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1. Abstrakt

1.1 Deutsch

Der Effekt von Protokoll-basierter Physiotherapie auf molekulare
Mechanismen von Muslelatrophie und auf der Intensivstation erworbener
Muskelschwache bekritisch kranken Patienten

Hintergrund : Kritisch kranke Patienten entwickeln regelhaft wéhrend der
Therapie auf der Intensivstation eine ausgepragte Muskelschwéache, welche zum
einen mit einer erhdhten Mortalitat und Morbiditat, sowohl kuals auch
langfristig, sowie zum anderen auch mit einer schnell fortschreitenden
Muskelatrophie einhergeht. Die Muskelatrophie zeichnet sich durch eine
Reduktion der Myosinsynthese und eine Induktion der Proteindegradation aus.
Wir haben in dieser Arbeit untersuchtelcten Effekt therapeutische Anséatze,
wie Protokoll-basierte Physiotherapie uMlskel aktivierend&alRnahmen auf

die molekularen Mechanismen der Muskelatrophei der auf der
Intensivstatiorerworbenen Muskelschwache haben.

Methodik: 50 Patienten mit einem épsisrelated Organ Failure Assessment
S ¢ o r dnnethali@iler ersta 72 Stunden nach Aufnahme aihe von zwei
Intensivstatioender Charitd Universitatsmedizin Berlimvurdenrandomisiert
Protokoll-basiertePhysiotherapialleine (Kontrollen) oder in Kombination mit
frihen Muskel aktivierenden MalRRnahmeintervention) wie neuromuskulare
Elektrostimulation oder Ganzkérpervibrationstherapie, zu erhalten. Am
funfzemten Liegetag wurde eine offahirurgische Muskelbiopsie ariv.
vastus lateralis vorgenommen, umen Effekt der ProtokoHbasierten
Physiotherapie mit und ohn#&luskel aktivierendeMalRBnahma auf die
Proteinsynthese unedegradation mittels quantitativer EchtzBiblymerase
Kettenreaktion und Western Blot zu untefsaic. Patienten aus einer
vorangehenden Observationsstudie, wel&tandardphysiotherapierhalten
haben und alle Einschlusskriteriearfillten wurdenals Vergleichsgruppenmit
einbezogen.Muskelbiopsien, welche ggunden Patienten im Rahmen einer
elektiven orthopadischen Operationentnommen wurden, wurden fir
Referenzwerte mit eingeschlossen Das Ethikvotum wurde von der
Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin eingeholt (Charité
EA 2/041/10).



Ergebnisse: Patienten in dernterventiongruppe zeigten eine signifikant
erhbhte mRNAExpression furMYH1, MYH2 und MYH4 im Vergleich zu
Referenzwerte sowie fur MYH1 und MYH4 im Vergleich zu
Standardphysiotherapie. Die relative mR{EApression firFBX032 und
TRIM62 als Schlisselkmponenten des UbiquitiRroteasorBystemswaren
UberReferenzwertdir alle Gruppen von kritisch kranken Patiengghdht Im
Gegensatz dazu war dicRIM63 mMRNA-Expression in der Interventionand
Kontrollgruppe gegentber der Standardphysiotherapiegrsmppe gegentber

den Referenzwerte erhdht. Der Anstieg dédyosingenexpression spiegelt sich
auch auf Proteinebene in einem signifikant erhdhten Myosinproteingehalt fur
gesamtes, langsames und retles Myosin in der Interventionsgruppe im
Vergleich zur $andardphysiotherapiegruppeieder. Der Proteingehalt fir
Atrogin-1 und MuRF1 war sowohl in der Interventionsals auchin der
Kontrollgruppe oberhalb der Referenzwerte und der Werte der
Standardphysiotherapiegruppe.

Schlussfolgerung Protokoltbasierte Physiotherapie und additivéMuskel
aktivierende Mal3Bhahmen erhohen die Myosingenexpression sowie den

Proteingehalt, ohne das UbiquiiroteasorBystem zu hemmen.

1.2 Englisch

Effect of protocol-based physical therapy on molecular mechanisnisading

to muscle atrophy and intensive care unit acquiredveakness in critically ill
patients

Background: Up to 50% of critically ill patients develop a severe muscle
weakness during their intensive care treatment which leads to indrease
mortality and morbidity. Characteristic for this intensive care unit acquired
weakness is a rapidly progressing muscle atrophy, which is the results of a
decrease muscle protein synthesis as welbmsncreased muscle protein
degradation.Our aim was to investigatehe¢ dfect of therapeutic and
preventatives interventions such as protdmsded physiotherapy and muscle
activating measures on molecufaechanismdeading muscle atrophy during
intensive care unit acquired weakness are unknown.

Methods: 50 patients with a &sisrelated Organ Failure Assessmént 9 wi t hi n

the first 72 hours after admission eme of two ICUs within the Charité



Universitatsmedizin Berlin were randomised to receive either probassd
physiotherapy alone (control) or protodmsed physio#rapy with additional
muscle activating measutesuch as neuromuscular electrical stimulation or
whole body vibratiorfintervention). 15 days after admission to the ICU an open
surgical muscle biopsy of the m. vastus lateralis was performed to #ssess
effect of protocobased physiotherapy and muscle activating measures on
muscle protein synthesis and degradati@reattime PCR and Western Blot.
Patients receiving common physiotherapeutic practice from an earlier
observational trial fulfilling the same inclusion criteria were includeda
comparison groupHealthy patients undergoing elective orthopaedic surgery
were similarly included foreferencevalues.Ethical approval was granted by

the institutional review borad (Charité EA 2/041/10).

Results: Patients in the interventiogroup presented significantly increased
MRNA expression values foMYH1, MYH2 and MYH4 in comparison to
baseline values as well &/ MYH1andMYH4in comparison to the common
physiotherapeutic practice group. Relative mRNA expressioRBXO32and
TRIM62as key components of the ubiquitipeoteasome system were increased
above baseline Wwes for all groups of critically ill patients. WhilERIM63
MRNA expression was increased above baseline values and common
physiotherapeutic practice for both the intervention and control group. The
increase in myosin heavy chain mRNA expression is acaoreg by a
significantly increased protein content for total, slow and fast myosin in the
intervention group as opposed to the common physiotherapeutic practice group.
Protein content for Atrogitd and MuRFl was higher in the control and
intervention grops in comparison to baseline values aradues from the
common physiotherapeutic practigeup

Conclusiont Protocotbased physiotherapy and muscle activating measures
increase myosin gene expression as well as protein content and do not suppress

the ubiquitineproteasome system.



2. Einleitung
Im Verlauf der letzten Jahrzehnte haben verbesserte therapeutische und diagnostische
Moglichkeiten zu einem starken Anstieg dénzahl an Intensivstationsuberlebenae
gefuhrt(1). Innerhalb dieser wachsenden Kohorte hat sich deutéchuskristallisidr dass
diese Patienten mit schwerwiegenden Folgeerscheinungen der kritischen Erkrankung sowie
Intensivstationstherapie zu kampfen haben. Aktuell wird dieser Folgezustand aus
korperlichen, seelischen und kognitiven Einschrankungen unter dem Begriff feosive
Care Syndrom (PICSQusammengefasg-6).
Die korperlichen Einschrankungen manifestieren sich dabei bereits sehr friih wahrend des
Intensivstationsaufenthalts in Form eirarf der Intensivstation erworben&cthwéche
(Intensive Care Uh acquired Weakness (ICUAWY)7). Diese hat sowohl kurzfristige
Konsequenzen fur dePatienten im Sinne einer reduzierten Uberlebenswahrscheinlichkeit,
WeaningWahrscheinlichkeit undrankenhausentlassungwahrscheinlichkeit sowie auch
dramatische langfristige Auswirkungen, wie eine reduzlgitperlichel eistungsfahigkeit,
deutliche ©6konomische Einschrankungen durch reduzierte Arbeitsfahigkeit und eine
eingeschrankt&orperlichegesundhésbezogene Lebensqualit@, 3, 8, 9) Es hat sich
gezeigt, dass besonders Patienten mit Sepsis und den assoziierten Organdysfunktionen
gemessen anhand des Sepslated Organ Failure Assessment (SOFA) ein besonders
hohes Risiko fir die Entstehung einelCUAW haben(10-12).
Pathophysiologisch zeichnet sich d@UAW durch einen sehr frihen Beginn und ein
rasches Fortschreiten mit einem Muskelmassenverlust von circa 4% pro TAa@,als)
Die Muskelatrophie resultiert aus einer Dyisinge zwischen Muskelautind -abbau hin
zum Muskelabbau bedingt durch Einschrankungen der Muskelsynthese undr eine
Verstarkung demuskelabbauendhe Stoffwechselwegdg15). Das UbiquitinProteasom
System ist eines der wichtigsten Systeme im Rahmen dskdl&ibbaa Es konnte gezeigt
werden, dass es zu einer vermehrten mRE@ression und einem erhéhten Proteingehalt
von MuRF1 und Atrogifl als Schlisselenzyme des UbiquiBnoteasonrSystemdereits
innerhalb der ersten 5 Tage ndyginn der kritischen krankung komm{15).
Nebender abschlieBenden Klarung ddschanismus der Krankheitsentstehung sind auch
definitive therapeutischizeziehungsweise praventi@rategen ausstehend5). Wahrend
der letzten Dekade lag der wissenschaftliche Fokussichtlich praventiver und
therapeutischer Strategienuf Protokoll-basierter Physiotherapie, wobei die Ergebnisse

aufgrund heterogener Patientenkollektive und Outcomepesirmsgesaminzufrieden



stellendzu vergleichen waren und daher ededinitive Aussage erschwast (16-20). Ein
zentrales Problem mit klassischer Physiotherapie ist der sedierte und nicht
kooperationsfahige Patient in der Intensivmedizirngidaemicht aktiv an der Mobilisation
teilnehmen kann und daher die Moglichkeiten zur Prévention von Muskelmassenverlust
eingeschrankt sind.
Muskelaktivierende MalRnahmewie die neuromuskulére ElektrostimulatigéfMES) und
die Ganzkorpervibrationstherapie sind auch bei sediene nichtkooperationsfahigen
Patienten vollumfanglich anwendbar, da fir dédervorrufen einer Muskelkontraktion
keine aktive Partizipation des Patienten bendtigt wird. WahrendNMES bereits
erfolgreichin der Muskelatrophiepravention bei anderen Kraeitsbildern Anwendung
findet und auch erstgntersuchungeim kritisch kranken Patienten durchgefuiumbrden
sind, istdie Ganzkorpervibrationstherapie ein neuartiges Therapieverfahren und bisher sind
lediglich Machbarkeitsuntersuchungen erfolgreich atlgessen(21-27). Wahrend die
klinischen Effektevon NMES kongruent zu den Mobilisationsstudjeepragt sind durch
heterogene Patientenkollektive und Outeparaneterfehlen Untersuchungen hinsichtlich
des Einflusses auf die Pathophysiologie kompletes wiederum verhindert, dass eine
klare therapeutische Empfehlung hinsichtlich des NutzenbIB#S bei kritisch kranken
Patienten gegeben werden kann.

3. Fragestellung
Das Ziel meiner Arbeitwar es daher im Rahmen einer randomigieritrollierten
Interventionsstudie den Effekt vdiotokoll-basierter Physiotherapie in Kombination mit
Muskel aktivierendenMalRnahmen auf Muskelsynthese urdkgradation bei kritisch
kranken Rtientenauf der Basis folgender Hypothesanuntersuchen

1 Frihe Mobilisation mittels Protokebasierter Physiotherapie und Muskel
aktivierenden Mal3nahmeverhindert Muskelmassenverlust bei kritisch kranken
Patienten.

1 Frihe Mobilisation mittels Protokebasierter Physiotherapie und Muskel
aktivierenden Mal3nahmeuhrt zu einer Steigerung der Myosinsynthese.

1 Frihe Mobilisation mittels Protokebasierter Physiotherapie und Muskel
aktivierenden Malnahmefuhrt zu einer Hemmung des Ubiquiifroteasom
Systems.

4. Material und Methodik

4.1 Studiendesign



Diese randomisiert kontrollierte Interventionsstudie (ISRCTN19392591) wurde auf
zwei Intensivstationen der Charité Universitdtsmedizin Berlin durchgefuhrt. Die
Patienten wurden nach schriftlicher Einwilligung duddn gesetzlichen Vertretar

die Studie eingeschlossen uimd einemVerhéltnis von 1:2 randomisiert entweder
Protokoltbasierte Physiotherapie (Kontrolle) oder Protokalsierte Physiotherapie

mit zusatzlichen Muskedktivierenden MalRBhahme(Intervention), wie NMES oder
Ganzkorpervibrationstherapie, zu erhaltBmerhalb der Interventionsgruppe wurde
mittels sequentieller Allokation dann noch einmal hinsichtlich der unterschiedlichen
Muskelaktivierenden MaRnahmen randomisiertDie Studie wurde von der
Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin genehmigt (Charité EA
2/041/10).

In den Analysen wurden Patienten und Muskelbiopsien aus einer vorangegangenen
Observationsstudie mit Ubereinstimmenden Einschlusskritegigitksichtigt, um den
Vergleich zu Standardphysiotherapie zu ermoglichen (Charité EA2/061/ 06;
ISRCTN77569430§15). Die Standardphysiotherapie reflektiert das aktuelle klinische
Vorgehen auf den meisten Intensivstationen, welches nicht mit den aktuellen
Leitlinienempfehlung Ubereinstimm28, 29) Wir konnten daher aus ethischen
Gesichtspunkten unsere Kontrollgruppe nicht unterhalb der Leitlinienempfehlungen
behandeln und haben die Standardphysiotherapie Gruppe hinzugenommen, um den
Bezug zur aktuellen klinischen Praxis zu haligie Behandlung der Patient algl den
jeweiligen Intensivstationsarzten und wurde entsprechend der etablierten Standard

Operating Procedures durchgefifa®).

4.2 Patienten
Patienten O 18. LFrMedsy aihnrnenihtalebi ndeem SeQ s
Aufnahme auf die Intensivstation und mechanischer Beatmung kamen fir den
Studieneinschluss in Frage. Die Ausschlusskriterien umfassten eine Adipositas 2.
Grades (BMI > 35 kg/m), vorbestehende neuromuskulare Brikungen, eine infauste
Prognose, Insulkabhangiger Diabetes mellitugilnahme an einer anderen klinischen
Studie, Schwangerschaft)nfahigkeit vor Aufnahme auf die Intensivstation sich
laufend fortzubewegen, Erkrankungen oder Therapien, welche diéfDireng der
Interventionen verhindern wirden und eine bereits erfolgte Behandiomg

Krankenhausvon mehr als 7 TagerReferenzwerte fir die molekularen Analysen



stammen aus Muskelbiopsien von 6 Patienten, welche sich einer elektiven

orthopadischen Operah unterzogen

4.3 Intervention

4.3.1.

4.3.2.

Protokoltbasierte Physiotherapie

Ab dem Tag des Studieneinschlusses erhielten die Patienten je nach
Randomisierung entweder ProtokbHsierte Physiotherapie mit oder ohne
Musketaktivierende Malinahmen. In einer taglichen puifessionellen
Fallbesprechung bestehend aus Arztenén, Krankenpflegersihnen,
Physiotherapeuten/innen und Atmungstherapeutenén wurde anhand des
Mobilisationsprotokollfsiehe Supplement Table £31)) ein Mobilisationsziel
definiert. Das Protokoll berlicksichtige dabei in besonderem Mal3e den
klinischen Status (Bewusstseinszustand, Hamodynamik, Respiration) des
Patienten.Das Mobilisationsziewurde bei der taglichen Mobilisierung der
Patienten durch den speziell geschulterud®nphysiotherapeem dann
erarbeitet. Die Mobilisation erfolgt taglich far 2535 Minuten. Im Anschluss

an die Mobilisation erfolgt wiederum ein multiprofessionelles Feedback
Gesprach, um Barrieren oder Problematiken bei der Mobilisation zu erértern und
zu beseitigen, damit eine optimale und individualisierte Mobilisation mdglich
war.

Neuromuskulare Elektrostimulation

Patienten in der Interventionsgruppe erhielten zusatzlich taglich NMES und/oder
Ganzkorpervibrationstherapie. DI&MES wurde dabei bilateral an 8
Muskelgruppen der oberen und unteren Extremitaten (M. tibialis anterior, M.
triceps surae, M. vastus lateralis, ischiocrurale Muskulatur, M. biceps brachii,
M. triceps brachii Unterarmextensoren, Unterarmflexoren) durchgefihrt. Die
NMES dauere 20 Minutenund wurde mig0 Hz Impulsen bei einer Impulsbreite
von 350 ps, einer Rampe von 1 Sekunde, einer Sdtrangzeit von 6 bzw. 10
Sekunden und einer Pausenzeit von 10 bzw.ekbiislen je nach verwendetem
Gerat (MUSKELaktiv 2Kanal, schwamedico®,Germany; PhysiomeBxpert
2-Kanal, Physiomed®, Germangppliziert Die Stromstarke wurde erhoéht bis
eine Kontraktion sichtbar oder tastbar war. Sollte bis zu einer maximalen
Stromstark von 70 mA keine Kontraktion erfolgt sewurde die entsprechende

Stimulationsgzung mit 40 mA durchgefuhrgollte bei wachen Patienten vor
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der Kontraktion die Schmerzschwelle erreicht sein wurde die Stromstarke auf
den letzten Wert vor Erreichen dect®nerzschwelle reduziert und mit dieser
Stromstéarke dann die Stimulation durchgefihrt.

4.3.3. Ganzkdrpervibrationstherapie
Es wurden taglich 20 Zyklen der Ganzkorpervibrationstherapie mit dem
Galileo® (Novotec®, Germany) durchgefiihrt. Die Stimulaterfolgte dabei
alternierendmit einer Frequenz von 26 Heiner Amplitude von 15 mm sowie
einer Stimulationszeit und Pausenzeit von jeweils einer Minute. Der optimale
Kontakt zur Vibrationsplatte wurde unter Berucksichtigung der
hamodynamischen Situatissichergestelltindem der Patient in eine nahezu
aufrechte Position gebracht wurdeatienten,die dies nicht toleriert haben
wurden mit einem 30° angehobenen Oberkdrper sowie mit leichter Flexion in

Hufte und Knie stimuliert.

4.4 Analysen
4.4.1. Klinische Endpuni

4.4.1.1. Erstes adaquates Erwachen
Alle Patientenwurdentaglichdurch die Studienérzte visitienhd dabei
hinsichtlich des ersten adéaquaten Erwachangersucht Dies war
definiert als Richmond Agitation and Sedation Score zwischen +% und
1 sowie einer adaquet Antwort auf mindestens 3 der folgenden 5
verbalen Kommandos: A¥ffnen/ Schliecg
Sie mich anfA, A¥ffnen Sie ihren Mu
her alNisdikemM Sie mit dem Kopfd und AH:
wenn ich bis 5 gz 2 hl t habefi an zweil auf ei |
entsprechend der Publikation von DeJonghe €18).

4.4.1.2. Medical Research Council score
Die Erhebung der Muskelkraft mittels Medical ResbaCouncil score
wurde von speziell geschultem Studienpersonal durchgefiihrt. Die Kraft
wurde in 8 verschiedenen Muskelgruppen (Extension/Flexion im
EllenbogengelenkExtension/Flexion im Handgelenk, Abduktion in der
Schulter, Flexion im Huftgelenk, Extana im Kniegelenk,
Extension/Flexion im Sprunggelenk)lateral untersuchtDer Medical

Research Council score umfasst eid’unkte Skala mit folgender

11



4.4.1.3.

Abstufung: 0 = keine Kontraktion vorhanden, 1 = Kontraktiors de
Muskek ohne Bewegung, 2 = Bewegung ehischwerkraft, 3 =
Bewegung gegen die Schwerkraft, 4 Bewegung gegen leichten
Widerstand und 5 = Bewegung gegen vollen Widerstand. Die Erhebung
erfolgte beim ersten adaquaten Erwachen sowie bei Entlassung von der
Intensivstation.

Minimal modified Functionallndependence Measure

Der minimal modifed Functional Independence Measures (mmFIM) ist eine

auf korperliche Fahigkeiten reduzierte Form des Functional Independence

Measure. Er setzt sich aus den zwei Domanen Lokomotion und Transfer

zusammen, welche auf einSkala von & keineAktivitat bis 4= komplette

Unabhéangigkeit fur die Aktivitat beurteilt werdeder mmFIM wurde zum

Zeitpunkt der Entlassungpn der Intensivstation erhoben.
4.4.2. Molekulare Endpunkte

442.1.

4.42.2.

Chirurgische Muskelbiopsien

Am Tag 15nach Aufnahme auf die Intensivstation wurde bei den
Patienten eine chirurgische Muskelbiopsie aus dem M. vastus lateralis
gewonnen. Sollte aus klinischen oder organisatorischen Griinden eine
Muskelbiopsie an Tag 1Bach Aufnahme auf dientensivstatiomicht
maoglichgewesersein wurde die Muskelbiopsistattdessen améachsgén
moglichen Tag gewonnen. Initial wurde die Haut durch eine Infiltration
mit Lidocain asthesiert. Anschlieend wurde im distalen Drittel des M.
vastus lateralisder Muskel frei prapariet und die chirurgische
Muskelbiopsie gewonnemanachwurde die Wundererschlossemnd
verbunden. Die Muskelbiopsien wurden &0°C gelagert.

Histologie

Ein Teil wurde fir immunhistochemische sowie histologische
Darstellungen nach der Einbettung in Taegnth unter Kryoprotektion
tiefgefroren.  Alternative  wurden die Praparate in 3,7%
Paraformaldehyde fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Praparate
wurden dann mit einem Cryotome (Leica CM3050 S) geschnitten. Die
histologischen Farbungen (Haemotoxyasin und Gomori Trichrome)
sowie die metachromatische ATPase Farbung wurden entsprechend
vorangegangener Publikationen durchgef{dst 3236).

12



4.4.2.3.

4.4.2.4.

Quantitative EchtzeiPolymeraseKetteneaktion

Die gesamte RNAabe ich mittels des TRIzol® Reagenz (Invitrogen)
aus den Muskelbiopsien entsprechend der Empfehlung des Herstellers
gewonnen. Im Anschluss darhabe ichdie Reverséranskription von

1 pg RNA mittels SuperScript® FirStrand Syrtesis System
(Invitrogen) zu cDNA ebenfalls entsprechend der Empfehlung des
Herstellers durchgefuhrt Die quantitative EchtzeiPolymerase
Kettenreaktionhabe ichunter Zuhilfenahmevon TagMan® Universal
PCR Mastermix (Applied Biosystems), spezifischeagMan Primer
Sets (Applied Biosystemisiehe Supplement Table S31)) und dem
StepOnerm Plus Thermocycler (AppliedBiosystems) durchgefihrt.
Grundsatzlich habe ich wahrend meines Vorgehens alle
Herstellerprodkolle  eingehalten Wahrend der verschiedenen
Prozessschritte, wie mRNA Extraktion und cDNA Synthese kommt es
zueine regularen Streuung der Effektivitat von Bhkauf zu Durchlauf.

Um die dadurch entstehende Ungenauigkeit zu beseitigba ichdie
gemessene Genexpression zu der Expression des sogenannten
Housekeeper&Sens Glyceraldehy8-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) normalisiert. Weitergehertthbe ichalle Wete der kritisch
kranken Patienten,zu denen der gesunden Freiwilligen normalisiert,
sodass die relative Abweichung beurteilt werden kann.

Western Blot

Initial habe ichdie Muskelbiopsien homogenisiert fir 30 Sekunden bei
2000 Umdrehungen pro Minute. Die Homogenisierdrape ichin
eiskaltem Puffer bestehend aus 1:3 wt/vol (10 mM Tris HCI, pH 7.5, 140
mM NaCl, 1 mM EDTA, 25%:lycerol, 0.5%Natriumlaurylsulfat 0.5%
Nonident P40, 01 mM 5 Dithiothreitol, 0.5 mM
Phenylmethylsulfonylfluoridund 100 ng/mIProteaseinhibito(Roche)
durchgefiihrtAnschlieRendhabe ichum die Gewinnung des Uberstands
zur ermoglichendas Homogenisat fur 10 Miten bei 4°C und 14000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. DeUberstand habe ich
abgenommen undhittels desBio-Rad Protein Assay(Bio Rad) auf
Proteingehalt untersucht. Die Proteinbabe ich durch die

NatriumdodecylsulfaPolyacrylamidgelelektrophoreseanhand ihres
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molekularen Gewichts aufgetrennt und im Anschluss auf
Polyvinylidendifluorid oder Nitrocellulose Membranen (Amersham
Pharmacia Biotech) geblottet. Zur Darstellung der verschiedenen
Proteine habe ichdie Membranenmit primarem und sekundarem
Antikorper giehe Supplement Table S@1)) inkubiert und dies im

Anschluss durch Chemilumineszenz visualisiert

4.5 Statistik
Metrische Variablenhabe ich als Median und Interquartilsabstand dargestellt.
Kategorische Variablehabe ichals Anzahl und ProzentsadargestelltAufgrund der
geringen Gruppengrofdein ich davon ausgegangen, dass keine Normalverteilung
vorliegt. Zur Testung der statisch&ngnifikanz habe ichdaher nichiparametrische
TestsangewendetDen Gruppenunterschied fur metrische Variabkabeich mittels
KruskalWallis und ManrwWhitney U bei verbundenen Stichproben und Wilcexon
VorzeicheAnRangTest bei  unverbundenen  Stichproben berechnet. n De
Gruppenunterschied fur kategorische Variablabe ichmittels ChiSquare Test
berechnet. Die Verschieng der MyozyterQuerschnittsflachénabe ichmit dem
ANOVA berechnet und durch den Welcdowie BrownForsythe Test validiert, falls
die Varianz im Leveneo6s ThalsetichmitBRSS IBbg e n
(Version 25) durchgefiihrt. Alle Grafikemabe ichmit GraphPad Prism (Version 7)
und Sigma Plot (Version 12) erstellt.

5. Ergebnisse

3147 Patienten wurden insgesamt auf beide Intensivstatiwéhrend der zweijahrigen

Einschlussperiode aufgenommen, wobei nur

ersen 72 Stunden hatten. Weitere 418 Patienten konnten aus verschiedensten @chhde

eingeschlossen werden, wie aus dem Einschlussdiagrarhe (Figure (31)) ersichtlich

ist, sodassra Ende 50 Patienten in die Kontrolind Interventionsgruppe randomisiert

wurden. Zusétzlich wurden 33 Patienten aus der vorangegangenen Beobachtungsstudie,

welcheStandardphysiotherapghalten haben inkludiefl5).

5.1Kilinisch
5.1.1. Gruppencharakteristika
Die drei bertcksichtigen Gruppen zeigen insgesamt ausgeglichene
Charakteristika. Lediglich die Krankheitsschwere gemesalsn Tage im
septischen Schock,APACHE oder SAPS2 ist in der Gruppe mit
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Standardphysiotherapigeringer als in der Kontrellund Interventionsgruppe
(siehe Table {31)). Patienten in der Kontrelund Interventionsgruppe erhielten
im Median fur 22 Minuten pro Tag Physiotherapie, was signifikant mehr war als
die 13 Minuten in deStandardphysiotherapi@ruppe.Dartber hinaus erhielt
die Interventionsgruppe weitere 20 Minuten NMES und/oder
Ganzkorpervibratiostherapie zusatzlich zu den 22 Minuten Protokealsierter
Physiotherapie.

5.1.2. Muskelkraft
Zum Zeitpunkt des ersten adaquaten Erneashprasentiean nahezu alle
Patienten eia deutlich eingeschrankte Muskelkrafémessen am MRC score.
Dies spiegelt sich auch in einer ICUAWzidenz von Uber 80%ider. Alle
Gruppen zeigen unabhangig von der Intervention eine signifikante Zunahme der
Muskelkraft vom ersteraddquaten Erwachen bis zur Entlassung von der
Intensivstation. Nichts desto trotzeildt der mediane MRC score unterhalb des
Grenzwertevon 4 fir die ICUAW Diagnosésiehe Figure 231)).

5.1.3. Muskelfunktion
Zum Zeitpunkt der Entlassung von der Intensivstationezeadje Gruppen eie
deutliche Einschrankung in der funktionellen Unabhangiggernessen als
mmFIM. Diesist in beiden beurteilten Domanen Transfer und Lokomotion
unabhangig voneinander zu beobachten. Ein signifikanter Unterschied zwischen

den Grupperst nichtvorhander(siehe Table 231)).

5.2 Histologisch
In  der Inteventionsgruppe  zeigt sich  ein  signifikant  groRerer
Muskelfaserquerschnittsdurchmesser fir Typ I, lla und Ib Muskelfaser im Vergleich
zur Kontrollgruppe (I = + 10%, lda = +13%, Ib * +3%) aber auch zur
Standardphysiotherapi@ruppe (I = +36%, lla = +49%]JHd = +165%). Ebenso zeigt
sich in der Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg der Muskelfaserquerschnittsflache
im Vergleich zuiStandardphysiotherapieruppe(l = +23%, lla = + 33%, Ilb = +60%)
(siehe Figure 831)).

5.3 Molekular

5.3.1. Geneexpression
5.3.1.1. Muskelsynthese
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In der Interventionsgruppe ist eine signifikante Hochregulation der
Genexpression fur Myosinschwerketten, als integrales Strukiuol
Funktionsprotein des Muskels Vergleich zurStandardphysiotherapie
Gruppe(MYH1, MYH2,MYH4) und den Referenzwerten von gesunden
Probanden(MYH1, MYH4) zu beobachten. Es zeigt sich in der
Interventionsgruppe ebenfalls eine signifikante Hochregulation im
Vergleich zur Kontrollgruppe fUMYHA4. Die Standardphysiotherapie
Gruppe zeigt eine signifiké® Reduktion der Genexpression MiYH2
im Vergleich zu den Referenzwentvon gesunden Probandésiehe
Figure 4(31)).

5.3.1.2. Muskeldegradation
Die Genexpression fUTRIM63 (kodiert fiur MuRF1) undFBXO32
(kodiert fur Atroginl) ist sowohl in der Interventionsals auch in der
Kontrollgruppe  signifikant  hochreguliert im  Vergleich  zu
Referenzwerte von gesunden Probanden. Zusatzliche zeigt sich fur
beide Gruppe eine signifikante Erhdhung der Genexpression fir
TRIM63 im Vergleich zur StandardphysiotherapieGruppe. Die
Standardphysiotherapi€sruppe hingegen zeigt fuFBXO32 eine
signifikant erh6hte Genexpression im Vergleich zu den Referenzwerten
von gesunderProlanden,ohne einen Unterschied zur Kontrolind
Interventionsgruppe aufzuweisen. DeckungsgleichFBXO32 zeigt
TRIM62eine signifikant erhdhte Genexpression fur alle drei Grappe
kritisch kranken Patienten im Vergleich zu Referenzwerten
gesunden ®banden(Figure 4(31). CAPNL1 (kodiert fur Calpain 1),
CASP3 (kodiert fur Caspase 3) undPSMB2 (kodiert fur eine
proteasomaleUntereinheit) zeigen eine signifikante Erhdéhung der
Genexpression Uber Referenzwerte von gesunden Probanden in allen drei
Gruppen. Weitergehend zel@EMB2einen signifikanten Anstieg in der
Geneexpression fir die Kontrollnd Interventionsgruppe gegeriiller
Standardphysiotherapi&ruppe. CAPN1 und CASP3 zeigen keinen
Gruppenunterschiede in der Geneexpres@tagure 5(31)).

5.3.1.3. Inflammation
Eine signifikant erhdhte Genexpression uber die Referenzwerte fir
gesunden Probanden zengL -6 (kodiert fir Interleukin 6) unAA1/2
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(kodiert fir Serum Amyloid AL/2) in allen drei Gruppen, wahrefidNF
(kodiert fur Tumornekrosefaktor) dies nur fir Patienten in der
Standardphysiotherapi@ruppe zeigtWahrend die Genexpression fur
SAA1/2in der Interventionsgruppe signifikant héhist als in der
Standardphysiotherapféruppe,ist es fUrTNF umgekehrt undie ist in

der Interventionsgruppe signifikant niedriger als in der
Standardphysiotherapi@ruppe. Essind ansonsten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen zu belbtem(siehe Figure §31)).

5.3.2. Proteingehalt

5.3.2.1.

5.3.2.2.

6. Diskussion

Muskelproeingehalt

Der Proteingehalles gesamten, schnellen und langsamen Myasigs

in Patienten aus der Kontrollund Interventionsgruppe Werte die
vergleichbar sind mit den Referenzwerten von gesunden Probdyiden.
Interventionsgruppe zeigt allerdings @msignifikanten Anstieg im
Proteingehalt fir gesamtes, schnelles und langsames Myosin im
Vergleich zurStandardphysiotherap@ruppe(siehe Figure 431)).
Muskeldegradation

Wir kénnenzeigen, dass sich MuRF1 lediglich bei kritisch kranken
Patienten nachweisen lasst, wobei der Gehalt in der Koentol
Interventionsgruppe hoher war als in d&tandardphysiotherapie
Gruppe. Atrogirl hingegen zeigt einen deutlichen Anstieg nur in der

Interventionsgruppésiehe Figure 431)).

Meine Arbeitdienteder Untersuchung des Effekts von Protokiodisierter Physiotherapie

mit oder ohne friihe Muskealktivierende MalRnahmen auf molekulare Mechanismen von

Muskelsynthese und-degradation beikritisch kranken, septischen Patienten mit

Multiorganversagen.

Ich konnten dabei zeigen, dass durch Protekaliierte Physiotherapie und friihe Muskel

aktivierende MaRnahmeMuskelatrophie verhindert werden konnte, wie sich in einer

groReren Myozytenqueisaittsflache und einem erhdhten Myosin Proteingehalt zeigt. Es

kommt dabei sowohlzu einem Anstieg von Komponenten des Ubiquifftoteasom

Systemsals auch der Muskelproteinsynthese, woraus sich schlieBen lasst, dass der
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Muskelmassenerhalt primar Uber eineluktion der Proteinsynthese und nicht Uber eine
Suppression der Proteindegradation erreicht wird.

Unsere Ergebnisse emefehlenden Effekts auf Muskelkraft undfunktion sind
deckungsgleich zu den Ergebnissen der Studie von Fossat dieallen Effek von
Mobilisation mittels Bettfahrrad und NMES bei kritisch kranken Patienten untersucht ha
(37). Weitergehend kdonnewir den Fund von Hickmann et al., dass frihe Physiotherapie
zu einem Erhalt der Muskelmasse fillinéstatigen und ihn sogar erweitemmdem wir
zeigen, dass frihe Muskaktivierende Malinahmen den Effekt noch einmal verstarken
(38).

Interessanterweise zeigt sich molekular nichtweie uns vermutetine Hochregulation der
Synthese und eine Verminderung des Muskelahbswsdern eine Hochregulation von
Synthese und Abbau. Aufgrund der vergro3erten Myozytenquerschnittsflache sowie des
vermehrten Muskelproteingehalts kann davon ausgegangen werden, dass die
Hochregulation der Synthesm Vergleich zur Hochregulatiodes Abbaus Utberwiegt.
MuRF1 und Atrogirl wurden bei kritisch kranken Patienten bis jetzt nur als Mediatoren
fur Muskelatrophie etabliefiL5). Wahrend dessen hat sich in gesunden Probanden gezeigt,
dass es auch als Antwort auf Muskeltraining zu einechifegulation kommiDies zeigt
dassMuRF1 nicht nur im Rahmen der pathologischen Muskelatrophie soadeh im
Prozess vomMuskelwachstum uneéremodelingeine Rollespiet (39, 40) Aufgrund de
erhohten TRIM63 Expression sowie des erhohten MuRF1 Proteingehalts in der Kontroll
und Interventionsgruppe im Vergleich Ztandardphysiotherapi&uppe gehen wir davon
aus, dass diese Hochregulation ein Zeichereffiinterventiors-induziertes muskéres
Remodelling ist. Dies bestétigt sich durch die Tatsache, dass Mrsteehgehalund die
Myozytenquerschnittsflache in diesen Patienten insgesaimiht sind Die erhdhte
Expression von FBXO32 hingegen betrachten wir el als einen residualen
inflammatorishen Effekf da sie in allen Gruppemit kritisch kranken Patienten zu

beobachten ist und mit der Expression Uot6 und SAA1/2lbereinstimmt.

Die erhaltene Muskelmasse geht dabei nicht mit einer Verbesserung der muskuléaren
Funktion einher. Es zdigich keine Verbesserung der Muskelkraft oder Muskelfunktion
durch die Intervention beim ersten adaquaten Erwachen oder bei Entlassung von der

Intensivstation.
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Die hier beschriebenDiskrepanz zwischen Muskelkraft beziehungswefsaktion und
Muskelmase wurde bereits bei kritisch kranken Patienten nach Entlassung von der
Intensivstation beobachte4l). Dos Santos et al. beobachteten einen fehlenden
Zusammenhang zwischen Muskelmasse und Muskelmasgsamme bis 6 Monate nach
Entlassung von der Intensivstation und Muskelki@l). Unsere Daten zeigen ein
kongruentes Phanomen wahrend der Frihphase der kritischen Erkrankung.

Diese Ergebnisse bestatigen somit, dass neben der Muskelatrophie noch weitere
Pathomechanismezur Entstehung der ICUAW beitrage

Der Muskel ist in seiner Funktion auf eine hohe Energiezufuhr angewiesen, die grofl3tenteils
aerob Uber die Atmungskette und die Mitochondrien gewonnen wird. Im Rahmen der
schweren Sepsis, die emwesentlicheRisikofaktor fur ICUAWdarstellf konnte geeigt
werden, dass es im Rahmen von kritischer Erkrankung zu einer Einschrdnkung der
mitochondrialen Funktion und ATFBereitstellung kommt(42). Es wurde dabei ein
deutlicher Unterschied im muskularen AGehalt zwischen Uberlebenden und Nicht
Uberlebenden gefunden. Erste Untersuchungen zeigen, dass auch bei ICUAW Patienten
eine Einschrdnkung der mitochondrialen Funktion vorhande(dt Eine zuklnftige
Fragestellung ist daher die Rolle der Mitochondrien sowie des bioenergetischen Versagens
bei ICUAW zu untersuchen.

Wir haben in unsere Studie nur schwerstkranke Patienten eingeschlossen, da diese aufgrund
der Sepsis und des Mgrganversagens ein besonders hohes Risiko haben eine ICUAW zu
entwickeln(10, 12, 44) Dies limitiert allerdings unsere Aussagekraft beziglich weniger
kranker Patienten auf der Intensivgiat Daraus ergibt sich die Fragestellung, ob
Intensivstationspatienten unterschiedlicher Krankheitsschwere unterschiedlich auf die
Intervention ansprechen.

Weitergehend stellt sich die Frage, ob die erhdhte muskuldre Masse das rehabilitative
Potential de Patienten nach Entlassung von der Intensivstation verbessert. Weitere
Untersuchungen (dber das gesamte Kontinuum des Krankheitsverlaufs von
Intensivstationsaufnahme bis hin zum Abschluss der rehabilitativen Therapie sind
notwendig,um diese Fragen zu k.

Zusammenfassend verhindert Protokmdkierte Physiotherapie mit Musiativierenda
MalRnahma Muskelatrophie in kritisch kranken Patienten mit Sepsis und
Multiorganversagemlurch eine Hochregulation der Proteinsynthese ohne Suppression der

Proteindegradation.
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Abstract

Background Early mobilization improves physical independency of critically ill patients at hospital discharge in a general in-
tensive care unit (ICU)-cohort. We aimed to investigate clinical and molecular benefits or detriments of early mobilization and
muscle activating measures in a high-risk ICU-acquired weakness cohort.

Methods Fifty patients with a SOFA score >9 within 72 h after ICU admission were randomized to muscle activating mea-
sures such as neuromuscular electrical stimulation or whole-body vibration in addition to early protocol-based physiotherapy
(intervention) or early protocol-based physiotherapy alone (control). Muscle strength and function were assessed by Medical
Research Council (MRC) score, handgrip strength and Functional Independence Measure at first awakening, ICU discharge, and
12 month follow-up. Patients underwent open surgical muscle biopsy on day 15. We investigated the impact of muscle acti-
vating measures in addition to early protocol-based physiotherapy on muscle strength and function as well as on muscle
wasting, morphology, and homeostasis in patients with sepsis and ICU-acquired weakness. We compared the data with pa-
tients treated with common physiotherapeutic practice (CPP) earlier.

Results ICU-acquired weakness occurs within the entire cohort, and muscle activating measures did not improve muscle
strength or function at first awakening (MRC median [IQR]: CPP 3.3 [3.0-4.3]; control 3.0 [2.7-3.4]; intervention 3.0 [2.1-
3.8]; P > 0.05 for all), ICU discharge (MRC median [IQR]: CPP 3.8 [3.4—4.4]; control 3.9 [3.3—4.0]; intervention 3.6 [2.8-4.0];
P > 0.05 for all), and 12 month follow-up (MRC median [IQR]: control 5.0 [4.3-5.0]; intervention 4.8 [4.3-5.0]; P = 0.342
for all). No signs of necrosis or inflammatory infiltration were present in the histological analysis. Myocyte cross-sectional area
in the intervention group was significantly larger in comparison with the control group (type | +10%; type lla +13%; type Ilb
+3%; P < 0.001 for all) and CPP (type | +36%,; type lla +49%; type llb +65%; P < 0.001 for all). This increase was accompanied
by an up-regulated gene expression for myosin heavy chains (fold change median [IQR]: MYHZ 2.3 [1.1-2.7]; MYH2 0.7 [0.2—
1.8]; MYH4 5.1 [2.2-15.3]) and an unaffected gene expression for TRIM63, TRIM62, and FBXO32.

Conclusions In our patients with sepsis syndrome at high risk for ICU-acquired weakness muscle activating measures in ad-
dition to early protocol-based physiotherapy did not improve muscle strength or function at first awakening, ICU discharge, or
12 month follow-up. Yet it prevented muscle atrophy.

Keywords Sepsis; Early mobilization; ICU-acquired weakness; Neuromuscular electrical stimulation; Whole-body vibration; Protocol-
based physiotherapy
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Introduction

Muscle wasting, as an acknowledged pathomechanism
involved in the development of intensive care unit
(ICU)-acquired weakness, results from impaired muscle pro-
tein homeostasis, with protein degradation outbalancing
protein synthesis.”? Systemic inflammation is a major risk
factor considerably provoking impaired muscle protein ho-
meostasis in most if not all patients suffering from sepsis
and multiple organ dysfunction syndrome (MODS).? Until to-
day, therapeutic and preventative measures for muscle atro-
phy and the accompanying ICU-acquired weakness remain
vague and mostly confined to the general treatment of criti-
cal illness and reduction of risk factors.* Early mobilization
has been shown to be clinically beneficial in general ICU pa-
tients, but with regard to severity of critical illness and MODS,
it has overall yielded conflicting results.™** Hodgson et al.
even mentioned that early mobilization in these patients
may be harmful.®> Moreover, all of these studies did not in-
vestigate the impact of mobilization on prevention of muscle
atrophy.

A small number of pilot studies investigating the effect of
additional physiotherapeutic measures like neuromuscular
electrical stimulation (NMES) show inconsistent results with
respect to prevention of muscle atrophy and improvement
of physical function as well as muscle strength.*>"*® A recent
large scaled randomized controlled trial by Fossat et al. inves-
tigating the effects of in-bed leg cycling and electrical muscle
stimulation in a general ICU-cohort described no effect on
muscle strength but did not investigate muscle morphology.*’

The aim of our exploratory trial was to investigate if an ad-
vanced protocol-based physiotherapy alone or combined
with additional muscle activating measures, such as NMES,
would prevent muscle atrophy, maintain protein homeosta-
sis, and improve muscle strength and functional indepen-
dency in patients with sepsis-related MODS at high risk for
ICU-acquired weakness.

Methods
Study design

The exploratory randomized interventional single-centre trial
(ISRCTN19392591) was conducted in two ICUs at the Charité —
Universitatsmedizin Berlin, a tertiary care centre. In this trial,
muscle activating measures in addition to protocol-based phys-
iotherapy (intervention) compared with protocol-based

physiotherapy alone (control) were investigated. Patients were
enrolled and randomized after written informed consent by legal
proxy. The institutional review board granted ethical approval
(Charité EA 2/041/10). A sample size calculation was not per-
formed because of insufficient published data on that topic.

For comparison to common physiotherapeutic practice, as
it was performed before protocol-based physiotherapy was
implemented as a clinical standard, we included clinical data
and muscle samples from patients fulfilling the same inclu-
sion criteria enrolled into an earlier observational trial into
the analysis (Charité EA2/061/06; ISRCTN77569430).

Participants

Mechanically ventilated patients >18 years of age with sepsis-
related MODS indicated by a sepsis-related organ failure
assessment (SOFA) score >9 within the first 72 h after ICU ad-
mission were eligible for enrolment (Figure 1). Patients with
pre-existing neuromuscular disease, illness prohibiting early
mobilization, insulin-dependent diabetes mellitus, prior treat-
ment for longer than 7 days, body mass index > 35 kg/m?,
not ambulating before admission, or with a poor prognosis
prone to die within the next hours were not considered for
enrolment. Samples from six healthy volunteers undergoing
elective orthopaedic surgery were used as reference for mo-
lecular analyses as well as plasma samples provided by 91
healthy volunteers for blood analysis.

Procedures

In the interventional part of the analysis, early mobilization,
starting on the day of ICU admission, was performed in all pa-
tients in accordance to the physiotherapy protocol
(Supporting Information, Table S1), which consists of an indi-
vidualized approach with daily predefined goals, consented
by an interdisciplinary staff including experienced physiother-
apists, nurses, respiratory therapists, and physicians. The
physiotherapy protocol included a daily closed-loop feedback
system consisting of frequent reassessments and analysis of
progress and barriers in the treatment of each patient, aiming
to achieve the highest possible level of physiotherapeutic
care under consideration of the patient’s clinical status.

In the intervention group, muscle activating measures, such
as NMES and/or whole-body vibration (WBV), were carried out
daily throughout the ICU stay up to day 28 in addition to
protocol-based physiotherapy. NMES was performed bilaterally
on eight different muscle groups for 20 min, starting on the
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Figure 1 Trial enrolment scheme. ‘Other logistical reasons’ indicates cases where a legal proxy could not be appointed within the screening timeframe
or study personal was not available for logistical reasons. IDDM, insulin-dependent diabetes mellitus; NMES, neuromuscular electrical stimulation;
WBV, whole-body vibration. Healthy patients were included for reference values (n = 6 for molecular and histological analysis of muscle biopsy spec-

imens; n = 91 for myostatin analysis).

3147

patients were assessed for eligibility

468

met criterion of SOFA-Score >9

418 did not meet inclusion criteria

10 <18 yearsofage

13 IDDM

14 BMI > 35 kg/m?

40 preexisting neuromuscular disease
53 moribound/expected death

28 participation in a different trial

75 prior treatment forlongerthan7 days
48 otherlogistical reasons
37 discharged while screening

50

patients were randomised into the interventional groups

59 no informed consent
35 preexisting illness prohibiting early
mobilisation

. 6 not ambulating before hospital admission

11 12 10
NMES WBV NMES + WBV
17 33
control intervention
17 33
included into clinical included into clinical analysis
analysis
6 not eligibile formuscle biopsy 7 not eligibile for muscle biopsy
. 1 did not survive untilmuscle biopsy . 2 did not survive until muscle biopsy
. 3 were discharged before muscle . 2 were discharged before muscle
biopsy biopsy
. 2 withdrew consent after awakening 11 26 . 3 withdrew consent after awakening
included into included into molecularand histological
molecularand analysis
histological analysis
day of enrolment. Electrical current was increased to a maxi- Qutcomes

mum of 70 mA until visible or palpable muscle contraction took
place. WBV was performed daily for 20 cycles (alternating stim-
ulation, 26 Hz, amplitude 15 mm), with 1 min pause following
each 1 min stimulation cycle. To ensure an appropriate
patient-instrument coupling, patients were brought to an almost
upright position using a tilt table whenever clinically possible.
Otherwise, patients received WBV while in bed with head raised
and legs lowered up to 30°. In patients receiving NMES and
WBYV, both measures were applied simultaneously. For detailed
information, see Supporting Information.

Common physiotherapeutic practice consisted of a physi-
cian initiated mobilization that was performed only on week-
days without prespecified goals, multiprofessional feedback,
and a clear protocol regarding type of mobilization. General
ICU treatment in all patients adhered to published standard
operating procedures.*®

Clinical endpoints

Muscle strength was evaluated by Medical Research Council
(MRC) score and handgrip dynamometry on the first day
the patient became sufficiently awake, at ICU discharge,
and at a 12 month in-hospital follow-up. Physical ability was
evaluated by Functional Independence Measure (FIM) at
ICU discharge and at a 12 month follow-up. Handgrip
strength measurements were normalized to each individual’s
expected standard value, as published by Dodds et al.*® A
6 min walking test was performed at the 12 month in-hospital
follow-up, as for most patients, this was not yet feasible at
ICU discharge. For comparison to the common
physiotherapeutic practice group, MRC score and minimal
modified FIM at first awakening and at ICU discharge were
available.
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