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Hintergrund: Die Manifestation einer Critical lllness Myopathie (CIM) sowie einer systemischen
metabolischen Insulinresistenz mit konsekutiver Hyperglykdmie sind haufige und ernst zu
nehmende Komplikationen kritisch kranker Patienten, welche mit einer Erhdhung der Mortalitat,
Morbiditat und der Aufenthaltsdauer im Krankenhaus assoziiert sind.

Fragestellung: Es gilt, die Gesamtkoérperinsulinsensitivitat von Intensivpatienten und gesunden
Probanden zu vergleichen. Dabei soll gleichzeitig der Substratstoffwechsel im Skelettmuskel
unter Insulinstimulation auf Veranderungen untersucht werden. Da vielfach ein post-
Rezeptordefekt als Ursache fiir eine herabgesetzte Insulinsensitivitdt im Rahmen kritischer
Erkrankung postuliert wurde, wird zusatzlich die muskuldre Expression von Genen des
Insulinsignalwegs analysiert. Im Speziellen werden die Untersuchungsergebnisse von CIM- und
NonCIM-Patienten gegenuber gestellt und Veranderungen im zeitlichen Verlauf der kritischen
Erkrankung beurteilt.

Methodik: Es wurde eine prospektive klinische Observationsstudie konzipiert. Eine CIM-
Diagnostik fand mittels der Methode der direkten Muskelstimulation statt. Intensivpatienten mit
intakter Muskelmembranerregbarkeit wurden als NonCIM-Patienten gruppiert. An Tag 7 sowie
an Tag 17 nach ITS-Aufnahme wurde bei den Intensivpatienten ein hyperinsulindmer
euglykdmer Clamp (HE-Clamp) mit simultaner Mikrodialyse im M. vastus lateralis durchgefihrt.
Als Mafly fur die Gesamtkdrperinsulinsensitivitdt wurde der Insulinsensitivitdtsindex (ISI)
berechnet. Mittels Mikrodialyse wurden die muskuldren Konzentrationen von Glukose, Laktat,
Pyruvat und Glycerol im HE-Clampverlauf bestimmt. Um die Expression von am metabolischen
Insulinsignalweg beteiligten Genen zu analysieren, wurden an zwei Zeitpunkten
Muskelbiopsieproben aus dem M. vastus lateralis enthommen. Zur Generierung von
Referenzwerten wurden metabolisch gesunde Probanden rekrutiert.

Ergebnisse: 30 Intensivpatienten gingen in die finale Analyse ein. Bei 60 % dieser Patienten
wurde eine CIM diagnostiziert (CIM-Patienten). Die Intensivpatienten waren an beiden HE-
Clampzeitpunkten durch eine massive Reduktion des ISls gegenlber gesunden Probanden
gekennzeichnet. CIM-Patienten wiesen insbesondere wahrend des ersten HE-Clamps einen
noch starker reduzierten I1S| auf als NonCIM-Patienten. Im Verlauf vom ersten zum zweiten HE-
Clamp konnte eine leichte Regeneration des ISIs dokumentiert werden, wobei das Niveau
weiterhin signifikant unterhalb von dem gesunder Probanden lag. Durch die Applikation von
Glukose und Insulin konnten bei den Intensivpatienten wahrend beider HE-Clamps unabhangig
vom Vorliegen einer CIM keine Stoffwechselveranderungen im Muskelinterstitium induziert

werden. In der Muskelbiopsie zeichneten sich die Intensivpatienten zu beiden Zeitpunkten
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0. Abstract

durch ein gegenuber den Kontrollprobanden deutlich verandertes Expressionsmuster aus,
wobei CIM-Patienten im Allgemeinen starkere Abweichungen zeigten als NonCIM-Patienten.

Diskussion: Es wurde erstmals dokumentiert, dass Intensivpatienten durch eine massive
Einschrankung der metabolischen Flexibilitdt der Skelettmuskulatur charakterisiert sind, wobei
CIM- und NonCIM-Patienten gleichermalen betroffen waren. Entgegen bisheriger Annahmen,
die Insulinsensitivitdt der Skelettmuskulatur bei kritischer Erkrankung sei verhaltnismafig
suffizient und die Senkung des Blutglukosespiegels nach Insulinstimulus beruhe vornehmlich
auf erhohter Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur, zeigt die vorliegende Arbeit, dass der
Energieumsatz in der Skelettmuskulatur kritisch kranker Patienten durch Hyperinsulindmie nicht
beeinflusst wird. Die Zunahme des ISls scheint daher auf einer Steigerung der
Insulinresponsivitdt extramuskularer Gewebe zu beruhen Die Genexpressionsergebnisse
unterstitzen die Hypothesen zum Vorliegen eines post-Rezetordefekts. Durch die vorliegende
Arbeit wurden Einblicke in die komplexen Mechanismen der Insulinresistenz bei
Intensivpatienten mit bzw. ohne CIM gewonnen, welche die Grundlage fir weitere
Untersuchungen zu den pathophysiologischen Hintergrinden und mdéglichen Praventions- und

Therapiestrategien bilden.
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Background: Manifestation of critical illness myopathy (CIM) as well as systemic metabolic
insulin resistance with subsequent hyperglycaemia are frequent and serious complications in
critically ill patients, that increase morbidity, mortality and length of stay in hospital.

Objectives: Whole-body insulin sensitivity of patients from the intensive care unit (ICU) should
be compared to that of healthy subjects. Simultaneously substrate metabolism in skeletal
muscle under the condition of insulin stimulation will be examined for changes. Since post-
receptor defects have been postulated as a cause of decreased insulin sensitivity in the context
of critical illness, muscular expression of genes involved in the metabolic insulin signalling
pathway will be analysed. In particular findings from ICU-patients with and without CIM should
be compared and results will be evaluated in the time course of critical illness.

Methods: In this prospective observational study diagnosis of CIM was established by direct
muscle stimulation. ICU-patients with intact skeletal muscle membrane excitability were
grouped as NonCIM-patients. Hyperinsulinaemic euglycaemic clamp (HE-clamp) with
simultaneous microdialysis in vastus lateralis muscle was performed on day 7 as well as on day
17 after ICU-admission. As a measure of whole-body insulin sensitivity the insulin sensitivity
index (ISI) was calculated. Via microdialysis interstitial concentrations of glucose, lactate,
pyruvate and glycerol were determined. To analyse the expression of genes involved in
metabolic insulin signalling pathway biopsies were taken from vastus lateralis muscle in ICU-
patients twice. For generation of reference values metabolically healthy volunteers were
recruited.

Results: 30 ICU-patients were enrolled in the final analysis. In 60 % of these patients CIM was
diagnosed. At both time points of the HE-clamps ICU-patients were characterised by a massive
diminution of ISI compared to healthy subjects. Particularly during the first HE-clamp the
reduction of ISI was even more pronounced in CIM-patients than in NonCIM-patients. In the
time course from first to second HE-clamp a slight regeneration of ISI could be documented, but
the level was still significantly lower than that in healthy controls. The application of glucose and
insulin did not induce any metabolic changes in interstitial muscle tissue of ICU-patients during
both HE-clamps, independent of the presence of CIM. Muscle biopsies of ICU patients were
characterised by significantly altered gene expression patterns compared to healthy controls at
both biopsy time points and CIM-patients showed even greater deviations than NonCIM-
patients.

Discussion: It was documented for the first time that ICU-patients are characterised by a
massive restriction of metabolic flexibility of skeletal muscle. Skeletal muscle of CIM- and

NonCIM-patients was similarly affected by metabolic insulin resistance. Contrary to previous
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assumptions that in context of critical illness, insulin sensitivity of skeletal muscle is quite
sufficient and lowering of blood glucose is primarily based upon increased glucose uptake into
skeletal muscle, the present work demonstrates that energy turnover in skeletal muscle of
critically ill patients is not affected by hyperinsulinemia. Consequently, the increase in systemic
insulin sensitivity appears to result from an increase in insulin sensitivity of extra-muscular
tissues. The gene expression results support theories on the existence of post-receptor defects.
With the help of the present work insights into the complex mechanisms of systemic and
muscular insulin resistance in critically ill patients were obtained. The fundament for future
investigations concerning the pathophysiological background and proper preventive as well as
therapeutic strategies was established.
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1. Einleitung

1.1 DIE ERWORBENE MUSKELSCHWACHE BEI INTENSIVPATIENTEN
Die auf der Intensivstation erworbene Muskelschwache ist eine schwere Komplikation kritisch
kranker Patienten. Im folgenden Abschnitt wird dieses Krankheitsbild hinsichtlich der Themen

Krankheitssystematik, Diagnostik, Risikofaktoren und Pathophysiologie umfassend vorgestellt.

1.1.1 Systematik

Die Critical lliness Myopathie (CIM) ist auf Intensivstationen (ITS) gemeinsam mit der Critical
lliness Polyneuropathie (CIP) eine schwerwiegende neuromuskuldre Komplikation kritisch
kranker Patienten. Die Bezeichnungen kritisch kranker Patient und Intensivpatient werden
synonym verwendet. CIM und CIP prasentieren sich im Wesentlichen als generalisierte
Schwache der Skelett- und Atemmuskulatur, welche sich definitionsgemaf akut im Rahmen der
kritischen Erkrankung entwickelt." Aufgrund der Beteiligung des Diaphragmas und der
Atembhilfsmuskulatur bereitet insbesondere die EntwOhnung vom Beatmungsgerat grofRRe
Schwierigkeiten. Ein komplettes Entwdhnungsversagen mit dauerhafter Abhangigkeit von
maschineller Beatmung kann die Folge sein.? Die Mobilisation der Patienten wahrend und nach
dem Klinikaufenthalt ist meist nur mit Einschrankungen mdglich, was den Genesungsprozess
entscheidend verzdgern kann. Es droht die Gefahr einer erheblichen Verlangerung des
Krankenhausaufenthalts mit steigendem Morbiditats- und Mortalitétsrisiko sowie einer nach
Entlassung anhaltenden Muskeldysfunktion mit mafRgeblicher Einschrankung der weiteren
Lebensqualitat.>™®
In der Literatur existieren verschiedene Termini flir das heterogene Krankheitsbild dieser auf
der ITS erworbenen Muskelschwache. Fur die rein klinische Beschreibung des
Symptomkomplexes wurden in der Literatur die Begriffe Intensive Care Unit Aquired Weakness
(ICUAW)® oder Intensive Care Unit Aquired Paresis (ICUAP)’ gepragt. Anhand von
elektrophysiologischen oder histologischen Kriterien I&sst sich differenzieren, ob primér eine
nervale oder eine muskuldre Dysfunktion fir den klinischen Aspekt der Muskelschwache
verantwortlich ist. Beruht die muskuldre Schwéache auf einer distalen sensomotorischen
Polyneuropathie, so spricht man von einer CIP.2 Findet sich als zugrunde liegende Pathologie
fur die Muskelschwache eine primare Myopathie, variieren die Bezeichnungen je nach
vermuteter Pathogenese von acute corticosteroid myopathy, acute hydrocortisone myopathy,
acute quadriplegic myopathy, acute myopathy in severe asthma, acute corticosteroid and
pancuronium-associated myopathy bis zu thick filament myopathy.' Analog zum Terminus CIP
werden die genannten Entitdten unter dem Begriff CIM zusammengefasst."® Im Verlauf des
1
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Aufenthalts auf der ITS liegt haufig eine Koexistenz von CIM und CIP, vor was in der Literatur
als Critical lliness Polyneuromyopathie (CIPNM) beschrieben wird.™

Es wurde gezeigt, dass die CIM bei Intensivpatienten mit Sepsis oder Multiorganversagen eine
hohere Pravalenz aufweist als die CIP."""® AuRerdem manifestiert sich die CIM zu einem
friheren Zeitpunkt als die CIP."*™

Die Erfassung der Inzidenz von CIM bzw. CIP gestaltet sich aufgrund eines heterogenen
Patientenkollektivs,  uneinheitlicher = Krankheitsbezeichnungen,  Diagnosekriterien  und
Diagnosezeitpunkte schwierig.

Die klinische Evaluation der Muskelkraft bei adaquater Wachheit von 95 Intensivpatienten,
welche fur mindestens sieben Tage beatmungspflichtig waren, hat eine Inzidenz von 25 % fur
die auf ICUAW aufgezeigt.” Stevens et al. haben in ihrer 2007 verdffentlichten systematischen
Ubersichtsarbeit 24 Populationen kritisch kranker Patienten analysiert, bei denen mittels
elektrophysiologischer Untersuchungen nach neuromuskuldren Veranderungen gefahndet
wurde. Dabei zeigte sich, dass 46 % aller untersuchten kritisch kranken Patienten
neuromuskulare Stérungen aufwiesen. In sechs der 24 Studienpopulationen wurde zwischen
CIM, CIP und kombinierter CIPNM differenziert: Fir die CIM ergab sich eine Pravalenz von
20 %, wahrend die Pravalenz der CIP 13 % und die der CIPNM 9 % betrug.""

1.1.2 Diagnostik

Die Stellung der Diagnose CIM bzw. CIP basiert auf drei diagnostischen Komponenten:
* Klinischer Nachweis einer Muskelschwache
* Elektrophysiologischer Nachweis einer CIM und/oder CIP

* Histologischer Nachweis einer CIM und/oder CIP

1.1.2.1 Klinische Untersuchung

Das klinische Erscheinungsbild von CIM und CIP zeigt viele Gemeinsamkeiten und
Uberschneidungen. Allein durch die klinische Untersuchung ist es nicht mdglich, sicher
zwischen CIM und CIP zu differenzieren, weshalb fiir die rein klinische Diagnose der
Muskelschwéche die Bezeichnung ICUAW gewahlt wird.

Das Vorliegen einer CIM und/oder CIP muss insbesondere bei erschwerter Entwéhnung vom
Respirator oder bei Entwéhnungsversagen als Ausdruck einer Schwache des Zwerchfells sowie
der Atemhilfsmuskulatur in Betracht gezogen werden. An wachen und kooperativen Patienten
kann die Kraft der Atemmuskulatur mittels einer Lungenfunktionsprifung anhand der

inspiratorischen und expiratorischen Drucke sowie der Vitalkapazitat evaluiert werden.
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Die Beteiligung der Skelettmuskulatur ist in beiden Krankheitsentititen symmetrisch. Im
Rahmen einer CIM ist vor allem die proximale Muskulatur von der Schwéache betroffen,
wahrend die distale Muskulatur vor allem beim Vorliegen einer CIP von einem Kraftverlust
affektiert ist."

An wachen und kooperativen Patienten kann die Muskelkraft mittels des Medical Research
Council (MRC)-Scores quantifiziert werden. Dabei wird bilateral die Kraft von drei
Muskelgruppen der oberen und drei Muskelgruppen der unteren Extremitaten evaluiert. Je
Muskelgruppe werden vom Untersucher 0 Punkte fiir ein Fehlen der Muskelkontraktion bis
maximal 5 Punkte bei normaler Muskelkraft vergeben. Ein Proband mit normaler Muskelkraft in
allen Extremitaten kann in Summe bei Evaluation von zwoIf Muskelgruppen maximal 60 Punkte
erreichen. Sowohl CIM als auch CIP gehen mit einer Reduktion des MRC-Gesamtscores
einher. Betragt der MRC-Gesamtscore weniger als 48 Punkte, kann bei Intensivpatienten eine
ICUAW diagnostiziert werden.” Diese ist mit einer verlangerten Abhéngigkeit von maschineller
Beatmung, einer erhdhten Mortalitét, einer prolongierten Aufenthaltsdauer auf der ITS, und
verminderter Lebensqualitat nach dem Uberleben der kritischen Erkrankung verbunden.'*®
Eine weitere Moglichkeit ist die Evaluation der Muskelkraft mittels eines Handdynamometers.
Durch einen Faustschluss wird das Gerat komprimiert und die Handkraft in Kilogramm
quantifiziert. Auch diese Untersuchung erfordert einen wachen und kooperativen Patienten.
Hermans et al. haben in einer aktuellen Studie die Verlasslichkeit und Reproduzierbarkeit des
MRC-Scores und des Handdynamometers fiir kritisch kranke Patienten validiert."

Die Untersuchung der tiefen Sehnenreflexe kann normale Ergebnisse liefern oder eine
abgeschwachte Reflexantwort aufzeigen.

Die klinische Symptomprasentation unterscheidet sich zwischen CIP und CIM dahingehend,
dass bei der Existenz einer CIP neben einer Kraftreduktion von Skelett- und Atemmuskulatur
zusatzlich das Berlhrungs-, Schmerz-, Temperatur- und Vibrationsempfinden gestort ist.” Mit
Ausnahme der Nozizeption imponieren diese Einschrankungen jedoch erst, wenn der Patient
sein Bewusstsein wiedererlangt, da die Sensorik bei sedierten Intensivpatienten nicht

verlasslich tUberprift werden kann.

1.1.2.2 Elektrophysiologie
Mit Hilfe elektrophysiologischer Methoden kénnen auch analgosedierte Patienten auf das
Vorliegen einer CIM oder CIP untersucht werden. Es existieren vielfaltige
Untersuchungsmethoden, anhand derer die Funktionalitdt von Nerven und Muskeln analysiert
werden kann: So kdénnen motorische und sensible Nervenleitgeschwindigkeiten gemessen
werden, um die funktionelle Integritdt des Nervs zu untersuchen. Zur Evaluation der

funktionellen Integritat des Muskels existiert die Mdglichkeit, eine Elektromyographie (EMG)



1. Einleitung

durchzuflihren, wobei nach Zeichen pathologischer elektrischer Spontanaktivitat wie positiven
scharfen Wellen und Fibrillationen gefahndet wird (Abb. 1).

Abb. 1 a-b EMG eines relaxierten Patienten. a Normalbefund: elektrische Stille. b pathologische
Spontanaktivitdt bei funktioneller Denervierung oder bei Muskelerkrankungen: Fibrillationen (dinne
Pfeile) und positive scharfe Wellen (Blockpfeile). Fibrillationen haben eine relativ niedrige Amplitude und
sind von kurzer Dauer. Positive scharfe Wellen zeigen zu Beginn eine starke positive Amplitude

(Ausschlag nach unten) gefolgt von einer langsamen Riickbildung mit negativer Nachschwankung.

AuRerdem kann die Amplitude des muskularen Summenaktionspotentials (compound muscle
action potential, CMAP) nach nervaler Reizung (neCMAP) oder nach direkter Muskelstimulation
(dmCMAP) beurteilt werden."'* Summenaktionspotentiale sensibler Nerven (sensory nerve
action potential, SNAP) werden gemessen, indem proximal des Orts einer nervalen Reizung ein
nervales Aktionspotential abgeleitet wird. Die Ableitung von SNAPs wird durch die Existenz von
Odemen beeintrachtigt, weshalb die gewonnenen Ergebnisse fir kritisch kranke Patienten mit
Vorbehalt betrachtet werden sollten.”® Anhand elektrophysiologischer Kriterien kann zwischen
dem Vorliegen einer CIM und einer CIP differenziert werden (Tabelle 1).

Tabelle 1 Ubersicht tiber die elektrophysiologischen Diagnosekriterien einer CIM bzw. cipt 141819

CIM CIP
neCMAP-Amplitude reduziert
neCMAP-Dauer verlangert normal
dmCMAP-Amplitude reduziert normal
SNAP-Amplitude normal reduziert
Nervenleitgeschwindigkeit normal normal oder leicht reduziert

pathologische Spontanaktivitat mit Fibrillationen

EMG " .
und positiven scharfen Wellen mdéglich

1.1.2.3 Histologie
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Die histologische Untersuchung von Muskel- bzw. Nervenbiopsien gilt als Goldstandard zur
Diagnose einer CIM oder einer CIP, insbesondere zur Abgrenzung gegen andere Myopathien
und Myositiden. Aufgrund der Invasivitat einer Muskel- bzw. Nervenbiopsie werden diese
Untersuchungen primar zu Forschungszwecken durchgefihrt und gehdren nicht zu den

Standardmethoden des klinischen Alltags.

1.1.2.3.1 CIM

Charakteristisch fiir die CIM ist eine Atrophie der schnellen Typ 2 Muskelfasern schon in der
Friihphase der Erkrankung.?’ GleichermaRen kommt es zu einem selektiven Verlust des dicken
kontraktilen Muskelfilaments Myosin. Dies geht mit einer Verringerung des Muskelquerschnitts
einher. Histologisch auffallend ist auRerdem ein Verlust des polygonalen Faserquerschnitts hin
zu einem abgerundeten Faserquerschnitt mit zentral liegenden Zellkernen. Daruber hinaus
kodnnen Nekrosen, Vakuolen sowie eine Zunahme von Binde- und Fettgewebe nachweisbar
sein.’

Je nach Auspragungsgrad der histopathologischen Veranderungen lassen sich drei

morphologische Erscheinungsbilder differenzieren:*’

» thick filament* Myopathie
» diffuse, nicht-nekrotisierende Myopathie

* akute nekrotisierende Myopathie

Die Nervenbiopsie zeigt bei dem alleinigen Vorliegen einer CIM keine histopathologischen

Veranderungen.

1.1.2.3.2 CIP
In der Nervenbiopsie lassen sich beim Vorliegen einer CIP Zeichen der axonalen
Degenerationen vor allem im distalen Bereich motorischer und sensibler Nervenfasern
nachweisen. Dabei sind allein die Axone ohne Beteiligung der Myelinscheiden pathologisch
verandert. Entzindungszeichen sind nicht nachweisbar.
Das zur Neuropathie morphologische Korrelat in der Muskelbiopsie ist eine

Denervierungsatrophie sowohl von Typ 1 als auch Typ 2 Fasern."'®

1.1.3 Risikofaktoren

In der Literatur sind zahlreiche Risikofaktoren fur die Entwicklung einer ICUAW beschrieben.
Insbesondere Patienten mit systemischer Inflammation, Sepsis oder Multiorganversagen zeigen
ein erhdhtes Risiko fiir die Ausbildung einer ICUAW."'%%272* Folglich ist eine Risikoabschatzung

unter Zuhilfenahme von intensivmedizinischen Score-Systemen zur Quantifizierung der

5
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Krankheitsschwere méglich.'*?? Des Weiteren wird die Immobilisation wahrend des
intensivmedizinischen Aufenthalts als negativer Einflussfaktor auf die Entwicklung einer ICUAW
diskutiert. Als indirektes Mal} zur Quantifizierung der Immobilitdt kann die Beatmungsdauer
herangezogen werden. Diese korreliert unabhangig von anderen Risikofaktoren mit der
klinischen Diagnose ICUAW und der elektrophysiologischen Diagnose einer CIPNM.”?®

Der Effekt der Applikation von Glukokortikoiden im Rahmen der intensivmedizinischen Therapie
auf die Muskelmembranerregbarkeit wird kontrovers diskutiert. Es konnten negative

Auswirkungen einer Kortikosteroidtherapie auf das neuromuskuldre System nachgewiesen

4,7,27 22,23,28-30

werden. Dagegen wurden in anderen Untersuchungen neutrale oder gar
protektive®' Effekte einer Kortikosteroidtherapie im Hinblick auf die Entwicklung einer ICUAW
beobachtet. Ahnlich verhalt sich die Studienlage beziglich des Einfluss von Muskelrelaxantien
und Aminoglykosid-Antibiotika. 2223283132

Dariiber hinaus ist berichtet, dass auch die Parameter weibliches Geschlecht,” héheres

® zentralnervése Stérungen®® sowie parenterale

Lebensalter,®’ Hyperosmolaritit im Plasma,?
Ernahrung® unabhangig von anderen Faktoren mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko fiir
ICUAW assoziiert sind.

Ein relativ neuer Aspekt in der Diskussion um Risikofaktoren fur die Entwicklung einer CIPNM
ist eine schwankende Plasmacalciumkonzentration. Anastasopoulos et al. haben gezeigt, dass
sowohl  Hypocalciamie als auch  Hypercalciamie mit einer Zunahme  der
Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir eine CIPNM einher gehen.*®

Ein weiterer viel untersuchter und kontrovers diskutierter Risikofaktor ist eine erhdhte
Blutzuckerkonzentration. Bereits im Jahr 1991 haben Witt et al. aufgezeigt, dass die funktionelle
Integritédt peripherer Nerven negativ mit der Blutglukosekonzentration korreliert.? In den
folgenden Jahren haben insbesondere Untersuchungen hinsichtlich der Effekte einer
intensivierten Insulintherapie (lIT) nahe gelegt, dass eine Vermeidung von Hyperglykdmie die
Inzidenz von CIPNM verringert.®*"%*% Nanas et al. haben in einer statistischen Analyse von
185 interdisziplinaren Intensivpatienten die Theorie eines potentiell toxischen Effekts erhdhter

Blutglukosespiegel auf neuromuskuldre Strukturen bestatigt.*

Auf Grundlage dieser
Untersuchungen wurde die Hyperglykdmie als ein wichtiger unabhangiger Risikofaktor fur CIP
und CIM etabliert.™

Aus den genannten Risikofaktoren ergeben sich mdgliche Praventionsstrategien, die das
Auftreten einer CIM vermindern kénnen. Dazu zahlen eine friihzeitige passive und wenn
moglich aktive Mobilisation, eine strikte Einhaltung von Normoglykamie, ein zurtuckhaltender
Umgang bei der Applikation von Glukokortikoiden sowie eine Sedierung und Muskelrelaxation

auf moglichst niedrigem Niveau.

1.1.4 Pathophysiologie
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Der Entwicklung einer ICUAW liegt ein komplexer multifaktorieller Pathomechanismus
zugrunde, welcher Gegenstand aktueller Forschung ist.

Ein Hauptansatzpunkt zur Klarung der Pathogenese der ICUAW ist die systemische
Inflammation bzw. Sepsis, welche das dominierende gemeinsame Merkmal von
Intensivpatienten  darstellt®® So wird insbesondere die gesteigerte Expression
proinflammatorischer Zytokine mit der Entwicklung einer ICUAW in Verbindung gebracht. Es
wurde gezeigt, dass erhdhte Interleukin-6- und TNF-a-Spiegel mit einer Reduktion der
Muskelkraft einher gehen.'?3"3

Die Erklarungsansatze fur die inflammationsassoziierte Pathogenese der CIP und der CIM
unterscheiden sich in den pathophysiologischen Ansatzpunkten:

Patienten mit CIP exprimieren im GefaRendothel peripherer Nerven verstarkt E-Selektin. Dieses
Adhasionsmolekul induziert die Aktivierung von Leukozyten und fuhrt lokal zu einer vermehrten
Zytokinproduktion mit konsekutiver Steigerung der Kapillarpermeabilitdt. Sowohl potentiell
neurotoxische Substanzen (Zytokine, Pharmaka, Glukose) als auch Flissigkeit kbnnen dadurch
aus dem BlutgefdRsystem in das neurale Interstitium Ubertreten.® Es entwickelt sich ein
progredientes endoneurales Odem, welches durch Hyperglykdmie aggraviert wird. Uber
Ischamie, Energie- und Substratmangel resultiert eine primare Degeneration der Axone (CIP).
Die Muskulatur von Patienten mit CIM ist durch eine Einschrankung der Mikrozirkulation mit
nachfolgender Hypoxie der Myozyten gekennzeichnet. Diese ischamische Hypoxie wird
potenziert durch eine zytopathische Hypoxie, die sich aus einem substratmangelbedingtem
ATP-Defizit ergibt. Der ATP-Mangel wird begunstigt durch die zytokinabhangige Aktivierung des
ATP-verbrauchenden Ubiquitin-Proteasomen-Systems. Dariiber hinaus filhren Zytokine zur
Induktion der NO-Synthetase mit nachfolgender Steigerung der NO-Produktion.
Stickstoffmonoxid blockiert insbesondere die Komplexe | und IV der mitochondrialen
Atmungskette und hemmt dadurch die ATP-Produktion. Intrazellularer Energiemangel und eine
vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffradikale sind das Ergebnis dysfunktionaler
Mitochondrien. Es resultiert ein enormer Zellstress mit einer Stérung der funktionellen Integritat
der Muskelzelle. Schliel3lich wird aus den defekten Mitochondrien das im Zytoplasma
proapoptotisch wirkende Cytochrom C freigesetzt mit der Folge des ZeIIuntergangs.40

Des Weiteren wurde gezeigt, dass Patienten mit CIM vermehrt Calcium aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum freisetzen. Im Zytoplasma werden dadurch Calcium-abhangige
Proteasen wie Calpain aktiviert, die initial zu einer Proteolyse fuhren. Unterstitzt wird der
muskulare Proteinabbau durch die zytokinbedingte Aktivierung des Ubiquitin-Proteasomen-
Systems. Dieses baut insbesondere die schweren Ketten des kontraktilen Proteins Myosin ab.
Zugleich hemmen die Zytokine TNF-a und Interferon-y die Genexpression von MyoD, welches

t38

eine wichtige Rolle fur die Ausdifferenzierung von Myotuben spielt.”™ Zytokine férdern demnach
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den Untergang vorhandener Muskelzellen und inhibieren gleichzeitig die Reifung neuer
Muskelzellen. Die Folgen sind eine Reduktion der Muskelmasse sowie ein Kraftverlust der
vorhandenen Muskulatur. Dies wird per se durch die Immobilisation wahrend der kritischen
Erkrankung aggraviert.

Die mit einer CIM einhergehende verminderte oder ganzlich aufgehobene
Muskelmembranerregbarkeit beruht unter anderem auf Defekten der schnellen Natrium-Kanale.
Denervierung und Dexamethasonbehandlung flihren bei Ratten zu charakteristischen
Veranderungen der Muskelmembranerregbarkeit. Die Arbeitsgruppe um Rich hat an diesem
Tiermodell fur CIM gezeigt, dass sowohl im Sarkolemm als auch im sarkoplasmatischen
Retikulum Natrium-Kanale vermehrt inaktiviert sind. Sie fanden eine verstarkte Depolarisierung
des Ruhemembranpotentials, einen erniedrigten spezifischen Membranwiderstand, eine
verminderte Anzahl an Natrium-Kanalen, eine Reduktion der Aktionspotentialamplitude sowie
eine verstarkte Hyperpolarisation bei der schnellen Inaktivierung der Natrium-Kanale.*'™** All
diese Veranderungen kdnnen zur Herabsetzung der Muskelmembranerregbarkeit beitragen.
Hyperglykdmie und eine verminderte Insulinsensitivitdt sind haufig zu beobachtende
Phanomene bei Intensivpatienten, welche sich bereits in der friilhen Phase einer kritischen
Erkrankung manifestieren. Die Arbeitsgruppe um Van den Berghe hat im Rahmen von
Untersuchungen zu den Effekten einer IIT bei Intensivpatienten festgestellt, dass die Inzidenz
neuromuskuldrer Komplikationen durch die IIT signifikant gesenkt wird.**"3*% Es ist nicht
eindeutig geklart, ob die positiven Effekte der IIT auf die neuromuskulare Integritat sekundar
durch die Vermeidung von Hyperglykdmie oder primar durch die anabole und
antiinflammatorische Insulinwirkung bedingt sind. Eine Regressionsanalyse hat angedeutet,
dass die Pravention neuromuskularer Komplikationen durch |IT insbesondere auf der Reduktion

t* In den

des Blutzuckerspiegels, weniger auf der Applikation von Insulin beruh
Untersuchungen zur IIT wurde nicht zwischen dem Vorliegen einer CIM und einer CIP
differenziert. Diese Unterscheidung ist jedoch von groRer Relevanz, wenn man die negativen
Auswirkungen von Hyperglykamie naher betrachten mdchte. Neurone nehmen
insulinunabhangig Glukose auf und kdnnen daher durch Hyperglykdmie direkt geschadigt
werden. Im Gegensatz dazu erfolgt die Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur primar
insulinabhangig, weshalb der Muskel nicht zwingend von den toxischen Effekten einer
Hyperglykdmie bedroht sein muss. Vor diesem Hintergrund ist anzunehmen, dass die durch
Hyperglykdmie hervorgerufene Dysfunktion von Nerven und Muskeln auf unterschiedlichen
Mechanismen beruht. Die zugrunde liegenden pathophysiologischen Zusammenhange

zwischen Hyperglykamie, Insulinresistenz und CIM bzw. CIP sind bis heute nicht verstanden.
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1.2. DER SYSTEMISCHE GLUKOSESTOFFWECHSEL BEI AKUTER KRITISCHER ERKRANKUNG

Der Blutglukosespiegel wird beim Menschen unter normalen Bedingungen in einem Bereich von
80-140 mg/dl konstant gehalten. An dieser Homdostase sind komplexe neuroendokrine
Regulationsmechanismen beteiligt. Katecholamine, Glukagon und Wachstumshormon sind die
wichtigsten Hormone, die Uber eine Stimulation der Glukoneogenese und Glykogenolyse den
Blutzuckerspiegels anheben. Im Gegensatz dazu fihrt Insulin Uber eine Hemmung der
Glukoneogenese und Glykogenolyse sowie Uber eine Steigerung der peripheren
Glukoseaufnahme zu einer Absenkung des Blutglukosespiegels.

Eine akute kritische Erkrankung geht haufig mit Verdnderungen der Glukosehomdostase
einher. Patienten, bei denen zuvor keine Stérung der Glukosetoleranz bekannt war, fallen auf
der ITS mit der Manifestation einer Hyperglykamie auf.**** Ursachlich fiir die Hyperglykamie bei
Intensivpatienten ist die Kombination von Veranderungen des Glukosestoffwechsels und einer
sich entwickelnden Insulinresistenz im Rahmen der physiologischen Stressantwort des Koérpers.
Diese Alterationen sind prinzipiell reversibel, sodass eine erfolgreiche Behandlung der zur
Intensivpflichtigkeit fUhrenden Erkrankung mit einer dauerhaften Normalisierung des
Blutglukosespiegels und der systemischen Insulinsensitivitat einhergeht.*®

Der im Rahmen von Trauma oder Sepsis erhdhte sympatho-adrenerge Tonus ruft eine
Steigerung der hepatischen Gykogenolyse und Gukoneogenese hervor, um eine suffiziente
Versorgung der obligat glukoseabhangigen Zellen des Nervensystems und der
Inflammationskaskade zu garantieren. Da die Glukosebereitstellung den tatsachlichen
Glukoseverbrauch  Ubersteigt, flhren diese Vorgange =zu einer Anhebung der
Blutzuckerkonzentration. Hohe Serumspiegel der insulin-antagonistischen Hormone Glukagon,
Cortisol und Wachstumshormon potenzieren die Stimulation der Glykogenolyse und
Glukoneogenese sowie die Entwicklung einer Insulinresistenz. Die systemische Glukose-
homdastase wird zusatzlich durch Entzindungsmediatoren wie TNF-q, Interferon-a oder
Interleukin-1a beeinflusst. Die Zytokine kénnen eine Hyperglykdmie einerseits direkt durch
Steigerung der Glukoneogenese und Forderung einer Insulinresistenz verursachen.
Andererseits wird die Hyperglykdmie durch eine zytokininduzierte Sekretionssteigerung der
insulinantagonistischen Hormone Adrenalin, Glukagon, Cortisol und Wachstumshormon sowie
eine Hemmung der Insulinsekretion aggraviert.*

Die Veranderungen des hormonellen Milieus sowie die gesteigerte Produktion von Zytokinen
sind mit der Ausbildung einer zentralen und peripheren Insulinresistenz assoziiert. Der Begriff
.zentrale Insulinresistenz® beschreibt das Phanomen, dass die hepatische Glukoneogenese
durch physiologische Insulinplasmaspiegel nicht supprimierbar ist. Der Terminus ,periphere
Insulinresistenz® bezieht sich auf das Ausbleiben einer Insulinwirkung in der Skelettmuskulatur

und im Fettgewebe.*®
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1.2.1 Quantifizierung der systemischen Insulinsensitivitat

Zur Bestimmung der Gesamtkorperinsulinsensitivitat eignet sich die Methode des
hyperinsulinamen euglykdmen Clamps (HE-Clamp). Dieses Verfahren wurde 1979 von

DeFronzo et al*

erstmals beschrieben und gilt als Goldstandard zur Evaluation der
systemischen Insulinsensitivitdt. Der HE-Clamp beruht auf der Annahme, dass die
kontinuierliche Applikation einer supraphysiologischen Insulinmenge zur Suppression der
hepatischen Glukoneogenese fiihrt. Wahrend des HE-Clamps wird exogen Glukose appliziert,
um den Blutzucker im normoglykdmen Bereich zu halten. Zum Ende des HE-Clamps, wenn ein
konstanter Insulinplasmaspiegel erreicht ist, entsteht ein Gleichgewichtszustand, wahrend dem
die exogene Glukoseinfusionsrate der Menge Glukose entspricht, die insulinabhangig aus dem
Blut entfernt wird. Aus dem Verhdaltnis zwischen der Glukoseinfusionsrate und dem
Plasmainsulinspiegel wahrend des Gleichgewichtszustands kann der Insulinsensitivitatsindex
(IS1) als MaR fur die Gesamtkdrperinsulinsensitivitat berechnet werden.

Die Arbeitsgruppe um Zauner et al. hat mit Hilfe von Clamp-Studien an 40 kritisch kranken
Patienten zeigen koénnen, dass deren systemische Insulinsensitivitat gegenuber einem

gesunden Referenzkollektiv um bis zu 70 % reduziert ist.*®

1.2.2 Die metabolische Insulinclearance

Insulin wird primar hepatisch und renal eliminiert. Prinzipiell kénnen jedoch alle Gewebe,
welche den Insulinrezeptor exprimieren zum Insulinabbau beitragen. Nach Bindung von Insulin
an den Insulinrezeptor kommt es zu einer Rezeptorinternalisierung mit Bildung eines
Endosoms. Ein intraendosomaler pH-Abfall fihrt zur Ldsung der Bindung zwischen Rezeptor
und Insulin. Das Insulin wird durch Proteasen abgebaut, wahrend der Insulinrezeptor zur
Zelloberflache recyclen kann.*?

Im Rahmen von HE-Clamp-Untersuchungen kann die Insulin-Eliminationskapazitat des Kérpers
als metabolische Insulinclearance-Rate (MCR|) quantifiziert werden. Bereits 1982 haben Black
et al. an nicht-septischen polytraumatisierten Patienten festgestellt, dass dieses
Patientenkollektiv durch eine erhdhte Eliminationskapazitat fir Insulin charakterisiert ist.*°
Weitere Untersuchungen ergaben, dass die MCR, auch bei Patienten mit internistischer
kritischer Erkrankung erhoht ist.***! Diese Entdeckung wurde durch die im Zustand einer Sepsis
gesteigerten Leberperfusion mit daraus resultierender Steigerung der hepatischen

Insulinextraktion erklart.*®

Lange Zeit wurde vermutet, dass die beschriebenen Alterationen der Glukosehoméostase Teil
eines physiologisch sinnvollen Adaptationsvorgangs an den Umstand der kritischen Erkrankung
10
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sind. Untersuchungen zu den Auswirkungen einer IIT kamen jedoch zu dem Schluss, dass
Hyperglykdmie und Insulinresistenz bei Intensivpatienten mit einer Steigerung der Mortalitat
assoziiert sind.*® In Anbetracht der Kenntnis einer zentralen und peripheren Insulinresistenz bei
kritisch kranken Patienten wurde im Zuge der Untersuchungen zur IIT die Frage aufgeworfen,
wie die Applikation von Insulin eine Senkung des Blutzuckerspiegels bewirkt. Die postmortale
Analyse von Muskel- und Leberbiopsien kritisch kranker Patienten, hat ergeben, dass durch
eine IIT Schlusselmolekile des metabolischen Insulinsignalwegs in der Skelettmuskulatur
vermehrt exprimiert werden. In der Leber waren solche Veranderungen nicht detektierbar.®® Auf
Grundlage dieser Entdeckung kam die Vermutung auf, dass der blutzuckersenkende Effekt von
Insulin bei kritischer Erkrankung auf einer Insulinwirkung an der Skelettmuskulatur beruht.>*%*
Diese Hypothese impliziert, dass die muskuldre Insulinresistenz durch die Applikation

entsprechender Mengen Insulin Uberwunden werden kann.

1.2.3 Der Glukosestoffwechsel im Skelettmuskel

Zur Deckung des Energiebedarfs konnen Skelettmuskelzellen sowohl Glukose als auch Lipide
oxidieren. Welches Substrat bevorzugt wird, hangt unter Ruhebedingungen von der
Substratverfligbarkeit und dem Insulinplasmaspiegel ab. Bei Nahrungskarenz verstoffwechselt
die Muskulatur primar Fettsauren, wohingegen nach Nahrungsaufnahme steigende Glukose-
und Insulinplasmaspiegel eine Umstellung auf die Oxidation von Glukose als primare
Energiequelle hervorrufen. Die Fahigkeit der Muskulatur in Abhangigkeit vom Substratangebot
zwischen Fettsdure- und Glukoseoxidation zu variieren, wird mit dem Begriff ,metabolische
Flexibilitat* charakterisiert (Abb. 2).°%°°

Stimulation mit

Glukose + Insulin (HEC)
Fettsaureoxidation

(Glycerolt)

Glukoseoxidation
(Lactat/Pyruvat-Ratiot)

Fasten

Abb. 2 Die metabolische Flexibilitdt im gesunden Skelettmuskel. Der Muskel ist in der Lage die zur

Energiegewinnung genutzten Substrate an das entsprechende Substratangebot anzupassen.
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Im Zustand einer Sepsis ist die systemische Glukoseverwertung kritisch kranker Patienten
gegenluber gesunden Probanden signifikant erhéht, wobei die gesteigerte Glukoseaufnahme
vor allem in Skelettmuskelzellen, Erythrozyten und Zellen des zentralen Nervensystems
vermehrt iiber insulinunabhangige Mechanismen via Glukosetransporter 1 (GLUT1) erfolgt.”’
Lang und Kollegen setzten Ratten einer kontinuierlichen TNF-a-Infusion aus, um
herauszufinden, welche Gewebe an der gesteigerten Glukoseaufnahme im Rahmen einer
Sepsis beteiligt sind.*® Sie stellten fest, dass TNF-a die Glukoseaufnahme in der
Skelettmuskulatur aber auch in der Muskulatur von Herz und Diaphragma sowie in anderen
Organen wie Leber, Haut oder Intestinaltrakt steigert. Zusatzlich wurde die insulininduzierte
Glukoseaufnahme quantifiziert. Die muskuldre Glukoseaufnahme der mit TNF-a behandelten
Ratten lag unter Insulinstimulation um 73 % unterhalb des Niveaus von Kontrollratten.
Shangraw et al. bestatigten das Vorliegen einer muskularen Insulinresistenz an septischen
Patienten.”’ Sie konnten auRerdem zeigen, dass die Fahigkeit der Skelettmuskulatur Glukose
zu oxidieren intakt war. Eine unbeeintrachtigte Glukoseoxidation bei septischen Patienten
wurde mehrfach bestatigt, wahrend gleichzeitig Hinweise fur eine defizitdre Glukose-
speicherung gefunden wurden.**® Die Beobachtungen von Lang et al. sowie Shangraw et al.
legten nahe, dass die Skelettmuskulatur im Rahmen einer Sepsis das Hauptorgan der sich
entwickelnden peripheren Insulinresistenz zu sein scheint.’®®’

Weitere Untersuchungen an Tiermodellen deuteten das Vorliegen eines post-Rezeptordefekts

als Ursache der reduzierten Insulinresponsivitat der Muskulatur an.*"*

Nur wenige
Arbeitsgruppen haben die Mechanismen, welche einer Insulinresistenz bei kritischer
Erkrankung zugrunde liegen, an Patienten untersucht.®®®* Doch konnten auch in diesen
Arbeiten Veranderungen des Insulinsignalwegs in der Skelettmuskulatur und eine Stérung der
GLUT4-Translokation nachgewiesen werden.

Um die Pathologie des post-Rezeptordefekts in der Skelettmuskulatur im Folgenden genauer
betrachten zu kdénnen, soll zunachst der unter physiologischen Bedingungen ablaufende

muskulare Insulinsignalweg erlautert werden.
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1.2.4 Der Insulinsignalweg im Skelettmuskel des Gesunden

Insulin ist ein Proteohormon, welches in den 3-Zellen des Pankreas gebildet und gespeichert
wird. Es besteht aus einer A- und einer B-Kette, welche Uber zwei Disulfidbricken kovalent
miteinander verbunden sind. Gespeichert werden die Insulinmolekiile in Vesikeln des Golgi-
Apparats, wo sie mit Zink-lonen stabilisierte Komplexe bilden. Die Insulinsekretion ist komplex
reguliert. Insbesondere orale Glukoseaufnahme fihrt zu einem Anstieg der Insulin-
plasmakonzentration. Der zugrunde liegende Mechanismus ist bis heute noch nicht vollstandig
verstanden. Im Allgemeinen akzeptiert ist die Annahme folgender Kaskade: enterale
Glukoseresorption, Anstieg des Blutglukosespiegels, erleichterte Diffusion von Glukose via
Glukosetransporter 2 (GLUT2) in die R-Zellen des Pankreas, Verstoffwechslung der Glukose
Uber aerobe Glykolyse, Anstieg der ATP-Konzentration, SchlieBen ATP-abhangiger Kalium-
Kanale, Depolarisation der Zellmembran, Offnung spannungsabhéngiger Calcium-Kanale,
Calcium-Einstrom, Aktivierung des Calcium-abhangigen Exozytosewegs, Insulinsekretion.®®

Die Wirkung von Insulin an Zielgeweben lasst sich in zwei Haupteffekte unterteilen: Einerseits
stimuliert Insulin Gber den mitogenen Ras/ERK (extracellular-signal regulated kinase)-
Signalweg Zellproliferation und -differenzierung, andererseits entfaltet Insulin Uber den PI3K/Akt
Signalweg metabolische Effekte. Da die vorliegende Arbeit die insulinabhangige Regulation des
Energiestoffwechsels thematisiert, fokussiert der folgende Abschnitt den metabolischen Weg

der Insulinsignalkaskade (Abb. 3).
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Abb. 3 Schematischer Ablauf des metabolischen Weges der Insulinsignalkaskade. Der Insulinrezeptor
gehort ebenso wie der Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) -Rezeptor zur Familie der Tyrosinkinase-
Rezeptoren. Aufgrund einer hohen Strukturhomologie kénnen beide Rezeptoren konzentrationsabhangig
sowohl von Insulin als auch von IGF-1 und IGF-2 aktiviert werden.®’ Die Bindung dieser Substrate fuhrt
Uber eine Autophosphorylierung (P) des Rezeptors zur Rekrutierung und Phosphorylierung von
Insulinrezeptorsubstraten (IRS). An aktivierte IRS kann die regulatorische Untereinheit (UE) der Klasse 1A
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) andocken. Dies flhrt Uber eine Konformationséanderung zur
Aktivierung der katalytischen UE der PI3K mit nachfolgender Phosphorylierung von Phosphatidylinositol
(4,5)-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat (PIP3). Der second messenger PIP3
kann die Serin/Threonin-Kinase Akt zur Zellmembran rekrutieren. Akt phosphoryliert multiple Effektoren
und moduliert dariiber unter anderem den zellularen Energiestoffwechsel. Die Phosphorylierung des Akt
Substrat von 160 kDa (AS160) stimuliert die zellulare Glukoseaufnahme Uber vermehrten Einbau der
Glukosetransporters 4 (GLUT4) in die Plasmamembran, wahrend die Phosphorylierung der
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3RB) zu einer Steigerung der Glykogensynthese fiihrt. Die anabolen
Effekte auf den Proteinstoffwechsel werden iber Phosphorylierung von mammalian target of rapamycin
(mTOR) sowie Forkhead Box O (FOXO) vermittelt. Einzelheiten siehe Text. Fett hervorgehoben sind die

in der vorliegenden Arbeit analysierten Mediatoren des Insulinsignalwegs.

14



1. Einleitung

Die Insulineffekte werden durch die Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor, welcher in

nahezu allen Kérpergeweben exprimiert ist, vermittelt.®®

Der Insulinrezeptor gehért zur Gruppe
der Rezeptortyrosinkinasen. Er besteht aus zwei extrazellularen a-Untereinheiten und zwei
transmembrandren R-Untereinheiten, welche mit je einer a-Untereinheit verknipft sind. Der
intrazellulare Bereich der [R-Untereinheiten enthdlt das katalytische Zentrum der
Rezeptortyrosinkinase.69 Die Bindung von Insulin an die extrazellulare a-Domane fihrt zu einer
Anderung der Konformation innerhalb des Rezeptors, wodurch sich die R-Untereinheiten
annahern und es zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten am intrazellularen Bereich der R-
Untereinheit kommt. Diese Phosphorylierung verstarkt die intrinsische Rezeptor-
tyrosinkinaseaktivitat und schafft eine neue Bindungsstelle am Insulinrezeptor, wodurch Insulin-
Rezeptor-Substrate (IRS) mit dem Insulinrezeptor interagieren kénnen.

Gegenwartig sind 6 Insulin-Rezeptor-Substrate (IRS-1-6) beschrieben, die gewebeabhangig
unterschiedlich stark exprimiert werden und die metabolischen sowie mitogenen Effekte von
Insulin  vermitteln.” In der Skelettmuskulatur werden die bisher am umfangreichsten
untersuchten Vertreter IRS-1 und IRS-2 exprimiert. Die insulinabhangige GLUT4-Translokation
zur Plasmamembran wird vor allem durch IRS-1 vermittelt, wahrend IRS-2 tber Aktivierung der
Mitogen-aktivierten Kinase ERK eine Funktion in der Regulation von Zellproliferation und -
differenzierung zu (bernimmt.”" IRS werden von der intrinsischen Rezeptortyrosinkinase
phosphoryliert, wodurch weitere Enzyme binden und aktiviert werden kdnnen.

Im Rahmen der metabolischen Insulinwirkung spielt die Rekrutierung der Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K) an IRS-1 eine besondere Rolle. Die PI3K ist eine heterodimere Lipidkinase,
welche sich aus einer katalytischen und einer regulatorischen Untereinheit zusammensetzt. Es
wurden fir jede Untereinheit mehrere Isoformen identifiziert, weshalb abhangig von der
Zusammensetzung verschiedene PI3K-Klassen existieren. Gegenwartig sind 3 verschiedene
PI3K-Klassen (I-Ill) mit unterschiedlicher Substratspezifitidt beschrieben.”? Die Klasse | PI3K
phosphoryliert in erster Linie Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3). Die Klasse | PI3K lasst sich wiederum in 2
Gruppen unterteilen (IA PI3K und IB PI3K), wobei die IA PI3K primar im Signalweg des
Insulinrezeptor involviert ist. Die IA PI3K setzt sich aus der regulatorischen Untereinheit p85a/R,
p55a/y oder p50a und der katalytischen Untereinheit p110a/ oder y  zusammen.
Untersuchungen an Zellkulturen und transgenen Mausen haben gezeigt, dass die Isoform
p110a die relevante katalytische Isoform im Rahmen des Insulinsignalwegs ist.”>’* Nach
Aktivierung der PI3K durch Bindung an IRS kann das Enzym zur Zellmembran zum Zielmolekdl
PIP2 translozieren und dieses zum second messenger PIP3 aktivieren.”

Uber Bindung an PIP3 wird die Serin-/Threoninkinase Akt (auch bezeichnet als Proteinkinase

B) an die Zellmembran rekrutiert. Gegenwartig sind 3 Akt-Isoformen beschrieben (Akt1-3). Akt1
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und 2 werden ubiquitdr exprimiert, Ubernehmen jedoch verschiedene Funktionen. Akt2-
knockout-Mause sind insbesondere durch Stérungen im insulinabhangigen Glukose-
stoffwechsel charakterisiert.”

Durch die Bindung von Akt an die Plasmamembran, kann es von der membranstandigen PIP3-
abhangigen Kinase 1 an einem Threoninrest phosphoryliert werden. Phosphoryliertes Akt
(phospho-Akt) vermag zahlreiche intrazelluldre Substrate zu phosphorylieren und damit deren
Aktivitdt zu modulieren. So wird die Glykogensynthasekinase 3R (GSK3R) Akt-abhangig
phosphoryliert, wodurch die Kinase-Aktivitat des Enzyms gehemmt wird. Dadurch unterbleibt
die GSK3R-abhangige Phosphorylierung von Serinresten der Glykogensynthase, was in einer
Steigerung der Glykogensynthese resultiert. Analog fiuhrt das Unterbleiben der GSK3R-
abhangigen Phosphorylierung des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 2B zu einer
Stimulation der Proteinsynthese.”’

Ein anderes bedeutsames Protein downstream des Akt-Signalwegs ist mammalian target of
rapamycin  (MTOR). mTOR stimuliert die intrazellulare Proteinsynthese und ist ein
Schlisselmolekdl fiir die Regulation von Zellwachstum und -proliferation. Phospho-Akt ist in der
Lage, mTOR durch Phosphorylierung zu aktivieren.”

Weitere Zielmolekile von phospho-Akt sind die Forkhead Box O (FOXO)-
Transkriptionsfaktoren. Sie gehéren zu einer Gruppe evolutionar hochkonservierter Regulatoren
des Zellzyklus. In Saugetierzellen sind die Isoformen FOXO1, 3, 4 und 6 zu finden, welche sich
in ihrer Proteinstruktur, ihrer Funktion und Regulation sehr dhneln. FOXO befindet sich im
Zellkern und kann mittels der forkhead-Doméane an die DNA binden und die Transkription von
Genen induzieren. FOXO-Transkriptionsfaktoren spielen in der Muskulatur eine wichtige Rolle
bei der zelluldren Differenzierung sowie bei der Regulation des Kohlenhydrat- und
Fettstoffwechsels. So beglnstigen sie die Umstellung der Energiegewinnung vom oxidativen
Glukosestoffwechsel hin zur Oxidation von Fettsduren.”® AuRerdem induzieren sie die
Transkription von Genen des Ubiquitin-Proteasomen-Systems sowie der Autophagie-/
Lysosomen-Kaskade. Uber diese Systeme fordern FOXO-Transkriptionsfaktoren die
Proteindegradation und rufen eine Atrophie der Muskulatur hervor.'

Phospho-Akt stimuliert auRerdem die GLUT4-abhangige Glukoseaufnahme U(ber das so
genannte Akt Substrat von 160 kDa (AS160). AS160 und seine Bedeutung fir die Insulin-

abhangige GLUT4-Translokation wurde von der Arbeitsgruppe um Kane et al zuerst in

79,80
t’% t.8

Adipozyten entdeck und ist mittlerweile fir die Skelettmuskulatur bestatig
Es bleibt zu erwdhnen, dass Insulin die muskuldre Glukoseaufnahme nicht nur Uber eine
vermehrte Translokation von GLUT4 in die Plasmamembran stimuliert, sondern auch durch
eine Steigerung der Durchblutung sowie durch mikrovaskuladres Recruitment und Dilatation von

WiderstandsgefaRen.®
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1.2.5 Stérungen des muskularen Insulinsignalwegs bei akuter kritischer Erkrankung

Es existieren nur wenige Publikationen, welche den Insulinsignalweg in der Skelettmuskulatur
auf Gen- oder Proteinebene im Rahmen akuter kritischer Erkrankung analysiert haben. Das
bisherige Wissen basiert Uberwiegend auf Erkenntnissen aus Tiermodellen. Es ist nicht leicht,
die Ergebnisse der verschiedenen tierexperimentellen Untersuchungen in einen
Zusammenhang zu bringen, da sich die Studien bezuglich der Imitation kritischer Erkrankung,
des Erndhrungs-, Sedierungs- und Therapieregimes, der Muskelbiopsielokalisation und des
Biopsiezeitpunkts deutlich voneinander unterscheiden. Ahnliches gilt fiir die wenigen klinischen
Untersuchungen an Kollektiven kritisch kranker Patienten.

Shangraw et al. fanden bereits 1989 mittels hyperinsulinamer euglykdmer Clamps an
septischen Intensivpatienten Hinweise flr das Vorliegen eines post-Rezeptor-Defekts, welcher
der sich entwickelnden Insulinresistenz zugrunde liegen koénnte: So fuhrte die Infusion von
Insulin bei septischen Intensivpatienten durch die insulinabhangige Stimulation der Na'/K*-
ATPase zu einem erwartungsgemafien Abfall der Kaliumkonzentration im Plasma. Im
Gegensatz dazu war das AusmaR der insulinabhdngigen Glukoseaufnahme dezimiert.’ Die
Aktivierung der Na'/K*-ATPase erfordert ebenso wie die insulinabhdngige Steigerung der
Glukoseaufnahme Uber die Translokation von GLUT4 in die Plasmamembran den Ablauf
intrazellularer Signalkaskaden nachdem Insulin an seinen Rezeptor gebunden hat.®* Die bei
den septischen Patienten intakte insulinabhangige Aktivierung der Na'/K’-ATPase bei
gleichzeitiger Einschrénkung der insulinabhangigen Induktion der Glukoseaufnahme lassen
einen Defekt auf dem intrazellularen Weg von der Aktivierung des Insulinrezeptors bis zur
Translokation von GLUT4 in die Zellmembran vermuten.

Fan et al. haben 1996 in Ratten durch Infusion von Lipopolysacchariden eine gram-negative
Sepsis simuliert und anschlieBend einen hyperinsulindmen euglykdmen Clamp durchgefihrt.
Der Phosphorylierungsstatus von Insulinrezeptor und IRS-1 im Skelettmuskel war unter
baseline-Bedingungen identisch zu dem von Kontroll-Ratten. Allerdings blieb bei den
septischen Ratten die im Rahmen von Hyperinsulinamie erwartete Steigerung der
Phosphorylierung des Insulinrezeptors und des IRS-1aus.®

Im Jahr 2001 haben McCowen et al. Ratten Uber 72 Stunden kontinuierlich Endotoxine
infundiert, um dann einen Insulinbolus zu applizieren und anschlieRend die Proteinexpression
der Insulinsignalkaskade in der Skelettmuskulatur zu analysieren.®* Der Insulinrezeptorgehalt
sowie der Phosphorylierungsstatus des Insulinrezeptors waren identisch zu den Ergebnissen
von Ratten, die statt der Endotoxin- eine NaCl-Infusion erhalten haben. Gegenteilig hierzu
waren der Gehalt und der Phosphorylierungsstatus von IRS-1 bei den Endotoxin-Ratten

signifikant reduziert. Darlber hinaus konnte nach Endotoxin-Infusion eine verminderte
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insulinabhangige IRS-1 - PI3K-Assoziation nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnten
im selben Jahr durch Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Nunes et al. an einem
Rattenmodell, bei dem die Sepsis durch Zékum-Punktion mit konsekutiver Peritonitis ausgeldst
wurde,®® bestétigt werden.

Zwei Arbeitsgruppen untersuchten den Insulinsignalweg in der Skelettmuskulatur von Ferkeln,
welchen intravends Lipopolysaccharide bzw. E. coli Endotoxin appliziert worden sind. Aare et
al. dokumentierten, dass septische Ferkel gegeniber einer Kontrollkohorte vermehrt IRS-1
mRNA und weniger GSK3R mRNA exprimieren.’” Orellana et al. analysierten den
Phosphorylierungsstatus von Insulinrezeptor, IRS-1 und Akt in septischen Ferkeln und konnten
dabei keinerlei Alterationen im Vergleich zu nicht-septischen Tieren feststellen.® Die
Ergebnisse von Orellana et al. konnten 2012 von Mulligan et al. an einen Mausmodel sowohl
unter basalen Bedingungen als auch unter Insulinstimulation bestatigt werden.®

Thompson et al. entwickelten ein Rattenmodell, in dem der Zustand kritischer Erkrankung durch
ein chirurgisches Trauma und Blutverlust hervorgerufen wurde. Dies fuhrte im M. biceps brachii
bereits nach 60 Minuten zu einer herabgesetzten insulininduzierbaren Phosphorylierung von
Insulinrezeptor, IRS-1 und Akt im Vergleich zu Ratten, die eine chirurgische Intervention ohne
Hamorrhagie erlitten haben.*

Gegenwartig existieren 4 Publikationen, in denen der muskuldre Insulinsignalweg von
Intensivpatienten auf mRNA oder auf Proteinebene beschrieben wird.®*°> Die gewonnenen
Gen- und Proteinexpressionsergebnisse sind heterogen. Es lassen sich daraus keine validen
Schlussfolgerungen zum molekularen Pathomechanismus der gestdrten systemischen
Insulinsensitivitdt  bei  kritischer Erkrankung ziehen. Allerdings unterstitzen diese
Untersuchungen die von Shangraw et al. aufgestellte Hypothese hinsichtlich des Vorliegens

eines post-Rezeptordefekts.
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1.3 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die Entwicklung einer metabolischen Insulinresistenz und einer Hyperglykamie sind typische
Komplikationen eines intensivmedizinischen Aufenthalts, welche mit einer Steigerung der

34,91

Mortalitdt einhergehen. Gleiches gilt fiir die Manifestation einer CIM.” Nachdem

Hyperglykdmie als unabhangiger Risikofaktor fur die Entwicklung neuromuskularer

Komplikationen identifiziert wurde,'®*?

stellt sich die Frage nach einem mdglichen
Zusammenhang zwischen der Ausbildung einer Insulinresistenz und der Entwicklung einer CIM.
Beide Komplikationen kénnen auf gemeinsamen auslésenden Mechanismen, wie systemischer
Inflammation, Immobilisation oder der Applikation von Medikamenten beruhen. Allerdings
kénnten sich Insulinresistenz und CIM auch gegenseitig bedingen. Da die Skelettmuskulatur
neben der Leber und dem Fettgewebe das Hauptorgan der Insulinwirkung ist, liegt die
Vermutung nahe, dass Insulinresistenz und CIM in einer engen Wechselbeziehung zueinander
stehen. Ein solcher Zusammenhang ist bisher nicht naher untersucht worden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die pathophysiologischen Mechanismen sowie den
zeitlichen Verlauf der akut einsetzenden Insulinresistenz im Rahmen einer kritischer Erkrankung
allgemein und einer CIM im Speziellen zu untersuchen. Die bisherige Forschung hat zahlreiche
Hinweise dafur geliefert, dass die Skelettmuskulatur das zentrale Organ der gestdrten
Insulinwirkung bei kritischer Erkrankung ist."%*%% Aus diesem Grund fokussiert die
vorliegende Arbeit auf die metabolische Skelettmuskelhombostase sowie den metabolischen

Abschnitt der Insulinsignalkaskade in der Skelettmuskulatur.

Folgende Fragestellungen gilt es zu beantworten:

1. Unterscheidet sich die Gesamtkoérperinsulinsensitivitat von kritisch kranken Patienten mit

bzw. ohne CIM und gesunden Probanden?

2. Wie entwickelt sich die Gesamtkoérperinsulinsensitivitdt im zeitlichen Verlauf des ITS-

Aufenthalts von Patienten mit bzw. ohne CIM?

3. Finden sich bei kritisch kranken Patienten mit bzw. ohne CIM Veradnderungen des

insulinabhéngigen Substratstoffwechsels in der Skelettmuskulatur?

4. Wie stellt sich das Expressionsmuster von Genen des metabolischen Insulinsignalwegs in
der Skelettmuskulatur kritisch kranker Patienten mit bzw. ohne CIM gegenuber gesunden

Kontrollen dar?
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5. Verandert sich das Expressionsniveau von Genen des metabolischen Insulinsignalwegs in
der Skelettmuskulatur kritisch kranker Patienten mit bzw. ohne CIM im Verlauf des ITS-

Aufenthalts?
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2. Methoden

2.1 STUDIENDESIGN / STUDIENPROTOKOLL

Die prospektive klinische Observationsstudie wurde im Rahmen des Teilprojekts P3 ,Der
Skelettmuskelstoffwechsel und die Critical lliness Myopathie wahrend des frihen Verlaufs
systemischer Entziindung“ der von der Deutschen Forschungsgemeinschaft geférderten
klinischen Forschergruppe 192 durchgefiihrt. Die Ethikkommission der Charité -
Universitatsmedizin Berlin genehmigte die Durchfiihrung der Studie mit einem positiven Votum
(Charité EA2/061/06).

Voraussetzung flr den Einschluss eines Patienten war die Erfullung der im Folgenden

genannten Einschlusskriterien:

e Sequential Organ Failure Assessment Score von = 8 an mindestens drei von funf

aufeinander folgenden Tagen

* erwartete Beatmungsdauer > 72 h

sowie die Abwesenheit der im Folgenden genannten Ausschlusskriterien:
» fehlende Einverstandniserklarung durch einen amtlich bestellten Betreuer
* Alter <18 Jahre
* Schwangerschaft
* BMI > 35 kg/m?
* praexistenter Diabetes mellitus
* praexistente neuromuskulare Erkrankung
* vorhergehender Aufenthalt > 5 d auf einer anderen ITS

* infauste Prognose (zu erwartender Todeseintritt innerhalb weniger Stunden oder Tage trotz
Maximaltherapie)

* therapierefraktare Blutgerinnungsstérung

Taglich fand ein Screening nach geeigneten Patienten auf zwei interdisziplinaren
Intensivstationen der Klinik fiir Anasthesie und operative Intensivmedizin, Charité Berlin
Campus Virchow Klinikum statt. Erflllte ein Patient die Einschlusskriterien und lag kein
Ausschlusskriterium vor, so wurde ein Betreuungsverfahren fur diesen Patienten eingeleitet.
Der amtlich bestellte Betreuer wurde daraufhin sowohl mindlich als auch schriftlich Gber die

Zielsetzung, die geplanten Maflnahmen und die mdglichen Risiken einer Studienteilnahme
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aufgeklart. Unterschrieb der Betreuer die Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie,
so fand der Einschluss des Patienten statt.

Fortan wurden bei allen eingeschlossenen Patienten taglich Blutentnahmen sowie eine
neurologische Statusuntersuchung durchgefiihrt. Des Weiteren wurden intensivmedizinische
Scores zur Bewertung der Sedierungstiefe und der Krankheitsschwere erfasst.
Hamodynamische Parameter wie die Herzfrequenz und der arterielle Mitteldruck wurden
viermal taglich erhoben (6:00 Uhr, 12:00 Uhr, 18:00 Uhr, 24:00 Uhr). Auch der
Blutglukosespiegel wurde zu diesen vier Zeitpunkten dokumentiert. Zusatzlich wurde die taglich
applizierte Menge von Noradrenalin, Insulin und Hydrokortison aufgezeichnet.

Der Ablauf der Studieninterventionen ist in Abb. 4 dargestellt und wird in den sich

anschlielRenden Unterkapiteln naher erlautert.

ITS-Aufnahme

Studieneinschluss

1. Muskelbiopsie 2. Muskelbiopsie
1. HE-Clamp 2. HE-Clamp
DMS

I I I I I I I I I I I I I I I I r -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Tag aufITS

Tagliche Erfassung klinischer Scores und laborchemischer Parameter

Abb. 4 Flussdiagramm Studienprotokoll. ITS: Intensivstation; HE-Clamp: Hyperinsulindmer euglykdmer
Clamp; DMS: Direkte Muskelstimulation. Die durchgefiihrten Untersuchungen werden in den folgenden

Unterkapiteln naher erlautert.

2.1.1 Erfasste klinische Parameter

Einmalig wahrend des intensivmedizinischen Aufenthalts wurden bei den Patienten das
Korpergewicht in kg, die Korpergrofle in cm, der Body Mass Index (BMI) in kg/m? und die
Kérperoberflache (KOF) in m? bestimmt. Die Berechnung der Kérperoberflache erfolgte mit Hilfe

der seit 1916 etablierten Formel von Du Bois und Du Bois:*

KOF (m?) = 0.007184 x KérpergroRe (cm)®? x Kérpergewicht (kg)®#?°
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AuBBerdem wurde das ldealgewicht abhangig vom Geschlecht unter Zuhilfenahme einer der

zwei folgenden Formeln® berechnet:

Idealgewichtyznner (Kg) = [KbrpergréfRe (cm) -152.4] x 0.91 + 50
Idealgewichterauen (kg) = [KOrpergrofie (cm) -152.4] x 0.91 + 45.5

Um die Krankheitsschwere, die Sedierungstiefe und die Muskelkraft der Patienten zu bewerten

und zu vergleichen wurden die im Folgenden erlauterten Scores erfasst.

2.1.1.1 Sepsisklassifikation
Sepsis spielt im intensivmedizinischen Kontext eine relevante Rolle. Sie ist einerseits eine
Diagnose, die typischerweise die Indikation zur Aufnahme auf eine ITS stellt, andererseits kann
sie als Komplikation im Rahmen eines intensivmedizinischen Aufenthalts auftreten. Da Sepsis

t,% wurden bei den

auf Intensivstationen mit einer hohen Pravalenz und Mortalitat assoziiert is
Patienten der vorliegenden Studie wéahrend der ersten 14 Tage auf der ITS taglich die
Diagnosekriterien der Sepsis geprift und das Ergebnis dokumentiert. Die Sepsisdefinition
erfolgte auf Grundlage der S2-Leitlinie der Deutschen Sepsis-Gesellschaft und der Deutschen
Interdisziplinaren Vereinigung fir Intensiv- und Notfallmedizin.** Es werden die Entitaten
Systemic Inflammatory Response Syndrom (SIRS), Sepsis, schwere Sepsis und septischer

Schock anhand der in Tabelle 2 dargestellten Diagnosekriterien unterschieden.

Tabelle 2 Diagnosekriterien fir Sepsis, schwere Sepsis und septischem Schock®®

I Infektion * mikrobiologischer Nachweis oder klinischer Anhalt fiir eine Infektion
Il Systemic * Fieber (= 38,0 °C) oder Hypothermie (< 36,0 °C ) validiert durch eine
Inflammatory rektale, intravasale oder intravesikale Messung
Response Syndrom
(SIRS) » Tachykardie: Herzfrequenz = 90 /min

mind. 2 Kriterien * Tachypnoe (Atemfrequenz = 20 /min) oder Hyperventilation (P,CO, <

33 mmHg)

* Leukozytose (= 12000 /ul) oder Leukopenie (< 4000 /ul) oder = 10 %
unreife Neutrophile im Differentialblutbild
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Il Organkomplikation
mind. 1 Kriterium

Akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit,
Unruhe, Delirium

Thrombozytopenie: Thrombozytenzahl < 100.000 /ul oder
Thrombozytenabfall > 30 % innerhalb von 24 h (unter Ausschluss einer
Thrombozytopenie durch akute Blutung oder immunologische Ursachen)

Arterielle Hypoxamie (P,0; £ 75 mmHg) unter Raumluft, P,0,/FiO,
< 250 mmHg unter Sauerstofftherapie (unter Ausschluss einer
manifesten pulmonalen oder kardiale Erkrankung)

Renale Dysfunktion (Urinausscheidung < 0,5 ml/kg/h Gber = 2 h trotz
ausreichender Volumensubstitution und/oder Anstieg des Serum-
Kreatinins > 2x Uiber den Referenzbereich des lokalen Labors

Metabolische Azidose: Base Excess < -5 mmol/l oder eine
Laktatkonzentration > 1,5x oberhalb des lokal tiblichen Referenzbereichs

Sepsis

Kriterien I (Infektion) und Il (SIRS)

schwere Sepsis

Kriterien I (Infektion), Il (SIRS) und Ill (akute Organdysfunktion)

septischer Schock

Kriterien I (Infektion), Il (SIRS) und fir = 1 h systolischer arterieller Blutdruck
<90 mmHg bzw. ein MAD < 65 mmHg oder Einsatz von Vasopressoren
erforderlich, um den systolischen arteriellen Blutdruck = 90 mmHg oder den
MAD = 65mmHg zu halten. Die Hypotonie besteht trotz adaquater
Volumengabe und ist nicht durch andere Ursachen zu erklaren.

2.1.1.2 Renale Dysfunktion

An Tagen der Durchflhrung eines hyperinsulindamen euglykdmen Clamps wurde die renale

Funktion der Patienten anhand der Definition des Acute Kidnex Injury Networks (AKIN)®" auf

das Vorliegen eines akuten Nierenversagens sowie anhand der Kriterien der Kidney Disease

Outcomes Quality Initiative (KDOQI)® auf die Existenz einer terminalen Niereninsuffizienz

gepruft. Das Vorliegen einer chronischen terminalen Niereninsuffizienz wurde diagnostiziert,

wenn bereits vor ITS-Aufnahme eine chronische Dialysepflichtigkeit bei den Patienten bestand.

Die Stadien-Einteilung des akuten Nierenversagens nach den AKIN-Kriterien ist in Tabelle 3

dargelegt.

Tabelle 3 Stadieneinteilung des akuten Nierenversagens entsprechend der AKIN-Kriterien.”” Die

Einteilung in ein Stadium erfolgt, sobald ein Kriterium (Kreatiningerym 0der Urinausscheidung) erfiillt ist.

Stadium Kreatiningerym

Urinausscheidung

Kreatininanstieg =2 0.3 mg/dl oder 1.5- bis 2-facher
Kreatininanstieg Uber den Ausgangswert

< 0.5 ml/kgKG/h fiir mehr als 6 h

> 2- bis 3-facher Kreatininanstieg lber den Ausgangswert < 0.5 ml/kgKG/h fur mehr als 12 h
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> 3-facher Kreatininanstieg Uber den Ausgangswert oder < 0.3 ml/kg/h flr mehr als 24 h
Notwendigkeit eines renales Ersatzverfahrens oder Anurie fir mehr als 12 h

2.1.1.2 Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) Score
Der SOFA Score wurde als Messinstrument zur Beschreibung und Quantifizierung von
Organdysfunktionen bei septischen Intensivpatienten entwickelt.*® Es hat sich gezeigt, dass die
serielle Erhebung des SOFA Scores vor allem in der Frihphase des Aufenthalts auf einer ITS
eine Abschatzung der Prognose des Patienten erlaubt und auch fir Intensivpatienten ohne
Sepsis anwendbar ist.'®'% Er eignet sich als MaR zur Objektivierung der Krankheitsschwere
von Intensivpatienten. Bei der Erhebung des SOFA Scores wird die Funktion von sechs
Organsystemen mit jeweils einem Punktwert von 0 (normale Organfunktion) bis 4 (starkste
Organdysfunktion) bewertet (Tabelle 4). Die sechs erhobenen Punktwerte werden schlief3lich
addiert, sodass ein Patient ohne Organdysfunktion durch einen SOFA Score von 0, wahrend
ein Patient mit mehrfachem Organversagen durch einen maximalen SOFA Score von 24
charakterisiert ist. In der vorliegenden Arbeit wurde der SOFA-Score bei allen

eingeschlossenen Patienten einmal taglich dokumentiert.

Tabelle 4 Der Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) Score

Punktwert 0 1 2 3 4

bewertetes
Organsystem

respiratorische Funktion
P.O2/FiO2, (MmHG) >400 <400 <300 <200 <100

maschinelle Beatmung

Blutgerinnung

Thrombozyten (x103%/ul) >150 <150 <100 <50 <20
Leberfunktion

Bilirubin (mg/dl) <12 1,2-19 20-59 6,0-11,9 >12,0
Nierenfunktion

Kreatinin (mg/dl) <12 1,2-19 20-34 3,5-49 >50
Urinproduktion (ml/d) >500 >500 > 500 <500 <200
ZNS-Funktion

Glasgow Coma Scale 15 13-14 10-12 6-9 <6
Herz-Kreislauf-Funktion

MAD (mmHg) 270 <70

Katecholamine (ug/kg/min)  keine  keine  Dopamin <5 Dopamin > 5 Dopamin > 5
Uber mehr als eine Stunde /Dobutamin /Adrenalin £ 0,1 /Adrenalin < 0,1

(jede Dosis) /Noradrenalin 0,1 /Noradrenalin < 0,1
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2.1.1.3 Richmond Agitation and Sedation Scale (RASS)

Taglich wurde die Sedierungstiefe anhand der Richmond Agitation and Sedation Scale (RASS)

quantifiziert. Dieser Score gilt entsprechend der S3-Leitlinie der deutschen Gesellschaft fir

Anasthesiologie und Intensivmedizin als Goldstandard zum Monitoring der Sedierungstiefe in

der Intensivmedizin.'® Mehrere Untersuchungen an Intensivpatienten konnten eine hohe
Validitat und Reliabilitdt fur die RASS bestétigen. Die zehnstufige RASS beurteilt das Ausmaf
der Sedierung (-1 bis -5) bzw. den Grad der Agitiertheit (+1 bis +4) eines Intensivpatienten
(Tabelle 5).

Tabelle 5 Richmond Agitation and Sedation Scale (RASS)

Score Ausdruck

klinischer Untersuchungsbefund

+4
+3
+2
+1
0
-1
-2

sehr streitlustig
sehr agitiert
agitiert

unruhig
aufmerksam, ruhig
schlafrig

leichte Sedierung

mafige Sedierung
tiefe Sedierung

nicht erweckbar

offene Streitlust, gewalttatig, unmittelbare Gefahr fir das Personal
zieht oder entfernt Schlduche oder Katheter; aggressiv
haufig ungezielte Bewegung, Atmung gegen das Beatmungsgerat

angstlich, aber Bewegungen nicht aggressiv oder lebhaft

nicht ganz aufmerksam, anhaltendes Erwachen durch Stimme (> 10 s)
kurzes Erwachen mit Augenkontakt durch Stimme (< 10 s)
Bewegung oder Augendéffnung durch Stimme (kein Augenkontakt)

keine Reaktion auf Stimme, Bewegung oder Augendffnung auf
korperlichen Reiz

keine Reaktion auf Stimme oder kérperlichen Reiz
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2.1.1.4 Medical Research Council (MRC)-Score
An Tagen, an denen die Patienten fahig waren, Aufforderungen zu befolgen, wurde einmalig
pro Tag die Muskelkraft mit Hilfe des Medical Research Council (MRC)-Scores quantifiziert. Bei
der Erhebung dieses Scores wird die Muskelkraft von jeweils drei Muskelgruppen an allen vier
Extremitaten mit einem Punktwert von 0 bis 5 beurteilt (Tabelle 6). AnschlieRend werden alle
Werte addiert, sodass bei maximaler Muskelkraft ein MRC-Summenscore von 60 erreicht

werden kann.

Tabelle 6 MRC-Score. Die Evaluation des Kraftgrads erfolgt je nach Muskelgruppe im Sitzen oder im

Liegen.

untersuchte Muskelgruppe Kraftgrad

Abduktoren des Schultergelenks 0 = keine sicht- oder flihlbare Kontraktion
Flexoren des Ellenbogengelenks 1 = sicht- oder fihlbare Kontraktion

Extensoren des Handgelenks 2 = Bewegung ohne Einfluss der Schwerkraft
Flexoren des Huftgelenks 3 = Bewegung gegen die Schwerkraft

Extensoren des Kniegelenks 4 = Bewegung gegen Schwerkraft und Widerstand
Dorsalextensoren des Ful3gelenks 5 = normale Muskelkraft

2.2 INTENSIVMEDIZINISCHES BEHANDLUNGSKONZEPT

Alle Patienten wurden auf einer von zwei interdisziplindren Intensivstationen entsprechend
klinikintern festgelegter Behandlungsstandards behandelt."® Die maschinelle Beatmung
erfolgte druckkontrolliert mit der Mdoglichkeit zur Spontanatmung im Modus BIPAP/ASB
(biphasic positive airway pressure ventilation allowing assisted spontaneous breathing) mit
Tidalvolumina von 6 ml/kQigeaigewicnt- Die  Behandlung der Patienten umfasste zur
lungenprotektiven Beatmung auch eine permissive Hyperkapnie, intermittierende Bauchlage
sowie einen an die Oxygenierung angepassten positiven endexpiratorischen Druck. Die
Blutglukosekonzentration wurde anhand eines standardisierten Protokolls mittels intravendser
Insulinapplikation auf den Zielbereich zwischen 80-150 mg/dl eingestellt. Muskelrelaxantien
wurden nur in speziellen Situationen wie zur Bronchoskopie oder zur Drehung in Bauchlage
bolusweise appliziert. Fur Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock wurden
zusétzlich die Richtlinien der Surviving Sepsis Campaign 2008 angewandt.'® Patienten mit
septischem Schock erhielten Uber eine kontinuierliche Infusion 200 mg Hydrokortison pro Tag.
Im Rahmen der hAmodynamischen Therapie wurde frihzeitig ein Volumenersatz gegeben.

Die Sedierung wurde taglich anhand des RASS- Scores an ein definiertes Protokoll adaptiert.

Die angestrebte enterale Ernahrung betrug 25 kcal/kg/d.
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2.3 DIREKTE MUSKELSTIMULATION

Ein wichtiger Aspekt der Studie war es, zu untersuchen, ob bei den Intensivpatienten eine CIM
vorlag. Da die Mehrzahl der Patienten analgosediert und daher nicht zu willkirlicher
Muskelkontraktion fahig war, wurde auf die Methode der direkten Muskelstimulation (DMS)
zurickgegriffen (Abb. 5). Diese elektrophysiologische Untersuchung erlaubt den Nachweis
einer Beeintrachtigung der Muskelmembranerregbarkeit ohne eine aktive Beteiligung des
Patienten und ist im intensivmedizinischen Kontext zum Nachweis einer CIM

t 13.14.18.25108107  Eq |55st sich zwischen CIM und CIP differenzieren, da bei der DMS

etablier
selektiv die Erregbarkeit der Muskelfaser Uberprift wird, ohne dass daran eine nervale
Erregung oder die motorische Endplatte beteiligt sind. Bei Existenz einer isolierten CIP wird
erwartet, dass die Amplitude des Summenaktionspotentials aller stimulierten Muskelfasern
(,Compound Muscle Action Potential, CMAP) nach DMS (dmCMAP) normal grof} ist, da die
Erregbarkeit der Muskelfaser intakt ist. Hingegen ist beim Vorliegen einer reinen CIM die
dmCMAP-Amplitude reduziert, weil die funktionelle Integritat der Muskelzellen gestort ist.

Die elektrophysiologische Untersuchung wurde zeitnah nach Studieneinschluss auf der ITS
mittels eines transportablen 2-Punkt-Elektromyo- und Elektroneurographs der Firma Medtronic
(Skovlunde, Danemark) von einer erfahrenen Facharztin fir Neurologie durchgefuhrt. Proximal
des distalen Sehnenansatz des M. tibialis anterior wurden Oberflachenelektroden zur
Stimulation des Muskels angebracht. Die Lokalisation der Elektroden im distalen Bereich des
Muskels garantiert eine ausreichende Entfernung zum Endplattenbereich. Bei der Existenz von
Odemen kamen subdermale Elektroden zur Anwendung. Uber diese Elektroden wurde der
Muskel langsam mit steigender Intensitat von 10 bis 100 mA erregt, bis eine Muskelzuckung
sichtbar wurde. Die Impulsfrequenz betrug 1 Hz und die Impulsdauer 0,1 ms. Im Bereich der
sichtbaren Muskelkontraktion wurde 1,5-5cm proximal der Stimulationselektroden eine
konzentrische Nadelelektrode (Lange: 25 mm oder 37 mm, Durchmesser: 0,46 mm) implantiert.
Uber diese Nadelelektrode wurde die Amplitude des Summenaktionspotentials aller stimulierten
Muskelfasern nach DMS (dmCMAP) abgeleitet. Analog zu Untersuchungen von Trojaborg et
al.”® wurde eine dmCMAP-Amplitude <3 mV als pathologisch angesehen und diente als
Grenzwert zur Diagnostizierung des Vorliegens einer CIM.

War keine Muskelkontraktion sichtbar, wurde die konzentrische Nadelelektrode in vier
verschiedene Muskelbereiche in der Nahe der Stimulationselektroden platziert, damit keine
kleinen Amplituden Ubersehen wurden. Konnte somit keine Antwortamplitude registriert werden,

wurde der Muskel als unerregbar eingestuft.
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A B

3mVv
proximal
Q Lo
\\ 2ms

konzentrische Nadelelektrode zur Ableitung des dmCMAP

M. tibialis anterior Oberflachenelektrode zur direkten Muskelstimulation

distal

Abb. 5 Direkte Muskelstimulation (DMS) im M. tibialis anterior. Die Stimulationselektrode wird im distalen
Drittel des Muskels angebracht. Proximal davon wird im Bereich der sichtbaren Muskelkontraktion die
konzentrische Nadelelektrode zur Ableitung des Muskelsummenaktionspotentials nach DMS (dmCMAP)
platziert. A Antwortpotential auf DMS (|) bei normaler Muskelerregbarkeit. B Antwortpotential auf DMS(])
bei eingeschrankter Muskelerregbarkeit (CIM), dmMCMAP < 3 mV.

2.4 HYPERINSULINAMER EUGLYKAMER CLAMP

Zur Bestimmung der Gesamtkoérperinsulinsensitivitdt kam die Goldstandard-Methode des
hyperinsulinamen euglykdmen Clamps (HE-Clamp) zur Anwendung. Bei diesem Verfahren wird
untersucht, wie viel Glukose appliziert werden muss, um bei einem kilnstlich gesteigerten
Insulinspiegel, den Blutglukosespiegel im physiologischen Bereich zu halten. Dabei ist es
wichtig, dass die applizierte Insulindosis die hepatische Glukoneogenese vollstandig
supprimiert, denn dann kann aus dem Verhaltnis zwischen exogen verabreichter Glukose und
dem Plasmainsulinspiegel der Grad der systemischen Insulinsensitivitat berechnet werden.

Da die Skelettmuskulatur unter hyperinsulindmen euglykdmen Bedingungen zu 80-90 % an der
insulinabhangigen Glukoseaufnahme beteiligt ist, reflektiert der Clamp insbesondere die
muskulare Insulinsensitivitat.'*®

In Vorbereitung auf den HE-Clamp wird Ublicherweise eine Nichternheitsphase von 12 Stunden
eingehalten.”” Um fiir die Intensivpatienten im Zustand einer kritischen Erkrankung eine
minimale Energieversorgung zu garantieren, wurden sie 12 Stunden vor Versuchsbeginn
ausschlief3lich mit Glukose parenteral ernahrt, wobei die verabreichte Menge an das
Korpergewicht angepasst wurde. Es wurde kontinuierlich eine 10 %-ige Glukoseinfusion mit
einer koérpergewichtsadaptierten Menge von 2 mg/kg/min Gber einen zentralvenésen Zugang

appliziert. Die Uberwachung des Blutzuckerspiegels erfolgte in regelmaRigen Abstanden durch
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arterielle Blutgasanalysen (BGA). Zur Einstellung des Blutzuckerspiegels 80—-150 mg/dl wurde
nach Bedarf Insulin (Actrapid, Novo Nordisk, Bagsveaerd, Danemark) Uber einen zentralvendsen
Zugang verabreicht.

Die Infusion groRer Mengen Insulin und Glukose kann eine Hypokalidmie hervorrufen. Um dies
zu vermeiden wurde mittels arterieller BGA die Kaliumkonzentration regelmaRig tberwacht und
gegebenenfalls Kaliumphosphat i.v. substituiert.

Zu Beginn des HE-Clamps wurde wahrend der so genannten baseline-Phase die
Insulininfusionsrate Uber 3 Stunden so abgestimmt, dass der Blutglukosespiegel in einem
engeren Bereich von 100-130 mg/dl lag. Im Anschluss daran erfolgte Gber 30 Minuten die
Gabe eines Insulinbolus von 180 mIU/m?KOF/min. Mittels BGA wurde in einem Intervall von
5 Minuten die Glukosekonzentration im arteriellen Blut quantifiziert. Die Glukosegabe wurde so
adjustiert, dass der Blutglukosespiegel zwischen 80-110 mg/dl lag. Nach der 30-mindtigen
Gabe des Insulinbolus wurde die Insulinlaufrate fir die restliche Versuchszeit auf
125 mIU/m?KOF/min gesenkt. Ab diesem Zeitpunkt wurde die Blutglukosekonzentration im
Abstand von 10 Minuten mittels arterieller BGA bestimmt. Die Glukoseinfusionsrate wurde
weiterhin so angepasst, dass der Blutzuckerspiegel in einem Bereich von 80-110 mg/dl
gehalten wurde. Lag der Blutglukosespiegel an drei aufeinander folgenden Messungen bei
konstanter Glukoseinfusionsrate im Zielbereich und betrug die Differenz zwischen den drei
Messwerten weniger als 10 %, so war die steady state-Phase erreicht. Diese wurde
anschlielRend Uber eine Stunde lang aufrecht gehalten, ohne dass die Glukoseinfusionsrate
verandert wurde. In dieser Phase wurden alle 20 Minuten Blutgasanalysen zur Kontrolle des
Glukosespiegels durchgefihrt (Abb. 6).
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Vorbereitung baseline Bolus Clamp Clampphase

steady state erreicht, wenn
3 aufeinander folgende BZ
mit Schwankung < 10%

T« - ~ P
80 - 150 100 - 130 80-110 BZ-Zielbereich
mg/dl
2 2 variabel nach BZ Glucoseinfusionsrate
mg/kg/min
variabel nach BZ variabel nach BZ 180 125 Insulininfusionsrate
mIU/m2Z/min
' ’ ! ] > Zeit
720 0 180 210 Minuten
maeeeeeteerpenetenttt A A A A N MMM AN arterielle Blutgasanalyse
| 0,3 || 10 | Flussrate Mikrodialyse-

katheter pl/min

rr MMM Microvial-Wechsel

Abb. 6 Flussdiagramm zum Ablauf des HE-Clamps mit simultaner Mikrodialyse. Einzelheiten siehe Text.
BZ = Blutzucker

Da die supraphysiologische Insulinkonzentration im Blut zur Suppression der hepatischen
Glukoseproduktion fuhrt, wird im Zustand der steady state-Phase ausschlieRlich die exogen
zugefiihrte Glukose insulinabhéngig sowie insulinunabhéngig metabolisiert.*” So lasst sich die
Insulinsensitivitat des Patienten ableiten: Je mehr Glukose appliziert werden muss, desto
empfindlicher reagiert der Kérper auf Insulin. Als Ausdruck der Glukoseutilisationsrate wird der
so genannte M-Wert berechnet, indem die Glukoseinfusionsrate (mg/min) wahrend der steady
state-Clampphase durch das Koérpergewicht (kg) dividiert wurde. Aus dem Verhéltnis des M-
Werts zur Insulinkonzentration im Plasma (mlU/l) resultiert der Insulinsensitivitatsindex (ISI) als

Maf fur die Gesamtkorperinsulinsensitivitat.

M - Wert

IS = steady state (
Seruminsulingeaqy sate (MIU/1)

mg/kg/min)

Des Weiteren wurde in der steady state-Phase die metabolische Insulinclearance-Rate (MCR))

mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

MCR = Insulininfusionsrate g, s (MIU/M?/min)

Seruminsulingg,q, siate (MIU/) - Seruminsuling e (MIU/)
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Die Berechnung der MCR, beruht auf der Annahme, dass die basale endogene

Insulinproduktion durch die exogene Insulininfusion nicht verandert wird.>®

Um die Insulinsensitivitat der Intensivpatienten umfassend interpretieren zu kénnen, wurden
HE-Clamps bei gesunden Probanden, bei denen keine Erkrankungen bekannt waren,
durchgefihrt. Der HE-Clamp fand bei dem gesunden Vergleichskollektiv unter standardisierten
Bedingungen statt. Vor Beginn des Versuchs waren die Patienten fur mindestens 12 Stunden
nichtern. Den Probanden wurde zur Infusion von Insulin und Glukose ein peripherer
Venenkatheter in eine Ellenbeugenvene platziert. Zur Kontrolle des Blutzuckerspiegels wurde
Kapillarblut am Ohrlappchen der Probanden entnommen.

Die Insulininfusionsrate betrug bei den gesunden Probanden 40 mIU/m*KOF/min. Die
Glukosekonzentration wurde alle 5 bis 10 Minuten in Kapillarblut kontrolliert und mittels

variabler Glukoseinfusionsrate im Zielbereich zwischen 68—90 mg/dl gehalten.

2.5 MIKRODIALYSE

Um den lokalen Stoffwechsel im Muskelgewebe unter HE-Clampbedingungen zu beurteilen,
wurde bei den Intensivpatienten sowie bei dem gesunden Vergleichskollektiv zeitgleich zum
HE-Clamp eine Mikrodialyse im linken oder rechten M. vastus lateralis durchgefiihrt
(kontralateral zur Seite der Muskelbiopsie). Dazu wurde der Muskel nach oberflachlicher
Lokalanasthesie der Haut mit Lidocain unter sterilen Bedingungen mit einer Hohlnadel punktiert.
In dieser Hohinadel befand sich der Mikrodialysekatheter. Nach erfolgreicher Punktion wurde
die Hohlnadel vorsichtig zuriickgezogen und der Mikrodialysekatheter verblieb fir die Dauer der
Untersuchung an der vorgesehenen Stelle im Muskelgewebe.

Die Mikrodialyse ist ein Verfahren zur kontinuierlichen Messung von Substanzkonzentrationen
im Extrazellularraum (EZR) unterschiedlicher Gewebe. In der vorliegenden Studie wurden die
Metabolite Glukose, Pyruvat, Laktat und Glycerol im M. vastus lateralis analysiert. Das Prinzip
der Mikrodialyse beruht auf der Diffusion von Molekilen durch eine semipermeable Membran
entlang eines Konzentrationsgradienten zwischen zwei Kompartimenten. Als
Flussigkeitskompartimente stehen sich hierbei der EZR des Muskels und das mit
Perfusionsldsung durchspulte Lumen des Mikrodialysekatheters gegeniber.

Der verwendete Mikrodialysekatheter vom Typ 63 der Firma CMA Microdialysis AB, Solna,
Sweden besteht aus einem 600 mm langen zufihrenden Schenkel, an dessen Spitze sich eine
semipermeable Membran aus Polyarylethersulfon befindet. Diese ist fir Substanzen mit einer
Molekilmasse < 20 000 Dalton durchlassig und grenzt mit einer Seite an den muskularen EZR,

mit der anderen Seite an das Katheterlumen, welches mittels einer Hochprazisionspumpe (CMA
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107 MD pump) von laktatfreier Ringerlésung perfundiert wird. Diese Perfusionsflissigkeit ist
eine plasmaisotone Elektrolytldsung, welche frei von den zu untersuchenden Metaboliten ist.
Die Applikation der Ringerlésung erfolgt kontinuierlich, um den Konzentrationsgradienten
zwischen EZR und Perfusionslésung aufrecht zu erhalten. An der Membran kommt es
entsprechend des Konzentrationsgefalles zwischen EZR und Perfusionsflissigkeit zur Diffusion
der Stoffwechselmetabolite vom EZR in das Katheterlumen. Das Dialysat (= Perfusionslésung +
diffundierte Molekule) wird Gber einen 220 mm langen abfuhrenden Schenkel in einem Microvial
gesammelt.

Aufgrund der kontinuierlichen Perfusion der Membran kommt es nicht zur vollstandigen
Angleichung der Molekillkonzentrationen zwischen EZR und Perfusionslésung. Daher ist die
Konzentration einer Substanz im Dialysat stets geringer als deren tatsachliche Konzentration im
EZR. Um von der Konzentration im Dialysat auf die Substanzkonzentration im Interstitium zu
schlielen, bendtigt man die relative Recovery der Substanz. Die relative Recovery beschreibt
das Verhaltnis zwischen der Substanzkonzentration im Dialysat und der Substanzkonzentration
im EZR. Um die relative Recovery zu bestimmen, wurde vor Beginn des HE-Clamps eine
in vivo-Kalibrierung durchgefiihrt: Die Flussrate der Perfusionslésung betrug zunachst
0.3 pl/min, wobei das Microvial in einem Intervall von 30 Minuten gewechselt wurde. Bei dieser
niedrigen Flussrate kann davon ausgegangen werden, dass die Angleichung der
Molekiilkonzentrationen vollstiandig erfolgt."” Die Recovery betragt also 100 %. Um wahrend
des HE-Clamps in kirzeren Abstédnden eine ausreichende Probenmenge entnehmen zu
kénnen, wurde die Flussrate nach 90 Minuten auf 1 pl/min erhdéht. Das Microvial wurde in den
folgenden 80 Minuten im Abstand von 20 Minuten ausgetauscht. Die erste Microvialprobe mit
einer Flussrate von 1 pl/min wurde verworfen, da davon ausgegangen wird, dass die
Aquilibrierung nach Umstellung der Flussrate nicht sofort suffizient ist. Die relative Recovery
wurde anschlieBend aus dem Verhaltnis zwischen dem Mittelwert der Substanzkonzentration
bei einer Flussrate von 0.3 pyl/min und dem Mittelwert der Substanzkonzentration bei einer

Flussrate von 1 pl/min berechnet:

Substanzkonzentration bei 0.3 pyl/min

Relative Recovery = - - -
Substanzkonzentration bei1.0 pul/min

Wahrend des HE-Clamps betrug die Durchflussrate der Perfusionslésung gleichbleibend
1 pl/min, wobei der Microvialwechsel in einem 20-minttigen Intervall erfolgte (Abb. 6).

Das im Microvial gesammelte Dialysat wurde nach Abschluss des Versuchs im Analysator vom
Typ ISICUSflex microdialysis analyzer (CMA Microdialysis AB, Solna, Schweden)

enzymphotometrisch auf die Metabolite Glukose, Laktat, Pyruvat und Glycerol untersucht.
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2.5.1 Glukose

Glukose wird durch des Enzyms Glukoseoxidase (GOD) =zu Glukonolacton und
Wasserstoffperoxid oxidiert. Eine Peroxidase (POD) katalysiert anschliefend die Reaktion des
gebildeten Wasserstoffperoxids (H,O,) mit den Reagenzien Phenol und 4-Aminoantipyrin zu
Quinonimin und Wasser (H,O). Quinonimin ist ein rot-violetter Farbstoff, dessen Bildungsrate
bei einer Wellenlange von 530 nm gemessen wird. Die Menge des entstehenden Farbstoffs ist
proportional zur Glukosekonzentration im Dialysat. Die Methode ist linear im Bereich von

Glukosekonzentrationen zwischen 1.8—450 mg/dl.

Glukose + O2

Glukonolakton + H202

H202 + Phenol + 4 - Aminoantipyrin Quinonimin + 4 H202

2.5.2 Laktat

Laktat wird durch das Enzym Laktatoxidas (LOD) zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid oxidiert.
Eine Peroxidase (POD) katalysiert anschlieRend die Reaktion des gebildeten
Wasserstoffperoxids mit den Reagenzien 4-Chlorphenol und 4-Aminoantipyrin zu Quinonimin,
Wasser und Chlorwasserstoffsdure. Der Gehalt an entstehendem Quinonimin wird bei 530 nm
gemessen und ist proportional zur Laktatkonzentration im Dialysat. Die Methode ist linear im

Bereich von Laktatkonzentrationen zwischen 0.1-12 mmol/dl.

Laktat + O2 LOD

Pyruvat + H202
POD

H202 + 4 - Chlorphenol + 4 - Aminoantipyrin Quinonimin + 2 H20 + HCI
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2.5.3 Pyruvat

Pyruvat wird durch das Enzym Pyruvatoxidase (PyrOx) zu Wasserstoffperoxid (H,O;) oxidiert.
Eine Peroxidase katalysiert anschlieRend die Reaktion des gebildeten Wasserstoffperoxids mit
den Reagenzien  N-Ethyl-N-(2-Hydroxy-3-Sulfopropyl)-m-Toluidine  (TOOS) und 4-
Aminoantipyrin zu Quinonimin und Wasser (H;O). Die Menge des entstandenen Quinonimin
wird bei 530 nm gemessen und ist proportional zur Pyruvatkonzentration im Dialysat. Die

Methode ist linear im Bereich von Pyruvatkonzentrationen zwischen 10—-1500 pmol/I.

PyrOx

Pyruvat + anorganisches Phosphat + Oz Acetylphosphat + COz2 + H202

H202 + TOOS + 4 - Aminoantipyrin Quinonimin + 4 H20

2.5.4 Glycerol

Glycerol wird mit Hilfe von Adenosintriphosphat (ATP) durch das Enzym Glycerolkinase (GK)
zum Zwischenprodukt Glycerol-3-Phosphat phosphoryliert, welches anschlieRend durch die
Glycerol-3-Phosphatoxidase (GPO) zu Dihydroxyacetonphosphat oxidiert wird. Das dabei
entstehende Wasserstoffperoxids (H,O,) reagiert enzymatisch durch eine Peroxidase (POD) mit
3,5-Dichloro-2-Hydroxybenzen Sulfonsdure (DCHBS) und 4-Aminoantipyrin zu Quinonimin.
Dieses kann fotometrisch bei 530nm bestimmt werden und ist proportional zur

Glycerolkonzentration. Die Methode ist linear im Bereich von 10—-1500 umol/l.

Glycerol + ATP

Glycerol - 3 - phosphat + ADP

Glycerol - 3 - phosphat + O2 Dihydroxyacetonphosphat + H202

H202 + DCHBS + 4 - Aminoantipyrin Quinonimin + 2H20 + HCI

Die gemessenen Substanzkonzentrationen wurden schlielich mit der relativen Recovery
multipliziert, um die tatsachliche Konzentration zu bestimmen.

Die Metabolitkonzentration im Mikrovial ist von verschiedenen Faktoren abhangig: Lange,
Durchmesser, Membraneigenschaften und Perfusionsrate des Mikrodialyse-Katheters, lokaler
Blutfluss, lokale Stoffwechselaktivitat und Diffusionsrate. Die Membrancharakteristika sind bis
auf die Perfusionsrate wahrend der baseline- und der steady state-Phase identisch. Die

unterschiedlichen Perfusionsraten haben durch die Korrektur mit der relativen Recovery keine
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Auswirkung auf die gemessene Substanzkonzentration. Unterschiede in  der
Metabolitkonzentration zwischen der baseline- und der steady state-Phase bedingen sich also
durch die Kombination von Veranderungen des lokalen Stoffwechsels, des lokalen Blutflusses

sowie der Diffusionsrate.'®®

Wahrend jeder HE-Clampphase wurden mehrere Mikrovials gesammelt und analysiert (Abb. 6).
AnschlieBend wurde aus den gewonnenen Ergebnissen fur jeden Patienten ein Mittelwert fur
den Zeitpunkt der baseline- und der steady state-Clampphase berechnet. Zusatzlich wurde die
jeweilige steady state-Konzentration ins Verhaltnis zur baseline-Konzentration gesetzt (steady
state-/baseline-Konzentrations-Ratio), um die relative Konzentrationsverdnderung im HE-

Clampverlauf zu veranschaulichen.

2.6 MUSKELBIOPSIE

Um aus der Skelettmuskulatur RNA zu extrahieren, wurde im Verlauf der Studie bei den
Patienten an zwei Zeitpunkten eine chirurgische Muskelbiopsie aus dem M. vastus lateralis
entnommen. Die Auswahl der Biopsieseite erfolgte randomisiert. Die Muskelbiopsie wurde unter
sterilen Operationsbedingungen von einem erfahrenen Chirurgen entnommen. Nach
oberflachlicher Lokalanasthesie mittels Lidocain wurde eine offene Muskelbiopsie durchgefiihrt,
wobei ein etwa erbsengrofles Stlick Muskelgewebe entnommen wurde. Dieses wurde
unmittelbar nach der Entnahme unter sterilen Bedingungen in drei ca. 2 x 2 mm grof3e Proben
aufgeteilt, welche sofort in Kryoréhrchen transferiert wurden, um sie in flissigem Stickstoff
schockzugefrieren und anschlieend bei -80 °C aufzubewahren.

Um die gewonnen RNA-Ergebnisse umfassender interpretieren zu kdénnen wurden alters-
gematchte orthopadische Probanden rekrutiert, bei denen keine Stérung der Glukosetoleranz
bekannt war. Nach schriftichem Einverstandnis, wurde bei ihnen im Rahmen eines elektiven
orthopadischen Eingriffs intraoperativ eine Muskelbiopsie aus dem M. vastus lateralis
entnommen, welche anschlieBend in gleicher Art und Weise wie die Biopsate der

Intensivpatienten aufbereitet und analysiert wurde.

2.7 GENEXPRESSIONSANALYSE

Um die Expression von am Insulinsignalweg und an der Regulation der Glukosehomdostase
beteiligten Gene im Skelettmuskel zu bestimmen, wurden die Muskelbiopsate der
Intensivpatienten und der gesunden Probanden in einem kooperierenden Labor zur

Genexpressionsanalyse aufbereitet und mittels semiquantitaiver Real-Time PCR analysiert.
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Zunachst wurden die Muskelgewebeproben zur RNA-Isolierung mit TRIzol® (Invitrogen)
homogenisiert und RNA wurde entsprechend des Herstellerprotokolls isoliert. AnschlielRend
erfolgte durch eine reverse Transkription die Umschreibung der instabilen RNA in eine stabile
und abbauresistentere komplementare cDNA mittels des High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems) nach Anleitung des Herstellers. Die cDNA enthalt im
Gegensatz zu genomischer DNA ausschlieBlich kodierende Sequenzen und diente als Matrize

fur die semiquantitative Real-Time PCR-Amplifikation.

2.7.1 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR (RT-PCR) ist eine gangige Methode, um die Expression von Genen zu
quantifizieren. Dieses Verfahren beruht wie die klassische PCR auf der zyklischen Amplifikation
von DNA durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Die doppelstrangige DNA wird dabei
zuerst durch Hitze denaturiert, sodass Einzelstrange vorliegen. AnschlieRend kommt es zur
Anlagerung von hinzugegebenen spezifischen Primern (Oligonukleotide), die homolog zu den
beiden Enden der Zielsequenz sind. Dieser Vorgang wird als Annealing bezeichnet. Der
sogenannte forward-Primer ist komplementar zum Anfangsabschnitt der Zielsequenz, wahrend
der reverse-Primer dem Ende der Zielsequenz komplementéar ist. Das Primerdesign erfolgte mit
Hilfe der Software ,Primer3“ (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Die verwendeten Primer sind in
(Tabelle 7) dargestellt. Der dritte Schritt besteht darin, dass nach Zugabe eines Mastermix die
hitzebestandige Tag-DNA-Polymerase im Bereich des Primers an die DNA bindet und durch
den Anbau von freien dNTPs einen komplementdaren DNA-Strang synthetisiert. Die
beschriebenen 3 Schritte Denaturierung, Annealing und Amplifikation wiederholen sich in
mehreren Zyklen, sodass sich die Matizen-DNA exponentiell amplifiziert. Die Besonderheit der
durchgefilhrten SYBR® Green | RT-PCR besteht darin, dass zuséatzlich zu den Primern ein
Farbstoff (SYBR® Green I) im Mastermix enthalten ist. SYBR® Green | interkaliert mit
doppelstrangiger DNA und sendet bei Anregung mit UV-Licht Lichtquanten aus, die bei einer
Wellenlange von 530nm detektiert werden kénnen. Das Fluoreszenzsignal wird am Ende der
Amplifikationsphase in Echtzeit gemessen und ist direkt proportional zur Anzahl der
neusynthetisierten DNA-Strange. Dadurch ist ein Rickschluss auf die DNA-Ausgangsmenge

moglich.
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Tabelle 7 Ubersicht (iber die untersuchten Gene und die verwendeten Primerpaare

Primer Sequenz (5° - 39)

forward reverse
Cyclophillin TGTGAAGTCACCACCCTGACACAT AGACAAGGTCCCAAAGACAGCAGA
Insulinrezeptor GGCAACATCACCCACTACCT GGCCGAATCCTCATACTCAC
IGF-1-Rezeptor CCAAAACTGAAGCCGAGAAG GGTCGGTGATGTTGTAGGTG
IRS-1 TCACAGCAGAATGAAGACCTAAATG TGAGTTAGAAGAGGATTTGCTGAGG
IRS-2 TGACTTCTTGTCCCACCACTT CAGTGCTGAGCGTCTTCTTTT
p110a CGTGCATGTGGGATGTATTT TGGTCGCCTCATTTGCTC
Akt2 TTTGGCAAAGTCATCCTGGT CTCTCGGTGACTGTGTGAGC
GSK3R ACTGGTCGCCATCAAGAAAG GGAACATAGTCCAGCACCAGA
mTOR TCGGGCCTCATTGGCTGGGT GTCCGGAGCCATCCGCAACA
FOXO1 TCGGCGGGCTGGAAGAATTCAA GCAGCTCGGCTTCGGCTCTT
FOXO3 GGGGAACTTCACTGGTGCTA TTGGCAAAGGGTTTTCTCTG
GLUT4 AGGATCGGTTCTTTCATCTTC CCCCAATGTTGTACCCAAAC
GLUT1 GTCGGAGTCAGAGTCGCAGT TCCCACAGCCAGCATGAG

2.7.2 Relative Quantifizierung

Am Ende jedes RT-PCR-Zyklus wird das Fluoreszenzsignal gemessen und aufgezeichnet.
Dabei entstent eine Kurve, die wahrend der ersten Zyklen nur eine basale
Hintergrundfluoreszenz aufzeigt. Nach einer gewissen Anzahl von Zyklen uUbersteigt das
Fluoreszenzsignal signifikant die Hintergrundfluoreszenz. Die Anzahl der Zyklen, nachdem
dieser Schwellenwert Uberschritten wird, wird als CT-Wert (treshold cycle) bezeichnet. Der CT-
Wert liegt in der PCR-Phase, wahrend derer die DNA-Amplifikation exponentiell erfolgt, da die
PCR Bedingungen optimal sind und kaum limitierende Faktoren (nachlassende Enzymaktivitat,
Primer- oder Nukleotidmangel, Bildung reaktiver Produkte) vorliegen. Zusatzlich hat sich durch
wiederholte Messungen gezeigt, dass insbesondere zu Beginn der exponentiellen Phase die
Ergebnisse sehr gut reproduzierbar sind. Je friiher der Schwellenwert erreicht wird, je kleiner
also der CT-Wert ist, umso mehr Start-Kopien missen in der Ursprungsprobe vorhanden
gewesen sein. Alle Proben wurden dreifach gemessen. Aus den Ergebnissen der drei Analysen
wurde ein Mittelwert bestimmt, welcher zur weiteren Berechnung verwendet wurde.
Um die RNA-Mengen zwischen zwei Gruppen zu vergleichen, erfolgte eine relative
Quantifizierung der in der PCR entstandenen DNA-Kopien (als indirektes MafR fur den
urspringlichen RNA-Gehalt) entsprechend der Delta-Delta-CT-Methode. Hierzu ist die
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zusatzliche RT-PCR-Messung der Zielgene in einer Kontrollprobe sowie die Bestimmung des
Expressionsmusters eines konstant exprimierten, nicht regulierten Referenzgens erforderlich. In
der vorliegenden Arbeit wurde Cyclophylin als Haushaltsgen verwendet. Es wurde zunachst der
CT-Wert des Referenzgens vom CT-Wert des Zielgens subtrahiert (=ACT). Diese
Normalisierung des Zielgens mit einem Haushaltsgen fuhrt zu einer Verminderung der
Ergebnisvarianz, da Storfaktoren auf dem Weg von der Gewebeentnahme bis zur finalen RT-
PCR gleichermaRen das zu untersuchende Gen und das Referenzgen betreffen. Dadurch
lassen sich die Genexpressionsmuster verschiedener Zielgene verlasslicher miteinander
vergleichen. Aus den ACT-Werten der orthopadischen Kontrollprobanden wurde fir die
weiteren Berechnungen fiir jedes Gen ein Mittelwert gebildet. AnschlieRend wird vom ACT-Wert
der Patientenprobe der ACT-Wert der Kontrollprobe subtrahiert, wodurch man den so
genannten delta-delta CT-Wert (AACT) erhalt. Um den relativen Expressionsunterschied
zwischen der Patientenprobe und der Kontrollprobe zu erhalten berechnet man eine Ratio
entsprechend folgender Formel: 2 2°T. Die Ergebnisse werden schlieBlich ausgedriickt als das

Vielfache (n-fold change) der Kontrollprobe.

2.8 PERSONLICHE AUFGABENBEREICHE INNERHALB DES PROJEKTS

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen des Gemeinschaftsprojekts P3 ,Der
Skelettmuskelstoffwechsel und die Critical lliness Myopathie wahrend des frihen Verlaufs
systemischer Entzindung“ der von der Deutschen Forschungsgemeinschaft geférderten
klinischen Forschergruppe 192. Im Folgenden sind meine personlichen Aufgaben innerhalb

dieses Projekts ausgewiesen:

* Tagliche Erhebung der klinischen Parameter und Dokumentation in einer elektronischen

Datenbank, Durchfuhrung der taglichen Blutentnahmen

* Durchfuhrung der HE-Clamps und der Mikrodialyse unter arztlicher Aufsicht: Bereitstellung
der Materialien, Vorbereitung der Patienten (Lagerung, Desinfektion der Insertionsstelle des
Mikrodialysekatheters), BGA-Analysen, Wechsel der Microvials, Analyse der

Dialysatproben, Dokumentation des Ablaufs im HE-Clampprotokoll

e Assistenz bei der Durchfihrung der Muskelbiopsien: Bereitstellung der Materialien,
Vorbereitung der Patienten, Entgegennahme der Muskelbiopsien vom Chirurgen und

Weiterverarbeitung zur anschlieRenden kryoprotektiven Lagerung

* Aufbereitung der Rohdaten (klinische Parameter, HE-Clamp-, Mikrodialyse- und PCR-
Ergebnisse) und weitere Analyse dieser Daten, statistische Auswertung, Erstellen von

Tabellen und Grafiken
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2.9 STATISTISCHE ANALYSE

Die Patienten wurden zur statistischen Analyse in zwei Gruppen aufgeteilt:
Akut kritisch kranke Patienten ohne Anhaltspunkte fir das Vorliegen einer CIM

= ,,NonCIM-Patienten*: Patienten mit einem dmCMAP = 3mV
Akut kritisch kranke Patienten mit Anhaltspunkten fiir das Vorliegen einer CIM

= ,,CIM-Patienten®: Patienten mit einem dmCMAP < 3mV
Die gewonnenen Ergebnisse wurden zunachst auf Normalverteilung untersucht. Aufgrund der
Stichprobengréfle von n=30 wurde auf den Shapiro-Wilk-Test zuriickgegriffen. Fur die grof3e
Mehrheit der Ergebnisse lieR sich eine Normalverteilung widerlegen. Nur vereinzelte
Ergebnisse zeigten eine Normalverteilung. Es werden durchgehend non-parametrische Tests
fur nicht normalverteilte Werte verwendet.
Die deskriptive Darstellung der Parameter erfolgt anhand der Mediane und der
25./75. Perzentile. Unabhéangige Stichproben wurden mit dem U-Test nach Mann-Whitney auf
statistische Zusammenhange untersucht. Fir die Untersuchung verbundener Stichproben kam
der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur Anwendung. Bei der Analyse dichotomer Ergebnisse
wurde ein Chi-Quadrat Test durchgefiihrt und die Werte wurden mit Hilfe des exakten Tests
nach Fisher auf Signifikanz geprift.
Die Untersuchung auf Signifikanz erfolgte fir alle Ergebnisse zweiseitig. Unterschiede wurden
ab einem zweiseitigen p-Wert < 0.05 als signifikant angesehen.
Zur Darstellung der Ergebnisverteilung werden Boxplots verwendet, wobei Ausreiller (1,5-3-
facher Abstand der Boxhéhe) durch kleine Kreise und Extremwerte (> 3-facher Abstand der
Boxhdhe) durch kleine Sternchen dargestellt werden.
Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm SPSS fir Windows (Version 19.0.0.1,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

2.10 RICHTLINIEN

Die Durchfihrung der Arbeit erfolgte entsprechend der Grundsatze der Charité -

Universitatsmedizin Berlin zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis.
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3. Ergebnisse

Im Studienzeitraum von 37 Monaten wurden 33 Patienten in die Studie eingeschlossen.

Abb. 7 gibt einen Uberblick Uber den Prozess der Patientenrekrutierung. Bei 30
Intensivpatienten konnte an Tag 7 (5/13) nach ITS-Aufnahme eine elektrophysiologische
Untersuchung der Muskelmembranerregbarkeit durchgefihrt werden. Diese 30 Patienten
gingen in die finale Analyse ein. Mit der Methode der direkten Muskelstimulation im M. tibialis
anterior wurden bei 18 (60 %) der untersuchten kritisch kranken Patienten Anhaltspunkte fir
das Vorliegen einer CIM gefunden (= CIM-Patienten). 12 Patienten (40 %) wiesen eine normale

Muskelmembranerregbarkeit auf und wurden als NonCIM-Patienten klassifiziert.

5233 Patienten auf der ITS
wahrend des Studienzeitraums
von 37 Monaten

A4

807 Patienten mit maschineller
Beatmung und einem SOFA-Score
2 8 an mindestens 3 von 5 d nach

Aufnahme auf die ITS

Kein Einschluss von 440 Patienten aufgrund der Erfiillung von
Ausschlusskriterien:

15 Patienten: Alter < 18 Jahre

60 Patienten: insulinpflichtiger Diabetes mellitus

21 Patienten: BMI > 35 kg/m?

3 Patientinnen:  Schwangerschaft

» 56 Patienten: neuromuskulare Erkrankungen

152 Patienten:  infauste Prognose

133 Patienten: ~ Vorbehandlung auf anderer Intensivstation > 5 d

Kein Einschluss von 214 Patienten aus logistischen Griinden:

58 Patienten: Teilnahme an anderer Studie
59 Patienten: Entlassung wahrend des Screenings
97 Patienten: andere logistische Griinde

schriftliche
) Einverstandniserklarung

* durch einen gesetzlichen *
Vertreter

120 Patienten

Einschluss von
33 Patienten

Durchfiihrung einer
direkten
Muskelstimulation

? ?

3 Patienten

!

12 Patienten:
dmCMAP = 3mV

kein Anhalt fir CIM
= NonCIM-Patienten

Abb. 7 Flussdiagramm zur Patientenrekrutierung wahrend des Studienzeitraums von 37 Monaten.
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3.1 PATIENTENCHARAKTERISTIK BEI ITS-AUFNAHME

Die Patientencharakteristika zum Zeitpunkt der ITS-Aufnahme sind im Gruppenvergleich
NonCIM-Patienten vs. CIM-Patienten in Tabelle 8 gegenubergestellt. Hinsichtlich der
deskriptiven Parameter Geschlecht, Alter, BMI und Krankheitsschwere zum Aufnahmezeitpunkt
bestanden keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Bei der Betrachtung der Grinde
fur die Aufnahme auf die ITS fallt auf, dass in der Gruppe der CIM-Patienten besonders haufig
ein Lungenversagen (ALl bzw. ARDS) oder eine Sepsis als ITS-Aufnahmegrund vorlag.
Demgegenuber gehorten die Patienten beim Vorliegen eines Traumas oder einer intrakraniellen
Blutung als ITS-Aufnahmegrund haufiger der Gruppe der NonCIM-Patienten an.

Hinsichtlich der Outcome-Parameter MRC-Score, Uberleben des ITS-Aufenthalts und ITS-
Verweildauer fanden sich markante Unterschiede zwischen NonCIM- und CIM-Patienten: Der
erste erhobene MRC-Score nach Beendigung der Sedierung war bei CIM-Patienten signifikant
niedriger als bei NonCIM-Patienten. Alle NonCIM-Patienten Uberlebten den Aufenthalt auf der
ITS, wohingegen sechs der insgesamt 18 CIM-Patienten starben, was einer Mortalitatsrate von
33,3 % entspricht. AuRerdem verlangerte sich der Aufenthalt auf der ITS bei CIM-Patienten um

mehr als eine Woche gegeniiber NonCIM-Patienten.

Tabelle 8 Patientencharakteristik bei ITS-Aufnahme und relevante Outcomeparameter. Geschlecht und
Anzahl der Uberlebenden werden als absolute und relative Werte angegeben, restliche Angaben werden
ausgedriickt als Mediane (25./75. Perzentile). Das Signifikanzniveau p zwischen CIM- und NonCIM-
Patienten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. ® exakte Signifikanz (2-seitig) nach exaktem
Fisher Test. BMI: Body Mass Index; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; ALI: Acute Lung
Injury; ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome; MRC: Medical Research Council.

Anzahl n 12 18
Geschlecht m/f (%) 715 (58.3 %/41.7 %) 15/3 (83.3%/16.7 %) 210°
Alter Jahre 43 (33/58) 66 (41/76) .095
BMI kg/m® 26.0 (23.2/32.5) 27.9 (24.9/31.4) .787
Korperoberfliche m?  2.04 (1.85/2.13) 2.03 (1.95/2.12) T77
Aufnahmegrund ALI/ARDS: 3 (25.0 %) ALI/ARDS: 8 (44.4 %)
n (%) Sepsis: 0 (0.0 %) Sepsis: 7 (38.9 %)

Trauma: 4 (33.3 %) Trauma: 2 (11.1 %)

intrakranielle Blutung: 5 (41.7 %)  intrakranielle Blutung: 1 (5.6 %)
SOFA-Score 11.0 (9.0/14.0) 11.5 (10.0/14.0) .884
bei ITS-Aufnahme
Sepsis/
Schwere Sepsis/ a
Septischer Schock 5(42%) 16 (89%) 013

am Aufnahmetag n (%)
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MRC-Score
am ersten Tag 4.3 (3.5/4.8) 3.0 (2.9/3.3) .003
adaquater Wachheit

Uberlebende n (%) 12 (100 %) 12 (66.7 %) 134

Verweildauer der
Uberlebenden auf 22.5 (18.5/30.0) 30.5 (25.5/40.0) .038
ITS Tage

Bei Aufnahme auf die ITS waren 70% aller Patienten von einer Sepsis unterschiedlichen
Ausmald betroffen (Tabelle 8). Dabei befanden sich die CIM-Patienten haufiger im Zustand
einer schweren Sepsis oder eines septischen Schocks, als die Patienten, bei denen sich keine
CIM manifestierte. Im Verlauf des intensivmedizinischen Aufenthalts, besserte sich das
septische Zustandsbild in beiden Patientengruppen, wobei NonCIM-Patienten stets weniger

schwer betroffen waren, als CIM-Patienten (Abb. 8).
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Abb. 8 Sepsisverlauf wahrend der ersten 14 Tage auf ITS. Dargestellt ist der tagliche prozentuale Anteil
der CIM- und NonCIM-Patienten, welche die Kriterien flr das Vorliegen einer Sepsis, einer schweren

Sepsis oder eines septischen Schocks erflllten. Tag 1: Aufnahmetag auf die ITS.

Die Kontrollkohorte der vorliegenden Studie setzte sich aus zwei verschiedenen
Probandengruppen zusammen: den gesunden Probanden, bei denen ein HE-Clamp mit einer
simultanen Mikrodialyse durchgefiihrt wurde, und den metabolisch gesunden orthopadischen
Probanden, welchen zur Genexpressionsanalyse eine Muskelbiopsie enthommen wurde. Diese

Auswahl wurde gewahlt, um die Ergebnisse der untersuchten kritisch kranken Patienten in
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Bezug zu nicht-intensivpflichtigen Kontrollen setzen zu kénnen und damit die Parameter
differenzierter interpretieren zu kénnen.

Die deskriptiven Charakteristika der Vergleichsgruppen sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9 Charakteristk des Vergleichskollektivs. Anzahl und
Geschlecht werden als absolute Werte angegeben, das Alter wird
ausgedruckt als Median (25./75. Perzentile).

gesunde Probanden orthopadische

Probanden
Anzahl n 4 5
Geschlecht m/f 2/2 3/2
Alter Jahre 37 (30/45) 58 (57/67)
durchgefiihrte HE-Clamp + L
Untersuchung Mikrodialyse Muskelbiopsie

3.2 HYPERINSULINAMER EUGLYKAMER CLAMP (HE-CLAMP)

Der erste HE-Clamp wurde bei den Intensivpatienten an Tag 7 (5/8) nach ITS-Aufnahme
durchgefihrt. Der zweite HE-Clamp folgte an Tag 17 (15/19) nach ITS-Aufnahme. Im Zeitraum
zwischen ITS-Aufnahme und Durchfihrung der HE-Clamps bestand zwischen CIM- und
NonCIM-Patienten kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des taglich erhobenen SOFA-
Scores. Anhand der RASS ergab sich fir den Zeitraum bis zum ersten HE-Clamp eine
geringere Sedierungstiefe bei CIM-Patienten im Vergleich zu NonCIM-Patienten. Im Zeitraum
zwischen erstem und zweitem HE-Clamp waren keine signifikanten Unterschiede der
Sedierungstiefe zwischen CIM- und NonCIM-Patienten mehr nachweisbar. In beiden
betrachteten Zeitrdumen entsprachen sich CIM- und NonCIM-Patienten bezuglich der taglich
enteral sowie parenteral zugefiihrten kcal pro kg Idealgewicht und der taglich applizierten
Insulingesamtdosis. Gleiches galt fir die kumulativ applizierte Menge an Hydrocortison sowie
fur den taglichen Noradrenalinbedarf (Tabelle 10).

CIM-Patienten waren im Zeitraum zwischen erstem und zweitem HE-Clamp deutlich haufiger

durch hyperglykdme Phasen charakterisiert als NonCIM-Patienten (Tabelle 10).
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Tabelle 10 Patientencharakteristik vom Zeitpunkt der ITS-Aufnahme bis einschlieRlich zum 1. HE-
Clamptag bzw. im Zeitraum zwischen dem 1. HE-Clamptag bis einschlieRlich zum 2. HE-Clamptag. Aus
den taglich erhobenen Parametern wurde fir die entsprechenden Zeitrdume flr jeden Patienten ein
Medianwert gebildet. Alle Angaben werden ausgedriickt als Mediane (25./75. Perzentile). Das
Signifikanzniveau p zwischen CIM- und NonCIM-Patienten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
berechnet. tp < .05 vs. Zeitraum bis zum ersten HE-Clamp, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. SOFA:

Sequential Organ Failure Assessment; RASS: Richmond Agitation and Sedation Scale; BZ: Blutzucker

Patientencharakteristik

Parameter bis Tag 7 (1. HE-Clamp) zw. Tag 7 und Tag 17 (2. HE-Clamp)
NonCIM- NonCIM-
Patienten P Patienten P
n 12 17 5 14
Sedierung 4.0 3.0 043 1.0 1.0t 559
[RASS] (-4.25/-3.75)  (-4.0/-3.0) (-3.0/-0.5) (2.000)
Krankheitsschwere
[SOFA] 10.0 105 8.5 9.0f
A1 - ; 77
(9.0/11.0) (9.0/11.5) % (8000 (5.5/10.0) >
Hydrocortison 788.4 638.3 261 135.6 774.2 267
(mg) kumulativ (680.0/933.7) (481.7/870.3) - (19.9/251.3)  (345.3/1001.6)
Noradrenalin .063 .075 1.000 .000 0017 057
L0/KGigeaigewicht/MiN (.028/.121)  (.038/.099) (.000/.000)  (.000/061)
E‘:;'?‘g:e:'gmm/ d (1 310%-128 6 (1 516%'148 4y 3% (o 2;/'360 4 15213;'217 1y 298
(parenteral+enteral) ' ' ' ' ' 4) (15. )
. 53.1 66.6 37.6 36.5
Insulin 1U/d (37.1/57.1)  (206/73.0) 47 (23.00/456) (14.4162.97) 1000
128.0 131.0 122.1 120.4
tgl. BZ (mg/d]) (119.311362) (122.01143.8) 27 (117.51233) (118.0/131.8) 400
tgl. BZ-Variation 41.5 53.0 330 31.5 46.0 151
Max.-Min. (mg/dI) (27.8/52.0)  (34.0/59.5) - (30.0/43.0)  (31.5/62.0) -
% der Tage mit
S . 45.0 57.1 25.0 422
hyperglykdamer Episode .594 .046
& 150 mo/d) (25.9/60.7)  (33.3/75.0) (.0/30.8) (25.0/61.5)
% der Tage mit
A . 0 8.3 0 11.8
hypoglykamer Episode (.0/5.6) (020.0) 4 (025 (0/22.2) 183

(< 80 mg/dl)

3.2.1 Baseline Charakteristika der Intensivpatienten

Wahrend der baseline-Phase des ersten HE-Clamps waren CIM-Patienten durch einen
signifikant niedrigeren mittleren arteriellen Blutdruck und einen hdéheren Schockindex im

Vergleich zu NonCIM-Patienten charakterisiert. Sowohl am Tag des ersten HE-Clamps als auch
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am Tag des zweiten HE-Clamps waren mehr CIM-Patienten von einer akuten renalen
Dysfunktion  entsprechend  der  AKIN-Kriterien bzw. von  einer  chronischen
Nierenfunktionseinschrédnkung entsprechend der KDOQI-Kriterien betroffen als NonCIM-
Patienten. Allerdings erreichte dieser Trend zu keinem Zeitpunkt das Signifikanzniveau.
Gleiches gilt fur den haufigeren Einsatz von Nierenersatzverfahren bei CIM-Patienten am Tag
des ersten HE-Clamps. Bezlglich der weiteren erhobenen klinischen sowie laborchemischen

Parameter wiesen die Patientengruppen keine signifikanten Unterschiede auf (Tabelle 11).

Tabelle 11 Hamodynamische und laborchemische Charakteristika wahrend der baseline-Phase des 1.
HE-Clamps bzw. des 2. HE-Clamps. Alle Angaben werden ausgedriickt als Mediane (25./75. Perzentile).
Das Signifikanzniveau p zwischen CIM- und NonCIM-Patienten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
berechnet. @ exakte Signifikanz (2-seitig) nach Fisher's exact test. MAD: Mittlerer Arterieller Druck; AKIN:

Acute Kidney Injury Network; NI: Niereninsuffizienz; BGA: Blutgasanalyse.

Parameter baseline an Tag 7 (1. HE-Clamp) baseline an Tag 17 (2. HE-Clamp)
NonCIM- NonCIM-
Patienten P Patienten P
n 12 17 5 14
Herzfrequenz 70 (65/95) 92 (81/104) .053 80 (80/118) 87 (78/104) .893
MAD mmHg 87 (81/94) 74 (70/83) .030 90 (74/114) 84 (81/85) .633
Schockindex 0.66 0.80 029 0.81 0.76 733
(HF/RRgyst) (0.56/0.78) (0.73/0.93) ) (0.47/1.04) (0.65/0.91) :
Noradrenalin- .00 .01 370 .00 .00 195
Bedarf ug/kg/min (.00/.01) (.00/.08) ) (.00/.00) (.00/.02) :
Renale
Dysfunktion (AKIN a 0 a
1-3 oder chronische 7 (58 %) 15 (88 %) .092 2 (40 %) 10 (71 %) .305
terminale NI)
Nierenersatz- a a
Vé T aron z 1(8%) 6 (35%) 187 1(20%) 2 (14%) 1.000
Insulin im 37.3 30.8 347 27.7 23.9 1.000
Serum miU/l (25.2/92.7) (21.2/67.5) ) (11.8/31.8) (12.1/39.3) )
IL-6 im Plasma 43.1 74.7 128 34.9 37.9 559
pg/ml (18.8/87.4) (49.8/122.5) - (34.2/80.9) (16.9/58.4) :
Glukose BGA 119.0 119.0 419 106.0 129.0 208
mg/dI (116.2/139.0)  (103.0/126.0) (105.5/129.0) (110.0/144.0) -
Hb BGA 9.6 11.1 9.3 9.7
mg/d| 8.9/10.7)  (10.2/11.6) %% (g8.4/95) 89106) 27
Laktat BGA 0.8 1.3 0.5 1.0
mmol/ (0.7/1.0) 0817y 93 (0508 o817 970
pH BGA 7.45 743 305 7.40 7.40 500

(7.41/7 47) (7.39/7.45) (7.35/7.43) (7.36/7.43)
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3.2.2 Systemische Insulinsensitivitat

Der Insulinsensitivitatsindex (ISI) dient zur Quantifizierung der blutzuckersenkenden Wirkung
von Insulin und ist ein Maf fiir die Insulinsensitivitat aller insulinresponsiven Koérpergewebe.
Kritisch kranke Patienten waren im Vergleich zu gesunden Probanden zu beiden HE-
Clampzeitpunkten  durch  eine deutlich reduzierte systemische Insulinsensitivitat
gekennzeichnet. NonCIM-Patienten wiesen zum Zeitpunkt des ersten HE-Clamps einen um
73 % verminderten ISI| im Vergleich zu dem gesunden Vergleichskollektiv auf. Der ISI kritisch
kranker Patienten mit CIM war zum Zeitpunkt der ersten HE-Clamps sogar um 82 % gegenuber
gesunden Probanden reduziert. Zehn Tage spater - zum Zeitpunkt des zweiten HE-Clamps hat
sich der ISI von CIM- und NonCIM-Patienten leicht gebessert. Bei NonCIM-Patienten war der
ISI'im Vergleich zum ersten HE-Clamp um 91 % gestiegen, wahrend der ISI der CIM-Patienten
um 38 % zugenommen hat. Im Vergleich zu gesunden Probanden war die Insulinsensitivitat von
NonCIM- bzw. CIM-Patienten zum Zeitpunkt des zweiten HE-Clamps jedoch weiterhin um 49 %
bzw. 75 % vermindert (Abb. 9).
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Abb. 9 Insulinsensitivitatsindex (I1S1) als MaR fur die Gesamtkorperinsulinsensitivitdt. Zur Berechnung des
ISIs wurde die steady state-Glukoseinfusionsrate (mg/kg/min) ins Verhaltnis zur steady state-
Insulinkonzentration im Serum (mU/l) gesetzt. Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden,
CIM- und NonCIM-Patienten zum jeweiligen HE-Clamp wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet.
Das Signifikanzniveau p zwischen 1. und 2. HE-Clamp jeweils fiir CIM- bzw. NonCIM-Patienten wurde mit

dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. *p < .05; Tp < .01 vs. ISI der gesunden Probanden.
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3.2.3 Insulinkonzentration im Serum

Intensivpatienten wiesen wahrend beider HE-Clamps sowohl wahrend der baseline- als auch
wahrend der steady state-Phase signifikant héhere Serum-Insulinkonzentrationen im Vergleich
zu gesunden Probanden auf.

In der baseline-Phase des ersten HE-Clamps war die Insulinkonzentration im Serum der
Intensivpatienten zehnfach hdher als die der gesunden Probanden. In der steady state-Phase
lag die Serum-Insulinkonzentration der Intensivpatienten 3,6-fach héher als bei den gesunden
Probanden. Auch wahrend der baseline- und steady state-Phase des zweiten HE-Clamps war
die Insulinkonzentration gegenitber gesunden Probanden signifikant erhdht. Obgleich einer
aquivalenten baseline-Seruminsulinkonzentration waren die CIM-Patienten im steady state des
ersten HE-Clamps durch eine signifikant héhere Seruminsulinkonzentration im Vergleich zu
NonCIM-Patienten charakterisiert. Wahrend des zweiten HE-Clamps war diese Tendenz
weiterhin ersichtlich, verfehlte jedoch das statistische Signifikanzniveau (Abb. 10).

Es ist zu beachten, dass die Insulininfusionsrate in der steady state-Phase bei den gesunden
Probanden 40 mlU/m?min betrug, wohingegen sie bei den Intensivpatienten wahrend des

steady states des ersten und des zweiten HE-Clamps auf 125 mlU/m?/min eingestellt wurde.
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Abb. 10 Insulinkonzentration im Serum (mU/l) wahrend der baseline- und der steady state-Phase der HE-
Clamps. Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM- und NonCIM-Patienten wahrend

der jeweiligen HE-Clampphase wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau p
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1. und 2. HE-Clamp jeweils fur CIM- bzw- NonCIM-Patienten wurde mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test berechnet. *p < .05; **p <.01; ***p < .001

3.2.4 Glukoseinfusionsrate

CIM- und NonCIM-Patienten erhielten im Rahmen des intensivmedizinischen
Behandlungskonzepts bereits wahrend der baseline-Phase beider HE-Clamps eine
kontinuierliche Glukoseinfusion von 2 mg/kg/min. Die gesunden Probanden hielten in
Vorbereitung auf den HE-Clamp 12-stiindige Fastenzeit ein (Abb. 11).

Die intravenése Applikation von Insulin erforderte sowohl bei den gesunden Probanden als
auch bei den Intensivpatienten an beiden HE-Clampzeitpunkten eine aquivalente Steigerung
der Glukoseinfusionsrate mit dem Ziel der Aufrechterhaltung des Blutzuckerspiegels im Bereich
von 80-110 mg/dl (Abb. 11). Auch hierbei ist zu beachten, dass die Insulininfusionsrate in der
steady state-Phase bei den gesunden Probanden 40 mlU/m?/min betrug, wohingegen sie bei
den Intensivpatienten wahrend des steady states des ersten und des zweiten HE-Clamps auf

125 mIU/m?/min eingestellt wurde.
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Abb. 11 Glukoseinfusionsrate (mg/kg/min) wahrend der baseline- und der steady state-Phase der HE-
Clamps. Das Signifikanzniveau p zwischen CIM- und NonCIM-Patienten zum jeweiligen HE-Clamp wurde
mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau p zwischen 1. und 2. HE-Clamp jeweils
fur CIM- bzw- NonCIM-Patienten wurde mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. *p < .05;
**p <.01; ***p < .001
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3.2.5 Glukosekonzentration im Plasma

Wahrend des Clamps wurde bei allen gesunden Probanden und bei allen Patienten ein stabiler
steady state erreicht. Im Verlauf des HE-Clamps blieb die Glukosekonzentration im Plasma der
gesunden Probanden stabil. Da bei den ITS-Patienten in der baseline ein Blutzucker von
100-130 mg/dl und im steady state ein Blutzucker von 80-110 mg/dl angestrebt wurde, kam es
im Verlauf beider Clamps bei CIM- und NonCIM-Patienten erwartungsgemall zu einer

signifikanten Reduktion des Blutzuckerspiegels (Tabelle 12).

Tabelle 12 Glukosekonzentration im Plasma im HE-Clampverlauf. Alle Angaben werden ausgedriickt als
Mediane (25./75. Perzentile). Das Signifikanzniveau p zwischen der baseline- und der steady state-Phase
wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. BZ: Blutzucker. *p < .05; **p <.01;
***p <.001

1. HE-Clamp 2. HE-Clamp
gesunde
Probanden NonCIM- NonCIM-
Patienten Patienten

BZ baseline 84.0 119.0 119.0 106.0 129.0
(mg/dl) (83.5/89.5) (116.2/139.0) (103.0/126.0) (105.5/129.0) (110.0/144.0)
BZ steady state 84.3 90.3** 84 .3*** 84.3* 84.9**
(mg/dl) (75.5/90.5) (80.8/98.3) (77.0/96.5) (75.5/90.5) (81.3/96.5)

3.2.6 Metabolische Insulinclearance-Rate

Zur Evaluierung der Eliminationskapazitat fir Insulin wurde bei den Intensivpatienten die
metabolische Insulinclearance-Rate (MCR|) als Verhaltnis der Insulininfusionsrate im steady
state zur Differenz der Seruminsulinkonzentration (steady state - baseline) berechnet. Bei
dieser Betrachtung ist zu beachten, dass die Insulininfusionsrate in der steady state-Phase der
gesunden Probanden 40 mlU/m#*min betrug, wohingegen sie bei den Intensivpatienten auf
125 mlU/m?#*min eingestellt wurde. Die MCR, der NonCIM-Patienten wahrend des ersten HE-
Clamps war signifikant hdher als die MCR, der gesunden Probanden und der CIM-Patienten.
Wahrend des zweiten HE-Clamps war diese Tendenz weiterhin erkennbar, jedoch erreichte der
Unterschied keine statistische Signifikanz. Im Verlauf vom ersten zum zweiten Clamp blieb die
MCR, der CIM-Patienten annahrend konstant, wahrend bei den NonCIM-Patienten eine weitere

Zunahme der Eliminationskapazitat fur Insulin beobachtet wurde (Abb. 12).
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Abb. 12 Die metabolische Insulinclearance-Rate (MCR,), NonCIM- vs. CIM-Patienten. Die Berechnung
der MCR, erfolgte durch Division der steady state-Insulininfusionsrate mit der Differenz der
Seruminsulinkonzentration (steady state - baseline). Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden
Probanden, CIM- und NonCIM-Patienten zum jeweiligen HE-Clamp wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
berechnet. Das Signifikanzniveau p zwischen 1. und 2. HE-Clamp jeweils fir CIM- bzw- NonCIM-

Patienten wurde mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. *p < .05, **p < .01

Die Gruppierung der Intensivpatienten nach der Nierenfunktion am Tag des HE-Clamps
verdeutlichte insbesondere fur den Zeitpunkt des ersten HE-Clamps, dass kritisch kranke
Patienten mit einer Einschrankung der Nierenfunktion durch akute oder chronische
Niereninsuffizienz durch eine reduzierte MCR, im Vergleich zu Intensivpatienten mit intakter

Nierenfunktion gekennzeichnet waren (Abb. 13).
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Abb. 13 Die metabolische Insulinclearance-Rate (MCR,) der ITS-Patienten in Abhangigkeit von der
Nierenfunktion am ersten und zweiten HE-Clamptag. Eine Einschrankung der Nierenfunktion wurde beim
Vorliegen eines akuten Nierenversagens (AKIN 1-3) oder im Falle einer chronischen Nierninsuffizienz
klassifiziert. Die Berechnung der MCR, erfolgte durch Division der steady state-Insulininfusionsrate mit
der Differenz der Seruminsulinkonzentration (steady state - baseline). Das Signifikanzniveau p zwischen
Patienten mit intakter bzw. eingeschrankter Nierenfunktion zum jeweiligen HE-Clamp wurde mit dem

Mann-Whitney-U-Test berechnet. *p < .05

3.3 DER MUSKULARE SUBSTRATSTOFFWECHSEL

Zeitgleich zur Durchfuhrung der HE-Clamps wurde bei den Intensivpatienten sowie bei den
gesunden Probanden eine Mikrodialyse im M. vastus lateralis durchgefiihrt, um den muskularen
Substratmetabolismus wahrend der Stimulation des Koérpers mit Insulin und Glukose zu

beobachten.

3.3.1 Glukose

Bei den gesunden Probanden blieb die interstitielle Glukosekonzentration im Verlauf des HE-
Clamps konstant. Im Gegensatz dazu liel3 sich bei den Intensivpatienten wahrend beider HE-
Clamps ein deutlicher Abfall der Glukosekonzentration im M. vastus lateralis von der baseline-
zur steady state-Phase beobachten (Abb. 14A-B).
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Kritisch kranke Patienten waren wahrend der baseline-Phase beider HE-Clamps durch eine
signifikant hdhere muskuldre Glukosekonzentration im Vergleich zu dem gesunden
Kontrollkollektiv charakterisiert. In der steady state-Phase fanden sich keine signifikanten
Unterschiede der interstitiellen Glukosekonzentration zwischen gesunden Probanden und CIM-
bzw. NonCIM-Patienten (Abb. 14A). Bei der Betrachtung von NonCIM-Patienten gegen CIM-
Patienten lieRen sich wahrend beider HE-Clamps weder Unterschiede im Ausgangsniveau der
Glukosekonzentration noch in der relativen Veranderung der Glukosekonzentration im Verlauf

von der baseline- zur steady state-Phase feststellen (Abb. 14A-B).
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Abb. 14 A-B Glukosekonzentration im M. vastus lateralis unter HE-Clamp-Bedingungen bei gesunden
Probanden sowie CIM- und NonCIM-Patienten. A: interstitielle Glukosekonzentration in mg/dl wahrend
der baseline- und der steady state-Clampphase. B: Relative Anderung der interstitiellen
Glukosekonzentration im HE-Clampverlauf. Roter Strich: steady state-/baseline-Konzentration = 1 (keine
Anderung im HE-Clampverlauf). Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM- und
NonCIM-Patienten zum jeweiligen HE-Clamp wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das
Signifikanzniveau zwischen der baseline- und der steady state-Phase wurde mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. *p <.05; **p <.01; ***p <.001; Th < .05 vs. baseline-Phase der

gesunden Probanden.

3.3.2 Pyruvat

Pyruvat ist ein wichtiges Zwischenprodukt der aeroben Glukosemetabolisierung. Es ist
Endprodukt der aeroben Glykolyse und kann im Citratzyklus zur weiteren Energiegewinnung

abgebaut werden. Je nach Stoffwechsellage kann Pyruvat auch als Ausgangsmetabolit fiir die
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Glukoneogenese fungieren. Daruber hinaus stellt Pyruvat durch Transaminierung eine
Verbindung zum Aminosaurestoffwechsel her.

Die Stimulation mit Insulin und Glukose im HE-Clampverlauf rief bei den gesunden Probanden
einen deutlichen Anstieg der muskuldren Pyruvatkonzentration (p =.068) hervor. Bei den
Intensivpatienten waren durch diese Bedingungen keine Veranderungen der
Pyruvatkonzentration induzierbar (Abb. 15A-B). Die Intensivpatienten wiesen wahrend der
baseline-Phase beider HE-Clamps eine signifikant hdhere muskulédre Pyruvatkonzentration als
gesunde Probanden auf. In der steady state-Phase war die muskulare Pyruvatkonzentration
von gesunden Probanden vergleichbar mit der von CIM- und NonCIM-Patienten zu beiden HE-
Clamps (Abb. 15A).

Bei einem Vergleich der Ausgangswerte sowie der relativen Veranderungen der
Pyruvatkonzentration im Verlauf beider HE-Clamps von CIM- und NonCIM-Patienten lieRen sich

keinerlei Unterschiede zwischen den beiden Gruppen erkennen (Abb. 15A-B).
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Abb. 15 A-B Pyruvatkonzentration im M. vastus lateralis unter HE-Clamp-Bedingungen von CIM- und
NonCIM-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. A: interstitielle Pyruvatkonzentration in umol/l
wahrend der baseline- und der steady state-Clampphase. B: Relative Anderung der interstitiellen
Pyruvatkonzentration im HE-Clampverlauf. Roter Strich: steady state-/baseline-Konzentration = 1 (keine
Anderung im HE-Clampverlauf). Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM- und
NonCIM-Patienten zum jeweiligen HE-Clamp wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das
Signifikanzniveau zwischen der baseline- und der steady state-Phase wurde mit dem Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test berechnet. *p <.01; ***p <.001; Tp<.05 vs. baseline-Phase der gesunden
Probanden
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3.3.3 Laktat

In der Skelettmuskulatur wird Pyruvat unter anaeroben Bedingungen nicht in den Citratzyklus
eingeschleust, sondern zu Laktat reduziert. Laktat ist das Endprodukt des anaeroben
Glukosestoffwechsels. Sobald in der Muskulatur wieder aerobe Bedingungen herrschen, kann
Laktat zu Pyruvat ruckoxidiert werden. Darlber hinaus wird das von der Muskulatur gebildete
Laktat in den Blutkreislauf freigesetzt und kann in der Leber zur Glukoneogenese verwendet
werden oder im Herzmuskel zu Pyruvat umgewandelt werden.

Die Stimulation der gesunden Probanden mit Insulin und Glukose im Rahmen des HE-Clamps,
fuhrte zu einem Anstieg der Laktatkonzentration im Muskel (p = .068). Bei den Intensivpatienten
waren im Verlauf beider HE-Clamps keine signifikanten Veranderungen der muskularen
Laktatkonzentration registrierbar (Abb. 16A-B).

Bei der Betrachtung der lokalen Laktatkonzentration im M. vastus lateralis fallen zunachst
ahnliche Tendenzen auf wie bei der Analyse der Pyruvatkonzentration. So war das
Ausgangsniveau an Laktat bei NonCIM-Patienten wahrend des ersten HE-Clamps signifikant
héher als bei dem gesunden Kontrollkollektiv. Wahrend des zweiten HE-Clamps wiesen CIM-
Patienten gegenuber dem gesunden Referenzkollektiv eine hohere baseline-
Laktatkonzentration auf. Im steady state des ersten HE-Clamps wurde bei CIM- und NonCIM-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden eine signifikant hdéhere interstitielle
Laktatkonzentration gemessen. Wahrend des zweiten HE-Clamps war dieser Unterschied nur
noch in der Gruppe der CIM-Patienten signifikant (Abb. 16A).

Beim Vergleich der Ausgangswerte sowie die relativen Veranderungen der Laktatkonzentration
im Verlauf beider HE-Clamps von CIM- und NonCIM-Patienten lieRen sich keinerlei

Unterschiede zwischen den Gruppen feststellen (Abb. 16A-B).
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Abb. 16 A-B Laktatkonzentration im M. vastus lateralis unter HE-Clamp-Bedingungen von CIM- und
NonCIM-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. A: interstitielle Laktatkonzentration in mmol/l
wahrend der baseline- und der steady state-Clampphase. B: Relative Anderung der interstitiellen
Laktatkonzentration im HE-Clampverlauf. Roter Strich: steady state-/baseline-Konzentration =1 (keine
Anderung im HE-Clampverlauf). Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM- und
NonCIM-Patienten zum jeweiligen HE-Clamp wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das
Signifikanzniveau zwischen der baseline- und der steady state-Phase wurde mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. **p <.01; Tp< .05 vs. baseline-Phase der gesunden Probanden;

*p < .05 vs. steady state-Phase der gesunden Probanden.

3.3.4 Laktat/Pyruvat-Ratio

Anhand der Laktat/Pyruvat-Ratio lasst sich der lokale Glukosestoffwechsel differenzierter nach
aerobem bzw. anaerobem Stoffwechsel betrachten. Eine Zunahme der Laktat/Pyruvat-Ratio
spricht fur eine relative Zunahme der anaeroben Glukoseverwertung. Umgekehrt ist eine
Abnahme der Laktat/Pyruvat-Ratio das Resultat eines relativen Anstiegs der aeroben
Glukosemetabolisierung.

Wahrend das Kontrollkollektiv im Verlauf des HE-Clamps eine klare Veranderung hin zu
vermehrt aeroben Stoffwechsel zeigte, was sich in einer deutlichen Reduktion der
Laktat/Pyruvat-Ratio widerspiegelte (p = .068), war bei CIM- und NonCIM-Patienten im Verlauf
beider HE-Clamps keine bedeutende Stoffwechselveranderung anhand der Laktat/Pyruvat-
Ratio zu beobachten (Abb. 17A-B).

Es fiel auf, dass bei den Intensivpatienten das Verhéltnis von Laktat zu Pyruvat wahrend der

baseline-Phase beider Clamps aquivalent zur Laktat/Pyruvat-Ratio der gesunden Probanden
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war. Im steady state beider HE-Clamps wiesen NonCIM-Patienten eine den gesunden
Probanden vergleichbare Laktat/Pyruvat-Ratio auf, wohingegen CIM-Patienten durch eine
signifikant héhere Laktat/Pyruvat-Ratio charakterisiert waren (Abb. 17A).

Ein Vergleich der Ausgangswerte der Laktat/Pyruvat-Ratio im Verlauf beider HE-Clamps von
CIM- und NonCIM-Patienten erbrachte keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abb. 17A-B). Allerdings zeigte sich wahrend des zweiten HE-Clamps, dass sich die
relative Veradnderung der Laktat/Pyruvat-Ratio im HE-Clampverlauf zwischen CIM- und
NonCIM-Patienten signifikant unterschied, wobei CIM-Patienten durch eine leichte Zunahme
und NonCIM-Patienten durch eine leichte Abnahme der Laktat/Pyruvat-Ratio gekennzeichnet
waren (Abb. 17B).
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Abb. 17 A-B Laktat/Pyruvat-Ratio im M. vastus lateralis unter HE-Clamp-Bedingungen von CIM- und
NonCIM-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. A: interstitielle Laktat/Pyruvat-Ratio wahrend
der baseline- und der steady state-Clampphase. B: Relative Anderung der interstitiellen Laktat/Pyruvat-
Ratio im HE-Clampverlauf. Roter Strich: steady state-/baseline-Konzentrations-Ratio = 1 (keine Anderung
im HE-Clampverlauf).Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM- und NonCIM-
Patienten zum jeweiligen HE-Clamp wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das
Signifikanzniveau zwischen der baseline- und der steady state-Phase wurde mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. *p < .05; **p < .01; **p < .001; *5 < .05 vs. steady state-Phase der
gesunden Probanden.
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3.3.5 Glycerol

Der dreiwertige Alkohol Glycerol bildet nach Veresterung mit drei Fettsduren ein Triacylglycerid.
Ist statt der dritten Fettsaure ein Phosphorsaureester mit Glycerol verknlpft, so spricht man von
einem Phospholipid, welches insbesondere am Aufbau von Plasmamembranen beteiligt ist.
Durch enzymatische Abspaltung der freien Fettsduren durch Lipasen kann Glycerol freigesetzt
werden. Glycerol ist somit ein Marker einerseits fir Lipolyse im Rahmen der Energiegewinnung,
andererseits fir Membranschadigung und Zelluntergang.

Die Applikation von Insulin und Glukose flihrte bei gesunden Probanden zu einer Reduktion der
interstitiellen Glycerolkonzentration um 74 %. CIM-Patienten zeigten ebenfalls eine leichte aber
signifikante Abnahme der muskuldren Glycerolkonzentration im Verlauf beider HE-Clamps
(Abb. 18A-B). Bei NonCIM-Patienten waren solche Veranderungen nicht registrierbar.
Intensivpatienten wiesen sowohl wahrend der baseline-Phase des friihen als auch wahrend des
spaten HE-Clamps eine mit den gesunden Probanden vergleichbare muskulare
Glycerolkonzentration auf. Im steady state des ersten HE-Clamps fand sich bei den kritisch
kranken Patienten eine gegeniber den gesunden Probanden signifikant héhere interstitielle
Glycerolkonzentration. Wahrend des zweiten HE-Clamps war dieser Unterschied nur noch fir
CIM-Patienten gultig (Abb. 18A).

Die Gruppierung der Intensivpatienten in CIM- und NonCIM-Patienten erbrachte fiir den ersten
HE-Clamp keine Unterschiede beziglich der baseline-Konzentration von Glycerol und der
relativen Glycerolveranderung im HE-Clampverlauf (Abb. 18A-B). Im zweiten HE-Clamps fiel
jedoch auf, dass die muskulare Glycerolkonzentration der NonCIM-Patienten sowohl wahrend
der baseline- als auch wahrend der steady state-Phase signifikant geringer war als bei CIM-
Patienten (Abb. 18A).
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Abb. 18 A-B Glycerolkonzentration im M. vastus lateralis unter HE-Clamp-Bedingungen von CIM- und
NonCIM-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. A: interstitielle Glycerolkonzentration in umol/l
wahrend der baseline- und der steady state-Clampphase. B: Relative Anderung der interstitiellen
Glycerolkonzentration im HE-Clampverlauf. Roter Strich: steady state-/baseline-Konzentration = 1 (keine
Anderung im HE-Clampverlauf).Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM- und
NonCIM-Patienten zum jeweiligen HE-Clamp wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das
Signifikanzniveau zwischen der baseline- und der steady state-Phase wurde mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. *p < .05; **p < .01; **p < .001; *p < .05 vs. steady state-Phase der
gesunden Probanden.
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3.4 EXPRESSION DER GENE DES INSULINSIGNALWEGS IM M. VASTUS LATERALIS

Bei den Intensivpatienten wurde jeweils an Tag 6 (4/8) und an Tag 15 (14/19) nach ITS-
Aufnahme eine chirurgische Muskelbiopsie im M. vastus lateralis durchgefuhrt. Die
gewonnenen Muskelproben wurden anschlieRend zur Expressionsanalyse von am
Insulinsignalweg und an der Regulation der Glukosehomdostase beteiligten Gene mittels
semiquantitaiver Real-Time PCR verwendet. Auf die gleiche Art und Weise wurden die
Muskelbiopsate der orthopadischen Referenzprobanden untersucht.

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse dargestellt.

3.4.1 Erste Schritte im Insulinsignalweg: Insulinrezeptor, IGF-1-Rezeptor, IRS-1, IRS-2

Wahrend NonCIM-Patienten zu beiden Biopsiezeitpunkten einen den orthopadischen
Kontrollprobanden vergleichbaren mRNA-Gehalt fir den Insulinrezeptor aufwiesen, war die
Insulinrezeptor-mRNA-Expression der CIM-Patienten zu beiden Biopsiezeitpunkten etwa um die
Halfte reduziert [fCgiopsic1 = .52 (.44/.79), fCgiopsie2 = .46 (.31/.61)] (Abb. 19A). Ein &hnliches
Verhalten liel3 sich bezliglich der mRNA-Expression des IGF-1-Rezeptors beobachten, wobei
zum Zeitpunkt der zweiten Muskelbiopsie auch NonCIM-Patienten ebenso wie CIM-Patienten
weniger |GF-1-Rezeptor-rmRNA exprimierten als die orthopadischen Referenzprobanden
(Abb. 19B). Die IRS-1-Expression zeigte sich wahrend beider Biopsiezeitpunkte sowohl bei
NonCIM- als auch bei CIM-Patienten reduziert (Abb. 19C). In der ersten Muskelbiopsie
exprimierten CIM-Patienten im Vergleich zu NonCIM-Patienten signifikant weniger mRNA fir
den Insulinrezeptor, den IGF-1-Rezeptor- und fir IRS-1. In der zweiten Muskelbiopsie liel3en
sich solche Veranderungen nicht mehr nachweisen.

Die IRS-2-mRNA-Expression von CIM- und NonCIM-Patienten unterschied sich zu keinem
Biopsiezeitpunkt von dem IRS-2-mRNA-Expressionsniveau der orthopadischen Probanden.
Allerdings zeigte sich, dass CIM- und NonCIM-Patienten in der zweiten Muskelbiopsie

signifikant weniger IRS-2-mRNA exprimierten als noch in der ersten Biopsie (Abb. 19D).
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Abb. 19 A-D Relative mRNA-Expression im M. vastus lateralis, ausgedriickt als das Vielfache (n-fold
change) der Genexpression in der Muskulatur orthopadischer Probanden, welche auf 1 normiert wurde
(roter Strich), logarithmische Auftragung. Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM-
und NonCIM-Patienten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau zwischen
dem Expressionsniveau der ersten und der zweiten Muskelbiopsie wurde mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test berechnet. A: Insulinrezeptor, B: Insulin-like growth factor-1-Rezeptor, C: Insulinrezeptor-
Substrat-1, D: Inuslinrezeptor-Substrat-2. *p < .05; **p < .01; ***p < .001
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3.4.2 Die zentralen Stellglieder: p110a, Akt2

Die katalytische Untereinheit p110a der PI3K wurde bei kritisch kranken Patienten zu beiden
Biopsiezeitpunkten auf mRNA-Ebene bedeutend geringer exprimiert als bei den metabolisch
gesunden orthopadischen Kontrollen. In der ersten Muskelbiopsie war bei NonCIM-Patienten
nur etwa halb so viel p110a-mRNA wie bei den orthopadischen Probanden detektierbar
[fc = .46 (.30/.54)]. Zum Zeitpunkt der zweiten Biopsie war die p110a-mRNA-Expression der
NonCIM-Patienten gegentber der ersten Biopsie noch weiter supprimiert [fc = .31 (.14/.37)]. Bei
den CIM-Patienten war bereits in der ersten Muskelbiopsie nur ein Viertel der p110a-mRNA-
Menge von gesunden Probanden nachweisbar [fc = .25 (.14/.34)]. In der zweiten Biopsie fiel die
p110a-mRNA-Expression gegenliber der ersten Biospie weiter [fc = .17 (.09/.24)] (Abb. 20A)

Gegensatzlich verhielt sich die Expression von Akt2-mRNA. CIM- und NonCIM-Patienten waren
im Vergleich zu den orthopadischen Referenzprobanden wahrend beider Biopsiezeitpunkte
durch eine gesteigerte Akt2-mRNA-Expression gekennzeichnet. NonCIM-Patienten
exprimierten in der ersten Biopsie dreimal so viel Akt2-mRNA wie gesunde Probanden
[fc = 3.09 (2.02/3.68)], wahrend der Akt2-mRNA-Gehalt bei CIM-Patienten in der ersten Biopsie
um zwei Drittel der Menge gesunder Kontrollen gesteigert war [fc = 1.67 (1.40/2.62)]. Wahrend
des zweiten Biopsiezeitpunktes war die Akt-2-mRNA-Expression bei NonCIM- und CIM-

Patienten weiterhin signifikant héher als die der gesunden Probanden (Abb. 20B).
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Abb. 20 A-B Relative mRNA-Expression im M. vastus lateralis, ausgedriickt als das Vielfache (n-fold
change) der Genexpression in der Muskulatur orthopadischer Probanden, welche auf 1 normiert wurde
(roter Strich), logarithmische Auftragung. Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM-
und NonCIM-Patienten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau zwischen
dem Expressionsniveau der ersten und der zweiten Muskelbiopsie wurde mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test berechnet. A: p110a -Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase, B: Akt2. *p < .05;
**p <.01; ***p <.001

3.4.3 Die Akt-Zielstrukturen: GSK3R, mTOR, FOXO1, FOX0O3

Das GSK3RB-Genexpressionsmuster der NonCIM-Patienten zeigte sich in beiden
Muskelbiopsien aquivalent zu dem der orthopadischen Kontrollen. Im Gegensatz dazu liefl3 sich
in den Muskelbiopsaten der CIM-Patienten zu beiden Zeitpunkten signifikant weniger GSK33-
MRNA detektieren als bei den orthopadischen Kontrollen und NonCIM-Patienten (Abb. 21A).
NonCIM-Patienten exprimierten in der ersten Muskelbiopsie signifikant mehr mTOR-mRNA als
gesunde Kontrollen [fc =1.71(1.33/2.42)]. In der zweiten Muskelbiopsie war ein solcher
Unterschied nicht mehr nachweisbar. Die mTOR-Transkription der CIM-Patienten stellte sich
gegenuber den orthopadischen Probanden zu beiden Biopsiezeitpunkten aquivalent dar (Abb.
21B).

NonCIM- und CIM-Patienten waren in der ersten Muskelbiopsie durch eine gegeniiber den
orthopadischen Probanden etwa dreifach erhdhte FOXO1-Genexpression gekennzeichnet
[fenoncim = 3.02 (2.00/4.41); fecom = 2.64 (1.74/4.71)]. In der zweiten Muskelbiopsie lieR} sich ein

solcher signifikanter Expressionsunterschied nicht mehr detektieren (Abb. 21C)
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Das FOXO3-mRNA-Expressionsmuster der Intensivpatienten ahnelte der Genexpression von
FOXO1, wobei auch in der zweiten Biopsie der NonCIM-Patienten signifikant mehr FOXO3-
MmRNA nachweisbar war als bei den orthopadischen Kontrollen [fc = 2.73 (1.67/3.76)] (Abb.

21D).
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Abb. 21 A-D Relative mRNA-Expression im M. vastus lateralis, ausgedriickt als das Vielfache (n-fold
change) der Genexpression in der Muskulatur orthopadischer Probanden, welche auf 1,00 normiert
wurde (roter Strich), logarithmische Auftragung. Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden,
CIM- und NonCIM-Patienten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau
zwischen dem Expressionsniveau der ersten und der zweiten Muskelbiopsie wurde mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. A: GSK3R, B: mTOR, C: FOX0O1, D: FOXO3. *p < .05; **p < 0.01
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3.4.4 Die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4

Die GLUT1-mRNA-Expression von Intensivpatienten unterschied sich zu keinem
Biopsiezeitpunkt vom Expressionsniveau der orthopadischen Probanden. Auch im Verlauf des
intensivmedizinischen Aufenthalts fanden sich keine signifikanten Veranderungen der GLUT1-
Genexpression bei CIM- und NonCIM-Patienten (Abb. 22 A).

Im Gegensatz dazu war die GLUT4-mRNA-Expression von CIM- und NonCIM-Patienten zu
beiden Biopsiezeitpunkten signifikant geringer als bei den orthopadischen Probanden. Dabei
lie® sich bei CIM-Patienten in der ersten Biopsie nochmals weniger GLUT4-mRNA nachweisen
als bei NonCIM-Patienten. Nur etwa 20 % der GLUT4-mRNA-Menge orthopadischer Probanden
konnten in der ersten Muskelbiopsie der CIM-Patienten detektiert werden [fc = .20 (.09/29)],
wahrend bei NonCIM-Patienten noch die Halfte des GLUT4-mRNA-Gehalts orthopadischer
Probanden nachweisbar war [fc = .51 (.26/ .63)] (Abb. 22 B).
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Abb. 22 A-B Relative mRNA-Expression im M. vastus lateralis, ausgedriickt als das Vielfache (n-fold
change) der Genexpression in der Muskulatur orthopadischer Probanden, welche auf 1 normiert wurde
(roter Strich), logarithmische Auftragung. Das Signifikanzniveau p zwischen gesunden Probanden, CIM-
und NonCIM-Patienten wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau zwischen
dem Expressionsniveau der ersten und der zweiten Muskelbiopsie wurde mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test berechnet. A: GLUT1, B: GLUT4. *p < .05; **p < 0.01
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, pathophysiologische Aspekte der Insulinresistenz bei
Intensivpatienten mit und ohne CIM im zeitlichen Verlauf einer kritischen Erkrankung zu
untersuchen. Wir untersuchten bei 30 kritisch kranken Patienten einerseits die
Gesamtkdrperinsulinsensitivitdt, andererseits den Glukosemetabolismus und die Expression
von Genen des metabolischen Insulinsignalwegs in der Skelettmuskulatur.

Es konnte ein Kollektiv von 30 kritisch kranken Patienten rekrutiert werden. Um eine
umfassende Interpretation der Untersuchungsergebnisse zu ermdglichen, wurden zusatzlich

zwei Vergleichskollektive nicht kritisch kranker Patienten akquiriert.

Folgende Ergebnisse werden im Anschluss diskutiert:

* Kiritisch kranke Patienten waren durch eine massive Reduktion der systemischen
Insulinsensitivitdt gegenlber gesunden Probanden gekennzeichnet. Bei CIM-Patienten war
die systemische Insulinsensitivitdt noch starker reduziert als bei NonCIM-Patienten. Diese
Veranderung wurde besonders in der Frihphase des intensivmedizinischen Aufenthalts, im
ersten HE-Clamp, deutlich (Abb. 9).

* Die metabolische Insulinclearance war sowohl bei Intensivpatienten mit CIM als auch bei
Intensivpatienten mit eingeschrankter Nierenfunktion gegeniber gesunden Probanden
reduziert (Abb. 12-13).

* Die metabolische Flexibilitdt der Skelettmuskulatur von Intensivpatienten war unabhangig
vom Vorliegen einer CIM sowohl an Tag 7 als auch an Tag 17 nach ITS-Aufnahme

gegenuber gesunden Probanden massiv eingeschrankt (Abb. 14-18).

* Der blutzuckersenkende Effekt von Insulin scheint bei kritischer Erkrankung auf einer

Insulinwirkung an extramuskuldren Geweben zu beruhen.

* Die Intensivpatienten =zeichneten sich fir die Mehrheit der Gene, die an der
insulinabhangigen Regulation der muskularen Glukosehomoostase beteiligt sind, durch ein
gegeniber den orthopadischen Probanden deutlich verandertes Expressionsmuster aus.
CIM-Patienten wiesen dabei im Allgemeinen starkere Abweichungen auf als NonCIM-
Patienten. Unterschiede der Genexpression zwischen NonCIM- und CIM-Patienten liel3en

sich insbesondere in der ersten Muskelbiopsie nachweisen (Abb. 19-22).
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4.1 HERABGESETZTE SYSTEMISCHE INSULINSENSITIVITAT WAHREND DER ERSTEN WOCHEN
AUF DER INTENSIVSTATION

In der vorliegenden Arbeit wurde die systemische Insulinsensitivitdt mittels der
Goldstandardmethode des HE-Clamps erstmals an Tag 7 nach Aufnahme auf die ITS bestimmt.
Der berechnete ISI quantifiziert die Menge an Glukose, die pro Einheit Seruminsulin aus dem
zirkulierenden Blut entfernt wird und ist somit ein geeignetes Mall zur Bestimmung der
Gesamtkorperinsulinsensitivitdt. Die systemische Insulinsensitivitdt kritisch kranker Patienten
am siebten Tag nach ITS-Aufnahme war gegenlber dem gesunden Referenzkollektiv um 79 %
herabgesetzt. Zauner et al. haben die Insulinsensitivitdt von Intensivpatienten am zweiten
Aufenthaltstag auf der ITS quantifiziert, wobei sie einen um 70 % reduzierten ISI im Vergleich
zu gesunden Kontrollen ermittelten. Die Arbeitsgruppe um Pretty et al. lieferte sogar Hinweise
daflr, dass die systemische Insulinsensitivitdt von Intensivpatienten am ersten Tag auf der ITS
noch niedriger ist als am zweiten Tag des intensivmedizinischen Aufenthalts.'® Jedoch gab es
in dieser Untersuchung kein metabolisch gesundes Referenzkollektiv, sodass die
Insulinsensitivitdt nur intraindividuell verglichen werden konnte. Die vorliegende Arbeit
demonstriert, dass auch noch nach einer Woche Aufenthalt auf einer ITS eine massive
Insulinresistenz bei kritisch kranken Patienten nachweisbar ist. Es ist hervorzuheben, dass in
der vorliegenden Arbeit Intensivpatienten mit einem sehr schweren Krankheitsverlauf
(SOFA = 8) selektiert wurden. Dadurch ist zusatzlich die hohe Pravalenz der CIM von 60 % in
dem vorliegenden Patientenkollektiv im Vergleich zu bisher veréffentlichen Werten zu
erklaren.”"

Zehn Tage nach dem ersten HE-Clamp war der IS| der Intensivpatienten signifikant gestiegen.
Dieser Anstieg war allerdings nur sehr gering ausgepragt. Gegeniber dem Niveau der
gesunden Probanden zeigte sich der ISI der untersuchten Intensivpatienten am Tag des
zweiten HE-Clamps weiterhin um 72 % reduziert (Abb. 9). Die Insulinsensitivitat der kritisch
kranken Patienten war also sowohl an Tag 7 als auch an Tag 17 nach Aufnahme auf die ITS
massiv herabgesetzt.

Es ist anzunehmen, dass die geringe Zunahme der Insulinsensitivitat im Zeitraum zwischen
dem ersten und dem zweiten HE-Clamp auf einer Verbesserung des klinischen Zustands der
Patienten im Rahmen der intensivmedizinischen Therapie beruht. Sowohl bei CIM-Patienten als
auch bei NonCIM-Patienten war der Grad der Krankheitsschwere, quantifiziert mit Hilfe des
SOFA-Scores, im Zeitraum zwischen ersten und zweiten HE-Clamp niedriger als im Zeitraum
zwischen ITS-Aufnahme bis zum ersten HE-Clamp (Tabelle 10). Dies deutet eine Stabilisierung
des Krankheitszustands der Patienten an. Auch bei der Betrachtung der Kurve des Sepsis-
Verlaufs fiel auf, dass der Anteil der Patienten, welche Sepsiskriterien erfiillen, in beiden

Patientengruppen wahrend der ersten 14 Tage auf der ITS sank (Abb. 8). Dass das Ausmalf
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der systemischen Insulinresistenz mit der Krankheitsschwere von Intensivpatienten korreliert,
wurde bereits durch die Clampstudien von Zauner et al. postuliert.”® Dieser Zusammenhang

wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gefestigt.

4.1.1 Gravierendere Einschrankung der systemischen Insulinsensitivitat bei

Intensivpatienten mit CIM

CIM-Patienten zeichneten sich wahrend des ersten HE-Clamps durch eine starkere
Einschrankung der Insulinsensitivitdt aus als NonCIM-Patienten (Abb. 9). Ob sich die
Entwicklung einer CIM und die Manifestation einer massiven systemischen Insulinresistenz
gegenseitig bedingen oder auf gemeinsamen pathophysiologischen oder therapeutischen
Faktoren beruhen, ist bisher nicht geklart. Zwei groRe belgische Studien haben gezeigt, dass
durch die Einhaltung einer strikten Normoglykdmie im Bereich von 80—-110 mg/dl mittels [IT im
Vergleich zur liberalen Blutzuckereinstellung im Bereich <215mg/dl die Inzidenz
neuromuskulérer Erkrankungen bei kritisch kranken Patienten reduziert wird.***' Die Frage, ob
die protektive Wirkung der IIT auf der Pravention potentiell toxischer hyperglykdmer Episoden
oder auf der vermehrten Stimulation des Koérpers mit Insulin beruht, ist nicht eindeutig
beantwortet. Naturlich ist auch eine Kombination beider Wirkmechanismen denkbar. Eine
Regressionsanalyse hat angedeutet, dass die Einhaltung der Normoglykamie im Bereich von
80-110 mg/dl unabhangig von der applizierten Insulinmenge die ausschlaggebende Variable fir
die Pravention neuromuskuldrer Komplikationen durch eine IIT zu sein scheint.**

In der vorliegenden Arbeit wurde der Blutzucker wahrend des gesamten intensivmedizinischen
Aufenthalts bei allen Patienten anhand eines standardisierten Protokolls entsprechend der

Empfehlung der Surviving Sepsis Campaign 2008'%

mittels intravendser Insulingabe auf den
Zielbereich zwischen 80-150 mg/dl eingestellt. CIM- und NonCIM-Patienten bendtigten
aquivalente tagliche Insulinmengen um den Blutzucker in dem vorgegebenen Zielbereich zu
halten. Auch bezilglich der Haufigkeit des Auftretens hypo- bzw. hyperglykdmer Episoden im
Rahmen der Therapie fanden sich bis zum ersten HE-Clamp keine signifikanten Unterschiede
zwischen CIM- und NonCIM-Patienten (Tabelle 10). Trotz der vergleichbaren Bedingungen der
Insulintherapie ist die Pravalenz der CIM an Tag 7 nach Aufnahme auf die ITS bei dem
vorliegenden Patientenkollektiv mit 60 % erstaunlich hoch. Dies widerspricht der Hypothese,
dass die Vermeidung hyperglykdmer Phasen und/oder die Applikation von Insulin das Risiko fir
die Manifestation einer CIM senkt. Allerdings war der Blutglukosezielbereich in der vorliegenden
Studie moderater begrenzt als in den beiden belgischen Untersuchungen zur IIT. Es ware
denkbar, dass die beschriebenen positiven Auswirkungen der IIT erst bei Einhaltung des sehr

engen Blutzuckerrahmens von 80—-110 mg/dl zum Tragen kommen.
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Der Blutzucker liel sich bei CIM-Patienten im Zeitraum zwischen dem ersten und zweiten HE-
Clamp schwieriger im Zielbereich einstellen als bei NonCIM-Patienten, weshalb CIM-Patienten
signifikant haufiger von hyperglykdmen Episoden betroffen waren (Tabelle 10). Die
hyperglykdmen Phasen scheinen eine Folge und nicht die Ursache der CIM zu sein, da die
Diagnose der CIM bereits vor dem ersten HE-Clamp gestellt wurde und bis zu diesem Zeitpunkt
kein Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens hypo- und hyperglykdmer Phasen
nachweisbar war (Tabelle 10). Vorstellbar ist daher auch, dass die lIT erst im spateren Verlauf
der kritischen Erkrankung durch Vermeidung von Hyperglykdmien und Verringerung der
Butzuckervariabilitat positive Auswirkungen zeigt.

Allerdings existieren eine Reihe von Studien, in denen es nicht gelang, die positiven Effekte
einer lIT zu reproduzieren. Eine 2008 verdffentlichte Metaanalyse hat 29 randomisierte
kontrollierte Studien zur IIT bei Intensivpatienten analysiert und kam zu dem eindeutigen
Ergebnis, dass eine strikte Normoglykdmie keinen Einfluss auf die Mortalitat hat.'"" Vielmehr
traten bei den Patienten mit IIT signifikant haufiger gefahrliche hypoglykdme Episoden auf. Auf
Grundlage dieser Erkenntnisse wird vermehrt Uber einen potentiellen Nutzen des

physiologischen Anpassungsvorgangs der Stresshypergykdmie nachgedacht.*’

Wahrend des zweiten HE-Clamps war kein Unterschied der Insulinsensitivitat zwischen CIM-
und NonCIM-Patienten mehr nachweisbar (Abb. 9). Diese Tatsache lasst sich ebenso wie die
leichte Steigerung des ISls im Verlauf vom ersten zum zweiten HE-Clamp durch eine
Verbesserung der klinischen Situation der Patienten erklaren. Insbesondere CIM-Patienten
bendtigten im Zeitraum zwischen ersten und zweiten HE-Clamp weniger Noradrenalin als in der
Zeit bis zum ersten HE-Clamp (Tabelle 10), was als Ausdruck der hamodynamischen
Stabilisierung der CIM-Patienten gewertet werden kann. AuRerdem reduzierte sich die Anzahl
der Patienten, bei denen ein zweiter HE-Clamp durchgefuhrt werden konnte. In der Kohorte der
NonCIM-Patienten konnte bei sieben Patienten kein zweiter HE-Clamp stattfinden, da die
Patienten soweit genesen waren, dass sie auf eine Normalstation verlegt werden konnten. Im
Gegensatz dazu konnte in der Gruppe der CIM-Patienten bei drei Patienten kein zweiter HE-
Clamp durchgefuhrt werden, weil eine instabile klinische Situation der Patienten die
Durchfihrung eines HE-Clamps nicht zu lie3 oder die Patienten verstorben waren (Tabelle 11).
Der Wegfall von Patienten mit besonders positiven Verlaufen in der Gruppe der NonCIM-
Patienten und von Patienten mit besonders negativen Verldufen in der Gruppe der CIM-
Patienten kann die Angleichung des ISIs von CIM- und NonCIM-Patienten wahrend des zweiten
HE-Clamps bedingen. Ob der niedrige I1SI des ersten HE-Clamps der CIM-Patienten ursachlich
fur die erhohte Mortalitdt dieser Kohorte ist, oder ob er Ausdruck der Krankheitsschwere ist,

I&sst sich anhand der vorliegenden Daten nicht differenzieren.
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4.1.2 Starkerer Anstieg der Insulinserumkonzentration bei Intensivpatienten mit CIM

Beide HE-Clamps wurden bei den Intensivpatienten mit deutlich héheren Insulininfusionsraten
durchgeflhrt als bei den gesunden Probanden (125 mU/m?/min vs. 40 mU/m?/min), da bei den
Intensivpatienten bereits vor Versuchsbeginn von dem Vorliegen einer herabgesetzten
Insulinsensitivitdt ausgegangen wurde. Auflerdem wurde bei den Intensivpatienten in
Vorbereitung auf den HE-Clamp keine 12stlindige Nuchternheitsphase eingehalten, sondern
zur Garantie einer minimalen Energiezufuhr eine Glukoseerndhrung mit variabler Insulingabe
eingeleitet. Hatte man den HE-Clamp bei den Intensivpatienten mit nur 40 mU/m?/min
durchgefihrt, wéaren Veranderungen der Glukoseutilisationsrate, die erst durch hdhere
Insulindosen hervorgerufen werden nicht erfasst worden. Gegenteilig hierzu wurde bei den
gesunden und nuchternen Probanden eine intakte Insulinsensitivitat erwartet. Unter dieser
Annahme war eine niedrigere Insulininfusionsrate angebracht, um Veranderungen der
Glukoseutilisationsrate zu detektieren.'"?

Die hohe Insulininfusionsrate flihrte bei den Intensivpatienten wahrend beider HE-Clamps zu
einem starken Anstieg der Insulinserumkonzentration, wobei die Glukoseinfusionsrate nur
vergleichsweise wenig erhdéht werden musste, um eine Normoglykdmie aufrechtzuerhalten
(Abb. 10-11). Die Glukoseinfusionsrate der Intensivpatienten wahrend der steady state-Phase
war zu beiden HE-Clampzeitpunkten aquivalent zur steady state-Glukoseinfusionsrate der
gesunden Probanden, obwohl die Intensivpatienten eine vielfach héhere
Insulinserumkonzentration aufwiesen. Diese Tatsache veranschaulicht die massive
Einschrankung der blutzuckersenkenden Wirkung von Insulin bei kritisch kranken Patienten.
Wahrend der baseline-Phase beider HE-Clamps wiesen CIM- und NonCIM-Patienten eine
vergleichbare Insulinkonzentration im Serum auf, welche jedoch signifikant héher lag als die der
gesunden Kontrollen. Dieser Unterschied begrindet sich auf der Tatsache, dass den
Intensivpatienten bereits wahrend der baseline-Phase beider HE-Clamps kontinuierlich Glukose
intravends appliziert wurde und zur Aufrechterhaltung des Blutglukosespiegels im Bereich von
100-130 mg/dl bedarfsgerecht Insulin intravends verabreicht wurde. Im Gegensatz dazu ist die
niedrige baseline-Insulinkonzentration der gesunden Probanden das Ergebnis einer 12-
stindigen Nahrungskarenz.

Bei den CIM-Patienten war wahrend der steady state-Phase des ersten HE-Clamps eine
héhere Insulinkonzentration im Serum detektierbar als bei NonCIM-Patienten, obwohl beide
Patientengruppen eine aquivalente an die Kdrperoberflache adaptierte Insulinmenge erhielten.
Die Kérperoberflache unterschied sich nicht zwischen CIM- und NonCIM-Patienten. Wahrend
des zweiten HE-Clamps war die Tendenz zu einer héheren Insulinserumkonzentration bei CIM-
Patienten weiterhin sichtbar, jedoch war der Unterschied statistisch nicht mehr signifikant. Bei

gleichzeitiger Betrachtung der Glukoseinfusionsrate und der Insulinserumkonzentration in der
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steady state-Phase von CIM und NonCIM-Patienten wurde ersichtlich, dass der verminderte ISI
der CIM-Patienten nicht aus einer niedrigeren Glukoseinfusionsrate sondern aus der héheren
Insulinkonzentration im Serum resultiert. Es stellt sich die Frage nach der Ursache der erhdhten
Insulinserumkonzentration der CIM-Patienten.

Wahrend der baseline-Phase fand sich bei aquivalenter Insulininfusionsrate kein Unterschied
der Insulinserumkonzentration zwischen CIM- und NonCIM-Patienten. Dieser Umstand deutet
an, dass erst durch die Applikation sehr hoher Insulindosen Unterschiede in der
Insulinserumkonzentrationen von CIM- und NonCIM-Patienten sichtbar werden. Einerseits kann
die hohere steady state-Insulinkonzentration im Serum der CIM-Patienten Ausdruck einer
gegenuber NonCIM-Patienten starkeren endogenen Insulinsekretion sein, andererseits kann
eine verminderte Insulinclearance zu einer hdheren Insulinserumkonzentration bei CIM-
Patienten flhren.

Der Frage, ob die Zufuhr von exogenem Insulin die endogene Insulinsekretion moduliert, wurde
in verschiedenen Studien am Menschen nachgegangen. Die gewonnenen Erkenntnisse sind
inkonsistent. Einige Untersuchungen konnten nach Applikation von Insulin keine
Veranderungen der endogenen Insulinsekretion nachweisen, wahrend in anderen
Untersuchungen eine Steigerung oder eine Suppression der endogenen Insulinsekretion
beobachtet werden konnte."'® Uber den Anteil der endogenen Insulinsekretion an der hohen
steady state-Insulinserumkonzentration der CIM-Patienten I&sst sich anhand der vorliegenden

Studie und der gegenwartigen Literatur keine Aussage treffen.

4.1.3 Reduzierte Insulinclearance bei Intensivpatienten mit CIM

In der vorliegenden Arbeit ergaben sich fur die berechnete metabolische Insulinclearance der
CIM-Patienten wahrend des ersten HE-Clamps signifikant niedrigere Werte als bei NonCIM-
Patienten (Abb. 12). Durch diesen Umstand kann die bei CIM-Patienten erhdhte
Insulinserumkonzentration in der steady state-Phase erklart werden.

Die Skelettmuskulatur kann durch rezeptorvermittelte Insulinendozytose und anschlieRender
Verschmelzung mit einem Lysosomen zur Insulinelimination beitragen.49 Um an Rezeptoren der
Skelettmuskulatur binden zu kénnen, muss Insulin Uber das GefalRendothel vom Plasma ins
Muskelinterstitium transportiert werden. Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich
dabei um einen séttigbaren rezeptorvermittelten Transportprozess handelt."'* Daher ist die
Kapazitat des Muskels zur systemischen Insulinclearance beizutragen bei Hyperinsulinamie
reduziert. Die vorliegende Arbeit Iasst vermuten, dass der transendotheliale Insulintransport

beim Vorliegen einer CIM schon bei einer niedrigeren Insulinkonzentration gesattigt ist als bei
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NonCIM-Patienten. Dieser Umstand kann auf einer verminderten Anzahl von Insulinrezeptoren
im muskularen GefalRendothel oder auf einem Rezeptor- bzw. post-Rezeptordefekt beruhen.

Bisher ist die systemische Insulinclearance bei Intensivpatienten mit CIM nicht ndher untersucht
worden. Aus diesem Grund kdnnen zum gegenwartigen Zeitpunkt keine genaueren Aussagen
Uber mogliche pathophysiologische Aspekte einer verminderten Insulinclearance bei CIM

getroffen werden.

Eine Unterteilung der Patienten nicht nach der Muskelmembranerregbarkeit sondern nach der
Nierenfunktion am Tag des HE-Clamps machte ersichtlich, dass Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion wahrend des ersten HE-Clamps eine verringerte Insulinclearance im Vergleich
zu Intensivpatienten mit intakter Nierenfunktion aufwiesen (Abb. 13). Insbesondere CIM-
Patienten waren wahrend des ersten HE-Clamps von einer Nierenfunktionseinschrankung
betroffen. Dieser Unterschied war definitionsgemaf nicht signifikant. Trotzdem sollte in Betracht
gezogen werden, dass die reduzierte systemische Insulinelimination der CIM-Patienten nicht
nur das Ergebnis einer gestorten muskularen Insulinclearance ist, sondern auch eine

Einschrankung der renalen Funktion dazu beitragen kann.

4.1.4 Reduzierte Insulinclearance bei Einschrankung der Nierenfunktion

Die Niere eliminiert Insulin Uber glomeruldre Filtration mit partieller Ruckresorption und
anschlieRender Degradation in den Tubuluszellen. Anhand eines mathematischen Modells
konnte demonstriert werden, dass Leber und Niere abhangig von der Insulinkonzentration im
Plasma einen unterschiedlichen relativen Beitrag zur Insulindegradation leisten. Dieser Aspekt
beruht auf der Tatsache, dass es sich bei der hepatischen Insulindegradation um einen
sattigbaren rezeptorabhangigen Prozess handelt, wohingegen die glomerulare Filtration in der
Niere der Kinetik erster Ordnung folgt. Daher erfolgt der Insulinabbau bei niedrigen
Insulinplasmaspiegeln zum uberwiegenden Teil hepatisch, wahrend bei einer hohen
Insulinplasmakonzentration die Niere den dominierenden Beitrag zu Insulinelimination leistet.
Bei einer supraphysiologischen Insulinplasmakonzentration kann der relative Anteil der Niere an
der Insulindegradation auf bis zu 100 % steigen.*® AuRerdem nimmt die Bedeutung der renalen
Insulinclearance bei der Elimination von exogen appliziertem Insulin zu.""

Untersuchungen an Patienten mit insulinabhangigem Diabetes mellitus haben gezeigt, dass die
Entwicklung einer Niereninsuffizienz mit einer Reduktion der metabolischen Insulinclearance
einhergeht. Dies ist der Grund, weshalb die Patienten bei Manifestation einer renalen

Funktionseinschrankung einen verminderten Insulinbedarf registrieren.’’® Es scheint plausibel,
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dass die renale Insulinclearance auch bei einem akutem Nierenversagen im Rahmen einer
kritischen Erkrankung herabgesetzt ist.

Bei sechs der 17 CIM-Patienten lief wahrend des ersten HE-Clamps ein Nierenersatzverfahren,
wohingegen nur einer der 12 NonCIM-Patienten wahrend des ersten HE-Clamps dialysiert
wurde (Tabelle 11). Auch wenn dieser Unterschied nicht das statistische Signifikanzniveau
erreichte, koénnte man postulieren, dass die metabolische Insulinclearance durch die
Durchfiihrung einer Hamodialyse beeinflusst wird. Allerdings ware zu erwarten, dass eine
Dialyse zu einer Steigerung der systemischen Insulinclearance fiihrt.""® Unter dieser Annahme
ware die metabolische Insulinclearancerate der CIM-Patienten in der vorliegenden Arbeit falsch

hoch berechnet, sodass die tatsachliche Insulinclearance noch starker reduziert ware.

Die Neigung zu einer Reduktion der Insulinclearance bei CIM-Patienten und bei kritisch kranken
Patienten mit einer Nierenfunktionseinschrankung, erlangt im Rahmen der Insulintherapie
wahrend des intensivmedizinischen Aufenthalts eine besondere klinische Relevanz. Abhangig
von der Auspragung der Insulinresistenz ist bei diesen Patienten mit einem erhéhten Risiko fur
das Auftreten gefahrlicher hypoglykdmer Episoden zu rechnen. Dies erklart moglicherweise
warum eine IIT mit strenger Einstellung des Blutzuckers im Bereich von 80-110 mg/dl das
Outcome kritisch kranker Patienten mit CIM und/oder Nierenfunktionseinschrankung eher

negativ beeinflussen kann.

4.2 METABOLISCHE INFLEXIBILITAT DER SKELETTMUSKULATUR VON INTENSIVPATIENTEN

Anhand von Untersuchungen an Tiermodellen kritischer Erkrankung® sowie an septischen

Patienten®"'"”

wurde bereits mehrfach das Vorliegen eines post-Rezeptordefekts als Pathologie
der gestorten systemischen Insulinsensitivitat bei kritischer Erkrankung postuliert. Ebenso
wurde angedeutet, dass die Skelettmuskulatur im Rahmen einer Sepsis das Hauptorgan der
sich entwickelnden peripheren Insulinresistenz zu sein scheint.*®®’

Um die Antwort des muskuldren Glukosestoffwechsels auf eine systemische Stimulation mit
Insulin und Glukose zu analysieren, wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals ein HE- Clamp
mit der Methode der Mikrodialyse im Skelettmuskel kritisch kranker Patienten kombiniert.

Zur Evaluierung, wie der Skelettmuskel physiologischerweise auf ein erhéhtes Angebot von
Glukose und Insulin reagiert, wurde eine Mikrodialyse im M. vastus lateralis gesunder
Probanden unter HE-Clampbedingungen durchgefihrt. Anhand der Glycerolkonzentration im
Muskelinterstitium ist anzunehmen, dass bei den gesunden Probanden in der Phase der
Nahrungskarenz primar Lipolyse und Fettsdureoxidation zur Deckung des basalen muskularen
Energieumsatzes beitrugen (Abb. 18A). Unter steady state-Bedingungen des HE-Clamps kam

es zu einer Suppression der Lipolyse und zu einer Zunahme der Glukoseoxidation, was sich in
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einer Reduktion der muskularen Glycerolkonzentration sowie in einem Anstieg der Metabolite
Pyruvat und Laktat widerspiegelte (Abb. 15A-17A). Die Veranderungen der Glukose-, Laktat-,
Pyruvat- und Glycerolkonzentration sowie der Laktat/Pyruvat-Ratio von der baseline- zur steady
state-Phase kdnnen trotz der fehlenden Signifikanz (p = 0.068) als richtungsweisend gewertet
werden. Das Signifikanzniveau von <0.050 wird insbesondere aufgrund der geringen
GruppengrofRe (n = 4) verfehlt, wobei die Tendenzen jedoch klar erkennbar sind und die zu
erwartende physiologische Antwort der Skelettmuskulatur auf die Stimulation mit Glukose und
Insulin widerspiegeln.”>**® Der gesunde Skelettmuskel ist in der Lage in Abhangigkeit vom
Substratangebot zwischen Fettsdure- und Glukoseoxidation zur Energiegewinnung zu variieren.
Bei den kritisch kranken Patienten war diese metabolische Flexibilitdt sowohl wahrend des
ersten HE-Clamps als auch wahrend des zweiten HE-Clamps unabhangig vom Vorliegen einer
CIM gestort. Der muskulare Glukosestoffwechsel lied sich bei Intensivpatienten durch die Gabe
von Insulin und Glukose nicht modulieren. Zwar kam es im Verlauf der HE-Clamps im
Skelettmuskel der Intensivpatienten zu einer Abnahme der interstitiellen Glukosekonzentration,
allerdings waren parallel keine Veranderungen der muskuldren Pyruvat- und
Laktatkonzentration zu registrieren. Die durch Insulin induzierbaren antilipolytischen Effekte
waren nur bei CIM-Patienten minimal ausgepragt, wobei die muskulare Glycerolkonzentration in
der steady state-Phase deutlich oberhalb des Niveaus der gesunden Probanden lag (Abb. 18A-
B). Diese Ergebnisse deuten auf eine ausgesprochene metabolische Insulinresistenz mit

resultierender metabolischer Inflexibilitdt auf Ebene der Skelettmuskulatur hin (Abb. 23).

Stimulation mit
Glukose + Insulin (HEC)

Fettsaureoxidation (Glycerol) —

Glukoseoxidation (Lactat/Pyruvat-Ratio) —

Fasten

Abb. 23 Metabolische Inflexibilitat der Skelettmuskulatur kritisch kranker Patienten. Der muskulare

Substratstoffwechsel war durch eine Stimulation mit Insulin und Glukose nicht modulierbar.
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Es fiel auf, dass die baseline-Konzentrationen von Glukose, Pyruvat und Laktat bei den
Intensivpatienten bedeutend héher waren, als bei dem gesunden Referenzkollektiv (Abb. 14-
Abb. 16).

Die Konzentration eines Metabolits im Muskelinterstitium wird vom arterio-interstitiellen
Konzentrationsgradienten des Stoffes bestimmt. Dieser wiederum ist abhangig von der
Gewebedurchblutung, der transkapillaren Transport- bzw. Diffusionskapazitat sowie von der
zellularen Aufnahme und Degradation des Stoffes."®""? Ist die Konzentration einer Substanz im
Interstitium hoher als im arteriellen Plasma, spricht dies fiir eine Produktion der Substanz im
Interstitium. Im Gegensatz dazu ist von einem lokalen Verbrauch der Substanz auszugehen,
wenn die Substratkonzentration im Interstitium geringer ist als im arteriellen Plasma. Far
Glukose gilt, dass die interstitielle Konzentration im Muskel niedriger ist als die Konzentration im
Plasma, da der Muskel Glukose aus dem Blut aufnimmt und zur Energiegewinnung oxidiert
oder als Glykogen speichert."® In der vorliegenden Arbeit wiesen die Intensivpatienten wéhrend
der baseline-Phase beider HE-Clamps eine hoéhere Plasmaglukosekonzentration auf als die
gesunden Kontrollen (Tabelle 12). Der héhere Blutzuckerspiegel der Intensivpatienten erklart
sich durch die kontinuierliche Glukoseinfusion wahrend der baseline-Phase und durch eine im
Rahmen von Sepsis gesteigerten hepatischen Glukoseproduktion.”® Die Abhangigkeit der
muskularen Glukosekonzentration von der Plasma-Glukosekonzentration begrindet die
gegenuber den gesunden Probanden héhere Glukosekonzentration im Muskelinterstitium der
Intensivpatienten wahrend der baseline-Phase beider HE-Clamps.

Die bei einer Sepsis erhéhte Adrenalinkonzentration im Plasma stimuliert im Skelettmuskel die
Aktivitat der Na+/K+-ATPase und fihrt dariber zu einer Steigerung der Glykolyse mit

' Dieser

konsekutiver Erhéhung der interstitiellen Laktat- und Pyruvatkonzentration. '
Mechanismus kann der im Vergleich zur nuchternen Kontrollkohorte hoheren baseline-Laktat-
und Pyruvatkonzentration im Muskel der Intensivpatienten der vorliegenden Arbeit zugrunde
liegen. Die hohe interstitielle Konzentration von Laktat und Pyruvat wahrend der baseline-Phase
beweist auRerdem das Vorliegen einer intakten muskuldren Glukoseoxidation und widerlegt
Vermutungen, die das Ausbleiben des Konzentrationsanstiegs von Laktat und Pyruvat in der
steady state-Phase mit einer defizitiren Glukoseoxidation begrinden. Eine intakte
Glukoseoxidation im Rahmen der Sepsis-assoziierten Insulinresistenz konnte auflerdem in
Untersuchungen an kritisch kranken Patienten durch die Kombination eines Insulinclamps mit
einer indirekten Kalorimetrie mehrfach belegt werden.**® In diesen Untersuchungen wurden
stattdessen Hinweise fir das Vorliegen eines Glukosespeicherdefekts gefunden.

Unter Berucksichtigung der Tatsache, dass die Intensivpatienten schon wéahrend der baseline-
Phase eine niedrigdosierte Glukose- und Insulininfusion erhielten und Insulin bereits in niedriger

Dosierung eine Suppression der Lipolyse in der Skelettmuskulatur hervorruft, ware bei den
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Intensivpatienten verglichen mit den nidchternen Kontrollprobanden eine niedrigere
Glycerolkonzentration wahrend der baseline-Phase zu erwarten.'? Allerdings ist auch bekannt,
dass bei septischen Patienten im Vergleich zu Gesunden eine héhere Insulinmenge erforderlich
ist, um systemisch einen antilipolytischen Effekt nachzuweisen.'?*'** Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass die muskulare Lipolyse bei kritisch kranken Patienten durch die moderat erhdhte
Insulinserumkonzentration wahrend der baseline-Phase nicht suffizient unterdriickt wird. Erst
die supraphysiologische Insulinserumkonzentration in der steady state-Phase fihrte zumindest
bei CIM-Patienten zu einem geringen Abfall der muskularen Glycerolkonzentration als Ausdruck
einer minimalen Hemmung der Lipolyse im Skelettmuskel. Anhand der vorliegenden Ergebnisse
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Senkung der muskularen
Glycerolkonzentration das Ergebnis eines systemischen antilipolytischen Effekts ist. So kénnte
eine insulinabhangige Hemmung der Lipolyse im Fettgewebe, sekundar Uber eine Senkung der
Serumglycerolkonzentration zu einer verringerten interstitiellen Glycerolkonzentration im Muskel
beitragen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der Skelettmuskel von Intensivpatienten refraktar gegentber
der antilipolytischen Insulinwirkung ist, weshalb trotz eines kontinuierlichen Glukose- und
Insulinangebots Lipolyse betrieben wird (Abb. 18A-B). Diese Erkenntnis ist im Einklang mit
Ergebnissen von Untersuchungen an adipésen Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus."® Auch
dieses Patientenkollektiv ist durch eine herabgesetzte insulinabhangige Hemmung der Lipolyse
charakterisiert. In dieser Untersuchung konnte auf’erdem gezeigt werden, dass das Lipolyse-
Zwischenprodukt Diacylglycerol (DAG) im Skelettmuskel akkumuliert. DAG ist nicht nur ein
Stoffwechelzwischenprodukt sondern auch ein second messenger in der intrazelluldren
Signaltransduktion. Es wird vermutet, dass DAG uber die Aktivierung verschiedener Isoformen
der Proteinkinase C zu einer Phosphorylierung von IRS-1 mit nachfolgender Hemmung des
metabolischen Insulinsignalwegs zur muskularen Insulinresistenz beitragt. Des Weiteren stehen
weitere Zwischen- und Nebenprodukte der Lipolyse im Verdacht die Entwicklung einer lokalen
Insulinresistenz zu fordern.''? Daher ist es denkbar, dass die mangelhafte Supression der
muskularen Lipolyse bei Intensivpatienten die bestehende Insulinresistenz weiter vorantreibt

oder sogar der Insulinresistenz primar zugrunde liegt.

Aufgrund der bereits erwahnten Glukose- und Insulinstimulation wahrend der baseline-Phase,
kénnte man mutmafien, dass der maximal mdgliche Insulineffekt bereits zu diesem Zeitpunkt
erreicht war. Dadurch lieen sich aufRerdem sowohl die héheren Pyruvat- und Laktat-baseline-
Konzentrationen der Intensivpatienten als auch der fehlende Anstieg der Pyruvat- und Laktat-
Konzentrationen in der steady state-Phase erklaren (Abb. 15A, Abb. 16A, Abb. 17A-B). Bei der
Betrachtung der Glycerolkonzentration stellt man jedoch fest, dass die Intensivpatienten eine

den nlchternen Probanden vergleichbar hohe Glycerol-baseline-Konzentration aufwiesen
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(Abb. 18). Der Annahme, dass die Intensivpatienten bereits maximal insulinstimuliert gewesen
sein konnten, wird damit widersprochen. Vielmehr deutet das Ausbleiben eines adaquaten
antilipolytischen Insulineffekts in Kombination mit der mangelhaften Stimulation der Glykolyse
im Verlauf des HE-Clamps auf eine defizitare Transduktion des Insulinsignals in der Muskelzelle
hin.

4.2.1 Der blutzuckersenkende Insulineffekt - bei kritischer Erkrankung eine

Insulinwirkung an extramuskularen Geweben

Entgegen von Annahmen, dass die Insulinsensitivitdt der Skelettmuskulatur bei kritischer
Erkrankung verhaltnismaRig suffizient sei und die Senkung des Blutglukosespiegels im Rahmen
der IIT vornehmlich auf einer vermehrten Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur beruht,®*%*
dokumentiert die vorliegende Untersuchung ein Fehlen der Modulierbarkeit der muskularen
metabolische Flexibilitat durch Hyperinsulinamie.

Die Hypothese, dass der Skelettmuskel wahrend einer kritischen Erkrankung in der Lage ist,
insulinabhangig Glukose aufzunehmen, begriindet sich auf der Beobachtung einer durch IIT
vermehrten GLUT4 und Hexokinase mRNA Expression im Skelettmuskel. Im Gegensatz dazu
ist die mRNA-Expression der Glukokinase, dem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der
insulinabhangigen Glukoseaufnahme und der Glykogenolyse in der Leber, durch IIT nicht
beeinflussbar. Gleiches gilt flir das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der hepatischen
Glukoneogenese, der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, und fir das IGF-Bindungsprotein-1.
Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass die insulinabhdngige Regulation des
Blutglukosespiegels nicht auf einer Inhibierung der hepatischen Glukoseproduktion beruht,
sondern das Ergebnis einer vermehrten Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur ist.>* Bisher
sind keinerlei Untersuchungen zur muskularen Glukosekinetik bei Intensivpatienten
durchgeflhrt worden, sodass die Annahme einer im Gegensatz zur Leber verhaltnismaRig
suffizienten Insulinsensitivitat der Skelettmuskulatur rein spekulativ blieb.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der lokale Glukosestoffwechsel im Skelettmuskel
kritisch kranker Patienten unter hyperinsulindmen Bedingungen analysiert, wobei eine massive
Beeintrachtigung der metabolischen Flexibilitdt der Muskulatur bei kritischer Erkrankung
festgestellt wurde (Abb. 23). Obwohl die systemische Insulinsensitivitat im Verlauf des ITS-
Aufenthalts signifikant zunimmt, wurde parallel keine verbesserte metabolische Ansprechbarkeit
des Muskels auf Insulin beobachtet (Abb. 9, Abb. 14-18). Folglich muss der Anstieg der
systemischen Insulinsensitivitat auf einer Verbesserung der Insulinsensitivitat in extramusklaren

Geweben beruhen.
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Im Verlauf von der baseline- zur steady state-Phase beider HE-Clamps kam es bei den
Intensivpatienten gleichermaf3en zu einem Abfall der Glukosekonzentration im Plasma als auch
im Muskel (Abb. 14A). Aufgrund der beobachteten massiven Einschrankung der muskularen
metabolischen Flexibilitat, ist anzunehmen, dass der Abfall der Glukosekonzentration im
Plasma nicht auf einer erhéhten Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur beruht. Es ist
wahrscheinlicher, dass der Abfall der Plasmaglukosekonzentration durch insulinabhangige
Glukoseaufnahme in extramuskuldare Gewebe bedingt ist und sekundar einen Abfall der
Glukosekonzentration im Muskel bewirkt.

Neben der Skelettmuskulatur sind die Leber und das Fettgewebe die wichtigsten Organe, die
an der insulinabhangigen Regulation der Blutglukosekonzentration beteiligt sind. An der Leber
vermittelt Insulin insbesondere durch Hemmung der Glukoneogenese eine Senkung der
Glukosekonzentration im Blut. Zwar deuten die Studien zur IIT eine starke Beeintrachtigung der
hepatischen Insulinsensitivitdt bei kritisch kranken Patienten an, allerdings konnte auch
nachgewiesen werden, dass die Einhaltung einer strikten Normoglykamie in einem Erhalt der
ultrastrukturellen und funktionellen Integritat hepatischer Mitochondrien resultiert.’””” Da der
Blutzucker der Patienten der vorliegenden Arbeit wahrend des gesamten ITS-Aufenthalts im
Bereich zwischen 80-150 mg/dl eingestellt wurde, kann angenommen werden, dass durch die
stetige Normoglykdmie die hepatische Insulinsensitivitdt zumindest partiell erhalten blieb. So
kann die insulinabhdngige Senkung des Blutzuckerspiegels durchaus auf die Unterdriickung
der hepatischen Glukoneogenese =zurlckgefiihrt werden. Diese Hypothese wird durch
Ergebnisse von Untersuchungen an chirurgischen Intensivpatienten unterstutzt: In der Studie
Thorell et al. basierte der blutzuckersenkende Effekt einer Insulininfusion vor allem auf einer
Hemmung der endogenen Glukoseproduktion und weniger auf einer Steigerung der
Glukoseaufnahme in periphere Gewebe.'?®

Es bleibt das Fettgewebe als mégliches insulinresponsives Organ zu betrachten. Im Rahmen
kritischer Erkrankung kommt es zu einer Abnahme der Korpermasse insbesondere durch
Abbau von Muskelgewebe. Interessanterweise bleibt die Fettgewebsmasse konstant.
AuRerdem scheint ein erhdhter BMI bei einer kritischen Erkrankung sogar protektiv zu wirken.'?
Die postmortale Analyse von subkutanem und omentalem Fettgewebe kritisch kranker
Patienten lieferte Evidenz fur eine gréRtenteils intakte strukturelle und funktionelle Integritat des
Fettgewebes.'® In der histologischen Untersuchung der Fettgewebsproben wurden vermehrt
neu gebildete kleine Adipozyten entdeckt, was mit einer VergroRerung der gesamten
Fettgewebszelloberflache, einer vermehrten Glukoseaufnahme und einer erhdhten
Speicherkapazitat fur Triacylglyceride einhergeht. Der Glukosegehalt im Fettgewebe war
gegenuber gesunden Kontrollen erhéht, wobei die Glukosekonzentration im Fettgewebe von
Patienten, die mit einer IIT therapiert wurden, niedriger war als bei den Patienten mit liberaler

Blutzuckereinstellung. Die Fahigkeit des Fettgewebes wahrend einer kritischen Erkrankung
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vermehrt Glukose aufzunehmen beruht auf zwei Mechanismen: Einerseits werden vermehrt
GLUT1 und GLUT3 exprimiert, wodurch die Kapazitdt zur Insulin-unabhangigen
Glukoseaufnahme steigt, andererseits weisen kleinere Adipozyten eine erhoéhte
Insulinsensitivitat auf.*® Zusatzlich scheint die Infiltration mit spezifischen Makrophagen, die
Insulinsensitivitidt des Fettgewebes zu verbessern.®' Daher kann vermutet werden, dass die
Insulinwirkung am Fettgewebe im Gegensatz zur Insulinwirkung in der Skelettmuskulatur bei
kritischer Erkrankung suffizient sein kdnnte. In Anbetracht dieser Erkenntnisse kann die
Reduktion der muskuldren Glukosekonzentration im Verlauf der HE-Clamps der vorliegenden
Studie als Ausdruck einer Senkung des Blutzuckers durch insulinabhangige und -unabhangige

Glukoseaufnahme in Adipozyten gewertet werden.

Es stellt sich erneut die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen der Entwicklung einer
Insulinresistenz und der Manifestation einer CIM existiert. Die Ergebnisse der Mikrodialyse
lieferten keine Hinweise flr eine unterschiedliche Pathophysiologie der Insulinresistenz auf
Ebene der Skelettmuskulatur zwischen Patienten mit CIM und NonCIM-Patienten. Das deutet
ein unabhangiges Vorliegen der Entitaten Insulinresistenz und CIM bei Intensivpatienten an.
Eine Koinzidenz von Insulinresistenz und CIM im intensivmedizinischen Kontext aufgrund des
Vorliegens gemeinsamer Risikofaktoren scheint wahrscheinlich. Dazu z&hlen insbesondere der
Grad der systemischen Inflammation sowie die Immobilitdt im Kontext einer kritischen
Erkrankung. Die Insulinresistenz manifestiert sich bereits innerhalb von Stunden nach Beginn
einer kritischen Erkrankung, wobei in diesem Zeitraum die Immobilisation noch keine relevante
pathogenetische Rolle spielen kann. Jedoch erscheinen eine Aggravierung der Insulinresistenz
im Verlauf des intensivmedizinischen Aufenthalts sowie eine Verlangerung der Zeit bis zur
Reversibilitdt der Insulinresistenz durch Bettlagerigkeit wahrscheinlich. Strikte Immobilitat
reduziert bereits nach einer Woche die muskulare Glukoseaufnahmekapazitat bei gesunden

Probanden durch einen verminderten Gehalt von GLUT4-Protein.'®?
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4.3 VERANDERUNGEN DES MUSKULAREN EXPRESSIONSMUSTER VON GENEN DES
METABOLISCHEN INSULINSIGNALWEGS

Die Ergebnisse der Mikrodialyse haben gezeigt, dass die mittels HE-Clamp detektierte
systemische Insulinresistenz der Intensivpatienten unabhangig vom Vorliegen einer CIM mit
einer ausgepragten metabolischen Inflexibilitdt der Skelettmuskulatur einhergeht. Die
pathophysiologischen Aspekte der muskularen Insulinresistenz kritisch kranker Patienten sind
bisher nicht verstanden. Untersuchungen an septischen Rattenmodellen lassen das Vorliegen
eines post-Rezeptordefekts vermuten.’®%? Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit die Genexpression von am Insulinsignalweg sowie an der Regulation der
Glukosehomoostase beteiligten Gene im Skelettmuskel von Intensivpatienten im Verlauf einer
kritischen Erkrankung analysiert (Abb. 19-22).

Die gewonnenen Ergebnisse wurden mit dem Genexpressionsmuster orthopadischer
Kontrollprobanden verglichen. Dabei fanden sich fur die Mehrzahl der untersuchten Gene
insbesondere in der ersten Muskelbiopsie am sechsten Tag nach ITS-Aufnahme gravierende
Expressionsunterschiede zwischen Intensivpatienten und orthopadischen Kontrollprobanden.
Die Subgruppierung der Intensivpatienten in CIM- und NonCIM-Patienten wies insbesondere in
der ersten Muskelbiopsie signifikante Veranderungen des Expressionsmusters auf. Die
Tatsache, dass in der ersten Muskelbiopsie mehr signifikante Unterschiede dokumentiert
werden konnten als in der zweiten Muskelbiopsie, basiert aller Wahrscheinlichkeit nach auf der
Verbesserung der klinischen Situation der Patienten im Verlauf des intensivmedizinischen
Aufenthalts sowie auf dem Wegfall besonders positiver und negativer Krankheitsverlaufe.

In der zweiten Muskelbiopsie waren beide Patientengruppen durch vergleichbare
Genexpressionsmuster gekennzeichnet, welche sich jedoch weiterhin fur die Mehrheit der Gene
vom Expressionsprofil der orthopadischen Probanden unterschieden.

Das Interesse an der Aufklarung der molekularen Veranderungen, welche der systemischen
Insulinresistenz bei akuter kritischer Erkrankung zugrunde liegen, ist in den vergangenen
Jahrzehnten gestiegen. Die bisherige Forschung fokussierte sich dabei auf den Skelettmuskel
als zentrales Organ der sich entwickelnden peripheren Insulinresistenz. Wahrend der
muskulare Insulinsignalweg zunachst in Tiermodellen kritischer Erkrankung untersucht

84-89,133,134

wurde, sind in jungster Zeit einzelne Arbeiten zur Insulinsignaltransduktion an

Kohorten kritisch kranker Patienten publiziert worden.®%°
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Die existierenden Untersuchungen unterscheiden sich markant hinsichtlich des Studiendesigns
sowie der Methodik, weshalb die gewonnenen Ergebnisse nicht ohne weiteres in Bezug zu
einander gesetzt werden kdnnen. Insbesondere die Tiermodelle variieren in der Methode der
Imitation einer kritischen Erkrankung, wahrend das Erndhrungs-, Sedierungs- und
Therapieregime, die Muskelbiopsielokalisation und der Biopsiezeitpunkt sowohl in den
Tiermodellen als auch in den wenigen Studien an Intensivpatienten stark divergieren. Aus

diesem Grund sind die Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen heterogen (Tabelle 13).

Tabelle 13 Darstellung der Ergebnisse ausgewahlter Arbeiten zum Insulinsignalweg im Skelettmuskel bei
kritischer Erkrankung. Selektiert wurden Studien an septischen Tiermodellen oder Intensivpatienten, in
denen die Ergebnisse mit einem nicht-septischen Kontrollkollektiv verglichen wurden. Die
tierexperimentellen Studien unterscheiden sich insbesondere in der Methode der Simulation einer Sepsis,
dem Zeitpunkt der Muskelbiopsie nach Induktion der Sepsis, der Gabe eines Insulinbolus vor der
Muskelbiopsie, dem pra-interventionellem Ernahrungsregime sowie der Tierhaltung (mit oder ohne
Immobilisation). Die Untersuchungen an kritisch kranken Patienten unterscheiden sich vor allem
bezlglich der ITS-Aufnahmediagnose, der Krankheitsschwere der Patienten, des Biopsiezeitpunkts nach
ITS-Aufnahme und des allgemeinen Therapieregimes auf ITS (medikamentése und physikalische
Therapie). Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse wird zusatzlich durch unterschiedliche Verfahren der
Expressionsanalyse (Western Blots mit unterschiedlichem Phosphorylierungsstatus, RT-PCRs,
Microarray Analysen) erschwert.

IR = Insulinrezeptor, IRS-1 = Insulinrezeptorsubstrat-1, GSK3R = Glykogensynthasekinase 3R, GLUT4 =
Glukosetransporter 4. <« unveranderte Expression im Vergleich zu nicht-septischen Kontrollen;
| verringerte Expression im Vergleich zu nicht-septischen Kontrollen; 1 gesteigerte Expression im
Vergleich zu nicht-septischen Kontrollen. LPS = Lipopolysaccharide. Angaben zum Biopsiezeitpunkt in
den Untersuchungen an ITS-Patienten beziehen sich auf den Zeitraum ab ITS-Aufnahme.
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Ausgewadhlte Untersuchungen

IRS-1

Akt

GSK3R

GLUT4

Vary et al. 1995 %
Rattenmodell, chronische Sepsis

Fan et al. 1996 %
Rattenmodell,
Sepsis durch LPS-
Infusion

basal

nach Insulinbolus

McCowen et al. 2001 %
Rattenmodell,
24h kontinuierliche Endotoxininfusion

Nunes et al. 2001 %
Rattenmodell, Sepsis durch
Zdkumpunktion, Insulinbolus

Crossland et al. 2008 ">
Rattenmodell,
24h kontinuierliche LPS-Infusion

Orellana et al. 2008 ®
neugeborene Ferkel,
8h kontinuierliche LPS-Infusion

Mulligan et al. 4h LPS-Infusion

2012%°

Mausmodell 6h LPS-Infusion

+ HE-Clamp

Aare etal. 2012 %

Ferkelmodell kritischer Erkrankung
(Beatmung, Sedierung, Sepsis durch
kontinuierliche Endotoxin-Infusion)

mRNa

Protein

gesamt
phospho
mRNA

Protein

gesamt
phospho
mRNA

Protein

gesamt
phospho
mRNA

L1

Protein

gesamt
phospho
mRNA

Protein

gesamt
phospho

Fredriksson et al. 2008 *
13 ITS-Patienten, Biopsie ~ Tag 7

Jespersen et al. 2011 %
12 ITS-Patienten, Biopsie ~ Tag 6

Constantin et al. 2011 %
10 ITS-Patienten, Biopsie ~ 6-8h

Weber-Carstens et al. 2013 ®°
30 ITS-Patienten, Biopsie ~ Tag 6

CIM
NonCIM

CIM
NonCIM

Biopsie

aktuelle Arbeit, 129 °

30 ITS-Patienten .
Biopsie
~Tag 17

— — — o«

—_ 5 5 —

! « 1 <«

— — — o«
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Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse erheben nicht den Anspruch, eine
valide Kausalkette zu den Veranderungen des muskularen Insulinsignalwegs bei kritischer
Erkrankung zu entwickeln. Sie dienen vielmehr dazu, die Hypothese des Vorliegens eines
muskuldren post-Rezeptordefekts der Insulinsignaltransduktion als Ursache fir die
metabolische Inflexibilitdt der Skelettmuskulatur sowie fiir die systemische Insulinresistenz bei
Intensivpatienten mit und ohne CIM im Verlauf einer kritischen Erkrankung zu validieren. Dabei
konnte demonstriert werden, dass die systemische Insulinresistenz kritisch kranker Patienten
mit deutlichen Veranderungen der Transkriptionsprofile von am Insulinsignalweg beteiligten
Genen einhergeht, wobei CIM-Patienten im Allgemeinen starkere Alterationen aufwiesen als
NonCIM-Patienten.

Die Transkription der am Insulinsignalweg involvierten Gene unterliegt komplexen
Regulationsmechanismen, weshalb zum gegenwartigen Zeitpunkt keine sicheren Aussagen zur
Atiologie der Genexpressionsveranderungen getroffen werden kénnen.

Ein mdglicher Erklarungsansatz fur die verénderte Genexpression im Skelettmuskel von
Intensivpatienten kann in der kontinuierlich stattfindenden Lipolyse gefunden werden. Aus
Untersuchungen an adip6sen Patienten ist bekannt, dass Zwischen- und Nebenprodukte der
Lipolyse die Transduktion des Insulinsignalwegs beeintrachtigen kénnen.'?® So aktiviert der im
Rahmen der Lipolyse entstehende second messenger DAG verschiedene Isoformen der
Proteinkinase C, welche durch Phosphorylierung von IRS-1 negativ mit dem Insulinsignalweg
interferieren. Lipolyse findet statt, um die dabei frei werdenden Fettsduren zur
Energiegewinnung der Betaoxidation im Mitochondrium zu zuflhren. Dabei entstehen reaktive
Sauerstoffspezies, welche durch Aktivierung von Serinkinasen den Insulinsignalweg inhibieren
kénnen. Fur die zur Gruppe der Sphingolipide gehérenden Ceramide konnte gezeigt werden,
dass sie eine Schlisselrolle als Mediator in der Ausbildung einer muskularen Insulinresistenz
einnehmen. Ceramide stéren die Signaltransduktion Uber Akt und hemmen unabhangig von der
inhibitorischen Wirkung auf den Insulinsignalweg die Translokation von GLUT4 an die
Plasmamembran.'®'?® Es scheint plausibel, dass Zwischen- und Nebenprodukte der Lipolyse
auch bei kritisch kranken Patienten zur Entwicklung und/oder zum Fortbestehen einer
peripheren Insulinresistenz beitragen.

AulBerdem ist bei den Patienten der vorliegenden Studie eine Beeinflussung der muskularen
Genexpression durch die gegenliber den gesunden Probanden unterschiedliche Erndhrungs-
und Insulintherapie denkbar. An einem Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass eine
Reduktion der Kalorienzufuhr die muskulare mRNA-Expression des Insulinrezeptors, des IGF1-
Rezeptors sowie von IRS-1, IRS-2, und GLUT4 supprimiert.”*® AuRerdem beeinflusst die
Insulinapplikation das muskulare Transkriptionsprofil von IRS-1, IRS-2 und GLUT4, wobei
neutrale, stimulatorische sowie suppressive Effekte auf die mRNA-Expression beobachtet

werden konnten, 36140
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4. Diskussion

Eine weitere relevante Divergenz zwischen den gesunden Probanden wund den
Intensivpatienten betrifft die Mobilisation. Untersuchungen an Tieren sowie an Probanden
haben demonstriert, dass die durch Immobilisation hervorgerufene periphere Insulinresistenz
mit Veranderungen der muskularen Insulinsignaltransduktion assoziiert ist. Die Alterationen sind
auf mRNA- sowie auf Proteinebene detektierbar und implizieren eine verminderte
insulinabhéngige  Stimulierbarkeit des Insulinrezeptor-PI3K-Akt-Signalwegs,  wahrend
proteolytische Signalkaskaden vermehrt aktiviert werden.'*"14?

Nicht zuletzt sind die Intensivpatienten der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu den gesunden
Probanden durch eine systemische Inflammation charakterisiert. Endotoxine und
Inflammationsmediatoren wie TNFa oder IL-6 beeinflussen die Expression von am

Insulinsignalweg sowie an proteolytischen Signalwegen beteiligten Genen.®*#°

Ein Nebenprojekt der vorliegenden Arbeit hat anhand der immunhistochemischen Darstellung
von GLUT4 erstmals zeigen koénnen, dass GLUT4 bei kritisch kranken Patienten in
Speichervesikeln im perinukledren Raum akkumuliert und die Translokation zur
Plasmamembran massiv beeintrichtigt ist.®> Die in der vorliegenden Arbeit dokumentierte
Dysregulation der Expression von am Insulinsignalweg beteiligten Genen kann der im Zustand
der Sepsis verminderten Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran zugrunde liegen.

Die GLUT4-Translokation kann einerseits insulinabhangig Uber Akt, andererseits durch
Kontraktion Uber Aktivierung der AMPK induziert werden. Folglich lassen sich Ursachen fur die
fehlende GLUT4-Translokation bei kritisch kranken Patienten einerseits in Defekten im
Insulinsignalweg oder in fehlender Muskelkontraktion suchen. Eine kombinierte Stdrung der

Stimulation der GLUT4-Translokation scheint wahrscheinlich.
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5. Ausblick

5. Ausblick

Die vorliegende Arbeit untersuchte die systemische Insulinresistenz, die Ansprechbarkeit der
Skelettmuskulatur auf die Stimulation mit Insulin und Glukose sowie die Expression von am
Insulinsignalweg beteiligten Genen in der Skelettmuskulatur bei Intensivpatienten mit bzw. ohne
CIM im zeitlichen Verlauf kritischer Erkrankung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lieferten Hinweise fur eine massive Reduktion der
systemischen Insulinsensitivitdt wahrend des intensivmedizinischen Aufenthalts. Es handelte
sich nicht um eine absolute Insulinresistenz, da durch die Applikation hoher exogener
Insulindosen doch eine Senkung des Blutzuckerspiegels hervorgerufen werden konnte.
Aufgrund der beobachteten massiven Beeintrachtigung der metabolischen Flexibilitdt der
Skelettmuskulatur, wurde die Hypothese aufgestellt, dass der blutzuckersenkende Insulineffekt
auf einer Insulinwirkung an extramuskuldren Geweben beruht. Deshalb sollte bei
Intensivpatienten ein HE-Clamp mit einer simultanen Mikrodialyse im Fettgewebe kombiniert
werden, um die Ansprechbarkeit des Fettgewebes auf Insulin zu evaluieren. Die inhibitorische
Wirkung von Insulin auf die hepatische Glukosebereitstellung kénnte durch die Durchflihrung
eines HE-Clamps mit markierter Glukose untersucht werden. Diese Methode ermdéglicht es, bei
der Betrachtung der Blutglukosekonzentration nach endogenem und exogenem Ursprung der
Glukose zu differenzieren.

Die Genexpressionsanalyse des Insulinsignalwegs im Skelettmuskel kritisch kranker Patienten
ergab Hinweise fir eine ausgepragte Dysregulation des Transkriptionsmusters. Um Aussagen
zu den Ursachen und den funktionellen Auswirkungen dieser Alterationen treffen zu kénnen,
erscheint eine Ausweitung der Expressionsanalyse auf Proteinebene sinnvoll. Dabei sollte nicht
nur der absolute Proteingehalt untersucht werden, sondern auch der Phosphorylierungsstatus
berticksichtigt werden. Ebenso sollte die Gen- und Proteinexpression des metabolischen
Insulinsignalwegs im Fettgewebe kritisch kranker Patienten analysiert werden.

Weiterhin ware es interessant zu untersuchen, ob die beobachteten Alterationen des
metabolischen Insulinsignalwegs von Veranderungen im mitogenen Insulinsignalweg in der
Skelettmuskulatur und im Fettgewebe begleitet werden.

Ein in der vorliegenden Arbeit unbertcksichtigter Aspekt ist die Wirkung von Insulin auf die
Durchblutung der Muskulatur. Insulin ruft an der Skelettmuskulatur eine Vasodilatation
hervor.'* Die insulinabhanige Modulation des Blutflusses durch Vasodilatation ist relevant fir
die nahrungsabhangige Versorgung der insulinsensiblen Gewebe mit Nahrstoffen und Insulin.
Ob dieser Mechanismus bei kritischer Erkrankung intakt ist, wurde bisher nicht detailliert
untersucht.

Neben einer Modulation der Muskeldurchblutung wird die Versorgung der Skelettmuskulatur mit

Insulin durch die transendotheliale Insulintransportkapazitat bestimmt. Dabei handelt es sich um
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einen sattigbaren Rezeptor-vermittelten Transportprozess.'™ Anhand der Insulinclearance-
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass der transendotheliale
Transportprozess beim Vorliegen einer CIM schon bei einer niedrigeren Insulinkonzentration
gesattigt ware als bei intakter Muskelmembranerregbarkeit. Diesem Aspekt kann eine
verminderte Anzahl von Insulinrezeptoren im muskularen Gefallendothel oder ein Rezeptor-
bzw. post-Rezeptordefekt zugrunde liegen. Um die Hypothese zu prifen, erscheint es
aufschlussreich, die Insulinkonzentration im Muskelinterstitium sowie die lokale Muskelperfusion

unter HE-Clampbedingungen zu evaluieren.
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