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1. Einleitung

1.1 Sepsis
1.1.1 Definition der Sepsis

Sepsis ist trotz moderner Intensivmedizin ein hdufig beobachtetes Krankheitsbild. In den USA
versterben jahrlich nach Angaben des Center of Disease Control ca. 200.000 Menschen an
den Folgen einer Sepsis, was vergleichbar mit der Sterblichkeit beim akutem Herzinfarkt ist.
Die Privalenz der Sepsis in den USA wird auf ca. 600.000 pro Jahr geschétzt, bei einer Inzi-
denz von ca. 300 auf 100.000 Einwohner. Die geschitzten Krankenhauskosten betragen ca. 17
Milliarden Dollar (Center for Disease Control 1990, S. 937). Da trotz der groflen gesundheits-
okonomischen Bedeutung in Deutschland valide epidemiologische Daten zur Inzidenz, Priva-
lenz, Letalitidt und Verlauf der Sepsis fehlen, miissen sich entsprechende Aussagen auf Daten
aus dem restlichen Europa und den USA stiitzen. Prospektive Studien aus den USA und den
Niederlanden ergaben eine Krankenhausinzidenz der nach klinischen Kriterien diagnostizier-
ten Sepsis von 1-2%. Auf Intensivstationen liegt die Inzidenz etwa 10fach hoher, wobei die

Angaben zwischen 9-22% schwanken (Kieft 1993, S. 2245; Sands 1997, S. 236).

Der Sepsisbegriff hat im Laufe der Zeit einen erheblichen Bedeutungswandel erfahren. Eine
moderne Definition der Sepsis wurde 1989 vom amerikanischen Intensivmediziner Roger C.
Bone verdffentlicht: ,,Sepsis ist definiert als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder
ihre Toxine in den Blutstrom zusammen mit der Reaktion des Organismus auf diese Invasion®
(Bone 1989, S. 390). Diese Definition wurde 1992 von einer Konsensuskonferenz des Ameri-
can College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine weitergefihrt
(Members of the American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine
Consensus Conference Committee 1992, S. 866), dabei wurden einige Begriffe neu eingefiihrt

bzw. neu definiert:



Infektion: Entziindliche Antwort des sterilen Gewebes auf das Eindringen oder die Anwesen-

heit von Mikroorganismen.
Bakteridmie: Vorkommen lebensfahiger Bakterien im Blut.

Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS): Generalisierte hyperinflammatorische
Reaktion auf eine Vielzahl unterschiedlicher Noxen (Verbrennungen, Polytraumata, Massen-
blutungen, ausgedehnte Weichteilverletzungen, Ischdmie und Reperfusionsvorginge,

Pankreatitis).

Sepsis: SIRS hervorgerufen durch eine Infektion.

Schwere Sepsis.: Sepsis mit Organdysfunktionen.

Septischer Schock: Sepsis mit Schock.

1.1.2 Diagnose der Sepsis

Fiir die Diagnose der Sepsis wurde von der Konsensuskonferenz ein Kriterienkatalog erstellt.
Eine Sepsis liegt vor, wenn folgende beide Voraussetzungen erfiillt sind:

Nachweis eines infektiosen Ursprungs der Inflammation (mindestens eines der folgenden Kri-

terien):
¢ mikrobiologisch gesicherte Infektion
e klinisch gesicherte Infektion
e vermutete Infektion

Nachweis einer systemischen inflammatorischen Wirtsreaktion (SIRS) (mindestens zwei der

folgenden Kriterien):
e Hypo- (< 36°C) oder Hyperthermie (> 38°C)

e Tachykardie (> 90 min™")



Tachypnoe (> 20 min) und/oder arterieller Kohlendioxidpartialdruck (p,CO,) >

33 mmHg

Leukozytose > 12.000 ul” oder Leukopenie < 4.000 ul”' und/oder Linksverschie-

bung im Differentialblutbild

Eine schwere Sepsis liegt vor, wenn zusétzlich folgende Voraussetzung erfiillt ist:

Infektionsbezogene Organdysfunktionen als Zeichen der unkontrollierten Inflammation (min-

destens eines der folgenden Kriterien):

akute Enzephalopathie (reduzierte Vigilanz, Unruhe, Desorientiertheit, Delir ohne

Beeinflussung durch Psychopharmaka)

Thrombozytopenie (< 100.000 ul™" oder Abfall > 30% ohne Blutverlust als Ursa-

che)

arterielle Hypoxémie (arterieller Sauerstoffpartialdruck (p,0,) < 75 mmHg unter

Raumluft, ohne manifeste pulmonale oder kardiale Erkrankung als Ursache)

arterielle Hypotension (systolischer arterieller Blutdruck (SAP) < 90 mmHg oder
mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) < 70 mmHg iiber mindestens eine Stunde

trotz ausreichender Volumenzufuhr in Abwesenheit anderer Schockursachen)

renale Dysfunktion (Urinausscheidung < 0,5 ml h' fiir mindestens zwei Stunden
trotz ausreichender Volumensubstitution und/oder Anstieg des Serum-

Kreatininwertes)

metabolische Azidose (Basendefizit (BE) > 5,0 mEq I oder eine Plasma-Laktat-

Konzentration > 1,5 x oberhalb des Referenzbereichs)

Ein septischer Schock liegt vor, wenn folgende Voraussetzungen gleichzeitig erfiillt sind:

Nachweis eines infektiosen Ursprungs der Inflammation



e Nachweis einer systemischen inflammatorischen Wirtsreaktion (SIRS)

e Nachweis einer arteriellen Hypotonie fiir mindestens zwei Stunden trotz addquater

Volumentherapie (SAP < 90 mmHg oder MAP < 70 mmHg)

Die Prognose ist, neben Alter und Vorerkrankungen, stadienabhéngig. Prospektive Studien
haben gezeigt, dass die Letalitdt ausgesprochen hoch ist, 7-8% im Fall eines SIRS und {iber
50% bei einem septischen Schock (Pittet 1995, S. 306). Die hochste Letalititsrate von 72%
beobachteten McLauchlan et al bei Patienten mit einer abdominellen Sepsis (McLauchlan
1995, S. 527). Trotz modernster Intensivmedizin liegt die Mortalitit einer schweren Sepsis

zwischen 15-35%.

1.1.3 Pathogenese der Sepsis

Die Pathophysiologie ist ausgesprochen komplex. Ausloser sind toxische Bakterienprodukte:
Endotoxine, als Lipopolysaccharide bei gramnegativen, und Exotoxine bei grampositiven
Bakterien. Sie fithren zur Aktivierung der humoralen und zelluliren Abwehrmechanismen
(Bolton 1996, S. 841). Die wichtigsten humoralen Faktoren sind die Zytokine, dazu zéhlen die
Interleukine (IL) -1, -2 und -6, der Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und Lipidmediatoren
(Metabolite der Arachidonsdure wie Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene). Aul3er-
dem beteiligen sich Gerinnungsfaktoren, das Komplementsystem, das Kininsystem, Protea-
sen, freie Sauerstoffradikale und vasoaktive Substanzen wie z. B. Stickstoffmonoxid. Diese
Mediatoren aktivieren metabolische Kaskaden, die iiber Aktivierung von Muskelproteasen
mit Bereitstellung von Aminosduren fiir die hepatische Glukoneogenese und Synthese der
Akut-Phase-Proteine, z. B. das a;-saure Glykoprotein (a;-AGP), in einer katabolen Situation
miinden. An der zelluldren Antwort beteiligen sich Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen,
neutrophile Granulozyten und Endothelzellen. Die Interaktion der zelluldren Antwort mit den
humoralen Faktoren fiihrt zu Mikrozirkulationsstérungen und Funktionseinschrinkung ein-

zelner Organsysteme. Histologisch erkennbar sind Verdanderungen des Vasotonus, Permeabili-



titssteigerung mit Ausbildung eines interstitiellen Odems, Obstruktion der Endstrombahn
durch Leukozytenadhirenz, Thrombozytenaggregation und direkte Endothelschiadigung. Die
Abwehrsysteme werden selbst zum Angreifer und verstirken sich im Sinne eines positiven
Feedbacks. Gelingt es nicht diese iiberschieBende Reaktion unter Kontrolle zu bringen,

kommt es zu Schock, Multiorganversagen und Tod.
1.1.4 Therapieansiitze

Die Vielzahl der therapeutischen Ansétze bei einer Sepsis lassen sich in kausale und supporti-

ve, sowie neue adjuvante MaBlnahmen zusammenfassen.

Die kausalen Therapieansitze umfassen die Bekdmpfung der Infektion mit antimikrobiellen

Substanzen und, falls zugénglich, die chirurgische Sanierung des Sepsisherdes.

Behandlungsgrundsatz der supportiven Therapie ist die symptomatische Stabilisierung gestor-
ter Organfunktionen. Dazu gehdren die Optimierung des Sauerstoffangebots entsprechend des
Sauerstoftbedarfs, die Aufrechterhaltung des Herzzeitvolumens und des Blutdrucks mittels
Volumensubstitution, Inotropika und Vasopressoren, die Uberwachung der Diurese und der

gastrointestinalen Funktion.

Im Fall von Organversagen kommen intensivmedizinische Behandlungsmafinahmen zum Ein-
satz, dazu gehoren maschinelle Beatmung, organersetzende Verfahren wie Dialyse und Hé-

mofiltration, vasoaktive Pharmaka als auch die enterale und die parenterale Erndhrung.

Als adjuvante Therapie gelten Ansétze, die eine Modulierung der wirtseigenen inflammatori-
schen Antwort als Ziel haben, mit Wirkstoffen wie monoklonale Antikorper gegen Bakterien-

toxine, TNF-a, Kachektin und Adhirenzmolekiilen, sowie IL-1 Rezeptor Antagonisten.
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1.1.5 Neuromuskulére Beteiligung

In Anbetracht der schwerwiegenden Verdnderungen wihrend des SIRS, ist es nicht erstaun-
lich, dass mit einer Haufigkeit von bis zu 70% (Witt 1991, S. 182) auch das Nervensystem
betroffen ist, sowohl das zentrale als auch das periphere, in einer typischen Reihenfolge der

Krankheitsbilder.

Abbildung 1: Neurologische Komplikationen der Sepsis

Schweregrad
A [] Enzephalopathie

] Respiratorisches Versagen

Il Neuropathie

Tage

(nach Bolton 1993, S.58)

1.1.5.1 Septische Enzephalopathie

In der Frithphase einer Sepsis kann das zentrale Nervensystem im Sinne einer septischen En-
zephalopathie beteiligt sein. Darunter versteht man eine multifokale oder diffuse, reversible
zerebrale Funktionsstorung, deren Symptomatik von einer leichten Bewusstseinstriibung bis

hin zum Koma variieren kann (Bogdanski 1999, S. 123).
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1.1.5.2 Septische Polyneuropathie

Wihrend sich unter Therapie die Enzephalopathie langsam zuriickbildet, wird die Beteiligung
des peripheren Nervensystems manifest. 1984 berichteten zeitgleich amerikanische, kanadi-
sche und franzdsische Forscher iiber das Auftreten einer Polyneuropathie bei intensivmedizi-
nisch versorgten Patienten. Seitdem wurde ihr Vorkommen immer wieder dokumentiert. Das
als Intensivpolyneuropathie (Critical Illness Polyneuropathy, CIP) bezeichnete Krankheitsbild
wurde systematisch von der Arbeitsgruppe um Ch. Bolton untersucht (Bolton 2001, S. 2389;

Bolton 1999, S. 419; Bolton 1996, S.1411; Bolton 1993, S. 59; Witt 1991, S. 182).

Bei der CIP handelt es sich um eine reversible, symmetrische, vorwiegend axonale Polyneu-
ropathie, mit akutem Beginn im Rahmen eines SIRS oder einer Sepsis, deren Pathogenese bis
heute nicht geklért ist. Die meisten Autoren gehen davon aus, dass die gleichen Mediatoren,
die die systemischen Effekte der Sepsis vermitteln, auch fiir die Entstehung der CIP verant-

wortlich sind, und betrachten die CIP als Bestandteil des SIRS.

Klinische Studien bei septischen Patienten lieferten Beweise, dass sowohl die motorischen als
auch die sensorischen Fasern betroffen sind (Hund 1997, S. 276). Bei der neurologischen Un-
tersuchung findet man symmetrisch angeordnete, distal betonte Paresen bis hin zur Tetraple-
gie und zum Teil erhebliche Atrophien (Hinder 1997, S. 211). Die Muskeleigenreflexe blei-
ben meistens, wenn auch abgeschwicht, erhalten. Als Ausdruck des Befalls der Atemmusku-
latur féllt klinisch bei beatmeten Patienten eine erschwerte Entwéhnung vom Beatmungsgerét
auf. Hinsichtlich sensorischer Ausfille findet man distale Storungen des Vibrationsempfin-
dens bis hin zu Hypisthesien und teilweise quélenden Pardsthesien von handschuh- oder

strumpfformiger Ausbreitung.

Die elektrophysiologische Untersuchung ist die entscheidende Methode bei der Diagnose von
Liasionen peripherer Nerven. Frithestes Zeichen einer CIP als Ausdruck einer axonalen Schi-

digung ist eine Amplitudenminderung der Nervenaktionspotentiale. Nervenleitgeschwindig-
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keit und distale Latenzen sind als Zeichen intakter Nervenscheiden meistens normal oder nur

gering vermindert (Latronico 2003, S. 1411).

Bei Patienten, die einen milden Verlauf der CIP zeigen, kommt es zu relativ rascher Riickbil-
dung der Symptome, im Fall einer schweren CIP ist die Prognose allerdings schlecht (Witt
1991, S. 182; Zifko 2000, S. 51). In einer prospektiven follow-up Studie fanden Fletcher et al
in iiber 90% der Félle neurophysiologische Hinweise auf eine chronische Denervierung in Zu-
sammenhang mit einer vorausgegangenen CIP, die bis zu fiinf Jahre zuriicklag (Fletcher 2003,

S. 1014).

1.1.5.3 Septische Myopathie

Inzwischen haben auch zunichst wenig beachtete myopathische Verdnderungen als Ursache
der prolongierten Muskelschwiche und der daraus resultierenden Schwierigkeiten bei der
Entw6hnung von der Beatmungsmaschine grof3es Interesse gefunden. Die Ergebnisse elektro-
physiologischer und histologischer Untersuchungen bei diesen Patienten weisen hiufig auf
eine kombinierte Schadigung mit Neuropathie und Myopathie hin (Bednarik 2003, S. 1511).
Zwar fiihrt auch die CIP sekundér zu muskuléren Veranderungen, es wurde bei Intensivpati-
enten mit prolongierter Muskelschwiéche jedoch auch isoliert eine Myopathie nachgewiesen,
ohne dass gleichzeitig Zeichen einer Neuropathie bestanden (Trojaborg 2001, S. 1591). Bei
diesen Patienten konnte die Myopathie daher auch eine Entitédt, im Sinne einer Critical Illness

Myopathie (CIM), darstellen.

Methode der Wahl zur Erfassung der myopathischen Veridnderungen ist die Muskelbiopsie.
Im Unterschied zur CIP sind bei der CIM verschiedene histopathologische Formen bekannt,
die eine Assoziation zu externen Faktoren, insbesondere die Gabe von Steroiden und nichtde-
polarisierenden Muskelrelaxantien, aufweisen. Nach Hund, gibt es drei Typen myopathischer

Verianderungen (Hund 1999, S. 2544):
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e (Critical Illness Myopathy

e Thick Filament Myopathy

e nekrotisierende Myopathie

Die Critical Illness Myopathy, die hdufig eine CIP begleitet, charakterisiert sich histologisch
durch abnorme Variabilitdt der Faserquerschnitte mit Atrophie und Angulierung der Faser als
Zeichen einer Denervation, internalisierte Zellkerne, fettige Degeneration der Muskelfaser
und Fibrose (Stibler 2003, S. 1524). Die Kreatinkinase im Serum ist, da Nekrosen fehlen,
meist normal und, dhnlich der CIP, gibt es typischerweise keine entziindlichen Verdnderun-

gen.

Eine zweite Form ist die Thick Filament Myopathy mit elektronenmikroskopisch nachgewie-
senem selektivem Verlust der Myosinfilamente (Deconinck 1998, S. 188). Histologisch im-

poniert eine zentral im Faserquerschnitt gelegene Nichtanfarbbarkeit fiir die Myosin-ATPase.

Eine dritte Form der muskulédren Beteiligung stellt die nekrotisierende Myopathie mit Vakuo-
lisierung und Phagozytose der Muskelfasern sowie Zeichen der Regeneration dar. Bei den
letzten beiden Formen ist die Kreatinkinase mdBig bis stark erhoht. Es handelt sich héufig,
wenn auch nicht ausschlieBlich, um Patienten, die hohe Dosen Steroide, entweder isoliert oder
in Kombination mit hohen kumulativen Dosen von nichtdepolarisierenden Muskelrelaxantien,

erhalten haben.

Die Pathogenese der Intensiv-Myopathien ist nicht eindeutig geklirt. In Analogie zur CIP
geht man davon aus, dass auch die Muskulatur durch die SIRS/Sepsis Mediatoren geschédigt
wird. Die freigesetzten Zytokine fithren zu einer hyperkatabolen Myopathie. Es gibt Hinweise
darauf, dass auch geringgradige immunologische Reaktionen im Muskel stattfinden (De Let-
ter 2000, S. 209) und dass ein Verlust der elektrischen Membranleitfdhigkeit vorliegt, was die

Muskelproteolyse verstérkt (Rich 1998, S. 175).
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Die Nadelelektromyographie kann schwer zwischen einer Polyneuropathie und einer Myo-
pathie unterscheiden. Rich et al haben gezeigt, dass der Muskel wihrend einer akuten
quadriplegischen Myopathie elektrisch nicht reizbar ist, wahrend ein denervierter Muskel
trotz Atrophie seine Reizbarkeit beibehilt (Rich 1996, S. 735). Davon ausgehend haben sie
bewiesen, dass direkte Muskelstimulation und Bestimmung des Verhéltnisses zwischen den
Summenaktionspotentialen durch Stimulation von Nerv und Muskel behilflich sein kdnnen

(Rich 1997, S. 672).

Unabhéngig vom Auftreten einer CIP kann eine chronische Gabe von nichtdepolarisierenden
Muskelrelaxantien (Dodson 1995, S. 818) oder Kortikosteroiden (Lacomis 1996, S. 652) eine
Rolle in der Entstehung einer prolongierter Muskelschwiche spielen. Die verantwortlichen
Mechanismen sind noch unklar, zu den morphologischen und biochemischen Verinderungen
zdhlt in erster Linie eine Zunahme und Dysregulation der Azetylcholinrezeptoren (AChR)

(Dodson 1995, S. 819).
1.2 Neuromuskulire Ubertragung
1.2.1 Die neuromuskulire Endplatte

Basis fiir das Verstindnis pathophysiologischer Reaktionen der neuromuskuliren Ubertra-
gung ist das Wissen grundlegender Zusammenhénge sowie die Kenntnis {iber den strukturel-
len Aufbau der neuromuskuldren Endplatte: Ein ankommendes Aktionspotential, initiiert
durch einen Nervenimpuls, bewirkt durch Exozytose die Freisetzung von Azetylcholin aus
den prasynaptischen Vesikeln des Motoneurons. Azetylcholin diffundiert iiber den synapti-
schen Spalt und bindet an den postsynaptischen AChR, ein pentamerisches Glykoprotein, des-
sen Untereinheiten ringférmig um einen zentralen lonenkanal angeordnet sind. Dadurch
kommt es zu einer Konformationséinderung und zur Offnung der Rezeptorpore. Dies bewirkt
einen Natrium-Einstrom und einen Kalium-Ausstrom, was zur Bildung eines Endplattenpo-

tentials fithrt. Nach Depolarisation der Muskelmembran kommt es letztendlich zur Kontrakti-
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on der Muskelfaser. Die Spaltung des Azetylcholins durch die Azetylcholinesterase fiihrt zur
,Freigabe® des AChR. Die Spaltprodukte Cholin und Azetat werden von den Nervenendigun-
gen wieder aufgenommen und zur Neusynthese von Azetylcholin riickgefiihrt. So wird die
erneute Bindung von Azetylcholin mit nachfolgender Muskelkontraktion ermdglicht (Fink

2000, S. 29; Naguib 2002, S. 202).

1.2.2 Der Azetylcholinrezeptor

Die Familie der AChR umfasst muskarinische und nikotinische Subtypen.

Muskarinische AChR gehoren der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren an. Im zent-
ralen Nervensystem sind muskarinische Rezeptoren an einer Vielzahl vegetativer, sensori-

scher und motorischer Prozesse beteiligt.

Nikotinische AChR spielen eine Hauptrolle bei der schnellen synaptischen Transmission so-
wohl in den neuro-neuronalen als auch in den neuromuskulidren Synapsen. Die vorliegende
Arbeit befasst sich ausschlielich mit der Expression des nikotinischen AChR der Skelett-

muskulatur, der im Folgenden etwas néher beschrieben wird.

Im gesundem Muskel sind AChR streng auf die neuromuskuldre Endplatte beschrinkt, und
werden als adult oder reif bezeichnet. Die AChR sind Glykoproteine mit einem Molekularge-
wicht von 300 kDa. Sie bestehen aus 4 Untereinheiten, a, B, € und o, die im Verhiltnis 2:1:1:1
prasent sind. Die Bindungsstelle fiir Azetylcholin ist an der o Untereinheit lokalisiert. Die
zwel o Bindungsstellen sind nicht identisch und kénnen durch ihre unterschiedliche Affinitat
fiir kompetitive Antagonisten unterschieden werden. Sobald ein Mangel an Aktivitit oder
neuralen Einfliissen vorhanden ist, wie beim Fotus oder wihrend einer Denervation, beginnt
der Muskel eine unreife, auch juvenil genannte Form des Rezeptors zu synthetisieren. Dieser
juvenile Rezeptor, bei dem eine y Untereinheit die € Untereinheit ersetzt, wird sowohl im
junktionalen als auch im extrajunktionalen Bereich exprimiert. Die Prisenz der y Untereinheit

fiihrt zu bedeutenden physiologischen, pharmakologischen und metabolischen Unterschieden
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zwischen den zwei Rezeptortypen. Der adulte Rezeptor ist metabolisch stabil mit einer Halb-
wertszeit von ungefdhr zwei Wochen, wihrend juvenile Rezeptoren eine Halbwertszeit von
24 Stunden haben. Die Einzelkanalleitfdhigkeit des adulten Rezeptors ist zehn mal hoher als
die des juvenilen, der aber eine zwei- bis zehnfach erhdhte Einzelkanal6ffnungszeit hat. Eine
Depolarisierung kann beim juvenilen Rezeptor mit zehn- bis hundertfach geringeren Dosen an
Agonisten wie Azetylcholin oder Succinylcholin hervorgerufen werden, es resultiert also eine
erhohte Sensitivitit gegeniiber Rezeptoragonisten oder Partialagonisten (Martyn 1992, S.

825).

Der Begriff ,,Up-Regulation® bezieht sich auf eine erhohte Rezeptoranzahl, die als Folge einer
chronischen Aussetzung an Antagonisten oder einer verminderten Transmittermenge beo-
bachtet wird. Zu einer Hochregulation der Rezeptoren kommt es nach Denervierung, nach
Lasion des ersten oder zweiten Motoneurons, nach einem thermischen oder nach einem direk-
ten Muskeltrauma, als Folge einer Immobilisation als auch nach einer chronischen Behand-
lung mit nichtdepolarisierenden Muskelrelaxantien oder Antikonvulsiva. Es werden vermehrt

unreife Rezeptoren exprimiert, mit den genannten Folgen fiir die neuromuskulire Ubertra-
gung.
Zu einer ,,Down-Regulation®, also verminderter Rezeptorexpression, kommt es bei einer My-

asthenia gravis, wenn Antikorper gegen den AChR vorliegen, oder bei chronischer Hemmung

der Cholinesterase (z.B. Vergiftung mit Organophosphaten) (Martyn 1992, S. 826).
1.3 Neuromuskulires Monitoring
1.3.1 Grundlagen zur Nervenstimulation

Prinzip des neuromuskulidren Monitorings ist die elektrische Stimulation eines motorischen
Nerven, nach der die Kontraktionskraft des innervierten Muskels einen Riickschluss auf die
neuromuskulire Ubertragung zuldsst. Erste Versuche zur Kldrung des Mechanismus fiihrte

der franzdsische Physiologe Claude Bernard mit Nerv-Muskel-Praparaten kurarisierter und
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nichtkurarisierter Frosche durch (Bernard 1864, S. 170). Mit Hilfe dieser Technik konnten

spéter die Charakteristika der Muskelrelaxantien untersucht werden.

Die Nervenstimulation erfolgt mit Gleichstrom, moglichst in Rechteckimpulsen. Biphasische
Strome oder einfache Entladungen konnen zu repetitiver Auslosung von Aktionspotentialen
und damit zu einer tetaniformen Muskelantwort fithren. Die Dauer eines Stromimpulses muss
einerseits lang genug sein, um die Depolarisation aller Axone eines Nerven zu bewirken, an-
dererseits kiirzer als die Refraktirperiode der Nervenmembran sein, die etwa 2 ms betrégt. Ein
Axon und die von diesem Axon innervierten Muskelfasern bilden eine motorische Einheit.
Nach der Depolarisation eines Axons kontrahieren sich alle zugehorigen Muskelfasern nach
dem Alles-oder-Nichts-Gesetz. Die Kontraktionskraft eines Muskels wird daher von der An-
zahl der sich kontrahierenden Muskelfaser bestimmt und nicht von der Kraft, mit der sich die

einzelne Faser kontrahiert.

Der Strom, der alle Axone eines motorischen Nerven depolarisiert und damit zur maximalen
Kontraktionskraft fiihrt, wird als maximal bezeichnet. Die Stromstirke wird, als Sicherheits-
reserve, um 10 bis 20% erhoht (=supramaximale Stimulation), damit auch nach einer Zunah-

me des Widerstands die maximale Stimulation gewéhrleistet wird.

Die Ruhe- bzw. Vordehnung (preload) des Muskels nimmt einen wesentlichen Einfluss auf
die Kraftentwicklung. Fiir die praktische Anwendung ist jedoch weniger der Absolutwert der
Vorspannung, als vielmehr die konstante Einhaltung der zu Beginn einer Registrierung einge-

stellten Vorspannung entscheidend.

1.3.2 Stimulationsmuster und Parameter

Die einfachste Form der Nervenstimulation ist die niederfrequente Applikation supramaxima-
ler Einzelreize (single twitches). Jede der Reizantworten wird bei dieser niedrigen Frequenz
als nicht konditioniert bezeichnet, da sie nicht von der vorhergehenden beeinflusst wird. Die

von Ali, Utting und Gray entwickelte Train-of-Four-Stimulation (TOF, Vierfachreiz) ist seit
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iiber zwei Jahrzehnten das Standardreizmuster zur intraoperativen Uberwachung einer nicht-
depolarisierenden neuromuskulidren Blockade (Ali 1998, S. 535; Ali 1971, S. 474; Ali 1971,
S. 480). Die TOF besteht aus einer Serie von vier Einzelreizen, die mit einer Frequenz von 2
Hz aufeinanderfolgen. Diese Frequenz ist einerseits hoch genug, um eine Ermiidung nachwei-
sen zu konnen, andererseits hat sie keinen tetanischen Charakter, so dass die einzelnen Mus-
kelantworten aufldsbar bleiben. Als Mindestabstand zwischen zwei TOF-Stimulationen wer-
den 12 Sekunden empfohlen. Bei dieser Frequenz gilt die erste Reizantwort (T;) als nicht
konditioniert und entspricht der Muskelantwort auf einen Einzelreiz. Wichtig ist die Auspri-
gung der neuromuskulidren Ermiidung, die sich aus dem Verhiltnis der vierten Reizantwort

zur ersten Reizantwort ergibt und als TOF-Quotient (T4/T,) bezeichnet wird.

Mit zunehmender Reizfrequenz wird die Ermiidung der Muskelantwort stirker, bis sie ein
Maximum bei 2 Hz erreicht. Bei einer Erhdhung der Stimulationsfrequenz iiber 5 Hz ver-
schmelzen die Einzelantworten miteinander, da der Muskel wihrend der Nervenstimulation
nicht in die Ruhelage zuriickkehrt. Es liegt eine tetanische Reizung vor, bei der eine Superpo-
sition der Einzelzuckungen auftritt. Mit steigender Frequenz der tetanischen Reizung nimmt
die Ausprigung der Ermiidung zu. Als Parameter der neuromuskuliren Ubertragung werden

folgende Werte bestimmt bzw. berechnet:

e die maximale Einzelkontraktionskraft (peak twitch tension, Py): definiert als die ma-

ximale Kraft, in Newton [N], des ersten Reizes aus der TOF-Serie

e der TOF-Quotient: das Verhiltnis T4/T;, wichtig fiir die Beurteilung der Auspriagung

der neuromuskuldren Ermiidung

e die spezifische Einzelkontraktionskraft (specific twitch tension): P/g Muskel [N/g

Muskel]
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die maximale tetanische Kontraktionskraft (tetanic twitch tension, Py): definiert als die

maximale Kraft wihrend des Tetanus [N]

die tetanische Ermiidung: (maximale Anfangskraft - maximale Kraft nach fiinf Sekun-

den) x 100 / (maximale Anfangskraft) [%]

die spezifische tetanische Kraft (specific tetanic tension): Po/g Muskel [N/g Muskel].
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2. Zielsetzungen der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Auswirkung einer chronischen Sepsis auf die neuro-
muskuldre Funktion zu untersuchen. Anhand eines Tiermodells, bei dem eine chronische Sep-
sis mit intravendser Injektion einer E. coli Bakteriensuspension induziert wurde, untersuchten

wir die Kontraktionskraft der Muskeln und die Expression der AChR.
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3. Material und Methodik

3.1 Versuchstiere, Haltungsbedingungen und Akklimatisation

Im Versuch wurden ménnliche Sprague-Dawley-Ratten der Firma Charles River (Deutsch-
land, Niederlassung Sulzfeld) mit einem Korpergewicht von 280 — 350g verwendet. Im Alter
von ca. vier Wochen wurden die ca. 200g schweren Tiere angeliefert und nach einer Woche

zur Adaptation in Reinhaltung einzeln gesetzt und in den Versuch eingeschleust.

Die Haltung erfolgte in einem klimatisierten Raum bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von je-
weils 12 Stunden. Raumtemperatur, Lichtintensitdt, Luftwechsel und Luftfeuchtigkeit wur-
den tiberwacht und konstant gehalten. Futter (Altromin-Haltung 1324, Altromin GmbH, Lage)

und Wasser in Trinkflaschen wurden ad libitum angeboten.

Das Tierversuchsvorhaben wurde geméall §8 des deutschen Tierschutzgesetzes durch die Re-

gierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen: 209.1/211-2531-40/2000).
3.2 Tiermodell

Zwei Tage vor Versuchbeginn bis zum Versuchende wurden die Tiere tdglich gewogen und
die Fress- und Trinkmengen sowie das Allgemeinbefinden in einem Verlaufsprotokoll doku-
mentiert. Die Tiere wurden randomisiert in zwei Gruppen eingeteilt: E. coli und NaCl. Die
Tiere der Gruppe E. coli (n=33) erhielten 500p1 einer Bakteriensuspension, die 3,2 x 10* CFU
(koloniebildende Einheiten) vom Serotyp 0153:K'H™ enthielt. Den Tieren der Gruppe NaCl
(n=26) wurden 500ul einer 0,9% NaCl-Losung injiziert. Die Messung der maximalen und
spezifischen Kraft der Einzelreize und der tetanischen Reizung sowie der Ermiidung und des
TOF-Quotienten erfolgte an den Tagen 3, 7 und 14 nach der Infektion (Messgruppe d3, d; und

di4).
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Abbildung 2: Versuchsplan
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Wihrend der Narkoseeinleitung und der chirurgischen Préparation verstarben vier Tiere. E-
benfalls konnten fiinf Tiere, die respiratorische, metabolische oder himodynamische Proble-
me hatten, nicht in die Auswertung mit einbezogen werden. Das gilt auch fiir drei Tiere, bei
denen Probleme wihrend der neuromuskulidren Messung auftraten. Dadurch verringerten sich
die Gruppen und die Versuchsauswertung erfolgte damit bei 26 Tiere der NaCl-Gruppe (da-
von 9 aus der Messgruppe dj, 7 aus der Messgruppe d; und 10 aus der Messgruppe d;4) und
33 Tiere der E. coli-Gruppe (davon 10 aus der Messgruppe ds, 13 aus der Messgruppe d; und

10 aus der Messgruppe di4).
3.3 Anisthesie zum Versuch
3.3.1 Narkose

Die Narkose wurde durch Inhalation von Sevofluran (SEVOrane® Sevofluran, Abbott
GmbH, 65205 Wiesbaden) in einem Glaszylinder eingeleitet. Sobald die Tiere das Toleranz-
stadium erreichten, wurden sie unter Sichtkontrolle mit einer angespitzten Venenverweilkanii-

le (Cavafix Certo 1,5x2,0 mm/16G, 5cm, Fa. Braun AG, Melsungen) endotracheal intubiert.

Zur Venenpriparation wurde die Andsthesie mit Sauerstoff und Lachgas im Verhéltnis 1:2
und 4-6% Sevofluran aufrechterhalten. Um direkte Effekte von Sevofluran auf die neuro-
muskulire Ubertragung auszuschlieBen, wurde am eigentlichen Versuchstag die Narkose oh-
ne Sevofluran und ohne Lachgas (inspiratorischer Sauerstoffanteil, Fi O,=0,4) intravends mit
Propofol (20 - 40 mg kg™ h™) und Fentanyl (4 pg kg™ h™") fortgesetzt.
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3.3.2 Beatmung

Die Tiere wurden maschinell volumengesteuert beatmet (Harvard Rodent Ventilator, Model
683, Apparatus Inc., South Natick, MA 01760, USA). Es handelte sich dabei um ein halbof-
fenes System ohne Riickatmung mit einer Frischgaszufuhr von etwa 2 1 min" und einer Gas-
absaugung. Mit Hilfe eines Atemgasmonitors (Capnomac, Fa. Datex, Helsinki, Finland) wur-
den die endexpiratorischen Gaskonzentrationen von CO,, O,, N,O und Sevofluran sowie die

Atemfrequenz und der Beatmungsdruck iiberwacht.
3.3.3 Monitoring

Wihrend der ganzen Anisthesiezeit wurden die Tiere intensiv iberwacht. Folgende Grenzen

fiir die Parameter wurden festgelegt:
e Herzfrequenz: 280 - 380 min™
e MAP: 70 - 110 mmHg
e pH:736-7,44
e BE:-2-+2
e p.CO;z: 34 - 40 mmHg
e Temperatur: 36,8 - 37,2°C

Das Elektrokardiogramm wurde iiber zwei subkutane Nadelelektroden am ventralen Brust-
korb abgeleitet. Der arterielle Blutdruck wurde kontinuierlich {iber einen Katheter in der rech-
ten A. carotis communis gemessen, der auch als Entnahmestelle fiir arterielles Blut fiir die
Blutgasanalysen diente. Dabei wurden p,CO;, p,O,, BE, pH und HCO;3™ kontrolliert, sowie
Elektrolyte, Himoglobin, Met-Hamoglobin, Laktat und Glukose gemessen. Falls nétig, wurde
der BE durch Anpassung des Atemminutenvolumens oder mit 1 mM Natriumbikarbonat kor-
rigiert. Ein MAP < 70 mmHg wurde als Volumenmangel interpretiert, der gegebenenfalls mit

Hydroxyaethylstiarke ausgeglichen wurde. Ein MAP > 110 mmHg und Herzfrequenzen > 380
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min" wurden als Stress interpretiert und die Narkose wurde vertieft. Die Temperatur wurde

rektal gemessen und mit einem Heizkissen und einer Hangelampe konstant gehalten.
3.4 Instrumentierung
3.4.1 Bakterieninjektion

Nach der endotrachealen Intubation wurde in Inhalationsnarkose die linke V. jugularis externa
in Riickenlage kaniiliert (Intramedic Non Radioopaque Polyetylene Tubing, Clay Adams, Di-
vision of Beckton & Dickinson, Parsipanny, NJ 07054, USA). Es wurden 200ul Blut fiir ein
Blutbild entnommen, bei dem das Hadmoglobin sowie die Erythrozyten-, Leukozyten- und
Thrombozytenanzahl bestimmt wurden. Nach randomisierter Injektion der E. coli Suspension
bzw. der 0,9% NaCl-Lésung wurde der Katheter mittels Ligatur in der Vene befestigt, subcu-
tan versenkt und die Haut iiber der Inzision wurde verschlossen. Nach Ausleiten der Inhalati-
onsnarkose und gesicherter suffizienten Spontanatmung wurden die Ratten extubiert, in die

gewohnte Umgebung gebracht und drei Stunden lang beobachtet.

Abbildung 3: Bakterieninjektion
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3.4.2 Neuromuskulire Messung

Nach endotrachealer Intubation und Kaniilierung der V. jugularis externa rechts wurden unter
streng sterilen Bedingungen 200ul Blut fiir ein Blutbild und 100ul Blut fiir ein Blutaustrich
auf Agar entnommen. Nach AnschlieBen eines Propofolperfusors wurde die A. carotis com-
munis rechts kaniiliert (PE-Katheter, 33,5cm, ID: 0,58mm/AD: 0,97mm). Die Narkose wurde
mit einem Sauerstoff-Luft Gemisch (Fi 0,=0,4) fortgesetzt und nach Abfluten des Sevoflu-
rans und Stabilisierung wurden die Parameter des Messzeitpunkts M, dokumentiert. Der N.
ischiadicus wurde an seiner Austrittsstelle aus dem Plexus lumbosacralis freiprépariert und
iiber Stimulationselektroden (Modell FTO3E, Grass Instruments, West Warwick, RI 02893,
USA) mit dem Mechanomyographen (Dual Channel Square Pulse Stimulator, Model S88K,
Grass Instruments, West Warwick, RI 02893, USA) verbunden. Das distale Ende der Sehne
des M. tibialis cranialis wurde mit Hilfe von Vicrylfdden mit dem Kraftabnehmer des My-
ographen verbunden. Durch Einbringen eines Zirkels in Hohe der Femurkondylen wurden die

Beine so fixiert, dass Knie, Sehne und Kraftabnehmer in einer Ebene lagen.

Abbildung 4: Praparation zur neuromuskuldren Messung
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3.5 Messungen

Die neuromuskulire Funktion wurde durch die Messung der Kontraktion des M. tibialis cra-
nialis auf einen supramaximalen Stimulus des N. ischiadicus mittels Mechanomyographie un-
tersucht. Die Kontraktionskraft wurde an den Kraft-Bewegungsiibertridger (Force Displace-
ment Transducers, Model FT03, Grass Instruments, West Warwick, RI 02893, USA) weiter-
geleitet und dabei die Stirke der Kontraktion in ein elektrisches Signal umgewandelt. Dieses
Signal wurde verstiarkt (RPS 107 Regulated Power Supply, Grass Instruments, West War-
wick, RI 02893, USA) und graphisch von einem Nadelschreiber (Schwarzer Uniscript DU

210) auf skaliertem Papier aufgezeichnet.

Durch Vorspannung des Muskels (preload) wurde eine isometrische Kontraktion erreicht. Da
man davon ausging, dass in der E. coli-Gruppe die Kontraktionskraft vermindert sei, wurde
sie bei dieser mit 10g, und bei den Tieren der NaCl-Gruppe mit 50g eingestellt. Vor jeder
Messung wurde eine Eichzacke durch einen Gewichtzug von 1000g aufgezeichnet und die

supramaximale Stimulationsspannung bestimmt.

Zur Stabilisierung der mechanomyographischen Messung erfolgte eine 20-miniitige Einzel-
reizung (single twitches). Im Anschluss erfolgte die Erhebung der Parameter fiir den Mess-

zeitpunkt M. Die weitere Stimulation erfolgte nach dem TOF—Muster. Gemessen wurde

e die maximale Einzelkontraktionskraft (P;) [N].

Berechnet wurde

e der TOF-Quotient

e die spezifische Einzelkontraktionskraft (P/g Muskel) [N/g Muskel].

Im Anschluss wurde jedem Bein ein tetanischer Reiz von 100Hz fiir fiinf Sekunden appliziert.

Gemessen wurde

e die maximale tetanische Kontraktionskraft (Py) [N].
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Berechnet wurde
e die Ermiidung (fading) [%]
e die spezifische tetanische Kontraktionskraft (Po/g Muskel) [N/g Muskel].

Danach erfolgte eine Erholungszeit von 15 Minuten. Vor Ablauf dieser Zeitspanne wurden
alle Parameter fiir den Messzeitpunkt M, dokumentiert. Es folgte beidseits ein tetanischer
Reiz von 150Hz iiber fiinf Sekunden, bei dem dieselben Werte wie beim 100Hz Tetanus be-

stimmt wurden.

Abbildung 5: Messplan d3, d7, dq4
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3.6 Entnahme von Material fiir weitere Untersuchungen

Nach Abbau der mechanomyographischen Versuchsvorrichtung wurde die Ratte in tiefer
Narkose iiber Punktion der Aorta abdominalis entblutet. Zur Bestitigung der Bakteridmie
wurde eine Blutkultur (Bio AER Kid, Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes la Coquette, 92430,

Frankreich) angelegt. Das restliche Blut wurde bei 4°C mit 4000 Umdrehungen pro Minute
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zehn Minuten lang zentrifugiert (Varifuge 3.0R, Heraeus Sepatech), das Serum abpipettiert
und fiir die spétere Bestimmung von Sepsismediatoren (Stickstoffmonoxid, Zytokine, o;-
AGP) bei —70°C aufbewahrt. Die Mm. tibiales craniales, gastrocnemii und solei wurden ent-
nommen, gewogen, in Isopentan und Trockeneis gefroren und anschlieBend bei —70°C fiir
weitere Untersuchungen (AChR, Histologie) tiefgefroren. Der implantierte Katheter wurde

entfernt und die Spitze auf McConkey-Agar ausgestrichen.

Zur Bestimmung des a;-AGP Spiegels wurde eine in Zusammenarbeit mit Prof. P. Luppa
vom Institut fiir Klinische Chemie des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitét
Miinchen entwickelte Methode verwendet. Dabei handelte es sich um ein Chemilumineszenz
Immunoassay, das auf einen Antigen Capture Assay mit biotinyliertem Ratten o;-AGP als

Tracer basiert (Metzger 2001, S. 515).
3.7 Bestimmung der Azetylcholinrezeptorexpression

Die Expression der AChR an der Muskelmembran wurde mit Hilfe von '*’I-a-Bungarotoxin
(**’I-a-BTX) bestimmt (Ibebunjo 1999, S. 277). a-BTX, ein Neurotoxin aus dem Cobragift,
bindet irreversibel an die o Untereinheit des AChR, ohne jedoch zwischen adulten und juve-
nilen Rezeptoren unterscheiden zu kénnen. Durch Konjugation mit einem radioaktiven Mar-
ker, in diesem Fall 125 I, kann man indirekt, iiber die Messung der emitierten y-Strahlen, die

Menge der AChR bestimmen.

Die Rezeptoren wurden im M. gastrocnemius bestimmt, der fiir diese Bestimmung auf Eis
aufgetaut und in einem 10 mM Kaliumphosphatpuffer (pH=7,4) homogenisiert wurde. Das
Homogenat wurde bei 4°C und 20.000g fiir 30 Minuten zentrifugiert, der resultierende Uber-
stand dekantiert und verworfen. Das entstandene Pellet wurde in dem Kaliumphosphatpuffer
resuspendiert, welcher nun zusétzlich 2% (v/v) Triton X-100 (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO), ein Detergenzium, das die Membranproteine aus der Zellmembran herauslosen
kann, enthielt. Das Suspensat wurde {iber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlieBend bei 4°C
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und 20.000g fiir 45 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand mit den geldsten Proteinen wurde
abpipettiert und die so erhaltene Proteinldsung mit 2,5 nM '*I-a-BTX (spezifische Aktivitit
16,2 kBq pg”, NEN, Boston, MA) bei Zimmertemperatur (23°C) iiber 90 Minuten inkubiert.
Durch Filtration mittels eines Whatman DE-81 Zellulose Filters (Whatman International Ltd.,
Maidstone, United Kingdom) wurde der gebundene Radioligand abgetrennt. Aufler dem

AChR binden auch andere Proteine an '*°

[-a-BTX. Diese unspezifische Bindung musste e-
benfalls quantifiziert werden. Dazu wurde eine Probe mit nicht radioaktiv markiertem a-BTX
versetzt, welches, ohne ein radioaktives Signal zu erzeugen, an die AChR bindet. Durch nach-

folgende Zugabe von radioaktiven '*

[-a-BTX konnte die unspezifische Bindung bestimmt
werden. Die spezifische Bindung des '*’I-o-BTX wurde als Differenz zwischen der Bindung
in Abwesenheit und der Bindung in Anwesenheit von nicht radioaktiv markiertem o-BTX
berechnet. Die Radioaktivitdt wurde in einem y-Zihler in counts pro minute (cpm) bestimmt.
Der Proteingehalt der Proben wurde mit dem Bio-Rad Detergent Compatible (DC) Protein
Assay Kit (BioRad Hercules, CA, USA) bestimmt. Die Anzahl der Rezeptoren wurde in fem-

tomol/mg Protein ausgedriickt.

Die Menge der AChR wurde aus dem Molekulargewicht, der spezifischen Aktivitit des '*I-

o-BTX und den cpm anhand folgender Schritte berechnet:

1. Molare Konzentration von '*’I-a-BTX:

Gesamtaktivitit [uCi]
(Spezifische Aktividt [pCi/ug] x (MW = 8000) x 10°)

Konzentration '*’I-o-BTX [M] =

2. Korrektur fiir radioaktiven Zerfall:

Gesamtaktivitét [uCi] x Zerfallsfaktor (aus Tabelle) = Gesamtaktivitétyzern [UWCi]

3. Berechnung des decay pro min (Zerfall pro min = DPM) Aquivalents:
Konzentration '*I-a-BTX [M]
(Gesamtaktivitityern [nCi] x 2,22 x 10%) x 107

DPM Aquivalent =
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Anmerkungen: 1 uCi = 2,22 x 10° (Konstante)
Division mit 10™"° konvertiert das Ergebnis von mol zu fmol

4. Konzentration der AChR in 100 ul Muskelextrakt:
cpm (spezifisch — unspezifisch) x DPM Aquivalent = AChHR [fmol/100pul Extrakt]

5. Expression der AChR:
AChR Expression AChHR [fmol/100ul Extrakt]

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

3.8 Statistik

Die Variablen wurden mit einer faktoriellen ANOVA gepriift. Als Faktoren gingen die Zeit
nach der Infektion der Tiere, mit den Auspridgungen 3 Tage, 7 Tage und 14 Tage, sowie der
Faktor Infektion, mit den Auspridgungen NaCl und E. coli, ein. Post-hoc wurden an jedem
Zeitpunkt die Werte zwischen E. coli und NaCl mit dem t-Test gepriift. Dargestellt werden
die Mittelwerte und die Standardabweichung der einzelnen Variablen. Die statistische Analy-
se fiihrten wir mit SPSS 11.5.1. fiir Windows (SPSS 11.5.1., SPSS GmbH Software, Miin-

chen, Deutschland) durch. Statistische Signifikanz wurde bei einem p < 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Infektionsparameter

Die Infektion mit E. coli fiihrte, wie in Abbildung 6 dargestellt, nach einem initial ausgeprag-
teren Gewichtsverlust zu einer verminderten Korpergewichtzunahme im Vergleich zur NaCl-

Gruppe.

Abbildung 6: Gewichtsverlauf
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In Tabelle 1 sind als Parameter der Sepsis das a;-AGP, die Leukozyten- und die Thrombozy-
tenanzahl dargestellt. Das a;-AGP war in den Messgruppen d; und d;4 signifikant erh6ht, auf
394% und 316% der Werte der jeweiligen NaCl-Gruppe. In der Messgruppe d; war die Zu-
nahme auf 285% im t-Test nicht signifikant. Im Blutbild der E. coli Tiere zeigte sich in der
Messgruppe ds eine Leukozytose und Thrombopenie, die mit 228% und 36% der Werte vom

Tag der Bakterieninjektion im t-Test signifikant waren. In den Messgruppen d; und d;4 zeig-
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ten die Leukozyten einen Anstieg auf 170% bzw. 149%, wihrend die Thrombozyten ebenfalls
einen Anstieg auf 139% bzw. 112% der Werte vom Tag der E. coli Injektion zeigten. Diese

Verianderungen waren jedoch im t-Test nicht signifikant.
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Tabelle 1: Infektionsparameter

Leukozyten vor

Leukozyten nach

Thrombozyten vor

Thrombozyten nach

Messgruppe Gruppe Anzag)Twre FE{A/EE E. coli/NaCl In- | E. coli/NaCl In- | E. coli/NaCl In- | E. coli/NaCl Injek-

& jektion [G/1] jektion [G/1] jektion [G/1] tion [G/1]

d NaCl 9 0,53 +£0,15 12,0£5,5 12,3+£3,5 772 £206 769 £ 147

3 E. coli 10 2,09 £0,74* 10,5+2,2 23,9 +8,7* 939+ 127 346 + 128*

d NaCl 7 0,69 + 0,36 142 +2,7 15,4 +£3,7 729 + 262 931 + 330

! E. coli 13 1,97 £1,72 11,2+£3,9 19,0 £ 4,6 901 + 347 1254 + 443

d NaCl 10 0,51 +£0,15 10,4 +23 12,4 +2,7 906 = 108 924 £ 221

14 E. coli 10 1,61 £1,18% 9,9+32 14,8 +£29 939+ 198 1048 + 202

* p < 0,05 NaCl versus E. coli
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4.2 Neuromuskulire Messung
Die Ergebnisse der neuromuskuldaren Messungen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Bei den Einzelreizen zeigten die Tiere der E. coli-Gruppe eine geringfiigige, im t-Test nicht
signifikante Abnahme der Muskelkraft, die in den Messgruppen ds, d; und d;4 95%, 99% bzw.
87% der gemessenen Muskelkraft der NaCl-Tiere betrug. Bei dem TOF-Quotienten errechne-
ten sich Werte die zwischen 0,96 und 1,01 lagen, ein signifikanter Unterschied zeigte sich in

der Messgruppe ds.

Bei der tetanischen Reizung war die Reduktion der Muskelkraft ausgepriagter. In den Mess-
gruppen ds, d; und d;4 zeigte sich ein Abfall auf 91,2%, 74,5% und 75% der gemessenen
Werte der NaCl-Gruppe. Dabei waren die Verdnderungen in den Messgruppen d; und d;4 im

t-Test signifikant.

Die tetanische Ermiidung und die spezifische Muskelkraft bei beiden Stimulationsformen
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen der jeweiligen E. coli bzw.

NaCl Tiere.
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Tabelle 2: Neuromuskuléire Messung

Maximale Einzel- TOF- Maximale tetanische| Tetanische | Spezifische Einzel- |Spezifische tetanische
Messgruppe | Gruppe reizkontrak- Quotient Kontraktionskraft | Ermiidung | reizkontraktionskraft | Kontraktionskraft

tionskraft (P) [N] | (T4/T1) (Po) [N] [70] (P/g) [N/g] (Po/g) [N/g]
d NaCl 1,60 £ 0,36 1,01 £0,03 6,93 +1,97 32+ 12 2,35+0,49 10,40 + 3,24
3 E. coli 1,48 £ 0,36 0,97 + 0,04* 6,32+ 1,6 34+ 11 2,55+ 0,69 10,99 + 3,04
d NaCl 1,50 +£ 0,22 0,99 + 0,02 8,05+ 1,39 31+7 2,26 +0,29 11,87 £ 1,47
! E. coli 1,50+ 0,33 0,96 + 0,06 6,04 + 1,89* 34+9 2,45+ 0,69 10,20 + 3,73
d NaCl 1,67 + 0,57 0,99 + 0,02 8,95+0,8 32+13 2,16 + 0,78 11,57 £ 1,67
1 E. coli 1,43 +0,35 0,97 + 0,02 6,71+ 1,91* 30+38 2,16+ 0,49 9,81 +2,55

* p < 0,05 NaCl versus E. coli
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4.3. Muskelgewicht und Azetylcholinrezeptoren

Wie aus Tabelle 3 hervorgeht, nahm das Gewicht der Muskeln, die den E. coli Tieren ent-
nommen wurden, kontinuierlich ab, in den Subgruppen ds, d; und d;4 wogen die Muskel der

E. coli-Gruppe 83%, 85% und 84% des Gewichtes der entsprechenden NaCl-Gruppe.

Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Expression der AChR zwischen den Subgrup-

pen der jeweiligen E. coli bzw. NaCl Tiere.

Tabelle 3: Muskelgewicht und AChR

Messerunne Gruppe Muskel- AChR
grupp PP gewicht [g] | [fmol/mg Protein]

d NaCl | 537+0,48 2449

3 E.coli |4,48+0734% 25+7

q NaCl | 5,66+ 0,64 20+ 8

7 E.coli |4,83+0,50% 31+15

q NaCl | 6,30+ 1,14 24+6

14 E.coli |5,26+0,80% 2249

*p < 0,05 NaCl versus E. coli
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass eine bakterielle Sepsis, ausgelost durch
die intravenose Injektion einer E. coli Bakteriensuspension, zu einer Beeintrdchtigung der

Muskelfunktion fiihrt ohne die Expression der AChR zu beeinflussen.

Als systemische Zeichen einer Sepsis kam es in unserem Modell im Vergleich zu den Kon-
trolltieren zu einer reduzierten Korpergewichtszunahme, verminderten Muskelgewichten,
Leukozytose, Thrombopenie, sowie einer Erhéhung des Akut-Phase-Proteins a;-AGP. Im
Verlauf der Infektion nahm die tetanische Kontraktionskraft ab. Bei der tetanischen Ermii-
dung und der Expression der AChR zeigte sich kein Unterschied zwischen Sepsis- und Kon-

trollgruppe.

Die prolongierte Muskelschwiche ist eine gravierende Komplikation der Sepsis, mit weitrei-
chenden akuten und chronischen Komplikationen und Konsequenzen fiir den weiteren Hei-
lungsverlauf. Ursache dieser Muskelschwiche als Folge der Infektion kann neurogenen, myo-
pathischen oder neuromuskulédren (junktionalen) Ursprungs sein (Bolton 1996, S. 1409; Hund
2001, S. 929; Hund 1996, S. 1330). Es wird postuliert, dass die gleichen humoralen und zellu-
laren Mechanismen, die zur Aktivierung der metabolischen Kaskade im Verlauf der systemi-
schen Antwort auf die Infektion (SIRS) fiihren, auch fiir die Entstehung der Polyneuropathie
und der Myopathie verantwortlich sind (Bolton 2001, S. 2388; Bolton 1996, S. 841). Der ge-
naue Mechanismus, iiber den die freigesetzten Sepsismediatoren wirken, war lange unklar.
Heute weill man, dass Zytokine, darunter IL-1, -2 und -6, sowie TNF-a, den Proteinstoff-
wechsel des Muskels beeinflussen und zu einer negativen Proteinbilanz fiihren. Besonders
empfindlich sind die Myofibrillen Myosin und Actin, die als Folge der Aktivierung der Ubi-
quitin Proteasen vermehrt intrazelluldr abgebaut werden (Di Giovanni 2004, S. 202; Lacomis
2002, S. 405). Es kommt zu einem generalisierten Hypermetabolismus mit Bereitstellung von

Aminoséuren fiir die hepatische Glukoneogenese und Synthese von Akut-Phase-Proteinen,
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darunter das a;-AGP. Die freigesetzten Eicosanoide und Stickstoffmonoxid fithren zu Vasodi-
latation und erhdhter GefaBBpermeabilitdt. Verminderter peripherer Blutfluss und gestorte Sau-
erstoffextraktion flihren letztendlich zum Organversagen, was sich auf muskuldrer Ebene als

Muskelschwiache dullert.

Zur Erforschung der CIM wurden verschiedene Critical Illness Tiermodelle verwendet, dar-
unter Modelle der Denervierung, Immobilisation, Verbrennung und Endotoxédmie. Als Ursa-
chen dieser Muskelschwiche werden Immobilisationsatrophie, Myofibrillendegeneration und
Apoptose vermutet, aber auch die Gabe von Medikamenten, darunter Steroide und Muskelre-
laxantien, wird diskutiert. Ruff et al haben eine systemische Infektion bei der Ratte mit Strep-
tococcus pneumoniae ausgeldst (Ruff 1984, S. 1484). Dabei beobachteten sie eine Muskelat-
rophie, verminderte Muskelkraft bei den Einzelreizen und der tetanischen Stimulation, Akti-
vierung von intrazelluldren Proteasen und dadurch Proteolyse, sowie verdnderte sarkoplasma-
tische Elektrolytzusammensetzung. Als pathogenetischen Hintergrund vermuteten sie ein Zu-

sammenspiel der oben genannten Mechanismen.

Voisin et al haben ein Sepsismodell bei der Ratte mit einer einmaligen Injektion von E. coli
Bakterien in die Schwanzvene entwickelt (Voisin 1996, S. 1612). Sie haben gezeigt, dass an-
haltender Proteinabbau als Hauptursache der Atrophie angesehen werden kann. Der Krank-
heitsverlauf lie sich in drei Phasen untergliedern: eine akute septische Phase iiber die ersten
drei Tage, mit einer ausgeprigten Gewichtsabnahme und Muskelatrophie, eine chronische
septische Phase bis zum sechsten Tag nach der Infektion, wiahrend der das Korpergewicht re-
lativ konstant blieb und die Atrophie weiter fortschritt, und eine spite septische Phase ab dem
siebten Tag, in der es zu einer Gewichtszunahme kam, wéhrend der aber die Muskelmasse
niedriger blieb als die der Kontrolltiere. Letzteres lie} sich dadurch erklédren, dass die Ge-
wichtszunahme den vermehrten Inhalt des Verdauungstraktes durch vermehrte Nahrungsauf-

nahme widerspiegelte als auch die Zunahme von nicht-muskuldren Gewebe. Untersuchungen
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des Proteinturnovers haben gezeigt, dass es zu einem verstarkten ATP-Ubiquitin mediierten
Proteinabbau wihrend der akuten und der chronischen Phase kam, so dass trotz einer nach-
gewiesenen verstirkten Proteinsynthese ein Muskelabbau resultierte. Die Stabilisierung in der
spiaten Phase wurde als Folge der supprimierten Proteolyse erkldrt. Einen dhnlichen Verlauf
mit ausgepragter kataboler Situation haben auch Breuille et al in ithrem Sepsismodell beo-
bachtet (Breuille 1999, S. 1080). Sie schrieben die beobachtete Muskelatrophie der verstark-

ten Proteolyse zu.

Als Folge einer Immobilisation wurden verschiedene Ergebnisse berichtet (Fischbach 1971,
S. 565; Goldspink 1977, S. 87). Dazu zihlen elektromyographische Verdnderungen, eine Re-
duktion der Muskelmasse und Zu- oder Abnahme der Muskelkraft. Auch wurden eine ver-
minderte oder unverdnderte Ermiidung, sowie Verdnderungen der Zusammensetzung und der
oxidativen Eigenschaften der Muskel beobachtet. Auf mitochondrialer Ebene kommt es zu
einer Verminderung der glykolytischen und oxidativen Kapazitit. Ibebunjo et al haben ver-
mutet, dass sich Verdnderungen der Muskelkontraktilitit im Elektromyogramm widerspie-
geln, wihrend sich die Ermiidung parallel zu den oxidativen Eigenschaften der Muskelfasern
verhilt. Als Ergebnis berichtete die Arbeitsgruppe iiber verminderte Muskelkraft und Ermii-
dung, deren Ursache sie in der reduzierten Muskelmasse und in der Faseratrophie sahen

(Ibebunjo 1999, S. 279).

Rich et al haben die Muskelfunktion wahrend einer akuten quadriplegischen Myopathie bei
der Ratte untersucht. Sie fanden Hinweise auf ein Verlust der elektrischen Membranleitfahig-
keit, der die Muskelproteolyse verstérkt. Ebenfalls kann eine Irritation von Kalium- und Chlo-

ridkanilen durch freie Radikale auftreten (Rich 2003, S. 563; Rich 1996, S. 735).

Die Ergebnisse unserer Untersuchung lassen uns ebenfalls vermuten, dass die induzierte Sep-
sis iiber eine katabole Muskelatrophie und die dadurch resultierende Reduktion der Muskel-

masse zu der verminderten Kontraktionskraft der Muskeln fiihrt. Der parallele Verlauf von
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Muskelmasse und Muskelkraft 1dsst einen kausalen Zusammenhang vermuten. Dafiir spricht
auch die Tatsache, dass die spezifische Einzel- und tetanische Kontraktionskraft (Kraft pro g
Muskel) keinen Unterschied zur Kontrollgruppe zeigte. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz
zu den Befunden wihrend einer Verbrennung, bei der die Abnahme der Muskelkontraktilitit
besonders als Folge einer verminderten spezifischen Muskelkraft erfolgt, was nahe legt, dass
andere Faktoren als die Muskel- oder Faseratrophie fiir die beeintrachtigte Muskelfunktion

verantwortlich sind (Ibebunjo 1997, S. 445).

Trotz reduzierter Muskelmasse und Muskelkraft haben wir keine Verdnderungen der Ermii-
dung (fading) beobachtet, was auf den ersten Blick paradox erscheint. Die Ermiidung, d.h. die
Unfahigkeit die entwickelte Kraft aufrechtzuerhalten, kann als Ursache Stérungen an ver-
schiedenen Stationen der neuromuskuliren Ubertragung haben: prisynaptisch, im Falle klei-
ner Endplatten oder verzweigter Axone, die die Ubertragung blockieren, synaptisch, wenn die
Empfindlichkeit der AChR herabgesetzt ist, oder postsynaptisch, wenn die oxidative Kapazi-
tat der Muskelfaser oder die sarkolemmale Empfindlichkeit reduziert ist. Ibebunjo et al haben
in ihrem Immobilisationsmodell neben einer Muskelfaseratrophie eine Verminderung der Er-
miidung beobachtet. Trotz qualitativer Verdnderungen in der oxidativen Kapazitit der Mus-
kelfaser gab es keine signifikante Verdnderung in der Fliche der motorischen Endplatten.
Der Zusammenhang zwischen Ermiidung und Faserquerschnitt ist nicht ganz geklirt. Fisch-
bach et al haben gezeigt, dass eine Atrophie zu einer Zunahme der oxidativen Kapazitit und
der Membranleitfiahigkeit fiihrt, was vermuten lieB3, dass die so verbesserte neuromuskulére
Ubertragung zu einer verminderten Ermiidung fiihrte (Fischbach 1971, S. 566). Wie bereits in
der Literatur beschrieben (Latronico 1996, S. 1580), wére eine reduzierte Anzahl von Muskel-
fasern mit variablen Durchmessern und eine Faseratrophie, vor allem der Faser vom Typ II,
die resistenter gegeniiber der Ermiidung sind (Typ I = slow-twitch oxidativ, Typ II = fast
twitch, a-oxidativ — glykolytisch, b-glykolytisch), sowie eine modifizierte Zusammensetzung
der Muskeln, jedoch keine entziindlichen Verianderungen, zu erwarten. Die histologische Un-
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tersuchung der entnommenen Muskeln ist Thema einer anderen Promotion aus unserer Ar-

beitsgruppe (Diibener A., in Vorb.).

Ebenso konnten Elektrolytentgleisungen wie Hypophosphatdimie und Hypokalidmie sowie
Hyperglykdmie und Hypoalbumindmie eine Rolle bei der Entstehung der Muskelschwiche
spielen (Witt 1991, S. 182). Neben physiologischen Parametern, Elektrolyten und Blutgasana-
lysen haben wir den a;-AGP Spiegel im Serum bestimmt, die Zusammenhinge sind Thema

einer anderen Dissertation aus unserer Arbeitsgruppe (Frick C., in Vorb.).

Verianderungen in der Expression der AChR liefern ebenfalls eine Erklarung fiir die von uns
festgestellte muskuldre Schwiche. Tsukagoshi et al beobachteten eine Verminderung der
ACHhR in einem Rattenmodell der zokalen Ligatur (Tsukagoshi 1999, S. 454). Eine Verminde-
rung der Rezeptoranzahl kommt einem myasthenischen Syndrom gleich und resultiert in einer
verminderten Muskelkraft. Im Gegensatz dazu ist die Hochregulation des Rezeptors infolge
einer Sepsis bereits von mehreren Arbeitsgruppen bei septischen Patienten spekulativ disku-
tiert worden (Blobner 1999, S. 1004; Martyn 1992, S. 826; Tomera 1996, S. 65). Indirekte
Hinweise dafiir bestanden in Fallberichten, in denen Hyperkalidmien nach Succinylcholinga-
be beschrieben worden sind (Gronert 1999, S. 320). Eine post mortem Analyse bei Intensiv-
patienten konnte eine Hochregulation der AChR nachweisen, jedoch ldsst die multifaktorielle
Krankheitsgeschichte mit zusétzlicher Langzeitimmobilisierung und Medikamentengabe ei-

nen ursichlichen Zusammenhang mit der Sepsis nicht eindeutig kldren.

In unserer Studie, in der eine isolierte E. coli Infektion induziert wurde, konnten wir in keiner
der Subgruppen eine Veridnderung der Expression der AChR feststellen. Damit kénnen wir
eine immunologische Kreuzreaktivitidt zwischen E. coli und den AChR, welche bei Tsuka-
goshi et al als Ursache fiir die Myasthenie diskutiert wurde, ausschliefen. Ebenso scheint der
einzelne Faktor Sepsis bei erhaltener Beweglichkeit und ohne die zusdtzliche Gabe von Me-

dikamenten keine AChR Dysregulation zu induzieren.
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Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass eine i.v. Injektion einer E. coli Bakteriensuspension
zu einer reduzierten Kontraktionskraft der Muskeln fiihrt. Griinde dafiir liegen nicht in Ver-
anderungen in der Expression der AChR, sondern sind am ehesten durch den allgemeinen Ka-
tabolismus im Rahmen der Sepsis zu erkldren. Hinsichtlich histologischer Befunde der Mus-
kulatur sowie der Rolle der Sepsismediatoren stehen weitere Untersuchungen aus. Inwiefern
eine langer andauernde Sepsis, induziert z. B. durch repetitive Bakterieninjektion, neben den
Verdnderungen der Kontraktionskraft der Muskeln auch einen Einfluss auf die Expression der

AChR haben konnte, bleibt zu kléren.
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6. Zusammenfassung

Zielsetzung: In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Auswirkungen einer chroni-
schen Infektion mit E. coli auf die neuromuskulire Ubertragung und die Expression der Aze-

tylcholinrezeptoren.

Methoden: Nach Genehmigung durch die Tierschutzkommission wurde ménnlichen Spra-
gue-Dawley-Ratten in Inhalationsnarkose ein PE-Katheter in die linke V. jugularis externa
implantiert. Nach Randomisierung wurden iiber den Katheter entweder 3,2 x 10® CFU (kolo-
niebildende Einheiten) einer E. coli Bakteriensuspension (n=33) oder das entsprechende Vo-
lumen einer 0,9% NaCl-Ldsung (n=26) injiziert, der Katheter verschlossen und subcutan ver-
senkt. Nach 3, 7 oder 14 Tagen wurde die neuromuskulire Funktion unter Uberwachung phy-
siologischer Parameter in Narkose gemessen. Es wurde die Kontraktionskraft des M. tibialis
cranialis nach direkter Reizung des N. ischiadicus mit Einzelreizen, Train-of-Four-Reizen und
Tetani gemessen. Nach Euthanasie der Tiere durch Entbluten wurden die Mm. tibiales crania-
les, gastrocnemii und solei entnommen, gewogen und tiefgefroren. Im Serum wurde ao;-saures

Glykoprotein und in den Muskeln die Expression der Azetylcholinrezeptoren gemessen.

Ergebnisse: Nach E. coli Infektion nahmen die Tiere im Vergleich zu der NaCl-Gruppe nicht
mehr an Korpergewicht zu. Das a;-saure Glykoprotein war an den Tagen 3 und 14 signifikant
erhoht (394% bzw. 286%). Nach tetanischer Reizung war die Muskelkraft der E. coli Tiere an
den Tagen 7 und 14 signifikant niedriger (75% der Werte der NaCI-Gruppe). Die entnomme-
nen Muskeln der E. coli Tiere wogen an den Tagen 3, 7 und 14 ebenfalls weniger im Ver-
gleich zur entsprechenden Kontrollgruppe (83%, 85% und 84%). Kein Tier zeigte ein Ermii-
dungsphidnomen. Die Expression der Azetylcholinrezeptoren war nicht unterschiedlich in den

verschiedenen Gruppen (24 + 9 fmol/mg Protein).

Schlussfolgerung: In unserem Modell einer chronischen Sepsis war die absolute Muskelkraft

vermindert. Da sich die Expression der Azetylcholinrezeptoren nicht dnderte, keine Ermii-
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dungsphédnomene auftraten, aber das Muskelgewicht der infizierten Tiere abnahm, ist die
verminderte Kontraktionskraft am wahrscheinlichsten durch den allgemeinen Katabolismus

verursacht.
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