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Zusammenfassung

Eine auf der Intensivstation erworbene Muskelschwiche, ,,Intensive Care Unit-acquired
Weakness™ (ICUAW), ist ein wichtiger Komorbidititsfaktor bei kritisch kranken Patienten
mit entscheidender prognostischer Bedeutung fiir deren Uberleben sowie die langfristige
Lebensqualitit. Klinisch prisentiert sich die ICUAW durch eine generalisierte
Muskelschwiche mit konsekutiv verldngerten Beatmungszeiten und Liegedauer. Die
pathophysiologischen Prozesse finden bereits frithzeitig statt. Zu morphologischen
Veridnderungen der Skelettmuskulatur in der frithen Phase der kritischen Erkrankung gibt es
jedoch wenig Kenntnis. Diese Arbeit untersucht die Ultrastruktur der Skelettmuskel-
morphologie wihrend der frithen intensivmedizinischen Behandlungsphase. Zudem soll
tiberpriift werden, ob der als charakteristisch beschriebene selektive Myosinfilamentverlust
bei elektrophysiologisch nachgewiesener ,,Critical Illness Myopathie (CIM) als eine
fiihrende Entitit der [CUAW zu finden ist.

In einer prospektiven, monozentrischen Observationsstudie wurden 30 schwer kranke,
beatmete Patienten (SOFA-Score >8 an 3 von 5 Tagen mit Beatmung <72 Stunden)
eingeschlossen. Zu zwei Zeitpunkten fanden offene Muskelbiopsien statt (Median Tag 5 +
16).  Mittels  Transmissionselektronenmikroskopie ~ wurden = Muskellings-  sowie
Muskelquerschnitte untersucht. Ein aus 7 Kiriterien resultierender Score diente zur
semiquantitativen Auswertung und Charakterisierung der Ultrastruktur. Weiterhin wurde die
Myofilamentdichte manuell ermittelt. Anhand direkter Muskelstimulation (Median Tag 5 +
15) wurde das Patientenkollektiv zusatzlich in ,,CIM*“ (dmCMAP <3.0mV) und ,,non-CIM*
(dmCMAP >3.0mV) unterteilt. Bei addquater Wachheit erfolgte die Bestimmung des
Kraftgrades gemdfl MRC-Skala (Median Tag 13).

Massive ultrastrukturelle Veridnderungen, insbesondere ein signifikanter
Mpyosinfilamentverlust waren bereits zum frilhen Zeitpunkt (Median Tag 5) der
intensivmedizinischen Behandlung vorhanden. Die Sarkomerstruktur war groBtenteils nicht
mehr abgrenzbar und die fibrillire Struktur des Muskels durch Atrophie oder komplette
Zerstorung gekennzeichnet. Im zeitlichen Verlauf ist ein Fortschreiten des gesamten
ultrastrukturellen Umbaus festzustellen, jedoch nahm die Myosinfilamentdichte nicht mehr
signifikant ab. Der Myosinfilamentabbau ist gegeniiber dem Aktinfilamentabbau stirker
ausgepragt, insbesondere in den Erstbiopsien. Der Myosinverlust war nicht isoliert bei den
elektrophysiologisch als CIM charakterisierten Patienten zu sehen, jedoch ist er mit einem

niedrigeren Kraftgrad, sowie mit einer lingeren Beatmungszeit und Liegedauer assoziiert.
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Die entscheidenden pathologischen Umbauvorginge der Skelettmuskelultrastruktur finden in
der Frithphase der kritischen Erkrankung statt und liegen nach wenigen Tagen intensiv-
medizinischer Behandlung bereits massiv ausgeprigt vor. Der frithzeitig einsetzende
Mpyosinfilamentverlust war bei unserem Patientenkollektiv mit der Ausbildung einer ICUAW
im spiteren klinischen Verlauf vergesellschaftet. Im Gegensatz zu dem bislang geltenden
Charakteristikum des ,,Thick-filament-loss* im Zusammenhang mit einer CIM, lag dieser
unabhingig von der Membranerregbarkeit vor. Vielmehr lésst er sich als generelles Zeichen
bei ICUAW postulieren.

Diese Arbeit préasentiert erstmalig ultrastrukturelle Untersuchungen am Skelettmuskel von
Hochrisikopatienten aus der Anfangsphase der kritischen Erkrankung, bevor die ICUAW

klinisch in Erscheinung tritt.

VI



Abstract

“Intensive Care Unit-acquired Weakness" (ICUAW) is a major comorbidity under critical
illness with crucial prognostic significance for the patients survival. ICUAW is presented by a
generalized muscle weakness which leads to prolonged ventilation and ICU-stay. There is
little knowledge in particular on the early phase of critical illness. This work examines the
ultrastructure of skeletal muscle morphology at two times during the early phase of intensive
care. Furthermore we review whether a “thick-filament-loss” is characteristically found in
patients who show a "Critical Illness Myopathy" (CIM) according to electrophysiological
testing.

We included 30 critically ill, mechanically ventilated patients (SOFA score >8 at 3 within 5
days, ventilation < 72 hours) in a prospective, monocentric observational study. Two open
muscle biopsies were obtained at median day 5 and 16. Electron microscope studies were
performed and ultrastructural analyzation was done using Image J software. We developed a
score with 7 criteria for semiquantitative evaluation of the longitudinal sections. Counting of
myosin filaments was done in cross sections. Based on direct muscle stimulation (median day
5 and 15), we distinguished patients in 2 groups: "CIM" (dmCMAP < 3.0mV) and "non-CIM"
(dmCMAP >3.0mV). Muscle strength was assessed using Medical Research Council (MRC)-
Scale when patients showed adequate awareness (median day 13).

There was a significant degradation of myosin filaments already in the early stage of ICU
stay. The sarcomere structure was largely destroyed and fibrillar structure showed signs of
atrophy or complete destruction. Later during ICU-course there is an ongoing destruction
considering all ultrastructural features. However, regarding the myosin filament density over
time, there is no significant decrease. Degradation of myosin filament was stronger than of
aktin filament. The myosin loss was not uniquely found in patients with CIM, but it was
associated with reduced muscle strength resulting in prolonged ventilation and hospital stay.
The main ultrastructural changings occur already after the beginning of critical illness and
reaches its peak only after a few days. In our study population we found a significant
association of early myosin degradation and the presentation of ICUAW later during ICU
course. However, it was not associated with low membrane excitability (CIM). This disproves
"Thick-filament-loss" to be characteristic in the presence of CIM. We postulate it therefore as
typical of ICUAW.

This is the first work presenting ultrastructural studies on skeletal muscle of high-risk patients

during early phase of critical illness, even before the clinical symptoms of ICUAW appear.
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1. Einleitung
1.1 ..Intensive Care Unit-aquired weakness* (ICUAW) — Einfithrung

Die ICUAW prisentiert sich als eine klinisch ermittelte Muskelschwiche bei kritisch kranken
Patienten, die sich &tiologisch allein durch das Vorhandensein der kritischen Erkrankung
ergibt. Sie stellt eine der hdufigsten erworbenen Komplikationen auf der Intensivstation (ITS)
dar. Das charakteristische Merkmal ist eine beinbetonte Schwiche der Extremititen-
muskulatur, sowie eine erschwerte Entwohnung vom Respirator. Folge sind eine verlidngerte
Beatmungspflicht und eine protrahierte Liegedauer der betroffenen Patienten. Die verldngerte
Liegedauer bedingt wiederum weitere Komplikationen wie das Auftreten tiefer
Beinvenenthrombosen, Lungenarterienembolien und nosokomiale Infektionen. Uberleben und
die Prognose der langfristigen Lebensqualitiit von ITS-pflichtigen Patienten ist hierdurch
entscheidend negativ beeinflusst. Follow-up-Studien belegen, dass ITS-Uberlebende noch
nach Jahren erhebliche Schwierigkeiten haben ihre volle Muskelkraft wiederzuerlangen. Die
langfristigen Konsequenzen fiir die betroffenen Patienten sowie die 6konomischen Folgen
sind uniibersehbar (1-7). Pathophysiologisch handelt es sich um eine Storung der (peripheren)
neuromuskuldren Organfunktion mit dem typischen Symptom der Muskelschwiche mit
Areflexie, vor allem im Bereich der respiratorischen Muskulatur und der Extremitiiten, selten
auch der mimischen Muskulatur. Erstmals untersuchten Bolton et al. in den Achtziger Jahren
den Verlauf von fiinf Patienten mit Muskelschwiiche, Areflexie und protrahierter Entwohnung
vom Respirator. Sie unternahmen elektrophysiologische Untersuchungen sowie Biopsien von
Nerven und beschrieben eine durch die kritische Erkrankung erworbene Neuropathie, die
,»Critical Illness Polyneuropathie* als Ursache fiir das klinische Storungsbild. Sie vermuteten
Mangelerndhrung wihrend der Phase der kritischen Erkrankung sowie endogene Infektionen
im Rahmen des septischen Geschehens als Ursache (8). Es folgten Fallberichte und Studien
mit kleinen Patientenzahlen, in denen die Skelettmuskulatur kritisch kranker Patienten
elektrophysiologisch und histologisch durch Biopsieentnahme untersucht wurde.
Infolgedessen konnte erstmals histologisch das Vorliegen einer Myopathie (,,Critical Illness
Myopathie®) im Rahmen der kritischen Erkrankung gezeigt werden (9-14). In groBer
angelegten, systematischen Observationsstudien ist dieses Phdnomen spiter vielfach bestitigt
worden. Neben ,,Critical Illness Myopathie® wurde auch der Begriff der ,,Thick Filament
Myopathie* geprigt, bezogen auf den elektronenmikroskopisch sichtbaren, selektiven Verlust
von Myosinfasern (15-19). ,,Critical Illness Polyneuropathie® (CIP) und ,,Critical Illness
Myopathie* (CIM) liegen hidufig gleichzeitig vor. Das gemeinsame klinische Korrelat einer

der beiden Diagnosen oder der Kombination ist die [CUAW (20).
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1.2 Pathogenese der ICUAW

Die Pathogenese der ICUAW ist komplex und bisher nur in Ansdtzen verstanden. Mehrfach
gesichert wurde ein direkter Zusammenhang mit der Schwere der kritischen Erkrankung —
ermittelt durch etablierte Scoring Systeme wie z.B. ,,Sequential Organ Failure Assessment*
(SOFA) Score — sowie dem Auftreten von Sepsis und Multiorganversagen, bei denen die
Privalenz bis zu 80% betridgt. Im Rahmen der kritischen Erkrankung und Sepsis kommt es zur
generellen Mikrozirkulationsstorungen im Korper, die Skelettmuskulatur ist hiervon
gleichermaflen betroffen. Die Sepsis-induzierte Ausschiittung von Zytokinen (insbesondere
IL-1, IL-6, TNF-a) fiihrt einerseits zur Induktion von Muskelproteinabbau und andererseits zu
einer reduzierten = Muskelproteinsynthese.  Eine  mogliche  Beeinflussung  der
Muskelmembranerregbarkeit durch Verdnderung des Ruhemembranpotentials wird ebenfalls
diskutiert (21). Entscheidend fiir die Ausbildung einer Muskelschwéche ist allerdings nicht
allein der Verlust an Muskelmasse, sondern im Besonderen der Verlust an Muskelkraft (Kraft
pro Muskelquerschnittsflache) (22). In dem Zusammenhang ist mehrfach eine frithzeitige
Atrophie der schnellen Typ II-Fasern sowie der selektive Verlust von Myosinfilamenten
beschrieben (14,15,23,24). Friihzeitige physiotherapeutische Behandlung in Kombination mit
Sedierungspausen  konnten  positive  Effekte im  Sinne  einer  schnelleren
Beatmungsentwohnung und einer verbesserten funktionellen Unabhéngigkeit nach Beenden
der ITS-Behandlung zeigen (25). Kontrovers prisentieren sich Ergebnisse von
Interventionsstudien, in denen regelmifig elektrische Muskelstimulation bei ITS-Patienten
angewandt wurde, die teilweise zu Muskelmassenerhalt oder Muskelkrafterhalt fithrten (26—
28). Lange Immobilisation und hohes Alter haben Einfluss auf die Ausbildung der
erworbenen Muskelschwéche (5,29-32). Ferner konnte eine gestorte Insulinsensitividt bedingt
durch eine insuffiziente Translokation von GLUT4 an die Zellmembran als ein unabhéngiger
Faktor in der Entstehung von ICUAW herausgestellt werden (33). Eine hochdosierte
Kortikosteroidtherapie und die Anwendung nicht-depolarisierender Muskelrelaxanzien sind
als Risikofaktoren ebenfalls mehrfach in der Literatur beschrieben. Diese werden zunehmend
kontrovers diskutiert (4,6,14,29).

Viele Zusammenhinge in der Entstehung der ICUAW sind jedoch noch unklar. Die
Minimierung von Risikofaktoren und eine leitliniengerechte Therapie der Sepsis sowie eine

frithzeitige Physiotherapie sind aktuell die Hauptbehandlungsstrategien der ICUAW.



1.3 Diagnostik der ICUAW und CIM
Es existieren drei wesentliche Pfeiler in der Diagnostik der ICUAW bzw. CIM:

1. die klinische Ermittlung von Muskelschwéche mittels Kraftgradmessung nach ,,Medical
Research Council“(MRC)-Skala,

2. der elektrophysiologische Nachweis von geringer Muskelaktivitit bzw. eingeschrinkter
Muskelmembranerregbarkeit durch elektromyographische Untersuchung,

3. der histologische Nachweis einer Myopathie durch Muskelbiopsie.

Zusitzlich kann die Bestimmung der Kreatinkinase im Blut — am besten innerhalb der ersten
Krankheitswoche — hilfreich sein. Allerdings ist bei Normalwerten die Diagnose CIM nicht
auszuschlieBen, somit gilt die Kreatinkinase als eher unspezifischer Parameter (4,34,35).

Ein grof3es Problem stellt die Fritherkennung der ICUAW bzw. CIM dar. Hochrisikopatienten
werden aus klinischen Griinden zu Beginn der intensivmedizinischen Behandlung haufig
analgosediert. Deren Muskelschwiéche kann erst nach Beendigung der Sedierung respektive
bei addquater Wachheit und Kooperativitiat des Patienten zuverlédssig getestet werden. Zur
Uberpriifung der Muskelkraft hat sich weltweit der MRC-Score aufgrund der einfachen
Durchfiihrbarkeit etabliert (36,37). Jedoch sind dann die neuromuskuldren Schidden bereits
ausgeprigt. Eine diagnostische Methode fiir sedierte und gegebenenfalls beatmete Patienten
ist essentiell zur Fritherkennung der ICUAW bzw. CIM. Daher hat sich das Messen des
Summenaktionpotentials im Muskel nach direkter Muskelstimulation (,,direct muscle
Compound Muscle Action Potential“, dmCMAP) als elektrophysiologische Untersuchung
hilfreich erwiesen. Es konnte nachgewiesen werden, dass niedrige Summenaktionspotentiale,
die innerhalb der ersten ITS-Woche durch Ableitung von dmCMAP nachgewiesen wurden,
mit einer Muskelschwiche im Verlauf assoziiert sind (38—40).

Muskelbiopsien werden aufgrund ihrer Invasivitit nicht routineméBig, sondern bislang nur im
Rahmen von Studien oder zum Ausschluss anderer Muskelerkrankungen wie z.B. Myositiden
durchgefiihrt. Histopathologisch werden in der Literatur drei wesentliche Merkmale
beschrieben, welche teilweise auch als verschiedene Typen der CIM betrachtet werden: 1. die
atrophische Form mit Faseratrophie v.a. der schnellen Typll-Fasern (23), 2. die
nekrotisierend-apoptotische Form und 3. der selektive Verlust von Myosinfilament —
Diagnose nur durch Elektronenmikroskopie (EM). Allerdings ist noch unklar, ob es sich
hierbei tatsidchlich um verschiedene Entititen oder um unterschiedliche Stadien der CIM
handelt. Zudem muss die CIM von der Muskelinaktivititsatrophie abgegrenzt werden. Es
wird auch diskutiert, ob verschiedene Risikofaktoren eher die eine oder andere

Erscheinungsform begiinstigen (4,15,35,41).



1.4 Histologischer und ultrastruktureller Aufbau der Skelettmuskulatur

Im Folgenden wird auf den Aufbau der Skelettmuskulatur, insbesondere auf die Darstellung
im Elektronenmikroskop eingegangen. Dabei ist es wichtig, die unterschiedlichen
Dimensionen eines Muskels zu kennen. Die Grundeinheit ist wie in jedem anderen Organ die
Muskelzelle, auch Muskelfaser genannt. Eine Muskelzelle kann einige Zentimeter lang sein
und mehrere Zellkerne haben. Sie ist so grof3, dass man sie schon mit einer Lupe erkennen
kann. Innerhalb der Fasern befinden sich zahlreiche Myofibrillen, welche mithilfe eines
Lichtmikroskops sichtbar sind. Diese wiederum enthalten die nur mit einem
Elektronenmikroskop erkennbaren Myofilamente, die kontraktilen Elemente der Muskelzelle
(siehe Grafik 1.1). Letztere bestehen aus dicken (ca. 15nm) und diinnen Filamenten (ca. 7nm),
welche alternierend angeordnet sind und in Léngsausrichtung somit eine Querstreifung
erzeugen (siehe Grafik 1.2). Die dicken Filamente enthalten als Proteine das Myosin, wihrend
die diinnen Filamente das Aktin, das Tropomyosin und den Troponin-Komplex enthalten.
Zusammen bilden sie mit zwei angrenzenden Z-Scheiben ein Sarkomer, die kleinste
kontraktile Einheit des Skelettmuskels. Viele kettenartig aneinander gereihte Sarkomere
bilden im Langsschnitt eine Myofibrille. Die Streifung der Fibrillen ergibt sich durch das
unterschiedliche Verhalten der Myofilamente im polarisierten Licht. Die sogenannte I-Bande
ist nicht-aufleuchtend (isotrop) und besteht aus den diinnen Filamenten, die A-Bande ist
aufleuchtend (anisotrop) und besteht sowohl aus dicken als auch aus diinnen Filamenten. Im
Elektronenmikroskop leuchten die Banden nicht auf, sondern sie sind aufgrund der
Elektronendichte (E-Dichte) der Molekiile dunkel — A-Bande=hohe E-Dichte — bzw. hell — I-
Bande=niedrige E-Dichte. Die Bezeichnung der Banden gemifl dem Lichtverhalten (A- bzw.
I-Bande) wird dennoch zur Beschreibung des ultrastrukturellen Aufbaus auch in der
Elektronenmikrokopie angewandt. In letzterer lassen sich weitere Abschnitte innerhalb eines
Sarkomers abgrenzen. Die A-Bande ist noch einmal unterteilt in einen Uberlappungsbereich
beider Myofilamentarten und in die sogenannte H-Zone, in der ausschlieBlich die dicken
Filamente zu finden sind. In der Mitte jedes Sarkomers befindet sich die M-Bande, ein
elektronendichter Streifen, an dem die Myosinfilamente verankert sind. Die Befestigung fiir
die diinnen Aktinfilamente sind die Z-Scheiben. Ein Sarkomer ist ca. 2,2um lang und umfasst
1/2 1-Bande — A-Bande — 1/2 I-Bande. Die Linge der A-Bande bleibt stets konstant bei
1,5um. Die I-Bande verkiirzt sich wihrend des Kontraktionsvorgangs durch Gleiten der
Aktin- in die Myosinfilamente. Ein Sarkomer kann sich somit auf ca. 70% der Ruhelidnge
verkiirzen (42). Der Querschnitt eines Sarkomers hat im Bereich der Uberlappungszone der

Mpyofilamente eine hexagonale Anordnung, ein dickes Filament (Myosin) mittig und 6 diinne
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Filamente (Aktin) angrenzend. Ein veranschaulichendes Schema bietet Grafik 1.2. Das
Verhiltnis von Aktin zu Myosin im normalen Skelettmuskel betrigt 2:1 (43). Die

Zellorganellen einer Muskelfaser liegen zwischen den Sarkomerreihen, den Myofibrillen.

Muskelfaser = Muskelzelle

Myofibrille

Sarkomer

Grafik 1.1:  organisatorischer Aufbau eines Skelettmuskels, modifiziert nach Oatis (44)

A-Bande

H-Zone

——— |-Bande

Z-Scheiben M-Bande ‘

Myosin
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Grafik 1.2:  schematischer Aufbau eines Sarkomers auf elektronenmikroskopischer Ebene,
oben: Lingsschnitt, unten: Querschnitt, M: Myosin, A: Aktin, Z: Z-Scheiben;
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1.5 Stand der Forschung

Zunichst wurden in der Literatur nur vereinzelt die Umbauvorginge an der Skelettmuskulatur
im Zusammenhang mit CIM beschrieben. Zunehmend riickte der strukturell verédnderte
Muskel in den Fokus. Die iiberwiegenden Erkenntnisse wurden durch Untersuchungen von
Muskelbiopsien am Lichtmikroskop gewonnen. Neben der histologisch nachgewiesenen
Abnahme des Muskelfaserquerschnitts im Sinne eines Verlusts an Muskelmasse (15,16,23),
wurde in elektronenmikroskopischen Aufnahmen hiufig ein selektiver Verlust der dicken
Myosinfilamente beobachtet (14-16,19). So wird in der Literatur unter anderem auch der
Begriff ,, Thick-Filament-Myopathy* zur Beschreibung der CIM verwendet, wobei sich
Lacomis et al. vereinfachend auf ,,Critical Illness Myopathie* als zusammenfassenden Term
festlegen (34). Danon et. al. brachten den ersten Nachweis iiber einen selektiven Abbau des
dicken Filaments bei einer jungen Asthmatikerin, die nach 10tdgiger Therapie mit
hochdosierten Steroiden und Relaxierung mit nicht-depolarisierenden Muskelrelaxanzien
diffuse Muskelschwiche und Areflexie bei erhaltener Sensorik zeigte (45). Einige Jahre
vorher wurde bereits am Tiermodell nachgewiesen, dass die Denervierung des Muskels und
simultane Hochdosis-Dexamethasonbehandlung zu einem ,,Thick-Filament-Loss* im
Skelettmuskel fiihren (46,47). Der selektive Abbau von dicken Filamenten im Muskel war nur
sporadisch aus Fillen mit Dermatomyositis, Thrombozytopenischer Purpura, Human
Immunodeficiency Virus und kongenitalen Myopathien bekannt (14,48,49). Mittlerweile
gehort ein durch Muskelbiopsie nachgewiesener Myosinverlust zu den Diagnosekriterien
einer CIM (34,50). Die standardmiBige Durchfiihrbarkeit dessen ist zu diskutieren. In den
bisherigen Veroffentlichungen iiber Verdnderungen der ultrastrukturellen Skelettmuskel-
morphologie im Zusammenhang mit CIM wird hidufig beschrieben, dass trotz eines
ausgedehnten Myosinverlusts Aktinfilamente und Z-Scheiben intakt bleiben. Dieses wiirde
die CIM von einer nekrotisierenden Myopathie abgrenzen. Au3erdem lassen sich vergroBerte
Mitochondrien, lysosomale Vakuolen und Glykogenpartikel in zerstorten Arealen finden
(12,16,19). Nur mithilfe der Elektronenmikroskopie konnen solche Befunde gestellt werden.
Die Datenlage ist leider liickenhaft. Griinde hierfiir sind die Invasivitit der Muskelbiopsien
und die notwendige Zustimmung von Patient(in) bzw. dessen Betreuer(in). Administrativ ist
Letzteres besonders im intensivmedizinischen Setting ein komplizierender Faktor. Weiterhin
ist die Probenpréparation fiir die Elektronenmikroskopie sehr aufwendig und nicht iiberall
verfiigbar. In den veroffentlichen Studien fand die Muskelbiopsie frithestens 14 Tage nach

ITS-Aufnahme des Patienten statt, teilweise fehlen Angaben iiber den Entnahmezeitpunkt



komplett (15,16,19). Auch in den bereits erwdhnten Fallberichten waren die Muskelbiospien
relativ spdt im klinischen Verlauf durchgefiihrt worden, zumeist erst nach Beenden der
Sedierung, als die ICUAW Kklinisch deutlich pridsent war (9—12). Die allerersten Tage der
frithen Phase der kritischen Erkrankung sind bis dato nie elektronenmikroskopisch untersucht
worden. Da sich eine anormale Muskelaktivitit mittels Elektromyographie (EMG) schon in
den ersten Behandlungstagen nachweisen lidsst (38), ist ein frither pathologischer

Umbauvorgang im Muskel anzunehmen.



1.6 Fragestellung der Arbeit

Die Arbeit fokussiert die frithe Phase der ICUAW. Gezielt soll erortert werden, inwiefern die

ultrastrukturelle Morphologie der Extremititenmuskulatur von Hochrisikopatienten fiir

ICUAW bereits in der Frithphase der kritischen Erkrankung betroffen ist. Durch die

Elektronenmikroskopie soll ein Abgleich zuvor beschriebener Charakteristika der CIM

erfolgen und moglicherweise weitere Merkmale detektiert werden. Die Ergebnisse sollen zur

Aufkldrung der Pathogenese von ICUAW und CIM beitragen und nicht eine diagnostische

Methode etablieren.

Folgende Fragestellungen sollen beantwortet werden:

1.

Gibt es bereits in der Frithphase der kritischen Erkrankung ultrastrukturelle
Verinderungen im Skelettmuskel bei Hochrisikopatienten fiir [CUAW?

Wie verdndert sich die ultrastrukturelle Morphologie der Skelettmuskulatur im
zeitlichen Verlauf der kritischen Erkrankung?

Sind Patienten mit einer elektrophysiologisch diagnostizierten CIM stirker bzw.
frithzeitiger von den ultrastrukturellen Umbauvorgéingen betroffen?

Ist die elektrophysiologisch diagnostizierte CIM immer assoziiert mit einem Verlust
von Myosinfasern und wenn ja, zu welchem Zeitpunkt manifestiert sich dieser?
Korreliert das elektronenmikroskopische Bild des Skelettmuskels mit der Dauer der

kritischen Erkrankung?



2. Methoden

2.1 Studiensetting

An der Klinik fiir Anésthesiologie mit Schwerpunkt operative Intensivmedizin der Charité-
Universitdtsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum, wurde eine Observationsstudie mit
dem Titel ,,Der Skelettmuskelstoffwechsel und die Critical-Illness-Myopathie wihrend des
frithen Verlaufs systemischer Entziindung* durchgefiihrt. Die Studie wurde als Teilprojekt der
Klinischen Forschergruppe 192 in Kooperation mit dem ,,Experimental and Clinical Research
Center Berlin* von der Deutschen Forschungsgesellschaft gefordert. Ein positives Ethikvotum
erteilte die Ethikkommission der Charité (EA2/061/06).

Einschlusskriterien fiir diese Studie waren kritisch kranke Patienten auf den Intensivstationen
der Charité-Universitdtsmedizin, Campus-Virchow Klinikum mit einem SOFA von > § an 3
aufeinanderfolgenden Tagen innerhalb der ersten 5 Tage nach ITS-Aufnahme — entsprechend
einem Patientenkollektiv mit hohem Risiko fiir die Entwicklung einer ICUAW, wie in
fritheren Analysen ermittelt (29). Im Folgenden wird dieses Patientenkollektiv als
Hochrisikopatienten definiert. Nicht eingeschlossen wurden Minderjihrige, Schwangere,
insulinpflichtige Diabetiker, Patienten mit einer bekannten neuromuskulédren Erkrankung oder
bei Vorliegen von > 7 Tagen ITS-Aufenthalt und/oder > 72 Stunden kiinstlicher Beatmung
zum Zeitpunkt des Screenings. Eine schriftliche Einverstindniserkldrung des gesetzlich
bestellten Betreuers war Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie.

Das Spektrum der Intensivstationen umfasst die Bereiche Neurochirurgie, Neurologie, Unfall-
und Wiederherstellungschirurgie, Allgemein-, Thorax- und Viszeralchirurgie, Hals-Nasen-
Ohren- und Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, Gynékologie und stellt ein Kompetenzzentrum
fiir ,,Acute Respiratory Distress Syndrom* (ARDS) dar.

In der Studienphase erfolgte eine tdgliche Dokumentation klinischer Parameter. Zum
Aufnahmezeitpunkt wurden ,,Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II,
»dimplified Acute Physiology Score (SAPS)-II, ,,SAPS-III“ sowie , Therapeutic
Interventions Scoring System-28* erhoben. Sedierungstiefe wurde durch die ,,Richmond
Agitation Sedation Scale* (RASS), das Vorliegen eines Delirs mit Hilfe des ,,Confusion
Assessment Method — ICU* und des ,,Delirium Detection Scores” abgebildet. Des Weiteren
erfolgte die Dokumentation von Glucose- und Insulinspiegel, Bioimpedanz,
inflammatorischen Markern und das Auftreten einer eventuellen Organdysfunktion, Infektion
oder Sepsis. Der Verlauf und Schweregrad der Erkrankung wurde mithilfe des SOFA-Scores

bis zur Entlassung von der ITS dokumentiert.


http://anaesthesieintensivmedizin.charite.de/metas/glossar/begriff/hno/
http://anaesthesieintensivmedizin.charite.de/metas/glossar/begriff/hno/

Bei addquater Wachheit (RASS -1 bis +1) und wenn die Patienten mindestens drei von fiinf
verbale Aufforderungen korrekt befolgen konnten, wurde der klinische Kraftgrad mithilfe der
MRC-Skala bestimmt und zusétzlich am Folgetag validiert. Hierbei wurden an beiden oberen
und unteren Extremititen je 3 Muskelgruppen getestet und die Kraft von 5 (normale
Muskelkraft) bis O (Paralyse) bewertet. In Summe ergeben sich somit maximal 60 Punkte,
wobei De Jonghe et al. die ICUAW ab <48 Punkte definieren (36). Demzufolge kann die
ICUAW auch als Mittelwert aus den 12 erfassten Muskelgruppen definiert werden und
entspricht dann einem MRC<4.

Zur elektrophysiologischen Kategorisierung in ,,CIM-*“ und ,,non-CIM-Patient* ist die Hohe
des Muskelsummenaktionspotentials (,,compound muscle action potential“, CMAP) nach
direkter Muskelstimulation (dmCMAP) ausschlaggebend. An zwei Zeitpunkten - Median:
Studientag 5 und 15 - sowie bei ITS-Entlassung wurde eine EMG inklusive dmCMAP-
Bestimmung durchgefiihrt. Der entscheidende ,,cut-off”“ war eine Amplitude von dmCMAP
<3.0mV fiir die Diagnose ,,CIM* und dmCMAP >3.0mV fiir ,,non-CIM* (39).
Muskelbiopsien wurden wenn moglich zweimal wihrend der ITS-Behandlung entnommen.
Zur morphologischen Beurteilung wurden die Muskelbiopsien fiir die Histologie und
Elektronenmikroskopie entsprechend prépariert (sieche auch Kapitel 2.2 und 2.3).

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den Ergebnissen der elektronenmikroskopischen
Auswertung der Muskelbiopsien. Das Mikroskopieren aller Schnitte sowie deren Auswertung

und digitale Analyse fand ausnahmslos verblindet durch mich statt.

2.2 Entnahme der Muskelbiopsien

Die Entnahme von Muskelgewebeproben wurde nach Risikoautkldrung und Einverstdndnis
zweimal pro Patient wihrend der Studienphase von einem chirurgischen Kollegen
durchgefiihrt. Es wurde der ,,Musculus vastus lateralis* offen bioptiert. Informationen iiber
eine  Gerinnungsstorung des  Patienten sowie  eventuell bereits  bestehende
Sensibilititsstorungen im Bereich der Entnahmestelle mussten im Rahmen des
Risikomanagements vor der Intervention ermittelt werden. Der Eingriff erfolgte unter sterilen
Bedingungen. Die Patienten wurden wenn notig sediert und erhielten einen Bolus eines
systemisch wirksamen Schmerzmittels. Auf die Verwendung von Lokalanésthetika wurde
verzichtet, da diese toxische Gewebeverinderungen verursachen konnen. Es wurden mehrere
Gewebestiicke entnommen und fiir die weiteren Spezialuntersuchungen entsprechend

prépariert. Fiir die Elektronenmikroskopie wurde ein ca. 2cm langes Gewebsstiick an einer
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Kunststoffschiene aufgespannt und bei Raumtemperatur in einem mit 4,5ml Glutaraldehyd
(Firma Serva) gefiilltem Rohrchen primir fixiert. AnschlieBend erfolgte die Lagerung bei 8§°C
im Kiihlschrank. Am nichsten Morgen wurde das Glutaraldehyd abpipettiert und das
Rohrchen mit Cacodylatpuffer (Firma Merck) aufgefiillt. Bis zur weiteren Verarbeitung
verblieben die Proben bei 8°C im Kiihlschrank.

Der Wundverschluss am Patienten erfolgte durch Néhte und anschlieBender Anlage eines
sterilen Verbandes. Am ersten Tag wurde die Wunde prophylaktisch gegen Odembildung
gekiihlt. Verbandswechsel sowie Inspektionen der Schnittstelle zur Vorbeugung und
rechtzeitigem Erkennen von Wundinfektionen wurden standardmiBig alle zwei Tage
unternommen. Die Fiden konnten im Schnitt nach 12 Tagen gezogen werden.

Die erste Biopsie fand an Tag 5 (Median) nach Studieneinschluss statt. Eine zweite Biopsie
folgte am 16. Studientag (Median), sofern der Patient nicht bereits von der ITS entlassen

wurde oder verstorben war.

2.3 Probenpriparation fiir die Transmissionselektronenmikroskopie

Die Gewebeproben wurden fiir die Transmissionselektronenmikroskopie von einer
Mitarbeiterin der Multi-User-Abteilung fiir Elektronenmikroskopie am Institut fiir Vegetative
Anatomie, Standort Virchow Klinikum, Charité-Universititsmedizin Berlin aufbereitet. Die
Priparation ist ein aufwindiges Prozedere, welches sich iiber vier wesentliche Schritte
erstreckt: Fixierung, Einbettung, Schneiden und Kontrastierung.

Alle Muskelbiopsien wurden zunichst in mehrere kleine Gewebestiicke geteilt, welche der
spateren Aufbereitung von Lings- und Querschnitten diente.

Fixierung: Die Proben wurden nach der Primirfixierung erneut mit einer 2,5%-haltigem
Glutaraldehyd und 0,IM Natrium-Cacodylatpuffer-Losung fixiert. Danach erfolgte ein
zweimaliges Waschen der Probe mit der Natrium-Cacodylatpufferlosung fiir 10 Minuten.
Anschliefend wurde das Gewebe in 2% Osmiumtetroxid (Firma ChemPur, Karlsruhe) fiir
zwei Stunden postfixiert.

Einbettung: Das postfixierte Gewebe wurde drei- bis viermal fiir 10 Minuten mit Natrium-
Cacodylatpuffer gespiilt. Es folgte die Entwésserung mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe
beginnend bei 50% (dann 70%, 95%), abschlieBend dreimal mit absolutem Alkohol (Firma
Merck) jeweils fiir 10 Minuten. Dann begann die Immersion der Biopsien mit Propylenoxid
(Firma Serva) als Intermedium fiir zweimal 15 Minuten. Im Anschluss wurden weitere

Immersionen mit verschiedenen Mischungen aus Propylenoxid und Epon® (Firma Serva)
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durchgefiihrt: 2:1, 1:1 und 1:2 fiir jeweils 1 Stunde. Epon® ist ein Epoxidharz bestehend aus
drei Komponenten: DDSA (2-Dodecenylsuccinic acidanhydride), MNA
(Methylnacidanhydride) und Glycidether 100- und einem Beschleuniger- DMP 30 (2, 4, 6-
Trisdimethylaminomethylphenol). Zuletzt erfolgte eine Immersion mit reinem Epon® iiber
Nacht. Am nichsten Tag wurden die Proben in einer kleinen Einbettkapsel platziert und das
restliche Volumen mit frischem Epon® aufgefiillt. Fir die Lingsschnitte gab es hohe
zylinderformige, fiir die Querschnitte flache quaderférmige Kapseln. Abhéngig von der zur
Verfiigung stehenden Gewebemenge, wurden je ein bis drei Kapseln fiir die Lings- bzw.
Querschnitte befiillt. AbschlieBend wurden die befiillten Einbettkapseln fiir 48 Stunden bei
60°C polymerisiert.

Herstellen der Gewebsschnitte: Die ausgehirteten Epon®-Blocke wurden aus den

Einbettkapseln entnommen und mit einem Glasmesser zunidchst getrimmt, um das
tiberschiissige Epon® zu entfernen. Fiir eine lichtmikroskopische Erstbeurteilung der Schnitte
wurden zundchst sogenannte Semidiinnschnitte angefertigt. Verwendet wurde hierfiir das
Mikrotom RM 2065 der Firma Leica, Bensheim, welches mithilfe eines Diamantmessers 0,5
bis 10um dicke Prédparate erzeugte. Diese wurden anschlieBend mit einer Richardson
Farbelosung angefirbt: Methylenblau (Firma Merck) in 1% Boraxldsung (Firma Sigma) und
Azur (Firma Sigma) in 1% Aqua dest.-1:1-Gemisch. Unterm Lichtmikroskop erfolgte die
Kontrolle, ob der Muskel ausreichend ldngs bzw. quer angeschnitten wurden und welche der
Schnitte fiir eine elektronenmikroskopische Auswertung geeignet wiren. Die ausgewihlten
Priparate wurden nachfolgend fiir die Herstellung der Ultradiinnschnitte benutzt. Mit dem
Ultracut S von der Firma Leica wurden ca. 70nm dicke Préiparate angefertigt. Das Ultracut S
benutzt als Schneideelement ebenfalls ein Diamantmesser. Die Ultradiinnschnitte wurden auf
sogenannten ,,Mesh-Nickel-Grids* (Nickelgitter, Firma Plano) aufgebracht und mit
Uranylacetat (3-4% in 50% Ethanol) und Bleicitrat (nach Reynolds) kontrastiert.
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2.4 Mikroskopierstrategie

2.4.1 Mikroskopieren der Lingsschnitte

Das Mikroskopieren aller Muskelbiopsieschnitte wurde durch mich und verblindet, d.h. ohne
Kenntnis iiber Vorliegen von CIM oder non-CIM, durchgefiihrt. Fiir die Analyse der
Muskelldngsschnitte verwendete ich das Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Zeiss EM
906, Oberkochen, der Multi-User-Abteilung fiir Elektronenmikroskopie am Institut fiir
Vegetative Anatomie, Standort Virchow Klinikum, Charité-Universititsmedizin Berlin.
Zunichst verschaffte ich mir einen systematischen Uberblick iiber die GroBe des Schnittes.
Der Gebrauch der ,,Mesh-Nickel-Grids® erwies sich dafiir als hilfreich. Unter dem TEM sieht
man, wie das ,,Mesh* gleich einem Raster liber dem Schnitt liegt. Entlang der Langs- und
Breitseite kann man so die einzelnen Waben abzdhlen und erhdlt damit die
GroBenausdehnung des jeweiligen Priparats. Ziel war es, eine standardisierte Auswahl an
Bildern von jedem Schnitt zu treffen, die moglichst représentativ fiir die Biopsie bzw. fiir den
entsprechenden Muskel sein konnte. Mithilfe des Rasters wurden fiinf Stellen pro Schnitt
ausgewihlt. GroBtenteils hatten die Muskelpréparate eine rechteckige Ausdehnung, sodass ich
zentral und jeweils in der Mitte der vier Seitenrdnder eine Wabe wihlte. Bei unregelméBiger
Form versuchte ich in @hnlicher Weise Ausschnitte zu bestimmen. Dieses Vorgehen wandte

ich fiir die Langsschnitte aller Biopsien einheitlich an (siehe beispielhaft Grafik 2.1).

Grafik 2.1: schematische Darstellung der Ansicht unterm TEM; grau=Waben des Mash-
Grids, schwarz=Muskelschnitt, rechts: blaue Felder=Auswahlfelder

Nicht aufgenommen wurden Bereiche, die mechanisch zerstort waren, z.B. durch

Rissartefakte, die beim Schneiden entstanden sind, oder in denen zwei Schichten des
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Préparats iiberlappten, sodass keine Beurteilung der Struktur moglich war. Wenn solch ein
Areal in eines der fiinf geplanten Aufnahmen fiel, wurde ein alternativer, im Raster nahe
liegender Ausschnitt gewdhlt. Die Bilder wurden mit einer 1670- bzw. 2156fachen
VergroBerung dargestellt, damit ein moglichst groBer Ausschnitt fiir die morphologische
Betrachtung zur Verfiigung steht. Reprisentative und auffillige Befunde fotografierte ich mit
hoherer Auflosung (je nach Bereich 4640-, 6000-, 7750- und 10 000-fach), pro Langsschnitt

zusdtzlich ein bis zwei Bilder. Als Belichtungszeit wihlte ich standardmiBig eine Sekunde.

2.4.2 Mikroskopieren der Querschnitte

Zur Mikroskopie der Muskelquerschnitte aller vorhandenen Biopsien verwendete ich ebenso
das TEM Zeiss EM 906. Ich suchte nach Bereichen in der A-Bande, in denen sowohl Myosin-
als auch Aktinfilamente quer getroffen waren (siehe beispielhaft Grafik 2.2.), unabhingig von
weiteren Kriterien. Ich fotografierte jeweils drei Bilder pro Biopsie mit einer 60000-fachen
VergroBerung, von denen ich dann spiter je ein Bild — das mit der besten Auflosung - fiir die

Auswertung mit Image J (Version 1.37c) auswihlte.

‘ o o ' °
° °
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°
Grafik 2.2: Zielbereich A-Bande im Querschnitt;
grofle Punkte=Myosin, kleine Punkte=Aktin

2.5 Digitalisierung und Bearbeitung der Negative

Die angefertigten Negative wurden innerhalb der Multi-User-Abteilung durch eine
Mitarbeiterin entwickelt und anschlieBend von mir fiir die digitale Bearbeitung und
Auswertung eingescannt. Hierfir wurde der Scanner UMAX Astra 4700 mit
Durchlichtaufsatz bzw. den Durchlichtscanner Epson Perfection V700 Photo verwendet. Die
Digitalisierung wurde mit der Lasersoftware SilverFast Epson-SE 6.6 realisiert, die weitere
Bearbeitung der Bilder erfolgte mit Adobe Photoshop CS3. Zum Teil musste eine
Tonwertkorrektur oder eine Kontrasterhohung eingesetzt werden. Die Bilder speicherte ich im

JPEG- und im TIFF-Format.
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2.6 Auswertung der EM-Bilder

2.6.1 Auswertung der Lingsschnitte

Die Auswertung der EM-Bilder aller Biopsien erfolgte ausschlieflich durch mich. Dazu war
eine Betrachtung jeder einzelnen Aufnahme am Computer obligat. Obwohl in der
Lichtmikroskopie signifikante Unterschiede zwischen CIM- und non-CIM-Patienten
beziiglich der Fasertypen nachgewiesen werden konnte (23), beurteilte ich die Schnitte ohne
Wissen des Muskelfasertyps (I, Ila oder IIb). Die Unterscheidung der Fasertypen nach ultra-
strukturellen Merkmalen im EM ist praktisch nicht moglich (51). Ferner stellte dies nicht das
Ziel der Untersuchung dar. Bei der kleinen Groé8e der Préparate sind je Muskelldngsschnitt ca.
30-50 Fasern insgesamt und etwa zwei bis vier Fasern pro ausgewihlter Wabe (s. Grafik 2.1)
angeschnitten.

Um eine einheitliche und vergleichbare Bewertung der pathologischen Verdnderungen im
Skelettmuskel zu erzielen, erstellte ich einen Score aus sieben Kriterien mit je 2 bis 4
Subkriterien (siehe Tabelle 2.1). Ausschlaggebend fiir die Punktevergabe war immer das am
starksten pathologische von 5 ausgewihlten Bildern, unabhingig von der Hiufigkeit des
entsprechend Merkmales. Pro Patient und Kriterium wurde somit nur ein Bild bewertet und
nicht mehrere, so sollte eine Summation bei wiederholt getroffenen Fasern vermieden werden.
Alle Kriterien werden fiir die Gesamtwertung des Scores gleich gewichtet. Daher ist die
Hochstpunktzahl stets auf 3 Punkte (P.) festgelegt und spiegelt die stirkste Pathologie wider,

unabhiéngig von der Anzahl der Subkriterien. Ein Normalbefund wurde mit OP. bewertet.
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Bewertungskriterien der Muskelléingsschnitte am Elektronenmikroskop

Hauptkriterium Subkriterien Punkte

1. Sarkomerstruktur A und I Banden und H-Zone voneinander abgrenzbar

Banden nicht sicher voneinander abgrenzbar
2. Z-Scheiben Z-Scheiben intakt
Z-Scheiben gewellt

Z-Scheiben verschoben >25% der Sarkomerlinge

Z-Scheiben zerstort / abwesend

3. Mitochondrien Normal
Geschwollen
Verlust der Christae
Fragmente

4. Myosinfilamente Normal

,»Myosin-loss* beginnend

,»Myosin-loss* fortgeschritten
5. Aktinfilamente Normal

,»Aktin-loss* beginnend

,»Aktin-loss* fortgeschritten
6. Myofibrillen Normal
Kalibervariation und Auflockerung

Unterbrechung der Kontinuitit

Zerstorung der fibrilldren Struktur

7. Einlagerung Glykogen
Fett
Lysosomale Vakuolen

— = = W N = O W= OW = OWI N = OIWI N =OoOlWwW o

Tabelle 2.1:  semiquantitativer Score fiir die Bewertung der Muskelldngsschnitte

Die Score Merkmale werden im Folgenden einzeln genannt und erlidutert:

Veridnderungen im Bandenmuster der Sarkomere oder in der Form der Z-Scheiben geben
Hinweise auf Desintegration der Myofilamente bzw. auf Abweichung von ihrer regelmiBigen
Anordnung. Dabei waren das Streifenmuster der Sarkomere und die Form der Z-Scheiben im
Fokus. A-,I-,H- und M-Bande sind im gesunden Muskel deutlich voneinander abzugrenzen,
die Z-Scheiben stellen sich als dicke, gerade Linie dar. Erschienen die Z-Scheiben gewellt
bzw. iiber ein Viertel der Sarkomerldnge hinaus verschoben, gab ich 1P. bzw. 2P.. Ist die
Bandenstruktur der Sarkomere nicht mehr abgrenzbar, zédhlte dies 3P., ebenso bei vermehrtem
Nicht-Auffinden von Z-Scheiben. Einen Sonderfall stellen Muskelfasern dar, die scheinbar in
kontrahiertem Zustand fixiert wurden — in denen also die Aktinfilamente in die

Myosinfilamente gleiten und somit die [-Bande verschwinden lassen. Diese sind durch
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geradlinige Z-Scheiben begrenzt, die M-Bande ist deutlich erkennbar und auch die
Myofilamente zeigen eine reguldre Dichte. Die Sarkomerstruktur bewertete ich dann folglich
als nicht pathologisch.

Die Mitochondrien analysierte ich nach ihrer GroBe, Form und Christaestruktur. Ein
Anschwellen und Verlust der Christae sind Zeichen fiir Hypoxie und nekrotische
Umbauvorginge in der Muskelfaser. Dies kann allerdings auch artifiziell durch iiberméBiges
Spiilen mit saliner Losung entstehen (52), ist in dieser Studie aber unwahrscheinlich, da keine
NaCl-Losung bei der Fixierung verwendet wurde. Der Score beriicksichtigte die patho-
logischen  Abstufungen  ,,geschwollene = Mitochondrien  (1P.), ,Verlust der
intramitochondrialen Christae* (2P.) und Vorhandensein von nur noch ,,Fragmenten‘ (3P.).
Die Qualitdt der Myofilamente zu beurteilen — insbesondere der dicken bzw. der Myosin-
filamente — gehorte zu den Hauptfragestellungen. Dabei war der Grad des Abbaus, also der
Verlust von Myosin und Aktin entscheidend. Die Stadieneinteilung umfasste ,kein* (0P.),
,beginnender (1P.) oder ,fortgeschrittener Myosin-bzw. Aktinverlust* (3P.). Beginnender
Filamentverlust heiit, dass die Filamente innerhalb einer Faser nur zum Teil zerstort, an
anderer Stelle jedoch noch erkennbar sind. Fortgeschrittener Verlust bedeutet demnach, dass
keine Filamente mehr abgrenzbar sind.

Ein néchstes Kriterium war die Prisentation der Myofibrillenstruktur. VergroBerung der
Fibrillenzwischenrdume, sogenannte ,,Auflockerungen* — z.B. durch Auseinanderweichen bei
stark geschollenen Mitochondrien — und Verschmilerung der Sarkomerreihen, sogenannte
,Kaliberverdnderung* erhielten 1P., Abbriiche oder Fehlen von mehreren Sarkomereinheiten
bereits 2P.. Als ,,zerstort“ (3.P.) wurden Abschnitte befundet, in denen die regelmiBige
Fibrillenstruktur komplett aufgehoben war — etwa durch starken Myofilament- und Z-
Scheibenverlust und bei verschwommenem Bandenmuster.

Dariiber hinaus wurden Einlagerungen von Lysosomen, Fetttropfchen oder Glykogen, in
Hinblick auf weitere mogliche Kriterien in der Skelettmuskelmorphologie kritisch kranker
Patienten dokumentiert. Hierzu vergab ich bei Auffinden eines der o.g. Merkmale je 1P.

unabhiéngig von der Quantitit.

Mithilfe der Langsschnitte wurde au8erdem die Durchschnittslinge der Sarkomere bestimmit.
Mit zunehmender Sarkomerlidnge vergroBert sich die Dichte der Myofilamente (Packdichte),
respektive der dicken Myosinfilamente, im Querschnitt (53—56). Daher war die Kenntnis der

Durchschnittssarkomerldnge aus jeder Muskelbiopsie essentiell zur Bestimmung der
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Filamentdichte. Die Sarkomerldnge kann innerhalb einer Muskelfibrille stark variieren (51).
Angelehnt an Riley et al. bestimmte ich die Lidnge von vier intakten Sarkomeren
hintereinander in je 5 Biopsieldngsschnitten eines Patienten mit dem ,,straight-tool* von

WCIF Image J-Software (Version 1.37c) und berechnete daraus den Mittelwert (51,57).

2.6.2 Auswertung der Querschnitte

Ziel in der Auswertung der Querschnitte war die Ermittlung der quantitativen Dichte von
dicken und diinnen Myofilamenten innerhalb einer festgelegten Fldache (Filamentdichte), die
Durchmesserbestimmung der dicken Myosinfilamente (Morphometrie) sowie das Ausmessen
von gesunden und zerstorten Flichenanteilen in einem groBeren Ausschnitt (Planimetrie).
Sowohl das Auszihlen der Filamente als auch die Morpho- und Planimetrie fiihrte ich mit der
Software WCIF Image J (Version 1.37c) durch. Pro Biopsiequerschnitt stand ein Bild zur
Auswertung zu Verfiigung.

Bestimmung der Filamentdichte: Eine Standardfliche wurde definiert mit O,7pm2 (SD 0,05).

Die dicken und diinnen Filamente markierte ich mit dem ,,point-tool in zwei verschiedenen
Farben, sodass eine automatische Zdhlung erfolgen konnte. Die Gesamtanzahl wurde auf eine
Fliche von I}Jm2 verrechnet. Anschliefend erfolgte die Korrektur anhand des
Sarkomerldngenfaktors, um die reale Packdichte zu erhalten — Standardsarkomerlidnge 2,5um,
entsprechend der Durchschnittsarkomerldnge aller Muskelbiopsien.

Vorgehen Planimetrie: Es erfolgte die Bestimmung von ,zerstorten” und ,,gesunden*

Flidchenanteilen pro Biopsiequerschnitt zur Etablierung eines zweiten Korrekturfaktors. Das
Auszidhlen von Aktin- und Myosinfilamenten kann wie in Kapitel 2.4.2 erwéhnt nur in
Bereichen der A-Bande erfolgen. Dort erscheinen die Myofilamente allerdings intakt. Die
Planimetrie wurde fiir jede Biopsie in dem gesamten Querschnittsbild vorgenommen
(Mittelwert 1,7pm2, SD 0,04). Alle dunklen Stellen wurden als ,,gesund* und alle hellen als
»Zerstort™ bewertet. Per ,,freehand selection® wurde die Flache mit Image J-Software umkreist
und anschlieBend automatisch vermessen. Fiir jede Biopsie bestimmte ich somit den
individuellen Anteil an gesunder und =zerstorter Fldche. Ausgehend von einer
Filamentdichtebestimmung aus dem ,gesunden Flichenanteil, ergibt sich folgende
Umrechnung: gesunde Fliche nimmt z.B. 80% ein, Multiplikation der Filamentdichte mit
Korrekturfaktor 0,8.

Vorgehen Morphometrie: In jedem Querschnittsbild bestimmte ich per ,straight-tool* den

Durchmesser von 50 zuféllig gewihlten Myosinfilamenten. Aus diesen wurde der Mittelwert

berechnet.
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Das Studiendesign sah keine gesunden Probanden als Kontrollgruppe vor. Als Referenz fiir
Normalwerte der Myofilamentdichte bei Gesunden dienten die Ergebnisse aus zwei Studien
von Riley et al.. Sie untersuchten Skelettmuskelbiopsien von 8 bzw. 4 Astronauten vor und
nach Bettruhe bzw. Weltraumflug (51,57). Die Astronauten hatten ein Durchschnittsalter von
43+/-3 bzw. 43+/-4 Jahre. Der BMI betrug 24,75 und 25,68 kg/mz. Die Muskelbiopsien

wurden durch perkutane Nadelbiopsie aus dem Musculus soleus entnommen.

2.6.3 Statistische Auswertung

Vergleiche zweier Gruppen bzgl. verschiedener Merkmale erfolgten mittels Mann-Whitney-
U-Test. Vergleiche desselben Merkmals zu unterschiedlichen Zeitpunkten (verbundene
Proben von Biopsie 1 und 2) wurden mit dem Wilcoxon-Test durchgefiihrt. Der Chi-Quadrat-
Test wurde zur Untersuchung von Héaufigkeitsverteilung verwendet. Des Weiteren erfolgten
statistische Bestimmungen von Median, Mittelwert, Maximum und Minimum. AuBerdem
wurden  Korrelationsanalysen  durchgefithrt mit  Bestimmung von  Spearman

Korrelationskoeffizient und r°.
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden 30 Patienten in die Untersuchung des elektronenmikroskopischen

Korrelates der erworbenen Muskelschwiche im Rahmen einer kritischen Erkrankung

einbezogen. Die allgemeine Patientencharakteristik sowie klinische Merkmale zu den

Zeitpunkten der Biopsien geben Tabelle 3.1 und 3.2 wieder.

Patienten insgesamt [n]
Alter [Jahre]
Geschlecht [weiblich/mannlich]

BMI [kg/m’]

Diagnose bei ITS-Aufnahme

Krankheitsschwere bei ITS-Aufnahme
Uberlebende [n]
MRC-Skala

Max. Beatmungsstunden

ITS-Verweildauer [Tage] nur Uberlebende

30
49 (40/67)
8/22 (27%/73%)

28 (23/31)

ARDS: 11 (37%)

Sepsis: 7 (23%)

Trauma: 6 (20%)

Intrakranielle Blutung: 6 (20%)
SOFA: 12 (10/14)

SAPS-II: 41 (36/54)

23 (77%), davon CIM 11, non-CIM 11

3,3 (3,0/4,2)
davon 14 mit ICUAW, 6 ohne ICUAW
465,5 (342,5/661,4)

27 (22/38)

CIM (n=11) 31 (27/42)*
non-CIM (n=11) 23 (13/35)*

Tabelle 3.1: Patientencharakteristik; Angaben in Median (25./75.Perzentile) bzw. n (%);

#p=0,02
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ITS-Aufnahme bis 1. Biopsie 1. bis 2. Biopsie

Patientenzahl 30 19
Tage ITS 5,5 (4/7) 16 (15/19)
CIM/non-CIM 16/11 12/7
Sepsis an % Tagen 38,75 (0,0/66,7)

CIM (n=16) 50 (40/71,4)* k.A.

non-CIM (n=11) 0,0 (0,0/40)*

Sedierung [RASS] -4 (-5/-2,8) -3 (-4/-1)
Hydrokortison mean mg/Tag 95 (0,0/169) 0,0 (0,0/69)
Noradrenalin mean mg/Tag 15,75 (9/23) 4,25 (0,8/10)

Tabelle 3.2: Sepsistage und Therapie wihrend Studienzeit, Angaben in Median
(25./75.Perzentile), *p=0,01, k.A.=keine Angabe

Die Muskelbiopsien wurden aus dem Musculus vastus lateralis sowohl wihrend der sehr
frithen Phase (Median Tag 5) als auch im Verlauf (Median Tag 16) der kritischen Erkrankung
entnommen. Es wurde pro Patient je ein Léngs- und ein Querschnittpréparat fiir die
Elektronenmikroskopie angefertigt. Fiir die qualitative, morphologische Auswertung wurden
von den Biopsieldngsschnitten jeweils fiinf elektronenmikroskopische Bilder aufgenommen
und wie im Methodenteil beschrieben mit Hilfe des entwickelten Scores beurteilt (siehe
Tabelle 2.1). Zur quantitativen Analyse wurde von den Querschnittpriaparaten der
Muskelbiopsien jeweils eine elektronenmikroskopische Aufnahme angefertigt. Aus diesen
Aufnahmen wurden morphometrisch visuell gesunde und beschidigte Flichen ausgemessen,
sowie der Durchmesser von 50 Myosinfilamenten bestimmt. Anschliefend erfolgte die
Auszdhlung von  dicken und diinnen Filamenten in einer festgelegten Fliche. Zur
quantitativen Auswertung gehorte auflerdem die Bestimmung der Sarkomerldngen, welche

mithilfe der Langsschnitte durchgefiihrt wurde.

3.1 Friithe Phase
An Median Tag 5 als frither Zeitpunkt wihrend des ITS-Aufenthalts wurden Muskelbiopsien

von 29 Patienten entnommen und qualitativ sowie quantitativ ausgewertet. Ein Patient hatte
keine frithe Muskelbiopsie. Von einer Muskelbiopsie war die Qualitit des
elektronenmikroskopischen Prédparates im Léngsschnitt leider sehr schlecht, sodass die
morphologischen Strukturen nicht eindeutig befundet werden konnten. Die Bilder dieses
Préparats wurden daher von der Analyse ausgeschlossen.
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3.1.1 qualitative Auswertung der Lingsschnitte

Schon in der Frithphase des ITS-Aufenthalts zeigten sich in den Lingsschnitten von allen
Muskelbiopsien deutliche Pathologien wie Myosinverlust, Fibrillenstrukturverinderungen und
deformierte Mitochondrien. Details von Art und Ausprigung der Veridnderungen erfasste ich
mit dem in Kapitel 2.6.1 beschriebenen Score. Der durchschnittliche Punktewert aller
Erstbiopsien lag bei 10,6 von maximal 21 Punkten. 12 der 28 Biopsien erhielten in der
Bewertung >11 Punkte und 10 Biopsien sogar >14.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Scorekriterien dargestellt und die Befunde
erlautert:

Die Sarkomerstruktur beurteilte ich hinsichtlich ihrem eindeutig abgrenzbarem Banden-
muster. In 15 Biopsien fand ich Areale, wo sich die Bandenstruktur schon nach fiinf Tagen
nicht sicher abgrenzen lie§ (Bild 1+2). Demnach vergab ich bei 54% der Patienten bereits in
der ersten Biopsie die Hochstpunktzahl fiir dieses Kriterium.

Einhergehend damit waren in fast allen Erstbiopsien Areale zu finden, in denen die Z-
Scheiben verschoben oder gar zerstort waren. Ich konnte die Z-Scheiben in lediglich zwei der

Erstbiopsien als ,,normal* werten. In ca. 3% der Biopsien waren sie gewellt (Bild 2), in 29%

verschoben (Bild 3+4) und in bereits 61% zerstort bewertet (Bild 5+6).

N

Bild 1 (inks):  Bandenstruktur z.T. schlecht abgrenzbar; verschobene, sowie fehlende
Z-Scheiben; x1670
Bild 2 (rechts): Bandenmuster verschwommen; gewellte Z-Scheiben; x2156

Fiir das Kriterium der Myofilamente bewertete ich, ob dicke (Myosin-) bzw. diinne (Aktin-)
Filamente zerstort, teilweise zerstort oder intakt waren. Es war stets der schlechteste
Ausschnitt ausschlaggebend fiir die Bewertung, unabhéngig davon ob ein Befund flichenhaft

oder punktuell vorzufinden war. In 32% der Frithbiopsien (absolut: 9/28) war ein beginnender
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und in 18% (5/28) ein fortgeschrittener Verlust der dicken Filamente zu sehen. Einen
beginnenden Verlust des diinnen Filaments fand ich in 36% der Muskelbiopsien (10/28). Es
lieB sich jedoch in keinen der Muskelbiopsien ein fortgeschrittener Abbau feststellen.
Zusammenfassend stellt sich in der Hilfte (50%) der Frithbiopsien bereits ein Myosinverlust
(ML) dar, gegeniiber einem Aktinverlust (AL) in ca. einem Drittel (36%). Die
Muskelbiopsien hatten ein heterogenes Befallsmuster. Einerseits gab es Biopsien, in denen
der Myofilamentverlust nur punktuell innerhalb einer Faser zu sehen war (Bild 3+4).
Andererseits waren pathologische Filamente in jedem der 5 elektronenmikroskopischen
Bilder zu finden, hiufig mit groBflichiger Zerstorung mehrerer Fasern (Bild 5+6). Vergleicht
man die Hiufigkeit von beginnendem und fortgeschrittenem Filamentabbau zwischen dicken

und diinnen Filamenten im Chi-Quadrat-Test (CQT), zeigt sich ein signifikanter Unterschied

(p=0,03) mit verstirktem Abbau der dicken Myosinfilamente wihrend der frithen Phase.

Bild 3 (links):  beginnender ML, stark verschobene Z-Scheiben, ballonierte Mitochondrien;
x6000

Bild 4 (rechts): Areal inmitten einer Faser mit aufgehobener Sarkomerstruktur und ML;
untere Faser zerstort; x1670
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Bild 5 (links):  selektiver ML beginnend in oberer Faser, untere Faser fortgeschrittener ML,
Faser quasi zerstort mit vereinzelten Z-Scheiben; x1670

Bild 6 (rechts): fortgeschrittener ML und beginnender AL, Zerstorung der Faserstruktur;
x10 000

Hinsichtlich der Faserstruktur (Kriterium ,,Myofibrillen*) waren in beinahe allen Biopsien der
frithen Phase pathologische Befunde zu finden. Nur zwei von 28 Friihbiopsien wiesen in dem
Kriterium einen Normalbefund auf. In ca. einem Dirittel aller Préparate (ca.32%) war eine
aufgelockerte Anordnung der Sarkomerreihen sowie Kaliberverdnderung mit Z-Scheiben-
verschmélerung und Faserverlust im Sinne einer Atrophie festzustellen (Bild 7+8). In etwa
39% waren Kontinuitdtsunterbrechungen innerhalb der Lingsachse der Myofibrillen mit
Zerstorung mehrerer Sarkomere (Bild 9+10) zu finden. Bei einem Fiinftel (22%) der
Frithbiopsien war die fibrilldre Struktur in einigen Arealen komplett zerstort, d.h. mehrere
Sarkomerreihen waren nicht mehr zu erkennen und die Faser als solche lediglich erahnbar
durch die begrenzende Sarkolemm und teilweise stehen gebliebenen Z-Scheiben (Bild

11+12).

Bild 7+48: aufgelockerte Fibrillenstruktur; links x1670; rechts x3350
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5 G

Bild 9+10: Auflockerungen und Reihenabbriiche; viele ballonierte Mitochondrien;
links x1670; rechts x4646

Bild 11+12: zerstorte Faser mit fortgeschrittenem ML und stehenden Z-Scheiben; z.T.
erhaltenen Sarkomerreihen; x2784 (links), zerstorte Faser umrahmt von zwei
intakten Fasern; x1670 (rechts)

Als nichstes Kriterium untersuchte ich die Morphologie der Mitochondrien. Diese zeigten
sich nur in 14% der frithen Muskelbiopsien normal konfiguriert. Zum grof3en Teil waren sie
geschwollen und mit Verlust der intermitochondralen Christae vorzufinden. In einem Drittel
der Proben befanden sich teilweise nur noch Uberreste der Mitochondrien, Fragmente der
Mitochondrienwinde (Bild 13+14).

Ein weiteres Kriterium fiir pathologische Umbauvorginge im Muskel ist das Vorliegen von
Einlagerungen wie z.B. Glykogen, Fett oder lysomale Vakuolen. All diese Merkmale waren
in den Frithbiopsien vorhanden, wie etwa in Zwischenriumen der Myofibrillen bzw. der

Sarkomerreihen oder auch oft in Zellkernnihe (Bild 13+14).
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Bild 13+14: extrem ballonierte Mitochondrien mit Christaeverlust; fliissigkeitsgefiillte und
lysomale Vakuolen (rechts); Glykogen zwischen den Fibrillen (links);
links x7750; rechts x1670

3.1.2 quantitative Auswertung der Lings-und Querschnitte

Es wurde wie die durchschnittliche Sarkomerlidnge aus insgesamt 20 Sarkomeren (5x vier
hintereinander) fiir jede Muskelbiopsie bestimmt. Eine Ubersicht aller Werte gibt Tabelle 3.6
in Kapitel 3.2.2 wieder. In drei Biopsien war der Myosinverlust schon so weit fortgeschritten
bzw. die Myofibrillen derart zerstort, dass ein valides Ausmessen der Sarkomerlinge nicht
moglich war. Sie wurden demnach nicht in die Auswertung einbezogen. Die durchschnittliche
Sarkomerldnge in den Friihbiopsien betrug 2,5um mit einer Standardabweichung (SD) von
0,5um und einem 95%-Konfidenzintervall (KI) von 2,29um-2,73um. Das kiirzeste Sarkomer
war 1,6um und das lidngste 3,5um (MD 2,4um). Ausgehend von der Normallinge eines
Sarkomers von 2,2um (siehe Kapitel 1.4) entspriche dies einer mittleren Lingenzunahme um
ca. 11%.

Weiterhin wurden in jedem Querschnittsbild der Muskelbiopsien die gesunden und die
zerstorten Anteile der Gesamtfliche gemessen. Bei einer mittleren Fliiche von 1,67um? betrug
der Anteil zerstorter Areale 0,25um2 (Median) in der frithen Phase, entsprechend 15,2% der
Gesamtflache. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen dem Score (Gesamtscore
aller 7 Kriterien) der Lingsschnitte und den zerstorten Flichenanteilen in den Querschnitten
(siche Grafik 3.1). Eine Ubersicht der berechneten Flichenanteile jedes einzelnen

Querschnittsbilds ist in Tabelle 3.3 zu finden.
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Fliéichen

Pat. pm’gesamt pm’gesund  pm’destruiert %gesund  %destruiert Flichenfaktor
4 1,65 0,46 1,19 27,9 72,1 0,28
5 1,65 1,51 0,14 91,5 8,5 0,92
6 1,68 1,03 0,65 61,3 38,7 0,61
7 1,69 1,45 0,23 85,8 13,6 0,86
8 - - - - - -
9 1,66 1,19 0,47 71,7 28,3 0,72
10 1,44 1,01 0,43 70,1 29,9 0,70
11 1,64 1,39 0,25 84,8 15,2 0,85
12 1,66 1,49 0,17 89,8 10,2 0,90
13 1,67 1,34 0,33 80,2 19,8 0,80
14 1,65 1,4 0,25 84,8 15,2 0,85
15 1,65 1,61 0,04 97,6 2.4 0,98
16 1,38 1,29 0,09 93,5 6,5 0,94
17 1,68 1,58 0,1 94,0 6,0 0,93
18 1,69 1,6 0,09 94,7 5.3 0,95
19 1,67 1,58 0,09 94,6 54 0,95
20 1,45 1,21 0,24 83,4 16,6 0,83
21 1,67 1,36 0,31 81,4 18,6 0,81
22 1,67 1,51 0,16 90,4 9,6 0,90
23 1,67 1,17 0,5 70,1 29,9 0,70
24 1,67 1,67 0 100,0 0 1,00
25 1,7 1,28 0,42 75,3 24,7 0,75
26 1,67 1,54 0,13 92,2 7,8 0,92
27 1,67 1,34 0,33 80,2 19,8 0,80
28 1,68 1,59 0,09 94,6 54 0,95
29 1,69 1,68 0,01 99,4 0,6 0,99
30 1,67 1,36 0,31 81,4 18,6 0,81
31 1,61 1,28 0,33 79,5 20,5 0,80
32 1,64 0,83 0,81 50,6 49,4 0,51
33 1,7 1,29 0,41 75,9 24,1 0,76

Tabelle 3.3:  absolute und relative Flichenanteile der Querschnittsbilder;

Biopsie 1; Patienten n=29
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Zerstorte Flache & Score aus Langsschnitt B1

100+
80 ° Spearman r: 0,49
60 p: 0,01
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Grafik 3.1:  Korrelation von zerstorten Flichenanteilen der Querschnitte mit dem
Gesamtscore der Lédngsschnitte, je hoher der Score im Léngsschnitt, desto
groBer der Anteil zerstorter Fliche im Querschnitt; B1=Biopsie 1 (n=28)

In einer Durchschnittsflache von 0,7}11112 wurden dicke und diinne Filamente mit der Image J-
Software fiir wissenschaftliche Bildanalyse gezéhlt und auf eine Fliache von I}Jm2
umgerechnet. Dabei musste die Biopsie eines Patienten aus der Wertung genommen werden,
weil eine zuverlidssige Zdhlung bei mangelnder Bildschirfe nicht moglich war. Wie bereits
gezeigt, ist die Filamentdichte proportional zur Sarkomerldnge (51,57). Mit den Werten aus
der vorliegenden Arbeit konnte das bestétigt werden (siehe Grafik 3.8 in Kapitel 3.2.2). Die
Filamentdichte wurde auf eine Standardsarkomerlinge von 2,5um (durchschnittliche
Sarkomerldnge aller Biopsien, n=25) umgerechnet. Unter der Hypothese einer intakten
Darstellung der Myofilamente innerhalb der A-Bande ergibt sich die Notwendigkeit eines
Flachenkorrekturfaktors. Die ermittelte Filamentdichte wurde nochmals mit einem
individuellen Fldchenfaktor verrechnet, ndmlich dem Anteil an tatsdchlich gesunder Fliche
pro Querschnitt (Tabelle 3.3). SchlieBlich ergibt sich daraus eine um etwa 50% verminderte
Filamentdichte in den untersuchten Muskelbiopsien (n=25) im Vergleich zu den
Referenzwerten von Riley et al. (Tabelle 3.4). Durchschnittlich wurden 577 Myosinfilamente
pro um” (SD: 193; KI: 497-657) und 1180 Aktinfilamente pro um? (SD: 521; KI: 966-1395)
geziihlt. Die Mediane betrugen 628 Myosin/um” bzw. 1115 Aktin/pum’.
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Diese Arbeit* Riley et al. 1998%(51)  Riley et al. 2000**(57)

(n=25) (n=8) (n=4)
Myosinfilament /pm2 577 (193) 1054 (71) 1071 (9)
Aktinfilament /um® 1180 (521) 2643 (393) 2976 (161)

Tabelle 3.4: Myofilamentdichte im Vergleich mit Literaturwerten aus zwei Studien, Werte
sind in *Mean (SD) bzw. **Mean (Standard error)

Die Myosinfilamentdichte, nicht jedoch die Aktinfilamentdichte, korreliert signifikant mit

dem zerstorten Fldchenanteil (siehe Grafik 3.2).

Zerstorte Flache & Myosindichte B1 Zerstorte Fliche & Aktindichte B1
100 100+
80- _ 80- _
. Spearman r=-0,43 ° Spearman r=-0,39
60 p=0.03 60 p=0,06
Fliche r?=0,2 Fliche r2=0,06
0, 0,
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o | ) e® ©
20 . 3 20- % ®
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Myosin/pm2 B1 Aktinlum2 B1

Grafik 3.2:  Korrelation von zerstorten Flichenanteilen mit den Myofilamentdichten der

Querschnitte; mit abnehmender Myosindichte ist der Anteil zerstorter Fldche
signifikant groBer; B1=Biopsie 1 (n=25)
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3.2 Verlauf

Von 19 verbleibenden ITS-Patienten wurde an Median Tag 16 eine zweite Muskelbiopsie aus
dem Musculus vastus lateralis entnommen und anhand derselben Kriterien wie bereits die
Frithbiopsien analysiert. Darunter stammen 17 Biopsien von Patienten, die ebenfalls eine erste
Biopsie an Median Tag 5 erhalten hatten. Ein Patient hatte keine frithe Biopsie bekommen.
Auch hier konnte eine Muskelbiopsie aufgrund zu vieler Artefakte nicht fiir eine valide

Bewertung beriicksichtigt werden.

3.2.1 qualitative Auswertung der Lingsschnitte

In der Gesamtbewertung aller Muskelldngsschnitte im Elektronenmikroskop lie3 sich eine
signifikante Verschlechterung im Vergleich zu den ersten Biopsien feststellen (Wilcoxon-Test
(WT): p=0,046). Beriicksichtigt wurden 28 Erstbiopsien und 18 Zweitbiopsien, davon 17
sequentielle Muskelbiopsien. Nach Score ergaben sich durchschnittlich 14,7 von maximal 21
Punkten in den spéten Biopsien — 4,1 Punkte mehr als in den Friihbiopsien. In der Bewertung
der sequentiellen Biopsien gab es 12 Patienten, die sich verschlechterten und vier Patienten
sich verbesserten. Bei einem Patienten hat sich der Score von der ersten zur zweiten Biopsie

nicht veridndert (siehe Grafik 3.3).

Verlauf Langsschnitte Gesamtpunktzahl

*

204 —l_
15+
Score 49| p=0,046
gepaarte Biopsien n=17
5-
0

Biopsie 1 (n=28) Biopsie 2 (n=18)

Grafik 3.3:  Scoregesamtwerte (max. 21 Punkte) aller Muskelbiopsien iiber den ITS-
Verlauf; 17 sequentielle Biopsien; signifikante Verschlechterung
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Im Folgenden wird auf die Ergebnisse der einzelnen Scorekriterien eingegangen.

Bei Betrachtung der Sarkomerstruktur konnte man bis auf zwei Ausnahmen in allen Muskel-
biopsien Bereiche vorfinden, in denen das Bandenmuster komplett aufgehoben war. Somit
stieg der Anteil pathologischer Befunde nochmals um 35%, von 54% auf 89%. Von den
Verlaufsbiopsien zeigten sich 11% mit bereits deutlich verschobenen und sogar 89% mit
zerstorten Z-Scheiben (siehe Grafik 3.4). Beim statistischen Vergleich von Friith- und
Spitbiopsie ergibt sich kein signifikanter Unterschied fiir die beiden Kriterien (WT: p=0,3 fiir
Sarkomerstruktur und p=0,1 fiir Z-Scheiben).
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Grafik 3.4:  prozentuale Verteilung der Subkriterien fiir Sarkomerstruktur und Z-Scheiben
in beiden Muskelbiopsien (Langsschnitte); Biopsie 1: n=28; Biopsie 2: n=18

Beziiglich des Abbaus der Myofilamente waren deutlich mehr pathologische Areale in den
elektronenmikroskopischen Bildern der Zweibiopsien zu finden. In insgesamt 89% war ein
Myosinverlust (ML) zu sehen — in 22% (absolut: 4/18) nur beginnend und in 67% (12/18)
bereits fortgeschritten (siehe Grafik 3.5 und Bilder 13—18). Auch der Aktinverlust (AL) hat
zugenommen und war in insgesamt 88% der Muskelbiopsien vertreten — in 61% (11/18)
beginnend und in 17% (3/18) fortgeschritten. Somit ldsst sich eine relative Zunahme von 39%
Verlust der dicken Filamente und 52% Verlust der diinnen Filamente im zeitlichen Verlauf
feststellen. Die Biopsien aufgetragen im zeitlichen Verlauf zeigen fiir beide Kriterien eine
signifikante Verschlechterung im Score (WT: p=0,01 fiir ML und p=0,02 fiir AL). Jedoch
unterscheidet sich das qualitative Ausmal} des Filamentverlusts deutlich zwischen dickem und

diinnem: wihrend in den Friithbiopsien bereits ein fortgeschrittener ML zu sehen war, zeigte
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sich ein fortgeschrittener AL erst in den Spétbiopsien (siehe Tabelle 3.5). Vergleicht man
beide Kriterien analog den Friithbiopsien beziiglich der Haufigkeit von beginnendem und
fortgeschrittenem Filamentverlust im Chi-Quadrat-Test, bestitigt sich in der zweiten Biopsie
wieder ein signifikanter Unterschied im Ausmall von ML und AL (CQT: p=0,003).

Zusammenfassend lédsst sich aus den Ergebnissen sowohl ein zeitlich fritherer als auch ein

qualitativ starkerer Abbau von Myosinfilamenten im Vergleich zu Aktinfilamenten

nachweisen.
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Grafik 3.5:  prozentuale Verteilung von ML und AL in Biopsie 1 (n=28) und 2 (n=18),

Lingsschnitte
Scorewert ML B1 AL B1 ML B2 AL B2
0 14 18 2 4
1 9 10 4 11
3 5 0 12 3

Tabelle 3.5: absolute Verteilung der Scorewerte; ML=Myosinverlust; AL=Aktinverlust;
B1=Biopsie 1 (n=28); B2=Biopsie 2 (n=18)

Die zweiten Muskelbiopsien erhielten bzgl. des Kriteriums ,,Myofibrillen* eine deutlich
schlechtere ~Bewertung als zum frilheren Zeitpunkt. Es wurden zunehmend
Strukturunterbrechungen und Kaliberveridnderungen vorgefunden. Die Faserstruktur zeigte

sich in bereits 50% der Biopsien komplett zerstort war, dies entspricht einer Steigerung von
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28% gegeniiber den Friihbiopsien. Allerdings war der Unterschied zwischen erster und
zweiter Biopsie nicht signifikant (WT: p=0,4).
Zur Veranschaulichung der Subkriterien siehe Bilder 15-20 sowie Grafik 3.6.
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Grafik 3.6:  prozentuale Verteilung im Score-Kriterium Myofibrillen und Subkriterien;
Biopsie 1: n=28; Biopsie 2: n=18; Lingsschnitte

Die Analyse der Spitbiopsien ergibt sowohl eine tendenzielle Verbesserung als auch
Verschlechterung der Morphologie Mitochondrien. Der Anteil an ,,normalen* Mitochondrien
nahm verglichen mit den ersten Proben um 3% zu. Es waren wie bereits in den Frithbiopsien
zahlreiche ballonierte Mitochondrien vorzufinden, relativ gesehen jedoch riicklaufig (33% in
Biopsie 2 vs. 50% in Biopsie 1). Dafiir hatte sich der Anteil an zerstdrten Mitochondrien
etwas vermehrt (50% in Biopsie 2 vs. 36% in Biopsie 1). Vergleicht man die Scorewerte aller
Biopsien miteinander, ergibt sich kein Unterschied (WT: p=0,6).

Beim Vergleich von Vakuolen, Glykogen- und Fetteinlagerungen in den Muskelbiospien gab
es ebenfalls keine Unterschiede zwischen frithem und spédtem Zeitpunkt der Biospieentnahme

(WT: p=0,4) (siehe Grafik 3.7).
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Mitochondrien Einlagerungen
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Grafik 3.7:  prozentuale Verteilung der Scorekriterien fiir Mitochondrien und
Einlagerungen in beiden Muskelbiopsien;
Biopsie 1: n=28; Biopsie 2: n=18; Lingsschnitte

Bilder 15-18: oben links: ML in unterschiedlichen Stadien; 1670x
oben rechts: Myosin fast komplett abgebaut; 6000x
unten links: zerstorte Faser neben gesunder; x1670;
unten rechts: komplett zerstorte Faser, Z-Scheiben kaum zu sehen;
ballonierte Mitochondrien ohne Christae; 3597x;
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Bilder 19-20: links: beginnender Abbau einer Faser mit zerstorten Sarkomerreihen;

Glykogenablagerungen + Lysosomen erkennbar; 1670x;
rechts: ML innerhalb einer Faser; 1670x

3.2.2 quantitative Auswertung der Lings- und Querschnitte

Analog der ersten Muskelbiopsien wurde die Sarkomerldnge in den Lidngsschnitten der 19
Spitbiopsien bestimmt (siehe Tabelle 3.6). Dabei zeigte sich keine signifikante Verdnderung
von erster zu zweiter Biopsie (WT: p=0,9; n=26 vs.19, sequentielle Biopsien n=16). Die
durchschnittliche Sarkomerldnge betrug 2,64um (Biopsie 1 +0,13um) mit einer SD von
0,3um und einem 95%-KI von 2,47um-2,81um. Unter allen gemessenen betrug der kleinste
Wert 2,1um und der groBte 3,3um mit Median 2,6um (Biopsie 1+0,2um).

Die Myosindichte und Sarkomerldnge aller Biopsien (frith und spit) korrelieren miteinander
(siehe Grafik 3.8). Insgesamt ergab sich fiir die Sarkomerldnge der Frith-und Spitbiopsien ein

Mittelwert von 2,5um (SD: 0,5um, KI: 2,4-2,7um).
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Grafik 3.8:  Korrelation von Myosin-Dichte und Sarkomerlinge; n=43
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Sarkomerléngen [um]

Patient Biopsie 1 Biopsie 2
4 1,9 2,6
5 2,0 3,0
6 0,5% -
7 2,2 -
8 - 2,6
9 2,6 3,2
10 2,8 -
11 2,0 -
12 2,1 2,1
13 1,8 -
14 23 -
15 2,1 -
16 1,6 2,8
17 22 24
18 2,2 2,2
19 24 2,5
20 3.3 2,6
21 24 2,8
22 1,9 -
23 3,2 -
24 29 -
25 3,5 2,8
26 32 2,8
27 3,1 2,2
28 2,8
29 3,1 3,3
30 2,6 2,5
31 3,1 2,5
32 3,4% 2,1
33 3,1% 3,1
Tabelle 3. :  Sarkomerlidngen aller Muskelbiopsie (Mittelwert aus 20 Sarkomeren/ Biopsie);

* nicht in die Wertung genommen aufgrund von Artefakten;
- keine Biopsie erfolgt

Die Flichenbestimmung der Querschnittsbilder ergab eine leichte Zunahme der zerstorten
Anteile, jedoch war diese nicht signifikant (WT: p=0,3; n=29 vs.18, sequentielle Biopsien
n=17). Aus einer mittleren Fliche von 1,7um? lieBen sich 1,3um” (78%) gesunde und 0,4um’
(22%) zerstorte Flichen differenzieren. In der ersten Muskelbiopsie fanden sich zu 15,2%

(Median) zerstorte Areale. Demnach betrug die relative Zunahme 6,8% (siehe Grafik 3.9).
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Grafik 3.9:  links: gesunde und zerstorte Flichenanteile im Vergleich (Mediane);
rechts: Vergleich der relativen Verteilung zerstorter Flichenanteile;
Biopsie 1 (n=29); Biopsie 2 (n=18)

Die ausgezihlten Filamente pro me wurden auf eine durchschnittliche Sarkomerldnge von
2,5um umgerechnet, anschlieBend um ihren individuellen Flichenfaktor korrigiert. Betrachtet
man alle untersuchten Muskelbiopsien (25 Frith- und 18 Spitbiopsien) zeigt sich keine
signifikante Verdnderung im zeitlichen Verlauf (WT: p=0,1 fiir Myosin bzw. p=0,4 fiir Aktin,
sequentielle Biopsien n=14). Das Verhiltnis von Myosin zu Aktin (Myosin/Aktin-Ratio)
bleibt ebenfalls gleich (WT: p=0,8). Tabelle 3.7 sowie Grafik 3.10 illustrieren dies.

Es lieB sich keine Korrelation zwischen der Myofilamentdichte der Zweitbiopsien und dem
Anteil zerstorter Flachen im Querschnitt finden. Auch die Scorewerte aus den Langsschnitt-

bildern zeigten keinen Zusammenhang mit dem Ausmal} des Filamentabbaus.

Myosin/um®> Myosin/um® Aktin/um®>  Aktin/um®> Myosin/Aktin Myosin/Aktin

B1 B2 B1 B2 B1 B2
Mittelwert 577 416 1180 868 0,52 0,52
SD 193 172 521 446 0,16 0,19
95%-KI 497-657 331-502 966-1395 646-1090 0,46-0,59 0,43-0,62
Median 628 447 1115 827 0,51 0,51

Tabelle 3.7: Myofilamentdichte pro pmz - Vergleich B1 (=Biopsie 1; n=25) und B2
(=Biopsie 2; n=18); Werte gerundet
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Filamentdichte auf gesunder Fldache
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Grafik 3.10: Myofilamente pro um2 (Querschnitte) - Vergleich B1 (=Biopsie 1; n=25) und
B2 (=Biopsie 2; n=18): nicht signifikant verdndert; Normalwert (NW) aus
Riley et al 1998 (51); sequentielle Biopsien n=14

In den Querschnitten von Frith-und Spétbiopsie wurde der Durchmesser von jeweils 50
Myosinfilamenten pro Bild gemessen. Hierbei war ein Myosinfilament im Median 18nm in
Biopsie 1 - SD 2,8nm, 95%-KI 16,7-19nm - und 19nm in Biopsie 2 dick - SD 2,6nm, 95%-
KI 17,5-20nm. Grafik 3.11 stellt die nicht signifikante Verdnderung zwischen Friih-und
Spitbiopsie dar (WT: p=0,6, n=28 vs.18, sequentielle Biopsien n=16).
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Grafik 3.11: Myosindurchmesser in nm; Median aller Biopsien (Querschnitte);
Biopsie 1 (n=25) vs. Biopsie 2 (n=18); sequentielle Biopsien n=16
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3.3 Gruppenvergleich

Die untersuchten ITS-Patienten wurden durch EMG-Untersuchung (dmCMAP) in zwei
Gruppen unterteilt. Wie zuvor beschrieben fanden elektrophysiologische Untersuchungen
mehrmals wihrend der Studienphase statt. Wenn nach direkter Muskelstimulation ein
Summenaktionspotential von >3.0mV ableitbar war, wurde dieser Patient als non-CIM
klassifiziert, wenn ein Summenaktionspotential mit <3.0mV ableitbar war, als CIM-Patient.
Insgesamt ergaben sich daraus 16 CIM-Patienten und 11 non-CIM-Patienten. Bei drei
Patienten konnte keine Zugehorigkeit mittels der Elektrophysiologie bestimmt werden. Siehe

Tabelle 3.8 zur Verteilung der Gruppen an beiden Zeitpunkten der Muskelbiopsien.

Biopsie 1 (Tag 5) Biopsie 2 (Tagl5)
CIM 15* 12~
Non-CIM 11 7
Keine Zuordnung 3 -

Tabelle 3.8:  Ubersicht Verteilung CIM und non-CIM in den untersuchten Proben;
* ein Patient hatte keine Erstbiospie;
~ eine Biopsie wurde aufgrund von Artefakten aus der Wertung genommen

3.3.1 qualitative Auswertung der Lingsschnitte

Im Gesamtscore der qualitativen Auswertung der Muskelbiopsien konnte weder in den Friih-
noch in den Spitbiopsien ein Unterschied zwischen der CIM- und der non-CIM-Gruppe
festgestellt werden - Mann-Whitney-U-Test (MWT): p=0,5 bzw. p=0,6 (sieche Grafik 3.12).
Bei 21 erreichbaren Punkten hatte die CIM-Gruppe in den Frithbiopsien im Durchschnitt 11,3
Punkte, die non-CIM-Gruppe 9,7 gegeniiber 15,6 (CIM) und 14,3 (non-CIM) Punkten in den
Spitbiopsien. Ein signifikanter Unterschied ergibt sich auch nicht im sequentiellen Vergleich
innerhalb der Gruppen — 10 CIM-Patienten (WT: p=0,1) und 7 non-CIM-Patienten (WT:
p=0,2).
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CIM vs. non-CIM im ITS-Verlauf
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Grafik 3.12: Gesamtscore im Gruppenvergleich iiber ITS-Verlauf;
B1=Friihbiopsie n[CIM]: n[non-CIM]=15:11;
B2=Spitbiopsie n[CIM]: n[non-CIM]=11:7;
sequentielle Biopsien n=10 (CIM) und n=7 (non-CIM)

Zu den Einzelkriterien des Scores:

Die Bandenstruktur der Sarkomere war in der CIM-Gruppe geringfiigig, jedoch nicht
signifikant ofter als nicht mehr abgrenzbar bewertet worden: 60% vs. 46% in Biopsie 1 und
91% vs. 86% in Biopsie 2 (CIM vs. non-CIM).

Ahnlich verhielt es sich bei der Pathologie der Z-Scheiben. In beiden Gruppen waren in je
einem Dirittel der Erstbiopsien die Z-Scheiben verschoben und in ca. der Hilfte der non-CIM-
Gruppe bzw. zu zwei Dritteln bei der CIM-Gruppe zerstort. In allen Zweitbiopsien der CIM-
Gruppe waren zerstorte Z-Scheiben zu finden und in 71% der non-CIM-Gruppe.

Deutlicher hingegen war die Differenz zwischen den Patientengruppen in der Bewertung des
Myofilamentabbaus. In den Friihbiopsien gab es einen signifikanten Unterschied im Ausmal}
von ML. Ungefihr die Hilfte jeder Gruppe zeigte ML, allerdings waren 33% der CIM-
Patienten mit fortgeschrittenem ML betroffen, wihrend in der non-CIM-Gruppe nur
beginnender ML zu finden war (CQT: p=0,02). In den Spétbiopsien gab es statistisch keinen
Unterschied mehr in diesem Kriterium zwischen den Gruppen (CQT: p=0,55). Betrachtet man
lediglich den Fakt, ob ML auftrat oder nicht, waren beide Gruppen gleich stark betroffen —
55% bzw. 46% frith und 91% bzw. 86% spit (CIM bzw. non-CIM).

Die Aktinfilamente waren zum Zeitpunkt der frithen Biopsie erst in beginnendem Stadium des

Abbaus in beiden Gruppen zu sehen — in der Hilfte der CIM-Biopsien und in einem Drittel
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der non-CIM-Biopsien. Im Verlauf lieen sich in 18% bei CIM und in 14% bei non-CIM
Patienten ein fortgeschrittener Aktinverlust (AL) finden. Es gab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen.

Im zeitlichen Verlauf veridndern sich die Score-Werte innerhalb der Gruppen jeweils
signifikant fir ML (MWT: p=0,03 bei CIM und p=0,02 bei non-CIM). Innerhalb der CIM-
Gruppe verschlechtern sich auch die Scorewerte fir AL (MWT: p=0,04), die non-CIM-
Gruppe bleibt unbeeinflusst.

Das Kriterium der Myofibrillenstruktur in den Muskelbiopsien zeigte zum frithen Zeitpunkt
einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (MWT: p=0,04). In ca. der Hilfte der
CIM-Biopsien lieBen sich Kontinuitdtsunterbrechungen der Sarkomerreihen finden und in
einem Dirittel sogar zerstorte Fibrillenanteile. Hingegen war in den Muskelbiopsien der non-
CIM-Gruppe das dominierende Merkmal die Kaliberabnahme und Auflockerung der
Fibrillenstruktur (in 55%). In den spiteren Biopsien gab es statistisch keinen Unterschied
mehr in der Score-Bewertung (MWT: p=0,2).

Die Auswertung der Mitochondrienmorphologie ergab in der vergleichenden Analyse
ebenfalls einen Unterschied zwischen den beiden Gruppen zum Zeitpunkt der Erstbiopsie.
Hier wiesen allerdings die Muskelbiopsien der non-CIM-Gruppe signifikant mehr
pathologische Mitochondrien auf, als die der CIM-Gruppe (MWT: p=0,03). In der CIM-
Gruppe verschlechterten sich im Verlauf die Scorewerte, wihrend sie sich in der non-CIM-
Gruppe verbesserten. Die Spitbiopsien zeigen damit keinen Unterschied (MWT: p=0,32).

Die zusitzlichen Einlagerungen wie Glykogen, Fett oder Vakuolen waren nicht signifikant
vermehrt in einer Gruppe gefunden worden: in der ersten Biopsie MWT: p=0,1 und in der

zweiten MWT: p=0,09. Siehe Grafiken 3.13 bis 3.18 zur Darstellung der Hiufigkeit der

Scoredquivalente.
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Grafik 3.13: Kriterium und Subkriterien Myofilamente: Myosin- und Aktinabbau verglichen
zwischen CIM und non-CIM; B1=Friihbiopsie n[CIM]: n[non-CIM]=15:11;
B2=Spitbiopsie n[CIM]: n[non-CIM]=11:7
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Grafik 3.16: Kriterium und Subkriterien Z-Scheiben verglichen
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Grafik 3.17: Kriterium und Subkriterien Mitochondrien verglichen
zwischen CIM und non-CIM;
B1=Friihbiopsie n[CIM]: n[non-CIM]=15:11;
B2=Spitbiopsie n[CIM]: n[non-CIM]=11:7
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Grafik 3.18: Kriterium Einlagerungen verglichen zwischen CIM und non-CIM;
B1=Friihbiopsie n[CIM]: n[non-CIM]=15:11;
B2=Spitbiopsie n[CIM]: n[non-CIM]=11:7

3.3.2 quantitative Auswertung der Lings- und Querschnitte

Die Sarkomerlidngen in den Muskelbiopsien unterschieden sich nicht zwischen der CIM- und
der non-CIM-Gruppe. Die gemessene Linge war im Mittel nur etwas groer in den Biopsien
aus der CIM-Gruppe: 2,6um (CIM, n=14) vs. 2,3um (non-CIM, n=10) friih MWT: p=0,6)
und 2,7um (CIM, n=12) vs. 2,5um (non-CIM, n=7) spit MWT: p=0,4).

Beziiglich der Myofilamentdichten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede: die
Myosindichte ist sowohl in den Friih- als auch in Spitbiopsien der CIM und non-CIM-
Gruppe gleich MWT: p=0,1 frith bzw. p=0,8 spit). Dasselbe gilt fiir die Aktindichte (MWT:
p=0,5 friih und spit).
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Innerhalb der Gruppen zeigte sich keine signifikante Abnahme fiir Myosin- oder Aktindichte
im zeitlichen Verlauf (MWT: p=0,06 Myosin/CIM; p=0,1 Myosin/non-CIM; p=0,16
Aktin/CIM; p=0,33 Aktin/non-CIM).

Berechnet man die Differenz von der Myosindichte der CIM- bzw. non-CIM-Patienten und
dem Normalwert aus der Literatur (Mittelwert der 8 Astronauten von Riley et al.) und

vergleicht diese Werte, so ergibt sich ebenfalls kein Unterschied zwischen den Gruppen (siehe

Tabelle 3.9 und Grafik 3.19).

Myosin/um’ Biopsie 1 | Myosin/um’ Biopsie 2 | Aktin/um’ Biopsie Aktin/um’ Biopsie 2

Gruppe CIM Non-CIM CIM Non-CIM CIM Non-CIM CIM Non-CIM
Anzahl 14 10 12 6 14 10 12 6
Mittelwert 554 622 407 436 1145 1251 841 920

SD 215 155 130 251 586 490 482 403
95%-KI 430-678  502-741 324-489  172-699 806-1484  875-1628 535-1147 497-1343
Median 524 667 447 427 1053 1115 805 925

Tabelle 3.9:  Filamentdichte pro pmz/ Vergleich CIM und non-CIM in 1. und 2. Biopsie;
Werte sind gerundet

Myosindichte: CIM vs. non-CIM Delta Normalwert Astronauten (mean: 1054/pm 2)
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Grafik 3.19: Myosinfilamente pro um?;
links: Vergleich CIM und non-CIM in 1. (n=14:10) und 2. Biopsie (n=12:6);
rechts: Differenzwerte zu Normalwert der Astronauten

In der Planimetrie wurde fiir die CIM-Gruppe ein mittlerer Anteil zerstorter Fliche von 19%
in den ersten und von 27% in den zweiten Biopsien bestimmt. Der Median der zerstorten
Flache ist damit etwas groBer als in der gemessenen Fliche der non-CIM-Gruppe (10% in
Biopsie 1 und 16% in Biopsie 2). Diese tendenzielle Differenz ist jedoch im Gruppen-
vergleich nicht signifikant (MWT: p=0,24 Biopsie 1 und p= 0,43 Biopsie 2, siche Grafik
3.20).

45



Zerstorte Flachen: CIM vs. non-CIM
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Grafik 3.20: Anteil zerstorter Fliche in beiden Biopsien im Gruppenvergleich;
n[CIM]:n[non-CIM]=15:11 (B1) bzw. 12:6 (B2)

3.4 Verkniipfung mit den klinischen Parametern

Um die Frage nach moglichen Zusammenhingen der ultrastrukturellen Verdnderungen im
Skelettmuskel auf die Dauer der kritischen Erkrankung beantworten zu konnen, wurden die
Ergebnisse aus beiden Muskelbiopsien klinisch ermittelten Daten sowie Verlaufsparametern
gegeniiber gestellt:

Bei addquater Wachheit, d.h. wenn Reaktion auf Ansprache, Ausfithren von Anweisungen
sowie spontane Bewegung der Extremititen vorhanden waren, wurde eine klinische Kraft-
gradmessung mit Einteilung nach MRC-Skala wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt
— Median Tag 13 (95%-KI Tag 11-20). Hiervon waren 14 Patienten mit der klinischen Prisen-
tation einer ICUAW (MRC<4 Punkte) und 6 Patienten ohne ICUAW (MRC>4Punkte). Bei
10 Patienten konnte kein Kraftgrad bestimmt werden (nicht addquat wach oder verstorben).
Die MRC-Werte der beiden Patientengruppen unterschieden sich signifikant voneinander
(MWT: p=0,01), mit insgesamt weniger Kraft bei den CIM-Patienten (sieche Grafik 3.21).
AuBerdem konnte eine signifikante Korrelation der Hohe der MRC-Skala mit der Myosin-
filamentdichte aus den ersten Muskelbiopsien gezeigt werden. Dies lie8 sich nicht fiir die
Aktindichte nachvollziehen und auch nicht fiir die Werte aus den spiten Biopsien (siehe
Grafik 3.22).

Ebenso zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen den zerstorten Flichenanteilen im
Biopsiequerschnitt und dem MRC-Kraftgrad, wobei die Werte aus den ersten Biopsien nahe

dem Signifikanzniveau liegen (siehe Grafik 3.23).
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Es lie} sich dariiber hinaus keine Korrelation zwischen dem Score aus den Liangsschnitten

und den MRC-Werten finden.

MRC-Skala: CIM vs. non-CIM
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Grafik 3.21:

p=0,01

MRC-Score-Werte von CIM- und non-CIM- Patienten

Eine vergleichende Analyse von Patientenalter und individueller Myofilamentdichte zeigt

keinen Zusammenhang. Auch der Score und demnach die Schwere der morphologischen

Veridnderungen am Muskel waren altersunabhiingig.
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Grafik 3.22: MRC-Kraftgrad und Myofilamentdichte; signifikante Korrelation zwischen
Myosindichte aus der 1. Biopsie und den spiter ermittelten Kraftgraden (o.1.)



MRC & zerstorte Flache Biopsie 1 MRC & zerstorte Flache Biopsie 2

°
4 -
Spearman r= -0.4 g SBearman r=-04
=0.08 @ o p=02
P 34 o o 2
2=0.27 =0.18
o MRC n=13
n=19
2A
°
1A
0 T T T T T 1 c T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Flachenanteil in % Flachenanteil in %

Grafik 3.23: MRC-Kraftgrad und relativer Anteil zerstorter Fliche im Querschnitt aus
beiden Muskelbiopsien, beide nicht signifikant

Es konnte weiterhin ein Zusammenhang zwischen der Myosindichte aus den Frithbiopsien
und der Summe der Beatmungstage sowie der ITS-Verweildauer der Patienten gefunden
werden — hierbei wurden allerdings nur die Uberlebenden betrachtet. Je geringer die Dichte
der dicken Filamente in den ersten Muskelbiopsien war, desto linger wurden die Patienten
beatmet und lagen dementsprechend ldnger auf der ITS. Auch die Dichte der diinnen
Filamente korreliert in der gleichen Weise mit den Beatmungstagen, nicht aber mit der
Liegedauer auf der ITS (siehe Grafik 3.24 und 3.25). Diese Korrelationen bestétigten sich
nicht fiir die Myofilamentdichte aus den spéteren Muskelbiopsien (Median Tag 16). Es gab
auBerdem keinen Zusammenhang zwischen Beatmungstagen oder ITS-Verweildauer und dem
Score der Biopsieldngsschnitte.

Der MRC-Kraftgrad korreliert signifikant mit der Hohe der Beatmungstage (p= 0,01) und der
ITS-Verweildauer (p=0,02).

Von den 23 Uberlebenden waren 11 Patienten mittels EMG (dmCMAP) in CIM und 11 non-
CIM Kklassifiziert worden. Die Liegedauer der CIM-Patienten war signifikant ldnger als die

der non-CIM-Patienten (MWT: p=0,02).

48



Beatmungstage & Myosindichte Biopsie 1

150
i Spearman r=-0.6
100 p=0.005
r?=0.26
Tage ° n=20
50
G T T 1
0 500 1000 1500

Myosin/pm2 B1

Beatmungstage & Myosindichte Biopsie 2

100+
801 d Spearman r=-0.15
p=0.5

601 . =003
Tage N n=18

40 ° °

°
o
20 o’ . o
°
0 T T T 1
0 200 400 600 800

Myosin/pm2 B2
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4. Diskussion

4.1 Einfithrung

Die ICUAW stellt eine prognostisch bedeutsame Komorbiditiat im Verlauf einer kritischen
Erkrankung dar. Seitdem dieses Phdnomen einer im intensivmedizinischen Kontext
erworbenen Muskelschwiche vor bereits drei Jahrzehnten erstmalig beschrieben wurde, hat
das Bewusstsein fiir neuro-muskulire Komplikationen auf der Intensivstation stetig
zugenommen. Mittlerweile kennt man entscheidende Risikofaktoren und weill zudem, dass
eine erworbene Muskelschwiche bereits friihzeitig entsteht. Genauere Untersuchungen
beziiglich der Friithphase der kritischen Erkrankung sowie morphologische Beschreibungen

des Skelettmuskels existieren bisher nicht. Hier soll diese Arbeit einen Ansatz bieten.

Die wesentlichen Erkenntnisse dieser Arbeit sind folgende: Ein ultrastruktureller Skelett-
muskelumbau und -abbau findet mit Beginn einer kritischen Erkrankung statt. Bei iiber der
Halfte der Studienpatienten war eine Authebung der regelméBigen Sarkomerstruktur mit
Z-Scheiben-Deviation in den Erstbiopsien zu sehen (Median Tag 5). Ein Abbau der
Myofilamente, insbesondere ein fortschreitender Myosinfilamentverlust, war ebenfalls
frithzeitig, also in den ersten fiinf Tagen zu beobachten. Die Myofibrillenstruktur prisentierte
sich bei fast allen Patienten pathologisch in den Friihbiopsien, charakterisiert durch eine
aufgelockerte Struktur mit Verschmilerung, Abbriichen und sogar z.T. kompletter Zerstérung.
Der morphologische Gesamtzustand des Skelettmuskels, abgebildet durch die einzelnen
Kriterien des zugrundeliegenden Scores, verschlechtert sich im Verlauf der kritischen
Erkrankung signifikant (Median Tag 5 bis Tag 16).

Die Myosindichte und auch die Aktindichte unserer Hochrisikopatienten waren in der
Frithphase signifikant geringer im Vergleich zu Normalwerten bei gesunden Probanden.

Im Verlauf der kritischen Erkrankung nahmen diese Dichten nicht mehr signifikant ab.

Eine niedrige Myosinfilamentdichte in den friith entnommenen Biopsien korrelierte mit der
Ausprigung einer Muskelschwiche im spiteren Krankheitsverlauf.

Die absolute Mehrheit unserer Hochrisikopatienten entwickelte eine ICUAW. Diese Patienten
bendtigten eine prolongierte Beatmungszeit und mussten ldnger auf der Intensivstation
versorgt werden.

Es gab kaum Unterschiede in den pathologischen Verdnderungen der Skelettmuskulatur bei
Patienten mit elektrophysiologischem Nachweis fiir CIM und ohne CIM gibt, jedoch zeigte

die Bewertung der Myofibrillen in den Langsschnittbildern einen signifikanten Unterschied
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zum frithen Zeitpunkt der kritischen Erkrankung. Einen qualitativen Myosinverlust in den
Lingsschnittbildern zeigen alle Patienten, auch die Myosindichte ist quantitativ gleich.
Semiquantitativ betrachtet zeigt sich in der frithen Phase der kritischen Erkrankung jedoch ein
signifikant ausgeprégter Abbau von dicken Myosinfilamenten bei den CIM-Patienten.

Des Weiteren bestitigt sich eine Korrelation zwischen der Myosinfilamentdichte wihrend der

Frithphase der kritischen Erkrankung und der Beatmungs- und ITS-Verweildauer.

4.2 Einordnung in die bisher vorhandene Literatur

Bis zu dieser Arbeit war nicht bekannt, dass ein Myosinfilamentverlust im Rahmen von
ICUAW und/oder CIM schon derart frith im Skelettmuskel beginnt. Allerdings schreitet der
Myosinfilamentverlust im Krankheitsverlauf kaum weiter fort, sondern hat bereits wenige
Tage nach Beginn der kritischen Erkrankung seinen Hohepunkt erreicht. Eine kiirzlich
veroffentlichte Arbeit mit Ergebnissen aus unserer Studiengruppe zeigt analog dazu einen
signifikant reduzierten Myosingehalt im Muskel in der Frithphase, ohne weitere Reduktion im
Verlauf. Analog dazu zeigt sich eine signifikant gesteigerte Synthese von den Atrophiegenen
MuRF-I und Atrogin-I, als Marker fiir eine iiber das Ubiquitin-Proteasom System stimulierte
Proteindegradation in der Frithphase und eine Normalisierung dieser Marker in der Spétphase
der kritischen Erkrankung. Die Synthese von ,,Myosin Heavy Chain®“ (MyHC) im Western
Blot war an ITS-Tag 5 stark reduziert und blieb im Verlauf an ITS-Tag 15 gleichbleibend
reduziert (58).

Wenige Arbeiten weisen einen Myosinverlust elektronenmikroskopisch nach, der Zeitpunkt
der Muskelbiopsie erfolgte zumeist relativ spdt im Krankheitsverlauf. Entgegen den
vorliegenden Ergebnissen berichten Lacomis et al., dass kein Myosinverlust in
Muskelbiopsien kritisch kranker Patienten am Tag 12 zu finden war (14). In einer spiteren
Veroffentlichung beschreibt die Arbeitsgruppe bei 14 von 39 Patienten einen Myosinverlust.
Leider fehlt die Angabe des Entnahmezeitpunkts der Muskelbiopsie (17). Helliwell et al.
konnten lediglich bei 5 von 57 ITS-Patienten einen Myosinverlust in der Elektronen-
mikroskopie nachweisen. Auch hier wird kein Entnahmezeitpunkt der Muskelbiopsien
genannt. Einziges Einschlusskriterium fiir das Patientenkollektiv bei den Arbeitsgruppen um
Lacomis und Helliwell war die intensivmedizinische Behandlungspflicht. Eine Einstufung in
Hochrisikopatienten wie durch den in dieser Arbeit verwendeten SOFA-Score als Marker fiir
Krankheitsschwere sowie die Kraftgradmessung mittels MRC erfolgte nicht (15). Stibler et al.

zeigten in 11 Muskelbiopsien kritisch kranker Patienten einen Verlust von Myosin, die
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Probenentnahme reichte von Tag 16 bis 104. All ihre Patienten entwickelten ein multiples
Organversagen und besafen einen SAPS-II-Score von 12 (Median) (19). Sander et al.
untersuchten 8 ITS-Patienten, die bereits unter ausgeprdgter Muskelschwiche litten. Die
Biopsien zeigten durchgehend einen Myosinverlust und wurden innerhalb des ersten Monats
nach Feststellung der Muskelschwiche entnommen (keine genaue Tagangabe). Frithe und
sequentiell gefiihrte Muskelbiopsien dhnlich dieser Arbeit (Tag 4 und 14) finden sich in
aktueller Literatur einzig bei der Forschergruppe um Ahlbeck et al. (18). Allerdings werteten
sie die Proben nicht elektronen- sondern lichtmikroskopisch aus und konnten erste
morphologische Verdnderungen vereinzelt erst an Tag 14 innerhalb der kritischen Erkrankung
finden. Diese Tatsache geht mit den Ergebnissen aus unserer jiingsten Publikation einher
(s.0.). Wir konnten eine signifikante Reduktion der Muskelquerschnitte lichtmikroskopisch
erst an Tag 15 feststellen, wihrend MyHC im Western Blot bereits an Tag 5 signifikant
reduziert war (58).

In allen genannten Studien wurden Elektromyographie und Nervenstimulation angewandt,
jedoch keine direkte Muskelstimulation (dmCAMP) wie in der vorliegenden Arbeit. Somit
erfolgte keine Subklassifizierung der Intensivpatienten.

Es wird deutlich, dass sich aus der bisherigen Datenlage kein addquater Vergleich ziehen
lasst, da die o.g. Studien methodisch anders aufgebaut sind bzw. die konkrete Fragestellung,
welche diese Arbeit zum Ziel hat, so noch nie untersucht worden ist.

Eine grofle methodische Stirke dieser Arbeit ist es, morphologische Korrelate aus den ersten
Tagen der kritischen Erkrankung zu haben.

Bisher wurde von niemandem die  Mpyofilamentdichte = quantitativ  mittels
Elektronenmikroskopie im Rahmen der Muskelschwiéche bestimmt. Der Nachweis iiber eine
deutlich geringere Myofilamentdichte bei unseren ITS-Patienten im Vergleich zu Referenz-

werten, ist nach unserem Kenntnisstand somit erstmalig in der Literatur.

43 CIM, non-CIM und ICUAW-  Zusammenhang zwischen  Kklinischem,

elektrophysiologischem und elektronenmikroskopischem Befund

Zwischen den Patientengruppen CIM und non-CIM gibt es nach Auswertung der vor-
liegenden Ergebnisse elektronenmikroskopisch kaum Unterschiede. Die wenigen
Unterschiede sind in Kapitel 4.1 zusammenfassend genannt. Bierbrauer et al. zeigten mit
Daten aus den vorliegenden  Untersuchungen, dass eine  Abnahme  der

Muskelfaserquerschnitte (,,cross-sectional-area*) von TyplI-Fasern signifikant mit CIM
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assoziiert ist (23). Die zerstorte Myofibrillenstruktur ist als elektronenmikroskopisches
Korrelat fiir die Faseratrophie denkbar, sie liegt in den Friihbiopsien bei CIM-Patienten
signifikant hiufiger vor. Jedoch ist eine Unterscheidung nach Fasertypen auf ultrastruktureller
Ebene leider nicht moglich (51).

Ein Myosinverlust findet bei allen Patienten dieses Studienkollektivs statt, jedoch ist er in der
Frithphase der kritischen Erkrankung bei non-CIM-Patienten nur beginnend und bei CIM-
Patienten schon verstirkt ausgepréigt. In der quantitativen Bestimmung der Myosindichte
zeigen sich wiederum keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Auch der
Vergleich mit den Referenzwerten fiir Myosindichte ergibt keinen Unterschied von CIM und
non-CIM. Man wiirde erwarten, dass die Myosindichte bei CIM stirker von den
Vergleichswerten abweicht als bei non-CIM. Dies bestitigte sich nicht. Die Benutzung des
Scores zur Bewertung der Langsschnittbilder fiihrt zu einem Informationsgewinn: der Verlust
von Myosinmasse ist zwar fiir alle ITS-Patienten identisch, jedoch gibt es offenbar zu Beginn
der kritischen Erkrankung einen qualitativen Unterschied in der Prisentation der
Myosinfasern auf ultrastruktureller Ebene.

Wir haben Patienten mit hohem Risiko fiir das Entwickeln einer ICUAW (SOFA-Score > 8)
ausgewihlt und sehen bei der Mehrheit unserer Patienten nach Erwachen aus der Sedierung
eine [CUAW (Median MRC 3,3 Punkte, 14 vs. 6 Patienten). Aufgrund der Darstellung eines
direkten Zusammenhangs zwischen der Myosindichte in der Friihphase und MRC-Kraftgrad,
ist der Myosinabbau daher als generelles Phidnomen der erworbenen Muskelschwiche zu
betrachten.

Zusammenfassend ist aus den vorliegenden Daten Folgendes abzuleiten:

1. Der bisher zahlreich beschriebene selektive Myosinverlust kann unabhingig von der
elektrophysiologischen Présentation einer CIM vorliegen. 2. Ein rascher Myosinverlust
bestimmt die Ausbildung ICUAW. 3. Die Patienten mit elektrophysiologischem Nachweis
einer CIM sind vielmehr dadurch charakterisiert, dass der Myosinverlust — rein qualitativ
betrachtet — kurz nach Krankheitsbeginn schon weit fortgeschritten ist. Die signifikante
Korrelation von einem niedrigen MRC-Kraftgrad und dem Vorliegen von CIM geht mit

dieser Beobachtung einher.

4.4 Elektronenmikoskopisches Korrelat fiir CIM — Problematik der Begrifflichkeiten

Im Zusammenhang mit Myosinverlust wird in der Literatur durchweg beschrieben, dass

sowohl Aktinfilamente als auch Z-Scheiben von jeglicher Zerstérung im Rahmen einer CIM
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ausgenommen sind. Genau diese Merkmale wiirden laut Sander et al. die CIM von einer
nekrotisierenden Myopathie abgrenzen. Die ersten elektronenmikroskopischen Anzeichen
einer Nekrose sind Verdnderungen von Mitochondrien, Abweichen der Z-Scheiben, Risse in
der Sarkolemm und der raschere Abbau diinner Filamente im Vergleich zu dicken Filamenten.
Der Myosinverlust im Rahmen der CIM sei nicht assoziiert mit Nekrose, so postulieren
Sander et al., da sie in den Muskelbiopsien ihrer Studie keine Anzeichen dessen gefunden
hatten (16). Wie in Kapitel 1.3 erwihnt, ist eine histopathologische Subgruppe der CIM die
nekrotisch-apoptotische Form (4,35). Helliwell et al. haben in ihrer Studie eine Privalenz von
31% Nekrose in den Muskelbiopsien nachgewiesen. Allerdings beziehen sie sich dabei auf
Merkmale in lichtmikroskopischen Schnitten (15). Der Wechsel der Betrachtungsebene
zwischen Lichtmikroskop und Elektronenmikroskop fithrt zu Unstimmigkeiten in der
Literatur. Das Problem bei der in Kapitel 1.3 genannten Klassifizierung ist, dass es sich nicht
um eine rein histologische oder rein ultrastrukturelle, sondern um eine gemischte Einteilung
handelt. In den verdffentlichten Beispielbildern von elektronenmikroskopischen Aufnahmen
aus o.g. Studien widre nach den Scorekriterien aus dieser Arbeit ein Abbau von diinnen
Filamenten und Z-Scheiben durchaus nachvollziehbar, obwohl in den Studienergebnisse von
deren Erhalt zu lesen ist. Die Ergebnisse der aktuellen Arbeit widerlegen die meist
beschriebene Unversehrtheit der Aktinfilamente im Rahmen von CIM. Sowohl
semiquantitativ als auch in der Bestimmung der Filamentdichte ist ein Abbau von diinnen
Filamenten bei allen untersuchten Patienten nachweisbar. Im Vergleich zu den
Referenzwerten ist die Aktindichte quantitativ im gleichen MaBe reduziert wie die
Myosindichte. Lediglich in den Lingsschnitten, anhand Differenzierung in beginnenden und
fortgeschrittenen Verlust, ldsst sich ein Unterschied im Auspriagungsgrad feststellen.
AuBerdem finden sich in allen Muskelbiopsien zerstorte Z-Scheiben und pathologisch
verdanderte Mitochondrien nach 16 Tagen. Die aktuellen Ergebnisse befiirworten demnach das
Vorhandensein nekrotischer Umbauvorgidnge im Muskel wéhrend der kritischen Erkrankung.
Dies konnte darauf hinweisen, dass auf elektronenmikroskopischer Ebene bestimmte
Kriterien wie Aktinfilamente und Z-Scheiben in den bisherigen Studien scheinbar anders
bewertet wurden. In einer neueren Review von Lacomis et al. wird die Nekrose als Subtyp
nicht erwéhnt, sondern neben Atrophie und Myosinverlust wird von einer Desintegration der
Mpyofibrillen als eines der Hauptcharakteristika gesprochen (41). Letzteres wurde mithilfe des
Scores in der aktuellen Arbeit nachgewiesen. In 20% der friithen Muskelbiopsien fanden sich

zerstorte, also desintegrierte Bereiche der Myofibrillen.
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Daraus ergibt sich zukiinftig die Notwendigkeit, histopathologische von ultrastrukturellen
Befunden abzugrenzen. AuBerdem unterstreicht die vorliegende Arbeit, dass der
Myosinverlust nicht ein isoliertes Phinomen der CIM ist, sondern die ICUAW charakterisiert.
Erginzend muss erwidhnt werden, dass sich die Faseratrophie in der 17-tigigen Bed-Rest-
Studie von Riley et al. durch eine signifikante Abnahme der Aktinfilamente darstellte,
wihrend die Dichte der Myosinfilamente konstant blieb (51). Diese Tatsache verdeutlicht den
Unterschied zwischen einer reinen Inaktivititsaktrophie ohne kritische Erkrankung, bei der
das Myosin unberiihrt bleibt, und der Immobilitit im Rahmen einer kritischen Erkrankung,
bei der neben Aktin- besonders ein signifikanter Myosinverlust zu beobachten ist, letzterer

begiinstigt nachgewiesen die Ausbildung einer ICUAW.

4.5 Stiarken und Schwichen der eigenen Methodik

Die ultrastrukturelle Morphologie der Skeletmuskulatur wurde im Rahmen einer CIM nach
unseren Kenntnissen noch nie so detailliert beschrieben. Eine Stirke dieser Arbeit ist die
Entwicklung eines Scores aus sieben morphologischen Kriterien mit jeweils zwei bis vier
Unterkategorien. Er bietet nicht nur einen detaillierteren Vergleich zwischen den Muskel-
biopsien im Krankheitsverlauf bzw. zwischen den Patientengruppen, sondern er ermdglicht
dariiber hinaus ein systematisches Herangehen an die morphologische Analyse. Der Score
wurde nicht mit dem Ziel einer diagnostischen Anwendung oder zur Evaluierung mdoglicher
Prognosen erstellt. Er dient als Instrument zur besseren Vergleichbarkeit von
morphologischen Verdnderungen auf ultrastruktureller Ebene, die nicht nur rein deskriptiv
sondern auch (semi-)quantitativ erfasst werden sollten. Zum Beispiel ergab sich in der
Gesamtbetrachtung von den sieben definierten Merkmalen eine signifikante Verschlech-
terung aller Muskelbiopsien iiber den zeitlichen Verlauf der kritischen Erkrankung.
Insbesondere war so auch eine Zunahme des qualitativen Myosinabbaus ersichtlich, wahrend
in der rein quantitativen Analyse die Myosinfilamentdichte pro Querschnitt von Biopsie 1 zu
Biopsie 2 gleich blieb.

An der Zusammenstellung des Scores und der Bildauswertung war kein ausgebildeter
Pathologe beteiligt. Dennoch konnten wir zu unserem interdisziplindren Team einen
erfahrenen Forscher und Elektronenmikroskopiker auf dem Gebiet der Myologie, Prof. M.
Schiilke (Department of Neuropediatrics & NeuroCure Clinical Research Center, Charité
Berlin) gewinnen, der uns bei analytischen Fragen unterstiitzte.

Der Score zeigte im Verlauf der Studie auch Schwachstellen. So stellte sich das Kriterium der
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»Einlagerungen® bei bekanntlich kleinen Ausschnitten aus dem Muskel als eher irrelevante
Zusatzinformation zur Beschreibung dar. Ferner erfolgte die Punktevergabe immer
ausschlaggebend nach dem am stirksten ausgepridgten pathologischen EM-Bild. Um eine
ibertrieben hohe Bewertung bei zufillig wiederholt angeschnittenen, besonders betroffenen
Muskelfasern zu vermeiden, wurde die Addition umgangen und nur ein Anschnitt pro Biopsie
bewertet. Moglicherweise sind so jedoch die tatsdchlich schon stirker zerstérten Muskeln
gleich bewertet worden wie solche, die relativ gesehen erst anfinglich abgebaut wurden. Mit
dem Elektronenmikroskop wird nur ein kleiner Teil des Muskels betrachtet. Diese Arbeit
belegt, dass bereits solch ein kleiner Ausschnitt wiederholt Pathologien des Gesamtmuskels
reprasentieren kann, die im Zusammenhang mit der Klinik der kritischen Erkrankung stehen.
Das detaillierte Scoringsystem beschreibt Merkmale, die in der bisherigen Literatur keine
oder nur wenig Beachtung fanden. In kiinftigen Forschungsarbeiten zu ICUAW sollten
weitere Abstufungen fiir die Bewertungsstrategie zur noch deutlicheren Differenzierung
eingearbeitet werden. Licht- und Elektronenmikroskopie sollten zur Untersuchung der
erworbenen Muskelschwiche gezielt angewendet werden.

Das Auszdhlen von dicken und diinnen Filamenten im elektronenmikroskopischen Bild zur
Eruierung einer realistischen Myofilamentdichte ist aufwendig. Problematisch ist der bereits
stattgefundene Substanzverlust im Muskel eines Schwerkranken. Fir die Auswertung
bedeutet dies, dass an Orten mit Verlust von Myofilamenten, diese natiirlich zahlenmiBig
nicht erfasst werden. Auch gibt es Bereiche im Querschnitt des Sarkomers, wo nur diinne (I-
Bande) oder nur dicke Filamente (H-Zone) angeschnitten sind. So kdnnen nur Bereiche der
A-Bande beriicksichtigt werden, in denen dicke und diinne Filamente iiberlappend
angeschnitten sind. Durch diese einschrinkende Randbedingung wihlt man tendenziell nur
die gesunden Abschnitte der Fasern. Trotzdem konstatiert die vorliegende Arbeit, dass selbst
die scheinbar am wenigsten pathologischen Bereiche einen deutlichen Filamentverlust
aufweisen.

Eine weitere Einschrinkung ist die Abwesenheit von gesunden Kontrollbiopsien. Allerdings
stellt sich die Referenz von gesunden, minnlichen Astronauten von Riley et al. (51,57) als
sehr hilfreich heraus, zumal sich das Probandenkollektiv mit unseren Patienten in Geschlecht
und BMI dhnelt. Jedoch wurde nicht der gleiche Muskel verwendet (M.soleus statt M.vastus
lateralis) und die Biopsien sind durch perkutane Nadelbiopsie und nicht offen entnommen
worden. Der Vergleich von physisch gut trainierten Astronauten mit kranken ITS-Patienten ist

zu diskutieren. In einer Studie von Claassen et al. (59) wurde die Hypothese widerlegt, dass
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eine durch Training bedingte Hypertrophie der Muskulatur von erhohter Myofilamentdichte
begleitet ist. Sie bioptierten 8 jungen Minnern (Durchschnittsalter: 18 Jahre, BMI: 20kg/m?)
den Musculus vastus lateralis und bestimmten die Myosinfilamentdichte durch Zihlung
mittels Elektronenmikroskop. Die Myosindichte war nach dem Training nicht signifikant
verandert — 1604 vs. 1599 Myosinfilamente je um’. Diese Ergebnisse implizieren eine
Unabhingigkeit von Myosindichte und Muskelkraft beim Gesunden. Muskelmassenzunahme
durch Training beruht auf einer Proliferation von Bindegewebe und Reduktion der Fettzellen
(59). Einen Gegensatz dazu bildet das schwer kranke Patientenkollektiv dieser Arbeit, bei
denen die Muskelkraft eine direkte Abhiingigkeit zur Myosindichte aufwies.

Kiinftig ist — sofern ethisch vertretbar — eine eigene Kontrollgruppe mit einheitlichem
Biopsieverfahren und deren Elektronenmikroskopie durch nur eine Person anzustreben.
Personengebundene Unterschiede in der Bewertung (Rathke, Riley et al., Claassen et al.)
wiirden so ausbleiben.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Muskelbiopsien offen entnommen. Bisherige Studien
gewannen Muskelgewebe ausschlieBlich durch perkutane Nadelbiopsie. Die Menge an
Muskelfasern, welche man dadurch erhilt ist wesentlich geringer als durch eine offene
Biopsie (14). Ein weiterer Nachteil von perkutaner Biopsie ist das hohere Auftreten von
mechanischen Traumata an den entnommenen Muskelfasern, was zu mehr Artefakten in den
Proben fiihrt (52).

Eine sequentielle Biopsieentnahme innerhalb schmaler Zeitfenster (Tag 4-7 und Tag 15-19)
ist ein methodischer Vorteil gegeniiber Vorautoren. Die zweite Muskelbiopsie wurde im
Mittel an Studientag 16 entnommen — ein Zeitpunkt, zu dem in vorhandenen Studien teils

noch keine einzige Biopsie vorgenommen wurde.

4.7 Fazit und Ausblick

Hochrisikopatienten zeigen wenige Tage nach Beginn der kritischen Erkrankung einen
relevanten Myosinverlust im Skelettmuskel. Myosinfilamente werden unabhidngig von einer
neuromusklidren Antwort abgebaut und bestimmen im weiteren klinischen Verlauf die
Prisentation der ICUAW. Qualitativ betrachtet wird Myosin stirker als Aktin zerstort und
Myosin bei CIM frithzeitig im stirkeren Ausmal als bei non-CIM. Jedoch ist ein Myosin-
verlust kein spezifisches Symptom der CIM, sondern der ICUAW. Die vorliegende Arbeit
zeigt erstmals die direkte Assoziation einer frithzeitig reduzierten Myosindichte mit einem
daraus resultierenden geringen MRC-Kraftgrad und mit einer verlidngerten Beatmungs- bzw.

ITS-Verweildauer.
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Im Zuge der fortlaufenden Entwicklung intensivmedizinischer Behandlungsmoglichkeiten
wird die Zahl der therapiefdhigen, kritisch kranken Patienten noch steigen und damit auch die
Privalenz der erworbenen Muskelschwiche auf der Intensivstation. Wir wissen jetzt, dass ein
frithzeitiges Behandlungsmanagement ab dem ersten Tag der Aufnahme auf die
Intensivstation zur Vermeidung einer ICUAW notwendig ist. Folgende Studien sollten die

Entwicklung entsprechender Priaventionsstrategien zum Ziel haben.
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Mann-Whitney-U-Test
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Wright Cell Imaging Facility
Wilcoxon-Test

67



68



Eidesstattliche Versicherung

,Ich, Theresa Rathke, versichere an Eides statt durch meine eigenhidndige Unterschrift, dass
ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,,Erworbene Muskelschwéche auf der
Intensivstation — Elektronenmikroskopisches Korrelat in der Frithphase der kritischen
Erkrankung® selbststindig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine
anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortrigen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,,Uniform Requirements for
Manuscripts (URM)*“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu
Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung)
und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) entsprechen den URM
(s.0.) und werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der
untenstehenden gemeinsamen Erklirung mit dem Betreuer, angegeben sind. Sémtliche
Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei denen ich Autor bin,
entsprechen den URM (s.0.) und werden von mir verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer
unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt
und bewusst.*

Datum Unterschrift

Anteilserkldrung an etwaigen erfolgten Publikationen

Theresa Rathke hatte Anteil an den folgenden Publikationen:

1. Wollersheim T, Woehlecke J, Krebs M, Hamati J, Lodka D, Luther-Schroeder A, Langhans
C, Haas K, Rathke T, Kleber C, Spies C, Labeit S, Schuelke M, Spuler S, Spranger J, Weber-
Carstens S, Fielitz J, “Dynamics of myosin degradation in intensive care unit-acquired
weakness during severe critical illness”, Intensive Care Medicine, April 2014

Beitrag der Promovierenden: Aufbereitung und Analyse der Muskelbiopsien mithilfe der
Elektronenmikroskopie

2. Teilvorstellung von Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auf dem ESICM 2015 in Berlin

Unterschrift, Datum und Stempel Unterschrift der Doktorandin
des betreuenden Hochschullehrers






Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

X1



XII



Komplette Publikationsliste

1. Wollersheim T, Woehlecke J, Krebs M, Hamati J, Lodka D, Luther-Schroeder A, Langhans
C, Haas K, Rathke T, Kleber C, Spies C, Labeit S, Schuelke M, Spuler S, Spranger J, Weber-
Carstens S, Fielitz J, “Dynamics of myosin degradation in intensive care unit-acquired

weakness during severe critical illness”, Intensive Care Medicine, April 2014
2. miindliche Préasentation mit dem Titel: “Critically ill patients with ICU-acquired weakness

show reduced density of myosin in electron microscope early after onset of critical illness”

auf dem ESICM Oktober 2015 in Berlin, Teilergebnisse aus der vorliegenden Arbeit

XIII



X1V



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich allen danken, die mit konstruktiver Kritik und wichtigen
Hinweisen zum Gelingen dieser Arbeit beitrugen.

Fiir die Moglichkeit meine Arbeit an der Klinik fiir Anésthesie und operative Intensivmedizin
der Charité-Universititsmedizin Berlin durchzufiihren danke ich Prof. Dr. Claudia Spies.

Fiir die Uberlassung dieses #uBerst spannenden Dissertationsthemas, mochte ich mich
herzlich bei meinem Doktorvater PD Dr. med. Steffen Weber-Carstens bedanken. Ich danke
ihm fiir die fachliche Betreuung, seine inhaltlichen Anregungen und die gemeinsame
Erarbeitung eines gelungenen wissenschaftlichen Beitrags. Dariiber hinaus mochte ich seinen
personlichen Einsatz wiirdigen, welchen er trotz zahlreicher anderer Aufgaben immer mit
gro3em Enthusiasmus verfolgte.

AuBerdem danke ich im Speziellem Dr. Tobias Wollersheim, Dr. Jeffrey Bierbrauer und Dr.
Martin Krebs, welche zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend meiner Arbeit eine grof3e
Unterstiitzung boten, unermiidliche Diskussionen mit mir fithrten und eine stets ansteckende
Begeisterung fiir das Thema hatten.

Ich danke Prof. Dr. Markus Schiilke fiir seine Unterstiitzung in der Entwicklung des Scores
und fiir seine hilfreiche Beratung in der Auswertung der Elektronenmikroskopie.

Petra Schrade danke ich fiir die Einfiihrung in die Nutzung des Elektronenmikroskops und fiir

den duBerst interessanten Einblick in die Priparation der Muskelbiopsien.

Mein ganz personlicher Dank gilt meiner Familie und besonders Kristin, deren Versténdnis

und Unterstiitzung unerschopflicher Kraftquell sind.

XV



	Zusammenfassung
	Abstract
	1. Einleitung
	1.1 „Intensive Care Unit-aquired weakness“ (ICUAW) ‒ Einführung
	1.2 Pathogenese der ICUAW
	1.3 Diagnostik der ICUAW und CIM
	1.4 Histologischer und ultrastruktureller Aufbau der Skelettmuskulatur
	1.6 Fragestellung der Arbeit

	2. Methoden
	2.1 Studiensetting
	2.2 Entnahme der Muskelbiopsien
	2.3 Probenpräparation für die Transmissionselektronenmikroskopie
	2.4 Mikroskopierstrategie
	2.4.1 Mikroskopieren der Längsschnitte
	2.4.2 Mikroskopieren der Querschnitte

	2.5 Digitalisierung und Bearbeitung der Negative
	2.6 Auswertung der EM-Bilder
	2.6.1 Auswertung der Längsschnitte
	2.6.2 Auswertung der Querschnitte

	2.6.3 Statistische Auswertung

	3. Ergebnisse
	3.1 Frühe Phase
	3.1.1 qualitative Auswertung der Längsschnitte
	3.1.2 quantitative Auswertung der Längs-und Querschnitte

	3.2 Verlauf
	3.2.1 qualitative Auswertung der Längsschnitte
	3.2.2 quantitative Auswertung der Längs- und Querschnitte

	3.3 Gruppenvergleich
	3.3.1 qualitative Auswertung der Längsschnitte
	3.3.2 quantitative Auswertung der Längs- und Querschnitte

	3.4 Verknüpfung mit den klinischen Parametern

	4. Diskussion
	4.1 Einführung
	4.2 Einordnung in die bisher vorhandene Literatur
	4.3 CIM, non-CIM und ICUAW– Zusammenhang zwischen klinischem, elektrophysiologischem und elektronenmikroskopischem Befund
	4.4 Elektronenmikoskopisches Korrelat für CIM – Problematik der Begrifflichkeiten
	4.5 Stärken und Schwächen der eigenen Methodik
	4.7 Fazit und Ausblick

	5. Literaturverzeichnis
	6. Abkürzungsverzeichnis
	Eidesstattliche Versicherung
	Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht.
	Komplette Publikationsliste
	Danksagung

