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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Syndrom der obstruktiven Schlafapnoe (OSAS)

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Das Syndrom der obstruktiven Schlafapnoe (OSAS) ist eine schlafbezogene
Atemstdrung, welche erstmalig im Jahre 1976 beschrieben wurde (Guilleminault et al.
1976) und angesichts der hohen Pravalenz zunehmend an Bedeutung gewonnen hat.
Wahrend Young et al. im Jahre 1993 davon ausgingen, dass ca. 2% der Frauen und 4%
der Manner im Alter von 30 bis 60 Jahren von der Stérung betroffen sind (Young et al.
1993), konnte in jingeren Studien eine Préavalenz von 7,5-10% detektiert werden (Young
et al. 2002; Plywaczewski et al. 2008). Es handelt sich folglich um die haufigste
schlafbezogene Atemstdrung (Sankri-Tarbichi 2012), deren Pravalenz sich parallel zur
steigenden Inzidenz von Adipositas erhoht (Banno et al. 2005).

Neben dem OSAS werden zu den schlafbezogenen Atemstérungen noch das weitaus
seltenere Syndrom der zentralen Schlafapnoe (CSAS) sowie schlafbezogene
Hypoventilation und hypox&mische Syndrome gezéhlt. Die Einteilung erfolgt durch die
American Academy of Sleep Medicine (AASM), welche von Duchna 2006 in Anlehnung
an die zweite Version der International Classification of Sleep Disorders aus dem Jahre
2005 ins Deutsche Ubertragen wurde und in Tabelle 1 dargestellt ist (Duchna 2006;
American Academy of Sleep Medicine 2014).

Schlafbezogene Atmungsstérungen (ICSD-2)

Zentrale Schlafapnoe-Syndrome

1) primére zentrale Schlafapnoe

2) zentrale Schlafapnoe mit Cheyne Stokes Atmungsmuster

3) zentrale Schlafapnoe bei Héhenaufenthalt

4) zentrale Schlafapnoe bei internistischen/neurologischen Erkrankungen
5) zentrale Schlafapnoe bei Drogen- oder Medikamentengebrauch

6) primare Schlafapnoe in der friihen Kindheit
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Obstruktive Schlafapnoe-Syndrome

1) obstruktive Schlafapnoe, Erwachsene

2) obstruktive Schlafapnoe, Padiatrie

Schlafbezogene Hypoventilation/hypoxamische Syndrome

1) schlafbezogene nicht-obstruktive alveoldre Hypoventilation, idiopathisch

2) kongenitales zentrales alveoldres Hypoventilations-Syndrom

Schlafbezogene Hypoventilation/Hypoxamie bei internistischen/neurologischen Erkrankungen

1) schlafbezogene Hypoventilation/Hypoxamie bei Lungenparenchym- oder GefaRerkrankungen
2) schlafbezogene Hypoventilation/Hypoxamie bei obstruktiver Atemwegserkrankung
3) schlafbezogene Hypoventilation/Hypoxdmie bei neuromuskulédren Erkrankungen oder

Thoraxerkrankungen

Andere schlafbezogene Atmungsstdrungen

1) Schlafapnoe/schlafbezogene Atmungsstérung, unklassifiziert

Tabelle 1: Ubersicht schlafbezogener Atmungsstérungen
In Anlehnung an die Internationale Klassifikation der Schlafstérungen der AASM 2005 (Duchna
2006; American Academy of Sleep Medicine 2014)

Den Schlafapnoe-Syndromen gemeinsam sind die fir sie charakteristischen, im Schlaf
auftretenden Atemstillstdinde (Apnoen). Wahrend beim CSAS eine zentralnervise
Stérung auf Chemorezeptor- und Neuronenebene mit Ausbleiben des Atemantriebes
angenommen wird (De Backer 1995), ist die Pathologie beim OSAS in einer Verengung
der oberen Atemwege begriindet, sodass es aufgrund eines verminderten Muskeltonus
der Rachenmuskulatur wahrend des Schlafes zu einem partiellen (Hypopnoe) oder
vollstandigen Kollaps (Apnoe) der Atemwege kommen kann (Banno und Kryger 2007).
In der Folge reduziert sich der Atemfluss definitionsgemalf? fir mindestens 10 Sekunden
um 30 — 50% (Hypopnoe) bzw. um bis zu 90% (Apnoe), was mit einem signifikanten
Abfall (>3%) der Sauerstoffsattigung einhergeht. In Einzelféllen kann dieser Zustand des
Atemaussetzens bis zu einer Minute oder dartiber hinaus anhalten. Die mit dem Apnoe-
Intervall zunehmende Hypoxie fuhrt letztendlich zu einer Weckreaktion (Arousal), durch
welche die Apnoe-Hypopnoe-Episode beendet wird (Duchna 2006; Patil et al. 2007).

Die Anzahl der Apnoen und Hypopnoen pro Stunde Schlaf wird als Apnoe-Hypopnoe-

Index (AHI) bezeichnet und sowohl zur Diagnosestellung als auch zur
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Schweregradeinteilung herangezogen (Duchna 2006). Ein AHI =5 gilt als pathologisch;
man spricht von einer schlafbezogenen Atemstorung. Nach dieser Definition (AHI >5)
sind 9% der Frauen und 24% der Manner mittleren Alters von einer schlafbezogenen
Atemstdrung betroffen (Young et al. 1993). Die Diagnose des OSAS darf gestellt werden,
wenn die Patienten zusatzlich zum pathologischen AHI von typischer Symptomatik wie

Tagesmudigkeit, Schnarchen u. &a. berichten (Young et al. 1993; Duchna 2006).

1.1.2 Diagnosestellung und klinisches Erscheinungsbild

Wie im vorhergehenden Abschnitt erwahnt, wird zur Diagnosestellung der AHI
herangezogen, welcher in einem Schlaflabor mit der Polysomnographie erfasst werden
kann. Anhand der Anzahl der Apnoe-Hypopnoe-Phasen pro Stunde lasst sich der
Schweregrad des OSAS in mild (5-15 Apnoe-Hypopnoe-Episoden/h), mittelgradig (15-
30 Apnoe-Hypopnoe-Episoden/h) und schwer (>30 Apnoe-Hypopnoe-Episoden/h)
einteilen (Duchna 2006). Die Polysomnographie, welche als Goldstandard zur
Untersuchung und Diagnosestellung gilt, ermdglicht die nachtliche Uberwachung von
Hirnstromen (Elektroenzephalographie, EEG), Augenbewegungen (Elektrookulo-
graphie, EOG), Elektrokardiographie (EKG), Herzfrequenz, Sauerstoffsattigung, Thorax-
und Abdomenbewegungen, Elektromyogramm (EMG) des Kinns und nasalem Atemfluss
in einem Schlaflabor (Banno und Kryger 2007). Zusatzlich werden die Patienten
bezlglich ihrer Symptomatik befragt, wobei eine ausgepragte Tagesmidigkeit bzw.
néachtliches Schnarchen das Beschwerdebild dominieren. Die AASM definiert das OSAS
in der International Classification of Sleep Disorders wie in folgender Abbildung

beschrieben:

| Excessive daylime sleepiness | <+ | Obstructive breathing events
(more than 5 per hour of sleep)
or
Two or more of the following: 1

1. Choking or gasping during sleep
2. Recurrent awakenings from sleep
3. Unrefreshing sleep AHI =5
4. Daytime fatigue

5. Impaired concentration

Abbildung 1: Diagnosekriterien des OSAS
Zur Diagnosestellung missen mindestens ein AHI =5 sowie OSAS-typische Symptome vorliegen
(Banno und Kryger 2007, modifiziert).

Neben einem AHI 25 mussen die Patienten OSAS-typische Symptomatik zeigen. Dazu

gehdéren neben der bereits erwahnten ausgepragten Tagesschlafrigkeit mit
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Einschlafneigung, von welcher nahezu die Halfte aller Patienten mit mittelgradigem und
schwerem OSAS betroffen sind und die mit einer erhdhten Gefahr fur Autounfalle
einhergeht (Teran-Santos et al. 1999), auch Schlafstérungen infolge der wiederholten
nachtlichen Weckreaktionen (Kapur et al. 2005). Nicht immer nehmen die Patienten
diese Arousals subjektiv wahr; haufig berichten nur ihre Partner von lautem Schnarchen
und Atempausen, die durch ein Schnappen nach Luft beendet werden (Young et al.
1993; Banno und Kryger 2007). In einer Studie von Ohayon et al. gaben 40% der
Befragten an, Schnarcher zu sein, wobei dies signifikant mit dem mannlichen
Geschlecht, Alter dber 25 Jahren, Adipositas, Tageschlafrigkeit und Nikotinkonsum
vergesellschaftet war. Uber Atempausen berichteten 3,8% der Teilnehmer, wobei auch
hier haufiger altere Manner betroffen waren (Ohayon et al. 1997). Die entstehende
Schlaffragmentierung infolge der wiederholten Weckreaktionen fiihrt dazu, dass sich die
Patienten trotz ausreichender Schlafdauer nicht erholt fihlen, mit morgendlichen
Kopfschmerzen aufwachen oder gar depressiv verstimmt sind (Banno und Kryger 2007).
Des Weiteren flhren die hypoxischen Zustande wéahrend der Apnoen und Hypopnoeen
zu einer Volumenminderung der grauen Substanz in bestimmten Arealen des Grol3hirns,
wovon vor allem der Hippocampus, der linke parietale und der rechte frontale Kortex
betroffen sind. Stérungen der kognitiven Funktionen sind die Folge. Dies &ul3ert sich bei
den Patienten in einer Beeintrachtigung des Kurz- und Langzeitgedachtnisses, der
Konzentrationsfahigkeit und Vigilanz sowie des Denkvermbégens, was zu
Einschrankungen im Alltag der Betroffenen fihrt und mit einer reduzierten

Lebensqualitat einhergeht (Canessa et al. 2011).
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1.1.3 Pathophysiologie

Beim OSAS kommt es zu einer Verengung bzw. zu einem Verschluss der oberen
Atemwege, wodurch sich der Atemfluss reduziert. Je nachdem, welches Ausmalf diese
Obstruktion annimmt, spricht man von einer Hypopnoe (30-50%ige Reduktion des
Atemflusses) oder von einer Apnoe (bis 90%ige Reduktion des Atemflusses) (Somers et
al. 2008). Abbildung 2 verdeutlicht dies.

Air flow

o~

Nasal

Abbildung 2: Partielle und vollstdndige Obstruktion der oberen Atemwege bei OSAS
(Somers et al. 2008, modifiziert)

Der Zustand des reduzierten Atemflusses kann bis zu einer Minute und dartber hinaus
anhalten, sodass es in dieser Zeit zu einer inadaquaten alveoldren Ventilation mit
unzureichender Sauerstoffversorgung kommt. Die Sauerstoffsattigung (SpO2) und der
arterielle Sauerstoffpartialdruck (p.O2) fallen ab (Hypoxie), der Kohlenstoff-
dioxidpartialdruck (pCO,) steigt an (Hyperkapnie). Diese Veranderungen werden von
peripheren Chemorezeptoren im Aortenbogen und Glomus caroticum an der
Teilungsstelle der Arteria carotis communis und von zentralen Chemorezeptoren im
Atemzentrum der Medulla oblongata detektiert. Wahrend die peripheren
Chemorezeptoren vor allem auf verdnderte Werte des pO;reagieren, sind die zentralen
Rezeptoren eher auf Verédnderungen des pCO. sensibilisiert (Lugliani et al. 1971,
Silbernagl und Despopoulos 2012). Bei Hypoxie und Hyperkapnie kommt es zu einem
verstarkten  Atemantrieb  (Berthon-Jones und  Sullivan 1984) und  zur
Sympathikusaktivierung, welche tber eine Adrenalin- und Noradrenalin-Ausschittung
zur Erh6hung des Blutdrucks und der Herzfrequenz fuhrt. Eine Weckreaktion (Arousal)

ist die Folge, durch welche der Atemfluss wiederhergestellt und der hypoxische Zustand



1 Einleitung 6

beendet wird (Somers et al. 2008). Durch den wahrend der Apnoe- und Hypopnoe-
Phasen verstarkten Atemantrieb kann es zu einem sogenannten ,ventilatory overshoot*
kommen, was eine Hyperventilation mit Hypokapnie zur Folge hat. Dempsey et al.
beobachteten, dass ventilatorische Overshoots den Hypopnoe- und Apnoe-Intervallen in
vielen Fallen sowohl vorausgehen als auch diese terminieren (Dempsey et al. 2004).
Die Verengung der oberen Atemwege hat des Weiteren eine Verstarkung des negativen
intrathorakalen Drucks bei Kontraktion der Inspirationsmuskeln zur Folge. Es kommt zu
einem erhdhten venodsen Blutriickstrom zum rechten Herzen, was auf Dauer zu einer
Rechtsherzbelastung mit Verschiebung des Septums nach links und diastolischer
Funktionseinschrankung des linken Ventrikels fihren kann (Shiomi et al. 1991).

1.1.4 Risikofaktoren

Wie bereits in den vorangehenden Abschnitten angesprochen, gibt es einige stark fir
OSAS pradisponierende Risikofaktoren. So korreliert die Inzidenz schlafbezogener
Atemstorungen unter anderem mit dem Alter, dem Geschlecht, dem Body Mass Index
(BMI),  Taille-HUft-Verhaltnis  und  metabolischen  Parametern wie  dem
Serumcholesterinspiegel (Tishler et al. 2003). Der Hauptrisikofaktor ist dabei Adipositas
(Prabhat et al. 2012), d.h. ein BMI > 30kg/m?, der eng mit dem AHI korreliert (Aslan et
al. 2013). Den Zusammenhang zwischen einem hohen Koérpergewicht und dem
Schweregrad einer schlafbezogenen Atemstérung konnten auch Peppard et al. in einer
prospektiven Kohortenstudie zeigen (Peppard et al. 2000). Dabei fihrte eine
Gewichtszunahme der Teilnehmer um 10% zu einem Anstieg des AHI um 32%, eine
Gewichtsabnahme um 10% hingegen zu einem Abfall des AHI um 26%. Die
Wahrscheinlichkeit gesunder Probanden, ein mittelgradig bis schweres OSAS zu
entwickeln, erhéhte sich durch eine 10%ige Gewichtszunahme um das 6-fache (Peppard
et al. 2000). Von besonderer Bedeutung ist im Hinblick auf die Pathogenese der
Atemwegsobstruktion jedoch nicht das Ubergewicht selbst, sondern der damit
einhergehende dickere Nackenumfang. Das Fettgewebe am Hals verdrangt andere
Strukturen und begunstigt die Verengung der Atemwege. Der Nackenumfang im
Verhaltnis zur KorpergrofRe kann somit im Vergleich zu Adipositas allgemein als ein
bedeutungsvollerer Pradiktor angesehen werden (Davies et al. 1992).

Weitere wichtige Risikofaktoren fir die Entwicklung eines OSAS sind das Alter sowie
das mannliche Geschlecht (Young et al. 1993). Das durchschnittliche Alter bei
Diagnosestellung liegt bei ca. 50 Jahren (Young et al. 2002) und die Pravalenz unter den

50-70-Jahrigen wird auf 6% geschatzt (Zamarron et al. 1999). Manner sind haufiger von
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Schnarchen und néchtlichen Atempausen betroffen (Ohayon et al. 1997). Ursache daftir
ist, dass Manner im Vergleich zu Frauen zwar weniger Korperfett besitzen, sich dieses
jedoch vor allem am Oberkorper konzentriert. Dementsprechend finden sich bei
Méannern auch meist mehr Fettgewebe im Bereich von Hals und weichem Gaumen sowie
ein grolRerer Nackenumfang, was die Verengung der Atemwege begunstigt (Whittle et
al. 1999).

Neben dem dickeren Nackenumfang pradisponieren auch andere anatomische
Besonderheiten bzw. strukturelle Veradnderungen im Kopf-Hals-Bereich fiir das
Krankheitshild, wie beispielsweise Mikro- und Retrognathie, vergroRerte Tonsillen,
Makroglossie, tiefsitzende kndcherne Strukturen des Pharynx wie z.B. das Zungenbein
(Cistulli  1996), aber auch vorangegangene Halswirbelsaulenverletzungen oder
funktionale Veranderungen infolge von Schlaganfallen (Sankri-Tarbichi 2012). Weiterhin
konnte eine Assoziation mit endokrinologischen Erkrankungen wie Hypothyreose
gezeigt werden (Shepertycky et al. 2005), aber auch der spatabendliche Konsum von
Alkohol, Nikotin und Medikamenten (z.B. Sedativa) kann eine Verengung der Atemwege
durch Herabsetzung des Muskeltonus beglinstigen (Banno und Kryger 2007; Punjabi
2008).

Wie Abbildung 3 abschlie3end noch einmal verdeutlichen soll, ist die Genese des OSAS

multifaktoriell.
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Adipositas
o 10% Gewichtszunahme—=> 32% Erhdhung des AHI
o 10% Gewichtsabnahme—=> 26% Verringerung des AHI
Geschlecht
o Manner sind haufiger betroffen:
= mehr weiches Gewebe im Nacken
= dickerer Nackenumfang
= TKollapsgefahr der oberen Luftwege

Alter
o Personen = 65 Jahre = 2-3-fach héhere Pravalenz
Familidre/ Genetische Pradisposition
Ethnische Zugehdrigkeit
o Asiaten
Besonderheiten der kranofazialen Anatomie
o Retrognathie
o VergrdBerte Tonsillen oder Adenoide
o Verengung der Atemwege
e Menopause
e Endokrinopathien
o Hypothyreose
o Akromegalie
e Konsum von:
o Alkohol
o Zigaretten
o Sedativa

1.11

Abbildung 3: Ubersicht der Risikofaktoren des OSAS

Die Hauptrisikofaktoren des OSAS sind Ubergewicht, ménnliches Geschlecht, Alter tber 65
Jahren, genetische Pradisposition sowie anatomische Besonderheiten (Dissertation Kraut 2014,
modifiziert).

1.1.5 Therapie

Bei der Therapie des OSAS unterscheidet man die konservative, die apparative und die
operative Therapie.

Die wichtigste Komponente der konservativen Therapie ist die Reduktion des
Hauptrisikofaktors Ubergewicht. Laut Young et al. ist dies die einzige evidenzbasierte
Mafnahme (Young et al. 2002); weitere konservative Therapieformen wie Verzicht auf
Alkohol, Nikotin und Sedativa in den spaten Abendstunden sowie Einhaltung eines
regelmafigen Schlafrhythmus sind zwar empfehlenswert, die Wirksamkeit konnte in
Studien jedoch nicht belegt werden. Durch Vermeidung der Rickenlage wahrend des
Schlafes kann eine Reduktion des AHI erzielt werden (Cartwright et al. 1985; Kavey et
al. 1985; Maurer et al. 2003; Wenzel et al. 2007); eine medikamenttse Therapie des
OSAS steht jedoch nicht zur Verfiigung (Smith et al. 2006).

Die apparative Therapie des OSAS beinhaltet die nasale Beatmungstherapie mit
Uberdruck und orale Hilfsmittel. Die nasale Beatmungstherapie wird auch continuous
positive airway pressure (CPAP)-Beatmung genannt und gilt als Goldstandard in der
Therapie des OSAS (Baguet et al. 2012). Der Patient tragt dabei wahrend des Schlafes

eine Nasenmaske, Uber welche die Spontanatmung mit einem dauerhaften positiven
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endexspiratorischen Druck (PEEP) unterstitzt wird. Auf diese Weise wird der Kollaps
der oberen Atemwege durch pneumatische Schienung verhindert und somit der
Kreislauf aus intermittierender Hypoxie und Reoxygenierung unterbrochen. Der positive
Effekt dieser Therapie zeigt sich sowohl durch eine Besserung der Symptomatik, wie
beispielsweise Schnarchen und Tagesmudigkeit, als auch durch eine Minderung des
kardiovaskularen Risikos (Jenkinson et al. 1999; Ballester et al. 1999; Giles et al. 2006).
Die in Kapitel 1.1.4 angesprochene Volumenminderung der grauen Hirnsubstanz und
die daraus folgenden kognitiven Stérungen sind unter CPAP-Beatmung ebenfalls
regredient, was neben einer frihen Diagnosestellung vor allem die Bedeutung einer

konsequenten Therapie verdeutlicht (Canessa et al. 2011).

Wenn eine fehlende Compliance jedoch zum Therapieabbruch fihrt, wie es
insbesondere bei Frauen, Patienten mit einem milden OSAS und geringer Symptomatik
der Fall ist (Pelletier-Fleury et al. 2001), kénnen bei entsprechender Anatomie orale
Hilfsmittel wie Unterkieferprotrusionsschienen eingesetzt oder eine operative Therapie
durchgefuhrt werden. Auch die operativen MalBhahmen richten sich nach der
zugrundeliegenden Pathophysiologie des Betroffenen. Mdglich sind dabei nasale
Eingriffe, Uvulopalatopharyngoplastiken (UPPP) mit oder ohne Tonsillektomie,
Weichgaumenimplantate und &hnliches (AWMF-S2-Leitlinie 2009).
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1.2 OSAS als kardiovaskularer Risikofaktor

1.2.1 Mechanismen

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass das OSAS zur Entwicklung von
kardiovaskularen Erkrankungen beitragt. Die zugrundeliegenden Pathomechanismen
sind vielfaltig und in Abbildung 4 schematisch dargestellt, wobei Zamarrén et al. den
Ausgangspunkt des Geschehens in den Hypoxa&mie/Reoxygenierungs-Episoden und

der Schlaffragmentierung sehen (Zamarrén et al. 2013).

*F Endothelial dysfunction

Hypoxemia-
—— | reoxygenation |
episodes | * Coagulation-fibrinolysis imbalance ‘

OSAS ‘ Cardiovascular
N + Oxidative stress - disease
f

+ T Sympathetic activity
—— Sleep 7 ‘
fragmentation k
+ Systemic inflaimmation
Obesity Diabetes Metabolic
syndrome

Abbildung 4: OSAS als kardiovaskularer Risikofaktor
Dargestellt sind die Pathomechanismen, welche im Rahmen des OSAS zur Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen beitragen (Zamarrén et al. 2013, modifiziert).

Die wiederholten nachtlichen Apnoe-Hypopnoe-Episoden im Rahmen des OSAS gehen
mit einem Wechsel zwischen Hypoxie und Hyperkapnie (beim Verschluss der
Atemwege) und Reoxygenierung und Hypokapnie (infolge des Arousals) einher, wobei
die wiederholten Weckreaktionen zu einer Storung der physiologischen Schlafstruktur
fuhren. Eine schwere Beeintrachtigung des Schlafes kann dabei gesundheitliche Folgen
nach sich ziehen, die durch die Entstehung entziindlicher Prozesse im Kdrper sowie eine
Aktivierung des Sympathikus und Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
bedingt sind (Patel et al. 2009; Zamarrén et al. 2013).

Die repetitiven hypoxamischen Zustande fihren neben der Aktivierung des Sympathikus

und einer erhthten Freisetzung von Katecholaminen ebenfalls zur Bildung freier
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Sauerstoffradikale, welche oxidativen Stress verursachen und infolge ihrer grof3en
Reaktionsfreudigkeit zur Schadigung des GefalRendothels beitragen (Dimsdale et al.
1995; Zamarrén et al. 2013). Stérungen der Funktionen des Endothels, zu welchen die
Modulation des Gefafitonus, die Regulation der Gefal3permeabilitdt und die Anpassung
der antithrombotischen und antiadhésiven Eigenschaften der Gefalwand zéhlen,
werden als endotheliale Dysfunktion bezeichnet und begunstigen die Entwicklung von
Arteriosklerose (Kelm und Strauer, B. E. 1999; Bonetti et al. 2003). Infolge von
oxidativem Stress kommt es im Rahmen der endothelialen Dysfunktion auch zur
Hemmung der Stickstoffmonoxid-Synthase, welche fir die Bildung des Gefal3muskel-
relaxierenden und somit vasodilatativ wirksamen Stickstoffmonoxids (NO) aus der
Aminosaure Arginin zustandig ist. Dies filhrt in Kombination mit den erhéhten
Angiotensin II-Spiegeln und der verstarkten Sympathikusaktivitat zu einer peripheren
Vasokonstriktion, was die Entstehung einer arteriellen Hypertonie begtnstigt.

Die freien Sauerstoffradikale und der oxidative Stress infolge CIH induzieren au3erdem
neben der Bildung verschiedener Peptidhormone wie beispielsweise dem
vasokonstriktorisch ~ wirksamen  Endothelin-1  auch  die  Aktivierung  von
Transkriptionsfaktoren, zu denen neben pro-angiogenetischen Molekilen (Hypoxie
induzierter Faktor 1 HIF-1, Vascular endothelial growth factor VEGF) auch der Nukleére
Faktor-kappa B (NF-kB) als Hauptregulator der Entziindungsantwort gehort. Es kommt
zur Ausschittung entzindungsfordernder Zytokine, was durch Auslésung einer
systemischen Inflammation die endotheliale Dysfunktion und die erhohte
Sympathikusaktivitéat weiter verstarkt (Baguet et al. 2012; Zamarrén et al. 2013).

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass OSAS-Patienten im Vergleich zu
gesunden Menschen erhdhte Gewebe- bzw. Blutserumspiegel der Entziindungs-
mediatoren C-reaktives Protein (CRP), Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-6
und Cyclooxygenase (COX) 2 aufweisen (Minoguchi et al. 2004; Imagawa et al. 2004;
Ciftci et al. 2004; Ryan et al. 2005; Kokturk et al. 2005; Bravo et al. 2007; Tsatsanis et
al. 2006; Beaudin et al. 2014). Die Zytokine TNF-a und IL-6 fihren ihrerseits ebenfalls
zu einer Induktion des NF-kB-Signalweges, sodass die Entziindungsreaktion weiter
verstarkt wird (Ghosh et al. 1998).

Die systemische Inflammation foérdert jedoch nicht nur die endotheliale Dysfunktion,
sondern tragt auch zur Entwicklung der Arteriosklerose bei (Ross 1999). Infolge der
entstehenden Endothellasionen wird das Gerinnungssystem aktiviert, sodass bei
Patienten mit OSAS erhdhte Konzentrationen an Gerinnungsfaktoren (Reinhart et al.

2002; Kanel et al. 2005; Zamarron et al. 2008; Akinnusi et al. 2009) und D-Dimeren
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detektiert werden konnten, wobei die Spiegel der D-Dimere mit der Schwere der

nachtlichen Hypoxie korrelierten (Shitrit et al. 2005).

Die Mechanismen, die im Rahmen des OSAS zur Assoziation mit kardiovaskuléaren
Erkrankungen fuhren, sind in Abbildung 4 getrennt voneinander aufgefiihrt, jedoch
handelt es sich hierbei um ein Zusammenspiel aus pathologischen Vorgangen, welche
sich gegenseitig bedingen und beeinflussen. Auf die einzelnen Komorbiditaten soll im

Folgenden eingegangen werden.

1.2.2 OSAS und arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie ist eine haufige Komorbiditat des OSAS. Der zugrundeliegende
Pathomechanismus liegt in der Kombination aus gesteigerter Sympathikusaktivitat,
erhdohten  Katecholaminspiegeln, endothelialer  Dysfunktion und  peripherer
Vasokonstriktion begriindet, wie bereits im vorhergehenden Kapitel beschrieben wurde.
Mehr als 50% der OSAS-Patienten sind von arterieller Hypertonie betroffen (Baguet et
al. 2005; Dursunoglu et al. 2005), umgekehrt leiden etwa 30-40% der Hypertoniker an
einem OSAS (Somers et al. 2008). Die Assoziation zwischen OSAS und arterieller
Hypertonie konnte in einer Vielzahl von Studien belegt werden und besteht unabhéngig
von anderen Faktoren wie Geschlecht, Alter und Gewicht (Fletcher 1995; Nieto et al.
2000; Peppard et al. 2000). AuRerdem kann eine lineare Korrelation zwischen dem Grad
der Hypertonie und dem AHI beobachtet werden, wobei die Assoziation bei
Ubergewichtigen OSAS-Patienten starker ausfallt (Young et al. 1997; Nieto et al. 2000;
Peppard et al. 2000; Young et al. 2002).

Das OSAS wirkt sich dabei sowohl auf die systolischen als auch die diastolischen
Blutdruckwerte aus, wobei dies am Tag sowie in der Nacht gilt. Somers et al. zeigten,
dass bei OSAS-Patienten der nachtlich gemessene Blutdruck die Tageswerte teilweise
sogar ubersteigen kann, korrelierend mit der erhéhten Sympathikusaktivitat in der Nacht
(Somers et al. 1995). Die physiologische nachtliche Senkung des Blutdrucks um ca. 10-
20% des Tageswertes, das sogenannte ,Dipping“, wird folglich durch OSAS
aufgehoben; man spricht bei den Patienten von ,Non-Dippern®. Den Betroffenen fallt in
der Selbstmessung nicht selten ein erhdhter frihmorgendlicher Blutdruck auf, welcher in
Verbindung mit einem geringeren abendlichen Blutdruckwert ein OSAS wahrscheinlich
werden lasst (Kario et al. 2006; Matsui et al. 2009; Kario 2009).

In vielen Fallen werden die Patienten vor Diagnosestellung des OSAS aufgrund einer
arteriellen Hypertonie therapiert, die zunachst als essentielle Hypertonie eingestuft wird,

aufgrund der meist bestehenden Therapieresistenz jedoch weitere Diagnostik erfordert
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(Otake et al. 2002; Smith et al. 2002). In bis zu 80% der Falle einer therapieresistenten
Hypertonie ist ein OSAS ursachlich (Williams et al. 1985; Hirshkowitz et al. 1989; Logan
et al. 2001), insbesondere bei Patienten unter 50 Jahren (Grote et al. 2000; Calhoun et
al. 2008). Im Zuge der Hochregulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
zeigen OSAS-Patienten mit therapieresistenter Hypertonie héaufig sowohl gesteigerte
Angiotensin-lI-Konzentrationen (Takahashi et al. 2005) als auch erhdhte Aldosteron-
Spiegel, wobei hier ebenfalls eine Korrelation zum AHI erkennbar ist (Pratt-Ubunama et
al. 2007).

Wie schnell sich Blutdruckveranderungen infolge CIH einstellen kbnnen, demonstrierten
Tamisier et al. an gesunden Probanden (Tamisier et al. 2011). Sie konnten zeigen, dass
repetitive hypoxische Zustédnde bereits nach zwei Wochen zu einem Anstieg des
arteriellen Blutdrucks fuhren. Dabei wurde eine Steigerung des systolischen Wertes um
bis zu 8 mmHg, eine Erhéhung des diastolischen Wertes um bis zu 5 mmHg sowie eine
signifikante Zunahme der Sympathikusaktivitat beobachtet. Anhand dieser Tatsache
kann bereits auf die Bedeutung einer maoglichst frihzeitigen Diagnosestellung mit

baldigem Beginn einer Therapie geschlossen werden.

1.2.3 Koronare Herzerkrankung und Schlaganfélle

Patienten, die an OSAS leiden, weisen oft begleitend eine Vielzahl an kardiovaskularen
Risikofaktoren auf, wie z.B. arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ |,
Hyperlipidamie, Nikotinabusus und Ubergewicht. Damit einhergehend kann bei diesen
Patienten eine im Vergleich zur Gesamtbevdlkerung erhdhte Pravalenz von koronarer
Herzerkrankung (KHK) und Schlaganféallen (Mooe et al. 2001; Peker et al. 2006) sowie
eine erhthte Mortalitdt beobachtet werden (Peker et al. 2000). Neben den oben
genannten Risikofaktoren stellt das OSAS jedoch auch unabhéngig von anderen
Faktoren einen signifikanten Pradiktor fur die KHK dar, wie Gottlieb et al. im Rahmen der
prospektiven Sleep Heart Health Studie an 4422 Probanden zeigen konnten (Gottlieb et
al. 2010). So haben mannliche OSAS-Patienten im Alter von 40-70 Jahren und einem
AHI >30 ein um 68% hoheres Risiko fur die Entwicklung einer KHK (Myokardinfarkt,
Revaskularisationstherapie oder Tod implizierend) als gleichaltrige Probanden mit einem
AHI <5. Bei Patienten >70 Jahren und bei Frauen konnte diese Korrelation jedoch nicht
gezeigt werden (Gottlieb et al. 2010).

Laut Banno und Kryger tragt insbesondere die nachtliche Blutdruckerhéhung (,Non-
Dipping“) dazu bei, dass OSAS-Patienten ein erhohtes Risiko flir weitere

kardiovaskulare Erkrankungen aufweisen (Banno und Kryger 2007), so findet sich vor
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allem eine erhthte Pravalenz hyptertoniebedingter Schlaganfalle (Ishikawa et al. 2007;
Kokubo et al. 2008). Poza et al. konnten anhand einer Analyse von 79 Schlaganfall-
Patienten zeigen, dass 29% dieser Betroffenen an einem OSAS litten, was die
atembezogene Schlafstorung als einen unabhéngigen Risikofaktor fur ischamische
Hirninfarkte bei Personen <65 Jahren erscheinen lasst (Poza et al. 2000).

Das Risiko fiir ein kardiovaskulares oder zerebrovaskulares Ereignis kann jedoch bei
Méannern durch konsequente Behandlung mittels CPAP-Therapie wieder signifikant

reduziert werden (Capodanno et al. 2014).

1.2.4 Diabetes

Das OSAS wird weiterhin mit Insulinresistenz, Glukoseintoleranz und einem erhohten
Risiko fur die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ Il in Verbindung gebracht, wobei
diese Assoziation unabhangig von anderen Einflussfaktoren wie Adipositas besteht
(Pamidi et al. 2010; Punjabi et al. 2002). Unter OSAS-Patienten ist die Pravalenz von
Diabetes mellitus Typ |l signifikant erhéht im Vergleich zu Patienten ohne
schlafbezogene Atemstorung (Reichmuth et al. 2005; Seicean et al. 2008; Ronksley et
al. 2009; Botros et al. 2009), ebenso wie andererseits die Pravalenz von OSAS unter
Diabetikern verglichen mit Nicht-Diabetikern (West et al. 2006). Als zugrundeliegende
Pathomechanismen werden auch hier die Aktivierung von Sympathikus,
inflammatorischen Signalkaskaden und der Hypothalamus-Hypophysen-Achse infolge
von chronisch intermittierender Hypoxie und Schlaffragmentierung gesehen (Jun und
Polotsky 2009). Folge ist nicht nur eine mit dem Grad des Sauerstoffsattigungsabfalls
korrelierende, gestdrte Glucosetoleranz, sondern auch eine mit steigendem AHI
zunehmende Insulinresistenz (Punjabi et al. 2002) mit erhéhten Insulin-Plasmaspiegeln

(Ip und Mary et al. 2002).

1.2.5 Effekt der CPAP-Therapie

Wie bereits unter Punkt 1.1.5 beschrieben, beeinflusst eine konsequente CPAP-
Therapie durch eine Verbesserung des Schlafes (Follenius et al. 1991) nicht nur die
Symptomatik positiv, sondern mindert auch das kardiovaskulare Risiko.

So reduziert sich in der Folge nicht nur die Sympathikusaktivitat (Maser et al. 2008) und
die endotheliale Dysfunktion (Kohler et al. 2011), auch die Konzentrationen der pro-
inflammatorischen Marker TNF-a und IL-6 (Steiropoulos et al. 2009) sowie der

Katecholamine werden nachweislich vermindert (Minemura et al. 1998). Der oxidative
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Stress wird reduziert und die NO-Synthase-Aktivitdt gesteigert, was infolge der
vasodilatativen Wirkung von NO den peripheren GefalRwiderstand verbessert (Alonso-
Fernandez et al. 2009).

Auf diese Weise kann bereits durch eine vierwtchige CPAP-Beatmung eine Senkung
des diastolischen Blutdrucks erreicht werden (Faccenda et al. 2001), wobei eine
Langzeitbehandlung durch Normalisierung der Renin-, Aldosteron- (Follenius et al.
1991) und Angiotensin Il-Plasmaspiegel auch die physiologische néachtliche
Blutdrucksenkung (,Dipping®) wiederherstellen kann (Akashiba et al. 1999).

Auch die diabetische Stoffwechsellage kann durch die Uberdruckbeatmung positiv
beeinflusst werden. Neben einer Verminderung des postprandialen Blutzuckerspiegels
und des Hamoglobin A:c (HbA1c) (Babu et al. 2005) kann durch eine zweiwdchige CPAP-
Beatmung sowohl die Glukosetoleranz im oralen Glukose-Toleranz-Test als auch die
Insulin-Sensivitat und Insulin-Sekretion wie oben erwdhnt verbessert werden (Pamidi et
al. 2015).
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1.3 OSAS und die Auswirkungen auf das Herz

1.3.1 Kapillarisierung des Myokards

Die im Rahmen des OSAS auftretende CIH fiihrt zum Abfall des p.O» und im Folgenden
auch zur Sauerstoffunterversorgung von Zellen, was die Aktivierung des HIF-
Signalweges zur Folge hat. Dieser induziert eine Vielzahl weiterer Transkriptionsfaktoren
und erm@glicht auf die Weise die Anpassung des Gewebes an hypoxische Bedingungen
und das Uberleben der Zelle.

Unter normoxischen Bedingungen verbrauchen die Mitochondrien einen Grof3teil des
verfligbaren Sauerstoffes fur die Adenosintriphosphat (ATP)-Synthese zur Deckung des
zellularen Energiebedarfs (Rolfe und Brown 1997). Der verbleibende Sauerstoffanteil
wird fur andere Zellprozesse genutzt, wie beispielsweise fir die Inhibierung von HIF. Der
fur die zellulare Anpassung an das Sauerstoffangebot verantwortliche HIF-1 besteht aus
einer a- und einer 3- Untereinheit (Bardos und Ashcroft 2005), wobei die a-Untereinheit
sauerstoffabhangig hydroxyliert und in der Folge durch Hippel-Lindau-Proteine abgebaut
wird (Fandrey et al. 2006). Unter hypoxischen Bedingungen wird HIF-1 angesichts der
fehlenden Hydroxylierung oder durch NF-kB (van Uden et al. 2008; Rius et al. 2008)
aktiviert und die Produktion von Erythropoetin (EPO), VEGF, Glukose-Transportern
(GLUT 1 und 3) und der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) stimuliert (Schofield und
Ratcliffe 2004; Cummins und Taylor 2005). Die Aktivierung der iNOS erhéht Uber eine
Vasodilatation die Gewebeperfusion, wahrend durch die erhdhte Expression der
Glukosetransporter eine verbesserte Energiebereitstellung durch gesteigerte Glukose-
Aufnahme und Glykolyse erzielt werden kann. Der Wachstumsfaktor VEGF induziert
eine GefalRneubildung, durch Stimulation der EPO-Produktion wird die Zahl der fir den
Sauerstoff-Transport zustandigen Erythrozyten erhoht, was die Oxygenierung des

Blutes verbessert (Cummins und Taylor 2005a).

VEGEF ist ein Molekl, dessen Isoform VEGF-A proliferativ auf Endothelzellen wirkt und
die Neubildung von Gefal3en (Angiogenese) vorantreibt. Des Weiteren vermittelt das
Protein die Migration von Monozyten und Makrophagen, inhibiert den programmierten
Zelltod (Apoptose) (HUGO Gene Nomenclature Committee 2008) und ist an der
Entstehung von Arteriosklerose beteiligt (Takahashi et al. 2005; Lorier et al. 2011).
VEGF-A vermittelt seine Wirkung tber die Bindung an zwei verschiedene Tyrosinkinase-
Rezeptoren: VEGF-Rezeptor 1 und VEGF-Rezeptor 2 (Kinase insert domain receptor,

KDR). KDR stellt dabei den Hauptmediator der VEGF-A-induzierten Angiogenese dar,
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infolge dessen Aktivierung es neben der Inhibierung apoptotischer Vorgénge zu einer
Rekrutierung, Migration und Proliferation von Endothelzellen kommt (HUGO Gene
Nomenclature Committee 2008). Das vorhandene Kapillarnetz stellt hierbei den
Ausgangspunkt fur die Entwicklung neuer Kapillaren dar (Lorier et al. 2011). Die Isoform
VEGF-B hingegen spielt bei Entstehung und Wachstum neuer BlutgefaRe keine Rolle;
dennoch ist das Protein essentiell fur das Uberleben der neu entstandenen
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Perizyten. Ermoglicht wird dies durch die
Regulation einer Vielzahl von Genen durch VEGF-B, zu welchen unter anderem der
VEGF-Rezeptor 1 gehért (Zhang et al. 2009).

Teramoto et al. konnten im Jahre 2003 anhand von 24 an OSAS leidenden Patienten
zeigen, dass die im Rahmen des Syndroms auftretende néchtliche Hypoxie zu signifikant
erhohten Serumspiegeln von VEGF flhrt (Teramoto et al. 2003). Auch Schulz et al.
wiesen erhthte VEGF-Serumspiegel bei Patienten mit schwerem OSAS nach; der
Anstieg der Werte korrlierte mit dem  Ausmal des nachtlichen
Sauerstoffsattigungsabfalls der Patentien (Schulz et al. 2002). Durch eine
Sauerstoffapplikation wahrend des Schlafes (2L/min per Nasensonde) konnten die
erhdhten VEGF-Spiegel wieder gesenkt werden, was die Abhangigkeit der Expression
angiogenetischer Marker von Hypoxie nochmals unterstreicht (Teramoto et al. 2003). Im
Gegensatz zu diesen Studien konnte Maeder et al. beim Vergleich von Patienten mit
mildem OSAS zu Patienten mit einer schweren Form dem Schweregrad der
schlafbezogenen Atemstérung jedoch kein Einfluss auf die Hohe der Serumspiegel von
VEGF zusprechen (Maeder et al. 2014).

Neben der Hypoxie zahlt auRerdem ein erhdhter Serumspiegel von Angiotensin Il zu den
Hauptstimulatoren der VEGF-Expression. Patienten mit OSAS weisen neben den
erhohten VEGF-Werten auch eine verstarkte Angiotensin Il-Aktivitat in den Leukozyten
auf, welche im Hinblick auf die Pathogenese von Vaskularisierung und endothelialer

Dysfunktion bei OSAS-Patienten durchaus von Bedeutung ist (Takahashi et al. 2005)

Erste humane Biopsiestudien zeigten, dass die Hochregulation des fir die Angiogenese
zustandigen Wachstumsfaktors VEGF mdglicherweise zu einer erhdhten Kapillardichte
im Skelettmuskel von OSAS-Patienten fihrt. Dabei kommt es theoretisch zu einer
signifikanten Zunahme des Anteils an proliferierenden Endothelzellen sowie zu einer
verstarkten Exprimierung von VEGF durch die hypoxischen Endothelzellen (Wahlin-
Larsson et al. 2009; Lorier et al. 2011). Dieser Effekt, bisher nur am M. tibialis ant. des

Menschen getestet, konnte im Rattenmodel am Myokard gezeigt werden: Wang et al.
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untersuchten neben der myokardialen Kapillardichte auch die Expression
angiogenetischer Marker sowie das Vorhandensein von apoptotischen Vorgangen in
Abhangigkeit von der Dauer der intermittierenden Hypoxie (1, 7, 14 und 28 Tage) (Wang
und Si 2013). Bereits nach kurzer Zeit zeigte sich eine Hochregulation der messenger
Ribonukleinsaure (MRNA) und Proteinlevel von HIF-1a, VEGF und B-cell lymphoma 2
(Bcl-2), welche am 7. Tag den HoOchstwert erreichte. Eine signifikante Zunahme der
Kapillardichte konnte jedoch erst nach einer Dauer der Hypoxie-Exposition von 28 Tagen
detektiert werden, wobei zu diesem Zeitpunkt auRerdem die Induktion apoptotischer

Vorgénge beobachtet wurde (Wang und Si 2013).

Im Hinblick auf die angiogenetischen Vorgénge sollte auch der Proteinfamilie Notch
besondere Beachtung geschenkt werden, welche neben der Regulation von
Zelldifferenzierung und Zellinteraktionen auch direkte Effekte auf Angiogenese und
Apoptose ausibt (Miele und Osborne 1999). Das Gen wurde erstmals in der Fliege
Drosophila melanogaster beschrieben und kodiert fir Transmembran-Proteine (HUGO
Gene Nomenclature Committee 2008), die im GefalRsystem des Menschen exprimiert
werden (Lindner et al. 2001). Man unterscheidet Notch 1, 2, 3 und 4, wobei Notch 1 und
4 im Endothel von Arterien und Venen lokalisiert sind und Notch 3 in glatten
GefalRmuskelzellen zu finden ist (Rizzo et al. 2014). Stimulus fur die Expression des
Gens sind GefalRverletzungen, Myokardschadigungen (Lindner et al. 2001) und der NF-
kB-Signalweg (Wang et al. 2001; Quillard et al. 2010). Im Rahmen der Angiogenese
interagieren Notch und sein hochaffiner Ligand Delta-like ligand 4 (DlI4) mit VEGF-A und
sorgen fir das Gleichgewicht zwischen aussprossenden und gefaRbildenden Zellen
(Jakobsson et al. 2009). Die Bedeutung von Notch fir die Angiogenese wird durch die
Tatsache verdeutlicht, dass das Molekul auch in Abwesenheit von VEGF-A eine
Gefal3neubildung Uber den Notch-abhangigen VEGF-Rezeptor 3 (VEGFR3) induzieren
kann (Benedito et al. 2012). Unter Suppression des Notch/Dll4-Signalweges wird die
Angiogenese vor allem durch Hypoxie-vermittelte VEGF-Erh6hung moduliert (Watson et
al. 2013), jedoch kann diese nur in Anwesenheit von Notch die volle Wirkung entfalten
(Takeshita et al. 2007). Dem Protein wird des Weiteren eine wichtige Rolle bei der
Wundheilung und Reperfusion ischamischer Extremitaten zugesprochen (Liu et al. 2012;
Trindade et al. 2012).

Infolge der CIH kommt es bei OSAS-Patienten HIF-vermittelt auch zu einer verstarkten
Produktion von EPO, dem Wachstumsfaktor fir die Bildung und Differenzierung von

Erythrozyten und Thrombozyten im Rahmen der Hamatopoese (Cahan et al. 1995;
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Imagawa et al. 2001). Das Protein wird vor allem in den Endothelzellen und Fibrozyten
der Niere gebildet (Watkins et al. 1986; Wang und Semenza 1993); die Expression
korreliert mit dem Ausmald der Hypoxie (Jelkmann 1992) bzw. dem AHI. In der Folge
kann bei OSAS-Patienten im Rahmen der Anpassungsvorgédnge an Gewebshypoxie
eine erhohte Anzahl an Erythrozyten (Moore-Gillon und Cameron 1985), ein erhéhter
Hamoglobin (Hb)-Spiegel (Imagawa et al. 2001) sowie ein erhdhter Hamatokrit detektiert
werden (Fan et al. 2005).

1.3.2 Kardiales Remodeling

1.3.2.1 Fibrosierung des Myokards und Arrhythmien

Wie in Kapitel 1.2.1 bereits beschrieben wurde, weisen Patienten mit OSAS infolge der
RAAS-Hochregulierung erhdhte Plasma-Aldosteron-Spiegel auf (Pratt-Ubunama et al.
2007). Es ist bekannt, dass diese gesteigerten Aldosteron-Konzentrationen Uber die
Stimulierung der Expression von pro-fibrotischen Molekulen (z.B. transforming growth
factor-B1) mit kardialem Remodelling einhergehen, aus welchem Grund auch
Aldosteron-Antagonisten ein fester Bestandteil der Therapie nach Myokardinfarkt sind
(Marney und Brown 2007).

Kardiales Remodelling ist definiert als eine Veradnderung des Herzens infolge
Herzinfarkt, Druck- oder Volumenbelastung oder Entziindung, die sich molekular,
zellular und interstitiell manifestiert und klinisch in Form einer kardialen Funktionsstérung
in Erscheinung tritt (Gajarsa und Kloner 2011; Frangogiannis 2014). Die interstitiellen
fibrotischen Veranderungen kénnen anhand der Marker Prokollagen Typ | und Typ Il im
Serum detektiert werden, wobei bei OSAS-Patienten in Korrelation mit dem
Schweregrad ihrer linksventrikuldren Funktionseinschrankung signifikant erhghte
Spiegel dieser Fibrose-Marker nachgewiesen werden konnten (Baguet et al. 2012).
Auch die Fibrose-induzierenden Gene zeigten sich infolge der CIH hochreguliert (Fan et
al. 2005).

In diesem Zusammenhang sollte weiterhin Notch Erw&hnung finden, dessen Isoform 1
eine zentrale Rolle im Rahmen des kardialen Remodelings einnimmt und zur Reduktion
dieser pathologischen Vorgange beitragt. Dabei unterstitzt die Aktivierung von Notchl
im infarzierten Myokard das Uberleben der Kardiomyozyten, induziert die Proliferation
kardialer Stammzellen sowie deren Differenzierung zu Kardiomyozyten und treibt die
Angiogenese voran (Rizzo et al. 2014). Eine Ubersicht iiber diese Notchl-vermittelten

Prozesse gibt Abbildung 5.
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Die Isoform Notch3 hingegen konnte mit der Differenzierung von Makrophagen und
anderen pro-inflammatorischen Prozessen in Verbindung gebracht und gemeinsam mit
dem Liganden DII4 in arteriosklerotischen Plaques detektiert werden (Fung et al. 2007),
wahrenddessen die Inhibierung des DlIl4-vermittelten Notch3-Signalweges zur
signifikanten Verminderung der arteriosklerotischen Prozesse fihrte (Fukuda et al.
2012).

POST-INFARCTION
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Abbildung 5: Die Bedeutung von Notch fur kardiales Remodeling

Nach akutem Myokardinfarkt begiinstigt Notch das Uberleben der Kardiomyozyten, fordert
sowohl Angiogenese als auch die Proliferation von Progenitorzellen und vermindert fibrotische
Umbauvorgange des infarzierten Gewebes (Rizzo et al. 2014, modifiziert).

Wie in Abbildung 5 dargestellt ist, fuhrt eine Notchl-Inhibition zur gesteigerten
interstitiellen Fibrosierung des Myokards. Damit einhergehend steigt auch das Risiko fr
Arrhythmien, von welchen nahezu die Halfte aller OSAS-Patienten betroffen ist (Hayashi
et al. 2008). Neben Sinusarresten und AV-Blocken kénnen insbesondere ventrikulare
Extrasystolen (VES) beobachtet werden (Guilleminault et al. 1983), deren Haufigkeit
signifikant mit der Schwere des Sauerstoffsattigungsabfalls zunimmt (Shepard et al.
1985). Wahrend das Risiko fur einen plotzlichen Herztod in der generellen Population

zwischen 6 Uhr morgens und den frihen Nachmittagsstunden am hdchsten ist, tritt
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dieser bei OSAS-Patienten vor allem zwischen Mitternacht und 6 Uhr morgens auf. Das
relative Risiko korreliert hierbei mit dem AHI der Patienten, was die Toxizitat der Hypoxie
fur das Myokard verdeutlicht (Gami et al. 2005). Durch konsequente CPAP-Therapie
kann dieses Risiko wieder gesenkt werden, wobei bereits eine einmonatige Behandlung
die Haufigkeit der VES wahrend des Schlafes um 58% reduziert (Ryan 2013).

Neben den ventrikularen Extrasystolen kann bei OSAS-Patienten weiterhin haufig
Vorhofflimmern (VHF) infolge der atrialen Dilatation detektiert werden (Aslan et al. 2013).
Auch umgekehrt zeigte sich die Pravalenz des Schlafapnoe-Syndroms bei Patienten mit
VHF signifikant erhdht im Vergleich zu Patienten mit anderen multiplen kardiovaskularen
Risikofaktoren (Gami et al. 2004). Wird das VHF mittels Kardioversion therapiert, so
haben Patienten mit unbehandeltem OSAS eine 82% hohere Wahrscheinlichkeit fur ein
Wiederauftreten der Herzrhythmusstérung im Vergleich zu Patienten, die eine CPAP-

Beatmung erhalten (42%) (Kanagala et al. 2003).

1.3.2.2 Linksventrikuléare Hypertrophie

Die arterielle Hypertonie ist eine haufige Folgeerkrankung des OSAS. Es wird
angenommen, dass ein unbehandelter Bluthochdruck tber langere Zeit zur Entwicklung
einer hypertensiven Herzkrankheit fuhrt. Dies ist ein Krankheitsbild, das mit einer
linksventrikularen Hypertrophie einhergeht und letztlich zur chronischen Herzinsuffizienz
fihren kann. Infolge der Druckbelastung der Ventrikel durch die arterielle Hypertonie
kommt es zunadchst zu einer Zunahme vor allem der linksventrikularen
Herzmuskelmasse, was aufgrund des zunehmenden Sauerstoffbedarfs des Myokards
eine Koronarinsuffizienz zur Folge hat. AuRerdem schrankt die Hypertrophie die
diastolische Fullungsfahigkeit der Ventrikel ein, sodass eine diastolische Dysfunktion
entsteht (Motz et al. 1995; Schmieder und Messerli 2000; Schwab et al. 2009).
Passend zur Tatsache, dass ca. 50% aller OSAS-Patienten an Hypertonie leiden
(Cloward et al. 2003; Dursunoglu et al. 2005), konnte in einer Vielzahl von Studien mittels
Echokardiographie eine erhghte Pravalenz fur myokardiale Hypertrophie bei OSAS-
Patienten gezeigt werden (Hedner et al. 1990; Kraiczi et al. 2001; Chami et al. 2008).
Die Zunahme der Herzmuskelmasse wird neben einem hohen systolischen Wert (Haider
et al. 2003) insbesondere durch die nachtliche Blutdruckerhéhung (,Non-Dipping*)
beginstigt, von der viele der Schlafapnoe-Patienten betroffen sind (Verdecchia et al.
1990). Noda stellte in einer Untersuchung von 51 OSAS-Patienten mittleren Alters eine
Assoziation zwischen Hypertrophie und AHI fest. So zeigte sich bei Patienten mit einem

milden OSAS (AHI <20) in 30% der Féalle eine linksventrikulare Hypertrophie (LVH) und
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kein Fall mit rechtsventrikularer Hypertrophie (RVH), wahrend bei Patienten mit einem
moderaten bis schweren OSAS (AHI >30) 50% der Betroffenen eine LVH und 30,5%
eine RVH aufwiesen. Weiterhin konnte eine Korrelation der Dauer des néchtlichen SpO.-
Abfalls <90% mit der Schwere der linksventrikularen Hypertrophie festgestellt werden
(Noda 1995). Jungere Studien liefern ahnliche Ergebnisse hinsichtlich der Verbindung
zwischen linksventrikularer Hypertrophie und AHI (Cloward et al. 2003; Dursunoglu et al.
2005). So detektierten Dursunoglu et al. eine Zunahme der interventrikularen
Septumdicke von durchschnittlich 9,9 mm bei einem milden OSAS (AHI 5-14) auf 11,2
mm bei der schweren Form (AHI >30) und eine Verbreiterung der linksventrikularen
Hinterwand von 9,8 mm auf 11,4 mm (Dursunoglu et al. 2005). Auch Aslan et al. zeigten
anhand einer Untersuchung von 80 Patienten, dass die moderate bis schwere Form des
OSAS mit einer signifikanten Dickenzunahme des interventrikularen Septums
einhergeht, wobei diese Beobachtung bereits vor Entwicklung einer Hypertonie oder
einer anderen kardiovaskularen Begleiterkrankung gemacht werden konnte (Aslan et al.
2013). Diese Daten sprechen folglich dafir, dass die im Rahmen des OSAS auftretende
kardiale Hypertrophie auch unabhéngig von arterieller Hypertonie auftreten kann. Die
Vorgange sind jedoch reversibel: eine sechsmonatige CPAP-Therapie kann die

Herzmuskelmasse wieder nachweislich reduzieren (Colish et al. 2012).

Die Mechanismen, die zur kardialen Hypertrophie fuhren, sind Gegenstand aktueller
Forschung. Angesichts der aktuellen Studienlage wird die Aufmerksamkeit zunehmend
auf die Interaktion zwischen der neuronalen NO-Synthase (nNOS), Calcineurin und der
Plasmamembran-Ca?*-ATPase (PMCA) 4 gelenkt.

Bisher konnte gezeigt werden, dass eine Dehnung der Kardiomyozyten infolge
Druckbelastung, wie sie beispielsweise im Rahmen der arteriellen Hypertonie auftritt, die
intrazellulare Ca?*-Konzentration erhoht. Dies aktiviert die Ca?*-abhangige Phosphatase
Calcineurin, welche den Transkriptionsfaktor nuclear factors of activated T cells 3 (NF-
AT3) phosphoryliert und dessen Translokation in den Zellkern ermdglicht. Dort induziert
NF-AT3 die Expression weiterer Transkriptionsfaktoren, welche udber eine
GroRRenzunahme der Kardiomyozyten und gesteigerte Proteinsynthese die kardiale
Hypertrophie in Gang setzen (Molkentin et al. 1998).

Die kardiale Kontraktilitdt wird durch die bereits erwahnte nNOS moduliert (Ashley et al.
2002; Barouch et al. 2002), die zur Proteinfamilie der NO-Synthasen gehért und des
Weiteren an der Aufrechterhaltung des Ca?*-Haushaltes (Khan und Hare 2003; Sears et
al. 2003) und des Redoxgleichgewichtes (Hare und Stamler 2005) beteiligt ist. Wie
Oceandy et al. zeigen konnten, wird die nNOS durch die Isoform 4b der PMCA reguliert,
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was der Ca?-Pumpe eine groRere Bedeutung fur das Herz beimisst als zunachst
vermutet wurde (Oceandy et al. 2007; Mohamed et al. 2011).

Die Datenlage ist jedoch uneindeutig:

Oceandy et al. zeigten anhand eines transgenen Mausmodells mit Uberexpression der
PMCA4b eine reduzierte Kontraktionsantwort bei B-adrenerger Stimulation sowie eine
signifikante Reduktion des linksventrikularen enddiastolischen Durchmessers und eine
signifikante Zunahme des Ratios Herzgewicht/Kérpergewicht der Mause (Oceandy et al.
2007). Diese Ergebnisse und die Tatsache, dass im Sarkolemm insuffizienter Herzen
von Menschen und Ratten erhohte Konzentrationen der nNOS detektiert werden
konnten (Damy et al. 2004; Bendall et al. 2004), lassen eine Beteiligung der PMCA4b an
der Entstehung von kardialer Hypertrophie und Remodelling vermuten.

Ein a&hnliches Ergebnis hinsichtlich kardialer Kontraktilitat erhielten Mohamed et al., die
am Mausmodell die Auswirkungen eines PMCA4-Knockouts untersuchten und dabei
eine Zunahme der myokardialen Kontraktilitdt detektieren konnten (Mohamed et al.
2011). Die eigentliche Funktion der PMCA - der Transport von Ca?' aus den
Kardiomyozyten in den Extrazellularraum im Rahmen der Relaxation des Myokards -
blieb entgegen der Erwartungen jedoch unbeeinflusst. Der zugrundeliegende
Mechanismus liegt laut Mohamed et al. in der PMCA4-Knockout-vermittelten
Delokalisation der nNOS von der Plasmamembran ins Zytosol der Kardiomyozyten, was
Uber eine Erhthung des cyclischen Adenosinmonophosphats (CAMP) zur Aktivierung
von L-Typ-Ca?*-Kanalen und Ryanodin-Rezeptoren fiihrt und durch verstarkten Ca?*-
Einstrom in die Kardiomyozyten die Kontraktilitat erhoht (Mohamed et al. 2011).

Wu et al. hingegen zeigten anhand ihres Mausmodells, dass eine Uberexpression der
PMCA4b die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie infolge Druckbelastung
vermindern kann, ohne das Herz in einer anderen Art und Weise zu beeintrachtigen oder
zu schadigen (Wu et al. 2009). Die Druckbelastung wurde dabei mittels Verengung der
Aorta (transverse aortic constriction, TAC) simuliert. Auch die oft mit einer Hypertrophie
einhergehende interstitielle Fibrose und ein in der Folge entstehendes Lungenddem
wurden unter PMCA4b-Uberexpression nicht beobachtet. Eine Ausschaltung (Knockout)
des Gens fuhrte unter gleichen Bedingungen bereits nach kurzer Dauer der
Druckbelastung zu einer signifikanten Hypertrophie mit bald darauffolgender
Dekompensation.

Angesichts dieser gegensatzlichen Ergebnisse bleibt die Bedeutung der PMCA4

uneindeutig, insbesondere auch im Hinblick auf das OSAS.
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1.3.3 Herzinsuffizienz

Das OSAS geht mit einem erhéhten Risiko fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz
einher. Wéahrend den OSAS-Patienten im Rahmen der Sleep Heart Health Studie im
Jahre 2001 ein im Vergleich zur Gesamtbevolkerung 2,4fach erhdhtes Risiko
zugeschrieben wurde (Shahar et al. 2001), ist in jingeren Studien von einem um bis zu
58% gesteigerten Risiko die Rede (Gottlieb et al. 2010). Tatsachlich betroffen sind
schatzungsweise 11% der OSAS-Patienten, wobei umgekehrt in einem Drittel der Falle
bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz begleitend ein OSAS detektiert werden
kann (Javaheri et al. 1998; Sin et al. 1999). Oftmals auf3ern die Betroffenen bereits vor
Diagnosestellung der schlafbezogenen Atemstorung Symptome einer Herzinsuffizienz
(Shahar et al. 2001) oder sind aufgrund dessen in arztlicher Behandlung (Smith et al.
2002).

Eine Herzinsuffizienz ist laut der World Health Organization (WHO) definiert als
Unfahigkeit des Herzens, die Organe in einem ausreichenden MalRe mit Blut und somit
auch Sauerstoff zu versorgen. Man unterscheidet dabei die systolische Herzinsuffizienz
infolge verminderter Pumpfunktion von der diastolischen Herzinsuffizienz, welche durch
eine herabgesetzte Dehnbarkeit der Ventrikel mit eingeschranktem Fillungsvermdgen
in der Diastole kennzeichnet ist (Herold 2015).

Beide Formen kénnen im Rahmen der Schlafstérung auftreten (Shahar et al. 2001;
Vitarelli et al. 2013), wobei korrelierend zur hohen Pravalenz von Hypertonie unter den
OSAS-Patienten die linksventrikulare diastolische Dysfunktion haufiger auftritt. Die
Korrelation besteht unabhéngig von anderen Einflussfaktoren und zeigt sich unter
CPAP-Behandlung rucklaufig (Arias et al. 2005; Pack und Gislason 2009). So konnte in
einer Untersuchung von 150 neudiagnostizierten OSAS-Patienten bei 23% eine
verminderte Dehnbarkeit des linken Ventrikels detektiert werden, wobei das Ausmal} der
linksventrikularen diastolischen Dysfunktion von der Hohe des systolischen Blutdrucks
und der Schwere des nachtlichen SpO»-Abfalls abh&ngig war (Baguet et al. 2010). Auch
Vitarelli et al. untersuchten kardiale Funktionsparameter von OSAS-Patienten in
Abhangigkeit von deren AHI, wobei sich auch hier Hinweise fir eine linksventrikulare
diastolische Dysfunktion zeigten, welche sich infolge CPAP-Therapie wieder
verbesserte. Zur Evaluierung erhoben Vitarelli et al. die Torsion des linken Ventrikels
(Vitarelli et al. 2013), welche die helikale Anordnung der Myokardfasern beschreibt und
als wichtiger Faktor der normalen systolischen und diastolischen Funktion gilt.
Myokardiale Schaden verandern diese Rotation, sodass in frihen Stadien einer
diastolischen Dysfunktion haufig erhdhte Torsionswerte zu finden sind (Nakatani 2011,
Milling 2013).



1 Einleitung 25

Die globale Funktion des Herzens kann anhand des Myocardial Performance Index
(MPI) bestimmt werden, welcher echokardiographisch mittels Tissue-Doppler erhoben
wird und sich aus der Summe der isovolumetrischen Kontraktionszeit (IVCT) und der
isovolumetrischen Relaxationszeit (IVRT), dividiert durch die Ejektionszeit (ET)
errechnet. Der MPI dient als Mal fir die systolische und diastolische Funktion der
Ventrikel, wobei die Hohe der Index-Werte mit dem Ausmalf3 der kardialen Dysfunktion
korreliert (Tei et al. 1996; Dissertation Kraut 2014). In mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit einem schweren Schlafapnoe-Syndrom einen signifikant
erhdhten MPI sowohl des rechten als auch des linken Ventrikels im Vergleich zu
Patienten mit mildem OSAS aufweisen (Dursunoglu et al. 2005; Gao et al. 2009). Diese
Verbindung bestand unabhangig von der Diagnose Hypertonie und liel3 eine Korrelation
mit dem AHI erkennen (Gao et al. 2009).

Hinsichtlich der molekularbiologischen Mechanismen, die an der Entwicklung der
Herzinsuffizienz beteiligt sind, spielt die suppressor of cytokine signaling (SOCS)-
Proteinfamilie eine zentrale Rolle. Die Proteine sind intrazelluléar lokalisiert und besitzen
eine SH>-Domane, mit welcher sie die Bindung an die jeweiligen Molekille modulieren.
In Bezug auf das Myokard sind insbesondere die Isoformen SOCS1 und 3 aufgrund ihrer
Interaktion mit dem Januskinase (JAK)- Signal Transducers and Activators of
Transcription (STAT)-Signalweg von Bedeutung, dessen Aktivierung protektive Effekte
auf das Herz ausubt. Uber die SOCS-vermittelte Hemmung des JAK-STAT-Signalweges
ist das Protein sowohl an der Entstehung von kardialer Hypertrophie als auch an
inflammatorischen, apoptotischen und fibrotischen Prozessen beteiligt und tragt so zur
Entwicklung von kardialem Remodelling nach Myokardinfarkt bei (Yasukawa et al. 2012;
Carow und Rottenberg 2014). Aus diesem Grund wird SOCS nicht unter den jeweiligen
Themengebieten aufgefiihrt, sondern zur Verdeutlichung der Zusammenhéange in
diesem Kapitel dargelegt.

Der JAK-STAT-Signalweg wird durch Bindung verschiedener Zytokine, wie z.B. IL-6, IL-
11, Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF), Leukamiehemmender Faktor
(LIF) und Cardiotropin (CT)-1, aber auch durch EPO und SOCS3 aktiviert. Die Molekdle
binden dabei an die JAK, eine Tyrosinkinase in der Zellmembran der Kardiomyozyten,
welche daraufhin dimerisiert und durch Phosphorylierung die Bindung der STATS
erma@glicht. Bei den STATs handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, welche, ebenfalls
nach Phosphorylierung und Dimerisierung, in den Zellkern gelangen und dort die
Transkription einer Vielzahl von fur Zellproliferation, -differenzierung und -tberleben
zustandigen Genen induzieren. Die den JAK-STAT-Signalweg induzierenden Zytokine

sind folglich essentiell fir diese zellerhaltenden Prozesse, wobei die Hemmung dieses
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Pfades durch SOCS3 im Umkehrschluss mit gesteigerter Inflammation und Apoptose

einhergeht (Yasukawa et al. 2012; Carow und Rottenberg 2014).

Cytokines regulated by SOCS3
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P akT ) "sTats "ERk124 w
= o g ¥ ~ ~~
MinenaneE Apoptosis Inflammation Quaaie Angiogenesis
damage stress 9iog

| J
I

- Myocardial injury ‘

Cardiomyocyte

Abbildung 6: SOCS3-Knockout bei Myokardinfarkt

Ein SOCS3-Knockout fuihrte im Mausmodell nach Myokardinfarkt zu einer Hochregulation
kardioprotektiver Signalwege, was mit einer Verminderung von Inflammation, apoptotischen
Vorgangen und Mitochondrienschaden einhergeht und die Kapillarneubildung beglnstigt
(Yasukawa et al. 2012, modifiziert).

Um die Rolle des Proteins weiter zu prazisieren, untersuchten Oba et al. anhand von
SOCS3-Knockout-Mausen die Auswirkungen einer SOCS3-Hemmung auf das Myokard
nach akutem ischamischen Infarkt, welche in Abbildung 6 schematisch dargestellt sind
(Oba et al. 2012). So zeigte sich, dass das SOCS3-Knockout eine Hochregulation des
kardioprotektiven Signalwegs STAT3 zur Folge hat, wodurch die pathologischen
Vorgéange des kardialen Remodellings reduziert, die Entwicklung einer linksventrikularen
Hypertrophie verhindert und apoptotische und inflammatorische Vorgange vermindert
werden konnten (Oba et al. 2012).

Weiterhin konnte im Rahmen des SOCS-Knockouts eine reduzierte Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien beobachtet werden (Oba et al. 2012), was einen
Erklarungsansatz fur den in Abbildung 6 beschriebenen verminderten Zelluntergang

darstellt.

Mitochondrien sind der Hauptproduzent des zellularen Energielieferanten ATP und in
Organen wie dem Herzen, der Niere und dem Gehirn in einer hohen Zahl zu finden.
Neben ihrer Funktion als ,Kraftwerke der Zelle® sind sie allerdings auch an der

Zellproliferation, der Apoptose, der Erhaltung der intrazellularen Calcium-Homoostase
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sowie an der Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt, sodass es infolge
eines mitochondrialen Schadens oder einer Dysfunktion zur Beeintrachtigung der
gesamten Zellfunktion kommt (Jakobs 2004; Eirin et al. 2014). Mitochondrien sind auch
an den apoptotischen Sighalwegen beteiligt, wobei es infolge eines apoptotischen
Stimulus zur Permeabilititserhbéhung der mitochondrialen Membranen kommt. An
diesem sogenannten mitochondrialen Permeabilitatsibergang (Mitochondrial
Permeability Transition, MPT), welcher gekennzeichnet ist durch den Verlust des
Transmembranpotentials, einer Schwellung der Matrix, der Hemmung der ATP-
Produktion sowie der Freisetzung des mitochondrialen Elektronentransporters
Cytochrom c aus dem Intermembranraum der Mitochondrien ins Zytosol, sind Proteine
der inneren und &uf3eren Membran beteiligt. Diese Proteine formen einen Komplex
(MPT-Pore), an welchem neben einem spannungabhéngigen Anionenkanal (Voltage
Dependent Anion Channel, VDAC) auch die apoptotischen Molekiile Bcl-2 und Bcl-2
associated X protein (Bax) beteiligt sind. Der MPT fihrt, bedingt durch die
Matrixschwellung, zur Ruptur der &uf3eren Mitochondrienmembran, was aufgrund der
damit einhergehenden Freisetzung von proapoptischen Molekilen (z.B. Cytochrom ¢
und Procaspasen) aus dem Intermembranraum in das Zytosol in der Regel im
programmierten Zelltod resultiert (Zoratti und Szabo 1995; Green und Reed 1998;
Crompton 1999; Zamzami und Kroemer 2001; Wang et al. 2015).

Im Hinblick auf den programmierten Zelltod spielt somit nicht nur SOCS3 eine wichtige
Rolle, sondern auch die Bcl-2-Proteinfamilie, zu welcher Apoptose inhibierende
Molekiile (anti-apoptotisch, Bcl-2) und Apoptose fordernde (pro-apoptotisch, Bax)
gehoren. Das anti-apoptotische Bcl-2 ist ein integrales Membranprotein in der auf3eren
Mitochondrienmembran und entfaltet seine Wirkung durch Stabilisierung des
Transmembranpotentials des Mitochondriums. Es wurde erstmals in Tumorzellen eines
B-Zell-Lymphoms isoliert, was einerseits zur Namensgebung fuhrte und andererseits die
Bedeutung des Molekils als Protoonkogen verdeutlicht, welches bei Uberexpression
durch Inhibition der Apoptose zur Entstehung von malignen Tumoren beitragen kann
(Chao und Korsmeyer 1998; HUGO Gene Nomenclature Committee 2008).

Bax gehort zu den pro-apoptotischen Molekilen und vermittelt die Induktion der
Apoptose durch Bindung an und Inhibierung von Bcl-2. Bax liegt frei im Zytosol der Zellen
vor und wird durch einen apoptotischen Stimulus zur Bildung von Bax-Homodimeren
angeregt. Infolgedessen kann das Protein ins Mitochondrium gelangen und dort die
Freisetzung von Cytochrom c induzieren, wobei dies entweder uber die Offnung des
VDAC oder Uber den Einbau einer Pore infolge Tetramerisierung geschieht (Desagher
und Martinou 2000; Zamzami und Kroemer 2001). Die Expression von Bax wird durch

den Tumorsuppressor p53 reguliert, welcher im Falle von DNA-Schaden
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Reparaturmechanismen in Gang setzt, den Zellzyklus stoppt und mittels Bax-Aktivierung
die Apoptose induziert (Gross et al. 1998; HUGO Gene Nomenclature Committee 2008).
Der Transkriptionsfaktor p53 selbst hat vielfaltige Einflisse auf die mitochondriale
Funktion. So kann er zum einen die Synthese des fur die Atmungskette wichtigen
Enzyms Cytochrom-c-Oxidase (Komplex V) induzieren, was zur Aufrechterhaltung der
mitochondrialen Atmung beitragt (Fields et al. 2007; Dai et al. 2016). Zum anderen erfolgt
bei Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies und der damit einhergehenden
Einschrankung der mitochondrialen Funktion die Translokation in den Zellkern zum
Zweck der Expressionssteigerung von Mieap, das mittels Eliminierung von oxidierten
Proteinen geschadigter Mitochondrien an deren Qualitdtserhaltung beteiligt ist
(Miyamoto et al. 2011). Bei irreversibler Schadigung kann p53 jedoch auch selbst die
Apoptose des Mitochondriums durch Translokation in das Zellorganell herbeifiihren (Qi
et al. 2011; Dai et al. 2016).

Die molekularbiologischen Mechanismen, die im Rahmen des OSAS zur Entwicklung
einer Herzinsuffizienz fiahren, sind komplex und bedirfen weiterer Kléarung,
insbesondere im Hinblick auf die Bedeutung von SOCS3 und die zur mitochondrialen

Dysfunktion fihrenden Prozesse.
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1.4 Ziel der Arbeit

Das OSAS ist ein Krankheitshild, dessen Pravalenz sich angesichts der steigenden
Inzidenz des Hauptrisikofaktors Ubergewicht/Adipositas vermutlich weiter erhéhen wird.
Die Assoziation zu der Vielzahl an Begleiterkrankungen wie endothelialer Dysfunktion,
arterieller Hypertonie und Insulinresistenz verdeutlicht die Bedeutung einer frihen
Diagnosestellung und konsequenten Therapie der schlafbezogenen Atemstdrung.
Aufgrund Klinischer Studien darf als gesichert gelten, dass der Hypoxie-
Reoxygenierungs-Stress im Rahmen des OSAS Uber die Entwicklung einer kardialen
Hypertrophie und ventrikularen Dysfunktion auch zu einer Herzinsuffizienz fihren kann,
wobei die zugrundeliegenden histomorphologischen und molekularbiologischen
Veranderungen des Myokards bisher wenig untersucht wurden. Insbesondere fehlen
systematische Untersuchungen an einem geeigneten Tiermodell des OSAS, welche im

Rahmen dieses Projekts durchgefiihrt werden sollen.

In der vorliegenden Arbeit, welche einen Teilaspekt einer kooperativen Studie darstellt,
werden anhand eines Mausmodells der CIH entsprechende linksventrikulare Myokard-
Veranderungen untersucht, die funktionelle Relevanz haben kénnten.

Es kann vermutet werden, dass es infolge der Anpassungsmechanismen an chronische
Hypoxie zu einer vermehrten Kapillarisierung des Myokards kommt. Fraglich ist jedoch,
ob es angesichts des Hypoxie-bedingten pro-inflammatorischen Milieus zur gesteigerten
Perfusion kommt oder ob dies angesichts der endothelialen Dysfunktion zu einer Stérung
der Angiogenese fuhrt. Wir untersuchten dazu die Expression angiogenetischer
Faktoren (VEGF-A, VEGF-B, KDR, Notchl, Notch3) auf RNA-Ebene mittels gRT-PCR
im Vergleich zur histologisch detektierbaren Kapillardichte mittels Lektin-Farbung.
AuRBerdem betrachteten wir im linksventrikularen Myokard die Expression
inflammatorischer Marker (TNF-a, COX-2, IL-6 und IL-1B) auf Gen-Ebene sowie deren

Verteilungsmuster mittels immunhistochemischer Farbungen.

Zur Evaluierung, welche Mechanismen an der Entwicklung von kardialer Hypertrophie
und ventrikularer Dysfunktion beteiligt sind, analysierten wir zum einen die im Rahmen
des OSAS bisher noch nicht untersuchten Ca?*-Transporters PMCA4 (als Faktor im den
Hypertrophie-induzierenden Calcineurin/NFAT-Signalweg) sowie die Bedeutung
apoptotischer Signale beziglich mdglicher Funktionseinbuf3en des Myokards anhand
der genetischen Expression des anti-apoptotischen Faktors Bcl-2 und der pro-
apoptotischen Faktoren Bax und Caspase 3. Die Bedeutung von CIH fur die

mitochondriale Integriat und die Rolle einer méglichen mitochondrialen Dysfunktion fir
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die entstehende Herzinsuffizienz bei OSAS-Patienten wurden bisher noch nicht
untersucht und sollen im Rahmen dieses Projekts mittels Transmissions-Elektronen-
Mikroskopie erhoben werden.

Desweiteren untersuchten wir die Expression von SOCS3 als integralen
Regulationsfaktor von inflammatorischen, apoptotischen und Hypertrophie-
vermittelnden Prozessen bei myokardialen Veréanderungen im Rahmen der

Herzinsuffizienz.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerate

Hersteller

Autoklav Heratherm Oven OMS 100
Bioanalyzer 2100

Biofuge Fresco

Bunsenbrenner FIREBOY plus
Chip Priming Station
Elektronenmikroskop Zeiss EM 10 C
Farbkamera AxioCam MRc

KMR3 Glass Knifemaker

Kryostat Hyrax C 60

Magnetrihrer IKAMAG® RET-GS
Mikroskop Axio Imager. M2
Mikroskop BH-2

MJ-Research PTC-200 Thermocycler

Multipette plus

NanoDrop 2000C, UV-Vis

Spectrophotometer

Pipetman Classic P10, P20, P100, P200,
P1000

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA
Heraeus Holding GmbH, Hanau

INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA
Carl Zeiss AG, Oberkochen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar
Carl Zeiss AG, Oberkochen

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Olympus GmbH, Hamburg

Global Medical Instrumentation Inc.,

Ramsey, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Gilson Inc., Middleton, USA
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Reichert Ultracut S Ultramikrotom

Thermoshaker PHMT-PSC-15
Thermozykler Mx3005P QPCR Systems
TKA Gen Pure mit xCAD Dispenser

UV Sterilizing PCR Workstation
Vortexer MS 3

Waage KB 3600-2N

Wéarmeschrank Hera Cell

Zentrifuge Perfect Spin P

Zentrifuge Pico 17

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,

Wetzlar, Germany

Grant Instruments Ltd., Cambrigde, UK
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA
Thermo Electron LED GmbH, Niederelbert
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Tabelle 2: Liste der verwendeten Gerate

2.1.2 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

10x Reaktionspuffer mit MgCl,
2,4,6-Tri-(dimethylaminomethyl)phenol
2-Dodecenyl-Bernsteinsaureanhydrid
Ampuwa, Wasser fir Injektionszwecke

Blei(ll)-nitrat

Bovines Serumalbumin; Fraktion V
Cacodilatpuffer

Chloroform

D-(+)-Galactose, 2 99 % (G0750)

DePex Eindeckmittel Gurr®

Fisher Scientific, Schwerte

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg

Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH,

Seelze

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA

VWR International Ltd., Poole UK
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Destilliertes Wasser, DNase/RNase-frei

Diaminobenzidin (DAB) Substrate

Diaminobenzidin (DAB) Substrate Peroxide

Buffer
di-Natriumtetraborat-Decahydrat
DNase |, RNase-frei

dNTP Mix

Dulbecco’s PBS (1x) (without Ca & Mg)

Dulbecco’s PBS (Powdered Buffer, without
Ca & Mg)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Eosin G

Epon C

Ethanol 2 99,7 %, unvergallt

Ethanol 70 %

Ethanol 96 %

Flussigstickstoff

Gelantine gepulvert

Gelantinekapseln

Glutaraldehyd 25 % (wéassrige Losung)
Glycin

Hamalaunlésung sauer nach Mayer
Isopropanol 2 99,7 %

Kaisers Glyceringelantine (Eindeckmittel)

Kaliumchromsulfat

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Scientific, Schwerte

Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA
Linde AG, Miinchen

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Trihydrat

Lectin von Bandeiraea simplicifolia, Biotin-

konjugiert (L3759)
Methylnadicanhydrid

Natronlauge (NaOH [1 mol/l])

Oligo (dt)18-Primer
Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd

peqGOLD TriFast

Pferdeserum (Donor Horse Serum)
Pikrinséure

Propylenoxid

QPCR Mouse Reference Total RNA (750600)
RiboLock RNase Inhibitor

RNase Away

Salzséure 1 mol/l

Schweineserum (Porcine Serum)
Shandon Immu-Mount

Tissue-Tek

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Triton X-100
Uranylacetat-Dihydrat
Wasserstoffperoxid 30 %

Xylol (Isomere) >98 %, rein

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Fisher Scientific, Schwerte

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Molecular BioProducts Inc., San Diego, USA
Merck KGaA, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den

Rijn, Niederlande

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien
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2.1.3 Materialien

Materialien

Hersteller

96-Loch-Platte

Combitips plus, 0,5ml

Deckglaser, 24 x 32mm
Diamantmesser Ultra

Disposable Microtome Blades SEC35e
Einmalkanile Sterican®, 21G

Einmalskalpell

Einmalspritze Omnifix® 40 Duo
Glass strips 6.4 x 400 x 25mm
Microcentrifuge Tube w/ lid, 0,5 ml
Netztrager (Grids), 200 mesh
Objekttrager mit Mattrand

Safe Seal Micro Tube, 1,5ml und 2ml
Tube, 15ml und 50ml

Verschlussstreifen fur 96-Loch-Platte

Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Diatome AG, Biel, Schweiz

Microm International GmbH, Walldorf

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka,

Japan

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar
BrandTech Scientific Inc., Essex, UK
Plano GmbH, Wetzlar

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
SARSTEDT AG & Co., Numbrecht
SARSTEDT AG & Co., Numbrecht

Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA

Tabelle 4: Liste der verwendeten Materialien
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2.1.4 AntikGrper

Antikorper Beschreibung Verdinnung Firma Katalog-
nummer
Anti- Polyklonaler 1:100 Abcam plc., ab15191
Cyclooxygenase Kaninchen anti- Cambrigde, UK
2 Cyclooxygenase 2
Antikérper
Anti- TNF- alpha  Polyklonaler Maus  1:100 Abcam plc., ab6671
anti- TNF-alpha Cambrigde, UK
Antikorper
Anti- IL1 beta Polyklonaler Maus  1:100 Abcam plc., ah9722
anti IL1-beta Cambrigde, UK
Antikodrper
Anti- CD68 Monoklonaler 1:50 AbD Serotec, MCA1957
Ratte anti-Maus Kidlington, UK
CD 68 Antikorper
Anti- Kaninchen  Polyklonaler HRP-  1:200 LINARIS ZRH1158
IgG konjugierter Ziege Biologische
anti- Kaninchen Produkte
Antikorper GmbH,
Dossenheim
Anti-Ratte IgG Polyklonaler HRP-  1:200 AbD Serotec, STAR72

konjugierter Ziege
anti-Ratte

Antikorper

Kidlington, UK

Tabelle 5: Liste der verwendeten Antikdrper
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2.15 Primer
Primer Symbol Amplikonlange (bp) Katalognummer
Actin beta Actb 77 QT01136772
B cell leukemia/ BCL2 104 QT02392292
lymphoma 2
BCL2-associated X Bax 78 QT00102536
protein
Caspase 3 Casp3 150 QT01164779
CD36 antigen CD36 149 QT01058253
CD68 antigen CD68 67 QT00254051
F-box protein 32 Fbxo32 103 QT00158543
Interleukin 1 beta Mp 150 QT01048355
Interleukin 6 116 128 QT00098875
Kinase insert domain Kdr 95 QT02519972

protein receptor

Macrophage migration MIF 95 QT00247618

inhibitory factor

Notch gene homolog 1 Notchl 102 QT00156982

(Drosophila)

Notch gene homolog 3 Notch3 104 QT01051729
(Drosophila)

Plasma membrane PMCA4a/b 72 QT01563282
Ca?*-ATPase 4a/b

Plasma membrane PMCA4b 114 QT01076271
Ca2+-ATPase 4b

Prostagalndin- Ptgs2 95 QT00165347
endoperoxide

synthase 2
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Ribosomal protein L32 Rpl32 88
Suppressor of Socs3 90
cytokine signaling 3

TATA box binding Thp 114
protein

Tumor necrosis factor Tnf-a 112
Vascular enothelial Vegfa 117
growth factor A

Vascular endothelial Vegfh 125

growth factor B

QT01752387

QT02488990

QT00198443

QT00104006

QT00160769

QT01059863

Tabelle 6: Liste der verwendeten Primer

2.1.6 Kits

Kit

Hersteller

Inhalt

Affinity Script Multiple
Temperature Reverse

Transcriptase

Agilent RNA 6000 Nano
Kit

Brilliant Ill Ultra-Fast
SYBR® Green QPCR

Master Mix

Diaminobenzidin (DAB,
HRP-Substrat)

Agilent Technologies Inc.,

Santa Clara, USA

Agilent Technologies Inc.,

Santa Clara, USA

Agilent Technologies Inc.,

Santa Clara, USA

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH,

Mannheim

AffinityScript Multiple Temperature
Reverse Transcriptase

10x AffinityScript RT Puffer
100 mM DTT

Agilent RNA 6000 Nano Chips
Elektronenreiniger Chips

Agilent RNA 6000 Ladder

RNA Nano Dye Konzentrat
Agilent RNA 6000 Nano Marker
Agilent RNA 6000 Nano Gel Matrix

2x Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR®
Green QPCR Master Mix

ROX Reference dye (1mM)

DAB/ metal concentrate (x10)

Peroxid- Puffer

Tabelle 7: Liste der verwendeten Kits
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2.1.7 Anwendungen/Software

Anwendung

Programm

Hersteller

Auswertung der Daten

Auswertung der
elektronenmikroskopischen

Aufnahmen

Auswertung der
lichtmikroskopischen

Aufnahmen

Grafische Darstellung

Housekeeping Gene

Lichtmikroskopische

Aufnahmen

Real Time PCR

Statische Auswertung

Microsoft Excel

Image J 1.45s

Image SP Viewer

ZEN lite 2011

Microsoft Excel

NormFinder.xla

AxioVision Release 4.8.2

MxPro QPCR Software

Sigma Plot 12.0

Microsoft Corporation,

Redmond, USA

National Institutes of Health,

USA

TRS & SysProg, Minsk,

Weildrussland

Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Deutschland

Microsoft Corporation,

Redmond, USA

Molecular Diagnostics
Laboratories, Convington,

USA

Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Deutschland

Agilent Technologies Inc.,

Santa Clara

Systat Software Inc., Santa

Clara, USA

Tabelle 8: Liste der Anwendungen
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2.2 Methoden

2.2.1 Das Maus-Modell der chronisch-intermittierenden Hypoxie

Fur dieses Projekt wurden mannliche C57BL/6J-Mause der Firma Charles-River
Deutschland GmbH (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Tiere hatten ein
durchschnittliches Gewicht von 20 - 30 Gramm und waren im Mittel 8 — 12 Wochen alt. Sie
wurden im Tierstall des Zentrums fur Innere Medizin des Fachbereichs Medizin der Justus-
Liebig-Universitat GieRen bei einer Raumtemperatur von 22 °C gehalten und von
Tierpflegern mit Wasser und Futter versorgt (Dissertation Kraut 2014).

Zur Vergleichbarkeit erfolgte die Einteilung der Méause in eine Kontrollgruppe und eine
Versuchsgruppe. Die Kontrollgruppe beinhaltete 10 Tiere, welche in einer Versuchskammer
unter normoxischen Raumluftbedingungen (FiO2> 21%) gehalten wurden und nachfolgend
als KON bezeichnet werden. Zur Simulation des Syndroms der obstruktiven Schlafapnoe
wurden die 11 Tiere der Versuchsgruppe fur sechs Wochen in einer Kammer gehalten, in
die Computer-gesteuert Gasgemische ein- und ausgeleitet wurden. Um die OSAS-
assoziierte CIH zu imitieren, erfolgte fur acht Stunden pro Tag (finf Tage pro Woche) ein
minUtlicher Wechsel des Gasgemisches von normoxischen Raumluftbedingungen (FiO-
21%) zu hypoxischen Zustanden mit einer FiO> von 6 — 7%, was einem schweren OSAS
bei einem AHI von 30 entspricht. Den Rest der Zeit wurden die Mause der Versuchsgruppe
(nachfolgend als CIH bezeichnet) bei Raumluftbedingungen gehalten.

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um einen Teilaspekt einer kooperativen Studie
zwischen den Arbeitsgruppen um Prof. Dr. Norbert Weissmann (Institut fiir Schlafmedizin,
Universitat Giel3en und Marburg; Excellence Cluster Cardio-Pulmorary System, ECCPS,
Deutsches Zentrum fir Lungenforschung, Giel3en) und Prof. Dr. Ralf Kinscherf. Die
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Norbert Weissmann, im Besonderen Frau Dr. Simone Kraut,
fuhrten zur Eruierung der Pathogenese der OSAS-assozierten Herzkreislauferkrankungen
folgende Untersuchungen an den Tieren durch: Frau Dr. Simone Kraut setzte den Mausen
vor Versuchsbeginn einen Katheter in die rechte Femoralarterie zur Messung des
systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdrucks ein; die Messung erfolgte in
den CIH-freien Zeitintervallen. AuRerdem bestimmte sie mittels Echokardiographie zu
Beginn und am Ende der Versuchszeit das Herzminutenvolumen, den Herzindex,
verschiedene Parameter zur Erhebung der linksventrikularen Funktion sowie den
Myocardial Performance Index (MPI, auch TEI Index) als Parameter zur Charakterisierung
der globalen Herzfunktion. Diese von ihr gewonnenen Daten wurden in der Dissertation
.Pathomechanismen der Schlafapnoe im Mausmodell - Rolle der endothelialen und

induzierbaren NO-Synthase® im Jahre 2014 publiziert (Dissertation Kraut 2014). Die hier
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wiedergegebenen Daten sind somit Daten der kooperierenden AG um Prof. Dr. Weildmann,
die dieses Mausmodell etabliert haben. Sie dienen als funktionelle
Hintergrundinformationen zu den linksmyokardialen Untersuchungen der hier vorliegenden
Arbeit und werden im Folgenden mit der Quellenangabe ,Dissertation Kraut 2014“ kenntlich
gemacht.

Die Myokardproben des CIH-Mausmodells und der KON-Kontrollméuse wurden der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ralf Kinscherf freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Norbert Weissmann zur Analyse des linksventrikularen Myokards berlassen.
Die Genehmigung der Tierversuche erfolgte durch das Regierungsprasidium Giel3en und
kann unter dem Aktenzeichen ,Gl 20/10 Nr. 84/2011 eingesehen werden (Dissertation
Kraut 2014).

J'HlJlllll] Ta
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Abbildung 7: Versuchskammer und CIH

Versuchskammer der Mause (links) und minutlicher Wechsel von 21% Oz und 6-7% Oz zur Imitation
der CIH (rechts). Die CIH-Phase war bei den nachtaktiven Tieren tagsuiber angesetzt, wie die
dargestellte Uhrzeit belegt.

2.2.2 Materialgewinnung und Materialvorbereitung

Nach CIH-Exposition wurden die Tiere zur Gewahrleistung weiterer Untersuchungen
(Messung des pulmonalarteriellen Drucks, Blutentnahme zur Hamatokritmessung) und der
anschlielenden Gefal3- und Organentnahme heparinisiert und mit Ketaminhydrchlorid und
Xylazin narkotisiert. Nach der Entnahme der Lunge erfolgte die GefaRentnahme (A. carotis,
Aorta, A. pulmonalis, A. femoralis, A. renalis) und im Anschluss die Entnahme des Herzens

mit Trennung der Ventrikel und Gewichtsbestimmung. Ein Teil der Organe wurde fir
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molekularbiologische Untersuchungen auf Tissue-TEK gegeben, in Schraubdeckeltubes
schockgefroren und anschlielend bei -80° C gelagert, wahrend das fir histologische
Untersuchungen vorgesehene Gewebe einer Formaldehyd-Fixierung mit nachfolgender
Behandlung in Kochsalz- und Alkohollésungen unterzogen wurde (Dissertation Kraut
2014).

Zur Herstellung der Histologieschnitte des linken Myokards wurde ein Kryomikrotom
verwendet, mit welchem bei -20 °C Schnitte mit einer Dicke von 6 — 8 um aus den Tissue-
TEK-BIl6ckchen angefertigt und anschlieRend auf Objekttrager aufgenommen wurden. Die
Objekttrager mit jeweils drei Schnitten wurden im Folgenden bei -80 °C aufbewahrt, bis sie

fur die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen verwendet wurden.

Um eine bessere Anhaftung der Kryoschnitte auf den Objekttragern zu erzielen, wurden

diese vorab mit Chromalaun-Gelantine beschichtet.

Durchfiihrung der Chromalaun-Gelatine Beschichtung:

Zur Herstellung der Chromalaun-Gelantine wird 1,0 g Gelantine und 0,1 g Kaliumchrom-Iil-
Sulfat in jeweils 100 ml Aqua dest. gegeben und fir 10 min auf 50 °C erhitzt. Die beiden
Flussigkeiten werden im Anschluss zusammengegeben und mithilfe des Magnetriihrers fir
10 min vermischt. Nachdem die Chromalaun-Gelantine abgekdhlt ist, wird sie mittels
Papiertichern auf die Objekttrager aufgetragen; Uberschissiges Material kann mit einem
weiteren sauberen Papiertuch entfernt werden. Die Objekttrager werden nach Trocknung

am folgenden Tag flr die Materialgewinnung verwendet.

2.2.3 Farbungen

2.2.3.1 Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) zahlt zu den Routinefarbungen (Welsch und
Sobotta 2006) und wird insbesondere als Ubersichtsfarbung vor immunhistochemischen
Farbungen zur Detektion von pathologischen Veranderungen angewendet (Haggerty et al.
2014). Die gute Differenzierbarkeit der einzelnen Zell- und Gewebsstrukturen begrindet
sich in der unterschiedlichen Affinitéat zu den Farbstoffen: negativ geladene (anionische)
Zellstrukturen wie beispielsweise die DNA lassen sich besonders gut durch das basische
Hamatoxylin anfarben. Somit erscheinen Zellkerne und rER-reiche Zytoplasmaanteile blau-
violett (basophil). Positiv geladene (kationische) Organellen nehmen hingegen verstarkt

das saure Eosin auf, sodass sich Kollagen sowie Myofibrillen und Mitochondrien und
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andere faserige extrazellulare Komponenten rot (eosinophil) darstellen (Welsch und
Sobotta 2006).

Durchfuhrung der HE-Farbunag:

Farbung:
1. Fixieren der Kryoschnitte in 4% PFA/PBS fir 10 min
2. Inkubation in Hamalaun nach Mayer fir 30 sek
3. Blauen unter Leitungswasser fur 10 min
4. Inkubation in Eosin fir 3 min
5. Waschen in destilliertem Wasser fir 1 min
Entwasserung:
1. Ethanol 96% fur 5 min
2. Isopropanol fur 2 x 5 min
3. Xylol'| fir 5 min
4. Xylol Il fir 5 min
5. Xylol lll fir 5 min

Im Anschluss an die Entwéasserung wurden die Schnitte mit DePex Eindeckmittel und einem

der Schnittgré3e entsprechendem Deckglas eingedeckt.

2.2.3.2 Kapillarendothel-Farbung von Lectin mittels Bandeiraea simplicifolia

Mit der Lectin-Farbung konnen durch Anfarbung des Endothels die Kapillaren sichtbar

gemacht werden.

Durchfihrung der Lectin-Farbung:

1.

o > 0N

© © N o

Fixieren der Kryoschnitte in 4% PFA/PBS fir 10 min

Waschen in PBS fir 3 x 5 min

Blocken mit 0,05% H>O/PBS fir 15 min

Waschen in PBS 2 x 5 min

Auftragen von Lectin Bandeiraea simplicifolia 1:50 (40 pg/ml 0,01% Triton/PBS) und
Inkubation bei 37 °C fir 60 min

Waschen in PBS 3 x 5 min

Auftragen von DAB (1:10 in Puffer verdinnt) fr 5 min

Waschen in PBS 2 x 5 min

Hamalaunbad nach Mayer fir 30 sek
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10. Blauen unter Leitungswasser fiir 10 min
11. Entwésserungsreihe (s. Hamatoxylin-Eosin-Farbung)

12. Eindecken mit DePex und einem der OrgangrofRe entsprechendem Deckglas

Nach der vollstandigen Aushértung des Eindeckmittels Uber Nacht wurden mit dem
Mikroskop Axio Imager M2 lichtmikroskopische Aufnahmen der Schnitte in 200- und 400-
facher Vergrol3erung angefertigt. In jeder der beiden Vergrof3erungen wurden pro Maus
funf Fotos von querangeschnittenen Herzmuskelfasern gemacht, von denen jeweils drei
Aufnahmen in 200-facher Vergrol3erung zur Auswertung mit dem Programm ZEN lite 2011
der Carl Zeiss AG ausgewahlt wurden. Dabei erfolgte zun&chst die Auszahlung aller DAB-
positiv angefarbten Kapillaren des gesamten Bildausschnittes des Myokard-Querschnittes
(entsprechend einer GroRe von 153.334 pm? bzw. 0,153 mm?). Die Anzahl der Kapillaren
der drei jeweiligen Bilder pro Maus wurde anschliel3end arithmetisch gemittelt. Auf diese
Weise konnte die Kapillardichte (Kapillaranzahl pro Flache) fir jedes Tier ermittelt werden.
Zur statistischen Auswertung diente das Programm Sigma Plot 12.0, die grafischen

Darstellungen wurden mit Excel angefertigt (siehe auch Tabelle 8: Liste der Anwendungen).

2.2.3.3 Immunhistochemische Farbungen

Bei der Immunhistochemie kénnen Zell- oder Gewebebestandteile mittels an Antikorper
gekoppelten Farbstoffen sichtbar gemacht werden (Lang 2013). Dazu werden die auf den
Objekttragern befindlichen Kryoschnitte zunachst fixiert und gewaschen, anschliel3end wird
der Primarantikbrper auf das Gewebe aufgetragen. Dieser Priméarantikdrper wird vom
Zweitantikorper detektiert, sodass der Antigen-Antikbrperkomplex Uber die Zugabe von
Diaminobenzidin (DAB), wodurch ein brauner Farbstoff entsteht, lichtmikroskopisch

erkennbar gemacht werden kann (Lang 2013).

Eine Ubersicht tiber die verwendeten Priméar- und Sekundarantikorper gibt Tabelle 5: Liste

der verwendeten Antikorper.

Durchfiihrung der Immunhistochemie:

Tag 1:

Fixierung der Kryoschnitte in 4% PFA/PBS fiir 10 min

Waschen in PBS fiir 3 x 5 min

Blocken in 1% NSS/PBS bei 37 °C fur 30 min

Absaugen des 1% NSS/PBS

Auftragen des jeweiligen 1. Antikorpers (bzw. PBS auf die Schnitte der

a rc 0w

Negativkontrolle) und Inkubation tiber Nacht bei 4-6 °C
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Tag 2:

Waschen der Kryoschnitte in PBS fir 3 x 5 min

Blocken der endogenen Peroxidase mit 3% H>O./PBS fir 5 min
Waschen in PBS fir 3 x 5 min

Auftragen des jeweiligen 2. Antikérpers und Inkubation fir 50 min bei

P W NP

Raumtemperatur

Waschen in PBS fir 3 x 5 min

Auftragen von DAB fiir 5 min bzw. entsprechend der Braunfarbung
Waschen in PBS fir 2 x 5 min

Hamalaunbad nach Mayer fir 30 sek

© © N o O

Blauen unter Leitungswasser fir 10 min
10. Entwésserungsreihe (s. Hamatoxylin-Eosin-Farbung)
11. Eindecken der Objekttragern mit DePex und einem der OrgangrofRe

entsprechendem Deckglas

Bei jedem Farbe-Durchgang erfolgte die Durchfihrung einer Negativkontrolle, bei welcher

anstelle des Primarantikorpers PBS-Puffer auf das Gewebe aufgetragen wurde.

Auch bei dieser Methode erfolgte im Anschluss an die Aushartung des Eindeckmittels die
Anfertigung lichtmikroskopischer Aufnahmen der Schnitte in 100-, 200- sowie 400facher
VergroRerung. Im Gegensatz zur Lectin-Farbung wurden bei den immunhistochemischen
Farbungen pro Maus jeweils flinf Fotos von quer sowie langs angeschnittenem Herzmuskel
angefertigt. Jeweils drei Bilder in 200facher Vergréf3erung dienten im Anschluss der

Auswertung.

Analog zur Lectin-Farbung erfolgte auch bei allen immunhistochemischen Farbungen die
Auswertung mit dem Programm ZEN lite 2011 der Carl Zeiss AG, die statistische
Datenverarbeitung mit Sigma Plot 12.0 und die grafische Darstellung mit Excel (siehe
Tabelle 8: Liste der Anwendungen). Nach Quantifizierung aller Zellkerne des gesamten
Bildausschnittes (ebenfalls einer GréRe von 153.334 um? bzw. 0,153 mm? entsprechend)
wurde sowohl die Anzahl DAB-positiv gefarbter Zellen als auch deren prozentualer Anteil
an der Gesamtzellzahl bestimmt. Um einen représentativen Wert fir jede Maus zu erhalten,
wurden jeweils drei Bilder (quer und langs angeschnittenes Myokard) ausgewertet und das

arithmetischen Mittel gebildet.
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2.2.4 Molekularbiologische Analyse der Herzmuskelbiopsien mittels gRT-
PCR

2.2.4.1 Vorbereitung des Gewebes

Die Vorbereitung des Gewebes erfolgte nach grundlicher Desinfektion aller Arbeitsflachen
mit 70% Ethanol unter eingeschaltetem Abzug. Um eine Erwarmung der zuvor bei —80 °C
gelagerten Herzmuskelbiopsien zu verhindern, wurde auf Trockeneis gearbeitet und die
verwendeten Utensilien mit Flussigstickstoff abgekunhlt. Mithilfe von sterilen St63eln und
Morsern erfolgte die Zerkleinerung des Gewebes bis zu einer pulverférmigen Konsistenz
mit anschlieBender Uberfiihrung in ein steriles und gekiihltes Cup. Da die Proben bereits
fur die immunhistochemische Materialgewinnung verwendet wurden, war die gewonnene
Materialmenge relativ gering, sodass fir die ¢gRT-PCR eine Poolung des

Herzmuskelgewebes von jeweils flnf Tieren pro Gruppe erfolgte.

2.2.4.2 Extraktion der RNA

Zunachst wurde das Gewebe mit peqGOLD TriFast homogenisiert und im Anschluss fur
funf Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach erfolgte die Hinzugabe von
Chloroform (200 ul pro ml TriFast) mit anschlieBendem kréftigen Schutteln der Probe fir 15
Sekunden und erneutem Stehenlassen fir finf Minuten bei Raumtemperatur. Mittels
Zentrifugation fur funf Minuten bei 12.000 x g konnte im Folgenden eine Bildung von drei
Phasen herbeigefiihrt werden, wobei die oberste, RNA-enthaltende Phase in ein neues Cup
Uberflihrt wurde. Nach Zugabe von Isopropanol zur Prazipitation der RNA und gutem
Mischen der Probe erfolgte die Inkubation auf Eis fir 15 Minuten. Nach erneutem
Zentrifugieren der Probe bei 12.000 x g und 4 °C fur 30 Minuten wurde der
Isopropanoliberstand abpipettiert und das entstandene RNA-Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen und kurz gevortext. Um auch den 70% Ethanol-Uberstand abpipettieren zu
koénnen, erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 12.000 x g und 4 °C fur 10 Minuten. Das
Pellett trocknete im Anschluss an der Luft, bevor es in 25 yl RNase- und DNase-freiem
Wasser gelost und zum besseren Lésen der RNA fiur 10 Minuten bei 60 °C im

Thermoshaker PHMT-PCS-15 inkubiert wurde.

Zur Ermittlung der Integritdt der RNA dienten der Bioanalyzer 2100 und der Agilent RNA
6000 Nano Kit. Als Mal3 wurde dabei die RIN (RNA Integrity Number) herangezogen: bei
vollig intakter RNA liegt der Wert bei 10, bei stark geschadigter RNA kann der Wert bis auf
1 absinken (Schroeder et al. 2006). Die RIN Werte der in dieser Arbeit untersuchten
gepoolten Proben lagen bei 6,80 (KON) und 7,10 (CIH).
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2.2.4.3 DNase-Verdau

Um eine Kontamination der RNA durch genomische DNA zu verhindern, wurde vor der
Reversen Transkriptase-Reaktion ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Nach langsamem
Auftauen auf Eis wurde dazu die RNA-Probe (1 ug RNA) zunachst mit destilliertem RNase-
und DNase-freien Wasser auf 7,5 pl Gesamtvolumen aufgeflillt. Es erfolgte die Zugabe von
1 ul Reaktionspuffer (100 mM Tris-HCI, 25 mM MgCl;, 1 mM CacCl;, pH 7,5) sowie 1,5 ul
DNase | und die anschliel3ende Inkubation im MJ Research PTC-200 Thermocycler bei 37
°C fur 30 Minuten. Nach Abschluss dieses Schrittes wurde 1 pl 50 mM EDTA hinzugeftigt
und erneut bei 65 °C fir 10 Minuten inkubiert. Die Abkihlung der Probe erfolgte auf Eis, die

weitere Lagerung bei -80 °C.

2.2.4.4 c-DNA-Synthese

Die RNA konnte in der Reversen Transkriptase-Reaktion mithilfe eines Primers und dem
Enzym Reverse Transkriptase zu cDNA umgeschrieben werden. Dazu wurde die RNA wie
Ublich langsam auf Eis aufgetaut, 1 pl Oligo (dT)is Primer (0,5 pg/ul) hinzugegeben und die
Probe anschlieend mit RNase- und DNase-freiem destillierten Wasser auf 13,7 ul
aufgefillt. Nach der Inkubation bei 65 °C fir 5 Minuten erfolgte die Lagerung der Cups bei
Raumtemperatur fir 10 Minuten, bevor im Anschluss folgende Substanzen hinzugegeben
wurden: 2 ul 10x AffinityScript RT-Puffer (500 mM Tris-HCL, pH 8,3, 750 mM KCL, 30 mM
MgClz), 2 pl DTT (100mM), 0,8 pl dNTP-Mix (100mM), 1 ul AffinityScript Multiple
Temperature Reverse Transcriptase, 0,5 pl RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul). Es entstand
eine Losung mit einem Endvolumen von 20 pul, welche fir eine Stunde bei 42 °C im MJ
Research PTC-200 Thermocycler inkubiert und im Anschluss fiur 15 Minuten auf 70 °C

erhitzt wurde.

2.2.4.5 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Mithilfe von spezifischen Primern und der Tag-DNA-Polymerase konnen bestimmte
Sequenzen der cDNA amplifiziert werden. Zur Detektion der DNA dient ein
Fluoreszenzfarbstoff, welcher die doppelstrangige DNA interkaliert. Dazu ist allerdings eine
bestimmte Signalstarke notig, um die Hintergrundfluoreszenz zu tiberdecken. Je gro3er die
Anzahl an DNA-Kopien zu Beginn der Reaktion ist, umso weniger Zyklen sind noétig, um
diese Schwelle zu erreichen (Higuchi et al. 1993). Der Zyklus, bei dem die Schwelle

uberschritten wird, nennt sich threshold cycle (Ct).

In Vorbereitung auf die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde die cDNA-LOsung
zunachst mit RNase- und DNase-freiem Wasser im Verhéaltnis von 1:10 verdinnt. Die

Proben der Standardkurve, fur welche in Abhangigkeit vom jeweiligen Primer cDNA einer
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Méause-Referenz-RNA oder ein cDNA-Mix diente, wurden ebenfalls mit destilliertem RNase-
und DNase-freiem Wasser auf 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 und 1:320 verdinnt. Weiterhin
wurde im Voraus der PCR 6 pl des 1:100 verdiinnten ROX Reference dye zum 2x Brilliant
lll Ultra-Fast SYBR®Green QPCR Master Mix hinzugegeben sowie die SYBR®Green-
QPCR-L8sung angesetzt. Letzteres erfolgte durch Zugabe von 7,5 ul des angesetzten 2x
Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR®Green QPCR Master Mix (enthalt Tag-DNA-Polymerase,
dNTPs, Mg?", einen Puffer und einen in die doppelstrangige DNA-bindenden
fluoreszierenden Farbstoff SYBR Green 1) zu 1 ul destilliertem RNase- und DNase-freiem

Wasser und 1,5 pl Primer. Von dieser Losung wurden 10 pl pro Well bendtigt.

Die Durchfuhrung der Polymerase-Kettenreaktion erfolgte an der UV Sterilizing PCR
Workstation. Es wurden zun&chst jeweils 5 pl cDNA-Probe (im Pipettierschema weifl3
unterlegt) und Standard (im Pipettierschema hellgrau unterlegt) als Doppelbestimmung auf
eine 96-Loch-Platte pipettiert. Als Negativkontrolle diente RNase- und DNase-freies
Wasser, welches anstelle von cDNA in ein freies Well pipettiert wurde (NAC). Anschlie3end
erfolgte das Pipettieren von jeweils 10 ul SYBR®Green-QPCR-L6sung in jedes verwendete
Well.

Nach Beendigung dieses Schrittes wurde die Platte mit Verschlussstreifen verschlossen
und fur eine Minute in der Zentrifuge Perfect Spin P zentrifugiert. Nachdem die Platte in den
PCR-Block Mx3005P QPCR Systems gestellt wurde, konnte die Amplifizierung gestartet
werden. Dies geschah mithilfe des Programms MxPro QPCR Software nach folgendem

Thermal-Profil:

Zyklen Dauer des Zyklus Temperatur Vorgang
1 3 Minuten 95 °C Initiale Denaturierung
40 10 Sekunden 95 °C Denaturierung
20 Sekunden 60 °C Elongation
1 1 Minute 95 °C Schmelkurvenanalyse
30 Sekunden 55°C

je 30 Sekunden jeweils + 1 °C bis
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zum Erreichen von

95 °C

Nach Ablauf des eigentlichen Amplifizierungsprogramms erfolgte die in der Tabelle
aufgefuhrte Schmelzkurvenanalyse. Die Proben wurden ausgehend von 55 °C alle 30
Sekunden um 1 °C erhitzt, bis eine Temperatur von 95 °C erreicht wird. Dabei kam es zur
Denaturierung der DNA-Doppelstrange in zwei Einzelstrange und somit zur Freisetzung
des zuvor interkalierten Fluoreszenzfarbstoffs SYBR® Green |. Die dadurch entstandene
Anderung der Fluoreszenz wurde registriert. Anhand des héheren Schmelzpunktes kénnen

spezifische PCR-Produkte von unspezifischen Primerdimeren unterschieden werden.

Mithilfe der Standardkurvenmethode erfolgte nun die relative Quantifizierung der Daten.
Dabei diente fir jedes zu untersuchende Genprodukt ein cDNA-Mix einer Mause-Referenz-
DNA oder der zu untersuchenden Proben zur Erstellung einer Standardkurve, welche
mittels linearer Regression Riickschlisse auf die jeweiligen cDNA-Konzentrationen der zu

untersuchenden Proben erlauben.

Um eine Normalisierung der cDNA zu ermdéglichen, wurde die Expression der jeweiligen
DNA auf ein ausgewahltes house-keeping Gen bezogen. Diese Auswahl erfolgte unter
Zuhilfenahme des Programm Normfinder.xla aus verschiedenen zuvor getesteten Genen
(Rpl32, RRLPO, Actb, Thp) und war in diesem Fall das house-keeping Gen Thp.

2.2.5 Transmissionselektronenmikroskopie

2.2.5.1 Allgemeines

Wahrend mit der Lichtmikroskopie eine Auflosung von ca. 200 nm madglich ist, erlaubt die
Elektronenmikroskopie eine hochprazise Darstellung von Gewebsoberflachen mit einer bis
zu 500.000-fachen VergrofRerung und einem Aufldsungsvermodgen bis 0,1 nm. Dies
geschieht unter Verwendung eines Elektronenstrahls, mit welchem ein Durchlicht-
Elektronenbild erzeugt werden kann (Goodhew et al. 1991). Da bei der hier angewandten
Transmissions-Elektronenmikroskopie das Gewebe von Elektronen durchstrahlt wird, muss
es besonders dinn sein (sogenannte Ultradiinnschnitte). Aufgrund der hohen Auflésung
eignet sich das Verfahren somit gut zur Betrachtung der Organellen der Herzmuskelzelle,

insbesondere der Mitochondrien.
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Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden aus Kontroll- und Versuchsgruppe

jeweils funf Mause ausgewahlt, deren Proben wie im Folgenden bearbeitet wurden.

2.2.5.2 Einbettung der Muskelproben
Zunachst erfolgte eine Immersionsfixation der Proben, wozu die Fixierldésung nach Ito

verwendet wurde. Diese setzt sich wie folgt zusammen:

Fixierlésung nach Ito: 2,5% Paraformaldehyd

2,5% Glutaraldehyd
0,05% Pikrinsaure
0,1 m Cacodilatpuffer pH 7,3

Die Proben wurden in dieser Lésung bei einer Temperatur von 4 °C bis zu ihrer Verwendung

gelagert.

Nach der Fixierung der linksventrikularen Myokardproben erfolgte die dreimalige Spllung
in 0,1 m Cacodilatpuffer (3 x 5 Minuten) mit anschlieBender Osmierung fur 60 Minuten in
einer Losung, bestehend aus 3% Kaliumferrocyanat und 2% wassrigem OsO,4 (vor
Gebrauch aus gleichen Teilen anzusetzen). Auch nach diesem Vorgang schloss sich das
Spulen der Proben in 0,1 m Cacodilatpuffer an, bevor die Proben in einer aufsteigenden

Ethanolreihe (aus unvergélltem Ethanol) entwassert wurden:
50% - 70% - 90% - 96% fur jeweils 5 min
100% fir 4 x 15 min

Danach erfolgte die Infiltration nach folgendem Schema:

Propylenoxid fir 2 x 10 min
Propylenoxid/Epon C 1:1 tiber Nacht
Epon C tber Nacht

Im Anschluss an diesen Schritt konnte die Einbettung der Proben mit Epon C in numerierte
Gelantinekapseln sowie die Polymerisation bei 60 °C fur 12 Stunden zur Aushartung

durchgefihrt werden.
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Die Arbeitsschritte wurden mit Schutzkleidung und unter eingeschaltetem Abzug

durchgefihrt; die Reinigung der Arbeitsflachen erfolgte mit Methanol und Seifenlésung.

2.2.5.3 Anfertigung der Ultradinnschnitte, Kontrastierung und Aufnahme der
Bilder

Um die korrekte Ausrichtung und Lage der Muskelproben zu tberprifen, wurden mithilfe
eines Reichert Ultracut S Ultramikrotoms Semidinnschnitte mit einer Dicke von 1lum
angefertigt, mit Semidinnschnitt-Farblosung angefarbt und unter dem Lichtmikroskop
beurteilt. Zur Herstellung dieser Schnitte dienten Glassmesser aus Glass strips, welche mit

dem KMR3 Glass Knifemaker gefertigt wurden.

Die fur die Transmissionselektronenmikroskopie verwendeten Ultradiinnschnitte wurden
mittels Ultramikrotom und Diamantmesser angefertigt und hatten eine Dicke von ca. 50nm.
Sie wurden auf Netztrager aufgezogen und zur Kontrastierung fir 15 Minuten in einen
Tropfen Uranylacetat 4% gesetzt. Nach dreimaligem Waschen der Netzchen in Aqua dest.
erfolgte das Eintauchen in einen Tropfen Bleicitrat nach Reynolds fir zehn Minuten mit
anschlieender dreimaliger Spulung in destilliertem Wasser. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten nun mit dem Elektronenmikroskop Zeiss
EM 10 C angefertigt werden. Es wurde eine Vergro3erung von 5.000- und 16.000fach

gewahilt.

2.2.5.4 Auswertung der Bilder
Zur Auswertung wurden pro Maus per Zufallsprinzip jeweils drei Bilder des
linksventrikularen Myokards in 16.000facher VergréRerung ausgewahlt und mit den

Programmen Image J und Image SP Viewer hinsichtlich folgender Kriterien untersucht:

o Anzahl der Mitochondrien pro Aufnahme
o minimale, maximale und durchschnittliche Grof3e (Flache) der Mitochondrien sowie
deren Anteil an der Gesamtflache der Aufnahme

o Integritat (Qualitat) der Mitochondrien

Um représentative Werte fur die einzelnen Tiere zu erhalten, wurde aus den jeweiligen
Ergebnissen der drei Aufnahmen der Mittelwert gebildet. Jedes Bild zeigt eine Flache von

40 um?, sodass pro Maus 120 pm? Herzmuskel untersucht wurde.

Bei der Untersuchung der Integritit wurde das Augenmerk auf die Qualitat der
mitochondrialen Ultrastruktur gelegt und vornehmlich die auf3ere Doppelmembran und die

Cristae der Mitochondrien betrachtet, da diese beiden Komponenten laut Literatur fur die
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Funktion dieses Zellorganells maRgeblich sind: “Damaged mitochondria were defined by
loss of electron density in more than 20% of the area of a mitochondrion. Autophagosomes
or autolysosomes were identified by the characteristic structure of a double or multi-lamellar
smooth membrane completely surrounding compressed mitochondria or membrane bound

electron-dense material” (Dai et al. 2011).
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Auswertungskriterien:

Als intakt wurde ein Mitochondrium gewertet, wenn

a) sowohl Cristae als auch die duRere Doppelmembran vollsténdig intakt sind.

Abbildung 8: Beispiele fiir Mitochondrien mit vollstandig intakter auBerer Doppelmembran
und vollstandig intakten Cristae

b) die Cristae zu > 50% erhalten sind und die Doppelmembran vollstéandig intakt ist.

1000 nm

Abbildung 9: Beispiele fur Mitochondrien, deren Cristae zu >50% erhalten sind und deren
aulere Doppelmembran vollstandig intakt ist

c) die Cristae vollstéandig intakt sind und die Doppelmembran zu >50% erhalten ist.

R %

10nm

Abbildung 10: Beispiele fur Mitochondrien, deren Cristae vollstandig intakt sind und deren
aulere Doppelmembran zu >50% erhalten ist
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d) sowohl Cristae als auch au3ere Doppelmembran zu >50% erhalten sind

Abbildung 11: Beispiele fir Mitochondrien, deren Cristae und &ufl3ere Doppelmembran zu
>50% erhalten sind

Als defekt wurden Mitochondrien gewertet, wenn

a) die auRere Doppelmembran zwar erhalten, die Cristae aber >50% zerstért sind.

1000 nm

Abbildung 12: Beispiele fur Mitochondrien, deren aulRere Doppelmembran zwar erhalten, aber
deren Cristae vollstandig zerstort sind

b) die Cristae zwar erhalten sind, die dul3ere Doppelmembran aber >50% zerstort ist.

1000 nm

1000 nm

Abbildung 13: Beispiele fur Mitochondrien, deren Cristae zwar erhalten sind, aber deren
aulere Doppelmembran vollstandig zerstort ist
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¢) sowohl Cristae als auch auf3ere Doppelmembran zu > 50% zerstort sind.

1000 nm -

Abbildung 14: Beispiele fir Mitochondrien, deren Cristae und &uf3ere Doppelmembran zu
>50% zerstort sind

d) sowohl Cristae als auch auf3ere Doppelmembran vollstandig zerstort sind.

- o

I i
1000 nm

Abbildung 15: Beispiele fur Mitochondrien, deren Cristae und &ufRere Doppelmembran
vollstandig zerstort sind
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen von CIH auf Kapillarisierung und Angiogenese-Marker

3.1.1 Histochemische Untersuchung der Kapillardichte

Zur Untersuchung der Kapillarisierung (Kapillaren mit einem Durchmesser <7,5 um?) des
linksventrikularen Myokards wurde die Lektin-Farbung durchgefiihrt. Dabei wurde
vorgegangen wie unter Punkt 2.2.3.2 bereits beschrieben. In der KON-Gruppe konnten
durchschnittlich 500,7 + 16,14 (Mittelwert £+ SEM) Kapillaren pro Aufnahme (entsprechend
einer Flache von 153.334 um?) gezahlt werden, was hochgerechnet auf 1mm? im Mittel
3265 + 105,30 (Mittelwert + SEM) Kapillaren/mm? ergibt. In der CIH-Gruppe waren es
durchschnittlich 530,8 + 17,68 (Mittelwert £ SEM) Kapillaren pro Aufnahme, was zu einer
Kapillaranzahl von 3530 + 114,46 (Mittelwert + SEM) Kapillaren/mm?fiihrt. Wie in Abbildung
16 dargestellt, kann beim Vergleich von NOX und CIH kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der myokardialen Kapillardichte festgestellt werden (p=0.228). Die nicht

signifikante prozentuale Zunnahme der Kapillaren in der CIH-Gruppe betragt 6%.
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Abbildung 16: Anzahl der Kapillaren pro mm?linksventrikularem Myokard
KON = Kontrollgruppe, CIH = Versuchsgruppe
Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=11/10, p=0.228
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Die Abbildungen 17 und 18 zeigen Beispiele des quer angeschnittenen linksventrikularen
Myokards nach Lectin-Farbung in 200-facher VergréRerung. Die Zellkerne des Myokards
sind infolge der Hamatoxylin-Farbung blau gefarbt, die DAB-positiv gefarbten Kapillaren

und deren Zellkerne zeigen eine braune Féarbung.
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Abbildung 17: Lectin-Farbung, KON
Linksventrikulares Myokard im Querschnitt, 200-fache Vergré3erung
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Abbildung 18: Lectin-Farbung, CIH
Linksventrikuldres Myokard im Querschnitt, 200-fache VergréRerung
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3.1.2 Molekularbiologische Untersuchung der angiogenetischen Marker

Bei der molekularbiologischen Untersuchung angiogenetischer Marker auf RNA-Ebene
wurde besonderes Augenmerk auf VEGF (vascular endothelial growth factor)-A und B, KDR
(Kinase insert domain receptor) sowie Notch 1 und Notch 3 gelegt. Zur besseren
Vergleichbarkeit erfolgte die relative Normierung der ermittelten Werte mit der
Kontrollgruppe (KON=1) als Referenz. Wie in Abbildung 19 dargestellt, ist auf RNA-Ebene

eine erhohte Expression angiogenetischer Signale zu verzeichnen:

VEGF-a 2,8-fach
VEGF- 1,4-fach
KDR 4,3-fach
Notch 1 5,4-fach
Notch 3 7,1-fach
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Abbildung 19: Ergebnisse der Untersuchung der angiogenetischen Marker
Expression (x-fache Veradnderung; qRT-PCR) angiogenetischer Marker (VEGF-a, VEGF-(3, KDR,
Notchl und Notch3) im linksventrikularen Myokard von CIH- bzw. KON- (Referenz) M&ausen
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3.2 Auswirkungen von CIH auf das Inflammationsniveau

3.2.1 Immunhistochemische und molekularbiologische Untersuchung von
COX-2

Immunhistomorphometrische Analysen zeigten, dass der prozentuale Anteil der COX-2-

positiven Zellen im linksventrikularen Myokard der CIH-Mause signifikant (p=0.002) um

11,8% hoher ist als bei KON-Mausen (siehe Abbildungen 20, 21 und 22).

Untersuchungen der Genexpression mittels qRT-PCR zeigten eine 20-fach héhrere COX-

2-Expression im linksventrikularen Myokard von CIH- im Vergleich zu KON-Mausen (siehe

Abbildung 23).
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Abbildung 20: Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchung von COX-2
Anteil (in %) der COX-2-positiven Zellen im linksventrikularen Myokard von KON- bzw. CIH-M&usen.
Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=11/10, p=0.002
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Abbildung 21: COX-2 Immunhistochemie, KON
Linksventrikulares Myokard im Querschnitt (links) und Langsschnitt (rechts), 200-fache
Vergrof3erung
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Abbildung 22: COX-2 Immunhistochemie, CIH
Linksventrikulares Myokard im Querschnitt (links) und Langsschnitt (rechts), 200-fache
VergrofRerung
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Abbildung 23: Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung von COX-2
COX-2 Expression (x-fache Veranderung; gRT-PCR) im linksventrikularen Myokard von CIH- bzw.
KON- (Referenz) Mausen
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3.2.2 Immunhistochemische und molekularbiologische Untersuchung von
TNF-a

Der Entzindungsmarker TNF-a zeigte sich unter CIH sowohl auf Protein- als auch auf RNA-

Ebene hochreguliert. Wie in Abbildung 24 dargestellt, ist der prozentuale Anteil der TNF-a-

positiv gefarbten Zellen im linksventrikularen Myokard der CIH-M&use signifikant

(p=0.0003) um 6% hdoher als bei den KON-Mé&ausen (siehe auch Abbildungen 25 und 26).

Untersuchungen der Genexpression mittels gRT-PCR zeigten eine 180-fach héhere TNF-

a-Expression im Vergleich zu den KON-Mausen (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 24: Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung von TNF-a
Anteil (in %) der TNF-a-positiven Zellen im linksventrikularen Myokard von KON- bzw. CIH-
Mausen. Gezeigt sind Mittelwert + SEM, n=11/10, p=0.0003
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Abbildung 25: TNF-a Immunhistochemie, KON
Linksventrikulares Myokard im Querschnitt (links) und Langsschnitt (rechts), 200-fache
Vergrof3erung
RS FEm A% RSN . ” . Vs > ST Lin Ay
o= 72 § L ) i > g
et (N ;‘ pRtat?® A o . s "". = /”l Y o ”,. - 7 ;
e AT AL =% - - WA A -
-t o S R Tt Y A S v S 4 2 87 7 2L vz . 25
.-r_:_ o o TP S0 v < ARg | e P W gt 55, 7 . ¢
- = . ~ 2 '3 ~ T . TP i PP e §72 -
Y 2 S 4 . & e A P ’ Pr e N /£
- ‘<. At = 8 s, z /e v i - -
~TeeTe Y Tt 5 LA ” -
5% Y, T et Y - . A s o Fr e M- ;v
b e Lo ¥ - 3 4 | 5% ~ - ’ 7 e -’
] . 54 P v - ~ . < &5 s 7 i ey 7 - P
5 s S P o el L P z v & P i A ’
- — N 2 ~ ~ - - s v
. P - Pt oA < 7 L v — S ; i
, ‘ AV .
TN A e, NSNS, P T A A WP
, LA O G A >t *h | N i 2% s T A z
> & o - - Rl e d A » - » - - g =
L £5-3 = P ' 8 o - g gl = ~ ~
LE APt T G . N Ll 500 o7 2 el S T W A 4
s £y o9 2] o S ,f" e D S - B (- -
po - " 2 > - L - - l - - 4 - - . Z - - b4 .’ Ve
-8 LS . = ~ v /s ' » > -, - e, 2 iy
: (Ul Cado F5) TV Y prry e g A R e
2 ~ s 4 Hoio e 5 y i - v / 5
» - - - —p - - e - . 7 a2 -—-
0 Sy o i # 5 avss Y, o " s G i wd
o '3 > ’. el ST - . % - < .’ .o e .

Abbildung 26: TNF-a Immunhistochemie, CIH
Linksventrikuldares Myokard im Querschnitt (links) und Langsschnitt (rechts), 200-fache
VergrofRerung
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Abbildung 27: Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung von TNF-a
TNF-a Expression (x-fache Veranderung; gRT-PCR) im linksventrikularen Myokard von CIH- bzw.
KON-(Referenz) Mausen
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3.2.3 Immunhistochemische und molekularbiologische Untersuchung von
IL-1B

Immunhistomorphometrische Untersuchungen zeigten, dass der prozentuale Anteil der IL-
1B-positiv-gefarbten Zellen im linksventrikularen Myokard der CIH-Mause um 3,6% und
somit nicht signifikant (p=0.07) hoher ist als bei den KON-Mausen (siehe Abbildung 28, 29
und 30). Bei der Untersuchung der Genexpression mittels gRT-PCR konnte eine 2,8-fach
héhere IL-1B Expression im linksventrikularen Myokard von CIH-Mausen detektiert werden
im Vergleich zu KON-Méausen (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 28: Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchung von IL-1B8
Anteil (in %) der IL-1B-positiven Zellen im linksventrikularen Myokard von KON- bzw. CIH-M&ausen.
Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=11/10, p=0.07



3 Ergebnisse 64

VIS N B Y rge 2 LS

Abbildung 29: IL-18 Immunhistochemie, KON
Linksventrikulares Myokard im Querschnitt (links) und Lé&ngsschnitt (rechts), 200-fache
VergrofRerung
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Abbildung 30: IL-18 Immunhistochemie, CIH
Linksventrikuldares Myokard im Querschnitt (links) und Langsschnitt (rechts), 200-fache
VergréRerung
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Abbildung 31: Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung von IL-1B
IL-1B8 Expression (x-fache Veranderung; qRT-PCR) im linksventrikularen Myokard von CIH- bzw.
KON-(Referenz) Méusen



3 Ergebnisse 65

3.2.4 Molekularbiologische Untersuchung von IL-6

Untersuchungen der Genexpression des Inflammationsmarkers IL-6 mittels gRT-PCR
zeigten eine 1,3-fach hohere IL-6 Expression im linksventrikularen Myokard von CIH- im
Vergleich zu KON-Mausen (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung von IL-6
IL-6 Expression (x-fache Veranderung; qRT-PCR) im linksventrikularen Myokard von CIH- bzw.
KON- (Referenz) Mausen
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3.3 Molekularbiologische Untersuchung von PMCA4a/b und PMCA4b

Untersuchungen der Genexpression von PMCA4a/b und PMCA4b zeigten eine 17-fach
hohere PMCA4a/b Expression (siehe Abbildung 33) und eine 69-fach hohere PMCA4b
Expression (siehe Abbildung 34) im linksventrikularen Myokard von CIH-Mausen im

Vergleich zu KON-Mausen.
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Abbildung 33: Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung der PMCA4a/b
PMCA4a/b Expression (x-fache Veranderung; qRT-PCR) im linksventrikularen Myokard von CIH-
Mausen im Vergleich zu KON- (Referenz) Mausen
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Abbildung 34: Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung der PMCA4b
PMCA4b Expression (x-fache Veranderung; qRT-PCR) im linksventrikularen Myokard von CIH-
Mausen im Vergleich zu KON- (Referenz) Mausen
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3.4 Molekularbiologische Untersuchung von SOCS3

Wie in Abbildung 35 dargestellt, zeigte sich bei der Untersuchung der Genexpression von
SOCS3 eine 80-fach hohere SOCS3 Expression im linksventrikularen Myokard bei CIH-

Mausen im Vergleich zu KON-Mausen.
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Abbildung 35: Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung von SOCS3

SOCS3 Expression (x-fache Veranderung; qRT-PCR) im linksventrikularen Myokard von CIH-

Mausen im Vergleich zu KON- (Referenz) Mausen
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3.5 Molekularbiologische Untersuchung der Apoptosemarker

Untersuchungen der Apoptosemarker mittels qRT-PCR zeigten eine 1,4-fach hdhere
Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax, eine 7,7-fach hohere Expression des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 und eine 88-fach hohere Expression des pro-apoptisch
wirksamen Faktors Caspase 3 im linksventrikuldaren Myokard bei CIH-Mausen im Vergleich
zu KON-Méausen (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Ergebnisse der Untersuchung der Apoptose-Marker
Expression (x-fache Veranderung; qRT-PCR) der Apoptosemarker (Bax, Bcl-2 und Caspase 3) im
linksventrikularen Myokard von CIH-Mausen bzw. KON- (Referenz) Mausen
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3.6 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Mitochondrien

3.6.1 Anzahl der Mitochondrien pro Flache

Wie bereits erwahnt, zeigt eine Aufnahme in 16.000facher VergréRerung eine Flache von
40um? linksventrikularem Myokard. Durch den Bildrand angeschnittene, nur zum Teil
sichtbare Mitochondrien wurden mitgezéhlt. Wie Abbildung 37 zeigt, konnten in der KON-
Gruppe (n=5) durchschnittlich 30,3 = 1,99 (Mittelwert £+ SEM) Mitochondrien pro
Bildausschnitt gezahlt werden, in der CIH-Gruppe (n=4) waren es 32,0 + 2,96 (Mittelwert +
SEM) Mitochondrien. Die Anzahl der Mitochondrien pro Flache zeigte sich im
linksventrikularem Myokard der CIH-Mause somit nicht signifikant (p=0.65) um 5,6% hoher

als bei den KON-Mé&usen (siehe auch Abbildungen 38 und 39).
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Abbildung 37: Anzahl der Mitochondrien pro 40um? linksventrikularem Myokard
von KON- bzw. CIH-M&usen.
Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=5/4, p=0.65
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Abbildung 38: Elektronenmikroskopische Aufnahme, KON
Linksventrikuléares Myokard, 16.000-fache VergrofRerung

Abbildung 39: Elektronenmikroskopische Aufnahme, CIH
Linksventrikulares Myokard, 16.000-fache VergréRerung
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3.6.2 Anteil der Mitochondrien an der Gesamtflache

Wie die Abbildungen 38 und 39 zeigen, nehmen die Mitochondrien im linksventrikularen
Myokard einen grof3en Teil der Gesamtflache des Myokards ein. In der KON-Gruppe (n=5)
liegt dieser Anteil bei 48,7% + 3,06 (Mittelwert £ SEM), in der CIH-Gruppe (h=4) bei 50,9%
+ 3,99 (Mittelwert £+ SEM). Der Anteil der Mitochondrien an der Gesamtflache
linksventrikularen Myokards ist bei CIH-M&ausen folglich nicht signifikant (p=0.66) um 2,2%
hoher als bei KON-M&ausen (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40: Anteil (in %) der Mitochondrienflache an der Gesamtflache
linksventrikularen Myokards bei KON- bzw. CIH-Mausen
Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=5/4, p=0.66
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3.6.3 Durchschnittliche Mitochondriengrof3e

Die Untersuchung der durchschnittlichen Mitochondriengréf3e ergab bei den KON-Mausen
(n=5) eine durchschnittliche GréRBe von 0,66 pm? + 0,04 (Mittelwert + SEM), wahrend bei
den CIH-Mausen (n=4) im Mittel 0,65 um? + 0,06 (Mittelwert + SEM) gemessen wurden.
Die durchschnittliche Mitochondriengréf3e zeigte sich im linksventrikularen Myokard der
CIH-Mause somit nicht signifikant (p=0.89) um 1,5% kleiner als bei den KON-Mausen (siehe
Abbildung 41).
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Abbildung 41: Durchschnittliche MitochondriengroRe (in pm?)
im linksventrikularen Myokard von KON- bzw. CIH-M&ausen
Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=5/4, p=0.89
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3.6.4 Integritat der Mitochondrien

Wie Abbildung 42 zeigt, ist der prozentuale Anteil der als intakt bewerteten Mitochondrien
im linksventrikularen Myokard der CIH-M&ause (n=4) signifikant (p=0.01) um 8,3% geringer
als bei den KON-Mausen (n=5). Der prozentuale Anteil der als defekt bewerteten
Mitochondrien im linksventrikularen Myokard der CIH-Mause ist signifikant (p=0.01) um
8,5% hoher als bei den KON-Mausen.
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Abbildung 42: Integritat der Mitochondrien
Anteil (in %) der intakt und defekt gewerteten Mitochondrien im linksventrikularen Myokard von KON-
bzw.CIH-Méausen. Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=5/4, p=0.01
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4 Diskussion

4.1 Das Mausmodell der CIH

Zur Untersuchung der histomorphologischen und molekularbiologischen Verdnderungen
des linksventrikularen Myokards bei OSAS wurde ein Mausmodell der CIH gewahlt. Die
Maus eignet sich besonders gut zur Erforschung einer Vielzahl von Erkrankungen, da ihr
Genom vollstandig entschlisselt ist und sich die Moglichkeit des Gen-Knockouts oder Gen-
Uberexpression bietet (Tagaito et al. 2001; Dissertation Kraut 2014). In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Kontrollgruppe mit einer Versuchsgruppe verglichen, ein Gen-Knockout
ist nicht erfolgt.

Wie bereits im Kapitel 2.2.1 beschrieben, wurden die Tiere der Versuchsgruppe zur
Imitation des Krankheitshildes acht Stunden am Tag dem Hypoxie-Reoxygenierungs-
Stress ausgesetzt. Die Dauer der Hypoxie-Episoden wurde entsprechend der
durchschnittlichen Nachtruhe des Menschen ausgewahlt (Dissertation Kraut 2014). Der
Wechsel von Hypoxie und Normoxie erfolgte alle 60 Sekunden, woraus sich 30 Apnoe-
Hypopnoe-Episoden pro Stunde ergeben und somit ein (mittel-) schweres Schlafapnoe-
Syndrom (AHI =30) vorliegt. Dies passt zur aktuellen Datenlage, laut welcher insbesondere
die moderate und die schwere OSAS-Form zur signifikant erhéhten Wahrscheinlichkeit von
Folgeerkrankungen wie arterieller Hypertonie, koronarer Herzerkrankung und
Herzinsuffizienz fuhrt (siehe 1.2 und 1.3.).

Jedoch existieren einige limitierende Faktoren, welche die Ubertragbarkeit des Maus-
Modells der CIH auf den Menschen einschréanken. So wurden die nachtaktiven Mause der
Hypoxie zwar entsprechend ihrer Nachtphase ausgesetzt, allerdings unabhangig davon, ob
sie tatsachlich schliefen oder nicht. Somit konnten in diesem Versuch weder die
charakteristischen Arousals noch die Schlaffragmentierung simuliert werden, welche
Zamarron et al. neben den repetitiven Hypoxie-Reoxygenierungs-Episoden als
Ausgangspunkt fur die entstehenden kardiovaskularen Pathologika ansehen (Zamarrén et
al. 2013). Des Weiteren konnte bei den Tieren nicht die fur das Krankheitsbild besonders
typische Obstruktion der oberen Atemwege erzeugt werden, infolge dessen auch die
Auswirkungen der intrathorakalen Druckschwankungen von OSAS-Patienten nicht simuliert
und untersucht werden konnten. Dabei fehlten auch die begleitenden OSAS-typischen CO-
Schwankungen beim Menschen, da die Maus in der Hypoxie-Phase eine gesteigerte statt

einer unterbrochenen Ventilation aufweist (Dissertation Kraut 2014).
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Trotz dieser Einschrénkungen hinsichtlich der Imitation der OSAS-bezogenen
pathophysiologischen Komponenten gilt das Maus-Modell der CIH als das am besten
geeignete fur die Nachstellung und Erforschung des OSAS (Lee et al. 2009; Dissertation
Dissertation Kraut 2014).

Ebenfalls von Interesse sind die Auswirkungen von chronisch konstanter Hypoxie (CCH)
bzw. die Abhangigkeit der Veranderungen vom Schweregrad der Hypoxie, welche bereits
Fan et al. in einem Maus-Modell untersuchten (Fan et al. 2005) und dessen Resultate in

Kapitel 4.2 weiterfiihrend diskutiert werden sollen.

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die histologischen Untersuchungen die
linksventrikularen Myokardproben jedes Versuchstieres bearbeitet. Im Rahmen der PCR-
Messungen war dies aufgrund eines Mangels an Gewebe nicht méglich, sodass jeweils funf
Proben der Tiere einer Versuchsgruppe gepoolt wurden. Dies stellt nicht die optimale
Ldsung dar, sodass diese Untersuchungen ggf. in zukiinftigen Projekten wiederholt werden

sollten, um differenzierte Ergebnisse zu den einzelnen Tieren zu erhalten.

Die im Rahmen des OSAS auftretenden Hypopnoen und Apnoen fiihren zu einer
inadaquaten alveolaren Ventilation, was eine unzureichende Sauerstoffversorgung mit
konsekutiver Verminderung des p.O: zur Folge hat. Es handelt sich hierbei um eine
hypoxische Hypoxédmie. Davon abzugrenzen ist die ischdmische Hypoxa&mie, deren
Ursache in einem herabgesetzten bzw. unterbrochenem Blutfluss liegt (Cross und Plunkett
2014). In der Literatur wird die chronisch intermittierende Hypoxie und die damit
einhergehenden Hypoxie-Reoxygenierungs-Episoden nicht selten mit myokardialer
Ischamie und darauffolgender Reperfusion verglichen (Lavie 2003; Park et al. 2007; Lavie
2015). Aus diesem Grund wurde bei Betrachtung der vorhandenen Literatur fir die
Bearbeitung der vorliegenden Dissertation sowohl Daten zu Hypoxie und deren

Auswirkungen auf das Myokard, als auch zu Isch&mie herangezogen (s. Abb. 5 und 6).

4.2 Auswirkungen von CIH auf myokardiale Angiogenese

Ahnlich den Ergebnissen von Fan et al. 2005 konnte Frau Dr. Simone Kraut im Rahmen
ihres Projekts einen signifikanten Anstieg des Hamatokrits infolge der sechswdchigen CIH-
Exposition detektieren (Dissertation Kraut 2014). Dies ist als physiologische adaptive
Antwort des Organismus auf eine unzureichende Sauerstoffversorgung zu verstehen, bei
der es infolge einer gesteigerten Erythropoese und Erhéhung der Hamoglobinkonzentration

kommt. Auf diese Weise kann die Sauerstofftransportkapazitat des Blutes verbessert und
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die hypoxischen Zustande zum Teil kompensiert werden (Fan et al. 2005; Woods et al.
2011).

VEGF-A, VEGE-B, KDR

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass CIH im Myokard zu einer
Hochregulation der angiogenetischen Signale auf RNA-Ebene fihrt. So war im Vergleich
zur KON-Gruppe als Referenz in der Versuchsgruppe VEGF-A 2,8-fach und VEGF-B 1,4-
fach erhoht, wahrend der VEGF-Rezeptor 2 (KDR) sogar eine 4,3-fach gesteigerte
Expression aufwies. Wie in zahlreichen Studien nachgewiesen wurde, geht OSAS im
Vergleich zu gesunden Probanden mit erhéhten VEGF-Serumspiegeln einher (Imagawa et
al. 2001; Schulz et al. 2002; Lorier et al. 2011), was ebenfalls als adaptive Antwort des
Organismus auf die unzureichende Sauerstoffversorgung des Gewebes gesehen werden
kann. Die Vorgange sind dabei von der Schwere der Hypoxie abhéangig:

Unter moderater Hypoxie kommt es zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF, welcher
als Hauptregulator der Sauerstoffnromdostase (Dery et al. 2005) fiir die Anpassung der Zelle
an hypoxische Zustande verantwortlich ist (Cummins und Taylor 2005). Dies wird unter
anderem durch die Induktion proangiogenetisch wirksamer Proteine wie beispielsweise
VEGF gewahrleistet, was die Proliferation von Endothelzellen, die Stabilisierung der
GefalRwand und die Hemmung von Apoptose zur Folge hat. Es bilden sich ausgehend vom
vorhandenen Kapillargeflecht neue Gefal3e, welche zur Verbesserung der Perfusion
beitragen und die Widerstandsfahigkeit des Gewebes gegentiber Hypoxie erhéhen (Lorier
et al. 2011). Laut Waltenberger et al. ist VEGF ein spezifisches endotheliales Mitogen, das
therapeutisch fir die Induktion von Angiogenese im ischdmischen Myokard genutzt werden
kann (Waltenberger et al. 1996). Eine protektive Wirkung von moderater Hypoxie auf den
Herzmuskel konnten auch Wang und Si anhand des Rattenmodells bestatigen, in welchem
sie den Effekt von kurzzeitiger intermittierender Hypoxie auf die myokardiale Struktur und
Funktion untersuchten (Wang und Si 2013). Angesichts der gesteigerten Expression des
anti-apoptotischen Markers Bcl-2 konnte gezeigt werden, dass es, vermittelt durch die
Hochregulation von HIF und VEGF, zur Inhibierung von Apoptose und oxidativem Stress
kommt. Eine signifikante Zunahme der myokardialen Kapillardichte konnte nach einer
vierwochigen Exposition mit intermittierender Hypoxie beobachtet werden (Wang und Si
2013).

In unserem Mausmodell zeigte sich die Expression von VEGF und KDR auf RNA-Ebene
erhoht, in der histochemischen Lektin-Farbung fehlte jedoch der morphologische Nachweis
der Neoangiogenese. Trotz einer frihzeitigen Hochregulation angiogenetischer Signale

scheint die Angiogenese in unserem Modell ineffektiv zu sein. Es stellt sich somit die Frage
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nach moglichen Ursachen fur die fehlende Kapillarneubildung. Ein Erklarungsansatz kann
in einer zu kurzen oder zu langen Versuchsdauer gesehen werden. Die Hypothese hierbei
ist, dass es im Falle einer langeren Versuchsdauer moglicherweise noch zu signifikanten
histomorphologischen Veranderungen gekommen wére, bzw. dass sich die Kapillarzahl
bereits zu Beginn des Experiments als adaptive Antwort erhdht, im Folgenden jedoch
aufgrund einer toxischen Hypoxie-Wirkung wieder reduziert hat. In der vorliegenden Arbeit
ist der proliferativ auf Endothelzellen wirkende Wachstumsfaktor VEGF-A in der
Versuchsgruppe zwar 2,8-fach hochreguliert im Vergleich zur Kontrollgruppe, der fur die
Erhaltung der neu entstandenen Blutgefalie essentielle Faktor VEGF-B (siehe 1.3.1) jedoch
nur 1,4-fach. Diese Tatsache wirde die These stitzen, dass zwar pro-angiogenetische
Signale vorhanden sind, die neu entstandenen GefafRe aufgrund einer unzureichenden
VEGF-B-Expression jedoch nicht erhalten werden kénnen.

Ein weiterer Erklarungsansatz kann darin gesehen werden, dass es, im Gegensatz zum
zuvor erlauterten Mechanismus, unter besonders schwerer Hypoxie nicht zur Proliferation,
sondern zur Apoptose von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Kardiomyozyten
kommt (Lorier et al. 2011). Auch Han et al. untersuchten anhand eines Ratten-Modells die
Auswirkungen von intermittierender Hypoxie auf das Myokard und detektierten neben einer
Hochregulation der pro-apoptotischen Molekile Bax und Caspase 3 eine verminderte
Kapillardichte sowie eine verstéarkte interstitielle Fibrose. Die kardiale Schadigung sahen
sie am ehesten in einer Akkumulation von Cholesterol im Myokard und der Caspase-
abhangigen Induktion der Apoptose begriindet (Han et al. 2014).

Hierin zeigen sich Parallelen zu unseren Daten, erkennbar an dem ebenfalls
hochregulierten pro-apoptischen Signalfaktor Caspase 3 (88-fach) sowie der fehlenden
Zunahme der Kapillardichte. Die These, dass es infolge eines schwerwiegenden
langanhaltenden Sauerstoffmangels zur verstarkten Induktion von apoptotischen
Vorgéngen kommt, soll in Kapitel 4.4 weiterfiihrend diskutiert werden.

In unserem Experiment konnte der Fettstoffwechsel des Myokards nicht untersucht werden,
sodass die Rolle der Cholesterol-Akkumulation beziglich ihrer Bedeutung fur die kardiale

Schadigung nicht eruiert werden kann.

Notchl und 3

Im Hinblick auf die myokardiale Angiogenese sollte auch die Rolle von Notch diskutiert
werden. Der Signalweg ist an der Regulation einer Vielzahl an Prozessen wie der
Differenzierung, Proliferation und Regeneration von Zellen sowie der Apoptose beteiligt
(Gude et al. 2008) und spielt eine wichtige Rolle in der Organogenese des Herzens. Dabei

ist Notch insbesondere fir die Entwicklung des linken Ventrikels und die Spezifizierung der
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Koronargefal3e vonnoten (de la Pompa et al. 2012). Die Expression wird durch
Gefallverletzungen und myokardiale Schadigungen (z.B. Druckbelastung) induziert,
sodass dem Protein eine wichtige Funktion hinsichtlich der Regeneration von Herz und
GefalRen zugeschrieben werden kann (Lindner et al. 2001; Gude et al. 2008; Rizzo et al.
2014).

In der vorliegenden Arbeit konnte in der Versuchsgruppe eine 5,4-fach erhdhte Expression
von Notchl und eine 7,1-fache Hochregulation von Notch3 im Vergleich zur Kontrollgruppe
detektiert werden, wobei sowohl Schaden am Gefalisystem infolge endothelialer
Dysfunktion und Arteriosklerose als auch Hypertonie-bedingte Myokardschaden zur
Induktion des Gens gefiihrt haben kdnnten. Wie bereits in Kapitel 1.3.1 beschrieben,
modulieren Notchl und sein hochaffiner Ligand Dll4 die VEGF-A-induzierte Angiogenese
durch die Regulation der gefalRaussprossenden und gefal3bildenden Zellen (Jakobsson et
al. 2009), wobei das Protein jedoch auch in Abwesenheit von VEGF-A Uber den VEGFR3-
Rezeptor angiogenetisch wirksam sein kann (Benedito et al. 2012). Auch Kratsios et al.
konnten anhand eines Maus-Modells zeigen, dass eine Notch-Aktivierung im infarzierten
Myokard mit einer erhohten Expression angiogenetischer Marker und verbesserten
Herzfunktion einhergeht (Kratsios et al. 2010). Rizzo et al. betiteln Notch als einen
Hauptmodulator der Angiogenese (Rizzo et al. 2014), dem auch eine wichtige Rolle bei der
Wundheilung und Reperfusion ischamischer Extremitaten zugesprochen wird (Liu et al.
2012; Trindade et al. 2012). Liu et al. untersuchten in diesem Zusammenhang anhand eines
Maus-Modells die Auswirkungen einer Inhibition des Notch-Liganden DIl4, welcher unter
Hypoxie vom arteriellen GefaRendothel exprimiert wird, und konnten dabei paradoxe
Effekte detektieren: So fihrt die DIll4-Inhibition einerseits zur verminderten Reifung und
Perfusion der neu entstandenen Gefal3e, andererseits aber zu einer gleichzeitigen
Erhoéhung der Kapillardichte. Liu et al. gelangten somit zu der Schlussfolgerung, dass eine
partielle bzw. intermittierende Hemmung von DIll4 eine schnellere Wiederherstellung der
Gewebsperfusion nach Verletzungen und ischdmischen Zustdnden ermdglicht (Liu et al.
2012). Diesen Ergebnissen entsprechend wére in unserem Versuch ebenfalls eine erhdhte
Kapillardichte infolge der Hochregulation von Notchl1 und Notch3 zu erwarten gewesen, die

sich jedoch nicht bestatigen liel3.

TINFE-a, IL-18, IL-6

Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fir die insuffiziente Angiogenese findet sich in der
systemischen Inflammation, zu welcher es im Rahmen des OSAS kommt. In unserem
Maus-Modell zeigten sich in der Versuchgruppe die Zytokine TNF-a 180-fach, IL1-B 2,8-

fach und IL-6 1,3-fach hochreguliert im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei insbesondere
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TNF-a und IL1-B zu einer Dysregulation des Notch-Signalweges fuhren konnen (Quillard et
al. 2010). Dies hat eine verstarkte Apoptose zur Folge, da Notch protektiv auf
Endothelzellen wirkt und sie durch Hochregulation des anti-apoptotischen Bcl2 vor dem
programmierten Zelltod schiitzt. Eine Notch-Inhibition kann daher zu einer endothelialen
Dysfunktion fihren und die Entstehung von Arteriosklerose begunstigen (Quillard et al.
2008; Walshe et al. 2011; Rizzo et al. 2014). AuBerdem kommt es intrazellular zu
vermehrtem Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies und einer Hemmung der

Endothelzellproliferation (Cai et al. 2014).

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass trotz einer erhéhten Expression der pro-
angiogenetischen Marker VEGF-A und KDR die Kapillardichte im Myokard der CIH-
exponierten Mause nicht signifikant zugenommen hat. Dies kénnte zum einen der Tatsache
geschuldet sein, dass die Versuchsdauer nicht ausreichend lang war und sich
Veréanderungen erst noch im Laufe der Zeit gezeigt hatten. Zum anderen besteht die
Moglichkeit, dass die bereits neu entstandenen Gefale aufgrund einer unzureichenden
Expression des gefaRerhaltenden Wachstumsfaktors VEGF-B nicht tberleben konnten.
Auch die Induktion von Apoptose infolge der Hypoxamie ist als Erklarung fur die
unveranderte Kapillardichte denkbar, welche statt zur Proliferation und Differenzierung zum
programmierten Zelltod von Endothelzellen, glatten GefalRmuskelzellen und Stromazellen
fuhrt. AuRerdem konnte die Funktion des pro-angiogenetischen Molekiils Notch durch das

pro-inflammatorische Milieu infolge Zytokin-Hochregulation gestort sein.

4.3 Auswirkungen von CIH auf die ventrikulare Funktion

Das OSAS geht mit einem erhdhten Risiko fir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz einher
(Shahar et al. 2001; Gottlieb et al. 2010), wobei sowohl die systolische Herzinsuffizienz
infolge einer verminderten Pumpfunktion als auch die diastolische Herzinsuffizienz, bedingt
durch eine herabgesetzte Dehnbarkeit der Ventrikel, im Rahmen der Atemstoérung auftreten
kénnen (Shahar et al. 2001, Vitarelli et al. 2013). Korrelierend mit der hohen Pravalenz von
Hypertonie kann bei den OSAS-Patienten haufiger eine linksventrikulare diastolische
Dysfunktion beobachtet werden (Arias et al. 2005; Pack und Gislason 2009), wobei diese
von der Hohe des systolischen Blutdrucks und der Schwere des nachtlichen SpO,-Abfalls
abhangig ist (Baguet et al. 2010).

Zur Diskussion der Studienlage und als funktionelle Hintergrundinformationen zu den
linksmyokardialen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit werden im Folgenden die

Daten von Frau Dr. Simone Kraut dargestellt: Zur Untersuchung der systolischen
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Pumpfunktion des Herzens der Mause bestimmte Frau Dr. Simone Kraut das
Herzminutenvolumen (cardiac output, CO) mittels Echokardiographie und zog zum
Ausgleich moglicher Verfalschungen durch das Kérpergewicht der Mause zusatzlich den
cardiac index (Cl) heran. Dabei zeigten sich nur geringfugige (nicht signifikante)
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (KON-Mause: CO 23,4 ml/min, CI 0,91
ml/min/KGW; CIH-Mause: CO 19,5ml/min, CI 0,75 ml/min/KGW). Auch bei Betrachtung der
Ejektionsfraktion (EF) des linken Ventrikels konnten keine Unterschiede festgestellt werden
(EF der KON-Mause: 64,0%, EF der CIH-Mause: 62,3%). Weitere Parameter zur Erhebung
der systolischen Funktion (LV/RV peak systolic velocity und tricuspid annular plane systolic
excursion, TAPSE) zeigten sich ebenfalls unauffallig (Dissertation Kraut 2014). Diese
Ergebnisse stehen somit im Gegensatz zu den bei OSAS-Patienten beobachteten Daten,
welche sowohl eine eingeschrankte rechtsventrikulare Funktion als auch eine mit dem AHI
korrelierende Verschlechterung der Herzfunktion zeigten (Altekin et al. 2012). Die
unterschiedlichen Ergebnisse zwischen OSAS-Patienten und dem Maus-Modell sieht Kraut
in Speziesunterschieden und der Tatsache, dass die Mause wahrend der Messung der
Werte in Narkose lagen (Dissertation Kraut 2014).

Bei der Erhebung der IVRT (isovolumic relaxation time) zur Analyse der diastolischen
Funktion des linken und rechten Ventrikels konnte jedoch eine signifikant verminderte
diastolische Funktion beobachtet werden (KON-Mause: linker Ventrikel 13,7%, rechter
Ventrikel 13,9%, p<0,05; CIH-Mause linker Ventrikel 17,6%, rechter Ventrikel 18,0%,
p<0,05). Auch der LV EYA' peak diastolic velocities zur isolierten Beurteilung der
linksventrikularen diastolischen Funktion war signifikant vermindert. Diese von Frau Dr.
Simone Kraut ermittelten Werte decken sich folglich mit den Ergebnissen anderer Studien
(Haruki et al. 2009; Altekin et al. 2012; Dissertation Kraut 2014).

Um die globale Funktion des Herzens einzuschatzen, bestimmte Frau Dr. Simone Kraut
aul3erdem den MPI (myocardial performance index) bestimmt, welcher sich sowohl fur
rechten als auch fur den linken Ventrikel signifikant vermindert zeigte (KON-M&use: linker
Ventrikel 0,75, rechter Ventrikel 0,72, p<0,01; CIH-Mause: linker Ventrikel 0,92; rechter
Ventrikel 1,01, p<0,01) (Dissertation Kraut 2014). Dieses Ergebnis entspricht den bei
OSAS-Patienten erhaltenen Daten (Dursunoglu et al. 2005; Gao et al. 2009), welche eine

Korrelation mit dem AHI erkennen lie3en (Gao et al. 2009).

In Anbetracht dieser Daten sind nun die zugrundeliegenden molekularbiologischen und
histomorphologischen Mechanismen, die im Rahmen des OSAS zur Entstehung einer
Herzinsuffizienz beitragen kdénnen, von besonderem Interesse und werden im Folgenden

erlautert.
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TNE-a, IL-18, IL-6, COX-2

Das OSAS geht mit repetitiven Hypoxamie/Reoxygenierungs-Episoden und
Schlaffragmentierung einher, was Uber eine Aktivierung des Sympathikus, eine erhohte
Katecholaminausschittung und die Bildung freier Sauerstoffradikale zur endothelialen
Dysfunktion und systemischen Inflammation fuhrt. Der Hauptregulator der
Entziindungsantwort ist der Transkriptionsfaktor NF-kB, welcher die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-13 und IL-6 reguliert. Diese Zytokine wiederum
induzieren die Expression der COX-2, welche gemeinsam mit der COX-1 fur die
Prostaglandinsynthese aus Arachidonsaure verantwortlich ist (Lin et al. 2004; Ke et al.
2007). Bei OSAS-Patienten konnten, wie bereits in Kapitel 1.2.1 erwahnt, erhéhte Serum-
(Minoguchi et al. 2004; Imagawa et al. 2004; Ciftci et al. 2004), Blut- (Ryan et al. 2005) und
Urinspiegel (Beaudin et al. 2014) der Entzindungsmediatoren detektiert werden.

TNF-a ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, das von Monozyten und anderen Immunzellen
gebildet wird. Es ist an der Entwicklung von Arteriosklerose beteiligt, indem es uber die
Ausschittung von Adhéasions-Molekilen die Infiltration der Monozyten in das Endothel
beginstigt und die Proliferation glatter Gefalimuskelzellen stimuliert (Glass und Witztum
2001). Minoguchi et al. konnten zeigen, dass sowohl die TNF-a-Produktion durch
Monozyten als auch die TNF-a -Serumspiegel bei OSAS-Patienten signifikant erhéht sind
(Minoguchi et al. 2004). Verglichen wurde mit einer Gruppe aus Normalgewichtigen sowie
einer Gruppe aus ubergewichtigen Probanden. Auch Ciftci et al. untersuchte die Expression
der Entziindungsmediatoren bei OSA-Patienten in Abhangigkeit vom Gewicht und konnte
belegen, dass die TNF-a- und IL-6-Serumspiegel bei Gibergewichtigen OSA-Patienten im
Vergleich zu Ubergewichtigen ohne OSA signifikant erhoht sind, wobei der Anstieg mit dem
AHI korrelierte (Ciftci et al. 2004). Es kann vermutet werden, dass die CIH urséachlich far
die verstarkte Produktion der Zytokine ist. Auch bei Patienten mit ischamischer
Herzerkrankung im Myokard wurde eine vermehrte Expression von TNF-a detektiert (Vaddi
et al. 1994; Kukielka et al. 1995; Herskowitz et al. 1995).

Passend dazu zeigen sich auch die Ergebnisse von Ryan et al., welche in HeLa-Zellen eine
NF-kB-Aktivierung infolge CIH mit anschlieRender Reoxygenierung detektieren konnten
(Ryan et al. 2005).

Die Vermutung, dass repetitive hypoxische Zustande tber eine NF-kB-Aktivierung zu einer
systemischen Inflammation fuhren, konnte in der vorliegenden Arbeit sowohl auf RNA-
Ebene als auch mittels Immunhistochemie gezeigt werden: So konnte eine 180-fach
erhohte Expression von TNF-a und eine 21-fache Hochregulation der COX-2 im Myokard

beobachtet werden, welche sich in der histologischen Untersuchung in jeweils signifikant
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erhohten Anteilen an positiv gefarbten Zellen &uf3erte. Die Zytokine IL-13 und IL-6 wiesen
eine nur geringfligig gesteigerte Expression auf (IL-18: 2,8-fach; IL-6: 1,3-fach).

Die systemische Inflammation, welche infolge dieser verstarkten Zytokin-Ausschittung
entsteht, fordert zum einen die endotheliale Dysfunktion der Gefal3e und die Entwicklung
von Arteriosklerose (Ross 1999), zum anderen fihrt sie zur erneuten Induktion des NF-kB-
Sighalweges, was die Entziindungsreaktion weiter verstarkt (Ghosh et al. 1998).

Das Zytokin TNF-a konnte auf3erdem mit einer Hemmung des Komplexes | der
Atmungskette in den Mitochondrien assoziiert werden (Higuchi et al. 1998), was im

folgenden Kapitel naher erlautert wird.
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4.4 Auswirkungen von CIH auf kardiale Fibrosierung und Hypertrophie

Ein sogenanntes kardiales Remodeling geht mit molekularen, interstitiellen und zellularen
Veranderungen des Herzens einher, die sich vor allem nach akutem Myokardinfarkt, Druck-
und Volumenbelastung oder Entziindung manifestieren kbnnen (Gajarsa und Kloner 2011;
Frangogiannis 2014). Die Umbauprozesse des Herzens sind zunachst als Heilungs- und
Anpassungsvorgange anzusehen, die gekennzeichnet sind durch interstitielle Fibrose,
Myozytenhypertrophie, apoptotischen Kardiomyozytenverlust und Dilatation des Ventrikels
(Sutton und Sharpe 2000; Bauersachs und Ertl 2006). Die zugrundeliegenden

Pathomechanismen sind in Abbildung 43 schematisch dargestellt.

:L"u" Dl_.rsiurlhliun_ -""'H
[1 Schlagvolumen .

LV Remodeling LY ]
- Hypertrophie Neurohumorale Aktivierung
- : . Renin-
Dilatation Angicbengin. Sympath
- Fibrose Aldosiercn- Mervensystiem
J System

Endothelin-
Syslam

- Myokardiale Genaxprassion -
Jetal switch™ Aktin, Myosin
ANP T, CanTPase 1
Collagen T

Abbildung 43: Schematische Darstellung der Pathomechanismen des linksventrikularen
Remodelings

Eine Einschrankung der linksventrikularen Funktion geht mit einem verminderten Schlagvolumen
einher, was zu einer Aktivierung von Sympathikus und RAAS flhrt. Es kommt zur Hypertrophie,
Dilatation und Fibrosierung des Myokards. Diese Mechanismen sind unabhéngig von hypoxischen
Zusténden (Bauersachs und Ertl 2006, modifiziert).

Infolge einer kardialen Schadigung reduziert sich die Auswurfleistung des Herzens,
wodurch es zur Aktivierung des Sympathikus, des RAAS und des Endothelin-Systems
kommt. Dies fuhrt Gber eine Vasokonstriktion zur Erh6hung des Blutdrucks, der das Herz
mit einer Steigerung der Herzfrequenz und Kontraktilitit begegnet. Dieser
Kompensationsmechanismus fuhrt langfristig zu einer ventrikularen Hypertrophie aufgrund
einer GroRenzunahme der Kardiomyozyten.

Die RAAS-Aktivierung induziert Gber eine erhéhte Aldosteron-Konzentration aul3erdem die
Synthese von Kollagen, was zur interstitiellen Fibrosierung fiihrt. Dies erhdht das Risiko fur
die Entwicklung kardialer Arrhythmien, schrankt die Relaxationsfahigkeit des Ventrikels in
der Diastole ein und kann auf diese Weise zur Entstehung einer systolischen und

diastolischen Herzinsuffizienz fihren (Sutton und Sharpe 2000; Bauersachs und Ertl 2006).
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Die Daten von Frau Dr. Simone Kraut lassen vermuten, dass die kardiale Schadigung im
vorliegenden Mausmodell am ehesten aus der erhdhten Nachlast infolge der arteriellen
Hypertonie resultiert. So konnte sie zeigen, dass die CIH-Exposition zu einem
kontinuierlichen und signifikanten Anstieg des systolischen und diastolischen Blutdrucks
der Tiere fuhrt (Dissertation Kraut 2014). Wahrend zu Beginn des Experiments die
Blutdruckwerte der CIH-M&use im Durchschnitt bei 120 mmHg systolisch und 90 mmHg
diastolisch lagen, wurde am Ende der sechswochigen CIH-Exposition ein Anstieg auf 127
mmHg systolisch und 104 mmHg diastolisch gemessen. Der mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) der CIH-Tiere erhohte sich somit von 100 mmHg zu Beginn der Beobachtung auf
113 mmHg am Ende des Versuches. Bei den normoxischen Mausen hingegen zeigten sich
keine Veranderungen des Blutdrucks (MAP 1. Woche: 99 mmHg; 6. Woche: 100 mmHg)
(Dissertation Kraut 2014). Der in zahlreichen Studien gesehene OSAS-assoziierte Anstieg
des Blutdrucks (siehe 1.2.2) kann somit durch Frau Dr. Simone Krauts Ergebnisse ebenfalls
bestatigt werden.

Arterielle Hypertonie kann infolge der erhéhten Nachlast Uber l[&Angere Zeit zur Entwicklung
einer konzentrischen Hypertrophie fihren (siehe 1.3.2.2) (Hedner et al. 1990; Kraiczi et al.
2001; Chami et al. 2008; Aslan et al. 2013). Frau Dr. Simone Krauts Daten hinsichtlich des
linken Ventrikels zeigten keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Versuchsgruppe
(Dissertation Kraut 2014). Eine signifikante Linksherzhypertrophie, die angesichts der
Hypertonie der Tiere und bisheriger Daten von OSAS-Patienten hatte erwartet werden
kénnen, wurde in diesem Maus-Modell nicht bestatigt.

Allerdings konnte Frau Dr. Simone Kraut zeigen, dass die sechswoéchige CIH-Exposition
mit einer pulmonalen Hypertonie einhergeht und zu einer signifikanten
Rechtsherzhypertrophie der Tiere fihrt (Dissertation Kraut 2014). Zur Eruierung der
pulmonalen Hypertonie bestimmte sie den systolischen rechtsventrikularen Blutdruck,
welcher sich in der Versuchsgruppe mit 25,5 + 0,5 mmHg im Vergleich zur Kontrollgruppe
mit 23,4 £ 0,5 mmHg als signifikant erhdht erwies. Die Rechtsherzhypertrophie wurde zum
einen anhand der Ratio des Nassgewichtes von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus
Septum (RV/(LV+S)) gemessen, zum anderen mittels des Verhdltnisses von rechtem
Ventrikel zu Kdrpergewicht, wobei in beiden Fallen signifikant erhdhte Werte festgestellt
werden konnten (Dissertation Kraut 2014).

Das Phanomen der Rechtsherzhypertrophie konnte bereits in einigen Maus-Modellen der
CIH (Fagan 2001; Campen et al. 2005) und der chronisch konstanten Hypoxie (CCH) (Fan
et al. 2005) beobachtet werden und wird durch eine hypoxiebedingte Vasokonstriktion der

pulmonalen Gefalle und vaskuldres Remodeling verursacht (Campen et al. 2005;
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Dissertation Kraut 2014). Auch in Frau Dr. Simone Krauts Arbeit erfolgte die Beurteilung
des Remodelings anhand einer morphometrischen Analyse des Muskularisierungsgrades
der pulmonalen GefaBe, wobei ein signifikant hoherer Anteil an Teil- und
Vollmuskularisierung bei den ClH-exponierten Tieren detektiert werden konnte
(Dissertation Kraut 2014). So zeigten sich bei den KON-Mausen 28% der kleinen
Lungengefalie teil- und 8% vollmuskularisiert, wahrend sich bei den CIH-Mausen 57% teil-
und 19% volimuskularisierte GefalRe beobachten lieen. Die Folge dieser vaskularen
Veranderungen ist eine Erhdéhung der rechtsventrikularen Nachlast, was zur
kompensatorischen Hypertrophie des rechten Ventrikels fuhrt (Silbernagl und Despopoulos
2012; Dissertation Kraut 2014). Wahrend das OSAS beim Menschen meist mit einer
linksventrikularen Hypertrophie einhergeht und auch der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der
Untersuchung des linksventrikularen Myokards liegt, kann im Maus-Modell in vielen Fallen
nur eine Rechtsherzhypertrophie detektiert werden. Ein Erklarungsansatz dafiir kann darin
gesehen werden, dass die OSAS-typische Obstruktion der oberen Atemwege im Maus-
Modell nicht simuliert werden kann und somit auch die intrathorakalen Druckschwankungen
nicht nachgestellt werden kénnen (Dissertation Kraut 2014), wobei laut Damy et al. jedoch
die linksventrikulare Hypertrophie beim Menschen vor allem durch diesen
Pathomechanismus beginstigt wird (Damy et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte der rechte Ventrikel aufgrund fehlenden Gewebes nicht
untersucht werden, was jedoch angesichts der Datenlage nachgeholt werden sollte.

Auch die weitere Erforschung des Maus-Modells der CCH erweist sich als interessant.
Wahrend Campen et al. in der intermittierenden Hypoxie den Stimulus fur die
rechtsventrikulare Hypertrophie sehen (Campen et al. 2005), untersuchten Fan et. al
anhand eines neonatalen Mausmodells die Auswirkungen von CCH und CIH auf das
Myokard (Fan et al. 2005). Unter CCH zeigte sich eine rechtsventrikulare Hypertrophie
sowie eine VergroRerung des Herzens, wahrend dieses Ergebnis unter CIH nicht detektiert
werden konnte. Das lasst vermuten, dass die myokardialen Verdnderungen hinsichtlich
einer Hypertrophie-Entwicklung, &hnlich wie bei der Kapillarneubildung, von der Dauer der
Hypoxie abh&ngig sind. Auch die Ergebnisse von Ito et al. kdnnen diese Hypothese stiitzen
(Ito et al. 1996): sie konnten in einem Modell von neonatalen Ratten die Entwicklung einer
Hypertrophie unter milder Hypoxie (10% O2) nachweisen, wobei der Hypertrophie-Marker
skeletal a-actin bereits in den ersten 24 Stunden der Hypoxie-Exposition hochreguliert
wurde und die Zelloberflache der Kardiomyozyten nach 48 Stunden Hypoxie-Exposition um
das 1,6-fache gegeniuber der Kontrollgruppe zunahm. Schwere Hypoxie hingegen (0% O)

fuhrte zu degenerativen morphologischen Veranderungen und einer Abnahme der Zellzahl,
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was die Toxizitat von schwerem Sauerstoffmangel auf Kardiomyozyten verdeutlicht und als
Erklarungsansatz fur die Abnahme des Herzgewichts und der Herzgrél3e infolge
Verstarkung der Hypoxie (7,5% O. anstatt 11% O2) im Mausmodell von Fan et al. dienen
kann (Fan et al. 2005).

In unserem Maus-Modell kam es trotz vorliegender Rechtsherzhypertrophie nicht zu einer

Veranderung des Herzgewichts (Dissertation Kraut 2014).

Gegenstand  dieser Arbeit ist die Untersuchung der zugrundeliegenden
histomorphologischen und molekularbiologischen Mechansimen am linksventrikuléaren
Myokard, wobei auch im Zusammenhang mit kardialem Remodeling die Notch-
Proteinfamilie betrachtet und die Bedeutung der PMCAA4 hinsichtlich der Hypertrophie-

Entwicklung eruiert werden sollte.

Notchl und 3

Notch spielt eine wichtige Rolle bei der Zellregeneration nach kardialen Schaden (siehe
1.3.2.1 und 4.2). So konnten Gude et al. zeigen, dass eine erhdhte Notchl-Expression der
Kardiomyozyten nahe der Grenze eines akuten Myokardinfarktes mit einer verminderten
Apoptose und einer verstarkten Aktivitat des Proteins Akt einhergeht (Gude et al. 2008),
welches auch als Proteinkinase B bekannt ist und wichtige Funktionen hinsichtlich
Proliferation, Differenzierung und Stoffwechsel von Zellen einnimmt (Manning 2005).
AuBerdem ist Notchl an der Differenzierung von kardialen Vorlauferzellen zu
Kardiomyozyten beteiligt (Urbanek et al. 2010), wobei eine Hemmung des Signalweges mit
einer gesteigerten Apoptose bei hypertensiven Mausen (Croquelois et al. 2008) und der
Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie in Verbindung gebracht werden konnte
(Urbanek et al. 2010). Auch jungere Studien lieferten @hnliche Ergebnisse (Kratsios et al.
2010; Yu und Song 2014), sodass Notch eine wichtige Funktion hinsichtlich der
Regeneration von Kardiomyozyten im Rahmen von kardialen Schadigungen zugeschrieben
werden kann. Die Aktivierung von Notchl reduziert somit das pathologische kardiale
Remodeling durch ein erhohtes Zelliiberleben der Kardiomyozyten, Stimulierung der
kardialen Stammzellen zur Differenzierung in Kardiomyozyten statt Fibroblasten und
Induzierung der Angiogenese (Rizzo et al. 2014).

Die in unserem Versuch 5,4-fach erhohte Expression von Notchl im linksventrikularen
Myokard von CIH im Vergleich zur KON-Gruppe konnte demnach als Erklarungsansatz fur
den geringen Kollagengehalt der Myokardfasern und fehlende linksventrikulare
Hypertrophie verstanden werden. Auch die Ergebnisse von Nemir et al. kénnen diese

Hypothese stitzen, da sie die Schlisselrolle des Notchl-Signalweges beziglich der
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Regeneration des geschadigten Herzens in der Erhaltung des Gleichgewichts von
fibrotischen und regenerativen Prozessen durch Modulation mesenchymaler Stromazellen
sehen (Nemir et al. 2014). Aulzerdem konnten sie zeigen, dass Notchl die Entwicklung von
Hypertrophie und TGF-B/CTGF-vermittelter kardialer Fibrose infolge Druckbelastung
inhibiert.

Beziglich der Notch-Isoform 3 kdnnen in der Literatur vielfaltige Informationen gefunden
werden. So wird es von glatten GefaBmuskelzellen exprimiert und ist gemeinsam mit
seinem Liganden Jaggedl an der Genese der altersbedingten Intima- und Mediaverdickung
beteiligt (Wu et al. 2011). Aul3erdem konnte in einem in vitro-Experiment gezeigt werden,
dass die Aktivierung von Notchl und Notch3 neben einer gesteigerten Proliferation von
glatten GefalBmuskelzellen auch mit einer Hemmung von deren Apoptose einhergeht
(Sweeney et al. 2004). In Interaktion mit Angiotensin Il trdgt Notch3 durch Stimulation von
Proliferation und Migration der glatten Gefalimuskelzellen zur Progression des vaskularen
Remodelings bei (Ozasa et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit wurden die GefalRe und
magliche arteriosklerotische Veranderungen leider nicht untersucht, sodass die in unserem
Maus-Modell festgestellte 7,1-fache Hochregulation von Notch3 in der Versuchsgruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe nicht hinreichend gedeutet werden kann.

Laut Gude et al. geht eine Notch-Uberexpression auch mit einer verbesserten
hamodynamischen Funktion des Herzens einher (Gude et al. 2008), was sich in unserem
Projekt allerdings nicht bestatigen liel3. Es kann angenommen werden, dass an der Genese

der ClIH-assoziierten Pathologika noch weitere Molekiile und Prozesse beteiligt sind.

PMCA4

Bei den PMCAs handelt es sich um Transmembranproteine, von welchen vier verschiedene
Isoformen (PMCA1-4) existieren. Wahrend PMCAL1 und 4 ubiquitar exprimiert werden, sind
PMCAZ2 und 3 an bestimmte Zellen und Gewebe gebunden (Holton et al. 2010). Die fur das
Herz besonders bedeutsame PMCA4 transportiert als hochaffine Ca?*-Pumpe das Calcium
aus dem Zytosol der Kardiomyozyten in den Extrazellularraum und sorgt auf diese Weise
fur die intrazellulare Homdostase der Kardiomyozyten (Carafoli 1994). Durch alternatives
SpleiRen kdnnen zwei SpleilRvarianten generiert werden: PMCA4a und PMCA4b. Wéahrend
die PMCA4a ein Exon mit 190 (Maus)- Nukleotiden beinhaltet, besitzt die PMCA4b dieses
Exon nicht. Das Protein PMCA4b ist langer als die PMCA4a und hat eine PDC-
Bindungsstelle, Giber welche das Protein mit nNOS interagieren kann. Calcineurin hingegen
bindet an einen bei beiden Spleildvarianten vorhandenen intrazellularen Loop zwischen den

Transmembranregionen 4 und 5 (Strehler und Zacharias 2001; Holton et al. 2010).
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Die Bedeutung der PMCAA4 fiir die diastolische Relaxation des Ventrikels wird als gering
eingeschatzt; vielmehr werden ihr Funktionen der Signallibertragung zugesprochen, im
Besonderen die Regulation anderer Ca?*-abhangiger Molekule wie z.B. der Phosphatase
Calcineurin und der nNOS (Oceandy et al. 2008; Wu et al. 2009). Dies geschieht, indem
die PMCA aufgrund des aus der Zelle heraus gerichteten Ca?*-Transports fir eine lokal
sehr niedrige intrazellulare Ca?"-Konzentration sorgt, wodurch die Ca?"-abhangigen
Interaktions-Proteine an dieses Milieu gebunden werden. Diese Interaktion fihrt zu einer
Herunterregulation der Aktivitat dieser Enyzme (Holton et al. 2010). Eine verminderte
Tatigkeit von Calcineurin geht mit einer Hemmung des Calcineurin/NF-AT3-Signalweges
einher, welchem unter anderem eine Relevanz bei der Entstehung myokardialer
Hypertrophie und Herzinsuffizienz zugeschrieben wird (Molkentin et al. 1998; Holton et al.
2007; Holton et al. 2010).

Wie bereits in Kapitel 1.3.2.2 beschrieben wurde, fiihrt eine Dehnung der Kardiomyozyten
infolge Druckbelastung, wie sie beispielsweise im Rahmen der arteriellen Hypertonie
auftritt, zu einer Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentration. Dies aktiviert Calcineurin,
welches den Transkriptionsfaktor NF-AT3 phosphoryliert und dessen Translokation in den
Zellkern ermdglicht. Dort induziert NF-AT3 die Expression weiterer Transkriptionsfaktoren,
was eine GrofRenzunahme der Kardiomyozyten und eine gesteigerte Proteinsynthese zur
Folge hat (Molkentin et al. 1998). Zur kardialen Hypertrophie kommt es schlieflich infolge
einer dauerhaften Aktivierung dieses Signalweges, welcher auch an der Entwicklung und
Differenzierung von T-Zellen, B-Zellen, Osteoblasten, Axonen, Skelettmuskeln und
Herzklappen beteiligt ist (Holton et al. 2010). Jiingste Studien konnten dem Calcineurin/NF-
AT3-Signalweg sogar eine Mediator-Rolle bezlglich der VEGF-vermittelten Angiogenese
zuschreiben (Baggott et al. 2014). Dabei fuhrt die Hemmung des Calcineurin/NF-AT3-

Signalweg durch die PMCA4 zu einer verminderten Kapillarneubildung.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich die linksventrikulare Expression der PMCA4b auf
RNA-Ebene bei den CIH-exponierten Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren 69-fach
erhoht. Frau Dr. Simone Kraut konnte im Rahmen ihres Projektes jedoch nur eine
signifikante Rechtsherzhypertrophie beobachten, wahrend der linke Ventrikel keine
Hypertrophie-Zeichen aufwies und auch das Herzgewicht unverandert blieb (Dissertation
Kraut 2014).

Ein bezuglich des linken Ventrikels &ahnliches Ergebnis erhielten Wu et al. bei der
Untersuchung der Auswirkungen einer PMCA4b-Uberexpression mittels Maus-Modell (Wu
et al. 2009). Sie konnten zeigen, dass eine PMCA4b-Uberexpression mit einer

Verminderung der Entwicklung von Kkardialer Hypertrophie und Fibrose infolge
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Druckbelastung (mittels Verengung der Aorta, transverse aortic constriction, TAC)
einhergeht. Ein Knockout des Gens hingegen flhrte unter gleichen Bedingungen bereits

nach kurzer Zeit zur signifikanten Hypertrophie und Dekompensation (Wu et al. 2009).
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Abbildung 44: Schematische Darstellung der Interaktionen der PMCA

In glatten GefalBmuskelzellen verursacht die PMCA Uber eine verminderte nNOS-Synthese eine
Blutdruck-Erhéhung. Am Kardiomyozyt fuhrt die verminderte nNOS-Synthese Uber eine cAMP-
Erhdhung zur Steigerung der kardialen Kontraktilitat. Aul3erdem verhindert die PMCA-vermittelte
Inhibierung des Calcineurin/NFAT-Signalweges die Entwicklung einer Hypertrophie (Holton et al.
2010, modifiziert).

Doch es existieren gegensatzliche Daten hinsichtlich der Bedeutung der PMCA4b fur
Hypertrophie-Entwicklung: Oceandy et al. beobachteten unter PMCA4b-Uberexpression
eine verminderte Kontraktilitdt des Myokards infolge B-adrenerger Stimulation und
detektierten eine signifikante Zunahme des Ratios Herzgewicht/Kérpergewicht der Mause
(Oceandy et al. 2007). In einem weiteren Experiment mit PMCA4b-Knockout-Tieren zeigte
sich eine geringere Myokardhypertrophie infolge TAC-Druckbelastung im Vergleich zu den
WT-Kontrolltieren (Oceandy et al. 2008).

Die Rolle der PMCA4b fir das Myokard bleibt angesichts dieser gegensatzlichen Daten
zunachst unklar. AuRerdem ist die PMCA4 neben den Kardiomyozyten auch in glatten
GefalBmuskelzellen zu finden (Afroze et al. 2014). Ob die 69-fache Hochregulation der
PMCA4b in unserem Experiment durch eine erh6hte Expression des Proteins in den

Kardiomyozyten oder in den glatten Muskelzellen der myokardialen Gefaf3e verursacht
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wurde, kann nicht differenziert werden und bleibt somit unklar. Diese Tatsache sowie die

gegensatzliche Studienlage verdeutlichen den bestehenden Forschungsbedarf.

Wahrend die Bedeutung der PMCAA4b fiir das Herz bereits vielfach untersucht wurde,
lassen sich in der Literatur zur Rolle der Isoform 4a nur wenige Informationen finden, wobei
diese vorrangig auf Pathologika der Geschlechtsorgane und Spermien beschrénkt sind (Al-
Dossary et al. 2013).

Afroze et al. untersuchten die Rolle der PMCA4 und ihrer verschiedenen Splei3varianten
im Rahmen des Zellzyklus der Gefalimuskelzellen und konnten beobachten, dass sich das
Verhaltnis der Expression von PMCA4a und 4b, welches normalerweise ausgeglichen ist,
wahrend der Proliferation der glatten GefaBmuskelzellen zugunsten der PMCA4b
verschiebt. Diese Uberexpression fuhrt tiber die PMCA4b-vermittelte Hemmung der nNOS
zu einer Vasokonstriktion, was eine Erhdhung des Blutdrucks zur Folge hat. Den beiden
SpleiBvarianten kénnen somit unterschiedliche Bedeutungen fir den Zellzyklus der glatten
GefalRmuskelzellen beigemessen werden (Afroze et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit
konnte die PMCA4a nicht einzeln untersucht werden, da die beiden verwendeten Primer
wie oben beschrieben entweder PMCA4b oder beide SpleiRvarianten PMCA4a/b
erkannten. Die RNA-Expression der PMCA4a/b zeigte sich 17-fach hochreguliert, was
angesichts der 69-fach gesteigerten Expression der PMCA4b merkwurdig erscheint. Als
mogliche Erklarungsansétze fur die unterschiedlichen Ergebnisse kommen in Betracht,
dass der PMCA4a/b erkennende Primer nicht richtig bindet, bzw. dass im Myokard
groRtenteils PMCA4b vorhanden ist und die SpleiBvariante PMCA4a nur eine sehr

untergeordnete Rolle spielt.

SOCS3

In der vorliegenden Arbeit konnte in der CIH-Gruppe eine 83-fach hdhere SOCSS3-
Expression auf RNA-Ebene im Vergleich zur KON-Gruppe detektiert werden, was eine
Beteiligung des Proteins an den inflammatorischen Vorgdngen im Rahmen des OSAS
vermuten lasst. Dem Faktor wird aufgrund seiner Interaktion mit dem kardioprotektiven
JAK-STAT-Signalweg eine zentrale Rolle in der Entwicklung von Hypertrophie und
Herzinsuffizienz zugeschrieben.

Aktiviert wird der JAK-STAT-Signalweg physiologischerweise durch die Bindung
verschiedener Zytokine an JAK, was infolge Phosphorylierung und Dimerisierung die
Translokation der STAT-Transkriptionsfaktoren in den Zellkern ermoglicht und dort die
Expression von fur Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Zelliberleben zustandigen

Genen induziert. Die Bindung von SOCS3 an JAK hingegen fuhrt zur Hemmung dieses
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Signalweges, was mit gesteigerter Inflammation, Fibrose und Apoptose einhergeht und auf
diese Weise die Entwicklung von kardialem Remodeling beglnstigen kann (Yasukawa et
al. 2012; Carow und Rottenberg 2014). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass SOCS3
an der Entwicklung von Arteriosklerose beteiligt ist (Liang et al. 2013). Ein Gen-Knockout
von SOCS3 hingegen filhrt neben der Hochregulation der kardioprotektiven Signalwege
STAT3 und AKT zu einer Verminderung des kardialen Remodelings und einer Reduktion
von Inflammation und Apoptose (siehe Abbildung 6). Als Ursache fir verminderte
Apoptose-Vorgange kann die infolge des SOCS3-Knockouts herabgesetzte Cytochrom c-
Freisetzung aus den Mitochondrien gesehen werden (Oba et al. 2012). Eine
Uberexpression von SOCS3 hingegen kann (ber eine Calcineurin-vermittelte
mitochondriale Schwellung mit daraus resultierender mitochondrialer Dysfunktion

verursachen (Lebrun et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit fihrte die CIH zu einer 83-fach gesteigerten Expression von
SOCS3, wobei in der Literatur zu SOCS3 und Hypoxie ahnliche Ergebnisse gefunden
werden konnen. So beschreiben Bai et al. SOCS3 als ein durch Hypoxie rasch
induzierbares Gen, dessen Expression sich im Zellkulturversuch glatter GefaRmuskelzellen
bereits zwei Stunden nach Hypoxie-Exposition erhtéhte und eine Verminderung der
ebenfalls Hypoxie-induzierten und JAK-STAT3-vermittelten Proliferation dieser
GefalRmuskelzellen bewirkte (Bai et al. 2006). Auch Gu et al. untersuchten den Effekt von
Hypoxie auf die Expression von SOCS3, STAT3 und dem fiir myokardiale
Kompensationsmechanismen bedeutsamen Transkriptionsfaktor NF-kB im Myokard von
Kindern mit zyanotischem Herzfehler und hypoxischen H9c2-Zellen, wobei in beiden Féallen
eine Hochregulation von SOCS3 detektiert werden konnte (Gu et al. 2011). Analog zu den
Ergebnissen von Bai et al. wiesen Gu et al. ebenfalls nach, dass eine SOCSS3-
Uberexpression mit einer verminderten Aktivitat des JAK-STAT3-Signalweges einhergeht.
Dies verdeutlicht erneut die ausschlaggebende Rolle des Proteins hinsichtlich der
Modulation der STAT3-vermittelten kardioprotektiven Prozesse. Diese ist laut Gu et al.
insbesondere flr die Anpassungsvorgange des Myokards an chronische Hypoxie von
Bedeutung, da SOCS3 unter Stressbedingungen zusatzlich sich Uberschneidende
Zellsignale zwischen den beiden Transkriptionsfaktoren NF-kB und STAT3 reguliert (Gu et
al. 2011).

Eine signifikante Suppression des SOCS3-Gens hingegen konnten Ma et al. im Rahmen
der ischamischen Prékonditionierung des Myokards beobachten. Dabei handelt es sich um
kurze ischamische Perioden (3 Minuten), die von einer Reperfusion gefolgt sind und die

Kardiomyozyten vor einer darauffolgenden deletdren Ischamie schitzen kénnen. Doch
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nicht nur SOCS3 zeigte sich herunterreguliert; auch die pro-inflammatorischen Zytokine
TNF-a und IL-6 sowie der Apoptose-Marker Caspase 3 wiesen eine reduzierte
Genexpression auf (Ma et al. 2013). Anhand dieser Ergebnisse kann die Abhéngigkeit der
molekularbiologischen Veréanderungen und damit verbunden auch der Kkardialen
Schadigung von der Dauer der Hypoxie verdeutlicht werden. Wahrend kurze, nur wenige
Minuten andauernde Hypoxie-Episoden uber eine Herunterregulation inflammatorischer
und apoptotischer Signale protektiv auf das Myokard wirken, induziert chronische Hypoxie

eine systemische Entziindungsantwort und den programmierten Zelltod.
Mitochondrien

Im Rahmen des programmierten Zelltods spielen die Mitochondrien eine zentrale Rolle. Die
Hauptenergielieferanten der Zelle sind neben der ATP-Produktion durch oxidative
Phosphorylierung auRerdem an Prozessen der Zellproliferation und Apoptose, aber auch
am Pyrimidin-, Aminosaure-, Ham- und Steroidmetabolismus beteiligt (Bereiter-Hahn 1990;
Jakobs 2004; Eirin et al. 2014). Diese vielfaltigen Funktionen kénnen die Zellorganellen
dank ihrer besonderen Struktur gewahrleisten: die Mitochondrien sind umgeben von einer
aulleren Mitochondrienmembran, welche in ihrem Aufbau anderen Membranen &hnelt und
Molekile bis zu 5kD Molekulargewicht tber erleichterte Diffusion passieren lasst (Chayen
1993). Zwischen &ulerer und innerer Mitochondrienmembran schliel3t sich der
Intermembranraum an, in welchem pro-apoptotische Enyzme wie z.B. Caspasen und
Cytochrom c lokalisiert sind. Die Innenmembran umschliel3t den Matrixraum, in welchem
die essentiellen Stoffwechselprozesse wie der Citratzyklus, die B-Oxidation und Teile des
Harnstoffzyklus stattfinden, und enthalt die Enzymkomplexe der mitochondrialen
Atmungskette. Je nach Stoffwechselaktivitit der jeweiligen Zelle ist die innere
Mitochondrienmembran mehr oder weniger stark gefaltet, wobei diese als Cristae bzw.
Tubuli bezeichnete Faltung eine OberflachenvergréRerung bewirkt und auf diese Weise
eine enorme Steigerung der mitochondrialen Transport- und Synthesevorgénge ermdglicht
(Bereiter-Hahn 1990; Chayen 1993). Hinsichtlich des Lebenszyklus stellen Mitochondrien
komplexe und dynamische Organellen dar, die ihre Morphologie durch Zerteilung (Fission)
und Verschmelzung (Fusion) verandern kénnen. Die Fission dient der Vermehrung der
Mitochondrien und somit auch deren Vererbung, wobei AufRen- und Innenmembran
verschiedene und voneinander unabhangige Zerteilungsmechanismen aufweisen
(Labrousse et al. 1999, Meuer 2007). Wahrend die Zerteilung der Innenmembran durch das
Protein Mdm33 gesteuert wird (Messerschmitt et al. 2003), sind an der Zerteilung der

AuRenmembran die Proteine dynamin related protein (Drpl) und mitochondrial fission
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(Fisl) beteiligt (Smirnova et al. 1998; Labrousse et al. 1999; Sesaki und Jensen 1999). Fis1
ist ein integrales Protein der au3eren Mitochondrienmembran und bindet Drp1, welches die
Durchschniirung des Mitochondriums und somit den Zerteilungsprozess vermittelt (Mozdy
et al. 2000; Shaw und Nunnari 2002; Tieu et al. 2002). Die Fusion von Mitochondrien dient
der Erhaltung und Rekombination des Genoms sowie der Verhinderung frihzeitiger
Zellalterung (Ono et a. 2001). Die verantwortlichen Proteine Mitofusin 1 (Mfnl) und
Mitofusin 2 (Mfn2) sind ebenfalls in der auf3eren Mitochondrienmembran lokalisiert (Hales
und Fuller 1997) und werden durch eine Verringerung des Membranpotenzials zur Fusion
stimuliert. Auf diese Weise kénnen geschadigte Mitochondrien durch eine Verschmelzung
mit intakten gerettet werden (Honda et al. 2005). Mfn1 und Mfn2 initileren durch Andocken
an ein anderes Mitochondrium den Fusionsvorgang (Fritz et al. 2001), wahrend die im
Intermembranraum befindlichen optic atrophy 1 (OPA1)-Komplexe an der Cristae-Bildung
und Verschmelzung der inneren und &uf3eren Mitochondrienmembran beteiligt sind
(Pelloquin et al. 1998; Delettre et al. 2000; Olichon et al. 2003; Bossy-Wetzel et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie die
Mitochondrien bezuglich ihrer GroRRe, ihrer Dichte im Myokard (Anzahl pro Flache) und ihrer
Integritat analysiert. Die hinsichtlich der Intergritats-Untersuchung festgelegten Kriterien
sind unter Punkt 2.2.5.4 aufgefuhrt und begriinden sich in der Annahme, dass fiur die
Funktionsttichtigkeit eines Mitochondriums sowohl die innere als auch die &aul3ere
Mitochondrienmembran - zumindest zum Grof3teil - erhalten sein mussen. Wie bereits in
Kapitel 1.3.3 erwdhnt, kommt es infolge eines apoptotischen Stimulus zur
Permeabilitatssteigerung der mitochondrialen Membranen mit Verlust des fir die
Atmungskette essentiellen Transmembranpotentials und zur Freisetzung reaktiver
Sauerstoffspezies sowie toxischer Proteine. Ein in der Mitochondrienmembran gelegener
Na*/H*-Antiporter (sodium/proton exchanger, NHE1) transportiert Wasserstoffionen (H*) im
Austausch gegen Natriumionen (Na*) in das Innere des Mitochondriums und fihrt,
einhergehend mit einem Calzium (Ca?*)-Einstrom in das Zellorganell, zu einem Offnen der
MPT-Pore. Es kommt zum Einstrom von Flussigkeit in das Mitochondrium und zur
Matrixschwellung. Dies resultiert letztendlich in der Ruptur der &uf3eren
Mitochondrienmembran, infolgedessen es Uber die Freisetzung pro-apoptotischer Enyzme
in der Regel zum programmierten Zelltod der gesamten Zelle kommt (Zoratti und Szabo
1995; Green und Reed 1998; Crompton 1999; Zamzami und Kroemer 2001; Teshima et al
2003; Alvarez und Villa-Abrille 2013; Wang et al. 2015).

Da in der Literatur bisher keine vergleichbaren Analysen durchgefiihrt wurden und somit

keine gebrauchlichen Kriterien fir die elektronenmikroskopische Beurteilung der
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mitochondrialen Funktion existieren, erfolgte die Auswertung in der vorliegenden Arbeit
nach dem unter Punkt 1.3.3 erlauterten Schema. Die nachfolgenden Abbildungen sollen
exemplarisch verdeutlichen, wie sich die zuvor erlauterten Vorgange, welche im Rahmen

der Apoptose im Mitochondrium ablaufen, in der Elektronenmikroskopie darstellen.

1000 nm

Abbildung 45: Beispiele fir beschadigte Mitochondrien
Rupturierte &uRere Mitochondrienmembran (links) und Schwellung der Mitochondrien-Matrix
(rechts), 16.000-fache VergéRerung

Bei Betrachtung der Dichte der Mitochondrien konnte kein Unterschied zwischen den
beiden Gruppen detektiert werden. Es zeigten sich pro 40 um? Myokard durchschnittlich 30
(KON-Méause) bzw. 32 Mitochondrien (CIH-M&ause), wobei diese mit ca. 50% einen hohen
Anteil der Gesamtflache des Myokards ausmachten. Dieses Ergebnis kann die in der
Literatur vielfach beschriebene hohe Mitochondrien-Dichte im Myokard bestéatigen (Jakobs
2004; Eirin et al. 2014).

Die durchschnittliche Mitochondrien-GroRe lag bei 0,66 pm? (KON-Mause) bzw. 0,65 pm?
(CIH-Mause), sodass hier kein Unterschied zwischen den KON- und CIH-exponierten
Tieren feststellbar ist. Dabei sind Anschnitte von Mitochondrien mit eingerechnet, die nicht
den maximalen Querschnitt reprasentieren.

Hinsichtlich der Integritat der Mitochondrien konnten jedoch signifikante Unterschiede
detektiert werden: So zeigte sich der Anteil der als intakt beurteilten Mitochondrien bei den
ClH-exponierten Mausen mit 63% signifikant erniedrigt gegenliber den unter Normoxie
gehaltenen Tieren (72%). Der Anteil an defekten Mitochondrien war in der CIH-Gruppe mit
37% dementsprechend signifikant gegenlber der Kontrollgruppe (28%) erhéht. Diese
Ergebnisse sprechen daflir, dass CIH zu verstarkten Apoptose-Vorgangen und
maglicherweise mitochondrialer Dysfunktion fuhrt, welche zu der Entwicklung einer OSAS-

assoziierten Herzinsuffizienz beitragen konnten. Die Integritéat der Mitochondrien wird in der
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vorliegenden Arbeit mit der Qualitat der mitochondrialen Ultrastruktur definiert. Um eine
einwandfreie funktionelle Integritat eines Mitochondriums beschreiben zu kénnen, sollte
jedoch in weiteren Projekten auch der fehlende Austritt von Cytochrom ¢ nachgewiesen
werden.

Zur Hypothese der verstarkten Apoptose-Vorgange passen die enorme Hochregulation des
apoptotisch wirksamen Enzyms Caspase3 (88-fach) sowie die geringfligig gesteigerte
Expression des pro-apoptotischen Markers Bax (1,4-fach), was eine mdgliche Folge der
SOCS3-Uberexpression sein kann (Oba et al. 2012). Doch auch die Expression des anti-
apoptotischen Bcl-2 zeigt sich 7,7-fach erhoht, was mit der Hochregulation von Notchl in
Zusammenhang stehen kdnnte (Rizzo et al. 2014). Sowohl Bcl-2 als auch Bax sind neben
dem spannungsabhangigen Anionenkanal (VDAC) an der Formation der in Kapitel 1.3.3
bereits erwahnten MPT-Pore beteiligt, deren Offnung (z.B. infolge Ca?*-Uberladung) einen
Zusammenbruch des Transmembranpotentials und somit den Untergang des
Mitochondriums zur Folge hat. Die dauerhafte Aktivierung der MPT-Pore kann zum
nekrotischen Zelltod fuhren, wahrend der Hemmung der MPT-Pore kardioprotektive Effekte
zugeschrieben werden konnten (Halestrap 2010). Untersuchungen zeigten, dass eine
NHEZ1-Inhibierung und die damit einhergehende H*-Akkumulation auf3erhalb des
Mitochondriums mit einer reduzierten MPT-Poren-Offnung unter Stressbedingungen
einhergehen (Karmazyn et al. 1988; Kusumoto et al. 2001; Wang et al. 2003; Fantinelli et
al. 2006), was wiederum mit einer signifikant geringeren Ca?*-induzierten
Mitochondrienschwellung assoziiert ist (Villa-Abrille et al. 2011).

Infolge der Ruptur der &uf3eren Mitochondrienmembran kommt es zur Freisetzung pro-
apoptotischer Molekile wie z.B. Procaspasen und Cytochrom c. Die im vorliegenden
Experiment enorm gesteigerte Expression der Caspase3 verdeutlicht die verstarkten
Apoptose-Vorgange, welche mdoglicherweise als Erklarung fur das unverdnderte
Herzgewicht der CIH-exponierten Tiere trotz bestehender Rechtsherzhypertrophie
angesehen werden kdénnen.

Doch auch das Zytokin TNF-a kann Apoptose-Vorgange initiieren. Untersuchungen
zeigten, dass das Protein den Komplex | der Atmungskette inhibiert und auf diese Weise
den mitochondrialen Permeabilitatsibergang und die Freisetzung von Cytochrom c
induzieren kann (Higuchi et al. 1998). Der TNF-a-induzierte Zelltod ging einher mit einer
Mitochondrienschwellung (Rutka et al. 1988), der Generierung von Wasserstoffperoxid in
den Mitochondrien (Hennet et al. 1993) und der Hemmung der Atmungskette (Higuchi et

al. 1992). Die in der vorliegenden Arbeit 180-fach gesteigerte Expression von TNF-a kann
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somit auch als Erklarungsansatz fir die signifikant erniedrigte Integritat der Mitochondrien

angesehen werden.

Die vorliegenden Daten verdeutlichen den Forschungsbedarf beziglich des
Zusammenhangs zwischen mitochondrialer Dysfunktion und Herzinsuffizienz bei OSAS. In
diesem Zusammenhang ebenfalls von Interesse sind die Ergebnisse von Picard et al.,
welche im Skelettmuskel eines Maus-Modells Hinweise fur Membran-Interaktionen
zwischen den Mitochondrien erkennen lassen. Diese sind abhangig von Ruhe- oder
Aktivitdtszustdnden des Skelettmuskels und in Abbildung 46 exemplarisch dargestellt
(Picard et al. 2013), wobei in Abbildung 47 ahnliche Korrelate in unserem Maus-Modell

entdeckt werden kénnen.

Abbildung 46: Mitochondriale Membran-Interaktionen im Skelettmuskel
Mitochondriale Membran-Interaktionen im Skelettmuskel der Maus infolge muskularer Aktivitat
(Picard et al. 2013, modifiziert).
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Abbildung 47: Mitochondriale Membran-Interaktionen im Myokard
Mitochondriale Membran-Interaktionen im Myokard einer KON-Maus, 16.000-fache Vergrof3erung.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Maus-Modell der CIH in den
Untersuchungen von Frau Dr. Simone Kraut zu einem signifikanten Anstieg sowohl des
systolischen als auch des diastolischen Blutdrucks fuhrt. Au3erdem kann eine signifikante
Rechtsherzhypertrophie der Tiere detektiert werden, welche am ehesten der pulmonalen
Hypertonie infolge eines signifikanten vaskularen Remodelings der pulmonalen Gefal3e
geschuldet werden kann. Der linke Ventrikel zeigt sich jedoch unauffallig; auch hinsichtlich
des Kollagengehaltes kénnen keine Unterschiede beobachtet werden (Dissertation Kraut
2014). Mdglicherweise ist fur dieses Ergebnis die erhdhte Expression von Notchl
verantwortlich, welches Uber verschiedene Mechanismen die Entwicklung von kardialem
Remodeling vermindert. Die Bedeutung der PMCA4 im Rahmen der Hypertrophie-
Entwicklung kann angesichts der unterschiedlichen Daten nicht eindeutig geklart werden,
wobei die isolierte Rechtsherzhypertrophie bei ansonsten unauffalligem Myokard trotz stark
erhOhter Expression der PMCA4b am ehesten fur einen protektiven kardialen Effekt der
PMCAA4b spricht.

Fur die OSAS-assoziierte Entwicklung einer ventrikularen Dysfunktion spielt
maglicherweise die massive Hochregulation von SOCSS3 eine zentrale Rolle. Das Protein
hemmt nicht nur kardioprotektive Signalwege, sondern tragt tber eine Schadigung der
Mitochondrien auch zu deren Dysfunktion bei.
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5 Zusammenfassung

Das Syndrom der obstruktiven Schlafapnoe (OSAS) ist die haufigste schlafbezogene
Atemstorung, bei der ein verminderter Muskeltonus der Rachenmuskulatur zu einem
partiellen oder vollstandigen Kollaps der Atemwege im Schlaf fihrt. In der Folge reduziert
sich der Atemfluss bis hin zur Apnoe, welche mitunter eine Minute und dartber hinaus
andauern kann. Der konsekutive Abfall des Sauerstoffpartialdrucks und die Ausbildung
einer Hyperkapnie resultieren letztlich Gber eine Sympathikusaktivierung in einer
Weckreaktion. Die betroffenen Patienten berichten von ausgepragter Tagesmidigkeit und
weisen ein erhthtes Risiko auf, Begleiterkrankungen wie arterielle Hypertonie, KHK und
Herzinsuffizienz zu entwickeln. In Anbetracht der steigenden Inzidenz des
Hauptrisikofaktors Adipositas erhdht sich ebenso die Pravalenz des OSAS, weshalb dem
Krankheitshild und den zugrundeliegenden Pathomechanismen verstarkt Bedeutung
beigemessen wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die histomorphologische und molekularbiologische
Untersuchung linksventrikularer Myokardveranderungen, welche im Rahmen des OSAS die
Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und ventrikularen Dysfunktion beglinstigen. Dazu
diente ein Maus-Modell der chronisch intermittierenden Hypoxie (CIH) (mannliche
C57BL/6J-Mause), im Rahmen dessen eine Versuchsgruppe CIH (n=10) zur Imitation eines
schweren OSAS sechs Wochen lang fur acht Stunden pro Tag einem minutlichen Wechsel
aus Normoxie (21% O3) und Hypoxie (6-7% O_) ausgesetzt und mit einer normoxischen
Kontrollgruppe KON (n=11) verglichen wurde. Die linksventrikularen Myokardproben
wurden mittels (Immun-)Histochemie, qRT-PCR und Elektronenmikroskopie hinsichtlich
Angiogenese, Inflammation, Apoptose und mitochondrialer Integritdt untersucht. Dabei
zeigten sich die angiogenetischen Marker VEGF-A, VEGF-B, KDR und Notchl auf RNA-
Ebene erhoht, was als Antwort auf die unzureichende Sauerstoffversorgung des Gewebes
unter CIH angesehen werden kann. Diesen angiogenetischen Signalen folgt jedoch
offenbar histochemisch keine nachweisbare signifikante Kapillarneubildung. Sie scheinen
im vorliegenden Modell ineffektiv zu sein, was durch die CIH-assoziierte Inflammation
bedingt sein kann. So zeigten sich die pro-inflammatorischen Marker TNF-a, COX-2 und
IL-18 auf molekularbiologischer und zum Teil auch auf immunhistochemischer Ebene
signifikant erhoht, wobei vor allem TNF-a und IL-1B zu einer Stdrung des pro-
angiogenetisch wirksamen Notchl1-Signalweges fiihren kdnnen. Notchl wirkt Uber eine

Hemmung von Fibrosierungs- und Hypertrophierungsprozessen auf3erdem kardioprotektiv,
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was als Erklarung fur den im vorliegenden Maus-Modell geringen myokardialen
Kollagengehalt und die fehlende linksventrikulare Hypertrophie angesehen werden kann.
Es kann jedoch auch mit der PMCA4b-Hochregulation assoziiert sein, welche in der
Literatur bereits mit einer Verminderung von Hypertrophie und Fibrose in Verbindung
gebracht werden konnte. Auch die Expression von SOCS3 zeigte sich stark erhéht. Dieses
Protein wird mit gesteigerter Inflammation, Fibrose und mitochondrialer Schadigung in
Zusammenhang gebracht, wobei in der vorliegenden Arbeit mittels Elektronenmikroskopie
eine Stérung der mitochondrialen Integritat detektiert werden konnte. Diese vermehrten
Mitochondrien-Defekte kénnten zur ventrikularen Dysfunktion infolge CIH beitragen und

klinisch eine Rolle bei der Herzinsuffizienz bei OSAS spielen.
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6 Summary

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is the most common sleep related breathing
disorder and goes along with a decreased tone of the pharyngeal muscles leading to a
partial or complete collapse of the upper airway during sleep which reduces the breath flow
up to apnoea. It can take a minute or longer and causes a decline of the partial pressure of
oxygen and oxygen saturation as well as an increase of the partial pressure of carbon
dioxide. The sleep apnea is terminated by an arousal because of activation of sympathetic
nervous system. The affected patients complain about daytime fatigue and show an
enhanced risk for cardiovascular diseases like arterial hypertension, coronary heart disease
and congestive heart failure. Considering the increasing incidence of the main risk factor
obesity, prevalence of OSAS raises as well. That is the reason why we have to focus on
this disease pattern and the underlying pathomechanisms.

This dissertation's aim is the examination of histomorphological and molecular biological
alterations of the leftventricular myocard promoting the development of cardial hypertrophy
and ventricular dysfunction.

We used a mouse model of chronic intermittend hypoxia (CIH) (male C57BL/6J mouses)
and compared a normoxic control group KON (n=11) with a treatment group CIH (n=10).
To imitate a severe OSAS, the treatment group has been exposed to a minute-by-minute
change of normoxia (21% oxygen) and hypoxia (6-7% oxygen) eight hours a day for six
weeks. To examine leftventricular tissue samples concerning angiogenesis, inflammation,
apoptosis and mitochondrial integrity, we used (immuno-)histochemistry, gRT-PCR and
electron microscopy. The angiogenic markers VEGF-A, VEGF-B, KDR and Notchl
appeared increased as a response to the insufficient oxygen supply of the tissue caused by
CIH. The angiogenic signals were not followed by a significant capillary growth. They seem
to be ineffective which might be caused by the CIH associated inflammation. The pro-
inflammatory markers TNF-a, COX-2 and IL1-8 showed a significant increase of RNA-levels
as well as positive cells in immunohistochemistry. TNF-a and IL1-f3 are able to influence the
pro-angiogenic Notchl signaling pathway which appears cardioprotective via inhibition of
fibrosis and hypertrophy. This may be one reason for the
missing leftventricular hypertrophy. Another one can be the upregulation of PMCA4b which
was associated with less hypertrophy and fibrosis in literature.

Furthermore, the RNA-level of SOCS3 was increased, too. The protein is linked to
inflammation, fibrosis and mitochondrial damage. Fitting to this, we detected a disruption of
the mitochondrial integrity which might contribute to the ventricular dysfunction caused by

CIH and might have a clinical impact on congestive heart failure linked to OSAS.
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7 Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer

A. Arteria

A. dest. Aqua destillata - destilliertes Wasser
AHI Apnoe-Hypopnoe-Index

ATP Adenosintriphosphat

Bax Bcl-2 associated X protein

Bcl-2 B-cell-lymphoma 2

BMI Body Mass Index

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CaCl Calciumchlorid

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA Complementary  deoxyribonucleic acid

komplementére Desoxyribonukleinséure

CIH chronisch intermittierende Hypoxie
CCH chronisch konstante Hypoxie

COX Cyclooxygenase

CPAP continuous positive airway pressure

CRP C-reaktives Protein
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CSAS zentrales Schlafapnoe-Syndrom

CT Cardiotropin

DAB Diaminobenzidin

DBA 2-Dodecenyl-Bernsteinsdureanhydrid

DNA Deoxyribonucleic acid-Desoxyribonukleinséaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphat

Drpl dynamin related protein

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid
Ethylendiamintetraessigsaure

EEG Elektroenzephalographie

EKG Elektrokardiographie

EMG Elektromyogramm

EOG Elektrookulographie

EPO Erythropoeitin

ER Endoplasmatisches Retikulum

ET Ejektionszeit
inspiratorischer Sauerstoffanteil/Sauerstofffraktion

FiO2 der Atemluft

Fisl mitochondrial fission

g Gramm

G-CSF Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor

GLUT Glukose-Transporter

H.0, Wasserstoffperoxid
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Hb H&amoglobin
HbA1¢ Hamoglobin Asc
HCL Salzsaure
HE-Féarbung Hamatoxylin-Eosin-Farbung
HIF Hypoxie induzierter Faktor
IHC Immunhistochemie
IL Interleukin
iINOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
IVCT isovolumetrische Kontraktionszeit
IVRT isovolumetrische Relaxationszeit
JAK Januskinase
KCL Kaliumchlorid
KDR Kinase insert domaine receptor
KHK Koronare Herzkrankheit
KON Kontrollgruppe Normoxie
L Liter
LIF Leukamiehemmender Faktor
M Molar
mg Milligramm
MgClz Magnesiumchlorid
min Minute
Mfnl Mitofusin 1
Mfn2 Mitofusin 2
ml Milliliter
mM Millimolar
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mm Millimeter

mm3 Kubikmillimeter

mmHg Millimeter Quecksilbersaule

MNA 1-Methyl-5-norbornen-2,3-dicarbonsaureanhydrid

MPI Myocardial Performance Index

MPT Mitochondrial Permeability Transition

MRNA messenger-Ribonukleinsaure

NF-AT3 nuclear factors of activated T-cells 3

NF-kB Nuklearer Faktor-kappa B

NHE1 Sodium/proton-exchanger

nm Nanometer

nNOS neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase

NO Stickstoffmonoxid

NSS Normales Schweineserum

OSAS Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom

PaO2 arterieller Sauerstoffpartialdruck

PAS Periodic acid-Schiff reaction - Perjodsaure-Schiff-
Reaktion

PBS Phosphat Buffered Saline - phosphatgepufferte
Kochsalzlésung

pCO- Kohlenstoffdioxidpartialdruck

PEEP positiver endexspiratorischer Druck

PFA Paraformaldehyd

PMCA Plasmamembran-Ca?*-ATPase

POD

Peroxidase
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Q quantitativ

gqRT-PCR Quantitative Reverse Transcription - Polymerase
Chain Reaction - Quantitative Reverse
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RIN RNA Integrity number - RNA-Integritatsnummer

RNA Ribonucleic acid - Riboneukleinséaure

RNase Ribonuklease

ROX 6-Carboxy-X-Rhodamin

RT Reverse Transkriptase

sek Sekunde

SEM Standard Error of the Mean - Standardfehler des
Mittelwertes

SOCS suppressor of cytokine signalling

SpO; Sauerstoffsattigung

STAT Signal Transducers and Activators of Transcription

TAC transverse aortic constriction

Tag-Polymerase
TNF-a

Tris

UPPP

VDAC

VES

VHF

WHO

Thermus aquaticus-Polymerase
Tumornekrosefaktor-alpha
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uvulopalatopharyngoplastik
Voltage dependent Anion Channel
ventrikulare Extrasystolen
Vorhofflimmern

World Health Organization
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