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1. Abstrakt 

1.1. Deutsch 

Der Effekt von Protokoll -basierter Physiotherapie auf molekulare 

Mechanismen von Muskelatrophie und auf der Intensivstation erworbener 

Muskelschwäche bei kritisch kranken Patienten 

Hintergrund : Kritisch kranke Patienten entwickeln regelhaft während der 

Therapie auf der Intensivstation eine ausgeprägte Muskelschwäche, welche zum 

einen mit einer erhöhten Mortalität und Morbidität, sowohl kurz- als 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 untersucht, welchen Effekt therapeutische Ansätze, 

wie Protokoll-basierte Physiotherapie und Muskel aktivierende Maßnahmen auf 

die molekularen Mechanismen der Muskelatrophie bei der auf der 

Intensivstation erworbenen Muskelschwäche haben. 

Methodik: 50 Patienten mit einem Sepsis-related Organ Failure Assessment 

Score Ó 9 innerhalb der ersten 72 Stunden nach Aufnahme auf eine von zwei 

Intensivstationen der Charité ï Universitätsmedizin Berlin wurden randomisiert 

Protokoll-basierte Physiotherapie alleine (Kontrollen) oder in Kombination mit 

frühen Muskel aktivierenden Maßnahmen (Intervention), wie neuromuskuläre 

Elektrostimulation oder Ganzkörpervibrationstherapie, zu erhalten. Am 

fünfzehnten Liegetag wurde eine offen-chirurgische Muskelbiopsie am M. 

vastus lateralis vorgenommen, um den Effekt der Protokoll-basierten 

Physiotherapie mit und ohne Muskel aktivierende Maßnahmen auf die 

Proteinsynthese und -degradation mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion und Western Blot zu untersuchen. Patienten aus einer 

vorangehenden Observationsstudie, welche Standardphysiotherapie erhalten 

haben und alle Einschlusskriterien erfüllten, wurden als Vergleichsgruppe mit 

einbezogen. Muskelbiopsien, welche gesunden Patienten im Rahmen einer 

elektiven orthopädischen Operation entnommen wurden, wurden für 

Referenzwerte mit eingeschlossen. Das Ethikvotum wurde von der 

Ethikkommission der Charité ï Universitätsmedizin Berlin eingeholt (Charité 

EA 2/041/10). 
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Ergebnisse: Patienten in der Interventionsgruppe zeigten eine signifikant 

erhöhte mRNA-Expression für MYH1, MYH2 und MYH4 im Vergleich zu 

Referenzwerten sowie für MYH1 und MYH4 im Vergleich zur 

Standardphysiotherapie. Die relative mRNA-Expression für FBXO32 und 

TRIM62, als Schlüsselkomponenten des Ubiquitin-Proteasom-Systems, waren 

über Referenzwerte für alle Gruppen von kritisch kranken Patienten erhöht. Im 

Gegensatz dazu war die TRIM63 mRNA-Expression in der Interventions- und 

Kontrollgruppe gegenüber der Standardphysiotherapiegruppe sowie gegenüber 

den Referenzwerten erhöht. Der Anstieg der Myosingenexpression spiegelt sich 

auch auf Proteinebene in einem signifikant erhöhten Myosinproteingehalt für 

gesamtes, langsames und schnelles Myosin in der Interventionsgruppe im 

Vergleich zur Standardphysiotherapiegruppe wieder. Der Proteingehalt für 

Atrogin-1 und MuRF-1 war sowohl in der Interventions- als auch in der 

Kontrollgruppe oberhalb der Referenzwerte und der Werte der 

Standardphysiotherapiegruppe. 

Schlussfolgerung: Protokoll-basierte Physiotherapie und additive Muskel 

aktivierende Maßnahmen erhöhen die Myosingenexpression sowie den 

Proteingehalt, ohne das Ubiquitin-Proteasom-System zu hemmen. 

1.2. Englisch 

Effect of protocol-based physical therapy on molecular mechanisms leading 

to muscle atrophy and intensive care unit acquired weakness 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 increased 

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 well as an increased muscle protein 

degradation. Our aim was to investigate the effect of therapeutic and 

preventatives interventions such as protocol-based physiotherapy and muscle 

activating measures on molecular mechanisms leading muscle atrophy during 

intensive care unit acquired weakness are unknown. 

Methods: 50 patients with a Sepsis-related Organ Failure Assessment Ó 9 within 

the first 72 hours after admission to one of two ICUs within the Charité ï 
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Universitätsmedizin Berlin were randomised to receive either protocol-based 

physiotherapy alone (control) or protocol-based physiotherapy with additional 

muscle activating measures, such as neuromuscular electrical stimulation or 

whole body vibration (intervention). 15 days after admission to the ICU an open 

surgical muscle biopsy of the m. vastus lateralis was performed to assess the 

effect of protocol-based physiotherapy and muscle activating measures on 

muscle protein synthesis and degradation via real-time PCR and Western Blot. 

Patients receiving common physiotherapeutic practice from an earlier 

observational trial fulfilling the same inclusion criteria were included as a 

comparison group. Healthy patients undergoing elective orthopaedic surgery 

were similarly included for reference values. Ethical approval was granted by 

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

Results: Patients in the intervention group presented significantly increased 

mRNA expression values for MYH1, MYH2 and MYH4 in comparison to 

baseline values as well as for MYH1 and MYH4 in comparison to the common 

physiotherapeutic practice group. Relative mRNA expression for FBXO32 and 

TRIM62 as key components of the ubiquitine-proteasome system were increased 

above baseline values for all groups of critically ill patients. While TRIM63 

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 accompanied 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 Atrogin-1 and MuRF-1 was higher in the control and 

intervention groups in comparison to baseline values and values from the 

common physiotherapeutic practice group. 

Conclusion: Protocol-based physiotherapy and muscle activating measures 

increase myosin gene expression as well as protein content and do not suppress 

the ubiquitine-proteasome system. 
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2. Einleitung 

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte haben verbesserte therapeutische und diagnostische 

Möglichkeiten zu einem starken Anstieg der Anzahl an Intensivstationsüberlebenden 

geführt (1). Innerhalb dieser wachsenden Kohorte hat sich deutlich herauskristallisiert, dass 

diese Patienten mit schwerwiegenden Folgeerscheinungen der kritischen Erkrankung sowie 

Intensivstationstherapie zu kämpfen haben. Aktuell wird dieser Folgezustand aus 

körperlichen, seelischen und kognitiven Einschränkungen unter dem Begriff Post Intensive 

Care Syndrom (PICS) zusammengefasst (2-6).  

Die körperlichen Einschränkungen manifestieren sich dabei bereits sehr früh während des 

Intensivstationsaufenthalts in Form einer auf der Intensivstation erworbenen Schwäche 

(Intensive Care Unit acquired Weakness (ICUAW)) (7). Diese hat sowohl kurzfristige 

Konsequenzen für den Patienten im Sinne einer reduzierten Überlebenswahrscheinlichkeit, 

Weaning-Wahrscheinlichkeit und Krankenhausentlassungwahrscheinlichkeit sowie auch 

dramatische langfristige Auswirkungen, wie eine reduzierte körperliche Leistungsfähigkeit, 

deutliche ökonomische Einschränkungen durch reduzierte Arbeitsfähigkeit und eine 

eingeschränkte körperliche gesundheitsbezogene Lebensqualität (2, 3, 8, 9). Es hat sich 

gezeigt, dass besonders Patienten mit Sepsis und den assoziierten Organdysfunktionen 

gemessen anhand des Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA) ein besonders 

hohes Risiko für die Entstehung einer ICUAW haben (10-12). 

Pathophysiologisch zeichnet sich die ICUAW durch einen sehr frühen Beginn und ein 

rasches Fortschreiten mit einem Muskelmassenverlust von circa 4% pro Tag aus (13, 14). 

Die Muskelatrophie resultiert aus einer Dysbalance zwischen Muskelauf- und -abbau hin 

zum Muskelabbau, bedingt durch Einschränkungen der Muskelsynthese und einer 

Verstärkung der muskelabbauenden Stoffwechselwege (15). Das Ubiquitin-Proteasom-

System ist eines der wichtigsten Systeme im Rahmen des Muskelabbaus. Es konnte gezeigt 

werden, dass es zu einer vermehrten mRNA-Expression und einem erhöhten Proteingehalt 

von MuRF1 und Atrogin-1 als Schlüsselenzyme des Ubiquitin-Proteasom-Systems bereits 

innerhalb der ersten 5 Tage nach Beginn der kritischen Erkrankung kommt (15). 

Neben der abschließenden Klärung des Mechanismus der Krankheitsentstehung sind auch 

definitive therapeutische beziehungsweise präventive Strategien ausstehend (15). Während 

der letzten Dekade lag der wissenschaftliche Fokus hinsichtlich präventiver und 

therapeutischer Strategien auf Protokoll-basierter Physiotherapie, wobei die Ergebnisse 

aufgrund heterogener Patientenkollektive und Outcomeparameter insgesamt unzufrieden 
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stellend zu vergleichen waren und daher eine definitive Aussage erschwert ist (16-20). Ein 

zentrales Problem mit klassischer Physiotherapie ist der sedierte und nicht-

kooperationsfähige Patient in der Intensivmedizin, da dieser nicht aktiv an der Mobilisation 

teilnehmen kann und daher die Möglichkeiten zur Prävention von Muskelmassenverlust 

eingeschränkt sind.  

Muskel aktivierende Maßnahmen, wie die neuromuskuläre Elektrostimulation (NMES) und 

die Ganzkörpervibrationstherapie sind auch bei sedierten und nicht-kooperationsfähigen 

Patienten vollumfänglich anwendbar, da für das Hervorrufen einer Muskelkontraktion 

keine aktive Partizipation des Patienten benötigt wird. Während die NMES bereits 

erfolgreich in der Muskelatrophieprävention bei anderen Krankheitsbildern Anwendung 

findet und auch erste Untersuchungen in kritisch kranken Patienten durchgeführt worden 

sind, ist die Ganzkörpervibrationstherapie ein neuartiges Therapieverfahren und bisher sind 

lediglich Machbarkeitsuntersuchungen erfolgreich abgeschlossen (21-27). Während die 

klinischen Effekte von NMES, kongruent zu den Mobilisationsstudien, geprägt sind durch 

heterogene Patientenkollektive und Outcomeparameter fehlen Untersuchungen hinsichtlich 

des Einflusses auf die Pathophysiologie komplett. Dies wiederum verhindert, dass eine 

klare therapeutische Empfehlung hinsichtlich des Nutzens der NMES bei kritisch kranken 

Patienten gegeben werden kann. 

3. Fragestellung 

Das Ziel meiner Arbeit war es daher im Rahmen einer randomisiert-kontrollierten 

Interventionsstudie den Effekt von Protokoll-basierter Physiotherapie in Kombination mit 

Muskel aktivierenden Maßnahmen auf Muskelsynthese und -degradation bei kritisch 

kranken Patienten auf der Basis folgender Hypothesen zu untersuchen: 

¶ Frühe Mobilisation mittels Protokoll-basierter Physiotherapie und Muskel-

aktivierenden Maßnahmen verhindert Muskelmassenverlust bei kritisch kranken 

Patienten. 

¶ Frühe Mobilisation mittels Protokoll-basierter Physiotherapie und Muskel-

aktivierenden Maßnahmen führt zu einer Steigerung der Myosinsynthese. 

¶ Frühe Mobilisation mittels Protokoll-basierter Physiotherapie und Muskel-

aktivierenden Maßnahmen führt zu einer Hemmung des Ubiquitin-Proteasom-

Systems. 

4. Material und Methodik 

4.1. Studiendesign 
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Diese randomisiert kontrollierte Interventionsstudie (ISRCTN19392591) wurde auf 

zwei Intensivstationen der Charité ï Universitätsmedizin Berlin durchgeführt. Die 

Patienten wurden nach schriftlicher Einwilligung durch den gesetzlichen Vertreter in 

die Studie eingeschlossen und in einem Verhältnis von 1:2 randomisiert entweder 

Protokoll-basierte Physiotherapie (Kontrolle) oder Protokoll-basierte Physiotherapie 

mit zusätzlichen Muskel-aktivierenden Maßnahmen (Intervention), wie NMES oder 

Ganzkörpervibrationstherapie, zu erhalten. Innerhalb der Interventionsgruppe wurde 

mittels sequentieller Allokation dann noch einmal hinsichtlich der unterschiedlichen 

Muskel-aktivierenden Maßnahmen randomisiert. Die Studie wurde von der 

Ethikkommission der Charité ï Universitätsmedizin Berlin genehmigt (Charité EA 

2/041/10). 

In den Analysen wurden Patienten und Muskelbiopsien aus einer vorangegangenen 

Observationsstudie mit übereinstimmenden Einschlusskriterien berücksichtigt, um den 

Vergleich zu Standardphysiotherapie zu ermöglichen (Charité EA2/061/ 06; 

ISRCTN77569430) (15). Die Standardphysiotherapie reflektiert das aktuelle klinische 

Vorgehen auf den meisten Intensivstationen, welches nicht mit den aktuellen 

Leitlinienempfehlung übereinstimmt (28, 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 haben. Die Behandlung der Patient oblag den 

jeweiligen Intensivstationsärzten und wurde entsprechend der etablierten Standard 

Operating Procedures durchgeführt (30). 

4.2. Patienten 

Patienten Ó 18. Lebensjahr mit einem SOFA Ó 9 innerhalb der ersten 72 Stunden nach 

Aufnahme auf die Intensivstation und mechanischer Beatmung kamen für den 

Studieneinschluss in Frage. Die Ausschlusskriterien umfassten eine Adipositas 2. 

Grades (BMI > 35 kg/m2), vorbestehende neuromuskuläre Erkrankungen, eine infauste 

Prognose, Insulin-abhängiger Diabetes mellitus, Teilnahme an einer anderen klinischen 

Studie, Schwangerschaft, Unfähigkeit vor Aufnahme auf die Intensivstation sich 

laufend fortzubewegen, Erkrankungen oder Therapien, welche die Durchführung der 

Interventionen verhindern würden und eine bereits erfolgte Behandlung im 

Krankenhaus von mehr als 7 Tagen. Referenzwerte für die molekularen Analysen 
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stammen aus Muskelbiopsien von 6 Patienten, welche sich einer elektiven 

orthopädischen Operation unterzogen. 

4.3. Intervention 

4.3.1. Protokoll-basierte Physiotherapie 

Ab dem Tag des Studieneinschlusses erhielten die Patienten je nach 

Randomisierung entweder Protokoll-basierte Physiotherapie mit oder ohne 

Muskel-aktivierende Maßnahmen. In einer täglichen multiprofessionellen 

Fallbesprechung bestehend aus Ärzten/-innen, Krankenpflegern/-innen, 

Physiotherapeuten/innen und Atmungstherapeuten/-innen wurde anhand des 

Mobilisationsprotokolls (siehe Supplement Table S1 (31)) ein Mobilisationsziel 

definiert. Das Protokoll berücksichtigte dabei in besonderem Maße den 

klinischen Status (Bewusstseinszustand, Hämodynamik, Respiration) des 

Patienten. Das Mobilisationsziel wurde bei der täglichen Mobilisierung der 

Patienten durch den speziell geschulten Studienphysiotherapeuten dann 

erarbeitet. Die Mobilisation erfolgt täglich für 25 ï 35 Minuten. Im Anschluss 

an die Mobilisation erfolgt wiederum ein multiprofessionelles Feedback-

Gespräch, um Barrieren oder Problematiken bei der Mobilisation zu erörtern und 

zu beseitigen, damit eine optimale und individualisierte Mobilisation möglich 

war. 

4.3.2. Neuromuskuläre Elektrostimulation 

Patienten in der Interventionsgruppe erhielten zusätzlich täglich NMES und/oder 

Ganzkörpervibrationstherapie. Die NMES wurde dabei bilateral an 8 

Muskelgruppen der oberen und unteren Extremitäten (M. tibialis anterior, M. 

triceps surae, M. vastus lateralis, ischiocrurale Muskulatur, M. biceps brachii, 

M. triceps brachii, Unterarmextensoren, Unterarmflexoren) durchgeführt. Die 

NMES dauerte 20 Minuten und wurde mit 50 Hz Impulsen bei einer Impulsbreite 

von 350 µs, einer Rampe von 1 Sekunde, einer Stimulationszeit von 6 bzw. 10 

Sekunden und einer Pausenzeit von 10 bzw. 15 Sekunden je nach verwendetem 

Gerät (MUSKELaktiv 2-Kanal, schwa-medico®, Germany; Physiomed-Expert-

2-Kanal, Physiomed®, Germany) appliziert. Die Stromstärke wurde erhöht bis 

eine Kontraktion sichtbar oder tastbar war. Sollte bis zu einer maximalen 

Stromstärke von 70 mA keine Kontraktion erfolgt sein, wurde die entsprechende 

Stimulationssitzung mit 40 mA durchgeführt. Sollte bei wachen Patienten vor 
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der Kontraktion die Schmerzschwelle erreicht sein wurde die Stromstärke auf 

den letzten Wert vor Erreichen der Schmerzschwelle reduziert und mit dieser 

Stromstärke dann die Stimulation durchgeführt. 

4.3.3. Ganzkörpervibrationstherapie 

Es wurden täglich 20 Zyklen der Ganzkörpervibrationstherapie mit dem 

Galileo® (Novotec®, Germany) durchgeführt. Die Stimulation erfolgte dabei 

alternierend, mit einer Frequenz von 26 Hz, einer Amplitude von 15 mm sowie 

einer Stimulationszeit und Pausenzeit von jeweils einer Minute. Der optimale 

Kontakt zur Vibrationsplatte wurde unter Berücksichtigung der 

hämodynamischen Situation sichergestellt, indem der Patient in eine nahezu 

aufrechte Position gebracht wurde. Patienten, die dies nicht toleriert haben, 

wurden mit einem 30° angehobenen Oberkörper sowie mit leichter Flexion in 

Hüfte und Knie stimuliert.  

4.4. Analysen 

4.4.1. Klinische Endpunkte 

4.4.1.1. Erstes adäquates Erwachen 

Alle Patienten wurden täglich durch die Studienärzte visitiert und dabei 

hinsichtlich des ersten adäquaten Erwachens untersucht. Dies war 

definiert als Richmond Agitation and Sedation Score zwischen +1 und -

1 sowie einer adäquaten Antwort auf mindestens 3 der folgenden 5 

verbalen Kommandos: Ă¥ffnen/SchlieÇen Sie ihre Augenñ, ĂSchauen 

Sie mich anñ, Ă¥ffnen Sie ihren Mund und strecken Sie die Zunge 

herausñ, ĂNicken Sie mit dem Kopfñ und ĂHeben Sie ihre Augenbrauen, 

wenn ich bis 5 gezªhlt habeñ an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 

entsprechend der Publikation von DeJonghe et al. (10).  

4.4.1.2. Medical Research Council score 

Die Erhebung der Muskelkraft mittels Medical Research Council score 

wurde von speziell geschultem Studienpersonal durchgeführt. Die Kraft 

wurde in 8 verschiedenen Muskelgruppen (Extension/Flexion im 

Ellenbogengelenk, Extension/Flexion im Handgelenk, Abduktion in der 

Schulter, Flexion im Hüftgelenk, Extension im Kniegelenk, 

Extension/Flexion im Sprunggelenk) bilateral untersucht. Der Medical 

Research Council score umfasst eine 6 Punkte Skala mit folgender 
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Abstufung: 0 = keine Kontraktion vorhanden, 1 = Kontraktion des 

Muskels ohne Bewegung, 2 = Bewegung ohne Schwerkraft, 3 = 

Bewegung gegen die Schwerkraft, 4 Bewegung gegen leichten 

Widerstand und 5 = Bewegung gegen vollen Widerstand. Die Erhebung 

erfolgte beim ersten adäquaten Erwachen sowie bei Entlassung von der 

Intensivstation. 

4.4.1.3. Minimal modified Functional Independence Measure 

Der minimal modifed Functional Independence Measures (mmFIM) ist eine 

auf körperliche Fähigkeiten reduzierte Form des Functional Independence 

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

zusammen, welche auf einer Skala von 0 = keine Aktivität bis 4 = komplette 

Unabhängigkeit für die Aktivität beurteilt werden. Der mmFIM wurde zum 

Zeitpunkt der Entlassung von der Intensivstation erhoben. 

4.4.2. Molekulare Endpunkte 

4.4.2.1. Chirurgische Muskelbiopsien 

Am Tag 15 nach Aufnahme auf die Intensivstation wurde bei den 

Patienten eine chirurgische Muskelbiopsie aus dem M. vastus lateralis 

gewonnen. Sollte aus klinischen oder organisatorischen Gründen eine 

Muskelbiopsie an Tag 15 nach Aufnahme auf die Intensivstation nicht 

möglich gewesen sein, wurde die Muskelbiopsie stattdessen am nächsten 

möglichen Tag gewonnen. Initial wurde die Haut durch eine Infiltration 

mit Lidocain anästhesiert. Anschließend wurde im distalen Drittel des M. 

vastus lateralis der Muskel frei präpariert und die chirurgische 

Muskelbiopsie gewonnen. Danach wurde die Wunde verschlossen und 

verbunden. Die Muskelbiopsien wurden bei -80°C gelagert. 

4.4.2.2. Histologie 

Ein Teil wurde für immunhistochemische sowie histologische 

Darstellungen nach der Einbettung in Tragacanth unter Kryoprotektion 

tiefgefroren. Alternative wurden die Präparate in 3,7% 

Paraformaldehyde fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Präparate 

wurden dann mit einem Cryotome (Leica CM3050 S) geschnitten. Die 

histologischen Färbungen (Haemotoxylin-Eosin und Gomori Trichrome) 

sowie die metachromatische ATPase Färbung wurden entsprechend 

vorangegangener Publikationen durchgeführt (15, 32-36). 
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4.4.2.3. Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

Die gesamte RNA habe ich mittels des TRIzol® Reagenz (Invitrogen) 

aus den Muskelbiopsien entsprechend der Empfehlung des Herstellers 

gewonnen. Im Anschluss daran habe ich die Reverse-Transkription von 

1 µg RNA mittels SuperScript® First-Strand Synthesis System 

(Invitrogen) zu cDNA ebenfalls entsprechend der Empfehlung des 

Herstellers durchgeführt. Die quantitative Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion habe ich unter Zuhilfenahme von TaqMan® Universal 

PCR Mastermix (Applied Biosystems), spezifischen TaqMan Primer 

Sets (Applied Biosystems)(siehe Supplement Table S2. (31)) und dem 

Step-OneTM Plus Thermocycler (Applied Biosystems) durchgeführt. 

Grundsätzlich habe ich während meines Vorgehens alle 

Herstellerprotokolle eingehalten. Während der verschiedenen 

Prozessschritte, wie mRNA Extraktion und cDNA Synthese kommt es 

zu einer regulären Streuung der Effektivität von Durchlauf zu Durchlauf. 

Um die dadurch entstehende Ungenauigkeit zu beseitigen habe ich die 

gemessene Genexpression zu der Expression des sogenannten 

Housekeepers-Gens Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 

(GAPDH) normalisiert. Weitergehend habe ich alle Werte der kritisch 

kranken Patienten, zu denen der gesunden Freiwilligen normalisiert, 

sodass die relative Abweichung beurteilt werden kann. 

4.4.2.4. Western Blot 

Initial habe ich die Muskelbiopsien homogenisiert für 30 Sekunden bei 

2000 Umdrehungen pro Minute. Die Homogenisierung habe ich in 

eiskaltem Puffer bestehend aus 1:3 wt/vol (10 mM Tris HCl, pH 7.5, 140 

mM NaCl, 1 mM EDTA, 25% Glycerol, 0.5% Natriumlaurylsulfat , 0.5% 

Nonident P-40, 0.1 mM 5 Dithiothreitol, 0.5 mM 

Phenylmethylsulfonylfluorid und 100 ng/ml Proteaseinhibitor (Roche)) 

durchgeführt. Anschließend habe ich, um die Gewinnung des Überstands 

zur ermöglichen, das Homogenisat für 10 Minuten bei 4°C und 14000 

Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Den Überstand habe ich 

abgenommen und mittels des Bio-Rad Protein Assays (Bio Rad) auf 

Proteingehalt untersucht. Die Proteine habe ich durch die 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese anhand 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 ich die Membranen mit primärem und sekundärem 

Antikörper (siehe Supplement Table S3. (31)) inkubiert und dies im 

Anschluss durch Chemilumineszenz visualisiert 

4.5. Statistik 

Metrische Variablen habe ich als Median und Interquartilsabstand dargestellt. 

Kategorische Variablen habe ich als Anzahl und Prozentsatz dargestellt. Aufgrund der 

geringen Gruppengröße bin ich davon ausgegangen, dass keine Normalverteilung 

vorliegt. Zur Testung der statischen Signifikanz habe ich daher nicht-parametrische 

Tests angewendet. Den Gruppenunterschied für metrische Variablen habe ich mittels 

Kruskal-Wallis und Mann-Whitney U bei verbundenen Stichproben und Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test bei unverbundenen Stichproben berechnet. Den 

Gruppenunterschied für kategorische Variablen habe ich mittels Chi-Square Test 

berechnet. Die Verschiebung der Myozyten-Querschnittsfläche habe ich mit dem 

ANOVA berechnet und durch den Welch- sowie Brown-Forsythe Test validiert, falls 

die Varianz im Leveneôs Test inhomogen war. Die Analysen habe ich mit SPSS IBM 

(Version 25) durchgeführt. Alle Grafiken habe ich mit GraphPad Prism (Version 7) 

und Sigma Plot (Version 12) erstellt. 

5. Ergebnisse 

3147 Patienten wurden insgesamt auf beide Intensivstationen während der zweijährigen 

Einschlussperiode aufgenommen, wobei nur 468 davon einen SOFA Ó 9 innerhalb der 

ersten 72 Stunden hatten. Weitere 418 Patienten konnten aus verschiedensten Gründen nicht 

eingeschlossen werden, wie aus dem Einschlussdiagramm (siehe Figure 1(31)) ersichtlich 

ist, sodass am Ende 50 Patienten in die Kontroll- und Interventionsgruppe randomisiert 

wurden. Zusätzlich wurden 33 Patienten aus der vorangegangenen Beobachtungsstudie, 

welche Standardphysiotherapie erhalten haben inkludiert (15). 

5.1. Klinisch 

5.1.1. Gruppencharakteristika 

Die drei berücksichtigten Gruppen zeigen insgesamt ausgeglichene 

Charakteristika. Lediglich die Krankheitsschwere gemessen als Tage im 

septischen Schock, APACHE oder SAPS2 ist in der Gruppe mit 
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Standardphysiotherapie geringer als in der Kontroll- und Interventionsgruppe 

(siehe Table 1 (31)). Patienten in der Kontroll- und Interventionsgruppe erhielten 

im Median für 22 Minuten pro Tag Physiotherapie, was signifikant mehr war als 

die 13 Minuten in der Standardphysiotherapie Gruppe. Darüber hinaus erhielt 

die Interventionsgruppe weitere 20 Minuten NMES und/oder 

Ganzkörpervibrationstherapie zusätzlich zu den 22 Minuten Protokoll-basierter 

Physiotherapie. 

5.1.2. Muskelkraft 

Zum Zeitpunkt des ersten adäquaten Erwachens präsentieren nahezu alle 

Patienten eine deutlich eingeschränkte Muskelkraft gemessen am MRC score. 

Dies spiegelt sich auch in einer ICUAW-Inzidenz von über 80% wider. Alle 

Gruppen zeigen unabhängig von der Intervention eine signifikante Zunahme der 

Muskelkraft vom ersten adäquaten Erwachen bis zur Entlassung von der 

Intensivstation. Nichts desto trotz bleibt der mediane MRC score unterhalb des 

Grenzwertes von 4 für die ICUAW Diagnose (siehe Figure 2 (31)).  

5.1.3. Muskelfunktion 

Zum Zeitpunkt der Entlassung von der Intensivstation zeigen alle Gruppen eine 

deutliche Einschränkung in der funktionellen Unabhängigkeit gemessen als 

mmFIM. Dies ist in beiden beurteilten Domänen Transfer und Lokomotion 

unabhängig voneinander zu beobachten. Ein signifikanter Unterschied zwischen 

den Gruppen ist nicht vorhanden (siehe Table 2 (31)). 

5.2. Histologisch 

In der Interventionsgruppe zeigt sich ein signifikant größerer 

Muskelfaserquerschnittsdurchmesser für Typ I, IIa und Ib Muskelfaser im Vergleich 

zur Kontrollgruppe (I = + 10%, IIa = +13%, IIb * +3%) aber auch zur 

Standardphysiotherapie Gruppe (I = +36%, IIa = +49%, IIb = +I65%). Ebenso zeigt 

sich in der Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg der Muskelfaserquerschnittsfläche 

im Vergleich zur Standardphysiotherapie Gruppe (I = +23%, IIa = + 33%, IIb = +60%) 

(siehe Figure 3 (31)). 

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 für Myosinschwerketten, als integrales Struktur- und 

Funktionsprotein des Muskels, im Vergleich zur Standardphysiotherapie 

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 für MYH4. Die Standardphysiotherapie 

Gruppe zeigt eine signifikante Reduktion der Genexpression für MYH2 

im Vergleich zu den Referenzwerten von gesunden Probanden (siehe 

Figure 4 (31)). 

5.3.1.2. Muskeldegradation 

Die Genexpression für TRIM63 (kodiert für MuRF1) und FBXO32 

(kodiert für Atrogin-1) ist sowohl in der Interventions- als auch in der 

Kontrollgruppe signifikant hochreguliert im Vergleich zu 

Referenzwerten von gesunden Probanden. Zusätzliche zeigt sich für 

beide Gruppen eine signifikante Erhöhung der Genexpression für 

TRIM63 im Vergleich zur Standardphysiotherapie Gruppe. Die 

Standardphysiotherapie Gruppe hingegen zeigt für FBXO32 eine 

signifikant erhöhte Genexpression im Vergleich zu den Referenzwerten 

von gesunden Probanden, ohne einen Unterschied zur Kontroll- und 

Interventionsgruppe aufzuweisen. Deckungsgleich zu FBXO32 zeigt 

TRIM62 eine signifikant erhöhte Genexpression für alle drei Gruppen mit 

kritisch kranken Patienten im Vergleich zu Referenzwerten von 

gesunden Probanden (Figure 4 (31). CAPN1 (kodiert für Calpain 1), 

CASP3 (kodiert für Caspase 3) und PSMB2 (kodiert für eine 

proteasomale Untereinheit) zeigen eine signifikante Erhöhung der 

Genexpression über Referenzwerte von gesunden Probanden in allen drei 

Gruppen. Weitergehend zeigt PSMB2 einen signifikanten Anstieg in der 

Geneexpression für die Kontroll- und Interventionsgruppe gegenüber der 

Standardphysiotherapie Gruppe. CAPN1 und CASP3 zeigen keinen 

Gruppenunterschiede in der Geneexpression (Figure 5 (31)). 

5.3.1.3. Inflammation 

Eine signifikant erhöhte Genexpression über die Referenzwerte für 

gesunden Probanden zeigen IL-6 (kodiert für Interleukin 6) und SAA1/2 
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(kodiert für Serum Amyloid A 1/2) in allen drei Gruppen, während TNF 

(kodiert für Tumornekrosefaktor) dies nur für Patienten in der 

Standardphysiotherapie Gruppe zeigt. Während die Genexpression für 

SAA1/2 in der Interventionsgruppe signifikant höher ist als in der 

Standardphysiotherapie Gruppe, ist es für TNF umgekehrt und sie ist in 

der Interventionsgruppe signifikant niedriger als in der 

Standardphysiotherapie Gruppe. Es sind ansonsten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Gruppen zu beobachten (siehe Figure 5 (31)). 

5.3.2. Proteingehalt 

5.3.2.1. Muskelproteingehalt 

Der Proteingehalt des gesamten, schnellen und langsamen Myosins zeigt 

in Patienten aus der Kontroll- und Interventionsgruppe Werte die 

vergleichbar sind mit den Referenzwerten von gesunden Probanden. Die 

Interventionsgruppe zeigt allerdings einen signifikanten Anstieg im 

Proteingehalt für gesamtes, schnelles und langsames Myosin im 

Vergleich zur Standardphysiotherapie Gruppe (siehe Figure 4 (31)). 

5.3.2.2. Muskeldegradation 

Wir können zeigen, dass sich MuRF1 lediglich bei kritisch kranken 

Patienten nachweisen lässt, wobei der Gehalt in der Kontroll- und 

Interventionsgruppe höher war als in der Standardphysiotherapie 

Gruppe. Atrogin-1 hingegen zeigt einen deutlichen Anstieg nur in der 

Interventionsgruppe (siehe Figure 4 (31)). 

6. Diskussion 

Meine Arbeit diente der Untersuchung des Effekts von Protokoll-basierter Physiotherapie 

mit oder ohne frühe Muskel-aktivierende Maßnahmen auf molekulare Mechanismen von 

Muskelsynthese und -degradation bei kritisch kranken, septischen Patienten mit 

Multiorganversagen. 

Ich konnten dabei zeigen, dass durch Protokoll-basierte Physiotherapie und frühe Muskel-

aktivierende Maßnahmen Muskelatrophie verhindert werden konnte, wie sich in einer 

größeren Myozytenquerschnittsfläche und einem erhöhten Myosin Proteingehalt zeigt. Es 

kommt dabei sowohl zu einem Anstieg von Komponenten des Ubiquitin-Proteasom-

Systems als auch der Muskelproteinsynthese, woraus sich schließen lässt, dass der 
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Muskelmassenerhalt primär über eine Induktion der Proteinsynthese und nicht über eine 

Suppression der Proteindegradation erreicht wird.  

Unsere Ergebnisse eines fehlenden Effekts auf Muskelkraft und -funktion sind 

deckungsgleich zu den Ergebnissen der Studie von Fossat et al., die den Effekt von 

Mobilisation mittels Bettfahrrad und NMES bei kritisch kranken Patienten untersucht hat 

(37). Weitergehend können wir den Fund von Hickmann et al., dass frühe Physiotherapie 

zu einem Erhalt der Muskelmasse führt, bestätigen und ihn sogar erweitern, indem wir 

zeigen, dass frühe Muskel-aktivierende Maßnahmen den Effekt noch einmal verstärken 

(38).  

Interessanterweise zeigt sich molekular nicht wie von uns vermutet eine Hochregulation der 

Synthese und eine Verminderung des Muskelabbaus, sondern eine Hochregulation von 

Synthese und Abbau. Aufgrund der vergrößerten Myozytenquerschnittsfläche sowie des 

vermehrten Muskelproteingehalts kann davon ausgegangen werden, dass die 

Hochregulation der Synthese im Vergleich zur Hochregulation des Abbaus überwiegt. 

MuRF1 und Atrogin-1 wurden bei kritisch kranken Patienten bis jetzt nur als Mediatoren 

für Muskelatrophie etabliert (15). Während dessen hat sich in gesunden Probanden gezeigt, 

dass es auch als Antwort auf Muskeltraining zu einer Hochregulation kommt. Dies zeigt, 

dass MuRF1 nicht nur im Rahmen der pathologischen Muskelatrophie sondern auch im 

Prozess von Muskelwachstum und -remodeling eine Rolle spielt (39, 40). Aufgrund der 

erhöhten TRIM63 Expression sowie des erhöhten MuRF1 Proteingehalts in der Kontroll- 

und Interventionsgruppe im Vergleich zur Standardphysiotherapie Gruppe gehen wir davon 

aus, dass diese Hochregulation ein Zeichen für ein Interventions-induziertes muskuläres 

Remodelling ist. Dies bestätigt sich durch die Tatsache, dass Muskelproteingehalt und die 

Myozytenquerschnittsfläche in diesen Patienten insgesamt erhöht sind. Die erhöhte 

Expression von FBXO32 hingegen betrachten wir eher als einen residualen 

inflammatorischen Effekt, da sie in allen Gruppen mit kritisch kranken Patienten zu 

beobachten ist und mit der Expression von IL-6 und SAA1/2 übereinstimmt. 

 

Die erhaltene Muskelmasse geht dabei nicht mit einer Verbesserung der muskulären 

Funktion einher. Es zeigt sich keine Verbesserung der Muskelkraft oder Muskelfunktion 

durch die Intervention beim ersten adäquaten Erwachen oder bei Entlassung von der 

Intensivstation.  
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Die hier beschriebene Diskrepanz zwischen Muskelkraft beziehungsweise -funktion und 

Muskelmasse wurde bereits bei kritisch kranken Patienten nach Entlassung von der 

Intensivstation beobachtet (41). Dos Santos et al. beobachteten einen fehlenden 

Zusammenhang zwischen Muskelmasse und Muskelmassenzunahme bis 6 Monate nach 

Entlassung von der Intensivstation und Muskelkraft (41). Unsere Daten zeigen ein 

kongruentes Phänomen während der Frühphase der kritischen Erkrankung. 

Diese Ergebnisse bestätigen somit, dass neben der Muskelatrophie noch weitere 

Pathomechanismen zur Entstehung der ICUAW beitragen. 

Der Muskel ist in seiner Funktion auf eine hohe Energiezufuhr angewiesen, die größtenteils 

aerob über die Atmungskette und die Mitochondrien gewonnen wird. Im Rahmen der 

schweren Sepsis, die einen wesentlichen Risikofaktor für ICUAW darstellt, konnte gezeigt 

werden, dass es im Rahmen von kritischer Erkrankung zu einer Einschränkung der 

mitochondrialen Funktion und ATP-Bereitstellung kommt (42). Es wurde dabei ein 

deutlicher Unterschied im muskulären ATP-Gehalt zwischen Überlebenden und Nicht-

Überlebenden gefunden. Erste Untersuchungen zeigen, dass auch bei ICUAW Patienten 

eine Einschränkung der mitochondrialen Funktion vorhanden ist (43). Eine zukünftige 

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 Multiorganversagens ein besonders hohes Risiko haben eine ICUAW zu 

entwickeln (10, 12, 44). Dies limitiert allerdings unsere Aussagekraft bezüglich weniger 

kranker Patienten auf der Intensivstation. Daraus ergibt sich die Fragestellung, ob 

Intensivstationspatienten unterschiedlicher Krankheitsschwere unterschiedlich auf die 

Intervention ansprechen.  

Weitergehend stellt sich die Frage, ob die erhöhte muskuläre Masse das rehabilitative 

Potential des Patienten nach Entlassung von der Intensivstation verbessert. Weitere 

Untersuchungen über das gesamte Kontinuum des Krankheitsverlaufs von 

Intensivstationsaufnahme bis hin zum Abschluss der rehabilitativen Therapie sind 

notwendig, um diese Fragen zu klären. 

Zusammenfassend verhindert Protokoll-basierte Physiotherapie mit Muskel-aktivierenden 

Maßnahmen Muskelatrophie in kritisch kranken Patienten mit Sepsis und 

Multiorganversagen durch eine Hochregulation der Proteinsynthese ohne Suppression der 

Proteindegradation. 
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