 300 Hz in den EMG-Aufzeichnungen enthalten,
allerdings mit einem Amplitudenabfall von 20 dB pro Frequenzdekade, entsprechend
einem Filter 1. Ordnung. Zur selektiven Elimination des unvermeidbaren Netzbrummens
schlecht geerdeter externer Gerdte mit maximaler Intensitat bei 50 Hz, kam ein Line-

Filter zum Einsatz.

Abbildung 7: EMG-Versuchsaufbau (von links nach rechts):
- Computer mit No23-Rekorder: Wave-Aufzeichnung,
- Laptop: Darstellung des Oszilloskopbildes und des zugehdrigen Datensatzes,
- Oszilloskop: visuelle Kontrolle der korrekten Elektrodenpositionen,
- 4 Vorverstarker,
- Operationssitus der Ratte mit W&rmelampe und Elektroden zur EMG-Ableitung,
- Beatmungsmonitor
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Mit einem Oszilloskop (Digitales 4-Kanal-Oszilloskop, Modell DPO2014, Tektronix,
Beaverton, Oregon, USA) wurden zur Kontrolle der korrekten Elektrodenlage die
Spannungskurven graphisch dargestellt. Zum Auslesen der oszillographisch erfassten
Daten wurde ein Laptop mit Windows Vista (Microsoft Corporation, Redmond,
Washington, USA) mit der Software OpenChoice Desktop® Version 1.7 (Tektronix,
Beaverton, Oregon, USA) verwendet. Die Audioaufzeichnung und Datenspeicherung der
Messdaten als Wave-Datei erfolgte parallel mit einem Computer (Windows XP,
Microsoft Corporation, Redmond, WA) durch den No23 Recorder® (Version 2.1.0.3,
Autor: Bischof I., Massenhausen).

Die Narkose wurde mit 1 Vol% Isofluran und Fentanyl (50 pg/kg/Korpergewicht)
aufrechterhalten. Dies flihrte bei bestehender Bewusstlosigkeit zum Einsetzen der
Spontanatmung. Eine elektrische Stimulation des Zwerchfells war daher nicht nétig. Da
Hypoxie und Hyperkapnie eine Zwerchfelldysfunktion bewirken kénnen (Mantilla 2010,
S. 101-106), wurden die EMG-Ableitungen bei konstant gehaltenen Parametern
umgehend durchgefiihrt

Zur Datenerhebung per Oszilloskop wurden mittels einer 4-Kanal-Ableitung zeitgleich
alle Zwerchfellaktivitaten gemessen und in einem Oszilloskopbild festgehalten. Die
gewahlten Einstellungen waren 400 ms/div fur die x-Abszisse und 2 V/div fir die y-
Ordinate (engl.: div = division). Die Abtastfrequenz (engl.: sampling frequency) des
Oszilloskops betrug 768 Hz (entsprechend 768 Messwerten pro Sekunde).

Vor Beginn der EMG-Aufzeichnung im Wave-Format wurden die Eingangssignale zuerst
mit dem No23-Rekorder ausgepegelt, um die Daten durch Verzerrung (Nichtlinearitét)
nicht zu verféalschen. Daraufhin wurden vier Datensatze von den verschiedenen
Zwerchfelllokalisationen einer Ratte mit dem No23-Rekorder mit einer Abtastfrequenz

von 44,1 kHz fiir jeweils 20 Sekunden aufgenommen und abgespeichert.
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Ein intakt innerviertes Zwerchfell weist rhythmische Atemaktionen (engl.: inspiratory
bursts) auf, die mit der Inspiration korrelieren (O'Neal 2005, S. 1762-1775). Die Phasen
dazwischen enthalten Storsignalabschnitte niedriger Amplitude. Ein denerviertes

Zwerchfell zeigt keine inspiratorischen Bursts (s. Abbildung 8).

2 Monopolare Elektroden

EKG-
Potentiale

Muskelfaszie S e Ep——— Roh-EMG
e |0 [ 7
Muskel-
fasern
U

Innervationszone

e
‘@
—

Depolarisationszonen

Abbildung 8: Prinzip der Nadel-EMG-Ableitung und Entstehung des Roh-EMGs.

Links: zwei intramuskulédr eingestochene monopolare Elektroden. Ausgehend von den Synapsen in den
Innervationszonen der Muskelfasern breiten sich die Depolarisationszonen aus (weille Pfeile), deren
extrazellulare Potentialdanderungen von den Elektroden erfasst werden. Rechts: diaphragmales Roh-EMG
eines intakt innervierten Zwerchfells mit Atemaktionen (,,Bursts®), die klinisch mit einer Inspiration
korrelierten. Uberlagert wird das EMG von schmalen EKG-Signalen.

3.6. Bearbeitung der EMG-Daten

Die EMG-Daten der Oszilloskopbilder wurden mit dem Statistikprogramm R 2.10.0 (R
Foundation for statistical computing, Wien, Osterreich) quantitativ dargestellt.

Die EMG-Daten der Wave-Dateien wurden in das gleiche Programm eingelesen und in
ein fur die nachfolgende Bearbeitung kompatibles Format umgewandelt. Die in den
EMG-Daten enthaltenen Bursts wurden visuell mittels LabVIEW 6.0 (National
Instruments, Austin, Texas, USA) von den Ubrigen EMG-Sequenzen separiert (s.
Abbildung 9A). Durch Kleben der Fragmente an Stellen gleicher Amplituden und
Steigung entstanden Abschnitte mit einer Dauer von mehreren Sekunden, deren

Amplitudenspektrum graphisch dargestellt wurde (s. Abbildung 9B und 9C). Dazu wurde
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ein von der Arbeitsgruppe fiir ,,Biosignalanalyse® (Klinik fiir Anaesthesiologie,

Technische Universitat Minchen) erstelltes Programm (BurstLabel.vi) verwendet.

Zeitsignal xit) [uV /5]
10-
(I
08109
Zeitsignal Aykschinitt x(t) [uV /5]
10+ [ 1 0 1 [ [ 1 1 1 [ 1 [ 1 1 1 1 1 [ 1
0.0 2500m 7M0m 10 12 15 18 20 22 25 28 30 32 35 38 40 42 45 43
Amplitudenspektrum Ausschnitt A(F) [uV / Hz]
1~
0= ¢ I At ALy e
0.0 250 500 750 1000 1250 1500

Abbildung 9: Ausschnitt der LabVIEW-Benutzeroberflache des Programmes BurstLabel.vi mit
exemplarischer Darstellung der Bearbeitung des Datensatzes einer Ratte der 81-Tagesgruppe (nicht-
denervierte Zwerchfellhalfte).

A) Verkurzte Original-Wave-Datei mit 3 markierten Atemphasen

B) Sequenz aller extrahierten Atemabschnitte mit einer Dauer von mehreren Sekunden

C) Amplitudenspektrum der in B gezeigten Sequenz

Fur die Berechnung der PeEn wurde ein digitales Tiefpassfilter mit einer Grenzfrequenz
von 400 Hz angewendet und die Abtastfrequenz auf die von Gottlieb et al. fir die EMG-
Aufzeichnung empfohlene Samplingrate von 1 kHz gesenkt (Gottlieb 1970, S. 142-146),

um die Rechenzeit zu reduzieren.

3.7. Berechnung der Permutationsentropie (PeEn)
Die PeEn wurde als nichtlineares Mal3 fir den Ordnungszustand in die EMG-Analyse

eingefiihrt um die durch De- und Reinnervation induzierten Verdnderungen zu
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quantifizieren. Die Berechnungen wurde unter Benutzung von LabVIEW 6.0 (National
Instruments, Austin, Texas, USA) auf einem Computer mit Windows XP (Microsoft
Corporation, Redmont, Washington, USA) durchgefihrt. Die in Abschnitt 3.6 visuell
ausgewahlten EMG-Signalabschnitte wurden mit Hilfe der PeEn in einem Frequenzband
von 0,5 — 150 Hz und mit einer Einbettungsdimension m =10 analysiert (Jordan 2008,
S. 1014-1022).

Zum besseren Verstandnis der PeEn-Berechnung folgt eine Beschreibung einer PeEn-
Berechnung mit einer Dimension von m = 3. Dazu werden der jeweiligen Zeitreihe (i =
urspriingliches Signal) jeweils 3 benachbarte Amplitudenwerte entnommen (x;). Zur
Abstrahierung der Amplitudenwerte wird jeder Gruppe eine Permutation nk zugewiesen.
Die Werte 0, 1 und 2 stehen dabei stellvertretend fir den kleinsten, mittleren und gréten
Amplitudenwert und sorgten fir Amplitudenunabhangigkeit. Insgesamt ergeben sich
damit 6 mogliche Permutationen: (01 2),(021),(102),(120),(210)und (201).
Gleiche Amplitudenwerte innerhalb einer Gruppe werden ausgeglichen durch die
Addition kleiner zufalliger StorgréRen, was aufgrund der kontinuierlichen
Amplitudenverteilung des EMG gerechtfertigt ist. Identische Werte werden nur selten
gemessen, sodass diese Manipulation kaum ins Gewicht fallt. AnschlieRend werden die
Wahrscheinlichkeiten p(mk) berechnet, mit denen die Permutation (m1, 72, ©3, 74, s, 76)
auftreten. In diese Berechnung flieen die absoluten Haufigkeiten der Permutationen
bezogen auf die Gesamtheit aller Wertetrios ein.

Als Letztes wird der Wert der PeEn (s. Abbildung 10) analog der Shannon-Entropie
berechnet. Diese ist die Summe der Einzelwahrscheinlichkeiten p(mk) multipliziert mit

deren Informationsgehalt 1(p) =—log, p(=z,).
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Abbildung 10: Berechnungsschema der PeEn (hier: Dimension m = 3) anhand einer exemplarischen
Zeitreihe. Zuerst werden aus je 3 aufeinanderfolgenden Amplitudenwerten Gruppen gebildet. Danach
erfolgt die Zuweisung von O fur den kleinsten, 1 fur den mittleren und 2 fiir den grofiten Amplitudenwert
innerhalb einer Gruppe. Unter allen Wertetrios (i) befinden sich 4 verschiedene Permutationen mi.4. Im
Anschluss werden die Auftretenswahrscheinlichkeiten p(mc) bezogen auf die ursprunglichen Gruppen
berechnet. Aus diesen lasst sich die PeEn ermitteln (modifiziert nach Jordan 2008).

Je seltener eine Permutation vorkommt, desto héher ist ihr Informationsgehalt und
umgekehrt. Da die PeEn die Summe verschiedener Amplituden-Rankings nk quantifiziert,
nimmt PeEn den Wert 0 an, wenn nur ein Ranking-Typ auftritt und ist maximal, wenn

alle Rankings gleich wahrscheinlich sind (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Darstellung des Informationsgehalts 1(p) in der Einheit Bit (engl.: binary digit) eines Wertes
mit der Auftrittswahrscheinlichkeit p.



3.8. Statistik

Die Berechnungen wurden mittels SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) an
einem Computer mit Windows XP durchgefiihrt. Aus den PeEn-Werten jeder
Tagesgruppe wurden die Interquartilenbereiche, sowie die Medianwerte berechnet, die
bei geringer Gruppengrofle robust gegeniiber AusreiRern sind. Der Nachweis von PeEn-
Veranderungen durch De- und Reinnervation wurde unter Verwendung der quantilen
Regression erbracht. Der quantilen Regression liegt das lineare Modell zugrunde, welches
auf Medianwerten basiert. Mit dem Rang-Inversionsverfahren wurden die 95%-igen
Konfidenzintervalle von PeEn und den Modell-Parametern (Ordinatenabschnitt und
Steigung) berechnet (Koenker 2005, S. 1-366). Abweichungen der PeEn-Werte von
denervierte Zwerchfellhalften des 1. Tages zu denervierten Zwerchfellhalften des 81.
Tages bzw. mit nicht-denervierten Zwerchfellhélften aller Tagesgruppen wurden mittels
Mann-Whitney-U-Test analysiert. Betrugen die ermittelten Wahrscheinlichkeiten p <
0,05 wurden sie als statistisch signifikant gewertet. Um die Kumulation des Alphafehlers
(Fehler 1. Art) durch multiple Vergleiche zu vermeiden, wurde eine Dunnett-Korrektur

angewandt.
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4. Ergebnisse

4.1. Klinische Beurteilung der Reinnervation

Die nicht-denervierten Zwerchfellseiten zeigten bei der Laparotomie typische
rhythmische Kontraktionsphasen. Jeweils 4 von 6 Tieren der 1-, 3- und 9-Tagesgruppen
wiesen am Tag der Laparotomie verbliebene Kontraktionen des Hemidiaphragmas
ausschlieBlich im dorsalen Bereich der denervierten Seite auf. Nach 27 Tagen zeigten
sich bei 4 von 5 Tieren Kontraktionen des denervierten Hemidiaphragmas dorsal und
zentral. Nach 81 Tagen unterschied sich das Kontraktionsverhalten der initial

denervierten Seite bei 8 von 10 Ratten nicht von der nicht-denervierten Seite.

4.2. EMG-Ableitungen

Die Oszilloskopbilder gewahrten einen Uberblick tiber die quantitativen Intensitéts- bzw.
Amplitudenunterschiede der Zwerchfell-EMGs. Grundséatzlich lieBen sich die

abgeleiteten EMG-Rohdaten in drei Gruppen unterteilen (s. Tabelle 1):

Zwerchfell EMG EKG
Atemaktivitét Herzaktivitat
Intakt bzw. vollstandig reinnerviert regulér regulér
Unvollstandig reinnerviert vermindert regular
Denerviert (ohne N. phrenicus accessorius) nicht vorhanden regular

Tabelle 1: Zwerchfellzustdnde und daraus resultierende Signale von Atem- und Herzaktivitét.

Die nachfolgend dargestellten EMG-Ableitungen reprasentativer Tiere zeigen eine nicht-
denervierte Zwerchfellhalfte zentral (Abbildung 12A) und denervierte Zwerchfellhélften

dorsal (12B) bzw. zentral (12C - G) zu verschiedenen Zeitpunkten.
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Abbildung 12: EMG-Ableitungen des Zwerchfells représentativer Tiere verschiedener Tagesgruppen. C - G
wiesen dorsal eine Atemaktivitdt auf. Darstellung der Oszilloskopbilder mithilfe des Programms R.

A) Nicht-denerviertes zentrales Zwerchfell mit regulérer Atemaktivitat und EKG-Signalen

B) Tag 1, denerviertes dorsales Zwerchfell mit verminderter, persistierender Atemaktivitat

C) Tag 1, denerviertes zentrales Zwerchfell ohne Atemaktivitat

D) Tag 3, denerviertes zentrales Zwerchfell ohne Atemaktivitét

E) Tag 9, denerviertes zentrales Zwerchfell mit diskreter Atemaktivitét

F) Tag 27, denerviertes zentrales Zwerchfell mit stérkerer Atemaktivitét

G) Tag 81, denerviertes zentrales Zwerchfell mit regenerierter Atemaktivitat




Alle unter 12C - G aufgefuhrten Tiere wiesen dorsal eine Atemaktivitat auf. Den EMGs
der in C - D dargestellten Tiere fehlen zentrale Atemaktivitdten, die EMGs der unter E -

G aufgefiihrten Tiere enthalten Atemaktivitaten in zunehmender Auspréagung.

4.3. Beurteilung der Reinnervation anhand der Permutationsentropie

An Tag 1 waren die PeEn-Werte der ventralen und zentralen Zwerchfellh&lften
signifikant reduziert, verglichen mit denen der nicht-denervierten Seiten, wéhrend die
PeEn-Werte der dorsalen Bereiche unveréndert waren. Wéhrend die PeEn-Werte der
zentralen Regionen im Zeitverlauf signifikant zunahmen, bis das Niveau der nicht-
denervierten Seite am 81. Tag erreicht wurde, verblieben sie in der ventralen Region

erniedrigt (s. Tabelle 2 und Abbildung 13).

Tage 1-81 Regression,
Tag 1 Tag 3 Tag 9 Tag 27 Tag 81 O: Ordinatenabschnitt,  Nicht-
denerviert denerviert denerviert denerviert denerviert S: Steigung denerviert
PeEn
ventral 0,43 0,48 0,48 0,48 0,48 0: 0,45; 0,41-0,50
0,41-0,46# 0,44-0,49 0,47-0,48 0,45-0,50 0,47-0,50 S:0,009;-0,004-0,021
(p = 0,00) (p =0.,66)
PeEn
zentral 0,43 0,48 0,48 0,49 0,52 0: 0,45; 0,43-0,46 0,53
0,41-0,45# 0,46-0,49 0,48-0,49 0,48-0,52 0,49-0,528 S: 0,016; 0,011-0,022* | 0,52-0,54
(p=0,00) (p=0,01)
PeEn
dorsal 0,51 0,51 0,51 0,51 0,51 0:0,50; 0,47-0,53
0,47-053 0,48-0,52 0,46-0,53 0,50-0,51 0,50-0,52 S: 0,002;-0,006-0,009
(p=0,21) (p=1,00)

Tabelle 2: PeEn-Werte der ventralen, zentralen und dorsalen Zwerchfellbereiche an den Tagen 1, 3, 9, 27

und 81 der denervierten und nicht-denervierten Seiten: Medianwerte und Interquartilenbereiche der PeEn.

Tag 1 — 81 Regression: Ordinatenabstand (O) und Steigung (S) des quantilen Regressionsmodells, die das

95%-Konfidenzintervall einschliefen. Aus den nicht-denervierten Zwerchfellhélften aller Tagesgruppen

wurde ein gesamter Medianwert mit Interquartilenbereich berechnet. #: Signifikante Differenz zwischen

den PeEn-Werten von Tag 1 und den PeEn-Werten der nicht-denervierten Zwerchfellhalfte (p < 0,05),

8: Signifikante Differenz zwischen den PeEn-Werten von Tag 1 und 81 (p < 0,05),

*: Signifikante Steigung der quantilen Regression zwischen der Zeit nach der Phrenikotomie und der
Elektromyographie-Ableitung zur PeEn-Bestimmung (95%-Konfidenzintervall).
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Abbildung 13: Medianwerte, Interquartilenabsténde, Einzelwerte (+) und quantile Regression (gestrichelte Linie) der PeEn-Werte der ventralen (A), zentralen (B) und
dorsalen (C) Zwerchfellabschnitte 1 — 81 Tage nach Phrenikotomie. Der grau eingezeichnete Bereich wird durch die PeEn-Werte der nicht-denervierten Zwerchfellhélften
gebildet (Minimal- und Maximalwerte). * : Signifikanter Anstieg der PeEn-Werte von Tag 1 auf Tag 81 (quantile Regression, p < 0,05).



5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Zeitverlauf der Zwerchfellreinnervation
nach Phrenikotomie mittels PeEn-Analyse des in-vivo EMGs bei Ratten untersucht.
Denervation fuhrte zu PeEn-Abnahme, Reinnervation zu einer PeEn-Zunahme. Dorsal
wiesen die Zwerchfelle zu jedem Zeitpunkt eine intakte Innervation auf, zentral und
ventral war es nach Phrenikotomie zu einer Zwerchfelldenervation gekommen. Im
Zeitverlauf kam es zu einem progredienten Anstieg der PeEn-Medianwerte des zentralen
und ventralen Bereichs, wobei sich nur die PeEn-Werte zentraler Abschnitte bis zum 81.
Tag normalisierten, was der kollateralen NPA-Reinnervation entsprach (s. Abbildung
13A).

Bezliglich des Zeitverlaufs stellten Gottschall et al. 21 Tage nach unilateraler NP-
Denervation mittels elektronenmikroskopischer und histochemischer Untersuchung nach
Nervenstimulation eine Paralyse ventraler und mediokruraler Zwerchfellabschnitte bei 6
Tieren fest. Dorsokostale und laterokrurale Anteile zeigten eine Muskelkontraktion und
intakte neuromuskuldre Endplatten, was auf die Innervation durch den NPA
zurlickzufuhren war (Gottschall 1977, S. 63-69). Diese Ergebnisse decken sich mit
unseren Beobachtungen. Daneben untersuchte Lillmann-Rauch &hnlich unserer Studie
auch an finf verschiedenen Zeitpunkten Rattenzwerchfelle nach unilateraler
Phrenikotomie. Allerdings bewertete sie neuromuskuldre Endplatten histochemisch,
licht- und elektronenmikroskopisch von lediglich 7 Ratten nach rechtsseitiger
Denervierung (Lillmann-Rauch 1971, S. 593-603). In dieser Studie wurde an den Tagen
21 und 28 nach unilateraler Phrenikotomie eine eindeutige diaphragmale Denervation
nachgewiesen. An den Tagen 35 und 70 waren Zeichen beginnender Reinnervation
feststellbar, am 168. Tag war das Zwerchfell vollstandig reinnerviert. Anzumerken ist,

dass in dieser Studie lediglich die kollaterale Reinnervation des Rattenzwerchfells
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beschrieben wurde, ohne einen Nerven zu nennen, durch den diese stattfand. Die
angegebenen Veranderungen im Zeitverlauf sind mit den Werten unserer Messungen
vereinbar, wobei in unserer Studie bereits an Tag 81 ein signifikanter Nachweis der
Reinnervation zentraler Zwerchfellabschnitte anhand der PeEn-Quantifizierung gelang.
Analog ist auch in unserer Arbeit zu vermuten, dass Messungen zu einem spateren
Zeitpunkt (z.B. nach 168 Tagen) im ventralen Zwerchfellabschnitt ebenfalls Normwerte
erbracht hatten.

Beziglich der erfolgreichen erstmaligen Anwendungen der PeEn auf die EMG-Analyse
finden sich auch in der in der Literatur bereits erste EMG-Analysen mittels Entropien.
Beispielsweise zeigten Chen et al., dass von mehreren verschiedenen Entropien die
Fuzzy-Entropie besonders gut zur Analyse des Oberflachen-EMGs geeignet ist, um vier
verschiedene Bewegungen der Unterarmmuskulatur zu diskriminieren (Chen 2007, S.
266-272). Dabei ist der Optimierungsprozess der Entropien fur die jeweiligen
Anwendungsbereiche noch in vollem Gange. Entsprechend zahlreicher Einsatzgebiete
gibt es viele verschiedene Entropieberechnungen in der Literatur, wobei noch kein
Konsens bezuglich einer einheitlich empfohlenen Entropie fir das EMG besteht. Die
PeEn wurde bereits erfolgreich zur Detektion von Vigilanzveranderungen im EEG
eingesetzt (Bruzzo 2008, S. 3-9). Da die Atemaktivitat des Zwerchfell-EMGs mit den
kurzen Zeitlatenzen und der niedrigen Signalstationaritit den Signalen des EEGs &hnelt,
wurde die Anwendung dieser Analysemethode in der vorliegenden Arbeit erstmals in der
Literatur auf die EMG-Analyse angewandt. Um die Validitat der PeEn zu bestimmen,
ware es allerdings sinnvoll fiir eine mogliche Folgestudie, PeEn-Ergebnisse mit denen
von bereits etablierten klinischen EMG-Parametern zu vergleichen. Neben den
nichtlinearen Entropie-Parametern, finden sich in der Literatur auch Anwendungen
linearer Parameter zur EMG-Analyse. So detektierten Kupa et al. bei in-vitro

untersuchten Rattenzwerchfellen nach Stimulation des NP im Oberflachen-EMG mit
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einer Frequenzbandbreite von 20 — 2.000 Hz eine Medianfrequenz von ca. 158 Hz der
orthodrom abgeleiteten Muskelsummenaktionspotentiale (Kupa 1995, S. 23-32). In einer
Studie von Fuglsang-Frederiksen et al. an Patienten mit durchschnittlich seit vier Jahren
bestehenden Neuropathien (darunter 6 von 11 Patienten mit peripheren Nervenldsionen
im Bereich des Plexus brachialis bzw. der Zervikalnervenwurzel) zeigte die Analyse des
Powerspektrums von Nadel-EMG-Ableitungen des betroffenen M. biceps brachialis bei
64 % der Patienten entweder eine Abnahme des Anteils hoher Frequenzen bei 1.400 Hz
oder eine Zunahme des Anteils niedrigerer Frequenzen bei 140 Hz oder beides (Fuglsang-
Frederiksen 1990, S. 81-91). Trotz unterschiedlicher Methodik der beiden genannten
Studien und der Untersuchung verschiedener Spezies (Mensch bzw. Ratte), wurde die
Zunahme niedrigerer Frequenzen nach peripherer Neuropathie in der vorliegenden Arbeit
auch fir das EMG des Rattenzwerchfells angenommen. Zusammen mit der von Kupa et
al. an Rattenzwerchfellen bestimmten Medianfrequenz waren diese beiden Studien
Grundlage fur die heuristisch gewéhlte Frequenzbandbreite zur PeEn-Berechnung. Diese
Abweichung von der in der Literatur etablierten Frequenzbandbreite basierte auf der
Annahme, dass wesentliche Veranderungen im Rahmen von Denervierung und
Reinnervation in diesem niedrigen Spektrum erfassbar sein sollten. Es ist jedoch zu
diskutieren, ob in unserer Studie dadurch entscheidende, durch héhere Frequenzanteile
kodierte Informationen bei der PeEn-Analyse unbertcksichtigt blieben. Fir die EMG-
Aufzeichnung beim Menschen ist allerdings vermutlich die Wahl héherer Frequenzen
ratsam, da in-vivo abgeleitete, ventrale Zwerchfellanteile im Nadel-EMG des Menschen
eine Medianfrequenz von ca. 233 Hz bei einer Frequenzbandbreite von 100 - 2.000 Hz
besitzen (Chen 1996, S. 324-330).

Hinsichtlich der NPA-Inzidenz in vorherigen Untersuchungen wurden Werte von 84 %
(16 von 19 Ratten) (Gottschall 1977, S. 63-69) bzw. 92 % (12 von 13 Ratten) (DeVries

1989, S. 88-90) festgestellt. Bei Gottschall et al. wurde der Nerv bilateral anatomisch
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dargestellt, reseziert und die Anzahl der myelinisierten NPA-Axone nach histologischer
Fixation durch direkte Phasenkontrastmikroskopie bestimmt, wobei nicht zwischen
unilateraler und bilateraler Inzidenz differenziert wurde. DeVries et al. stellten den
rechtsseitigen NPA anatomisch dar und werteten die Anzahl der durch Meerrettich-
Peroxidase retrograd gefarbten Nervenkerne in den Zervikalsegmenten C5 — C6 in
Mikrophotographieaufnahmen von Rilckenmarks-Mikrotomschnitten aus. In beiden
Untersuchungen wurde jedoch zusatzlich festgestellt, dass die Anzahl der Axone bzw.
Motoneurone stark zwischen den einzelnen Tieren variiert. Grinde fir die Unterschiede
sind unklar. Unsere Versuche zeigten eine klinische Reinnervationsrate von 73 %. Eine
mdogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse ist, dass Rattenzwerchfelle
unserer Studie, die durch wenige NPA-Nervenkerne und -Axone dorsal innerviert
wurden, sich nicht ausreichend kontrahiert haben und daher in der klinischen Beurteilung
nicht erkannt wurden. Deshalb wurde die tatsdchliche NPA-Inzidenz womdglich
unterschatzt. Beim Menschen betragt die durch Autopsie bestimmte unilaterale Inzidenz
des NPA zwischen 53 % (48 von 90 Individuen) (Nayak 2008, S. 181-184) und 62 % (99
von 160 Proben beidseits bei 80 untersuchten Individuen) (Loukas 2006, S. 1870-1875).
Bilateral betrdgt sie zwischen 12 % (11 von 90 Individuen) (Nayak 2008, S. 181-184)
und 39 % (31 von 80 Individuen) (Loukas 2006, S. 1870-1875). Ob dieser
Inzidenzunterschied der uni- bzw. bilateralen Innervation auch auf die Ratte ibertragbar
ist und eventuell auch ein Grund fur die niedrigere Inzidenz unserer Studie ist, bleibt
fraglich. Eine exakte Erhebung der uni- und bilateralen Inzidenzen des NPA bei Ratten
konnte eine in der Literatur noch bestehende Licke schlieBen. Die deutlichen
Unterschiede zwischen uni- und bilateralen NPA-Inzidenzen beim Menschen, sowie die
bei Ratten stark variierende Anzahl der NPA-Motorneurone lasst ein sehr variables
diaphragmales Rehabilitationspotential nach irreversibler Verletzung des NP vermuten.

Die erfolgreiche diaphragmale Reinnervation ist daher womdgglich stark von der NPA-
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Existenz der jeweiligen Seite und die Dauer des Vorgangs von der Anzahl der
Motorneurone abhéngig.

Zur Induktion der Zwerchfellparalyse wurde das Tiermodell der Phrenikotomie
(Gottschall 1977, S. 63-69; Lillmann-Rauch 1971, S. 593-603) gewéhlt. Einerseits war
die plane Geometrie des Zwerchfells ideal daftir geeignet, den Zeitverlauf der kollateralen
NPA-Reinnervation von dorsal nach ventral zu verfolgen. Andererseits war die direkte
Reinnervation durch den NP durch Kauterisation der proximalen und distalen
Nervenenden ausgeschlossen. Auch konnten keine kollaterale Reinnervation durch
Interkostalnerven auf gleicher Hohe (Gottschall 1977, S. 63-69) oder durch den
kontralateralen NP wegen der zentral separierenden Sehnenplatte stattfinden (Gibson
1989, S. 960-970). Zwar werden in der Literatur auch andere Tiermodelle zur Induktion
der Zwerchfellparalyse genannt, u.a. die Zervikalmark-Hemisektion auf Hohe von C2
(Vinit 2006, S. 1137-1146), die Tetrodotoxin-Nervenblockade (Miyata 1995, S. 1640-
1649), sowie die CMV (Gayan-Ramirez 2002, S. 1579-1586), diese schienen allerdings
fur unsere Fragestellung ungeeignet. So fihrt die Zervikalmark-Hemisektion zu
vollstandiger Inaktivitdit von NP und NPA, weshalb keine periphere Erholung des
Zwerchfells durch den NPA detektierbar gewesen ware. Durch die tetrodotoxin-
vermittelte Inhibition von Natriumkanalen des peripheren NP wird zwar die Ausbreitung
von Aktionspotentiale zum Zwerchfell verhindert, der axoplasmatische Transport neuro-
und muskulotropher Signalstoffe bleibt aber erhalten (Mantilla 2009, S. 133-140),
weshalb eine Beeinflussung der Reinnervation durch Signalstoffe nicht auszuschlief3en
gewesen waére. Bei der CMV bleibt eine vollstdndige Zwerchfellinnervation durch NP
und NPA bestehen, wodurch keine kollaterale Reinnervation induziert worden waére.
Insgesamt betrachtet erwies sich das Phrenikotomiemodell daher ideal geeignet, eine

kollaterale Reinnervation durch den NPA zu induzieren und diese ohne Beeinflussung
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durch neuro- oder muskulotrophe Signalstoffe des NP im Zeitverlauf verfolgen zu
konnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Tiermodell der Ratte nach Phrenikotomie
eine signifikante Reinnervation zentraler Zwerchfellabschnitte innerhalb von 81 Tagen
detektiert werden kann. Dabei korrelierten die Klinisch beobachteten VVeranderungen der
Zwerchfellkontraktilitat bei De- und Reinnervation mit entsprechenden PeEn-Abnahmen
und -Zunahmen. Aus diesem Grund scheint die PeEn-Analyse zur Quantifizierung von
EMG-Signalen eine neue vielversprechende Bewertungsmethode zu sein, um

intramuskulére Prozesse adaquat charakterisierten zu konnen.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund: Die Quantifizierung der Zwerchfelllahmung im Rahmen der Lasion des
N. phrenicus (NP), der Erkrankung von NP oder Zwerchfell, der ventilatorinduzierten
diaphragmalen Dysfunktion oder der erworbenen Muskelschwéche bei kritisch Kranken
ist von hohem klinischem Interesse. Da das uUberwiegend durch den NP innervierte
Zwerchfell haufig auch durch den N. phrenicus accessorius (NPA) innerviert ist, kann im
Rattenmodell nach Phrenikotomie eine kollaterale Reinnervation von dorsal durch die
Elektromyographie (EMG) untersucht werden. Die Permutationsentropie (PeEn), welche
als nichtlinearer Parameter in der Elektroenzephalographie etabliert wurde, scheint

geeignet, den Komplexitatsgrad elektromyographischer Signale zu quantifizieren.

Methoden: Nach Genehmigung durch die Tierschutzkommission wurden 34 mannliche
Sprangue-Dawley Ratten unilateral zervikal phrenikotomiert. Nach 1, 3, 9, 27 und 81
Tagen wurden unter Narkose in Spontanatmung bei 33 Tieren diaphragmale in-vivo
EMG-Aktivitaten der ventralen, zentralen und dorsalen Anteile der denervierten Seite,
sowie der zentrale Abschnitte der kontralateralen Seiten gemessen. Aus den EMG-

Signalen wurden die PeEn-Werte berechnet.

Ergebnisse:  Die  elektromyographisch ~ bestimmte  Inzidenz  reinnervierter
Zwerchfellh&lften betrug 73 % (24 von 33 Ratten). Einen Tag nach der Phrenikotomie
waren die PeEn-Werte in den ventralen (Medianwert: 0,43; Interquartilenbereich: 0,41 —
0,46) und zentralen Bereichen (0,43; 0,41 - 0,45) signifikant erniedrigt (p < 0,05),
verglichen mit der nicht-denervierten Seite (0,53; 0,52 — 0,54). In den dorsalen
Abschnitten, die durch den NPA innerviert wurden, blieben die PeEn-Werte unverandert

(0,51; 0,47 — 0,53). Innerhalb von 81 Tagen normalisierten sich die PeEn-Werte der
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zentralen Bereiche (0,52; 0,49 — 0,52), wahrend sie in den ventralen Abschnitten

erniedrigt blieben (0,48; 0,47 — 0,50).

Schlussfolgerung: Nach Phrenikotomie kann eine kollaterale Reinnervation, von dorsal

ausgehend, eine Zwerchfellaktivitat wiederherstellen. Die Anwendung der PeEn auf das
EMG scheint eine neue vielversprechende Bewertungsmethode zu sein, anhand derer
auch diskrete EMG-Unterschiede deutlich gemacht werden kénnen. Dadurch ist es
mdoglich, intramuskulére Veranderungen zu charakterisieren, die durch Denervation und

Reinnervation induziert werden.
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