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 Abkürzungsverzeichnis 
 
%   Prozent 

A.      Arterie (Arteria) 

AASM  The Report of an American Academy of Sleep Medicine Task Force 

Abb.   Abbildung 

AHI   Apnoe-Hypopnoe-Index 

ANOVA  Varianzanalyse (Analysis of Variance) 

Aqua dest. destilliertes Wasser (Aqua destillata) 

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fach-

gesellschaften e.V. 

BMI   Body-Mass-Index 

bzgl.   bezüglich 

C°   Grad Celsius 

ca. circa 

Ca2+   Kalziumion 

CD36 (FAT)  Cluster of Differentiation 36 (fatty acid translocase) 

CD68   Cluster of Differentiation 68 

cDNA   komplementäre DNS (complementary DNA) 

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophos-

phat) 

CIH   chronisch-intermittierende Hypoxie 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

COX-2   Cyclooxygenase-2 

CPAP   Continuous Positive Airway Pressure 

d. h.   das heißt 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dsDNA   Doppelstrang-Desoxyribonukleinsäure 

EEG   Elektroenzephalogramm 

EKG   Elektrokardiogramm 

EMG   Elektromyogramm 

EOG   Elektrookulogramm 

et al. und andere (et alii/aliae/alia) 
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e.V. eingetragener Verein 

FiO2 inspiratorische Sauerstofffraktion (fraction of inspired oxygen) 

g Gramm 

GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GT   Glissontrias 

GS   Glutaminsynthetase 

h   Stunde 

H2 Wasserstoff 

H2O   Wasser 

HCV Hepatitis-C-Virus 

HE-Färbung Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

HGF Hepatozyten-Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor) 

HIF Hypoxia inducible factor 

HIF-1α   Hypoxia inducible factor-1-alpha 

HIF-2α    Hypoxia inducible factor-2-alpha 

Hprt   Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 

IFN-γ   Interferon gamma 

Il-1ß   Interleukin-1-beta 

Il-6   Interleukin-6 

K+ Kaliumion 

KDR   Kinase insert domain receptor 

kg   Kilogramm 

KO knockout 

l Liter 

LAUP   Laser-assistierte Uvulopalatoplastik 

LOX-1 (OLR-1) lectin-type oxidized LDL receptor 1 (Oxidized low-density lipopro-

tein receptor 1) 

LPS   Lipopolysaccharid 

m   Meter 

m2   Quadratmeter 

MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (Major Histocompatibility 

Complex) 
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μg Mikrogramm 

μl Mikroliter 

μm Mikrometer 

min Minute 

ml Milliliter 

mM Millimolar 

mm2 Quadratmillimeter 

mRNA Boten-RNA (messenger RNA) 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

MW Mittelwert 

N2 Stickstoff 

NADPH   Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

NAFL    nichtalkoholische Fettleber (nonalcoholic liver) 

NAFLD nichtalkoholische Fettlebererkrankung (nonalcoholic fatty liver 

disease) 

NASH nichtalkoholische Fettleberhepatitis (nonalcoholic steatohepati-

tis) 

NF-κB   Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells  

nm   Nanometer 

NO   Stickstoffmonoxid 

NOS   Stickstoff-Synthase 

NOS1 (nNOS)  neuronale Stickstoff-Synthase 

NOS2 (iNOS)  induzierbare Stickstoff-Synthase 

NOS3 (eNOS)  endotheliale Stickstoff-Synthase 

NOX Normoxie 

NSAID non-steroidal anti-inflammatory drugs 

NSAR   nichtsteroidale Antirheumatika  

NSS   Normal-Schweineserum 

NPS   Normal-Pferdeserum 

O2   Sauerstoff 

ODI   oxygen desuration index 

o. g.   oben genannte 
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ONOO-   Peroxinitrit (peroxynitrite) 

OSAS   Obstruktives Schlafapnoesyndrom 

ox-LDL   oxidiertes Low-Density-Lipoprotein   

PAS-Reaktion Period acid-Schiff reaction 

qRT-PCR quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (real time quan-

titative polymerase chain reaction) 

REM Rapid eye movement 

RIN RNA integrity number 

RNA   Ribonukleinsäure 

RNS   reaktive Stickstoffspezies (reactive nitrogen species) 

ROS   reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) 

RPLP0   60S acidic ribosomal protein P0 

rpm   Umdrehung pro Minute (revolutions per minute) 

s   Sekunde 

SaO2   Sauerstoffsättigung 

SBAS   Schlafbezogene Atmungsstörungen 

SCD-1   Stearoyl coenzyme A desaturase 1 

sGC   lösliche Guanylatzyklase (Soluble guanylyl cyclase) 

SOCS-3   Supressor of cytokine signaling-3 

sog.   sogenannt 

SREBP1  Sterol regulatory element binding protein 1 

Tbp   TATA-binding protein 

TE   Tonsillektomie 

TIMP   tissue inhibitors of metalloproteinases  

TNF-α   Tumornekrosefaktor alpha 

u. a.   unter anderem 

u. a. m.  und andere(s) mehr 

UPPP   Uvulopalatopharyngoplastik 

UPS   Unterkieferprotrusionsschiene 

V. Vene (Vena) 

VEGF-A/B  Vascular Endothelial Growth Factor-A/B 

vgl.   vergleiche 
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VLDL   Very-low-Density-Lipoprotein 

vs.   versus 

WT Wildtyp 

x-fold change x-fache Veränderung 

z. B.   zum Beispiel 

ZV   Zentralvene 

zw.   zwischen 
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1 Einleitung 
 

1.1 Definition des Obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms (OSAS) 

Das OSAS gehört zu den schlafbezogenen Atmungsstörungen (SBAS), deren Gemeinsam-

keit die im Schlaf auftretenden, erstmalig im Jahre 1976 bei Kindern beschriebenen 

Atemstillstände (Apnoen) sind (Guilleminault et al., 1976). Hinsichtlich der steigenden 

Prävalenz in der Weltbevölkerung hat das OSAS an Bedeutung gewonnen (Schäfer et al., 

1996; Toraldo et al., 2017; Benjafield et al., 2019; Faber et al., 2019) und ist die am häu-

figsten vorkommende SBAS (Sankri-Tarbichi, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabelle 1: Klassifikation des Schlafapnoe-Syndroms nach ICD-10 (Krollner, 2020) 
 

Definitionsgemäß wird bei einer Reduktion des Atemflusses um 30–50 % von einer Hy-

popnoe bzw. um 90 % von einer Apnoe gesprochen, die mit einem signifikanten Abfall 

der Sauerstoffsättigung einhergehen und schließlich zu einer Weckreaktion (Arousal) 

führen können (Duchna, 2006; Patil et al., 2007).  

Der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) gibt die durchschnittliche Anzahl von Apnoen und Hy-

popnoen pro Stunde (h) an und wird zur Diagnosestellung wie auch zur Schweregrad-

einteilung verwendet. Von einem OSAS wird gesprochen, wenn ein AHI von ≥ 5 sowie 

typische klinische Symptome (z. B. Schnarchen, Tagesmüdigkeit, Konzentrationsschwie-

rigkeiten) vorliegen (Banno und Kryger, 2007; McNicholas, 2018). Je nach Ausprägung 

des AHI lässt sich das OSAS in die Schweregrade leicht, mittelgradig und schwer einteilen 

(vgl. Tabelle 2). 

 

 

G47.-  Schlafstörungen 

G47.3  Schlafapnoe 

  Exkl.:  Pickwick-Syndrom (E66.29 

   Schlafapnoe beim Neugeborenen 

G47.30  Zentrales Schlafapnoe-Syndrom 

G47.31  Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom (OSAS) 

G47.38  Sonstige Schlafapnoe 

G47.39  Schlafapnoe, nicht näher bezeichnet 
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Schweregrad AHI 

Leicht > 5–15 

Mittel  > 15–30 

Schwer > 30 

Tabelle 2: Einteilung des Schweregrades des OSAS gemäß Recommendations for syn-

drome definition and measurement techniques in clinical research (The Report of an 

American Academy of Sleep Medicine Task Force (AASM), 1999) 

 
Ein weiterer Parameter ist der oxygen desaturation index (ODI). Er gibt die Anzahl der 

peripheren O2-Sättigungs(SaO2)-Abfälle von > 4 % pro h Schlafzeit an und korreliert stark 

mit dem AHI (Chung et al., 2012). 

Anhand der unterschiedlichen Mechanismen, die die Entstehung der Apnoephasen her-

vorrufen, kann das Schlafapnoe-Syndrom des Menschen in zwei Kategorien eingeteilt 

werden: Während beim zentralen Schlafapnoe-Syndrom (CSAS) durch eine zeitweise 

fehlende Innervation der Atemmuskulatur die thorakalen und/oder abdominellen 

Atembewegungen ausbleiben, liegt die Ursache des OSAS in einem Verlust des Tonus 

der Pharynxmuskulatur, der zu einem inspiratorischen Kollaps und somit zu einer teil-

weisen (Hypopnoe) oder einem kompletten Verschluss (Apnoe) der oberen Atemwege 

führt (Banno und Kryger, 2007). 

 

1.2 Epidemiologie und Risikofaktoren des OSAS 

Das OSAS ist eine der häufigsten organisch begründeten SBAS. Seit den 1990er Jahren 

existieren epidemiologische Studien zur Prävalenz. Während Punjabi von einer Prä-

valenz in der Weltbevölkerung von OSAS von 3–7 % bei erwachsenen Männern und von 

2–5 % bei erwachsenen Frauen ausging (Punjabi, 2008), konnte in jüngeren Studien eine 

höhere Prävalenz nachgewiesen werden. So beschreiben Benjafield et al. eine Prävalenz 

von über 50 % bei Frauen und Männern (30–69 Jahre) in einigen Ländern, z. B. Amerika 

oder Australien (Benjafield et al., 2019). Entsprechend leiden allein in Deutschland über 

40 Millionen Menschen an einem OSAS (Benjafield et al.). Dabei nimmt das Erkrankungs-

risiko mit dem Lebensalter zu. Patienten über 65 Jahre haben ein dreimal höheres Risiko, 

von einem OSAS betroffen zu sein (Janssens et al., 2000; Punjabi, 2008), zusätzlich stellt 

Übergewicht einen der wichtigsten Risikofaktoren für das OSAS dar (Punjabi, 2008; 
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Mitra et al., 2021), sodass die Prävalenz Alters- und Body-Mass-Index(BMI)-bedingt zu-

nimmt. Mehr als 60 % aller Patienten mit OSAS haben einen BMI > 28 kg/m2 (Strohl und 

Redline, 1996). Taille-Hüft-Verhältnis und Halsumfang (Davies und Stradling, 1990; 

Grunstein et al., 1993; Ma et al., 2022), ebenso wie eine familiäre Häufung von Schlafap-

noe zeigen hierbei eine besonders starke Korrelation mit dem OSAS (Mathur und Doug-

las, 1995; Holberg et al., 2000). Die asiatische Ethnizität (Ong und Clerk, 1998; Hnin et 

al., 2018) sowie der Konsum von Tabak und Alkohol (Wetter et al., 1994, Mitra et al., 

2021) scheinen das Auftreten und die Schwere des OSAS ebenfalls zu begünstigen.  

 

1.3 Pathophysiologie des OSAS 

Das OSAS ist gekennzeichnet durch wiederholte Tonusverluste der Muskulatur der obe-

ren, muskulär stabilisierten Atemwege während des Schlafens (Woodson, 1998). So 

kommt es zu einem inspiratorischen Kollaps der Pharynxmuskulatur mit einer partiellen 

oder kompletten Obstruktion der Luftwege oberhalb der Glottis (Somers et al., 2008; 

Zhang und Si, 2012; Araz et al., 2020).  

Durch Apnoe/Hypopnoe während der Obstruktion des Pharynx kommt es zu einer in-

adäquaten alveolären Ventilation und folglich zu einem Abfall des Sauerstoffpartialdru-

ckes (Hypoxie) und einem Anstieg des Kohlenstoffdioxidpartialdruckes (Hyperkapnie) im 

Blut. Dies führt via Stimulation peripherer und zentraler Chemorezeptoren zu einem 

verstärkten Atemantrieb und zu einer Sympathikusaktivierung mit erhöhtem systemi-

schem und pulmonalem Blutdruck sowie einer gesteigerten Herzfrequenz, was schließ-

lich in einer Weckreaktion (Arousal) resultiert (Maurer und Hörmann, 1998; Somers et 

al., 2008; Lee und Sundar, 2021). Kennzeichnend ist nach Wiedereröffnen des oberen 

Atemweges das plötzliche, überschießende Einsetzen der Atmung, was von lautem 

Schnarchen begleitet wird (Zhang und Si, 2012). Diese sich wiederholenden Hypoventi-

lations-/Apnoe-Hyperventilations-Episoden haben zur Folge, dass die natürliche 

Schlafarchitektur zerstört wird und REM-Schlaf sowie Tiefschlaf kaum oder gar nicht er-

reicht werden, obwohl der Betroffene die Arousals nicht bewusst wahrnimmt (Maurer 

und Hörmann, 1998; Antonaglia und Passuti, 2021). Diese sog. Schlaffragmentierung 

vermag auch die typischen Symptome des OSAS wie Tagesmüdigkeit, verminderte Kon-

zentrationsfähigkeit und psychische Veränderungen zu erklären (Banno und Kryger, 

2007).  
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1.4 Diagnose und Symptomatik des OSAS 

Durch Eigen- und Fremdanamnese bzgl. der o. g. Symptomatik wird die Verdachtsdiag-

nose gestellt und ein Schlafapnoe-Screening mittels häuslicher Messung mit portablen 

Systemen oder eine stationäre Diagnosestellung in einem Schlaflabor mittels Polysom-

nographie angeschlossen. Seit 1968 besteht die Möglichkeit, sich an einem standardi-

sierten internationalen Manual zu orientieren, das auf eine Veröffentlichung von Allan 

Rechtschaffen und Anthony Kales zurückgeht (Becker et al., 2009). Demnach werden 

mindestens Pulsfrequenz, pulsoxymetrisch periphere-SaO2, Schnarchgeräusche oder 

Atemfluss und Körperlage registriert. Aus den Aufzeichnungen lässt sich der o. g. AHI 

berechnen und anhand dessen der Schweregrad des OSAS bestimmen (Gemeinsamer 

Bundesausschuss, 2006; Duchna, 2006).   

Die stationäre Polysomnographie umfasst u. a. außerdem die nächtliche Aufzeichnung 

von Hirnströmen (Elektroenzephalographie), Augenbewegungen (Elektrookulographie, 

EOG), Elektromyogramm (EMG) des M. mentalis, Thorax- und Abdomenbewegungen 

sowie eine Elektrokardiographie (EKG) (Banno und Kryger, 2007).   

Neben einem AHI von ≥ 5 müssen OSAS-typische Symptome wie Tagesmüdigkeit und 

nächtliches Schnarchen für die Diagnose vorliegen (vgl. Abb. 1). Darüber hinaus berich-

ten einige Patienten von morgendlichen Kopfschmerzen oder depressiven Verstimmun-

gen, die mit den wiederkehrenden Arousals und der resultierenden Schlaffragmentie-

rung begründet werden (Banno und Kryger, 2007). Schließlich ist bei manchen Betroffe-

nen eine neurokognitive Einschränkung festzustellen, was u.a. auf eine durch die hypo-

xischen Zustände hervorgerufene Volumenreduktion des Hippocampus zurückgeführt 

wird. Weitere betroffene Hirnregionen umfassen den Frontal- und Parietallappen (Lal et 

al., 2012).  
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Abbildung 1: Diagnosekriterien OSAS 

Für die Diagnose des OSAS müssen mindestens ein AHI ≥ 5 sowie OSAS-typische Symp-

tome vorliegen (Banno und Kryger, 2007). 

 
 
1.5 OSAS als kardiovaskulärer Risikofaktor 

Neben den schlafbezogenen Symptomen gibt es die nicht schlafbezogenen Symptome 

und langfristige Risiken. Hier ist das klinische Bild vielfältig und betrifft verschiedene Or-

gansysteme (Banno und Kryger, 2007; McNicholas, 2007; Abbasi et al., 2021). Das OSAS 

ist mit dem Risiko assoziiert, an kardiovaskulären Erkrankungen wie arterieller Hyperto-

nie, koronarer Herzkrankheit, Herzinsuffizienz und zerebrovaskulärem Insult zu erkran-

ken (Coughlin et al., 2004; Marin et al., 2005; West et al., 2006; Botros et al., 2009; Patil 

et al., 2019; Tietjens et al., 2019). 

Die zugrundeliegenden Pathomechanismen, die bei OSAS zu kardiovaskulären Erkran-

kungen führen, sind komplex und vielfältig (vgl. Abb. 2). Unter anderem tragen eine 

Sympathikusaktivierung, oxidativer Stress, Inflammation, eine gesteigerte Gerinnungs-

aktivität und eine teilweise daraus resultierende endotheliale Dysfunktion zum erhöh-

ten kardiovaskulären Risiko von OSAS-Patienten bei. Eine Schädigung der Endothelfunk-

tion, die die Modulation des Gefäßtonus, die Permeabilität sowie antikoagulatorische 

und fibrinolytische Eigenschaften umfasst, ist außerdem ein potentieller Faktor in der 

Entstehung der Arteriosklerose (Zamarron et al., 2013; Salman et al., 2020).  

 

 

 



Einleitung 

	 17 

 

Abbildung 2: OSAS als kardiovaskulärer Risikofaktor 

Schematische Zusammenfassung der Pathomechanismen der kardiovaskulären Erkran-

kungen und OSAS (Zamarron et al., 2013).   

 

Zahlreiche Studien haben dabei gezeigt, dass OSAS, unabhängig von Adipositas, als ei-

genständiger Faktor zur Entstehung der arteriellen Hypertonie beiträgt (Nieto et al. 

2000; Peppard et al., 2000; Duran et al., 2001; Yacoub et al., 2017; Abbasi et al., 2021; 

Boneberg et al., 2021).  

Eine hypoxiebedingte Hochregulierung der beiden bedeutendsten Scavenger-Rezepto-

ren Cluster of Differentiation (CD) 36 und lectin-type oxidized LDL receptor (LOX) 1 spielt 

möglicherweise eine Rolle in der Pathogenese von Arteriosklerose (Febbraio et al., 2000; 

Crucet et al., 2013). Angelockt von aktivierten Endothelzellen, infiltrieren Monozyten 

die Intima und differenzieren sich zu Makrophagen (de Winther et al., 2000; Takahashi 

et al., 2002). Makrophagen exprimieren Rezeptoren, u. a. Scavenger-Rezeptoren, wo-

rüber sie an oxidiertes LDL gebundenes Cholesterol aufnehmen. Durch eine Akkumula-

tion von Cholesterol im Zytoplasma führt dies zur Bildung von Schaumzellen, die im Ver-

lauf apoptotisch werden und so zu einer Freisetzung von Lipidtropfen in der Intima füh-

ren (Yu et al., 2013; Christiakov et al., 2016). Darüber hinaus kommt es im Rahmen der 

geschädigten Endothelfunktion zu einer gestörten Produktion von Stickstoffmonoxid 
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(NO), somit zu einer Beeinträchtigung der Vasodilatation und konsekutiv zu einer peri-

pheren Vasokonstriktion, was ebenfalls zur Entstehung der arteriellen Hypertonie bei-

trägt (Davignon und Ganz, 2004).  

Pankow et al. zeigten, dass mehr als die Hälfte von 93 Patienten mit schlafbezogenen 

Atmungsstörungen eine arterielle Hypertonie hatten (Pankow et al., 1997). Bei Patien-

ten mit einem leichtgradigen OSAS konnte in ca. 40 % der Fälle und bei Patienten mit 

einem höhergradigen OSAS in ca. 60 % der Fälle eine arterielle Hypertonie festgestellt 

werden. Darüber hinaus fehlte ein physiologischer nächtlicher Blutdruckabfall bei vielen 

Patienten, die entsprechend als ‚Non-Dipper‘ bezeichnet werden (Noda et al., 1993; 

Pankow et al., 1997; Ahmad et al., 2017). Dies ist deshalb von Relevanz, weil ‚Non-Dip-

ping‘ als Risikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen gilt (Verdecchia et al., 1990; 

Banno und Kryger, 2007). Je schwerwiegender der Grad des OSAS ausfiel, desto höher 

war der Anteil der ‚Non-Dipper‘ (Pankow et al., 1997; Ahmad et al., 2017).  

Gottlieb et al. konnten in der prospektiven Sleep Heart Health Study zeigen, dass männ-

liche Probanden zw. 40 und 70 Jahren und einem AHI ³ 30 ein 68 % höheres Risiko ha-

ben, eine koronare Herzkrankheit (KHK) zu entwickeln als gleichaltrige Probanden mit 

einem AHI < 5 (Gottlieb et al., 2010). Bei Frauen gleichen Alters oder Männern > 70 Jahre 

konnte dies allerdings nicht gezeigt werden. Männer mit einem AHI ³ 30 haben zudem 

im Vergleich zu Männern mit einem AHI < 5 ein um 58 % erhöhtes Risiko, eine Herzin-

suffizienz zu entwickeln (Gottlieb et al., 2010).  

Mooe et al. konnten in einer prospektiven Kohortenstudie zeigen, dass das OSAS bei 

Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit einer erhöhten Mortalität, Myokardinfarkt 

und zerebrovaskulären Ereignissen vergesellschaftet ist (Mooe et al., 2001). Nach ande-

ren Autoren konnte weisen Patienten mit einem OSAS unabhängig von anderen Risiko-

faktoren (Alter, Raucherstatus, Alkoholkonsum, BMI, Diabetes mellitus, Hyperlipidämie, 

Vorhofflimmern, arterielle Hypertonie) ein erhöhtes Risiko aufweisen, einen zerebro-

vaskulären Insult zu erleiden (Poza et al., 2000; Yaggi et al., 2005). 

Schließlich konnte eine Assoziation zw. OSAS und Insulinresistenz, Glukoseintoleranz 

und dem Risiko, an Diabetes Typ 2 zu erkranken, dargestellt werden, unabhängig von 

anderen Einflussfaktoren wie Adipositas (Botros et al., 2009; Pamidi et al., 2010; Reut-

rakul und Mokhlesi, 2017). Umgekehrt ist die Prävalenz von Diabetes mellitus Typ 2 un-
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ter OSAS-Patienten im Vergleich zu Patienten ohne schlafbezogene Atemstörungen sig-

nifikant erhöht (Pamidi und Tasali, 2012). Entsprechend konnte eine Korrelation zw. stei-

gendem AHI und Insulinresistenz sowie abfallender Sauerstoffsättigung und gestörter 

Glucosetoleranz festgestellt werden (Punjabi et al., 2002; Reutrakul und Mokhlesi., 

2017).  Als zugrundeliegender Pathomechanismus wird die Aktivierung von Sympathi-

kus, Hypothalamus-Hypophysenachse und inflammatorischen Signalkaskaden durch 

Schlaffragmentierung sowie intermittierende Hypoxie gesehen, die z.T. auch für Le-

berveränderungen verantwortlich sind  (Jun und Polotsky, 2009).  

 

1.6 Leberveränderungen bei OSAS  

Mehrere Studien an Menschen und Tieren zeigen, dass durch CIH oder OSAS entzündli-

che Prozesse in der Leber ausgelöst werden (Savransky et al., 2007a; Reinke et al., 2011; 

da Rosa et al., 2012; da Rosa et al., 2015). In der Studie von Rosa et al. waren die Mäuse 

5 Wochen lang einer intermittierenden Hypoxie ausgesetzt (60 x/h, 8 h pro Tag), bei 

Reinke et al. war die Dauer der Hypoxie etwas länger (60 x/h, jedoch 12 h pro Tag für 

19–22 Wochen). In beiden Studien fand sich eine erhöhte hepatische Expression proin-

flammatorischer Zytokine wie TNF-α, Il-1ß, Il-6 oder auch iNOS (Reinke et al., 2011; da 

Rosa et al., 2012; da Rosa et al., 2015). Als mögliche Ursache hierfür postulieren da Rosa 

et al. eine erhöhte Aktivität des Transkriptionsfaktors NF-κB (da Rosa et al., 2015), des-

sen Aktivierung mit chronischem Leberschaden, Fibrose und der Entstehung hepatozel-

lulärer Karzinome (HCC) assoziiert ist (Robinson und Mann, 2010; Luedde und Schwabe, 

2011).  

Auch Aron-Wisnewsky et al. konnten zeigen, dass eine CIH unabhängig von anderen Ri-

sikofaktoren mit Leberschädigungen im Sinne von Inflammation, Steatose und letztlich 

mit Leberfibrose und -zirrhose einhergeht (Aron-Wisnewsky et al., 2012). 

Die vermehrte Bildung der proinflammatorischen Zytokine Il-1ß, ll-6 und TNF-α kann zu-

sätzlich eine Hochregulierung von Suppressor of cytokine signaling (SOCS)-3 bewirken. 

Dies kann durch direkte Interaktion mit dem Insulinrezeptor potentiell zu einer Insulin-

resistenz führen und somit zur Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2 beitragen (Ema-

nuelli et al., 2000; Mooney et al., 2001; Senn et al., 2002). Die Insulinresistenz wiederum 

führt zu einer erhöhten Freisetzung von freien Fettsäuren aus Adipozyten, die vermehrt 
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in der Leber aufgenommen werden und potentiell in einer Lebersteatose münden kön-

nen (Browning und Horton, 2004). 

Tatsächlich konnte eine erhöhte Prävalenz von Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) 

bei Patienten mit einem schweren OSAS nachgewiesen werden (Türkay et al., 2012; Mir 

et al., 2013). Im Gegensatz dazu konnten Savransky et al. lediglich eine Schwellung der 

Hepatozyten und eine vermehrte Glykogenspeicherung nach intermittierender Hypo-

xieexposition feststellen, aber keine Verfettung nachweisen (Savransky et al., 2007a).  

Ein weiterer beschriebener Mechanismus, der zur Fettleber-Entstehung beiträgt, ist die 

Hypoxie-induzierte HIF-1α Stabilisation; diese führt über die Aktivierung von Sterol re-

gulatory element binding protein 1 (SREBP1) und Stearoyl coenzyme A desaturase 1 

(SCD-1) zu einer hepatischen Akkumulation von ungesättigten Fettsäuren, VLDL- und 

Triglyceriden (Drager et al., 2010). Zusätzlich kommt es zu einem vermehrten Fettsäu-

reangebot aufgrund peripherer Lipolyse, die infolge der Sympathikusaktivierung beim 

OSAS verstärkt ist (Drager et al., 2010). Möglicherweise spielen auch die ebenfalls HIF-

1a-abhängigen Scavenger-Rezeptoren CD36 und LOX-1 bei der Fettleber-Entstehung 

eine Rolle: CD36 ist für die Aufnahme ins intrazelluläre Kompartement von freien lang-

kettigen Fettsäuren verantwortlich (Miquilena-Colina et al., 2011), LOX-1 vermittelt die 

Aufnahme von oxidiertem Low-Density-Lipoprotein (ox-LDL) (Xu et al., 2013). Rey et al. 

zeigten eine erhöhte Expression von CD36 mRNA in Hepatozyten von Mäusen und Men-

schen nach Exposition von Hypoxie (1 % O2) für 36 h, was zur Entwicklung einer NAFLD 

beitragen könnte (Rey et al., 2020). Bezüglich der Auswirkung von CIH bzw. Hypoxie auf 

LOX-1 in der Leber finden sich in der Literatur bisher keine konklusiven Daten. OxLDL 

und sein Rezeptor LOX-1 scheinen auch bei der Entwicklung einer Dysfunktion der En-

dothelzellen der Sinuosoide beteiligt zu sein, die mit NAFLD assoziiert ist (Zhang et al., 

2014). Ozturk et al. konnten zeigen, dass der Serum-LOX-1-Spiegel in Patienten mit 

NAFLD signifikant höher war als in gesunden Kontrollen (Ozturk et al., 2015).  

Schließlich sind auch die in der Angiogenese involvierten Gene bei der Entwicklung der 

NAFLD beteiligt (Paschetta et al., 2015). Hierbei spielt ebenfalls die Hochregulation von 

HIF-1a und HIF-2a durch intermittierende Hypoxie eine Rolle, was u. a. eine Modulation 

der Fibrogenese und Angiogenese via hepatische Kupffer- und Sternzellen bewirkt und 

mit erhöhten Vascular-Endothelial-Growth-Factor (VEGF)-Spiegeln assoziiert ist (Pa-

schetta et al., 2015). Die Isoform VEGF-A vermittelt die Proliferation und Migration von 
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Endothelzellen und ist somit u. a. für die Angiogenese verantwortlich (Hugo Gene No-

menclature Committee 2008), während die Isoform VEGF-B für das Überleben von En-

dothelzellen, Perizyten, glatten Muskelzellen sowie vaskulären Stamm- und Vorläufer-

zellen verantwortlich ist (Zhang et al., 2009).  

VEGF-A erzielt seine Wirkung über die Bindung an den Tyrosinkinaserezeptor, die kinase 

insert domain-containing receptor/fetal liver kinase 1 (KDR/Fl-1, VEGFR2), während die 

Isoform VEGF-B u. a. über die Bindung an die fms-like tyrosin Kinase 1 (Flt-1/VEGFR1) 

wirkt (Mustonen und Alitalo, 1995; Ferrara und Davis-Smyth, 1997; Neufeld et al., 1999, 

Zhang et al., 2009). Ankoma-Sey et al. zeigten, dass kontinuierliche Hypoxie im Leberge-

webe von Ratten eine erhöhte Expression von VEGF sowie dessen Rezeptoren hervor-

ruft (Ankoma-Sey et al., 2000). In einem Mausmodell reduzierte eine KDR-Blockade mit 

VEGFR2-Antikörpern die Verfettung und Entzündung der Leber (Coulon et al., 2013). Au-

ßerdem wird angenommen, dass VEGF und seine Rezeptoren in der Entwicklung von 

Leberzirrhose involviert sind, denn VEGF steigert die α1(l)-Prokollagen-mRNA-Expres-

sion in aktivierten Sternzellen (Yoshiji et al., 2003; Dufour und Clavien, 2010). 

In der vorliegenden Arbeit wurde außerdem der Marker Ki-67 für die Hepatozyten-

proliferation untersucht (Gerlach et al., 1997). Bereits Corpechot et al. konnten mithilfe 

dieses Markers zeigen, dass eine chronisch konstante Hypoxie eine reduzierte Hepato-

zytenproliferation bewirkt, und postulierten die Hemmung des HGF (Hepatocye Growth 

Factor) und seines Rezeptors c-Met als mögliche Ursache (Corpechot et al., 2002).  

Zusätzlich wurde in der Dissertation die Glutaminsynthetase (GS) untersucht. Die GS ist 

kein exklusiv hepatisches Enzym, spielt in der Leber jedoch eine bedeutende Rolle u.a. 

für den Harnstoffzyklus und die Bindung überschüssigen Ammonium. Durch die Über-

tragung von Ammonium auf Glutamat entsteht Glutamin, die Transportform des Stick-

stoffs (Long et al., 2011). In der Leber desaminiert die Glutaminase das Glutamin und es 

entstehen Glutamat und Ammoniumionen, die über den Harnstoffzyklus in ungiftigen 

Harnstoff umgewandelt und anschließend über die Niere ausgeschieden werden (Karaca 

et al., 2018). Die GS ist in der Leber in 1 bis 3 Zelllagen um die Zentralvene (ZV) expri-

miert, während sich die Glutaminase und die Enzyme des Harnstoffzyklus in den peri-

portalen Hepatozyten befinden (Gebhardt and Mecke, 1983; Häussinger, 1987).  

In dieser Arbeit wurde der Vermutung nachgegangen, dass durch ein erniedrigtes Sau-

erstoffangebot die Kapazität der GS in der ohnehin schon sauerstoffarmen perivenösen 
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Zone mit einem erhöhten inflammatorischen Risiko eingeschränkt sein würde. Die bis-

herige Studienlage bezüglich des Einflusses von CIH auf die Expression der GS ist dürftig. 

Bekannt ist, dass die GS-Expression in der Leberzirrhose reduziert ist (Fleming und Wan-

less, 2013).  

 

1.7 Therapie des OSAS 

Bei den Behandlungsformen des OSAS gibt es unterschiedliche Ansätze, die entspre-

chend der Symptomatik und den Komorbiditäten des jeweiligen Patienten eingesetzt 

bzw. individuell angepasst werden können. Allein durch den Einsatz konservativer Maß-

nahmen können schon Effekte erzielt werden. 

Beispiele hierfür sind die Reduktion des Gewichtes, das der Hauptrisikofaktor für das 

OSAS ist (Browman et al., 1984; Chirinos et al., 2014; Li und He, 2021), die Einhaltung 

einer angemessenen Schlafhygiene (z. B. Vermeidung von Alkohol und Nikotin) oder die 

Rückenlage-Verhinderung (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen 

Fachgesellschaften (AWMF) e.V., 2017). Da durch abnehmenden Muskeltonus im Schlaf 

die Zunge in Rückenlage nach hinten fällt, kann durch eine Rückenlage-Verhinderungs-

weste der AHI signifikant reduziert werden. Allerdings ist diese Methode aufgrund der 

geringen Compliance als Langzeittherapie selten dauerhaft anwendbar (Wenzel et al., 

2007). Darüber hinaus gibt es verschiedene medikamentöse Ansätze, jedoch berechti-

gen es die vorliegenden Daten bisher nicht, eine medikamentöse Therapie beim OSAS 

einzusetzen (Smith et al., 2006; Mason et al., 2013; Fleury et al., 2019). Als apparative 

Maßnahmen stehen orale Hilfsmittel zur Verfügung, z. B. die Unterkieferprotrusions-

schiene (UPS), die für die Behandlung der leichten und mittelschweren Form des OSAS 

infrage kommt (Lim et al., 2004; Kushida et al., 2006; Waters, 2019). Die kontinuierliche 

Überdruckbeatmung (continuous positive airway pressure, CPAP) stellt den Goldstan-

dard in der Therapie des OSAS dar (AWMF, 2017; Waters, 2019) und ist eine nichtinva-

sive Methode, die kontinuierlich Raumluft unter Druck via Nasen- oder Gesichtsmaske 

in die oberen Atemwege und die Lunge pumpt (Prabhat et al., 2012). Häufig auftretende 

Nebeneffekte sind dabei eine Austrocknung der Schleimhäute in den oberen Atemwe-

gen und Nase, Augen- und Gesichtshautirritationen sowie abdominale Blähungen; somit 

existieren viele potentielle Gründe für eine reduzierte Compliance (Pepin et al., 1995; 

NHMRCA, 2000). Die CPAP reduziert neben den schlafbezogenen Symptomen auch die 
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Ausschüttung von Katecholaminen und von freien O2-Radikalen oder ROS (Schulz et al., 

2000a), während die NO-Produktion gesteigert wird (Ip et al., 2004). Zusätzlich wird der 

vagale Tonus durch die CPAP erhöht (Maser et al., 2008). Somit kommt es zur Reduktion 

der endothelialen Dysfunktion und der arteriellen Hypertonie (Kohler et al., 2011; Fox 

et al., 2021; Shirahama et al., 2021). In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, 

dass eine CPAP-Therapie den Blutdruck hypertoner Patienten mit OSAS signifikant senkt 

(Becker et al., 2003; Shafazand und Patel, 2014; Javaheri et al., 2017; Shirahama et al., 

2021). Darüber hinaus reduziert die CPAP-Therapie bei Patienten mit schwerem OSAS 

das Risiko, an einem kardiovaskulären Ereignis zu erkranken oder zu versterben (Marin 

et al., 2005; Javaheri et al., 2017). Ferner scheint eine CPAP-Therapie bei OSAS-Patienten 

das Schlaganfallrisiko zu reduzieren (Marin et al., 2005; Javaheri et al., 2017) bzw. redu-

ziert eine frühzeitige CPAP-Therapie bei Schlaganfallpatienten die Wahrscheinlichkeit 

eines erneuten Schlaganfalls (Jehan et al., 2018). Die Datenlage bezüglich des Effektes 

der CPAP-Therapie auf Diabetes ist unklar. Durch eine kontinuierliche CPAP-Therapie 

konnten die HbA1c-Level in Patienten mit Diabetes und OSAS verbessert werden 

(Martínez-Cerón et al., 2016; Malik et al., 2017). Kaur und Mokhlesi zeigten, dass eine 

CPAP-Therapie von ³ 8 h/Nacht über 2 Wochen die Glucose im Blut sowie den HbA1c-

Wert senkt (Kaur und Mokhlesi, 2017). Im Gegensatz dazu zeigten Muraki et al. jedoch, 

dass CPAP über 6 Monate den Glucosemetabolismus und die Insulinresistenz nicht sig-

nifikant verbesserte (Muraki et al., 2018). In Bezug auf die Leber finden sich in der Lite-

ratur ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse: Einige Autoren beschreiben eine Verbesse-

rung der Leberwerte und der Fibrose (Chen et al., 2018; Kim et al., 2018) und andere 

beschreiben keine signifikanten Unterschiede (Jullian-Desayes et al., 2016; Labarca et 

al., 2018).  

Zusätzlich zeigten Steiropoulos et al. eine signifikante Reduktion von proinflammatori-

schen Zellen und Zytokinen im Blut nach einer sechsmonatigen CPAP-Therapie in Pati-

enten mit OSAS (Steiropoulos et al., 2009).  

Schließlich gibt es auch operative Behandlungsmethoden, die zwar Erfolge erzielen, de-

ren Indikation allerdings vorsichtig gestellt werden sollte, da sie mit einem hohen Risiko 

an Langzeitfolgen, v. a. mit Dysphagie, einhergehen können (Sundaram et al., 2005; 

Franklin et al., 2009). Es wird zw. resektiven Verfahren, nichtresektiven Verfahren und 
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Osteotomien unterschieden. Die resektiven Verfahren, z. B. die Uvulopalatopharyngo-

plastik (UPPP) und die Laser-assistierte Uvulopalatoplastik (LAUP), stellen den unbehin-

derten Luftfluss wieder her, indem Obstruktionen in den oberen Atemwegen chirurgisch 

beseitigt werden (Becker et al., 2009). Die UPPP weist eine Erfolgsrate von 40–50 % bei 

leichtem und mittelschwerem OSAS auf, die allerdings langfristig abnehmen kann (Won 

et al., 2008; Sheen und Abdulateef, 2021). Wird eine UPPP mit einer Tonsillektomie (TE) 

kombiniert, konnten Erfolgsraten zw. 31,3 % und 96 % nachgewiesen werden (Stuck et 

al., 2018; Just und Dietz, 2019). Jedoch kann diese Operation mit schweren Komplikati-

onen, wie Atemnot, Dysphagie oder persistierender Mundtrockenheit, vergesellschaftet 

sein (Fairbanks, 1990; Won et al., 2008). Bei der Durchführung einer LAUP ist mit Er-

folgsraten von fast 50 % in Bezug auf das OSAS zu rechnen. Jedoch treten bei bis zu 60 % 

der Patienten postoperative Nebenwirkungen wie Schmerzen oder Ödeme in den obe-

ren Luftwegen auf, weshalb diese Methode zunehmend verlassen wird (AWMF, 2017; 

Won et al., 2008). Zu den nichtresektiven Verfahren gehören u. a. die Weichgaumenim-

plantate. In der Literatur zeigt sich, dass Weichgaumenimplantate bei leichtem und mit-

telschwerem OSAS gegenüber dem Placebo überlegen sind (Friedman et al., 2008; Ste-

ward et al., 2008). Zusammengefasst lässt sich sagen, dass resektive und nichtresektive 

Verfahren zwar mit einem Komplikationsrisiko einhergehen können, jedoch für ein se-

lektioniertes Patientengut eine Alternative zur Beatmungstherapie darstellen können 

(Won et al., 2008; Franklin et al., 2009; Just und Dietz, 2019). Osteotomien von Ober- 

und Unterkiefer spielen eine Rolle bei besonderen anatomischen Gegebenheiten wie 

kraniofazialen Dysplasien (Boudewyns et al., 2007), hierzu zählen die Gesichtsskelett-

verlagernden Eingriffe. Das maxillo-mandibuläre Advancement kann zu einer Besserung 

des OSAS von 90–100 % führen (Conradt et al., 1997; Hochban et al., 1997; Prinsell, 

1999) und die mandibuläre Osteotomie mit Genioglossus Advancement verzeichnet Er-

folge in 35–62 % der Fälle (Kezirian und Goldberg, 2006; Won et al., 2008). Eine effizi-

ente Methode mit hohen Erfolgsraten in der OSAS-Behandlung wäre die Tracheotomie. 

Allerdings wird diese selten als Primärtherapie eingesetzt, da mit einem solch schwer-

wiegenden chirurgischen Eingriff viele Komplikationen, wie Sprachschwierigkeiten, re-

zidivierende Bronchitiden und ästhetische Probleme, einhergehen können (Guillemin-

ault et al., 1981; Mehra und Wolford, 2000; Just und Dietz, 2019). 
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1.8 CIH-Mausmodell des OSAS 

Verschiedene Methoden wurden entwickelt, um das OSAS und seine Folgen in Tieren zu 

simulieren. Dazu zählen Tiere mit spontanem OSAS, ein mechanischer Verschluss der 

oberen Atemwege, eine Zufuhr von intermittierend-hypoxischen Atemgasen (CIH) und 

eine repetitive Unterbrechung des Schlafes (Jun und Polotsky, 2007). Ein natürliches 

Modell des OSAS in der Tierwelt ist die englische Bulldogge (Hendricks et al., 1987). 

Diese hat einen weichen Gaumen und einen engen Oropharynx und die meisten Tiere 

zeigen im Schlaf Episoden von SaO2-Abfall. Auch Kollagen-Injektionen in die oberen Luft-

wege von Affen können eine veränderte Atmung und einen unphysiologischen Schlaf 

wie bei Schlafapnoe-Patienten erzeugen (Philip et al., 2005).  

Jedoch ist ein spontanes OSAS bei Tieren selten, was eine Untersuchung mit ausreichen-

der Zahl an Fällen mit bekanntem Pheno- und Genotyp, die benötigt würden, um meta-

bolische Veränderungen zu detektieren, nahezu unmöglich macht (Jun und Polotsky, 

2007). Auch durch mechanischen Verschluss kann das OSAS simuliert werden. Horner 

et al. beispielsweise untersuchten tracheotomierte Hunde, bei denen über ein Ventil die 

Luftzufuhr unterbrochen werden konnte (Horner et al., 1998). Die Ähnlichkeit zum na-

türlichen OSAS ist dabei ein Vorteil, allerdings sind solche Modelle technisch aufwendig 

durchzuführen und somit ist die Untersuchung großer Gruppen schwieriger (Jun und 

Polotsky, 2007). Polotsky et al. überwachten Mäuse mittels Polysomnographie und 

weckten diese durch Luftstöße nach festgelegten Zeiten, um so Arousals zu simulieren 

(Polotsky et al., 2006). Ein Nachteil dieser Methode ist, dass Arousals nach chronischer 

Exposition nicht mehr sicher reproduzierbar sind und die Schlafzeit über 24 h dann nicht 

mehr reduziert ist (Jun und Polotsky, 2007).  

Das o. g. in dieser Arbeit verwendete CIH-basierte OSAS-Mausmodell der CIH ist das am 

besten entwickelte Modell, um die kardiovaskulären, metabolischen und neurokogniti-

ven Effekte des OSAS zu untersuchen (Jun und Polotsky, 2007). Zur Erzeugung der CIH 

dient ein System, das den Fluss von Raumluft, Stickstoff und Sauerstoff in die Mäusekä-

fige kontrolliert (Polotsky et al., 2003). Das CIH-Modell wird v. a. mit Nagetieren, insbe-

sondere Mäusen, realisiert. Es wird zwischen einem schlafabhängigen und einem schlaf-

unabhängigen Modell unterschieden. Schlafabhängige Systeme benötigen die Implan-

tation von EEG- und EMG-Elektroden und werden nur in der Schlafphase eingesetzt. Das 

schlafunabhängige Modell nimmt keine Rücksicht auf Schlaf-Wachphasen, ermöglicht 
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dadurch aber auch eine längere CIH-Exposition (Drager et al., 2010). Die verwendete 

Dauer und Frequenz der CIH variieren zw. 30 und 120 s sowie 9 und 60x/h bei einer 

Sauerstoffkonzentration von 3–10 % (Jun und Polotsky, 2007; Drager et al., 2010). Vor-

teile des Mausmodells sind sowohl der ökonomische Aspekt wie niedrige Kosten, hohe 

Reproduktionsraten und einfache Haltung als auch die Möglichkeit, Knockout (KO) oder 

Gen-überexprimierende Tiere gegenüber WT-Kontrollen zu untersuchen. Ein weiterer 

Vorteil ist, dass störende experimentelle Instrumentierung (z. B. eine Trachealkanüle) 

nicht erforderlich ist. 

Im vorliegenden Projekt kam eine CIH-Intervention (30 Zyklen/h, im Wechsel FiO2 6–7 % 

und 21 %, 8 h/Tag, 5 Tage/Woche, über 6 Wochen) im Vergleich zu Normoxie (NOX) 

sowohl bei WT-Mäusen als auch bei iNOS-KO-Mäusen zum Einsatz. Die CIH-Exposition 

wurde schlaforientiert, d. h. tageszeitbezogen, durchgeführt.  

 

1.9 NO-Synthasen und das OSAS 

NO-Synthasen (NOS) synthetisieren NO aus L-Arginin. Dabei entsteht unter Oxidation 

und NADPH-Verbrauch L-Citrullin (Palmer et al., 1988; Groves und Wang, 2000). Durch 

eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration bildet sich ein Ca2+/Calmodulin-

Komplex und die NO-Synthasen werden aktiviert (Andrew und Mayer 1999; Alderton et 

al., 2001; Förstermann und Sessa, 2012). Es gibt drei Hauptisoformen der NO-Synthasen. 

Die konstitutiv exprimierte endotheliale NOS (eNOS, NOS3) befindet sich im Gefä-

ßendothel, in Neuronen, Epithelzellen und Kardiomyozyten. Die neuronale NOS (nNOS, 

NOS1) wird konstitutiv in Neuronen, Skelettmuskeln und Epithelzellen exprimiert (Hill 

et al., 2010). Die induzierbare NOS (iNOS, NOS2) bildet Ca2+-unabhängig NO und befin-

det sich in allen kernhaltigen Zellen des kardiovaskulären Systems sowie in inflammato-

rischen Zellen wie Leukozyten, Fibroblasten und Mastzellen. In der Leber produzieren 

aktivierte Kupfferzellen mittels iNOS NO (Iwakiri, 2015). Die Transkription von iNOS ist 

fakultativ und wird reguliert durch Zytokine (TNF-α, IL-1ß, IL-6, IFN-γ) sowie bakterielle 

Lipopolysaccharide (LPS) (Papapetropoulos et al., 1999). Die iNOS produziert mikromo-

lare, toxische Mengen von NO, solange ihre Expression durch die oben genannten in-

flammatorischen Faktoren induziert wird (Dias-Junior et al., 2008; Hill et al., 2010). Die 

beiden konstitutiv exprimierten NO-Synthasen, nNOS und eNOS, hingegen produzieren 
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eine nanomolare Menge NO (Runge und Patterson, 2005), wodurch der Gefäßtonus auf-

rechterhalten und die Zellproliferation, die Thrombozytenaggregation sowie die Inter-

aktion der Leukozyten mit dem Endothel kontrolliert werden (Förstermann und Sessa, 

2012). Als lösliches Gas passiert NO die Zellmembran und bindet in der Zielzelle an das 

Häm der löslichen Guanylatcyclase (sGC). Diese produziert zyklisches Guanosinmono-

phosphat (cGMP), das dann wiederum die cGMP-Kinase aktiviert. Dieses Enzym bewirkt 

ein Absinken der Ca2+-Konzentration, indem es K+-Kanäle aktiviert und Ca2+-Kanäle inak-

tiviert, was in einer Vasodilatation resultiert. Phosphodiesterasen kontrollieren diesen 

Vorgang, indem sie cGMP abbauen (Ghofrani et al., 2004).  

Die Ergebnisse einiger Studien weisen darauf hin, dass das OSAS oxidativen Stress und 

endotheliale Dysfunktion verursacht und somit eine zentrale Rolle in der Pathogenese 

von kardiovaskulären Erkrankungen spielt (Wang et al., 2004; Ciftci et al., 2011). Es wur-

den signifikant niedrigere Nitrat-Nitrit-Konzentrationen im Serum von OSAS-Patienten 

gemessen, die sich nach CPAP-Therapie wieder normalisierten (Ip et al., 2000; Schulz et 

al., 2000b; Noda et al., 2007; Ciftci et al., 2011). Auch der Plasmaspiegel von L-Arginin, 

dem Substrat, aus dem NO synthetisiert wird, steigt nach einmaliger CPAP-Therapie bei 

Patienten mit OSAS an (Lavie, 2003).  

Mit Blick auf die verschiedenen NO-Synthetasen werden die Rollen von iNOS und eNOS 

in der Leber in der Literatur unterschiedlich beschrieben. So sehen einige Studien eNOS 

als das wichtigste Enzym an, das für die NO-Überproduktion im Endothel bei Leberzir-

rhose verantwortlich ist (Farzaneh-Far und Moore, 2001). Morales-Ruiz et al. hingegen 

beobachteten erhöhte Proteinkonzentrationen von iNOS- und eNOS-mRNA in der tho-

rakalen Aorta von Ratten mit Leberzirrhose, was auf einen Beitrag beider Enzyme zur 

Leberzirrhose hinweist (Morales-Ruiz et al., 1996). Hinsichtlich der nNOS finden sich in 

der Literatur keine Daten im Bezug zur Leber. Die nNOS ist die wichtigste NOS-Isoform 

im menschlichen Skelettmuskel (Eghbalzadeh et al., 2014).  Die Rolle der nNOS bei Dia-

betes mellitus wird in der Literatur kontrovers diskutiert, vorwiegend in Bezug auf die 

Skelettmuskulatur. Während einige Autoren auf der einen Seite eine erniedrigte nNOS 

Protein Expression im Vastus lateralis feststellten (Bradley et al., 2007; Krause et al., 

2014), wurde auf der anderen Seite keine Veränderung der nNOS Protein Expression im 

Vastus lateralis von übergewichtigen insulinresistenten Probanden im Vergleich mit 

übergewichtigen, nicht insulinresistenten Probanden dokumentiert (Punkt et al., 2006).  
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Die Expression und Aktivität der iNOS unter CIH werden in der Literatur ebenfalls unein-

heitlich diskutiert. So existieren Studien, die eine Hochregulation von iNOS in muskulä-

ren und elastischen Arterien der Lunge von Ratten (Shirai et al., 2003) und im subkuta-

nen vaskulären Gewebe im Menschen feststellten (Patt et al., 2010), andere zeigten eine 

Herunterregulierung (Toporsian et al., 2000; Jelic et al., 2008) und wieder andere er-

kannten keinen signifikanten Unterschied zwischen (Murata et al., 2001). Jelic et al. do-

kumentierten auch eine erhöhte iNOS-Expression in endothelialen Zellen, die sie aus 

Armvenen von OSAS-Patienten gewannen, und konnten so eine OSAS-bedingte vasku-

läre Entzündung belegen (Jelic et al., 2008).  

In kardiovaskulärem und neuronalem Gewebe konnte eine erhöhte Expression der iNOS 

nach CIH-Exposition festgestellt werden. Dabei spielt der Transkriptionsfaktor NF-κB 

eine Rolle (Bannow et al., 2022). Greenberg et al. beschrieben, dass durch CIH im Herz-

gewebe von Mäusen eine erhöhte Aktivität von NF-κB zu verzeichnen war. Dies war be-

gleitet von einem Anstieg von iNOS, einem NF-κB abhängigen Genprodukt (Greenberg 

et al., 2006).  

Die Rolle der hepatischen iNOS bei CIH ist bislang nicht untersucht und u. a. Gegenstand 

dieser Arbeit.  

 

1.10 Leberveränderungen bei iNOS-gendefizienten (KO-)Mäusen 

Im Jahr 1995 entwickelten Laubach et al. Mäuse, denen das iNOS-Gen fehlt, um die Rolle 

von iNOS in Entzündungsprozessen und septischem Schock darzustellen (Laubach et al., 

1995). Hierzu wurden Mäuse mit dem genetischen Hintergrund C57BL/6 verwendet, die 

in ihrem Phänotyp und in der Histologie nicht von WT-Mäusen zu unterscheiden sind. 

Im vorliegenden Projekt wurden ebenfalls iNOS-KO-Mäuse CIH ausgesetzt und die Le-

bern dieser Tiere untersucht.  

Es wird angenommen, dass eine CIH über eine Stabilisation von HIF-1α (hypoxic-induci-

ble-factor-1-alpha) in der Leber zu einer Steigerung der Synthese und Akkumulation ein-

fach ungesättigter Fettsäuren sowie der VLDL- und Triglycerid-Exkretion führt (Drager 

et al., 2010). Durch eine HIF-1α-Stabilisation kommt es auch zu einer Aktivierung der 

iNOS-Expression, wodurch hohe Spiegel von NO produziert werden können. Während 

chronisch erhöhte NO-Level als schädlich für die Leber angesehen werden, wirken tran-
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sient erhöhte NO-Level protektiv in Bezug auf den Lebermetabolismus und die Progres-

sion einer Leberschädigung (Tirosh, 2018). In älteren Studien wurde noch eine leber-

schädigende Wirkung der NO angenommen, über eine Blockierung der mitochondrialen 

Atmungskette, gefolgt von einer verminderten ATP-Synthese, einer erhöhten ROS-

Produktion und in der Folge die Unfähigkeit der Anpassung an hypoxischen Stress (Man-

tena et al., 2007; Mateo et al., 2003). 

Die Studienlage bezüglich der Rolle des NO in der Progression der NAFLD und der Leber-

fibrose ist dürftig, insbesondere finden sich hinsichtlich der Auswirkung der CIH auf die 

Inflammation im iNOS-KO-Modell keine konklusiven Ergebnisse in der Literatur.  

Bisherige iNOS-KO-Mausmodelle haben gezeigt, dass NO eine wichtige Rolle in der Le-

berregeneration spielt. So beobachteten Rai et al., dass es zur Apoptose und Nekrose 

nach partieller Hepatektomie in iNOS-KO-Mäusen kam, was impliziert, dass NO essenti-

ell für den Schutz der Hepatozyten nach Resektion ist (Rai et al., 1998).  

Ergebnisse von Anavi et al. zeigten andererseits, dass die iNOS an der Entwicklung einer 

Leberfibrose beteiligt ist (Anavi et al., 2015): WT-Mäuse und iNOS-KO-Mäuse wurden 

für 6 Wochen mit einer ‚high-cholesterol diet‘ gefüttert. Die WT-Mäuse entwickelten 

verglichen mit den iNOS-KO-Mäusen in der Folge eine stärkere Leberfibrose. Dies 

konnte zum einen in der Sirius-Black-Färbung, einer Methode, um Kollagen und Amyloid 

anzufärben, dargestellt werden, zum anderen konnten höhere Level der profibrotischen 

Genexpression nachgewiesen werden (Anavi et al., 2015). Auch Qiao et al. zeigten an-

hand von iNOS-Deletion eine fördernde Rolle von NO hinsichtlich der Entwicklung einer 

nichtalkoholischen Fettleberhepatitis (NASH) (Qiao et al., 2019). WT-Mäuse und iNOS-

KO-Mäuse wurden für 16 Wochen mit einer ‚high-fat diet‘ gefüttert. Anschließend 

wurde u. a. eine Oil-Red-Färbung, die die Fetteinlagerung in den Hepatozyten darstellt, 

durchgeführt und es wurden Triglyceride sowie die Alanin-Aminotransferase im Plasma 

bestimmt. Die Autoren stellten fest, dass WT-Mäuse eine stärker ausgeprägte hepati-

sche Steatose bzw. Leberschädigung entwickelten als die iNOS-KO-Mäuse (Qiao et al., 

2019).  

Cassini-Vieira et al. untersuchten Gewebe von iNOS-KO-Mäusen im Vergleich zu WT-

Mäusen hinsichtlich Inflammation, Angiogenese und Fibrose. Den Mäusen wurde hier-

für ein Polyether-Polyurethande-Schwamm in die Subkutis implantiert, der nach 14 Ta-
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gen analysiert wurde. Es zeigte sich, dass die Anzahl der Gefäße und VEGF-Level als Aus-

druck eines proinflammatorischen/prozirrhotischen Effektes in iNOS-KO-Mäusen im 

Vergleich zu WT-Mäusen reduziert war. Darüber hinaus wurde bei iNOS-KO-Mäusen 

eine erhöhte Anzahl von Neutrophilen und Makrophagen im implantierten Polyether-

Polyurethande-Schwamm nachgewiesen (Cassini-Vieira et al., 2015).  

Zusammenfassend ist demnach die derzeitige Studienlage bezüglich einer pro- oder an-

tiinflammatorischen Wirkung von iNOS-KO auf die Leber unter CIH nicht eindeutig.   

 

1.11 Ziel der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob CIH in der Leber eine Hochregulation der 

Entzündungsmarker, insbesondere von iNOS, bewirkt und ob iNOS dabei eine ursächlich 

fördernde Rolle bzgl. Zytokinexpression, Steatosis und Angiogenese der Leber innehat. 

Die in der Literatur überwiegende, aber nicht eindeutige Datenlage ist, dass eine iNOS-

Deletion eher leberprotektiv wirkt, indem sie die Inflammation reduziert, allerdings sind 

auch protektive Effekte der iNOS beschrieben. Deshalb wurde der Effekt eins iNOS-KO 

im Vergleich zum WT auf die CIH-verursachte Inflammation und Steatose der Leber un-

tersucht, wobei angenommen wurde, dass iNOS-KO zu einer Reduktion des inflamma-

torischen Effektes führt.  

Als primäres Ziel wurde der Vergleich von Expression und zonaler Verteilung proin-

flammatorischer Marker (COX-1, COX-2, CD68, Il-1ß, Il-6 und TNF-α) zw. CIH und NOX im 

WT und iNOS-KO definiert. Dies wurde mittels zweier Methoden untersucht, auf RNA-

Ebene mittels qRT-PCR (COX-1, CD68, Il-1ß, Il-6 und TNF-α) sowie immunhistochemi-

scher Färbung (COX-2 und CD68). 

Sekundäres Ziel war im selben Kontext die Untersuchung der RNA-Expression von meh-

reren angiogenetischen Markern und deren Rezeptoren (VEGF-A, VEGF-B, KDR), die an 

der Entwicklung der Leberfibrose beteiligt sind, von Scavenger-Rezeptoren (CD36 und 

LOX-1), die im Zusammenhang mit der Entwicklung einer NAFLD bei OSAS stehen, sowie 

von SOCS-3, das mit einer Insulinresistenz vergesellschaftet ist. 

Zusätzlich wurde der Einfluss von CIH auf die Hepatozytenproliferation (Ki-67), die GS 

und die hepatische Glykogenspeicherung untersucht. Für Ki-67 und dessen zonale Ver-

teilung sowie die GS wurde eine Immunhistochemie durchgeführt, die zonale Glykogen-

verteilung wurde mittels PAS-Färbung dargestellt und jeweils in CIH und NOX verglichen.
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 

 
2.1.1 Geräte  

Autoklav Heratherm Oven OMS 100 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, 
Deutschland 

Axio Imager M2 Mikroskop Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Axiocam HRc Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 

USA  
Biofuge fresco  Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutsch-

land 
Bunsenbrenner FIREBOY plus INTEGRA Bisosciences GmbH, Fernwald, 

Deutschland 
Chip Priming Station  Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 

USA 
Heizplatte IKA MAG RCT Janke und Kunkel IKA Labortechnik, Stau-

fen, Deutschland 
Kryostat Jung Frigocut 2800E (Reichert 
und Jung) 

Leitz, Wetzlar, Deutschland 

Lichtmikroskop Orthoplan Leitz, Wetzlar, Deutschland 
MJ-Research PTC-200 Thermocycler Global Medical Instrumentation Inc., 

Ramsey, USA 

MS3 Vortexer IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 

Deutschland 

Multipipette plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

NanoDrop 2000c Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

USA 

PHMT-PSC-15 Thermoshaker  Grant Instruments Ltd., Cambridge, UK 

Thermocykler Mx3005P QPCR Systems Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 

USA 

TKA Gen Pure mit xCAD Dispenser Thermo Electron LED GmbH, Niederel-

bert, Deutschland 

Ultraviolet Sterilizing PCR Workstation Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

Vortexer VF2 Janke & Kunkel IKA Labortechnik, Stau-

fen, Deutschland 
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Waage K7 Mettler, Zürich, Schweiz 

Wärmeschrank Heraeus Heraeus, Hanau, Deutschland 

Zentrifuge Perfect Spin P Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

Zentrifuge Pico 17 Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutsch-

land 

Tabelle 3: Liste der verwendeten Geräte 

 
2.1.2 Gebrauchsartikel 

96-Loch-Platte Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

Combitips plus, 0,5 ml Eppendorf AG, Hamburg 
Cups Safe Seal Micro Tubes Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Deckgläser Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, 

Deutschland 
Einmalkanüle Sterican ® B. Braun, Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 
Einmalskalpell FEATHER Safelty Razor Co., Ltd., Osaka, 

Japan 
Filterspitze SafeSeal Tips Permium Cell 
Saver, steril 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf, Deutschland 

Filterspitze, steril STARLAB GmbH, Hamburg 
Manuelle Pipetten  Eppendorf Research, Wesseling-Berz-

dorf, Deutschland 

Mini MR1 basic Magnetrührer Janke & Kunkel IKA Labortechnik, Stau-

fen, Deutschland 

Objektträger Menzel, Braunschweig, Deutschland 

Pipettenspitzen Brand, Wertheim, Deutschland 

Reaktionsgefäße  Brand, Wertheim, Deutschland 

Safe Seal Micro Tube SARSTEDT AG & Co KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Tube SARSTEDT AG & Co KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Verschlussstreifen für 96-Loch-Platte Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

Tabelle 4: Liste der verwendeten Gebrauchsartikel 
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2.1.3 Chemikalien 

Affinity Script Buffer Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

Buffer DNAse1 + MgCl2 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Chloroform Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland 

DAB-Verdünnungspuffer Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 

DePex Eindeckmittel Gurr®  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

Desoxyribonuklease I (DNAse) Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 

Destilliertes Wasser, DNAse-/RNAse-frei Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Diaminobenzidin (DAB) Substrate Perox-

ide Buffer 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

dNTP Mix Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

Dulbecco’s Phosphatgepufferte 

Salzlösung ohne Ca2+Mg2+ (PBS) 

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Eosin G (Certistain®)  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol 70 % AppliChem GmbH, Darmstadt 

Ethanol 96 % Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA 

Ethanol absolute, ≥ 99,8 % Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland  

Flüssigstickstoff Linde AG, München, Deutschland 

Gelantine gepulvert Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Hämalaun-Lösung nach Mayer Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol Arcos Organics, New Jersey, USA 

Isopropanol ≥ 99,7 % AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land 

Kaliumchrom(III)-sulfat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Methanol anhydrous, 99,8 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Normales Schweineserum (NSS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich 
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Nukleotriphosphate (dNTP) Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

Oligo (dt) 18 Primer  Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

peqGOLD TriFast™ Peqlab Biotechnologies GmbH, Erlangen, 
Deutschland 

Periodic Acid Solution Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA 

Pferdeserum (HS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-
reich 

Reverse Transkriptase Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

Ribolock RNAse Inhibitor Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

RNAse Away®  Molecular Bio Products, San Diego, USA 

RNasin® Ribonuklease Inhibitor Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

Schiff’s Reagenz Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tissue-TEK O.C.T™ COMPOUND Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan 
den Rijn, Niederlande  

Xylol > 98 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Tabelle 5: Liste der verwendeten Chemikalien 

 
 
2.1.4 Antikörper 

 
Primärantikörper 

Name Katalognummer Firma 

monoklonaler Ratte anti-
Maus CD68  

MCA1957 AbD Serotec, 
Düsseldorf, Deutschland 

polyklonaler Kaninchen 
anti-Maus COX-2 

ab15191 Abcam plc, Cambridge, UK 

polyklonaler Kaninchen 
anti-Maus Glutaminsyn-
thetase  

ab73593 Abcam plc, Cambridge, UK 

polyklonaler Kaninchen 
anti-Maus Ki-67  

ab15580 Abcam plc, Cambridge, UK 

Tabelle 6: Liste der verwendeten Primärantikörper 
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Sekundärantikörper 

Name Katalognummer Firma 

Polyklonaler HRP-
konjugierter Ziege anti-Ka-
ninchen 

ZRH1158 LINARIS-Biologische Pro-
dukte GmbH, Wertheim, 
Deutschland 

Polyklonaler HRP-
konjugierter Ziege anti-
Ratte 

STAR72 AbDSerotec, Düsseldorf, 
Deutschland 

Tabelle 7: Liste der verwendeten Sekundärantikörper 

 
2.1.5 Primer 

Alle Primer wurden von der Firma Quiagen GmbH aus Hilden, Deutschland bezogen. 

Zielgene: 

Abkürzung Katalognummer Amplicon (bp) Offizieller Name 

CD36 QT01058253 149 CD36 antigen 
CD68 QT00254051 67 CD68 antigen 
Il-1ß QT01048355 150 Interleukin-1-beta 
Il-6 QT00098875 128 Interleukin-6 
KDR QT02519972 95 Kinase insert do-

main protein re-
ceptor 

Nos2 (iNOS) QT00100275 118 Nitric oxide syn-
thase 2, inducible 

Olr1 (LOX-1) QT01552124 114 Oxidized low den-
sity lipoprotein 
(lectin-like) recep-
tor 1 

Ptgs1 QT00155330 142 Prostaglandin-en-
doperoxide syn-
thase 1 (COX-1) 

SLC1a4 QT00114394 118 Solute carrier fam-
ily 1 (glutamate 
amino acid trans-
porter), member 4 

SOCS3 QT02488990 90 Suppressor of cyto-
kine signaling 3 

TNF-α QT00104006 111 Tumor necrosis 
factor 

VEGF-A QT00160769 117 Vascular endothe-
lial growth factor A 

VEGF-B QT01059863 125 Vascular endothe-
lial growth factor B 

Tabelle 8: Liste der verwendeten Zielgene 
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Housekeeping-Gene 

Abkürzung Katalognummer Amplicon (bp) Offizieller Name 

Gapdh QT01658692 144 Glyceraldehyde-3-
phosphate dehy-
drogenase 

Hprt QT00166768 168 Hypoxanthine gua-
nine phosphoribo-
syl transferase 

Rplp0 QT00249375 125 Ribosomal protein, 
large, P0 

Tbp QT00198443 114 TATA-Box Binding 
Protein 

Tabelle 9: Liste der verwendeten Housekeeping-Gene 

 

2.1.6 Gebrauchsfertige Systeme 

Kit Inhalt Hersteller 

Affinity Script Multiple 
Temperature Reverse 
Transcriptase 

- Affinity Script Multiple    
Temperature reverse 
Transcriptase 
- 10x Affinity Script RT 
Puffer 
- 100mM DTT 

Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, USA 

Agilent RNA 6000 Nano Kit - Agilent RNA 6000 Nano-
chips 
- Elektrodenenreiniger-
Chips 
- Agilent RNA 6000 Ladder 
- RNA Nano Dye Konzen-
trat 
- Agilent RNA 6000 Nano 
Marker 
- Agilent RNA 6000 Nano 
Gel Matrix 

Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, USA 

Brilliant III Ultra-Fast 

SYBER® Green QPCR Mas-

ter Mix 

- 2x Brilliant III Ultra-Fast 
SYBER® Green QPCR Mas-
ter Mix 
- Reference dye (1mM) 

Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, USA 

Diaminobenzidin (AB, 

HRP-Substrat) 

- DAB/ metal concentrate 
(x10) 
- Peroxid-Puffer 

Roche Diagnostics, 
Deutschland GmbH, 
Mannheim 

Tabelle 10: Liste der verwendeten gebrauchsfertigen Systeme 
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2.1.7 Software 

Axio Vision Release 4.8.2 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Image J 1.45s U. S. National Institutes of Health, Be-

thesda, USA 

Microsoft Excel 2011, Version 14.0.0 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

Microsoft Word 2011, Version 14.0.0 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

NormFinder.xla Molecular Diagnostics Laboratories, Con-
vington, USA 

MxProQPCR Software Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
USA 

Tabelle 11: Liste der verwendeten Software 
 
 

2.2 Methoden 

 
2.2.1 Das Mausmodell der CIH 

Es wurde ein etabliertes Mausmodell untersucht, bei dem WT-Mäuse (C57BL/6J-Mäuse) 

der Firma Charles-River Deutschland GmbH (Sulzfeld, Deutschland) durch CIH (30 Zyk-

len/h, im Wechsel FiO2 6–7 % und 21 %, 8 h/Tag, 5 Tage/Woche, über 6 Wochen) ein 

AHI von 30 simuliert wurde, was einem moderat-schweren OSAS entspricht. Dabei 

wurde durch eine Stickstoffzufuhr die Sauerstoffkonzentration zyklisch von 21 % auf 6–

7 % reduziert.  

Neben der CIH-Interventionsgruppe (WT CIH, n = 8) standen jeweils Kontrolltiere des-

selben Genotyps unter Normoxie (NOX) zur Verfügung (WT NOX, n = 8). Die Kontroll-

gruppe wurde unter Raumluft, d. h. FiO2 21 %, entsprechend den CIH-Expositionszeiten 

gehalten. 

Neben den WT-Mäusen wurden außerdem iNOS-KO-Mäuse (Stamm B6.129P2-

Nos2tm1Lau/J) jeweils in NOX (iNOS NOX, n = 8) und unter CIH (iNOS CIH, n = 8) untersucht  

und wurden mit WT NOX oder WT CIH verglichen.  

Das Mausmodell stand im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit Prof. Dr. N. Weiss-

mann (Justus-Liebig-Universität Gießen; ECCPS Professur Molecular Mechanisms of Em-

physema, Hypoxia and Lung Aging), Prof. Dr. R. Kinscherf und Prof. Dr. W. Hildebrandt 

zur Verfügung (Förderung durch von Behring-Röntgen-Stiftung 2011, Nr. 580071). Für 

diese Untersuchungen lag eine Genehmigung durch das Regierungspräsidium Gießen 

vor (Aktenzeichen: GI 20/10 Nr. 84/2011) (Kraut, 2014). 
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Das Modell simuliert CIH als OSAS-Komponente in einer homogenen Mäusegruppe, 

ohne die typischen, klinisch unvermeidbaren Confounder wie OSAS-Schweregrad, Über-

gewicht, Rauchen, Inaktivität u. a. m. zuzulassen. Pathophysiologisch typische Faktoren 

des OSAS wie die obstruktionsbedingten intrathorakalen Druckschwankungen oder Än-

derungen des pCO2 bleiben in diesem Modell unberücksichtigt.  

Die 8–12 Wochen alten Mäuse wurden im Tierstall des Zentrums für Innere Medizin der 

Justus-Liebig-Universität gehalten und mit Wasser und Futter ad libitum versorgt (Kraut, 

2014).  

 

2.2.2 Gewebeprobeentnahme 

Nach 6 Wochen NOX-/CIH-Exposition wurden die Tiere geopfert und Lebergewebe 

wurde für die im Anatomischen Institut in Marburg durchgeführten Laboranalysen kry-

oasserviert. Die Tiere wurden mit Ketaminhydrochlorid und Xylazin narkotisiert, nach-

dem sie heparinisiert wurden, um anschließend die Organe zu entnehmen. Nach vor-

sichtiger Resektion der Leberproben wurde ein Teil der Organe in Tissue-TEK eingebet-

tet und in N2 gekühltem Isopentan Schraubdeckeltubes schockgefroren und anschlies-

send bei  -80 °C gelagert, während das Gewebe für die histologische Untersuchung einer 

Formaldehyd-Fixierung mit nachfolgender Behandlung in Kochsalz- Alkohollösung un-

terzogen wurden (Kraut, 2014). 

Parallel dazu wurden auch Myokard- und Skelettmuskelproben, Lunge und Gefäße (A. 

carotis, A. pulmonalis, A. femoralis, A. renalis entnommen, die im Rahmen separater 

Arbeiten untersucht wurden. 

 

2.2.3 Herstellung von Kryoschnitten 

Aus den Tissue-TEK-Blöcken wurden mit einem Kryomikrotom bei -20 °C ca. 7 μm dünne 

Schnitte beider Leberlappen gefertigt und auf Objektträgern aufgenommen. Diese Ob-

jektträger wurden zuvor mit Chromalaun-Gelatine beschichtet, um eine bessere Anhaf-

tung der Kryoschnitte zu erzielen.  

 

Chromalaun-Gelatine:  1,0 g Gelatine, 0,1 g Kaliumchrom-III-Sulfat,  

200 ml Aqua dest. bei 50 °C 
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Durchführung der Chromalaun-Gelatine-Beschichtung: 

1,0 g Gelatine in 100 ml Aqua dest. bei 50 °C       10 min 

0,1 g Kaliumchrom-III-Sulfat in 100 ml Aqua dest. bei 50 °C    10 min 

Gelatine und Kaliumchrom in Magnetrührer     10 min 

Auftragen der Chromalaun-Gelatine auf Objektträger 

Trocknen      

 

2.2.4 Hämatoxylin-Eosin(HE)-Färbung histologischer Schnitte 

Die HE-Färbung ermöglicht einen Überblick über den Gewebeschnitt und die Zellmor-

phologie. Es wurde von jeder Gewebeprobe ein Kontrollschnitt mittels HE-Färbung ein-

gefärbt, um die Qualität, insbesondere vor immunhistochemischen Färbungen hinsicht-

lich pathologischer Veränderungen, zu überprüfen.  

Die HE-Färbung ist eine weit verbreitete Färbung in der Histologie. Der Farbstoff Häma-

toxylin färbt basophile Strukturen wie die Zellkerne und das raue endoplasmatische Re-

tikulum blau an, während eosinophile Strukturen wie das Zytoplasma und die Interzel-

lulärsubstanz durch Eosin rot angefärbt werden (Fanghänel, 2018). Danach werden die 

Schnitte zur Entwässerung durch eine aufsteigende Alkoholreihe geführt. 

 

Hämalaun:    0,1 g Hämatoxylin, 0,02 g Natriumjodat, 5,0 g Kalialaun 

    100 ml Aqua dest. 

Eosin:     100 ml Eosin Y (1 %), 10 ml Phloxin B (1 %),  

780 ml Ethanol (96 %), 4 ml Eisessig 

 

Durchführung der HE-Färbung: 

Färbung:  

1. Inkubation in Hämalaun nach Mayer     30 s  

2. Bläuen unter Leitungswasser     10 min   

3. Inkubation in Eosin       3 min 

4. Waschen in Aqua dest.      1 min 

 

Entwässerung:  

1. Ethanol 96 %        5 min   
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2. Isopropanol       2 x 5 min  

3. Xylol I         5 min 

4. Xylol II        5 min   

5. Xylol III         5 min  

 

Anschließend wurden die Schnitte mit DePex-Eindeckmittel und einem Deckglas einge-

deckt. 

 

2.2.5 Periodic-acid-Schiff-reaction(PAS)-Färbung histologischer Schnitte 

Diese Färbung kam zum Einsatz, um Glykogen in Leberzellen anzufärben. Durch die Pe-

riodsäure werden freie Hydroxygruppen der Saccharide zu Aldehydgruppen oxidiert, an 

die wiederum das Schiff’sche Reagenz bindet und dadurch in einen purpurroten Farb-

stoff übergeht. 

 

Periodic Acid Solution:  1 g Periodic Acid, 100 ml Aqua. dest.  

 

Durchführung der PAS-Färbung: 

Fixierung in Formalin 4 %     10 min 

Waschen unter Leitungswasser    1 min 

Inkubation in Periodic Acid Solution 1 %   5 min 

Waschen in Aqua dest.      3 x 5 min 

Inkubation in Schiffs Reagenz     15 min 

Waschen unter Leitungswasser    5 min 

Kernfärbung: Hämatoxylin     30 s 

Bläuen unter Leitungswasser     10 min 

Entwässerung entsprechend der HE-Färbung 

 

Eindeckung mit DePex und einem Deckglas  
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2.2.6 Immunhistochemische Färbung histologischer Schnitte 

Die Methode der Immunhistochemie dient dazu, bestimmte Antigene in einem Gewebe 

sichtbar zu machen (Immunlokalisation). Das Grundprinzip der indirekten Methode be-

ruht darauf, dass ein bestimmter Primärantikörper spezifisch eine antigene Domäne ei-

nes Proteins des Gewebes bindet. Anschließend wird der Schnitt mit einem Sekundäran-

tikörper (ein polyklonaler HRP-konjugierter Ziegen Anti-Kaninchen oder Anti-Ratte An-

tikörper) inkubiert, der wiederum spezifisch an den Primärantikörper bindet. Der ent-

standene Antigen-Antikörper-Komplex wird dann über die Zugabe von Diaminobenzidin 

(DAB) visualisiert.  

 

Durchführung der Immunhistochemie: 

Tag 1:  

1. Fixierung der Kryoschnitte in 4 % PFA/PBS   10 min 

2. Waschen in PBS      3x 5 min 

3. Blocken in 1 % NSS/PBS oder NPS/PBS bei 37 °C  30 min 

4. Absaugen des 1 % NSS/PBS oder NPS/PBS 

5. Auftragen des jeweiligen ersten Antikörpers (bzw. PBS auf die Schnitte der Ne-

gativkontrolle) und Inkubation über Nacht bei 4–6 °C  

 

Tag 2:  

1. Absaugen 

2. Waschen in PBS      3 x 5 min 

3. Inkubation des jeweiligen zweiten Antikörpers bei RT 50 min 

4. Absaugen 

5. Waschen in PBS      3 x 5 min 

6. Auftragen von DAB      5 min/nach Sicht 

7. Waschen in PBS      2 x 5 min 

8. Hämalaunbad nach Mayer     30 s 

9. Bläuen unter Leitungswasser     10 min 

10. Entwässerung entsprechend der HE-Färbung 

11. Eindeckung mit DePex und einem Deckglas  
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Primärantikörper Verdünnung 
Primär- 
antikörper 

Sekundär- 
antikörper 

Verdün-
nung Se-
kundär- 
antikörper 

Blockie-
rung 

CD68 Antikörper 1:100 Polyklonaler Hor-
seradish Peroxi-
dase(HRP)-
konjugierter Ziege 
anti-Ratte 

1:100 NSS 

COX-2 Antiköper 1:200 Polyklonaler HRP-
konjugierter Ziege 
anti-Kaninchen 

1:200 NSS 
+NPS 

Glutaminsynthe-
tase Antikörper 

1:500 Polyklonaler HRP-
konjugierter Ziege 
anti-Kaninchen 

1:100 NSS 

Ki-67 Antikörper 1:500 Polyklonaler HRP-
konjugierter Ziege 
anti-Kaninchen 

1:200 NSS 

Tabelle 12: Primärantikörper und Sekundärantikörper, Verdünnung und Blockierung 

 

Als Negativkontrolle wird anstelle des Primärantikörpers die gleiche Menge PBS-Puffer 

auf das Gewebe aufgetragen, während sich das restliche Vorgehen nicht von dem mit 

einem Antikörper bei den übrigen Proben unterscheidet.  

 

2.2.7 Auswertung der Immunhistochemie 

Zur Untersuchung des Gewebes bzgl. der Expression der Entzündungsmarker (CD68, 

COX-2), der GS sowie des Proliferationsmarkers Ki-67 wurden Antikörper gegen diese 

Proteine verwendet (vgl. Tabelle 12). 

Die Fotodokumentation der Schnitte erfolgte mit dem Mikroskop AxioImager M2 bzw. 

mit dem Bildverarbeitungsprogramm AxioVision Rel.4.8 bei einer 10-fachen Bildvergrö-

ßerung. Von 8 Mäusen je Gruppe (WT NOX, WT CIH) wurden Kryoschnitte des rechten 

und linken Leberlappens mit guter Qualität in der HE-Färbung ausgewählt. Je Leberlap-

pen wurden zwei Zentralvenen (ZV) und zwei Glissontrias (GT) ausgewertet.  

Die Addition des maximalen Gefäßlumendurchmessers und der dazu senkrechten Lu-

menweite definierte den Radius eines Kreises um ZV oder GT, in dem COX-2-positive 

und Ki-67-positive Zellen bzw. COX-2-negative und Ki-67-negative Zellen in % positive 

Zellen bestimmt wurden. Bei CD68 wurde dagegen die Zahl positiver Zellen pro Fläche 
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ermittelt (vgl. Abb. 3). Auch bei der GS wurde die Fläche der positiven Zellen im Verhält-

nis zur Gesamtfläche des Leberschnittes bestimmt, die Auswertung erfolgte automati-

siert. Zunächst wurden hierfür Segmentierungen unter Berücksichtigung (Ausschluss) 

von Gewebedefekten/-lücken, Gefäßen, insbesondere, wenn schräg angeschnitten, 

festgelegt, die standardisiert und automatisch für alle Präparate angewendet werden 

konnten (vgl. Abb. 4). 

 

      
Abbildung 3: Darstellung der Vorgehensweise bei der Auswertung der (immun-)histo-

logischen Bilder am Beispiel von CD68; Vergrößerung 10-fach 

ZV unbearbeitet (links), ZV-Lumen vermessen und positive Zellen markiert (rechts). 

a: maximaler Durchmesser, b: senkrechte Lumenweite zum maximalen Durchmesser,  

c (Radius) = a + b, d: Kreis, x: positive Zellen 
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Abbildung 4: GS, Immunhistochemie im WT 

Immunhistochemie GS original (oben links), Gesamtfläche des Gewebe-Kryo-Schnitts 

(oben rechts), positiv gefärbte Zellen (unten links).  

 

2.2.8 Auswertung der PAS-Färbung 

Analog zur immunhistochemischen Färbung wurden auch für PAS-positive Zellen pro Le-

berlappen 2 ZV bzw. 2 GT von 8 Mäusen ausgewertet. Wie auch bei der Immunhistoche-

mie bestimmte die Addition des maximalen Gefäßlumendurchmessers und der dazu 

senkrechten Lumenweite den Radius des Kreises, in dem PAS-positive bzw. PAS-negative 

Zellen gezählt wurden. 
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2.2.9 Molekularbiologische Analyse der Leberbiopsien mittels qRT-PCR 

 
2.2.9.1 RNA-Extraktion 

Nach gründlicher Desinfektion aller Arbeitsflächen mit 70 % Ethanol wurde das Gewebe 

unter eingeschaltetem Abzug verarbeitet. Um eine Erwärmung der Gewebeproben zu 

verhindern, wurde auf Trockeneis gearbeitet und die verwendeten Utensilien wurden 

mittels flüssigen Stickstoffs gekühlt. Die Gewebeproben der Leber wurden mit sterilem 

Mörser und Stößeln bis zur pulverförmigen Konsistenz zerkleinert. Für die qRT-PCR er-

folgte ein Poolen des Lebergewebes jeweils eines Lappens von je 8 Tieren pro Gruppe.  

Nach Zerkleinerung wurde 1 ml TRIzol auf die Probe gegeben und mithilfe einer Saugka-

nüle vermengt. Nach Inkubation der Proben von 5 min bei Raumtemperatur wurden 200 

μl Chloroform addiert und für weitere 5 min inkubiert. Hierbei war darauf zu achten, 

dass die Caps regelmäßig geschüttelt wurden. Nun wurde jede Probe für 10 min zentri-

fugiert (13 000 rpm, 4 °C) und so eine Bildung von drei Phasen herbeigeführt. Die 

oberste, RNA-haltige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in einen neuen Cup 

überführt. Nach Zugabe von Isopropanol zur Präzipitation der RNA und gutem Mischen 

der Probe erfolgte eine Inkubation bei -70 °C über Nacht. Anschließend wurden die Pro-

ben 40 min abzentrifugiert (13 000 rpm, 4 °C) und der Isopropanolüberstand wurde ab-

genommen. Außerdem wurden 400 μl 70%iger Ethanol hinzugefügt, um das Pellet zu 

waschen. Die Proben wurden daraufhin wieder für 10 min zentrifugiert (13 000 rpm, 4 

°C), der Überstand wurde verworfen und das Pellet für ca. 30 min an der Luft getrocknet. 

Anschließend wurden zur besseren Lösung der RNA RNAse Inhibitor sowie DNAse- und 

RNAse-freies H2O in einem Verhältnis von 1:40 gemischt, auf die Proben gegeben und 

für 10 min bei 60 °C im Thermoshaker PHMT-PCS-15 inkubiert. 

 

2.2.9.2 Quantitative Nukleinsäureanalyse 

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA-Proben erfolgte mit dem NanoDrop® 

2000c Spectrophotometer. Für eine Messung wurde 1 μl auf die Messoberfläche pipet-

tiert und die Konzentration durch Absorptionsmessung bei einer Wellenlänge von 260 

nm bestimmt. Der Absorptionsquotient A260/A280 wurde verwendet, um den Reinheits-

grad der RNA zu beurteilen. Ein Verhältnis von etwa 1,9 bis 2,1 wird als ‚rein‘ für RNA 
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gesehen. Atypische Absorptionsspektren und -quotienten < 1,8 kamen in den verwen-

deten RNA-Proben nicht vor. Die Messungen wurden als Zweifachbestimmung durchge-

führt und daraus wurde das arithmetische Mittel gebildet.  

 

2.2.9.3 Qualitative RNA-Analytik  

Die qualitative RNA-Analytik erfolgte als Nanochip-Analyse, für die sämtliche RNA-

Proben zunächst mit RNAse-freiem H2O auf eine Konzentration von unter 0,5 μg/μl ver-

dünnt werden mussten. Die Integrität der isolierten Gesamt-RNA wurde mit dem RNA 

6000 Nano Kit am Agilent-2001-Bioanalyzer ermittelt. Diese Technik ermöglicht durch 

das Prinzip der Elektrophorese eine Auftrennung nach Molekülgröße und eine Konzent-

rationsbestimmung von 12 Proben gleichzeitig. 

Die Proben und ein mitgeführter Standard wurden in die Chip-Wells pipettiert. Durch 

zugefügte Farbmoleküle (RNA 6000 Nano Marker), die sich der RNA anlagerten, wurden 

die RNA-Fragmente und deren Laufzeiten registriert. Ein RNA ‚ladder standard‘, der 6 

RNA-Fragmente mit einer Größe von 0,2 bis 6 kb beinhaltet, wurde als Referenz genutzt. 

Die Software verglich automatisch die Konzentration der unbekannten Proben mit dem 

‚ladder standard‘. Über einen Fluoreszenzdetektor wurden die RNA-Fragmente und de-

ren Laufzeiten registriert. Der Bioanalyzer generierte aus den Daten sowohl ein Elekt-

ropherogramm als auch gelähnliche Bilder. Als Maß für die Integrität wurde die RIN (RNA 

Integrity Number) verwendet. RIN-Werte variieren von 10 bei völlig intakter RNA bis 1 

bei völlig geschädigter RNA (Schroeder, et al., 2006). Die RIN-Werte lagen in der vorlie-

genden Arbeit bei 7,68 (WT NOX), 7,26 (WT CIH), 8,02 (INOS-KO NOX) und 6,96 (INOS-

KO CIH). 

 

2.2.9.4 DNAse-Verdau 

Um eine Verunreinigung der RNA durch DNA zu vermeiden, wurde ein DNAse-Verdau 

durchgeführt. Nach langsamem Auftauen auf Eis wurde dazu die RNA-Probe (1 μg RNA) 

zunächst mit destilliertem RNAse- und DNAse-freien Wasser auf 7,5 μl Gesamtvolumen 

aufgefüllt. Es erfolgten die Zugabe von 1 μl Reaktionspuffer (100 mM Tris-HCL, 25 mM 

MgCl2, pH 7,5) pro Probe sowie von 1,5 μl DNAse I und die anschließende Inkubation im 

MJ Research PTC-200 Thermocycler bei 37 °C für 30 min. Nach Abschluss des Schrittes 
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wurde 1 μl 50 mM EDTA hinzugefügt und erneut für 10 min bei 65 °C inkubiert. Die Ab-

kühlung der Probe erfolgte auf Eis, die weitere Lagerung bei -80 °C. 

 

2.2.9.5    Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 

Da die PCR-Reaktion mit stabiler DNA durchgeführt wird, musste die RNA zunächst in 

DNA umgeschrieben werden. Diese DNA wird als komplementäre DNA (cDNA) bezeich-

net. So wurden im nächsten Reaktionsschritt 0,5 μl/μg Oligonucleotidprimer (Oligodt 

18), die spezifisch für bestimmte DNA-Basenfolgen sind, zu den Proben hinzugegeben 

und die Probe wurde anschließend mit RNAse- und DNAse-freiem destillierten Wasser 

auf 13,7 μl aufgefüllt. Die Reaktion wurde bei 65 °C für 5 min inkubiert und die Tempe-

ratur wurde für 10 min auf Raumtemperatur reduziert, um es den Primern zu ermögli-

chen, sich an die RNA zu heften. Im nächsten Schritt wurden 2 μl AffinityScript RT-Puffer 

(500 mM Tris-HCL, pH 8,3, 750 mM KCL, 30 mM MgCl2), 2 μl DTT (100 mM), 0,8 μl dNTP-

Mix (100 mM), 1 μl reverse Transkriptase sowie 0,5 μl Ribolock Inhibitor (40 U/μl) zu den 

Proben hinzugefügt. Es entstand eine Lösung mit einem Endvolumen von 20 μl. Reverse 

Transkriptasen sind RNA-abhängige DNA-Polymerasen und können RNA- sowie DNA-

Sequenzen als Matrize verwenden. Zunächst band die Polymerase an den RNA-

Einzelstrang und ein komplementärer DNA-Strang wurde gebildet. Die Oligonukleotide 

dienten dabei als Startpunkt. Danach wurde durch die Exoribonukleaseaktivität der re-

versen Transkriptase der Hybridstrang aus RNA und DNA gespalten, um anschließend 

die cDNA mithilfe der dNTPs zu einem kompletten DNA-Doppelstrang zu vervollständi-

gen. Dafür wurden die Proben für 1 h bei 42 °C inkubiert und danach für 15 min bei 70 °C 

inaktiviert. Für den DNAse-Verdau und die cDNA-Synthese wurde das AffinityScript Mul-

tiple Temperature Reverse Transcriptase verwendet. 

 

2.2.9.6 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 

Die qRT-PCR ist eine Vervielfältigungsmethode für Nukleinsäuren, die die Quantifizie-

rung von gewonnener DNA ermöglicht. Die Quantifizierung wird mithilfe von Fluores-

zenzmessungen ermöglicht. Dazu wurde in dieser Arbeit der unspezifisch in dsDNA in-

terkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBER Green I für die Detektion des Fluoreszenzsig-

nals verwendet. Dieses nimmt mit der Menge der Dann-Produkte zu. Als Erstes wurde 

die cDNA-Lösung der jeweiligen Gruppen (WT NOX, WT CIH, iNOS-KO NOX, INOS-KO CIH) 
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zu 4 Pools zusammengefasst und mit RNAse- und DNAse-freiem Wasser im Verhältnis 

1:10 verdünnt. Parallel wurden Standardproben, für die in Abhängigkeit vom jeweiligen 

Primer cDNA einer Mäuse-Referenz-RNA oder ein cDNA-Mix dient, in sequenzieller Ver-

dünnung (1:10, 1:20, 1:40, 1:160, 1:320) mitgeführt. Die Standardansätze dienen der 

Erstellung einer Standardkurve. In Vorbereitung für die PCR wurde weiterhin 6 μl des 

1:100 ROX Reference dye zum 2x Brilliant III Ultra-Fast SYBER®Green QPCR Master Mix 

hinzugegeben sowie die SYBER®Green-QPCR-Lösung angesetzt. Letzteres erfolgte durch 

Zugabe von 7,5 μl des angesetzten 2x Brilliant III Ultra-Fast die SYBER®Green QPCR Mas-

ter Mix (enthält Taq-DNA-Polymerase, dNTPs, Mg2+, einen Puffer und einen doppel-

strängige DNA bindenden, fluoreszierenden Farbstoff SYBER Green I) zu 1 μl destillier-

tem RNAse- und DNAse-freien Wasser und 1,5 μl Primer. Von dieser Lösung wurden 10 

μl pro Well benötigt. Die Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion erfolgte an der 

UV Sterilizing PCR Workstation. Es wurden zunächst 5 μl cDNA und Standard als Doppel-

bestimmung auf eine 96-Loch-Platte pipettiert. Als Negativkontrolle diente RNAse- und 

DNAse-freies Wasser, das anstelle von cDNA in ein freies Well pipettiert wurde. An-

schließend erfolgte das Pipettieren von jeweils 10 μl SYBER®Green-QPCR-Lösung in je-

des verwendete Well. Danach wurde die Platte mit Verschlussstreifen verschlossen, mit 

dem Vortexer gemischt und kurz zentrifugiert. Dann wurde die Platte in den PCR Block 

Mx3005P QPCR Systems gestellt und die Amplifizierung gestartet. Dies geschah mithilfe 

des Programms MxPro QPCR Software. Die PCR-Konditionen für die Reaktion waren: 

95 °C für 3 min (initiale Denaturierung), gefolgt von 40 Zyklen mit 95 °C für 10 s (Dena-

turierung) und 60 °C für 20 s (Elongation), 95 °C für 1 min, 55 °C für 30 s und schließlich 

jeweils plus 1 °C, bis 95 °C erreicht waren, für 30 s (Schmelzkurvenanalyse). Mithilfe der 

Standardkurvenmethode erfolgte nun die relative Quantifizierung der Daten. Dabei 

diente für jedes zu untersuchende Genprodukt ein cDNA-Mix einer Mäusereferenz oder 

der zu untersuchenden Proben zur Erstellung der Standardkurve, die mittels linearer Re-

gression Rückschlüsse auf die jeweiligen cDNA-Konzentrationen der zu untersuchenden 

Proben erlaubte. Um eine Normalisierung der cDNA zu ermöglichen, wurden die einge-

setzten Gewebeproben auf ein ausgewähltes Haushaltsgen bezogen. Diese ‚Housekee-

ping-Gene‘ sind als Strukturproteine definiert, die eine konstante Expression, insbeson-

dere unter den experimentell variierenden Bedingungen, aufweisen und entsprechend 

für alle Proben gleich exprimiert sein sollten. Diese Auswahl erfolgte unter Zuhilfenahme 
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des Programms Normfinder.xla aus verschiedenen zuvor getesteten Genen (Gapdh, 

Hprt, Rplp0, Tbp) und fiel in diesem Fall auf das Housekeeping-Gen Rplp0.  

 

2.2.10 Statistische Auswertung 

Alle statistischen Auswertungen und Darstellungen der vorliegenden Arbeit wurden mit 

Microsoft Excel durchgeführt (Microsoft Excel 2011, Version 14.0.0, Microsoft Corpora-

tion, Redmond, USA). Die Angabe der n-Zahl für die jeweiligen Gruppen entspricht im-

mer der Anzahl der Tiere. 

Für die Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen wurden die Mittel-

werte der jeweiligen Gruppen verglichen. Für den Vergleich CIH vs. NOX wurde der t-

Test für ungepaarte Stichproben bzw. im Falle einer nichtnormalen Verteilung der 

Mann-Whitney-U-Test verwendet. Für den Vergleich ZV vs. GT wurde der t-Test für ge-

paarte Stichproben bzw. im Falle einer nichtnormalen Verteilung der Wilcoxon-Test an-

gewendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde hierbei als statistisch signifikant angesehen. Die Da-

ten wurden jeweils als Mittelwerte (MW) +/- Standardabweichung (SD) angegeben.  

Im Rahmen der PCR-Messungen wurde Gewebe von jeweils 8 Proben der Tiere einer 

Versuchsgruppe gepoolt. Die x-fache Expression eines Gens erfolgte immer relativ zu 

WT NOX (= 1). Eine Veränderung größer Faktor 1,5 bzw. kleiner Faktor 0,5 wurde hierbei 

als statistisch signifikant angesehen.                                                                                                                                                                 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Effekt von CIH auf die hepatische Expression proinflammatorischer Marker im 
WT 

Der prozentuale Anteil der COX-2-positiven Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl der 

Auswertfläche im Lebergewebe unter CIH betrug 18,46 %, während der von NOX bei 

16,00 % lag. Im t-Test war diese Differenz mit einem p-Wert von 0,12 nicht signifikant 

(vgl. Abb. 5, 6). 

 

 
Abbildung 5: Effekt von CIH auf COX-2 im WT 

Anteil (in %) der COX-2-positiven Zellen an der jeweiligen Gesamtzellzahl der Auswert-

fläche im Lebergewebe unter NOX (n = 8) und unter CIH (n = 8). Gezeigt sind MW +/- SD; 

NOX vs. CIH p = 0,12. 
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Abbildung 6: Effekt von CIH auf COX-2 im WT 

Immunlokalisation von COX-2-positiven Zellen in Beispielen für A) ZV, NOX; B) GT, NOX; 

C) ZV, CIH und D) GT, CIH 

Vergrößerung 10-fach. Positiv gefärbte Zellen sind beispielhaft mit einem Pfeil (à) ge-

kennzeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 



Ergebnisse 
 

	 52 

Der prozentuale Anteil der CD68-positiven Zellen bezogen auf die Gesamtfläche der Aus-

wertfläche im Lebergewebe von CIH betrug 0,092 Zellzahl/mm², während der von NOX 

bei 0,094 Zellzahl/mm² lag.  

Im t-Test ergab sich zw. den Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,92) 

(vgl. Abb. 7, 8). 

 

 
Abbildung 7: Effekt von CIH auf CD68 im WT 

Anteil (Zellzahl/mm²) der CD68-positiven Zellen pro Fläche im Lebergewebe unter NOX 

(n = 8) und unter CIH (n = 8). Gezeigt sind MW +/- SD; NOX vs. CIH p = 0,92.  
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Abbildung 8: Effekt von CIH auf CD68 im WT 

Immunlokalisation von CD68-positiven Zellen in Beispielen für A) ZV, NOX; B) GT, NOX; 

C) ZV, CIH und D) GT, CIH 

Vergrößerung 10-fach. Positiv gefärbte Zellen sind beispielhaft mit einem Pfeil (à) ge-

kennzeichnet. 

 

Immunhistologisch zeigten CD68- und COX-2-positive Zellen ein unterschiedliches zon-

ales Verteilungsmuster in der CIH- sowie NOX-Gruppe. Für die beiden Entzündungsmar-

ker wurde jeweils die Anzahl der positiven Zellen um ZV und GT verglichen.  

In NOX und CIH konnten COX-2-positive Zellen vorwiegend um die ZV nachgewiesen 

werden. Der Unterschied zw. GT und ZV war sowohl unter NOX als auch unter CIH signi-

fikant (NOX und CIH: p < 0,05) (vgl. Abb. 9). 
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C D 
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Abbildung 9: Effekt von CIH auf die zonale Verteilung von COX-2 im WT 

Anteil (in %) der COX-2-positiven Zellen an der jeweiligen Gesamtzellzahl der Auswert-

fläche um ZV (n = 8) und GT (n = 8) im Lebergewebe unter NOX und unter CIH. Gezeigt 

sind MW +/- SD. 
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CD68-positive Zellen befanden sich in NOX und CIH hauptsächlich im Bereich der GT. Der 

Unterschied zw. GT und ZV war in NOX signifikant (NOX: p < 0,05), nicht jedoch in CIH 

(CIH: p = 0,33) (vgl. Abb. 10). 

 

 
Abbildung 10: Effekt von CIH auf die zonale Verteilung von CD68 im WT 

Anteil (Zellzahl/mm²) der CD68-positiven Zellen pro Fläche um ZV (n = 8) und GT (n = 8) 

im Lebergewebe unter NOX und unter CIH. Gezeigt sind MW +/- SD. 

 

Darüber hinaus wurden die ZV/GT-Ratios zw. CIH und NOX für beide Marker verglichen, 

hierbei zeigte sich jeweils kein signifikanter Unterschied (COX-2: p = 0,40; CD68: 

p = 0,11). 
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3.2 Effekt von CIH auf den hepatischen Glykogenspeicher im WT 

Die Periodic-Acid-Schiff-Reaktion (PAS) zeigte keinen signifikanten Unterschied im pro-

zentualen Anteil der PAS-positiven Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl der Auswert-

fläche in der Leber von CIH (55,79 %) im Vergleich zu NOX (56,68 %) (vgl. Abb. 11, 12). 

 

 
Abbildung 11: Effekt von CIH auf Glykogen im WT 

Anteil (in %) der PAS-positiven Zellen an der jeweiligen Gesamtzellzahl der Auswertflä-

che im Lebergewebe unter NOX (n = 8) und unter CIH (n = 8). Gezeigt sind MW+/- SD; 

NOX vs. CIH p = 0,93. 
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Abbildung 12: Effekt von CIH auf Glykogen im WT 

Darstellung PAS-positiver Zellen in Beispielen für A) ZV, NOX; B) GT, NOX; C) ZV, CIH und 

D) GT, CIH 

Vergrößerung 10-fach. Positiv gefärbte Zellen sind beispielhaft mit einem Pfeil (à) ge-

kennzeichnet. 

 

Wie bei COX-2 und CD68 wurde auch für Glykogen die zonale Verteilung beurteilt. Es 

wurde die Anzahl der positiven Zellen um ZV und GT sowohl unter NOX als auch unter 

CIH verglichen. Sowohl unter NOX als auch unter CIH konnten signifikant mehr PAS-

positive Zellen um die ZV als um die GT nachgewiesen werden (p < 0,05) (vgl. Abb. 13).  

Darüber hinaus wurden die ZV/GT-Ratios zw. CIH und NOX verglichen, hierbei zeigte sich 

jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0,43). 
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Abbildung 13: Effekt von CIH auf die zonale Verteilung von Glykogen im WT 

Anteil (in %) der PAS-positiven Zellen an der jeweiligen Gesamtzellzahl der Auswertflä-

che um ZV (n = 8) und GT (n = 8) im Lebergewebe unter NOX und unter CIH. Gezeigt sind 

MW +/- SD.  
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3.3 Effekt von CIH auf die hepatische Expression von Ki-67 auf Proteinebene im WT 

Der prozentuale Anteil der Ki-67-positiven Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl der 

Auswertfläche in der Leber betrug unter CIH 8,92 % und unter NOX 8,71 %, dieser Un-

terschied war statistisch nicht signifikant (p = 0,85) (vgl. Abb. 14, 15). 

 

 
Abbildung 14: Effekt von CIH auf Ki-67 im WT 

Anteil (in %) der Ki-67-positiven Zellen an der jeweiligen Gesamtzellzahl der Auswertflä-

che im Lebergewebe unter NOX (n = 8) und unter CIH (n = 8). Gezeigt sind MW +/- SD; 

NOX vs. CIH: p = 0,85. 
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Abbildung 15: Effekt von CIH auf Ki-67 im WT  

Immunlokalisation von Ki-67-positiven Zellen in Beispielen für A) ZV, NOX; B) GT, NOX; 

C) ZV, CIH und D) GT, CIH 

Vergrößerung 10-fach. Positiv gefärbte Zellen sind beispielhaft mit einem Pfeil (à) ge-

kennzeichnet. 
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Es zeigte sich weder unter CIH noch unter NOX ein signifikanter Unterschied in der Frak-

tion Ki-67-positiver Zellen zwischen GT und ZV (NOX: p = 0,39; CIH: p = 0,96) (vgl. Abb. 

16).  

Für die ZV/GT-Ratios ergab sich zw. CIH und NOX ebenfalls kein signifikanter Unterschied 

(p = 0,68).  

 

 
Abbildung 16: Effekt von CIH auf die zonale Verteilung von Ki-67 IM WT 

Anteil (in %) der Ki-67-positiven Zellen an der jeweiligen Gesamtzellzahl der Auswertflä-

che um GT (n = 8) und ZV (n = 8) im Lebergewebe unter NOX und unter CIH. Gezeigt sind 

MW +/- SD. 
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3.4 Effekt von CIH auf die hepatische Expression der Glutaminsynthetase (GS) auf 

Proteinebene im WT 

Der prozentuale Anteil der GS-positiven Fläche bezogen auf die Gesamtfläche in der Le-

ber betrug unter CIH 8,68 % und unter NOX 7,98 %. Der Unterschied war statistisch nicht 

signifikant (p = 0,70) (vgl. Abb. 17). 

 

 
Abbildung 17: Effekt von CIH auf die GS im WT 

Anteil (in %) der immunhistochemisch GS-positiven Fläche bezogen auf die Gesamtflä-

che im Lebergewebe unter NOX- (n = 8) und unter CIH- (n = 8) Mäusen. Gezeigt sind MW 

+/- SD; NOX vs. CIH p = 0,70. 

 

Eine weitergehende Analyse bezüglich der zonalen Verteilung GS-positiver Zellen entfiel 

wegen der streng perivenösen Expression der GS.  
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3.5 Effekt von CIH auf die hepatische Expression von iNOS-RNA  

In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen der PCR-Analysen Gewebe von jeweils 8 

Proben der Tiere einer Versuchsgruppe gepoolt. Die Gewebeproben wurden auf ein aus-

gewähltes Housekeeping-Gen (Rplp0) bezogen.  

Die graphische Darstellung erfolgte relativ zu NOX (= 1).  

Die Genexpression von iNOS zeigte eine Reduktion auf das 0,12-Fache im Lebergewebe 

von CIH im Vergleich zu NOX (vgl. Abb. 18), die als signifikant (< 0,5) zu bewerten ist (vgl. 

Kapitel 2.2.10). 

Bei iNOS-KO-Mäusen konnte, wie zu erwarten, keine iNOS-Genexpression in der Leber 

nachgewiesen werden.  

 

 
Abbildung 18: Effekt von CIH auf die Expression von iNOS im WT 

iNOS-Expression (x-fache Veränderung; qRT-PCR) im Lebergewebe unter CIH relativ zu 

NOX (Referenzgruppe). 

 

3.6 Effekt von CIH und/oder iNOS-KO auf die hepatische Expression von proin-

flammatorischen Transkripten (COX-1, CD68, Il-1ß, Il-6 und TNF-α)  

Im Vergleich von CIH zu NOX zeigte sich im Lebergewebe eine erhöhte Expression von 
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fach). Dabei waren nur die Erhöhungen von COX-1, Il-1ß, Il-6 und TNF-α als signifikant 

(> 1,5; vgl. Kapitel 2.2.10) anzusehen. 

Im Vergleich von iNOS-KO NOX zu WT NOX (= 1) zeigte sich im Lebergewebe, dass die 

relative Genexpression von COX-1 (1,16-fach) und CD68 (1,11-fach) nahezu gleichblei-

bend war, während für die übrigen proinflammatorischen Marker Reduktionen erkenn-

bar waren: Il-1ß (0,62-fach), Il-6 (0,50-fach) und TNF-α (0,36-fach). Die Reduktion von 

TNF-α war dabei signifikant (< 0,5). 

Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT NOX (= 1) zeigten die Genexpressionen im Leber-

gewebe von COX-1, CD68, Il-1ß, Il-6 und TNF-α keine statistisch signifikanten Verände-

rungen: COX-1 (1,09-fach) und CD68 (1,04-fach), Il-1ß (0,92-fach), Il-6 (0,68-fach) und 

TNF-α (0,57-fach) (vgl. Abb. 19). 

Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT CIH zeigten die Genexpressionen im Lebergewebe 

von Il-1ß (0,39-fach), Il-6 (0,17-fach) und TNF-α (0,05-fach) eine statistisch signifikante 

Reduktion (vgl. Abb. 19).  
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Abbildung 19: Effekt von CIH und/oder iNOS-KO auf die RNA-Expression von COX-1, 

CD68, Il-1ß, Il-6 und TNF-α 

Relative Expression (x-fache Veränderung; qRT-PCR) der proinflammatorischen Marker 

(COX-1, CD68, Il-1ß, Il-6 und TNF-α) im Lebergewebe von WT CIH, iNOS-KO NOX und 

iNOS-KO CIH bezogen auf WT NOX (Referenzgruppe).  
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Im Vergleich von iNOS-KO NOX zu WT NOX konnte im Lebergewebe mittels qRT-PCR-

Untersuchung beobachtet werden, dass die Genexpression von SOCS-3 (1,39-fach) rela-

tiv zu WT NOX (= 1) erhöht war. Dies war statistisch nicht signifikant.  

Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT NOX zeigte sich im Lebergewebe eine 1,95-fache 

erhöhte Genexpression von SOCS-3. Dies war statistisch signifikant (> 1,5; vgl. Abb. 20).  

Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT CIH zeigte die Genexpression im Lebergewebe von 

SOCS-3 eine Erhöhung der Expression (1,22-fach), welche nicht statistisch signifikant 

war (vgl. Abb. 20). 

 

 
Abbildung 20: Effekt von CIH und/oder iNOS-KO auf die RNA-Expression von SOCS-3 

Relative SOCS-3-Expression (x-fache Veränderung; qRT-PCR) im Lebergewebe von WT 

CIH, iNOS-KO NOX und iNOS-KO CIH bezogen auf WT NOX (Referenzgruppe).  
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zu WT NOX (= 1) signifikant (> 1,5) erhöht war, während VEGF-A (0,98-fach) und VEGF-

B (1,10-fach) erneut eine nahezu gleichbleibende, jedoch nicht statistisch signifikante 

Genexpression zeigten. 

Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT NOX zeigte sich im Lebergewebe eine erhöhte Ge-

nexpression von KDR (6,34-fach), VEGF-A (1,09-fach) und VEGF-B (1,26-fach). Dabei war 

nur die Erhöhung von KDR als signifikant (> 1,5) anzusehen (vgl. Abb. 21). 

Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT CIH zeigten die Genexpressionen im Lebergewebe 

von KDR (2,64-fach) eine statistisch signifikante Erhöhung (vgl. Abb. 21).  

 

  
Abbildung 21: Effekt von CIH und/oder iNOS-KO auf die RNA-Expression von KDR, 

VEGF-A und VEGF-B 

Relative Expression (x-fache Veränderung; qRT-PCR) der angiogenen Transkripte (KDR, 

VEGF-A und VEGF-B) im Lebergewebe von WT CIH, iNOS-KO NOX und iNOS-KO CIH be-

zogen auf WT NOX (Referenzgruppe). 

 

3.9 Effekt von CIH und/oder iNOS-KO auf die hepatische Expression von Transkrip-
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Im Vergleich von CIH zu NOX im WT zeigte sich im Lebergewebe eine nahezu gleichblei-

bende Expression von CD36 (0,96) und LOX-1 (1,10). Dies war statistisch nicht signifi-

kant.  
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Im Vergleich von iNOS-KO NOX zu WT NOX konnte im Lebergewebe mittels qt-RT-PCR-

Untersuchung festgestellt werden, dass die Genexpression von CD36 (1,04-fach) und 

von LOX-1 (1,21-fach) relativ zu WT NOX (= 1) erhöht war. Dies war ebenfalls statistisch 

nicht signifikant. 

Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT NOX zeigte sich im Lebergewebe eine 1,26-fach 

erhöhte Genexpression von CD36 und eine 1,89-fach erhöhte Genexpression von LOX-

1, die als signifikant anzusehen ist (> 1,5) (vgl. Abb. 22). 

Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT CIH zeigten die Genexpressionen im Lebergewebe 

von CD36 (1,31-fach) eine nicht signifikante und von LOX-1 (1,72-fach) eine signifikante 

Erhöhung (vgl. Abb. 22).  

 

 
Abbildung 22: Effekt von CIH und/oder iNOS-KO auf die RNA-Expression von CD36 und 

LOX-1 

Relative Expression (x-fache Veränderung; qRT-PCR) der Scavenger-Rezeptoren (CD36 

und LOX-1) im Lebergewebe von WT CIH, iNOS-KO NOX und iNOS-KO CIH bezogen auf 

WT NOX (Referenzgruppe).  
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4 Diskussion 

4.1 Das Mausmodell der CIH 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von CIH (30 Hypoxie Zyklen/h bis minimal 

6 % O2 über 8 h pro Tag, 5 Tage pro Woche, über 6 Wochen) im Vergleich zu NOX (FiO2 

21 % über 6 Wochen) auf histomorphologische und molekularbiologische Veränderun-

gen in der Leber von WT-Mäusen untersucht. Zusätzlich standen für die molekularbio-

logischen Untersuchungen iNOS-KO-Mäuse sowohl unter NOX als auch unter CIH zum 

Vergleich zur Verfügung, um die Rolle des iNOS hinsichtlich der Zytokinexpression, Le-

bersteatose und Angiogenese zu ermitteln.  

Die Mäuse waren der CIH tagsüber ausgesetzt, während sie nachts unter normoxischen 

Bedingungen lebten. Dazu ist anzumerken, dass Mäuse nachtaktive Tiere sind, sodass 

die Exposition gegenüber CIH in der Schlafphase erfolgte. Allerdings wurde keine Rück-

sicht auf Schlaf- und Wachphase genommen (schlafunabhängig oder CIH). Arousals und 

Schlaf-fragmentation, die charakterisierende Eigenschaften des OSAS sind, fehlen in die-

sem Modell (Lee et al., 2009). Darüber hinaus wurde in diesem Mausmodell die CIH an 

nur 5 Tagen in der Woche angewendet, wodurch es an den zwei normoxischen Tagen 

möglicherweise zu einer Erholung und/oder protektiven Effekten hinsichtlich Leberver-

änderungen gekommen sein könnte.  

Als weitere Limitation dieses Modells ist zu nennen, dass keine OSAS-typische Obstruk-

tion in den oberen Atemwegen simuliert werden konnte. Somit ist CIH in diesem Modell 

nicht mit intrathorakalen Druckschwankungen oder Hyperkapnie verbunden. Diese bei-

den Faktoren stellen evtl. auch ein Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse dar, konnten 

jedoch in diesem CIH-Modell nicht näher untersucht werden (Schneider et al., 1997; 

Schneider et al., 2000). Außerdem können Mäuse im vorliegenden CIH-Modell auf die 

Hypoxiephasen mit einer gesteigerten Ventilation und entsprechender Hypokapnie re-

agieren, was den klinischen OSAS-Bedingungen nicht entspricht (Kraut, 2014) bzw. kli-

nisch variabel nur im sog. ventilatorischen Overshoot nach Ende der Obstruktion vor-

kommt.  

Schließlich bleibt zu erwähnen, dass verschiedene Arbeitsgruppen CIH mit unterschied-

lichen Sauerstoffkonzentrationen oder Expositionsdauern anwendeten, was die Ver-

gleichbarkeit von Studien erschwert (Lee et al., 2009). Wie in Kapitel 1.8 beschrieben, 

variieren die Dauer und die Frequenz der CIH zw. 30 und 120 s sowie 9 und 60 h bei einer 
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Sauerstoffkonzentration von 3–10 % (Jun und Polotsky, 2007; Drager et al., 2010). Für 

die vorliegende Arbeit wurde ein Zyklus von 60 s Normoxie und 60 s Hypoxie, mit einem 

FiO2 von 6–7 % und über 8 h pro Tag genutzt. Die verwendeten Werte liegen somit im 

mittleren Bereich. Es fanden 30 Hypoxie-Episoden pro Stunde statt und demnach wurde 

ein moderat-schweres OSAS, entsprechend einem AHI von 30 (vgl. Tabelle 2), nachge-

stellt. Aus dieser Einstellung der Parameter resultierte eine Sauerstoffsättigung der 

Mäuse von minimal 53–57 % (Kraut, 2014). Patienten mit OSAS weisen laut Mediano et 

al. z. B. eine minimale Sauerstoffsättigung von 69 ± 12 % (Mediano et al., 2007), laut 

Bradley et al. von 66 % auf (Bradley et al., 1985). Die Dauer der CIH über 8 h im vorlie-

genden Modell entspricht der durchschnittlichen Schlafdauer eines erwachsenen Men-

schen (Watson et al., 2014), jedoch nur grob tageszeitlich und nicht schlafphasenbezo-

gen der Maus.  

Trotz der aufgezählten Einschränkungen ist das Mausmodell der CIH zur Erforschung des 

OSAS und seiner kardiovaskulären Erkrankungen, insbesondere der zugrundeliegenden 

Pathophysiologien, etabliert (Eisele et al., 2006).  

Von Vorteil ist, dass eine große Anzahl von Mäusen der CIH ausgesetzt werden kann 

(Drager et al., 2010), dass das Mausmodell nicht invasiv (Jun and Polotsky, 2007) und 

technisch einfach durchführbar ist (Lee et al., 2009). Dies gilt auch für die Kontrollen 

(NOX), die ebenfalls ohne invasive Interventionen (wie eine Sham-Operation für künst-

liche Obstruktion) auskommen.  

Viele Studien zu Mäusen haben gezeigt, dass die CIH im Mausmodell dieselben patho-

physiologischen Folgen hervorrufen kann, die auch in OSAS-Patienten beobachtet wer-

den. Dazu zählen eine erhöhte Sympathikusaktivität, eine beeinträchtigte vaskuläre 

Funktion (Phillips et al., 2004), ein erhöhter arterieller Blutdruck sowie kardio- und ze-

rebrovaskuläre Ereignisse (Bao et al., 1997; Baratta et al., 2018) sowie – für diese Arbeit 

besonders von Belang – Leberveränderungen (Savransky et al., 2007b), Insulinresistenz 

(Iiyori et al., 2007) und Hyperlipidämie (Li et al., 2005).  

Zunächst wurden für dieses CIH-Modell häufig Ratten verwendet (Lee et al., 2009), al-

lerdings bieten Mäuse den Vorteil des vollständig sequenzierten Genoms, wodurch ver-

schiedene transgene oder KO-Mäuse genutzt werden können, um die Pathophysiologie 

und Spätfolgen des OSAS auf molekularer Ebene zu erforschen (Tagaito et al., 2001).  
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4.2 Effekt von CIH auf die hepatische Expression von iNOS im WT 

In der qRT-PCR zeigte sich unter CIH im Vergleich zu NOX eine Herunterregulation der 

iNOS-Expression im Lebergewebe von WT-Mäusen auf das 0,12-Fache, während in den 

iNOS-KO-Mäusen wie zu erwarten keine iNOS-Genexpression nachgewiesen werden 

konnte (vgl. Abb. 18).  

Hinsichtlich CIH und hepatischer iNOS-Expression ist die Studienlage dürftig und die Un-

tersuchung am iNOS-KO-Modell daher von besonderer Relevanz.  

In Studien zur chronischen Hypoxie-Exposition (Lau et al., 2013) und einmaligen Ischä-

mie-Reperfusion (Hur et al., 1999; Rus et al., 2010; Rus et al., 2011) konnte dagegen eine 

iNOS-Hochregulation in Leber (ohne Fettleber), Herz und Lunge gezeigt werden: Lau et 

al. untersuchten Ratten, die 4 Wochen lang einer konstanten Sauerstoffkonzentration 

von 10 % ausgesetzt waren. Dabei stieg die iNOS-Expression in der Leber v. a. zw. Tag 7 

und 28 an (Lau et al., 2013). Hur et al. unterbanden die arterielle Blutversorgung vom 

mittleren und linken lateralen Leberlappen von Ratten für 45 min. Die Expression von 

iNOS begann 1 h nach Reperfusion anzusteigen und sank nach 5 h wieder (Hur et al., 

1999). 

Im Unterschied zu den genannten Studien kam in der vorliegenden Arbeit jedoch CIH 

und nicht die kontinuierliche Hypoxie bzw. einmalige Hypoxie mit längeren Reoxygenie-

rungsphasen zur Anwendung. Die Reize der akuten Hypoxie und der kontinuierlichen 

Hypoxie haben möglicherweise einen anderen Effekt auf die Regulation der iNOS als die 

CIH, was die unterschiedlichen Ergebnisse erklären könnte. Allerdings sind die normoxi-

schen Phasen von 16 h/Tag und 2 Tagen/Woche im Modell dieser Dissertation zu be-

obachten. 

Die Verwendung des iNOS-KO-Modell in der vorliegenden Arbeit ermöglicht es, zu un-

tersuchen, ob die (herunterregulierte) iNOS eine protektive oder fördernde Rolle hin-

sichtlich der Zytokinexpression, Lebersteatose und Angiogenese innehat.  

Bekannt ist, dass INOS eine Rolle bei der Entwicklung der Fettleber und der Leberfibrose 

spielt, beide sind mögliche Komplikationen des OSAS (Anavi et al., 2015).  

Aktivierte Kupfferzellen produzieren mittels iNOS eine große Menge von NO (Iwakiri, 

2015). Während die großen Makrophagen in den Periportalfeldern hauptsächlich eine 

phagozytotische Funktion erfüllen, spielen die kleineren Kupfferzellen um die ZV eine 

wichtige Rolle in der immunologischen Antwort, sind aktiver in der Zytokinproduktion 
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und weisen eine größere zytotoxische Kapazität auf (Itoh et al., 1992; Kmieć, 2001). Aus-

sagen zur Lokalisation der iNOS-Expression können in der vorliegenden Arbeit nicht ge-

troffen werden, da die Zonalität in der PCR nicht untersucht wurde.  

Mehrere Studien untersuchten den Einfluss von kürzeren Hypoxiephasen auf die iNOS- 

und eNOS-Expression in anderen Organen: Rus et al. exponierten Ratten für 30 min ei-

ner Hypoxie (pO2 48 mmHg), um dann nach verschiedenen Reoxygenierungszeiten (0, 2, 

12, 24, 72 h und 5 Tagen) u. a. die eNOS- und iNOS-mRNA im Lungen- und Herzgewebe 

zu bestimmen. Im Lungengewebe zeigte sich eine Hochregulation der iNOS-mRNA nach 

2 h, 12 h und 24 h. Bei längeren Reoxygenierungszeiten (48 h, 72 h und 5 Tagen) sank 

die iNOS-Expression wieder auf die ursprünglichen Werte (Rus et al., 2010). 

Im Herzgewebe stieg die iNOS-Expression auf RNA-Ebene um ein 2,5-Faches unmittelbar 

nach Beendigung der Hypoxie (30 min, 48 mmHg), während Protein und Enzymaktivität 

von iNOS v. a. während der Reoxygenierungsepisode erhöht waren (Rus et al., 2011). 

Auch gewebsspezifische Unterschiede sind anzunehmen, denn in der Arbeit von Kraut 

et al. konnte für das hier angewandte CIH-Expositionsmuster weder im linken Ventrikel 

noch in der Lunge eine Änderung der iNOS-Genexpression nachgewiesen werden (Kraut, 

2014).  

 

4.3 Effekt von CIH und iNOS-KO auf Inflammationsmarker (COX-1, COX-2, CD68, Il-

1ß, Il-6, TNF-α)  

Die vorliegenden molekularbiologischen Ergebnisse zeigen, dass die hepatische Expres-

sion von COX-1, Il-1ß, Il-6, TNF-α unter CIH in WT-Mäusen anstieg, wobei die TNF-α-

Heraufregulation (12,17-fach) am höchsten ausfiel (vgl. Abb. 19). Immunhistologisch 

ließ sich für COX-2 auf Proteinebene ein nicht signifikanter Trend in Richtung Erhöhung 

feststellen (vgl. Abb. 5). Die immunhistologischen Ergebnisse von CD68 zeigten in Über-

einstimmung mit den molekularbiologischen Ergebnissen (vgl. Abb. 19) keinen signifi-

kanten Unterschied zw. den beiden Gruppen CIH und NOX (vgl. Abb. 7).  

Die Entwicklung einer Inflammation durch CIH in der Leber konnte bereits in früheren 

Studien nachgewiesen werden (Reinke et al., 2001; da Rosa et al., 2012; da Rosa et al., 

2015): Bei da Rosa et al. waren die Mäuse einer CIH 60 x/h, 8 h pro Tag für 5 Wochen 

ausgesetzt, bei Reinke et al. ebenfalls 60 x/h, jedoch 12 h pro Tag für 19–22 Wochen. 
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Die Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α, Il-1ß, Il-6 war entspre-

chend den vorliegenden Ergebnissen erhöht (Reinke et al., 2011; da Rosa et al., 2012; 

da Rosa et al., 2015). 

Als mögliche Ursache hierfür postulieren da Rosa et al. eine erhöhte Aktivität des Tran-

skriptionsfaktors NF-κB (da Rosa et al., 2015), der als Mediator in der Immunantwort die 

Expression vieler inflammatorischer Zytokine, Chemokine, Immunrezeptoren und Zella-

dhäsionsmoleküle reguliert (Pahl, 1999; Liu et al., 2017). 

Insbesondere TNF-α im Serum korreliert auf Proteinebene nach Untersuchung am Men-

schen mit der Schwere des OSAS (Ryan et al., 2006; Paschetta et al., 2015). In der pros-

pektiven Studie von Ryan et al. wurde TNF-α im Serum von Gesunden und Probanden 

mit mildem bis schwerem OSAS bestimmt. Es zeigte sich eine signifikant erhöhte TNF-α 

Konzentration in der schweren OSAS-Gruppe im Vergleich mit der milden bis moderaten 

OSAS-Gruppe (Ryan et al., 2006).  

Bezüglich der iNOS-KO-Mäuse konnte keine statistisch signifikante Veränderung der In-

flammationsmarker unter CIH im Vergleich zu WT NOX beobachtet werden. Zugleich 

zeigte sich eine statistisch signifikante Reduktion von Il-1ß, Il-6 und TNF-α in iNOS-KO-

Mäusen unter CIH im Vergleich zum WT CIH (vgl. Abb. 19).  

Dies impliziert, dass iNOS – trotz seiner unter CIH verminderten Expression im WT – an 

der CIH-bedingten Inflammation in der Leber kausal beteiligt ist und iNOS-KO einen pro-

tektiven Effekt hinsichtlich der hepatischen Inflammation unter CIH hat. 

Die Rolle von iNOS bei der CIH-bedingten Inflammation der Leber wurde bisher nicht 

untersucht. INOS-KO-Mäuse dienten bislang lediglich zur Untersuchung einer ‚high-fat-

diet‘ (Anavi et al., 2015; Nozaki et al., 2015), einer ‚high-cholesterol-diet‘ (Qiao et al., 

2019), einer Acetaminophen-Intoxikation (Salhanick et al., 2006) bzw. des Einflusses von 

CIH im Gehirn (Zhan et al., 2005) in iNOS-KO-Mäusen. 

Wie bereits erwähnt, ist die iNOS an der Entwicklung der Fettleber (anderer Genese als 

OSAS) und der Leberfibrose beteiligt (Anavi et al., 2015; Nozaki et al, 2015; Qiao, 2019). 

Dabei sind die Daten in der Literatur widersprüchlich bzgl. einer protektiven oder akti-

vierenden Rolle von iNOS-KO hinsichtlich der Inflammation, der Entwicklung einer NASH 

und der Leberfibrose, auch wenn erstere prinzipiell die Komplikationen/Komorbiditäten 

des OSAS darstellen können. 
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Anavi et al. und Qiao et al. postulieren eine protektive Wirkung einer iNOS-Deletion hin-

sichtlich der Entwicklung einer NASH. Anavi et al. zeigten, dass es nach einer ‚high-cho-

lesterol diet‘ und Qiao et al. nach einer ‚high-fat diet‘ in WT-Mäusen zu einer stärkeren 

Leberfibrose im Vergleich zu iNOS-KO-Mäusen kam (Anavi et al., 2015; Qiao et al., 2019). 

Auch Salhanick et al. gehen von einer protektiven Rolle der iNOS-Deletion hinsichtlich 

einer Acetaminophen-Intoxikation aus. WT-Mäusen und iNOS-KO-Mäusen wurde Ace-

taminophen in hepatotoxischer Dosierung (300 mg/kg) verabreicht. Zum einen war der 

Plasmaspiegel von Alanin-Aminotransferase signifikant tiefer in iNOS-KO-Mäusen im 

Vergleich zum WT, zum anderen zeigte sich eine reduzierte HIF-α-Expression im Leber-

gewebe von iNOS-KO-Mäusen (Salhanick et al., 2006). Demgegenüber zeigten Nozaki et 

al. in ihrer Arbeit eine verstärkte Fibrose und Inflammation der Leber in iNOS-KO-

Mäusen nach 48 Wochen ‚high-fat diet‘. Die Inflammation wurde histologisch anhand 

des ‚NAFLD Activity Score‘ gemessen. Dieser umfasst den Anteil des betroffenen Gewe-

bes in Prozent, die Ballonierung der Hepatozyten, die Anzahl der Inflammations-Foci und 

den Grad der Fibrose. Es zeigte sich ein signifikant erhöhter Score in der iNOS-KO-

Gruppe. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit war auch die mRNA-Expression von IL-1 

und TNF-α in iNOS-KO-Mäusen im Vergleich zu WT-Mäusen signifikant erhöht. Anders 

als im vorliegenden Dissertationsprojekt zu CIH scheint iNOS also in diesem Modell der 

Leberfibrose eine antiinflammatorische Rolle einzunehmen (Nozaki et al., 2015). Aller-

dings ist zu berücksichtigen, dass in der vorliegenden Arbeit die iNOS-Expression unter 

CIH im WT zwar abnahm, aber nicht gänzlich unterbunden wurde. Ob diese Verringe-

rung der iNOS-Expression pro- oder antiinflammatorisch wirkt, ist daher nicht abschlie-

ßend beurteilbar. Bei völligem Fehlen eines iNOS-Signals (iNOS-KO) entfällt aber offen-

bar die CIH-bedingte Inflammationsreaktion.  

Entsprechend zeigten Zahn et al. ebenfalls, dass CIH (10 h pro Tag für 6 Wochen) im 

iNOS-KO-Mausmodell im Vergleich zu WT zu einem reduzierten Anstieg der Transkripte 

der Inflammationsparameter im Gehirn führte. Unter anderem wurde die Genexpres-

sion von TNF-α in vier verschiedenen Regionen des Gehirns bestimmt. Während im WT 

TNF-α in allen vier Hirnregionen anstieg, konnte in iNOS-KO-Mäusen jeweils in nur zwei 

verschiedenen Hirnregionen ein Anstieg der Entzündungsparameter gemessen werden 

(Zhan et al., 2005).  
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Zusammenfassend lässt sich demnach festhalten, dass überwiegend die iNOS für die In-

flammation unter CIH, ‚high-fat diet‘ und ‚high-cholesterol diet‘ mitverantwortlich ist, 

da die Inflammation unter iNOS-KO ausbleibt oder zumindest verringert ist.  

In der vorliegenden Dissertation scheint die Hochregulation der Zytokine durch CIH in 

der Leber mit einer Herunterregulation von iNOS assoziiert zu sein. Da ein völliges Feh-

len von iNOS unter NOX oder CIH offenbar antiinflammatorisch wirkt, scheint eine (zu-

mindest geringe) iNOS-Expression, bzw. eine NO-Produktion, für eine inflammatorische 

Reaktion notwendig. 

 

4.3.1 Effekt von CIH auf die zonale Verteilung der Inflammation im WT 

Die Expression von COX-2 und CD68 waren unbeeinflusst von der CIH Intervention; mit-

tels immunhistochemischer Färbungen von COX-2 und CD68 allerdings konnten in der 

vorliegenden Arbeit Aussagen zu deren zonaler Verteilung bei CIH und NOX getroffen 

werden.  

Die Dichte der COX-2 positiven Zellen war um die ZV höher als um die GT, sowohl unter 

NOX als auch unter CIH. Der Unterschied zw. den beiden Zonen war mit p < 0,05 statis-

tisch signifikant (vgl. Abb. 9).  

Beim Vergleich der ZV/GT-Ratios zw. CIH und NOX ergab sich, dass CIH keinen signifi-

kanten Einfluss auf die Verteilung der COX-2 positiven Zellen hat, jedoch zeigte sich ein 

Trend zu einer Zunahme der COX-2-positiven Zellen um die ZV unter CIH.  

Unter beiden Bedingungen, CIH und NOX, war dagegen die Dichte der CD68-positiven 

Zellen um die GT höher als um die ZV. Der Unterschied war für NOX statistisch signifikant 

(vgl. Abb. 10).  

Auch für CD68 wurde die ZV/GT-Ratio zw. CIH und NOX gebildet und verglichen, hier 

zeigte sich, dass CIH keinen signifikanten Einfluss auf die Verteilung von CD68 in der Le-

ber hat, jedoch war ebenfalls ein Trend zur Zunahme der CD68-positiven Zellen um die 

ZV unter CIH ersichtlich. 

Ursächlich hierfür könnten die Besonderheiten der Anatomie und Perfusion der Leber 

sein. Die Versorgung der Leber mit sauerstoffreichem Blut erfolgt über die A. hepatica. 

Sauerstoffarmes, nährstoffreiches Blut fließt über die V. porta aus den unpaaren Bauch-

organen zur Leber. Beide Gefäße vereinigen sich in den Sinusoiden und ihr Mischblut 
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fließt vom Periportalfeld zur ZV, wo es dann via V. cava inferior wieder dem Systemkreis-

lauf zugeführt wird. Durch diesen Blutfluss entsteht ein deutlich geringeres Sauerstoff- 

und Nährstoffangebot im Bereich der ZV verglichen mit dem Periportalfeld (Lemasters 

et al., 1981; Ross und Wojciech, 2006). Die COX-2- und CD68-Differenzierung zw. ZV und 

Periportalfeld ist CIH unabhängig. 

COX ist ein membranständiges Enzym und ist beteiligt an der Bildung von Prostaglandi-

nen aus Arachidonsäure. COX tritt in zwei Isoformen auf: COX-1, einem Enzym, das in 

nahezu allen Geweben konstitutiv exprimiert wird und unter physiologischen Bedingun-

gen kontinuierlich eine moderate Menge an Prostaglandinen synthetisiert. Im Gegen-

satz dazu ist COX-2 durch Hormone, proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfak-

toren induzierbar und wird v. a. unter pathophysiologischen Bedingungen in geschädig-

tem Gewebe gebildet (Kulkarni et al., 2000; Martín-Sanz et al., 2010). Neben der Syn-

these von Prostaglandinen führt dies auch zur Bildung von Thromboxan, die beide zum 

Prozess der Inflammation beitragen (Williams et al., 1999). Kommt es in der Leber zur 

Entzündung, wird COX-2 hauptsächlich in residenten Kupfferzellen und infiltrierten 

Makrophagen exprimiert (Callejas et al., 2000; Martín-Sanz et al., 2010). Kupfferzellen 

befinden sich hauptsächlich in den Sinusoiden und sind für die Phagozytose zuständig. 

Sie kommen häufiger in der periportalen als in der perivenösen Zone vor (Kuntz und 

Kuntz, 2008), sodass die frühzeitige Filtration des Blutes gewährleistet wird, sobald es in 

die Leber gelangt (Sleyster and Knook, 1982). 

CD68 ist ein intrazelluläres Protein, das in gewebeständigen Monozyten und Makropha-

gen, entsprechend den Kupfferzellen in der Leber, vorkommt (AbD Serotec, A Bio-Rd 

Company, 2015; Christiakov et al., 2016).  

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass sich periportale Kupfferzellen morpholo-

gisch und funktional von den perivenösen Kupfferzellen unterscheiden (Sleyster and 

Knook, 1982; Armbrust and Ramadori, 1996). So sind die periportalen Kupfferzellen grö-

ßer, aktiver in der Phagozytose und besitzen eine größere lysosomale enzymatische Ak-

tivität im Vergleich zu den perivenösen Kupfferzellen. Allerdings zeigen sie eine geringe 

Expression des MHC-II-Komplexes auf ihrer Zelloberfläche als die kleineren Kupfferzel-

len um die ZV (Hoedemakers et al., 1995; Laskin et al., 2001; Bykov et al., 2004; Sanyal 

et al., 2012). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%26%23x000ed%3Bn-Sanz%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20333781
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%26%23x000ed%3Bn-Sanz%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20333781
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Aktivierte Kupfferzellen produzieren mittels iNOS eine große Menge von NO (Iwakiri, 

2015). Dabei setzen die kleinen Kupfferzellen um die ZV vermehrt NO und Superoxid-

Anionen frei und zeigen darüber hinaus eine größere zytotoxische Aktivität gegenüber 

Tumorzellen im Vergleich zu den periportalen Kupfferzellen (Hoedemakers et al., 1995; 

Laskin et al., 2001; Bykov et al., 2004; Sanyal et al., 2012). NO reagiert mit reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) zu hochreaktiven Stickstoffspezies (RNS), z. B. dem toxischen 

Peroxynitrit (ONOO-). ROS, RNS und ONOO- wiederum aktivieren die hepatischen Stern-

zellen. Aktivierte hepatische Sternzellen produzieren extrazelluläres Kollagen und füh-

ren so schließlich zur Leberfibrose (Iwakiri, 2015). 

Die kleinen Kupfferzellen um die ZV reagieren außerdem sensibler auf Aktivierung und 

sind während Entzündungsprozessen aktiver (Laskin et al., 2001).  

Zusammengefasst gewährleisten die großen Makrophagen in den Periportalfeldern eine 

phagozytotische Funktion, während die kleineren Kupfferzellen um die ZV eine wichtige 

Rolle in der immunologischen Antwort einnehmen und aktiver in der Zytokinproduktion 

sind sowie eine größere zytotoxische Kapazität aufweisen (Itoh et al., 1992; Kmieć, 

2001). So lässt sich anhand des Trends in der COX-2-Färbung die Vermutung anstellen, 

dass unter CIH v. a. die kleineren perivenösen Kupfferzellen aktiviert werden und die 

Zytokinexpression COX-1, Il-1ß, IL-6 sowie TNF-α steigern. Neben einer erhöhten Zyto-

kinproduktion kommt es besonders in den kleineren Kupfferzellen um die ZV möglich-

erweise außerdem zu einer erhöhten iNOS-Expression, einem NF-κB-abhängigen Gen-

produkt, wie es bereits in Tiermodellen unter CIH gezeigt werden konnte (da Rosa et al., 

2015; Greenberg et al., 2006). 

In der vorliegenden Arbeit zeigt zumindest ein Trend der COX-2-Färbung eine CIH-

bedingte proinflammatorische Aktivierung der Kupfferzellen um die ZV. Die aktivierende 

Rolle von iNOS bzw. die hemmende Rolle von iNOS-KO ist in diesem Zusammenhang 

demnach möglicherweise besonders um die ZV bedeutsam, was sich anhand der PCR 

erwartungsgemäß zonal nicht darstellen ließ.  Allerdings muss hier an eine CIH-bedingte 

Verringerung der iNOS-Transkrips (zonenübergreifend) erinnert werden.  

Die iNOS wurde immunhistologisch in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, somit 

konnten diese Hypothesen nicht konklusiv bestätigt oder widerlegt werden.   
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4.4 Effekt von CIH und iNOS-KO auf SOCS-3 

CIH und iNOS-KO zeigten beide einen im Trend fördernden Einfluss auf die Genexpres-

sion von SOCS-3 im Vergleich zu WT NOX (vgl. Abb. 20). Die Kombination von iNOS-KO 

und CIH zeigten im Vergleich zu WT NOX eine 1,96-fache Genexpression von SOCS-3 und 

damit den stärksten Anstieg, möglicherweise infolge einer Interaktion zw. CIH und iNOS-

KO (vgl. Abb. 20). Aufgrund der gepoolten Proben waren auch hier keine ANOVA und 

somit keine genauere Analyse möglich. 

Die ‚supressors of cytokine signaling‘ sind eine Familie von Proteinen, die intrazellulär 

Zytokin-Signaltransduktionen inhibieren. Da sie selbst durch Zytokine stimuliert werden, 

liegt eine negative Rückkopplungsschleife als Regulationsmechanismus vor (Zhang et al., 

1999; Croker et al., 2004).  

Wie bereits in Kapitel 1.6 beschrieben, kann es darüber hinaus als Folge der SOCS-3-

Erhöhung zu einer verstärkten Insulinresistenz in Leber- und Muskelgewebe kommen, 

indem SOCS-3 die Phosphorylierung des Insulinrezeptors verhindert (Ueki et al., 2004).  

In der Literatur finden sich bisher keine Daten bezüglich des Einflusses von Hypoxie auf 

die Expression von SOCS-3 in der Leber, jedoch auf andere Organe:  

Bai et al. stellten fest, dass SOCS-3 durch Hypoxie auch in glatten Muskelzellen und in 

der Lunge induzierbar war, dies allerdings in Zellkulturen, die nicht 6 Wochen unter CIH, 

sondern in einem Inkubator einem Gemisch von 3 % O2 und 5 % CO2 für die Dauer von 

0 h, 2 h, 6 h, 12 h, 24 h und 48 h ausgesetzt waren (Bai et al., 2006).  

White et al. zeigten, dass es in denjenigen Lokalisationen zu einem Anstieg von SOCS-3 

kommt, die eine akute oder chronische Entzündung aufweisen (White et al., 2011): In 

entzündlich verändertem Gewebe war im Vergleich zu gesundem Gewebe ein höherer 

Prozentsatz CD68-positiver Zellen mit SOCS-3-Expression festzustellen (White et al., 

2011). Hierfür wurden granulomatöse Entzündungen verschiedener Gewebe, z. B. unter 

Sarkoidose oder akuter Appendizitis entzündlich veränderter Lymphknoten, immunhis-

tochemisch auf CD68 und SOCS-3 untersucht.  

Möglicherweise erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine Erhöhung der SOCS-3 auch in-

folge erhöhter Entzündungsparameter bei CIH im WT, die besonders am Beispiel von 

COX-1, Il-1ß, Il-6 und TNF-α erkennbar werden. Wie bereits erwähnt, führt eine ver-

mehrte Bildung von Il-1ß, ll-6 und TNF-α u. a. zu einer SOCS-3-Hochregulierung, was mit 

den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit übereinstimmt (Emanuelli et al., 2000; 
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Mooney et al., 2001; Senn et al., 2002). Warum SOCS-3 auch bei iNOS-KO-Mäusen ohne 

Hochregulation dieser Zytokine tendenziell vermehrt exprimiert wird, bleibt unklar. 

Möglicherweise ist die CIH-bedingte Abnahme von iNOS im WT bzw. iNOS-KO gleicher-

maßen verantwortlich für die Hochregulierung von SOCS-3. Bezüglich der Beziehung zw. 

iNOS und SOCS-3 finden sich in der Literatur bisher allerdings keine weiterführenden 

Daten.  

 

4.5 Effekt von CIH und iNOS-KO auf die Angiogenese in der Leber 

Kraut zeigte, wie auch McGuire et al., dass es unter CIH zu einem Anstieg des Hämato-

krits im Sinne einer gesteigerten Erythropoese kommt (McGuire und Bradford, 1999; 

Kraut, 2014). Darüber hinaus tragen eine gesteigerte Diurese und ein in der Folge ver-

mindertes Plasmavolumen zu einer Erhöhung des Hämatokrits bei. In beiden Fällen han-

delt es sich um Adaptationsmechanismen zur Aufrechterhaltung einer ausreichenden 

Sauerstoffversorgung unter Hypoxie-Bedingungen (Woods et al., 2011). Im Rahmen des 

Dissertationsprojekts von Franziska Büttner wurde an dem hier analysierten Mausmo-

dell z. B. die Auswirkung von CIH auf die Angiogenese in Kardiomyozyten untersucht. Es 

zeigte sich eine Hochregulation von Angiogenesemarkern, wobei KDR mit einem 4,3-

fachen Anstieg die größte Veränderung zeigte (Büttner, 2017). Wie bereits in Kapitel 

1.10 erläutert, kommt es unter chronischer Hypoxie und CIH zu einer Aktivierung von 

HIF-1α, der als Transkriptionsfaktor die Versorgung der Zelle mit Sauerstoff reguliert und 

als Folge zu einer Aktivierung der Angiogenese führt. Dies gilt auch für die Leber, denn 

da Rosa et al. stellten in Mäuselebern u. a. einen Anstieg der Expression von VEGF um 

71 % nach CIH-Exposition (60 x/h, 8 h/Tag, für 5 Wochen) fest (da Rosa et al., 2012).  

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der Leber zwar ein Anstieg des Rezeptors KDR 

unter CIH im WT und bei iNOS-KO (NOX/CIH) im Vergleich zur WT-NOX-Gruppe, jedoch 

war keine erhöhte Expression der Liganden VEGF-A und VEGF-B festzustellen (vgl. 

Abb.21). Der größte Anstieg von KDR zeigte sich in den iNOS-KO-Mäusen unter CIH im 

Vergleich zu WT NOX, möglicherweise im Rahmen eines synergistischen Effekts von CIH 

und iNOS-KO (vgl. Abb. 21). Da die Proben gepoolt waren, ließ sich diesbezüglich jedoch 

keine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit genauerer Aussage zur Interaktion 

durchführen.  
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Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit stellten Cassini-Vieira et al. die in iNOS-KO-

Mäusen reduzierten VEGF-Level im implantierten Polyether-Polyurethande-Schwamm 

von iNOS-KO-Mäusen fest, wobei der Rezeptor KDR in der Studie nicht näher untersucht 

wurde (Cassini-Vieira et al., 2015).  

Über Faktoren, die eine selektive erhöhte KDR-Expression bei fehlender Erhöhung der 

VEGF-A- und VEGF-B-Expression herbeiführen, kann nur spekuliert werden: Möglicher-

weise wäre es nach einer längeren CIH-Exposition als den gegenwärtigen 6 Wochen auch 

zu einem Anstieg von VEGF-A und VEGF-B gekommen oder diese angiogenen Marker 

könnten zu Beginn des Experiments transient erhöht gewesen sein. Takagi et al. konnten 

in einer älteren Arbeit belegen, dass die Expositionsdauer der Hypoxie einen Einfluss auf 

die Expression von KDR sowie VEGF-A und VEGF-B hat: Es wurden Endothelzellen der 

Rinderretina verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt und anschließend 

die Expression von KDR mittels Northern Blot sowie die Konzentration von VEGF-A und 

VEGF-B mittels Bindungsanalyse untersucht. Es zeigte sich, dass die Konzentrationen 

von VEGF-A und VEGF-B nach Exposition von 1 % O2 über 24 h abfielen, während es nach 

72 h zu einem Anstieg der angiogenetischen Marker kam. Die KDR-Expression reduzierte 

sich, je länger die Hypoxiedauer anhielt und je geringer die Sauerstoffkonzentration war 

(Tagaki et al., 1996).  

Denkbar ist auch, dass bereits genügend Protein der vaskulären endothelialen Wachs-

tumsfaktoren gebildet wurde, sodass die Transkription wieder herunterreguliert wurde. 

Zusammenfassend zeigt sich jeweils durch CIH und iNOS-KO ein steigernder Effekt auf 

die Expression von KDR. Aufgrund des größten Anstiegs von KDR in iNOS-KO-Mäusen 

unter CIH lässt sich möglicherweise ein Synergieeffekt von iNOS-KO und CIH postulieren. 

 

4.6 Effekt von CIH und iNOS-KO auf Scavenger-Rezeptoren in der Leber 

Weder unter CIH oder iNOS-KO allein noch in Kombination von CIH und iNOS-KO kam es 

im Vergleich zu WT NOX zu einer signifikanten Veränderung der Genexpression von 

CD36 (vgl. Abb. 22). Auch LOX-1 zeigte im WT unter CIH und iNOS-KO unter NOX im 

Vergleich zu WT NOX keinen signifikanten Anstieg (vgl. Abb. 22). Den größten Anstieg 

zeigte LOX-1 mit einem 1,89-fachen Anstieg in iNOS-KO-Mäusen unter CIH im Vergleich 

zu WT-NOX-Mäusen (vgl. Abb. 22). 
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Die Studienlage bzgl. des Einflusses der Hypoxie auf Scavenger-Rezeptoren in der Leber 

ist dürftig. Wie die im Folgenden aufgeführten Studien belegen, ist bekannt, dass CD36 

eine Rolle bei der Entwicklung einer Fettleber spielt. Die Fettleber ist zwar eine bekannte 

Komplikation des OSAS, aber nicht zwingend (allein) von Hypoxie-Triggern abhängig 

(Aron-Wisnewsky et al., 2012).  

Rey et al. zeigten, dass es in Hepatozyten von Mäusen und Menschen nach Exposition 

von Hypoxie (1 % O2 für 36 h) zu einer erhöhten Expression von CD36 mRNA kam und 

dies somit zur Entwicklung einer NAFLD beitragen kann (Rey et al., 2020). Im Unter-

schied zur vorliegenden Arbeit exponierten Rey et al. allerdings zum einen Hepatozyten 

und nicht Mäuse den hypoxischen Bedingungen und zum anderen kam eine kontinuier-

liche Hypoxie und keine CIH zum Einsatz. 

Auch Crucet et al. untersuchten die CD36-Expression unter hypoxischen Bedingungen 

(0,2 % O2 für 24 h), allerdings in Makrophagen, die aus atherosklerotischen Plaques und 

Hepatozyten der Maus entnommen wurden. Hier zeigte sich im Gegensatz zu den Er-

gebnissen von Rey et al. eine reduzierte CD36-Expression (Crucet et al., 2013). Die Studie 

von Crucet et al. unterscheidet sich von der vorliegenden Arbeit darin, dass auch hier 

eine kontinuierliche Hypoxie und keine CIH zum Einsatz kam. Darüber hinaus wurden im 

Speziellen Makrophagen untersucht.  

Miquilena-Colina et al. stellten fest, dass die hepatische Expression von CD36 signifikant 

höher war bei Patienten mit einer NAFL (nichtalkoholischen Fettleber), einer NASH so-

wie Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion mit und ohne Fettleber im Vergleich 

zu lebergesunden Patienten. Zusätzlich zeigten sie eine Korrelation zw. der CD36-

Expression und dem Insulinspiegel, weshalb sie einen Zusammenhang zw. der Hochre-

gulierung von CD36 und einer Insulinresistenz postulierten (Miquilena-Colina et al., 

2011). 

CD36, eine Fettsäuretranslokase (fatty acid translocase/FAT), reguliert die Aufnahme 

und den intrazellulären Transport freier, langkettiger Fettsäuren (Miquilena-Colina et 

al., 2011). Eine hohe Expression von CD36 findet sich auf Makrophagen, Adipozyten, 

Kardiomyozyten und Myozyten (Wilson et al., 2016). Unter gewissen Umständen, wie 

bestimmten Infektionskrankheiten, ist CD36 auch in Hepatozyten aufzufinden (Terpstra 

et al., 2000). Eine hohe Expression auf Myozyten führt zu einer erhöhten Aufnahme 

freier, langkettiger Fettsäuren im Muskel (Ibrahimi et al., 1999). Demgegenüber führt 
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eine CD36-Deletion zu einer reduzierten Akkumulation freier, langkettiger Fettsäuren 

im Muskel, Herzen und Fettgewebe (Nozaki et al., 1999; Son et al., 2018).  

LOX-1 vermittelt die Aufnahme von oxidiertem Low-Density-Lipoprotein (ox-LDL) und 

befindet sich auf der Oberfläche von Endothelzellen und Makrophagen (Xu et al., 2013; 

Hong et al., 2015). 

Neben der Beteiligung in der Atherosklerose (Hong et al., 2015) scheinen oxLDL und sein 

Rezeptor LOX-1 an der Entwicklung einer Dysfunktion der endothelialen Sinusoidzellen 

in der Leber beteiligt zu sein, womit auch die NAFLD assoziiert ist. OxLDL gebunden an 

LOX-1 aktiviert den NF-κB-Signalweg, erhöht Endothelin sowie freie Sauerstoffradikale 

und reduziert die intrazelluläre NO-Konzentration, was zur endothelialen Dysfunktion 

führen kann (Zhang et al., 2014).  

Crucet et al. untersuchten in ihrer bereits weiter oben erwähnten Arbeit auch die Ex-

pression von LOX-1, die sich nach 24 h unter hypoxischen Bedingungen (0,2 % für 24 h) 

in Makrophagen aus atherosklerotischen Plaques sowie aus Hepatozyten erhöht zeigte 

(Crucet et al., 2013). Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit kam hier die kontinuierli-

che Hypoxie zum Einsatz, die möglicherweise einen anderen Einfluss auf die Expression 

von LOX-1 und CD36 hat als die CIH.  

Der signifikante Anstieg von LOX-1 und der leichte, nicht signifikante Anstieg von CD36 

in iNOS-KO-Mäusen lässt vermuten, dass iNOS hinsichtlich der Entwicklung einer 

NAS/NASH eine protektive Rolle einnimmt. In der Literatur finden sich diesbezüglich 

keine vergleichbaren Daten.  

 

4.7 Effekt von CIH auf die Speicherung und zonale Verteilung von Glykogen im WT 

In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter Unterschied im Anteil der PAS-

positiven Zellen weder im Bereich der ZV noch dem der GT zw. CIH und NOX festgestellt 

werden (vgl. Abb. 11). Zudem wurde die ZV/GT-Ratio gebildet und zw. CIH und NOX ver-

glichen. Hierbei zeigte sich jedoch, dass CIH keinen Einfluss auf die Verteilung von Gly-

kogen in der Leber hat (vgl. Abb. 13).  

Wie bereits in Kapitel 1.6 erwähnt, zeigten Savransky et al. interessanterweise, dass CIH 

im Mausmodell eine Ansammlung von Glykogen in den Hepatozyten bewirkt (Savransky 

et al., 2007a). Im Gegensatz zu den 6 Wochen CIH in der vorliegenden Studie waren die 
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Mäuse in der Arbeit von Savransky et al. jedoch mit 12 Wochen doppelt so lang der CIH 

ausgesetzt (Savransky et al., 2007a), was möglicherweise einen entscheidenden Effekt 

auf die Glykogenansammlung in der Leber hatte. 

Diabetes ist mit einem veränderten Glykogengehalt in verschiedenen Geweben assozi-

iert. Während bei Patienten mit Diabetes Typ 2 die Speicherung von Glykogen in der 

Leber und im Muskel beeinträchtigt ist, wurde ein gesteigerter Glykogengehalt im Her-

zen sowie in β-Zellen des Pankreas festgestellt (Ros et al., 2011; Sullivan und Forbes, 

2019). Wie bereits erwähnt, konnte in früheren Arbeiten eine Assoziation zw. OSAS und 

Insulinresistenz, Glukoseintoleranz und dem Risiko, an Diabetes Typ 2 zu erkranken, dar-

gestellt werden, unabhängig von anderen Einflussfaktoren wie Adipositas (Botros et al., 

2009; Pamidi et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden Insulin- und Glukosespie-

gel nicht gemessen, sodass dieser Zusammenhang hier nicht abschließend zu beurteilen 

war. 

Garbacz et al. zeigten, dass eine Überexpression von CD36 in Mäusen zu einer erhöhten 

Glykogenspeicherung in der Leber führte (Garbacz et al., 2016). Möglicherweise war im 

vorliegenden Projekt die fehlende CD36-Erhöhung mitverantwortlich dafür, dass sich 

der Glykogengehalt unter CIH nicht erhöht zeigte.  

Hinsichtlich der zonalen Verteilung zeigte sich in dieser Arbeit zwar mehr Glykogen um 

die ZV als um die GT, dieses Muster blieb jedoch von CIH unbeeinflusst (vgl. Abb. 13).  

Glykogen ist ein verzweigtes Polysaccharid, das in Glukosemoleküle gespalten werden 

kann, wenn Energie benötigt wird. Im Muskel und in der Leber werden die Hauptanteile 

des Glykogens gespeichert. Während die Leber durch Glykogenaufbau und -abbau die 

Glukosekonzentration im Blut stabil hält, versorgt der Muskel sich mit seinen Glykogen-

vorräten selbst, wenn er Energie benötigt (Berg et al., 2002). Die Glykogensynthase ka-

talysiert die Reaktion von UDP-Glukose an eine vorhandene Glykogenkette. Dabei hem-

men Glucagon und Adrenalin die Glykogensynthese und fördern den Glykogenabbau, 

während Insulin die Glykogensynthese fördert und den Abbau hemmt (López et al., 

1991; von Wilamowitz-Moellendorff et al., 2013).  

Der Glykogenaufbau und -abbau erfolgen in unterschiedlicher Aktivität bzgl. der Leber-

zonen und der metabolischen Stoffwechsellage (Riemann et al., 2008). Während der 

Hungerphase überwiegt der Glykogenabbau mittels Glykogenphosphorylase von peri-
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portal nach perivenös, während die Befüllung der Glykogenspeicher mittels Glykogen-

synthase umgekehrt von perivenös nach periportal stattfindet (Riemann et al., 2008). 

Auch Kudryavtseva et al. zeigten in Ratten unter 48 h Nahrungskarenz, dass die Hepato-

zyten perivenös weiterhin eine kleine Menge Glykogen speichern (Kudryavtseva et al., 

1992).   

 

4.8 Effekt von CIH auf Ki-67 und die zonale Verteilung von Ki-67 im WT 

In der vorliegenden Arbeit konnte für Ki-67 kein signifikanter Unterschied zw. CIH und 

NOX sowie zw. ZV und GT in der immunhistologischen Färbung festgestellt werden (vgl. 

Abb. 14, 16). Darüber hinaus zeigte sich auch für die ZV/GT-Ratios zw. CIH und NOX kein 

signifikanter Unterschied, d. h. kein Einfluss von CIH auf die Verteilung von Ki-67 in der 

Leber. 

Die immunhistologische Färbung von Ki-67 wird zur Markierung von sich teilenden Zel-

len genutzt. Sie zeigt das Ausmaß der Proliferation an (Sun und Kaufman, 2018). Dabei 

ist die Funktion von Ki-67 noch weitgehend unklar (Scholzen und Gerdes, 2000). Die 

Fraktion der Ki-67-positiven Tumorzellen eignet sich beispielsweise als Prognose des kli-

nischen Verlaufs (Scholzen und Gerdes, 2000).  

Corpechot et al. zeigten, dass chronische, konstante Hypoxie bei Hepatozyten in vitro 

eine reduzierte Proliferation bewirkt, was u. a. durch die Hemmung des Hepatocyte 

Growth Factor (HGF) und seines Rezeptors c-Met erklärt wird. Dabei wurden u. a. Zell-

kulturen von Hepatozyten und hepatische Sternzellen unter Sauerstoffkonzentration 

von < 1 % untersucht (Corpechot et al., 2002). Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit ex-

ponierten Corpechot et al. die Hepatozyten der Ratten erst nach der Entnahme in vitro 

einer Sauerstoffkonzentration von < 1 % für 24 h (Corpechot et al., 2002). Möglicher-

weise haben eine kontinuierliche Hypoxie-Exposition und eine dabei extrem geringe 

Sauerstofffraktion (< 1 %) einen Einfluss auf die Expression des Proliferationsmarkers. 

In Myozyten konnte ebenfalls eine Reduktion von Ki-67 nach Exposition von Hypoxie 

festgestellt werden. Tong et al. untersuchten fetale Rattenherzen und ventrikuläre, 

embryonale Myozyten nach Behandlung mit 20%igem Sauerstoff und 1%igem Sauer-

stoff für 24 oder 48 h. Dabei wurde festgestellt, dass Hypoxie eine signifikante Reduktion 

von Ki-67 und eine Hochregulation der ‚tissue inhibitors of metalloproteinases‘ 3 und 4 
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(TIMP-3 und TIMP-4) zur Folge hatte, was die Autoren als Ursache der hemmenden Wir-

kung von Hypoxie auf die Proliferation in Myozyten sehen (Tong et al., 2013). Möglich-

erweise hat neben der kontinuierlichen Hypoxie auch die Art des Gewebes einen Ein-

fluss auf die Expression von Ki-67, denn anders als im vorliegenden Dissertationsprojekt 

untersuchten Tong et al. Myozyten und nicht Hepatozyten.  

 

4.9 Effekt von CIH auf die Glutaminsynthetase (GS) 

Die GS ist ein Enzym, das Ammonium auf Glutamat überträgt und eine wichtige Rolle in 

der Ammonium-Entgiftung sowie der Regulierung von Stickstoff und dem pH-Wert in 

der Leber spielt (Long et al., 2011). Die GS ist in der Leber in 1 bis 3 Zelllagen um die ZV 

exprimiert (Gebhardt und Mecke, 1983). Der intrahepatische Glutaminzyklus besteht 

darin, dass in periportalen Hepatozyten Glutamat entsteht und perivenös wieder neu zu 

Glutamin synthetisiert wird (Häussinger und Gerok, 1984).  

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich kein signifikanter Unterschied zw. CIH und NOX 

(vgl. Abb. 17). Die Studienlage bzgl. des Einflusses von CIH auf die Expression der GS ist 

dürftig: 

Vats et al. simulierten den Einfluss der Höhe (7620 m), indem sie Albinoratten in einem 

Käfig hypobaren Bedingungen (6 h pro Tag für 1, 7, 14 und 21 Tage) aussetzten. Unter 

anderem wurde die Glutaminsynthetaseaktivität in der Leber gemessen, die sich bei den 

Tieren erhöht zeigte, die 7 und 14 Tage den hypobaren Bedingungen exponiert waren. 

An Tag 21 normalisierte sich die Glutaminsynthetaseaktivität jedoch wieder (Vats et al., 

1999). Ein Hauptunterschied zur vorliegenden Arbeit besteht darin, dass zum einen kon-

stant hypoxische und zum anderen hypobare Bedingungen zum Einsatz kamen. Dies hat 

möglicherweise einen anderen Effekt als die CIH auf die GS. Des Weiteren zeigten Vats 

et al. eine normalisierte Glutaminsynthetaseaktivität nach 3 Wochen. In der vorliegen-

den Arbeit wurden jedoch lediglich die GS immunhistochemisch gefärbt, sodass eine 

Aussage über die Aktivität nicht möglich ist. Im vorliegenden Dissertationsprojekt wurde 

zudem die GS in der Leber außerdem nach 6 Wochen immunhistochemisch untersucht, 

zu einem Zeitpunkt, an dem sich die GS, so überhaupt verändert, möglicherweise also 

wieder normalisiert hatte.  
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Grundsätzlich ist die Glutaminsynthetaseaktivität zwar stabil, Veränderungen der Akti-

vität wurden jedoch nach ‚low-protein diet‘, Hypophysektomie, partieller Hepatektomie 

und portokavalen Shunts festgestellt (Warford, 2000; Wang und Watford, 2006). Auch 

Insulin hat einen Einfluss auf die GS, der aber nicht vollständig geklärt ist (Wang und 

Watford, 2006). 

Eine erhöhte Aktivität im Muskel und im Fettgewebe konnte bei insulinabhängigem Di-

abetes mellitus Typ 2 nachgewiesen werden (Wang und Watford, 2006). Nicht auszu-

schließen ist, dass möglicherweise ein erhöhter Insulinspiegel die GS transient (somit 

nach 6 Wochen nicht erfassbar) erhöht und CIH keinen direkten Einfluss auf diese hat, 

denn wie in den vorigen Abschnitten bereits beschrieben, konnte eine Assoziation zw. 

OSAS und Insulinresistenz, Glukoseintoleranz und dem Risiko, an Diabetes Typ 2 zu er-

kranken, unabhängig von anderen Einflussfaktoren wie Adipositas, dargestellt werden 

(Botros et al., 2009; Pamidi et al., 2010). Die Prävalenz von Hyperglykämie, Insulinresis-

tenz und Diabetes mellitus Typ 2 ist in Patienten mit OSAS im Vergleich zu gesunden 

Patienten erhöht (Li et al., 2018). Darüber hinaus konnte eine Korrelation zw. nächtli-

cher Sauerstoffsättigung und Nüchternblutglukose bzw. Glukosekonzentration im zwei-

stündigen oralen Blutglukosetest nachgewiesen werden, was eine Korrelation zw. der 

Schwere des OSAS und dem Auftreten einer Insulinresistenz nahelegt (Li et al., 2018). 
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5 Zusammenfassung 
 
Das Syndrom der obstruktiven Schlafapnoe (OSAS) ist die häufigste schlafbezogene 

Atmungsstörung. Es ist durch einen wiederholten Tonusverlust der oberen Atemwegs-

muskulatur im Schlaf gekennzeichnet, der zu einem Kollaps der Pharynxmuskulatur und 

zu einer Okklusion der Luftwege oberhalb der Glottis führt. Die damit verbundene Ap-

noe/Hypopnoe resultiert in einem Abfall der Sauerstoffsättigung und einer Sympathi-

kusaktivierung mit einer Weckreaktion (Arousal). Leitsymptom des OSAS ist neben lau-

tem Schnarchen v. a. die Tagesmüdigkeit. Langfristige Folgen betreffen verschiedene 

Organsysteme. So ist das OSAS als unabhängiger Risikofaktor für weit verbreitete syste-

mische Erkrankungen wie Diabetes mellitus, die nichtalkoholische Fettlebererkrankung 

(NAFLD), das metabolische Syndrom und kardiovaskuläre Erkrankungen zu betrachten. 

Aufgrund der steigenden Prävalenz des Hauptrisikofaktors, der Adipositas, gewinnen 

auch das OSAS und dessen zugrundeliegende Pathomechanismen zunehmend an Be-

deutung.  

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, den Effekt einer chronisch-intermittierenden 

Hypoxie (CIH), als pathophysiologisch wichtigem Faktor des OSAS, auf die Leber immun-

histologisch und molekularbiologisch zu untersuchen. Hierfür stand ein etabliertes 

Mausmodell (männliche C57BI/6J-Mäuse) zur Verfügung, bei dem durch CIH (30 Zyk-

len/h Hypoxie bis minimal 6 % O2 über 8 h pro Tag, 5 Tage pro Woche, über 6 Wochen) 

ein AHI von 30 simuliert wurde, was einem moderat-schweren OSAS entspricht. Neben 

der CIH-Interventionsgruppe (WT CIH, n = 8) standen Kontrolltiere dieses Genotyps un-

ter Normoxie (WT NOX, n = 8) zur Verfügung.  

Als primäres Ziel wurde der Effekt von CIH im Vergleich zu NOX auf die hepatische Ex-

pression proinflammatorischer Marker (COX-1 und COX-2, CD68, Il-1ß, Il-6 und TNF-α) 

erforscht. 

Sekundär wurden weitere Faktoren untersucht, die potentiell an OSAS-bedingten Le-

berveränderungen beteiligt sind: angiogene Transkripte (VEGF-A, VEGF-B und KDR), an 

der Entwicklung der NAFLD beteiligte Transkripte (CD36 und LOX-1), (immun-)histoche-

misch die GS und die Hepatozytenproliferation (Ki-67) sowie die hepatische Glykogen-

speicherung. Da unter CIH eine massive Herunterregulation der iNOS beobachtet wurde, 

war es ein zusätzliches Ziel der vorliegenden Arbeit, die Rolle von iNOS bei Veränderun-

gen der genannten Faktoren (Transkripte) zu untersuchen. Hierfür standen iNOS-KO-
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Mäuse sowohl für eine NOX-Exposition (iNOS-KO NOX, n = 8) als auch eine CIH-

Intervention (iNOS-KO CIH, n = 8) zur Verfügung und wurden mit WT NOX oder WT-CIH 

verglichen.  

Unter den Entzündungsparametern zeigten sich auf RNA-Ebene im WT unter CIH gegen-

über NOX statistisch signifikant erhöht: Il-1ß 2,42-fach, Il-6 4,09-fach und TNF-α 12,17-

fach. Dies bestätigt die Ergebnisse früherer Studien, die zeigen konnten, dass CIH zu ei-

ner Inflammation in der Leber führt. Ein Einfluss von CIH auf die Dichte von CD68-

positiven und COX-2-positiven Zellen und deren Verteilung in der Leber konnte in der 

vorliegenden Arbeit nicht festgestellt werden.  

Darüber hinaus zeigten sich KDR (2,40-fach) und SOCS-3 (1,60-fach) unter CIH im WT 

statistisch signifikant erhöht. Die erhöhte KDR-Expression kann als Ausdruck der unzu-

reichenden Sauerstoffzufuhr des Gewebes gesehen werden und die erhöhte SOCS-3-

Expression steht in Verbindung mit hochregulierten Zytokinen und kann zu einer Insu-

linresistenz beitragen. 

INOS-KO NOX im Vergleich zu WT NOX führte zu einer statistisch signifikanten Reduktion 

der TNF-α-Expression (0,36-fach). INOS-KO CIH im Vergleich zu WT CIH zeigte eine sta-

tistisch signifikante Reduktion von Il-1ß (0,38-fach), Il-6 (0,17-fach) und TNF-α (0,05-

fach). Demgegenüber resultierte die Kombination von iNOS-KO und CIH in einer statis-

tisch signifikant gesteigerten Expression von SOCS-3 (1,95-fach) und KDR (6,34-fach) ge-

genüber WT NOX. Im Vergleich von iNOS-KO CIH zu WT CIH zeigte die Genexpression 

von KDR (2,64-fach) ebenfalls eine statistisch signifikante Erhöhung. Somit wurde der 

o. g. CIH-Effekt durch iNOS-KO gesteigert.  Dies könnte auf eine fördernde Rolle der iNOS 

in Inflammationsprozessen auf der einen Seite und eine protektive Rolle bezüglich der 

mit SOCS-3 verbundenen Insulinresistenz und angiogenetischen Prozesse auf der ande-

ren Seite hinweisen.  

Insgesamt scheint eine Hochregulation der Zytokine durch CIH in der Leber mit einer 

Herunterregulation von iNOS assoziiert zu sein. Da ein völliges Fehlen von iNOS jedoch 

keine proinflammatorische Wirkung unter NOX oder CIH aufweist und eher antiinflamm-

atorisch wirkt, ist eine (zumindest geringe) iNOS-Expression bzw. eine NO-Produktion 

offenbar für eine inflammatorische Reaktion notwendig. Im Gegensatz dazu verhindert 

iNOS eine übermäßige SOCS-3-Expression und eventuell auch eine enthemmte Angio-

genese. 
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6 Summary  
 
Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is the most common sleep-related breathing 

disorder. It is characterized by a repetitive loss of tone in the upper airway muscles 

during sleep, leading to a collapse of the pharyngeal muscles and occlusion of the airway 

above the glottis. The associated apnea or hypopnea leads to a drop in oxygen 

saturation and sympathetic activation, resulting in arousal. Leading symptoms are loud 

snoring and, above all, daytime sleepiness. Long-term consequences affect various 

organ systems. OSAS is an independent risk factor for common systemic diseases such 

as diabetes mellitus, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), metabolic syndrome, and 

cardiovascular diseases. Due to the increasing prevalence of the leading risk factor, 

obesity, OSAS and its underlying pathomechanisms are also gaining interest. 

This dissertation investigated the effect of chronic intermittent hypoxia (CIH), as a 

pathophysiologically significant factor of OSAS, on the liver immunohistologically and 

molecularly. For this purpose, an established mouse model (male C57BI/6J mice) was 

applied in which CIH (30 cycles/h hypoxia to minimal 6% O2 for 8 h per day, five days 

per week, for six weeks) simulated an AHI of 30, corresponding to moderate-severe 

OSAS. In addition to the intervention group (WT CIH, n = 8), control animals of this 

genotype under normoxia (WT NOX, n = 8) were used. 

The primary objective was to investigate the effect of CIH compared to NOX on the 

hepatic expression of proinflammatory markers (COX-1 and COX-2, CD68, Il-1ß, Il-6, and 

TNF-α). 

Secondarily, other factors potentially involved in OSAS-related liver changes were 

investigated: angiogenic transcripts (VEGF-A, VEGF-B, and KDR), transcripts involved in 

NAFLD (CD36 and LOX-1) development, immunohistochemical GS and hepatocyte 

proliferation (Ki-67), and hepatic glycogen storage. 

Since significant iNOS downregulation was observed under CIH, an additional research 

aim was to investigate the role of iNOS in changes in the abovementioned factors 

(transcripts). For this purpose, a group of iNOS-KO mice was exposed to NOX (iNOS-KO 

NOX, n = 8) and CIH intervention (iNOS-KO CIH, n = 8) for comparison with WT NOX or 

WT CIH. 
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Inflammatory parameters exhibited statistically significant increases, at the RNA level, 

in WT under CIH compared with NOX: Il-1ß 2.42-fold, Il-6 4.09-fold, and TNF-α 12.17-

fold. This finding confirms the results of previous studies demonstrating that CIH leads 

to inflammation in the liver. This research could not detect the effect of CIH on the 

density of CD68-positive and COX-2-positive cells and their distribution in the liver. 

Moreover, KDR (2.40-fold) and SOCS-3 (1.60-fold) exhibited statistically significant 

increases under CIH in WT. Increased KDR expression could reflect insufficient tissue 

oxygenation, and increased SOCS-3 expression is linked to upregulated cytokines, 

potentially contributing to insulin resistance. 

Compared with WT NOX, INOS-KO NOX revealed a statistically significant reduction in 

TNF-α expression (0.36-fold). Compared with WT CIH, INOS-KO CIH exhibited statisti-

cally significant reductions in Il-1ß (0.38-fold), Il-6 (0.17-fold), and TNF-α (0.05-fold). 

In contrast, the combination of iNOS-KO under CIH significantly increased SOCS-3 (1.95-

fold) and KDR (6.34-fold) expression compared with WT NOX. Comparing iNOS-KO CIH 

with WT CIH revealed a statistically significant increase (2.64-fold) in KDR gene 

expression. Thus, iNOS-KO increased the abovementioned CIH effect. 

This finding suggests that iNOS has a promoting role in inflammatory processes, on the 

one hand, and a protective role regarding SOCS-3-related insulin resistance and 

angiogenic processes, on the other hand. 

Overall, cytokine upregulation by CIH in the liver appears to be associated with iNOS 

downregulation. However, because a complete absence of iNOS has no 

proinflammatory effect under NOX or CIH and is relatively anti-inflammatory, iNOS 

expression (at least at low levels) and NO production appear necessary for an 

inflammatory response. In contrast, iNOS prevents excessive SOCS-3 expression and 

possibly disinhibited angiogenesis. 
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