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1 Einleitung

1.1 Das obstruktive Schlafapnoe Syndrom (OSAS)

Das obstruktive Schlafapnoe Syndrom (OSAS) ist in der allgemeinen Bevdlkerung weit
verbreitet. Die Préavalenz schwankt in Studien je nach untersuchter Population und
Diagnosekriterien zwischen 4% und 49% [1-4], wobei eine eindeutige Assoziation des
OSAS mit mannlichem Geschlecht, Alter und Ubergewicht vorliegt [1-5].

Beim OSAS liegen wiederholte, vollstandige oder teilweise Verlegungen der oberen
Atemwege im Bereich des Mund-Rachen-Raums vor, die zu einer Verminderung oder
Unterbrechung des Atemflusses flhren (s. Abb. 1.1). Wahrend dieser Episoden kommt
es zu Hypoxie, Hyperkapnie im Blut und zu Druckschwankungen im Thorax aufgrund
von Atembewegungen gegen den Widerstand des verschlossenen Atemwegs. Die
Apnoe- oder Hypopnoephasen werden oft durch Aufweckreaktionen beendet [1,6].

Atemfluss

<\/ Zunge

nasaler
Atemweg

weicher Gaumen

Uvula

Hypopnoe

Abb. 1.1: Teilweise oder komplette Verlegung der Atemwege bei Apnoe und
Hypopnoe. Modifiziert nach Hahn et al.,2007 [7].
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Klinische Symptome und Hinweise auf das Vorliegen eines OSAS sind nachtliches
Schnarchen, Tagesmidigkeit, Erschopfung, Konzentrationsschwierigkeiten und
morgendlicher Kopfschmerz [1,8].

Der Goldstandard zur Diagnosestellung ist eine Polysomnographie in einem
Schlaflabor. In der Praxis haufig angewandt werden mobile Screening-Gerate, die in
Zusammenschau mit einer klinischen Anamnese und Untersuchung ebenfalls zu einer
validen Diagnosestellung fuhren kénnen. Als Mindestanforderung sollte ein solches
Gerat Sensoren fur die Messung des Atemflusses, der mechanischen Atemarbeit und
der Sauerstoffsattigung im Blut enthalten. Hierdurch werden Apnoe- und Hypopnoe-
Phasen wéahrend des Schlafes erfasst und als obstruktiv erkannt. Anhand der
Messdaten wird der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) errechnet, der die durchschnittliche
Anzahl der Apnoen und Hypopnoen im Schlaf pro Stunde angibt [1,9,10].

Anhand des AHI wird die Diagnose des OSAS gestellt und nach Schweregraden
eingeteilt. Dies erfolgt jedoch nicht immer einheitlich und es kénnen verschiedene
Grenzwerte in der Literatur gefunden werden. In neueren Studien wird haufig ein
AHI 215 als Kriterium fur das Vorliegen eines OSAS verwendet, ein AHI zwischen 5

und 14 kann bereits als milde Form des OSAS gewertet werden [1,3,4].

Eine Bedeutung als Erkrankung bekommt das OSAS durch seine Konsequenzen fir
die betroffenen Patienten. Zum einen kann eine Verminderung des koérperlichen und
mentalen Wohlbefindens durch die schlechte Schlafqualitat fir Betroffene im Vergleich
zur Allgemeinbevdlkerung festgestellt werden. Der Unterschied bleibt auch nach
Beriicksichtigung  weiterer Faktoren wie Ubergewicht, Alter, Rauchen,
Alkoholgebrauch und kardiovaskulare Erkrankungen signifikant [11,12].

AulRerdem kann eine vermehrte Beteiligung von OSAS-Patienten an Verkehrsunfallen
beobachtet werden. Dies wird auf die verstarkte Tagesmudigkeit zurtickgefuhrt [13].
Zusatzlich lasst sich eine Assoziation des OSAS mit kardiovaskularen Erkrankungen
feststellen. So besteht ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz
[14], das Auftreten eines plotzlichen Herztodes wahrend des Schlafs [15], und die
Entstehung von Arrhythmien [16,17] bei Patienten mit OSAS.

Neben dem OSAS gibt es als weitere schlafbezogene Atemstérung (SDB, sleep
disordered breathing) das Zentrale Schlafapnoesyndrom (CSAS). Wie der Name
schon erschlie3en lasst, liegt die Ursache der Atempausen beim CSAS im zentralen
Nervensystem. Wahrend der Apnoephasen wird hierbei keine Atemanstrengung
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gegen Widerstand beobachtet, wie es flr das OSAS charakteristisch ist. Das CSAS ist
bei weitem seltener als das OSAS und tritt insbesondere bei Patienten mit
Herzinsuffizienz, einigen neurologischen Erkrankungen, idiopathisch und unter hohen
Opiatdosen auf. Zudem werden Mischformen der SDB aus OSAS und CSAS
beobachtet [18]. Das Vorliegen einer SDB hat zudem eine wichtige prognostische
Bedeutung fur die Herzinsuffizienz [19]. Man geht davon aus, dass sich

Herzinsuffizienz und SDB gegenseitig negativ beeinflussen [19].

1.2 Klinischer Zusammenhang zwischen OSAS und Vorhofflimmern

Fur diese Arbeit von besonderem Interesse ist die enge Assoziation des OSAS mit
dem Herzvorhofflimmern (VHF). Es konnte nachgewiesen werden, dass das Vorliegen
eines OSAS die Entstehung von VHF im Vergleich zu Patienten ohne OSAS
begulnstigt [20]. Umgekehrt wurde unter Patienten mit VHF ein erhdhter Anteil mit
zusatzlichem OSAS im Vergleich zu Patienten ohne diese Herzrhythmusstérung
gefunden [21,22]. Interessanterweise gibt es Hinweise, dass das OSAS negative
Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf des VHF hat. So zeigte sich, dass Patienten
mit OSAS nach der Therapie eines VHF durch eine Katheterablation eine hdhere
Wabhrscheinlichkeit fir das Wiederauftreten des VHF besitzen als Patienten ohne

OSAS, die ebenfalls diesem Verfahren unterzogen wurden [23,24].

Allerdings ist noch nicht abschlieRend geklart, wie genau das OSAS zur Entstehung
von VHF beitragt. Verschiedene Mechanismen werden als Erklarung fur die
Assoziation zwischen dem OSAS und VHF angenommen (s. Abb. 1.2).

Remmers et al. konnten bereits 1978 zeigen, dass es wahrend der Hypo- und
Apnoephasen zu Druckdifferenzen zwischen intrathorakal und supraglottisch
gemessenen Werten kommt, die durch die Atembewegungen gegen den Widerstand
schwanken [6]. Bei gesunden Probanden, die mithilfe eines Miller-Manévers diese
Druckverhdltnisse nachstellten, kam es durch diesen plotzlichen intrathorakalen
Druckabfall wahrend der Apnoephasen zur Deformierung beider Ventrikel und
Beeintrachtigung der Herzfunktion [25]. In vitro fuhrt eine derartige mechanische
Belastung durch Zugkrafte an atrialen Myozyten zu Verdnderungen der
Ca?*-Transienten und vermehrter Empfindlichkeit flir Repolarisierungsstorungen [26].
Eine weitere beobachtete Veranderung wahrend der Apnoe-Hypopnoe-Phasen sind
intermittierende Hypoxien. Man geht davon aus, dass der Abfall der
Sauerstoffsattigung im Blut mit folgender Reoxigenierung zur Entstehung von
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oxidativem Stress und verminderter antioxidativer Aktivitat beitragt [27,28]. Dabei
entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die Einfluss auf die Natrium-, Kalium- und
Kalzium-lon-Homdostase nehmen und zur Veranderung von lonenkanalaktivitaten
fuhren und somit zur Arrhythmogenese beitragen [29-31].

Zudem wurde beobachtet, dass Patienten mit OSAS eine erhdéhte Sympathikus-
aktivitat aufweisen [32]. Diese kann zum einen auf die Aufweckreaktionen
zurlckgefuhrt werden. Zum anderen wird davon ausgegangen, dass auch die
thorakalen Druckschwankungen [33] und die chronisch-intermittierende Hypoxie [34]
zu einer Aktivierung des sympathischen Nervensystems fihren. Auf der anderen Seite
wird dem autonomen Nervensystem auch eine wichtige Rolle bei der Entstehung und

Aufrechterhaltung von VHF zugeschrieben [35].

Obstruktives Schlafapnoe Syndrom

Intrathorakale Wiederholte Intermittierende
Druckschwankungen Aufweckreaktionen Hypoxien

| /]

Erhohte Transmurale Svmpatikusaktivieran Oxidativer
Gradienten ymp 8 Stress
Strukturelle Elektrische
Umbauprozesse Umbauprozesse

l l

Kardiale Arrhythmien

Plotzlicher Herztod

Abb. 1.2: Mdgliche Mechanismen zur Erklarung des Zusammenhangs zwischen OSAS
und kardialen Arrhythmien. Erstellt am Beispiel von Rossi et al, 2013 [36].

Als wahrscheinliche Folge der vorher genannten Mechanismen kénnen bei Patienten
mit OSAS strukturelle und elektrische Verdnderungen des Herzens beobachtet
werden. Chami et al. konnten bei einer Kohorte an Patienten in mittlerem und héherem
Alter aus der ,Sleep Heart Health Study” eine Assoziation zwischen dem Vorliegen

eines OSAS und einer Linksherzhypertrophie und verminderter systolischer Funktion
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des linken Ventrikels nachweisen [37]. Dimitri et al. [38] hingegen beobachteten bei
Patienten mit OSAS vermehrt strukturelle und elektrische Umbauprozesse der
Herzvorhofe, die vor allem die elektrische Reizleitung betrafen.

Die Konsequenz dieser Umbauprozesse ist die Entstehung und Aufrechterhaltung von
VHF und das damit verbundene Risiko fur die Entstehung von thromboembolischen
Ereignissen und eine erhdhte Hospitalisierung und Mortalitat [39].

Das CSAS ist, wie das OSAS, mit dem Auftreten von VHF assoziiert, jedoch gibt es

fur diesen Zusammenhang keine so umfangreiche Datenlage [40,41].

1.3 Pathophysiologische Mechanismen der Entstehung von VHF

Klinisch unterteilt man VHF in verschiedene Stadien. Das paroxysmale VHF ist
selbstlimitierend und die einzelnen Episoden dauern weniger als 7 Tage.
Persistierendes VHF terminiert nicht spontan, kann aber durch therapeutisches
Eingreifen beendet werden. Beim permanenten VHF handelt es sich um ein
dauerhaftes, anhaltendes VHF, das auch durch therapeutische Maflinahmen nicht
mehr beendet werden kann [42]. Meist werden die verschiedenen Stadien
nacheinander durchlaufen. Allerdings kann auch bei Erstdiagnosestellung bereits ein
permanentes VHF vorliegen [43].

Die Grundlage fur die Entstehung von VHF wird h&aufig durch das Bestehen bestimmter
Risikofaktoren (z.B. Alter) und Vorerkrankungen (z.B. Herzinsuffizienz,
Herzklappenfehler, koronare Herzerkrankung oder arterielle Hypertonie) gelegt [44—
46]. Ebenso fuhrt, wie bereits erwahnt, das OSAS zu strukturellen und funktionellen
Veréanderungen am Herzen, die die Entwicklung von VHF beguinstigen [38]. Allerdings
kann VHF auch bei ansonsten gesunden Personen auftreten, die keine dieser
Risikofaktoren aufweisen [47].

Zunachst benétigt das Auftreten des VHF als Grundvoraussetzung geeignete
Bedingungen im Gewebe, das sogenannte vulnerable Substrat und einen Trigger [43].
Laut Allessie et al [46] stellen zum Beispiel sympathische oder parasympathische
Stimulation,  Bradykardien,  Tachykardien, supraventrikuldre  Extrasystolen,
akzessorische Leitungsbahnen oder Dehnung der Vorhotfe derartige Trigger dar.
Ebenso kdnnen spontane fokale ektope Entladung Vorhofflimmern auslésen. Haufig
liegt der entsprechende Fokus im Bereich der Miindung der Pulmonalvenen im linken
Vorhof [45,48]. Diese Trigger kdnnen VHF verursachen, das haufig zunachst

paroxysmal auftritt und spontan wieder terminiert. Die Aufrechterhaltung des VHF und



14

der Ubergang zu den bestandigeren Formen des VHF ist im Wesentlichen davon
abhangig, ob zum einen diese Trigger weiterhin bestehen und zum anderen die Trigger
auf geeignete Bedingungen im Gewebe, d.h. ein vulnerables Substrat, treffen und
daraufhin auch ohne erneuten Trigger aufrechterhalten werden. Das Substrat entsteht
durch Veranderungen im Vorhofmyokard, dem sogenannten atrialen Remodelling —
haufig bedingt durch die oben genannten Vorerkrankungen und Risikofaktoren. Das
Remodelling sind strukturelle und funktionelle Veranderungen der Herzvorhofe [49].
Insbesondere die Fibrosierung der Herzvorhofe stellt einen Vorgang des atrialen
Remodellings dar. Dies verursacht eine lokale Verlangsamung der Erregungsleitung
oder einen lokalen Leitungsblock [50]. Das funktionelle Remodelling basiert auf der
Veranderung der Expression und des Verhaltens von lonenkanélen. Dabei kommt es
zur Veranderung von lonenkanalstromen, die Einfluss auf die Dauer und die
Frequenzadaption der Aktionspotentiale haben. Das strukturelle und funktionelle
Remodelling sind nicht nur Ursachen des VHF, sondern ebenfalls eine Folge davon
und tragen zu dessen Erhalt bei [51,52]. Man geht davon aus, dass diese
Remodellingvorgdnge auch verantwortlich fir das Fortschreiten des VHF - vom
paroxysmalen uber den persistierenden zum permanenten Typ — sind [47]. Liegt kein
Remodelling vor, verursachen fokale Aktivitaten in der Regel VHF, das spontan sistiert
und somit nur paroxysmal auftritt. Ist das Remodelling nur funktionell — also elektrisch
— kann das VHF durch therapeutische Interventionen wieder beendet werden und es
besteht das klinische Bild eines persistierenden VHF. Liegen allerdings zudem bereits
fixierte, also strukturelle Veranderungen vor kann das VHF oft auch nicht mehr
terminiert werden und klinisch spricht man von einem permanenten VHF (s. Abb. 1.3)
[45].

Einer der wichtigen Mechanismen bei der Aufrechterhaltung des VHF ist der Reentry-
Mechanismus. Hierbei kommt es zum Zusammenspiel der vorher genannten
Vorbedingungen: Der Trigger trifft auf Gewebe, das noch teilweise refraktar und zum
Teil wieder erregbar ist. Dieses heterogen erregbare Herzvorhofgewebe stellt das
vulnerable Substrat dar und die Erregung breitet sich dort nur unidirektional aus und
bildet eine kreisende Erregung. Dies geschieht dann, wenn die
Weiterleitungsgeschwindigkeit langsam genug und die Strecke, die entlang des
Erregungskreises lauft, lang genug ist um immer wieder auf Gewebe zu treffen, das
bereits wieder erregbar ist. Die kreisende Erregung wird vor allem durch pathologische

Veranderungen, wie verkirzte Refraktarphasen der Vorhofmuskelzellen,
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verlangsamte Erregungsleitung sowie Barrieren fur die Erregungsleitung in Form von

Fibrosierungen, begunstigt und aufrechterhalten [49].

durch VHF

Remodelling bei

v

I

_y Persistierendes VHF
Kurzfristig Langfristig
(Tage) (Wochen -
Monate)
Remodelling . Eokaler Driver Remodelling

durch VHF

Remodelling bei

Vorerkrankunf T Ektope Aktivitat ——

Funktionelles l l

Vorerkrankung

|

Strukturelles

Remodelling Trigger Trigger Remodelling
Reentry Reentry

Persistierendes VHF Permanentes VHF

Abb. 1.3: Schema zur VHF-Entstehung. Erstellt am Beispiel von Wakili et al., 2011
[45].

Hejiman et al [43] bezeichnen Reentry-Mechanismen und fokale ektope Aktivitaten als
die beiden fundamentalen Mechanismen der VHF-Entstehung.

Fokale ektope Aktivitdten sind autonome Erregungen des Myokards, die ihren
Ursprung aul3erhalb des Erregungsbildungs- und Erregungsleitungssystems haben.
Der wichtigste Mechanismus bei der Entstehung von fokalen ektopen Aktivitaten sind
Nachdepolarisationen. Man unterscheidet frihe (EAD/ early afterdepolarization) und
verzogerte Nachdepolarisationen (DAD/ delayed afterdepolarization) [45]. DADs treten
nach der vollstandigen Repolarisation der Zelle auf, EADs kommen dieser zuvor [48].
Bei der Entstehung der Nachdepolarisationen stehen Verdnderungen der
Kalziumstrome und -kanale klar im Vordergrund. Aus diesem Grund soll im Folgenden
zunachst ein Uberblick Uber den Kalziumhaushalt der Herzmuskelzelle bei der

elektromechanischen Kopplung gegeben werden.
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1.4 Ca?" und die elektromechanische Kopplung

Sarkolemm ﬁ

Myofilamente

(Caj;

T-Tubulus

T ——

Abb. 1.4: Kalziumtransport im Myozyten. Die eingefiigten Graphen zeigen den
zeitlichen Verlauf von Aktionspotential (AP), Kalziumtransient und mechanischer
Kontraktion. NCX: Nat*-Ca?*Austauscher, ATP: ATPase, RyR: Ryanodinrezeptor,
PLB: Phospholamban, SR: sarkoplasmatisches Retikulum. Modifiziert nach Bers,
2002 [53].

Das kardiale Aktionspotential im Myozyten (auerhalb des
Erregungsbildungssystems) wird bei Eintreffen einer elektrischen Erregung durch die
Offnung von spannungsabhangigen Natrium-Kandlen gestartet, die einen
depolarisierenden Natriumeinstrom (Ina) in die Zelle ermdglichen. In der
elektrophysiologischen Messung zeigt sich dies durch den initialen steilen Anstieg des
Aktionspotentials. Durch die Depolarisation werden daraufhin spannungsabhangige
L-Typ Kalziumkanale, die sich an der Zellmembran befinden, geéffnet und Ca?* stromt
aus dem extrazellularen Raum in die Zelle ein (Ica). Der Ca?*-Einstrom I0st eine noch
groRere Freisetzung von Ca?* aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) durch
Ca?*-sensitive Ryanodinrezeptor Typ 2 Kanéle (RyR2) aus. K*-Kanale bewirken die
Repolarisation und beenden das Aktionspotential. Die resultierende hohe
Konzentration an freiem Ca?* in der Zelle beginstigt, dass Ca?* vermehrt an

Troponin C binden kann und somit die Kontraktion der Myofilamente ermdoglicht. Zur
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Beendigung der Kontraktion muss Ca?* wieder aus dem Zytoplasma entfernt werden.
Zum einen wird Ca?' durch die SR-Ca?*-ATPase (SERCA) zuriick in das SR
transportiert. Phospholamban (PLB) ist ein endogener Inhibitor, der in
unphosphoryliertem Zustand die Aktivitat der SERCA hemmt. Andererseits erfolgt ein
elektrogener Austausch tiber die Plasmamembran mittels des Na*/Ca?*-Austauschers
(NCX), der bei hohen intrazellularen Kalziumkonzentrationen ein Ca?*-lon im
Austausch gegen 3 Na*-lonen aus der Zelle beférdert. Der Austausch bewirkt netto
einen depolarisierenden Einwartsstrom an positiv geladenen lonen. Durch die fallende
intrazellulare Ca?*-Konzentration wird die Relaxation wahrend der Diastole ermdglicht
(s Abb. 1.4) [43,53,54].

1.5 Die Entstehung von Nachdepolarisationen und ektoper Aktivitat

Bei der Entstehung von frihen Nachdepolarisationen (EADS) ist eine verlangerte
Aktionspotentialdauer entscheidend. Wahrend dieser kann es passieren, dass die L-
Typ Ca?*-Kandle erneut einen aktivierbaren Zustand erreichen und einen
Ca?*-Einwartsstrom ermoglichen, der das umliegende Gewebe bis zum
Erregungspotenzial depolarisiert und somit eine ektope Erregung auslost (s. Abb. 1.5)
[48].

Bei erhbhtem diastolischem Kalziumgehalt oder verstarkter NCX-Aktivitat kann es
durch den elektrogenen Austausch des NCX zu spaten Nachdepolarisationen (DADS)
kommen. Bei Erreichen der Depolarisationsschwelle entsteht ein Aktionspotential, das
zu einer ektopen Aktivitat fahrt [45,55]. Zudem werden DADs durch RyR2-
Dysregulation und erhéhten SR-Ca?*-Gehalt begtinstigt [56,57]. Bei Patienten mit VHF
wurde eine vermehrte spontane diastolische Ca?*-Freisetzung aus dem SR und einer
erhéhten Aktivitat der RyR2 beobachtet [58]. Diese spontanen, lokalisierten Ca?*-
Freisetzungen aus dem SR werden auch als Ca?*-Sparks bezeichnet [59]. Die
diastolischen Ca?*-Freisetzungen aus dem SR sind zum einen selbst elektrogen und
zum anderen erhéhen sie den diastolischen Ca?*-Gehalt der Zelle und fiihren zu einem
depolarisierenden Na*-Einstrom durch den Ca?*-Auswartstransport des NCX, der als
Hauptverursacher von getriggerten Potentialen gilt [60]. So konnten Christ et al [61] in
isolierten humanen rechtsatrialen Myozyten von Patienten mit VHF erhdhte NCX

Aktivitdten im Vergleich zu Patienten im Sinusrhythmus nachweisen.
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Abb. 1.5: Zellulare Entstehungsmechanismen von fokalen ektopen Erregungen. Ca?*-
abhangige Vorgange sind in Rot dargestellt. Modifiziert nach Nattel et al, 2012 [48].

1.6 Phospholamban als Faktor fuir die Entstehung eines SR Ca?*-Lecks

Ein weiterer Faktor, der die Entstehung von Ca?*-Sparks begtinstigt, ist ein hoher SR-
Ca?*-Gehalt. Dieser entsteht, wenn die SERCA vermehrt Ca?* in das SR transportiert.
Die Aktivitat der SERCA steht mafigeblich unter dem Einfluss des reversiblen
Inhibitors PLB. In unphosphoryliertem Zustand hemmt PLB die SERCA [62]. Diese
Hemmung wird durch die Phosphorylierung von PLB durch Proteinkinase A (PKA) und
Ca?*-Calmodulin-abhéngige Kinase Il (CaMKII) vermindert [63]. Durch B-adrenerge
Stimulation phosphoryliert die PKA PLB an Serin 16. Unabhéngig davon wird PLB an
Threonin 17 frequenzabhéngig durch die CaMKIlI phosphoryliert. Beide
Phosphorylierungen wirken synergistisch hemmend auf PLB, steigern die diastolische
Funktion der SERCA und beschleunigen dadurch die Relaxation der Myozyten bei
hohen Frequenzen (lusitroper Effekt) [64].

Im Experiment mit PLB-knock-out-Mausen wurde ein erhohter SR Ca?*-Gehalt
gemessen und Ca?*-Sparks wurden dreimal so haufig bei den transgenen Mausen als
beim Wildtyp beobachtet [65].

Die Dephosphorylierung von PLB erfolgt durch die Proteinphosphatasen PP1, PP2A,
PP2C [66]. Bei Patienten mit permanentem Vorhoffimmern wurde eine erhohte
Aktivitat des Inhibitors I-1 der PP1 beobachtet. EI-Armouche et al. zogen daraus den
Schluss, dass die erhohte PLB-Phosphorylierung und das daraus resultierende SR

Ca?*-Leck von einer erniedrigten Phosphataseaktivitat stammen kdnnten [67].
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1.7 Struktur und Funktion des Ryanodinrezeptors im Rahmen der

Entstehung von Arrhythmien

Das arrhythmogene Potential des Ryanodinrezeptors zeigt sich bei Patienten, die eine
Missense-Mutation des Kanals aufweisen. Patienten mit katecholaminergen
polymorphen ventrikularen Tachykardien (engl. catecholaminergic polymorphic
ventricular tachicaridia /CPVT) und strukturell gesundem Herzen erleiden bei
physischem oder emotionalem Stress ventrikulare Arrhythmien, die mit Synkopen bis
hin zum plétzlichen Herztod einhergehen kénnen [68]. Priori et al. [69] konnten als
zugrundeliegende Pathologie bei den betroffenen Patienten eine Mutation im Gen des
RyR2 nachweisen.

In einem knock-in-Maus-Modell, das die entsprechende Mutation des RyR2 der CPVT
Patienten tragt, konnten unter adrenerger Stimulation ventrikulare Tachykardien
provoziert werden. Dies stutzt die These der Verbindung zwischen
Ryanodinrezeptordysfunktion und der Entstehung von kardialen Arrhythmien [70].

In vitro zeigten RyR2-Kanéle, die eine CPVT-assoziierte Mutation trugen, unter (3-
adrenerger Stimulation eine vermehrte Ca?*-Freisetzung aus dem SR im Vergleich zu
den Wildtyp-Kanalen [71].

Auch bei genetisch nicht verdnderten RyR2 bestehen Regulationsmechanismen, die
die Sensitivitat des RyR2 fur zytosolisches Ca?* und somit seine
Offenwahrscheinlichkeit beeinflussen. Hierbei kommen insbesondere assoziierte
Bindungsproteine und posttranslatorische Modifikationen (v.a. Phosphorylierungen) in
Frage [72].

Die Unterform des RyR, die Bedeutung bei der Ca?*-Freisetzung aus dem kardialen
SR hat, ist der Typ 2. Der RyR2 ist ein Ca?*-Kanal, der aus vier kanalbildenden
Monomeren mit einem relativ kleinen transmembranaren C-Terminus und einer N-
terminalen zytosolischen Doméne besteht. Die zytosolische Domane dient als
Verankerung fur zahlreiche regulatorische Bindungsproteine: CaM (Calmodulin),
FKBP12.6 (12.6 kDa FK506-binding-protein / calstabin2), PKA (Proteinkinase A),
CaMKIl, PP1 (Proteinphosphatase 1) und PP2A (Proteinphosphatase 2A) (s. Abb. 1.6)
[72]. Die dynamische Bindung der Kinasen und Phosphatasen an den RyR2-
Makromoleklulkomplex erfolgt mittels Leuzin-/Isoleuzin-Zipper [73], die somit eine
lokale Kontrolle Giber den Ca?*-Kanal austiben [74].

Sood et al. [75] zeigten, dass Mause mit einem Defizit der RyR2 stabilisierenden

Untereinheit FKBP12.6 anfallig fur stimulationsinduziertes VHF sind und eine erhhtes
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Auftreten von spontanen Ca?*-Freisetzung aus dem SR aufweisen. In humanem
Herzvorhofgewebe von Patienten mit chronischem VHF konnte eine verminderte
Bindung von FKBP12.6 an den RyR2-Komplex nachgewiesen werden. Zudem zeigte
sich bei diesen Patienten eine erhéhte Phosphorylierung des RyR2 an S2808, der
Phosphorylierungsstelle der PKA [76]. Die PKA-Phosphorylierung des RyR2 reguliert
die FKBP12.6-Bindung an den Makromolekiilkomplex und die Ca?*-Freisetzung aus
dem SR. PKA-Hyperphosphorylierte RyR2-Kandle zeigten eine erhohte Ca?*-
Sensitivitat flr zytosolisches Ca?* und eine erhohte Kanalaktivitat [74]. Transgene
Mause mit einer erhéhten katalytischen Aktivitdt der PKA im Herzen wiesen eine
Hyperphosphorylierung des RyR2 und eine vermehrte SR Ca?*-Freisetzung auf. Diese
Mause entwickelten eine dilatative Kardiomyopathie und Arrhythmien [77]. Unter
physiologischen Bedingungen wird die PKA vor allem durch B-adrenerge Stimulation
aktiviert, die Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren zu einer intrazellularen cCAMP-
Erhohung fuhrt [78,79].

Ein weiterer Weg der RyR2-Aktivierung ist die Phosphorylierung durch die CaMKIl an
der spezifischen Phosphorylierungsstelle Serin 2814 (oder S2815, speziesabhangig).
Die Aktivierung des RyR2 durch CaMKII-Phosphorylierung ist FKBP12.6 unabhéangig
und fahrt nicht zu der Dissoziation des Bindungsproteins vom Kanal [80].

B-AR
Qn n Abb. 1.6: Regulation des RyR.
( EEE | Dargestellt sind Mechanismen der

Zusammenhang mit diastolischer SR
Ca?*-Freisetzung und kardialen

Arrhythmien:
C, ¢ Aktivierung der PKA und der CaMKIl

D uber Stimulation des p-adrenergen
Rezeptors (B-AR). Phosphorylierung
des RyR durch PKA an S2808, durch
CaMKIl an $S2814, Bindung und
Freisetzung von FKBP12.6. Erbliche
Mutationen sind durch einen Stern
symbolisiert. Details S. Text,
modifiziert nach Chelu und Wehrens,
2007 [81].

6
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1.8 Struktur und Aktivierungsmechanismen der CaMKII

Die Ca?*-Calmodulin abhangige Kinase (CaMK) ist eine Serin-Threonin-Kinase und
ubiquitar in allen Zellen vorhanden. Das Holoenzym ist ein Multimer, das aus 6 bis 12
Untereinheiten besteht. Jedes Monomer hat eine N-terminale katalytische Domane,
eine autoregulatorische Doméne in der Mitte und eine Assoziationsdomane am C-
Terminus [82,83]. Typ Il ist der vorherrschende Typ der CaMK im Herzen (s. Abb. 1.7)
[84]. Es gibt vier verschiedene Isoformen der CaMKIl, a, B, y und &. Wahrend die a-
und B-Form spezifische Formen in neuronalem Gewebe sind, gibt es CaMKIly und -0
auch im Herzen [85]. Durch alternatives Splicing entstehen weitere Unterformen.
CaMKIIdb besitzt eine Nucleus-Lokalisations-Sequenz und ist vor allem im Zellkern zu
finden. CaMKIIdc besitzt diese Sequenz nicht und befindet sich insbesondere im
Zytosol [86].

Wie ihr Name bereits andeutet, wird die CaMKII von Ca?*/Calmodulin aktiviert. Bei
einem Anstieg der intrazellularen Ca2*-Konzentration bindet Calmodulin (CaM) jeweils
vier Ca?*-lonen. Der Ca?'/CaM-Komplex kann verschiedene Ca?*-abhangige

Zielproteine aktivieren wie zum Beispiel die CaMKII [82,87].

Durch die Bindung von Ca?*/CaM an die regulatorische Doméane vollzieht die CaMKI|
eine Konformationsanderung, bei der die katalytische Doméane zugéanglich wird. In
dieser Form kann die CaMKII nun ihre Zielproteine phosphorylieren. Zudem ist eine
Autophosphorylierung der einzelnen Monomere innerhalb des Holoenzyms méglich
[88]. Durch die Autophosphorylierung an Threonin 287 erhdht sich zum einen die
Affinitat der CaMKII zu Ca?*/CaM. Ca?*/CaM wird zudem starker und langer gebunden
und somit wird die Dissoziation behindert. Zum anderen kann die autophosphorylierte
CaMKIl auch in Abwesenheit von Ca?*/CaM den aktivierten Zustand aufrechterhalten,
die sogenannte Ca?*/CaM-unabhéngige Aktivitat (s. Abb. 1.7). Der Vorgang der
Autophosphorylierung selbst ist hingegen abhangig von der Anwesenheit von Ca?*,
CaM und ATP [88-90].

Die CaMKIl kann auch negativ reguliert werden. Dies geschieht durch
Dephosphorylierung des Threonin 287 durch die Proteinphosphatasen PP1, PP2A und
PP2C [91].
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Abb. 1.7: Organisation des oligomeren CaMKII-Komplexes und der Domanen des
Monomers. Dargestellt sind:

Oben: CaMKII-Monomer in raumlicher und linearer Konfiguration,

Mitte: Bildung von CaMKII-Multimeren aus 6 Monomeren und Aktivierung durch
Autophosphorylierung an Threonin286,

Unten: Konfigurationsanderung und Aktivierung durch (unten Mitte) Bindung von
Ca?*/Calmodulin bzw. (unten rechts) Autophosphorylierung.

Aus Maier und Bers, 2002 [83], modifiziert nach Braun und Schulman, 1995 [82].

Es existieren noch weitere Mechanismen, die die Aktivitdt der CaMKII regulieren.
Erickson et al. [92] beschrieben eine Ca?*/CaM-unabhangige Aktivierung der CaMKI|
durch Methionin-Oxidation an Position 281/282. Wagner et al [93] konnten eine
erhohte CaMKII-Aktivitat unter oxidativen Bedingungen nachweisen, die zur
Entstehung von EADs/DADs und Arrhythmien fihrte. Dies war bei Myozyten mit
fehlender CaMKII&c deutlich reduziert.

Mé&use, denen durch Mutation die entsprechende Oxidationsstelle fehlte, zeigten sich
im Gegensatz zum Wildtyp resistent gegenuber einer Induktion von VHF durch
Angiotensin-lI-Infusion. Zudem konnte eine vermehrte Oxidation von Methionin
281/282 bei Patienten mit VHF nachgewiesen werden, eine Erhdhung der gesamten

CaMKII Expression wurde dabei nicht festgestellt [94].
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Die Ca?*-Abhangigkeit der Aktivierung der CaMKII und deren Autophosphorylierung
bewirkt, dass es bei vermehrtem Ca?*-Einstrom, wie zum Beispiel bei Tachykardien
oder B-adrenerger Stimulation, zu einer vermehrten Aktivitdt, verbunden mit
diastolischer SR Ca?*-Freisetzung, kommt. Diese Aktivitatssteigerung wirkt

l&ngerfristig als die B-adrenerge Aktivierung von cAMP/PKA [95,96].

1.9 Arrhythmieentstehung durch erhéhte CaMKII-Aktivitat
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Abb. 1.8: VHF-Entstehung durch diastolische SR Ca?*-Freisetzung.

Durch eine hohe atriale Erregungsfrequenz steigt das intrazellulare Ca2* und die
CaMKIl wird aktiviert. Eine zusatzliche Aktivierung erfolgt durch Oxidation und
Autophosphorylierung, was zu einem Persistieren der CaMKII-Aktivitat fuhrt. Die
CaMKIl phosphoryliert PLB (PLN) und den RyR2 und bewirkt somit die diastolische
SR Ca?*-Freisetzung. Unter zusatzlicher depolarisierender Aktivitdit des NCX
entstehen DADSs, die zu ektopen Erregungen filhren kdnnen und somit die Entstehung
von VHF begiinstigen. Aus Wakili et al. [45].
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Die CaMKII hat auch Einfluss auf die Pathogenese der Arrhythmieentstehung, da sie
Proteine durch Phosphorylierung reguliert, die wichtig fur die Entstehung fokaler
Erregungen sind. Insbesondere die Phosphorylierung des RyR2 und PLB tragt hierzu
bei (s. Abb. 1.8) [45]. Unter Inhibition der CaMKII hingegen konnten Arrhythmien im

Mausmodell reduziert werden [97].

Neef et al. [98] zeigten, dass bei Patienten mit VHF eine verstarkte Phosphorylierung
des RyR2 und diastolische Ca?*-Freisetzung aus dem SR beobachtet werden kénnen.
Dies fuihrte zu erhdhten zytosolischen Ca?*-Konzentrationen, jedoch wurde gleichzeitig
ein verminderter SR Ca?*-Gehalt festgestellt. Durch CaMKII-Inhibition oder Hemmung
des RyR2 mit Tetracain konnten diese Effekte vermindert werden. Eine Veranderung
der CaMKIll-abhangigen PLB-Phosphorylierung konnte nicht festgestellt werden.

Zu einem ahnlichen Resultat kamen auch Voigt et al. [99]. Patienten mit permanentem
Vorhofflimmern besal3en eine vermehrte Phosphorylierung des RyR2 an CaMKII- und
PKA-Stellen, spontane Ca?*-Freisetzungen, DADs und getriggerte Aktivitaten durch
eine erhohte Offenwahrscheinlichkeit des RyR2. Durch spezifische CaMKII
Blockierung nahm die spontane Ca?*-Freisetzung und RyR2-Offenwahrscheinlichkeit
ab. Die Expression und Autophosphorylierung der CaMKIId zeigten sich hier ebenfalls
erhoht.

Auch in Myozyten im Tiermodell mit Herzinsuffizienz wurde eine erhdhte Auto- und
RyR2-Phosphorylierung der CaMKIl beobachtet, was zu diastolischer SR Ca?*-
Freisetzung, einem vermindertem SR Ca?*-Gehalt und der Entstehung von
Arrhythmien fihrte. Durch die Blockierung der CaMKII (nicht aber der PKA) wurde die
SR Ca?*-Freisetzung vermindert und der SR Ca?*-Gehalt erhohte sich [100].

Transgene Mause mit einer gain-of-function Mutation des RyR2 (RyR2R176Q/+
Mause) zeigten eine vermehrte diastolische SR Ca?*-Freisetzung, Ca?*-induzierte
Nachdepolarisationen und Entwicklung von VHF durch atriale Stimulation im
Gegensatz zu Wildtyp-Mausen. Sowohl eine genetische CaMKII-Inhibition als auch die
Blockade der CaMKIl mit KN93 reduzierte die Anfalligkeit der transgenen Mause fur
stimulationsinduziertes VHF. Dieser Versuch spricht dafiir, dass mehrere Faktoren fir
die Entstehung von VHF verantwortlich sind. Hier zum einen die genetische
Veréanderung des RyR2 der Mause und zusétzliche eine durch Vorhofstimulation

hervorgerufene Aktivierung der CaMKII [101].
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Auch die Ergebnisse von Maier et al [102] stutzen die Hypothese der gesteigerten
RyR2-Aktivitat durch CaMKIl-Phosphorylierung. M&ause mit einer transgenen
Uberexpression der zytosolischen CaMKIIdc entwickelten eine dilatative
Kardiomyopathie. In den Herzmuskelzellen zeigte sich ein erniedrigter SR Ca?*-
Gehalt, vermehrte diastolisch Ca?*-Sparkfrequenzen und eine verstarkte NCX-

Expression und Funktion.

Mause mit einer transgenen Uberexpression des Transkriptionsrepressors CREM-
IbC-X (CREM-Méause) zeigten ein altersabhangiges Fortschreiten von fokalen
Ektopien Uber paroxysmales VHF bis zum permanenten VHF. Im Laufe dieser
Entwicklung wurden diastolische Kalziumfreisetzungen und eine Vergrof3erung der
Vorhofe beobachtet. Durch die genetische Inhibition der CaMKII Phosphorylierung am
RyR2 konnten diese pathologischen Veranderungen und die Entwicklung von

permanentem Vorhofflimmern verhindert werden [103,104].

Veranderungen des Kalziumhaushalts und eine VergroRerung der Vorhéfe konnten
auch bereits vor dem Auftreten von VHF beobachtet werden und stellen wichtige
Zeichen fur das atriale Remodelling dar [103]. Das atriale Remodelling als Faktor fur
die Entstehung und Aufrechterhaltung des VHF scheint durch die CaMKIl begunstigt

zu werden [105].

Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse auf ein CaMKII-vermitteltes SR Ca?*-Leck
hin, das fir die Entstehung von ektopen Erregungen und die Initierung und

Aufrechterhaltung von VHF verantwortlich ist [106].
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1.10 Fragestellung

Schlussfolgernd aus dem dargestellten Sachverhalt stellt sich nun die Frage, ob bei
der Entstehung von VHF bei Patienten mit OSAS die CaMKIl ebenfalls als wichtiger
pathophysiologischer Vermittler wirkt.

Mit den pathologischen Veranderungen beim OSAS wie Sympathikusaktivierung,
thorakale Druckschwankungen und oxidativem Stress mit Bildung von ROS (s. 1.2)
existieren mogliche Aktivatoren der CaMKII Uber Oxidation, atriale Frequenzerhdéhung
und Sympathikusaktivitat (s. 1.8).

Aus diesem Grund sollen mit dieser Doktorarbeit folgende Fragestellungen untersucht

werden:

1. Liegt im Vorhofmyokard von Patienten mit OSAS eine veranderte Expression
der CaMKII vor?

2. Ist die CaMKII bei diesen Patienten durch Autophosphorylierung an Threonin
287 und Oxidation an Methionin 281/282 verstarkt aktiviert?

3. Ist die Phosphorylierung der Zielproteine RyR und PLB an deren spezifischen
CaMKII-Phosphorylierungsstellen im Vergleich zu Patienten ohne OSAS

verandert?

4. Ist im HDAC4-CaMKIlI-Bindungsassay eine veranderte CaMKII-Aktivitat bei
Patienten mit OSAS feststellbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Probengewinnung von humanem Herzvorhofgewebe

Durch eine Kooperation mit der Klinik fir Herz-, Thorax- und herznahe Gefal3chirurgie
des Uniklinikums Regensburg wurde die Nutzung von humanem Herzvorhofgewebe
fur diese Arbeit ermdglicht.

Bei Operationen am offenen Herzen, wie Bypass-Operationen und Operationen zum
Ersatz oder zur Rekonstruktion von Herzklappen, ist in der Regel eine Kardioplegie
notig. Um den Kreislauf weiterhin aufrecht zu erhalten wird eine Herz-Lungen-
Maschine angeschlossen. Dafir werden die Hauptschlagader und der rechte Vorhof
kanuliert. Die Zugénge fiur die Herz-Lungen-Maschine werden bei Beendigung der
Operation wieder entfernt und beim Vernéhen der Schnittstelle im rechten Herzvorhof
fallt dabei in der Regel ein Gewebestiick als Uberstand an. Dieses Gewebestiick
wurde vom Operateur entfernt, sofort in eine Custodiol-L6ésung gegeben und konnte
im Labor portioniert und in kleinen Stiicken bei -80°C eingefroren werden.

Zur Nutzung des Herzvorhofgewebes wurde der Patient am Vortag der Operation tber
das Vorgehen arztlich aufgeklart und die Einwilligung in die Studienteilnahme
eingeholt. AuRerdem wurde der Patient mittels eines Polysomnographiegerats (Apnea
Link®, ResMed, Sydney, Australia) in der Nacht vor der Operation auf das Vorliegen
eines Schlafapnoesyndroms getestet und der AHI ermittelt. Hierzu wurden die
Brustkorbexkursionen, die Sauerstoffsattigung im Blut und der Luftstrom an der Nase
gemessen. Zudem wurden sowohl vor als auch nach der Operation klinische Daten
des Patienten mithilfe von Befragung und Einsicht in die Patientenakte erhoben.

Der Ethikantrag fur dieses Vorgehen lag bereits vor.

2.2 Proteinexpressions- und Phosphorylierungsanalysen  mittels
Western Blot

2.2.1 Herstellung von Gewebelysaten
Von den gefrorenen Proben des humanen Vorhofgewebes wurden kleine Stiicke
entnommen, in einen Eppendorf-Cup gegeben und gekuhlter Lysepuffer (Tab. 2.1)

zugegeben.
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Lysepuffer:
Destilliertes Wasser (ddH20)
Natriumchlorid (NaCl) 200 mmol/I
Tris(Trishydroxymethyl-aminomethan)-Lésung, pH 7,4 20 mmol/l
Natriumfluorid (NaF) 20 mmol/l
Triton X-100 Puffer, 1%ig 1 Vol.-%
Natriumorthovanadat 1 mmol/l
1,4-Dithiothreitol 1 mmol/l
Phosphatase-Inhibitor (PhosSTOP EASYpack, Cocktail | 1 Tablette / 100 ml
Tablets, Roche Diagnostics GmbH)
Proteinase-Inhibitor (cOmplete Tablets EDTA-free, | 1 Tablette / 200 ml
Cocktail Tablets, EASY-Pack, Roche Diagnostics GmbH)

Tab. 2.1: Zusammensetzung des Lysepuffers in ddH.0

Als Nachstes wurden die Stucke mit Hilfe einer Bohrmaschine mit konischem
Bohraufsatz mechanisch zerkleinert. Wahrend des Zerkleinerns wurde der Cup immer
wieder in flussigem Stickstoff gekuhlt. AnschlieRend erfolgte eine Inkubationszeit von
30 min auf Eis, in der das zerkleinerte Gewebe im Lysepuffer zur Zersetzung verblieb.
Dieser Vorgang wurde durch wiederholtes Vibrationsmischen alle 5-10 Minuten
unterstutzt und diente dazu die Zellstrukturen aufzubrechen und die intrazellularen
Proteine in Losung zu bringen. Danach wurden die Gewebehomogenate 10 Minuten
bei 4°C und 6600 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand in
ein neues Cup uberfuhrt und das Gewebepellet verworfen. Die so gewonnen Lysate
wurden auf Eis kuhlgestellt.

Bei der Proteinanalyse sollten nach Moglichkeit immer gleiche Mengen an
Gesamtprotein pro Probe fir die Gelelektrophorese verwendet werden um den Anteil
der gesuchten Proteine quantitativ ermitteln zu konnen. Hierzu musste die
Gesamtproteinkonzentration in den Proben ermittelt  werden und
Probenverdinnungen mit gleicher Proteinkonzentration hergestellt werden. Dem zur
Folge schloss sich als néachster Schritt die Bestimmung des Proteingehalts der Proben
mit Hilfe der BCA (Bicinchoninsaure)-Variante der Biuretreaktion an. Hierbei werden
durch Zugabe von Kupfer (Il) in basischer Losung entsprechend der vorhandenen
Proteine Kuper (1) lonen in proportionalem Verhéltnis zur Proteinkonzentration
gebildet. Dabei bildet BCA einen farbigen Komplex mit Kupfer (1) lonen, der bei einer

Wellenlange von 562 nm absorbiert und sich somit mit einer Absorbtionsmessung
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nachweisen lasst. Mit dieser Methode lassen sich Proteinkonzentrationen im Bereich

zwischen 0,005 und 2 mg/ml bestimmen [107].

Die Proben wurden in einer Verdinnung von 1:10 zusammen mit einer
Verdinnungsreihe an Proteinstandart und reinem Lysepuffer als Leerwert auf eine
Mikrotiterplatte aufgetragen. Zudem wurde in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte die
Proteinbestimmungslésung fur die Biuretreaktion zugegeben. Diese Losung setzt sich
aus den Reagenzien Kupfer(ll)sulfat und BCA zusammen, die in einem Verhéltnis von
1:50 gemischt worden waren (Kit zur Proteinkonzentrationsbestimmung: Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim).

Die Mikrotiterplatte wurde nun fir 30 min bei 37°C in einem Warmeschrank inkubiert.
Darauf erfolgte die Bestimmung der Extinktion (Gerat: InfiniteM200PRO; Software:
Tecan i-control). Die dabei ermittelten Extinktionswerte wurden in eine vorbereitete
Excel-Tabelle ubertragen. Aus den gemessenen Werten der
Proteinstandardverdiinnungen wurde eine Eichkurve erstellt und anschlieRend die

Konzentrationen der Proben ermittelt.

Um nun fertige Proben fiir den anschlielRenden Western Blot zu erhalten, mussten die
Lysate mit PBS (Dublecco’s phosphate buffered saline), Ladepuffer (Tab. 2.2) und

Mercaptoethanol verdinnt werden.

Ladepuffer, pH 6,8 (37°C)

Tris-Losung, 0,5 mol/l, pH 6,8 (37°C), s.Tab.2.5 31,25 Vol.-%
Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,35 mol/l
Bromphenolblau Natriumsalz 0,07 mmol/Il
Glyzerol 0,5 Vol.-%

Tab. 2.2: Zusammensetzung des Ladepuffers in ddH>O

Hierzu wurden jeweils 18% des Endvolumens an Ladepuffer und 2% Mercaptoethanol
zugegeben und die Konzentration mit PBS auf einen Gesamtproteingehalt von 1mg/ml
eingestellt. Diese Proben wurden nun entweder fur die Untersuchung zytosolischer
Proteine fur 5 Minuten auf 95°C oder fur die Untersuchung von Proteinen, die sich in
der Membran des endoplasmatischen Retikulums befinden, fiir 30 Minuten auf 37°C
mit Hilfe eines Thermomixers erhitzt. Sowohl die tbrigen, nicht erhitzten als auch die

bei 95°C und 37°C erhitzten Proben wurden zur Aufbewahrung und baldigen
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Weiterverarbeitung bei -20° eingefroren. Ubrige Lysate wurden fur eine langere

Konservierung bei -80°C eingefroren.

2.2.2 SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Fur die Gelelektrophorese mussten zunachst Polyacrylamidgele (Tab. 2.3 und
Tab. 2.4) hergestellt werden. Die gewahlte Konzentration an Polyacrylamid im Gel
richtete sich nach der Grof3e des gesuchten Proteins. Fur sehr kleine Proteine wie
Phospholamban wurde eine Konzentration des Gels von 12,5% gewahlt. Fur die
Darstellung der CaMKII wurden 8%ige Gele verwendet und bei sehr grof3en Proteinen
wie dem Ryanodinrezeptor war es notwendig ein Zweiphasen-Gel mit 10% und 5%
herzustellen, damit sowohl das Zielprotein als auch das Housekeeping-Protein

GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) dargestellt werden konnten.

Trenngel fur die Gelelektrophorese:

Polyacrylamid 5%, 8%,10% bzw. 12,5%
1,5 mol/l Tris/SDS-Lésung, pH 8,8; (s. Tab. 2.5) 25 Vol.-%
Ammoniumpersulfat (APS) 4,4 nmol/l
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 0,1 Vol.-%

Tab. 2.3: Zusammensetzung der Trenngele in ddH>-O

Sammelgel fur die Gelelektrophorese (5%)

Polyacrylamid 5%

0,5 mol/l Tris /SDS-L6sung, pH 6,8 (s. Tab. 2.5) 25 Vol.-%
APS 4.4 nmol/l
TEMED 0,1 Vol.-%

Tab. 2.4: Zusammensetzung des Sammelgels in ddH20

Lésungen Tris/SDS, pH 6,8 und pH 8,8

Tris 1,5 mol/l /SDS, pH 8,8 | Tris 0,5 mol/l /SDS, pH 6,8
Tris Base 1,5 mol/l 0,5 mol/l
SDS 14 mmol/l 14 mmol/l
HCI 37% Einstellung pH 8,8 Einstellung pH 6,8

Tab. 2.5: Zusammensetzung der Losungen Tris/SDS, pH 6,8 und pH 8,8 in ddH20

Je nach untersuchtem Protein wurde eine Auftragungsmenge zwischen 10 pl und 30 pl
gewahlt. In die erste und letzte Geltasche wurden jeweils 2,5 pl Proteinmarker
(Standard V peqgGold Protein Marker V; Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
aufgetragen. Die Gelkammer wurde hierauf in Laufpuffer (s. Tab. 2.6) gestellt, an einen

Power Supply (Bio-Rad) angeschlossen und die Gelelektrophorese bei 30mA/Gel fur
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2 bis 2,5 Stunden gestartet. Die maximale Spannung wurde auf 100 Volt und die

maximale Leistung auf 50 Watt limitiert.

Gelelektrophorese-Laufpuffer pH 8,3

Tris 25 mmol/l

Glycin 192 mmol/l

SDS 3,5 mmol/l

HCI Einstellung pH 8,3

Tab. 2.6: Zusammensetzung des Gelelektrophorese-Laufpuffers in ddH20

2.2.3 Blotting

Nachdem die Laufmittelbande in den Proben beinahe den unteren Rand des Gels
erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet. Das Gel wurde von den Glasplatten
geldst und mit Schwammen, Filterpapier und Transfermembran in ein Transfersystem
Uberfuhrt. Es wurden sowohl Transfermembranen aus Nitrozellulose (GE Health
Care), als auch aus Polyvinylidendifluorid (Millipore Corporation) verwendet. Das
Transfersystem wurde in eine Kammer gestellt, die mit Transferpuffer (Tab. 2.7)
vollstandig aufgefllt wurde. Dann wurde der Transfer bei 400 mA fur 2 Stunden
gestartet. Wahrend des Transfers erfolgte eine Kiihlung der Kammer durch Eis.

Transferpuffer 20% Methanol

Tris 32,5 mmol/l
Glycin 192 mmol/l
Methanol 20 Vol.-%

SDS 0,35 mmol/l

HCI 37% Einstellung pH 8,3

Tab. 2.7: Zusammensetzung des Transferpuffers in ddH20

2.2.4 Blocken unspezifischer Bindungsstellen und Immunmarkierung
Nach dem Transfer wurde die Membran zugeschnitten. Danach erfolgte die Farbung
der Membran mit Ponceau-Rot. Nach kurzer Einwirkzeit wurde der Farbstoff
weggegossen und die Membran mit destilliertem Wasser solange gewaschen, bis die
roten Proteinbanden gut sichtbar waren. Diese Farbung diente der Kontrolle, ob sich
nach Elektrophorese und Transfer tatsachlich Proteinbanden auf der Membran

zeigten.
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Anschlie3end wurde die Membran beschriftet und mit einem Skalpell zerschnitten. Die
Schnittstelle wurde nach der Lokalisation des gesuchten Proteins und der GAPDH-
Bande gewahlt, damit die Membranteilsticke getrennt in verschiedenen
Antikdrperlésungen inkubiert werden konnten. Zur Orientierung fur den Schnitt dienten
die Markerbanden und die mit Ponceau angefarbten Proteinbanden. Dann wurden die
Membransticke in beschriftete Schalen gelegt und fir einige Minuten auf einem
Schwenkschuttler mit TTBS (Tris-Buffered Saline mit Tween 20, Tab. 2.8) gewaschen

bis der rote Farbstoff vollstandig entfernt war.

TTBS (Tris-Buffered Saline mit Tween 20)

Tris 0,02 mol/l

NacCl 0,15 mol/l

HCI 37% Einstellung pH 7,5
Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat) 0,1 Vol.-% ml

Tab. 2.8: Zusammensetzung des TTBS-Puffers in ddH20

Im Anschluss daran wurden die Membranstiicke in 5% Milchpulverlésung in TTBS fur
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
blocken. Daran schloss sich die Inkubation mit dem priméaren Antikdrper (Tab. 2.9) in
5% Milchpulverldsung in TTBS an. Dies erfolgte Uber Nacht bei 5°C auf einem
Schiittler bei standiger Agitation.

Am darauffolgenden Tag wurden zunachst die Antikbrperldsungen aus den Schalen
entfernt und dann die Membranen dreimal fur 10 Minuten auf dem Schwenkschuttler
mit TTBS gewaschen, um nicht gebundene Antikérper von der Membran zu entfernen.
Anschlie3end wurden die sekundaren Antikérper (Tab. 2.10) in 5% Milchpulverlésung
in TTBS in die Schalen mit den Membranstiicken gegeben. Die Inkubation erfolgte fur
eine Stunde bei Raumtemperatur und niedriger Agitation. Daran schlossen sich erneut

drei Waschschritte fur jeweils 10 Minuten in TTBS an.
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Primare Antikorper (AK) und Verdiinnungsfaktor des entsprechenden sekundaren AK

Anti- Spezies Verdin- | Verwen- Hersteller/ Sek. Verdin-
korper nung dung Referenz AK nung
(AK) des sek.
AK
CaMKIl | Maus 1:10.000 | Aktivitats- | BD Biosciences, | Anti- 1:10.000
(mono- (Expr.) assay Heidelberg, Maus | (Expr.),
klonal) 1:1.000 Expression | Deutschland 1:3.000
(Aktivitat) | u. Aktivitat (Aktivitat)
HDAC4 | Kaninchen | 1:15.000 | Aktivitdts- | Santa Cruz Bio- Anti- 1:30.000
(poly- assay technology, Inc., | Kanin-
klonal) Dallas, TX, USA | chen
GAPDH | Maus 1:60.000 | Aktivitats- | Biotrend Anti- 1:30.000
(mono- assay, Chemikalien Maus
klonal) Western GmbH, Kaln,
Blot Deutschland
CaMKIl | Kaninchen | 1:15.000 | Western AG Bers, Dauvis, Anti- 1:10.000
(poly- Blot CA, USA Kanin-
klonal) chen
pCaMKIl | Maus 1:500 Western Thermo Fisher Anti- 1:5.000
pThr286 | (mono- Blot Scientific Inc., Maus
klonal) Waltham, MA,
USA
Ox- Kaninchen | 1:3.000 Western AG Anderson, Anti- 1:10.000
CaMKIll | (poly- Blot Boston, MA, USA | Kanin-
klonal) chen
abcam
PLB Maus 1:10.000 | Western Badrilla Ltd. Anti- 1:10.000
(mono- Blot Leeds Innovation | Maus
klonal) Centre, Leeds,
Grol3britannien
pThrl7 | Kaninchen | 1:6.666 Western Badrilla Ltd. Anti- 1:10.000
PLB (poly- Blot Leeds Innovation | Kanin-
klonal) Centre, Leeds, chen
Grol3britannien
RyR2 Kaninchen | 1:10.000 | Western Sigma-Aldrich Anti- 1:10.000
(poly- Blot Co., St. Louis, Kanin-
klonal) MO, USA chen
p- Kaninchen | 1:3.333 Western Badrilla Ltd. Anti- 1:10.000
Ser2814 | (poly- Blot Leeds Innovation | Kanin-
RyR2 klonal) Centre, Leeds, chen

GrofRRbritannien

Tab. 2.9: Primare AK und Verdiinnung des primaren und sekundaren AK
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Sekundare Antikorper

Spezies Antikorper Verwendung Hersteller

Anti-Maus | ECL™ Peroxidase Western Blot, GE Health Care, Chalfont
labelled anti-mouse | Aktivitatsassay St Giles, Grof3britannien
antibody

Anti- ECL™ Peroxidase Western Blot, GE Health Care, Chalfont

Kaninchen | labelled anti-rabbit Aktivitatsassay St Giles, GroRRbritannien
antibody

Anti- Donkey anti-rabbit Western Blot: abcam®, Cambridge,

Kaninchen | 1gG H&L (HRP) OxCaMKIl Grol3britannien

abcam preadsorbed

Tab. 2.10: Sekundare Antikorper

2.2.5 Detektion mittels Chemielumineszenz
Im Anschluss an den letzten Waschschritt wurden die Membranstiicke kurz auf einem
Papiertuch zum Abtrocknen gewendet und dann in eine Schale auf einen trockenen,
sauberen  Untergrund gelegt. Als Naéachstes wurde  Entwicklerlésung
(Immobilon™Western, Chemieluminescent HRP Substrate, Lésungen A und B im

Mischverhaltnis 1:1) auf die Membransticke aufgetragen und 5 Minuten inkubiert.

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Membranen wieder auf ein
Papiertuch gelegt und abgetupft, um die restliche Entwicklerldsung zu entfernen. Dann
wurden die Membranstiicke zunéchst in zugeschnittene Sticke auf Klarsichtfolie
gelegt und die Folie wurde mit Tape in die Entwicklerkassette geklebt.

Anschliel3end wurden in einer Dunkelkammer Rontgenfilme in die Kassetten gelegt.
Die Entwicklerkassetten wurden zur Belichtung der Filme fir eine kurze Zeit
geschlossen und daraufhin die Filme in einen Entwickler gegeben. Auf den

entwickelten Filmen waren nun die Proteinbanden durch eine Schwéarzung sichtbar.

2.2.6 Membran-Stripping
In manchen Fallen kam es dazu, dass auf den Filmen zu starke Hintergrundsignale
sichtbar waren oder die Antikdrperbindung an die Banden sehr unregelméRig war. In
diesen Fallen wurden mittels Membran-Stripping s&dmtliche Antikérper wieder von der
Membran entfernt ohne die Proteine zu I6sen und die Membranen erneut mit
Antikorpern inkubiert, um moglicherweise eine bessere Bandenqualitéat zu erhalten.

Hierzu wurde die Membran zunachst fur 5 Minuten in TTBS gewaschen um die
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restliche Entwicklerlésung zu entfernen. Daran schloss sich ein Waschschritt far
4 Minuten in ddH20 an. Dann wurden die Antikorper mit 0,4 molarer NaOH-LOsung
durch achtminttiges Waschen von der Membran entfernt. Im nachsten Schritt wurde
zunachst wiederum 4 Minuten mit ddH20 und danach 5 Minuten mit TTBS gewaschen.
Daraufhin konnten die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran wieder durch
eine Inkubation mit 5%iger Milchpulverlésung tber eine Stunde geblockt werden. Die
Antikorper-Inkubation und Signaldetektion wurden entsprechend wie beim ersten Mal

durchgefuhrt.

2.3 Histondeacetylase 4 (HDAC4) -CaMKII-Bindungsassay

Das HDAC4-CaMKII-Bindungsassay ist eine neuentwickelte Methode der AG Backs
(Abteilung Molekulare Kardiologie und Epigenetik, Heidelberg) zur Bestimmung des
Anteils der aktivierten CaMKIl an der Gesamt-CaMKIl in den Proben. Dabei wird die
Bindung der aktivierten CaMKIl an ein bead-gebundenes GST-HDACA4-Fusionsprotein
genutzt. Dabei bindet die aktivierte CaMKII an die GST (Glutathion-S-Transferase) und
die Phosphorylierungsstelle von HDAC4 (Histondeacetylase 4). 2006 wurde zum
ersten Mal ein Paper der AG Backs mit Bezug zu dieser neuen Methode verdffentlicht
[108]. In den letzten Jahren konnten auch andere Gruppen die Methode erfolgreich
anwenden und so weiter etablieren [109,110]. Mit Hilfe dieses Assays lasst sich der
Anteil der aktivierten CaMKIIl im Vergleich zur Gesamtexpression der CaMKII in den

jeweiligen Proben ermitteln.

Das Bindungsassay erfolgt in vielen Teilschritten, die analog zur Methode des Western
Blots zur Proteinexpressions- und Phosphorylierungsanalyse sind. Insbesondere die

Vorbereitung der Proben unterscheidet sich jedoch bei dieser Technik.

2.3.1 Herstellung von Gewebelysaten
Die Herstellung der Lysate unterschied sich nur in der Zusammensetzung des
verwendeten Lysepuffers von der Lysatherstellung beim Ublichen Western Blot
(s. Tab. 2.11).

Die restlichen Schritte einschlieRlich der Proteinkonzentrationsbestimmung waren
identisch. Die Verdinnung auf eine Gesamtproteinkonzentration von 1mg/ml wurde
mit Lysepuffer durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die verdiinnten Lysate bei -80°C

aufbewabhrt.
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Lysepuffer flr das Aktivitatsassay

Tris Base 20 mmol/l
NacCl 200 mmol/Il
NaF 20 mmol/l
NP40 (Nonylphenyl Polyethylenglycol) 0,5 Vol.-%
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) 34,2 mmol/l

Phosphatase-Inhibitor (PhosSTOP EASYpack, Cocktail | 1 Tablette / 100 ml
Tablets, Roche Diagnostics GmbH)
Proteinase-Inhibitor (cOmplete Tablets EDTA-free, 1 Tablette / 200 ml
Cocktail Tablets, EASY-Pack, Roche Diagnostics
GmbH)

Tab. 2.11: Zusammensetzung des Lysepuffers flir das Aktivitatsassay in ddH>O

2.3.2 Vorbereitung der GST-HDAC4-Beads
Zuerst wurden GST-Leer-Beads (AG Backs, Abteilung Molekulare Kardiologie und
Epigenetik, Heidelberg) mit GST-Puffer 150 mmol/l (s. Tab. 2.12) dreimal gewaschen.
Hierzu wurde jedes Mal Puffer zu den Leerbeads in ein Reaktionsgefald zugegeben,
dann fur 3 Minuten bei 750 rpm und 4°C auf einem Thermomixer geschittelt und
anschlieRend fur 1 Minute bei 1600rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
einer Pipette abgenommen und verworfen. Nach dem dritten Waschschritt wurden
GST-Puffer 150 mmol/l (+Proteaseinhibitor (PI1) 1 Tablette / 100 ml) und das Substrat
GST-HDAC4 (AG Backs, Abteilung Molekulare Kardiologie und Epigenetik,
Heidelberg) zu den Leerbeads gegeben und iiber Nacht auf einem Uberkopfroller

(12 Umdrehungen/min, 4°C) vermischt.

GST-Puffer 150 mmol/l NaCl, pH 7,4

Tris Base 20 mmol/l
NacCl 150 mmol/l
HCI 37% Einstellung pH 7,4

Tab. 2.12: Zusammensetzung des GST-Puffers 150 mmol/l NaCl fur das
Aktivitatsassay in ddH20

Am nachsten Tag wurde das Reaktionsgefa? mit den Beads zentrifugiert (1 min,
1600rpm, 4°C) und der Uberstand wurde abgenommen und aufbewahrt. Nun schloss
sich ein Waschschritt an. Hierzu wurden GST-Puffer 150 mmol/l
(+ PI 1 Tablette / 100 ml) zugegeben. Das Reaktionsgefald wurde fur drei Minuten auf
einem Thermomixer (750 rpm, 4°C) geschiittelt, dann wurde es zentrifugiert (1 min,

1600rpm, 4°C) und der Uberstand abgenommen. Nach Zugabe von GST-Puffer
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150 mmol/l (+ PI 1 Tablette / 100 ml) war die Herstellung der GST-HDAC4-Beads
abgeschlossen.

Da beim Aktivitatsassay fur optimale Bindungsverhéltnisse ca. 1,5-2 yg der GST-
HDAC4-Beads zugegeben werden sollten, musste noch zur Abschétzung des
bendtigten Volumens an GST-HDAC4-Bead-L6sung eine Konzentrationsbestimmung
der Beads durchgefuhrt werden. Hierzu wurde auf ein fertiges Precast-Gel ein Marker,
BSA-Standard als Verdiinnungsreihe, Proben-Ansatze und Uberstand, der bei der
Herstellung der Beads aufbewahrt worden war, aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte in Running-Puffer bei 40 mA, 150 V, 50 W fur ca. 1 Stunde. Im Anschluss
daran wurde das Gel in das ChemieDoc MP Imaging System eingelegt und die
Proteinbanden mit dem Programm ImageLab 5.2. aufgezeichnet. Die Starke der
Proteinbanden wurde visuell beurteilt und die Konzentration der GST-HDAC4-Bead-

Ldsung anhand der Banden der BSA-Standard-Verdinnungen abgeschétzt.

2.3.3 Aufbereitung der Proben
Fur das weitere Verfahren wurden in eine Serie von beschrifteten Reaktionsgefalen
GST-Puffer 750 mmol/l (Tab. 2.13)+PI (1 Tablette/ 500 ml), die jeweiligen Probe und
GST-HDACA4-Beads (2 pg/ul) zugegeben. Diese Reaktionsgefal3e wurden danach fur
zwei Stunden bei 4°C auf einem Uberkopfrotator mit 5 Umdrehungen/min rotiert.

GST-Puffer 750 mmol/l NaCl, 1 Liter, pH 7,4

Tris Base 20 mmol/l
NacCl 750 mmol/l
HCI 37% Einstellung pH 7,4

Tab. 2.13: Zusammensetzung des GST-Puffers 750mmol/l NaCl fur das
Aktivitdtsassay in ddH.O

Im nachsten Schritt wurden GST-Leer-Beads aufbereitet und zugegeben. Hierzu
wurden zunéchst Leer-Beads in ein Reaktionsgefal3 tberfuhrt, zentrifugiert (1600 rpm,
1 min, 4°C) und der Uberstand abgenommen und verworfen. Darauf folgten
3 Waschschritte, bei denen jedes Mal GST-Puffer 150 mmol/I+PI (1 Tablette/ 500ml)
zugegeben wurden. Das Reaktionsgefald wurde fur 3 Minuten auf dem Thermomixer
geschiittelt (750 rpm, 4°C), dann zentrifugiert (1600 rpm, 1 min, 4°C) und im Anschluss

der Uberstand mit einer Pipette abgenommen und verworfen.
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Nach Abschluss der Reinigung wurden die Leer-Beads in die Reaktionsgefalle
zugegeben, in denen die Proben mit den GST-HDAC4-Beads vermischt worden

waren.

Dieses Gemisch wurde nun wieder einem Reinigungsprozess in mehreren Schritten
unterzogen. Zunéachst wurden die Proben auf dem Thermomixer geschuttelt (3 min,
750 rpm, 4°C), dann zentrifugiert (2 min, 1600 rpm, 4°C) und daraufhin der Uberstand
abgenommen. Als nachstes wurde zweimal mit GST-Puffer 750 mmol/I+PI
gewaschen. Hierzu wurden jedes Mal zunachst 500 ul Puffer zugegeben, dann wurden
die Proben auf dem Uberkopfrotator rotiert (5 min, 5 Umdrehungen/min, 4°C), im
Anschluss zentrifugiert (1600 rpm, 2 min, 4°C) und der Uberstand wieder
abgenommen und verworfen. Genau das gleiche Vorgehen wurde mit GST-Puffer
150 mmol/I+PI wiederholt. Um moglichst jeglichen Rest an Puffer zu entfernen wurde
nochmals zentrifugiert (1600 rpm, 1 min, 4°C) und dann aller restlicher Puffer mit einer

Kanule abgezogen.

Fur das weitere Vorgehen wurde zunachst Ladepuffer (s. Tab. 2.2) 1.5 mit GST-Puffer
150 mmol/I+PI1 verdinnt. AnschlieBend wurde in jedes Reaktionsgefal3 verdinnter
Ladepuffer pipettiert und die Losungsgemische wurden auf dem Thermomixer bei 95°C
geschittelt (2 min, 500 rpm) und zentrifugiert (800 rpm, 2 min, 4°C). Durch die Zugabe
des Ladepuffers und das Erhitzen wurden die Proteine aus lhrer Bindung an die GST-
HDAC4-Beads gelost und befanden sich nun im Uberstand, der in ein neues
1,5 ml-ReaktionsgefaR tberfiihrt werden konnte. Zu dem Uberstand wurde darauf
B-Mercaptoethanol (5% des Probenvolumens) zugegeben. Diese Proben wurden
geschuttelt (500 rpm, 5 min, 95°C) und zentrifugiert (1600 rpm, 2 min, 4°C). Nach
Abschluss dieser Aufbereitung lagen die fertigen Proben fiir die Proteinanalyse der

CaMKII-Aktivitat und HDAC4 als Protein zu Normalisierung vor.

Fur die CaMKII-Proteinexpressionsanalyse wurden die Lysatverdinnungen (1mg/ml)
1:4 mit Ladepuffer/ Mercaptoethanol (10%) vermischt und fir 5 Minuten bei 95°C

denaturiert.
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2.3.4 Western Blot und Immundetektion
Die Gelelektrophorese und der Proteintransfer erfolgten ahnlich wie unter 2.2.3 und
2.2.4 beschrieben. Fir die Bestimmung der CaMKII-Aktivitdt wurden die speziell mit
den Beads aufbereiteten Proben auf ein Gel (12,5%) aufgetragen. Die gleichen Proben
wurden fur die HDAC4-Bestimmung auf einem 12,5%iges Gel verwendet. Fir die
CaMKIl-Expression und GAPDH wurden die denaturierten Lysatverdinnung mit
Ladepuffer verwendet und in die Taschen eines 8%iges Gels gefullt.

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde zunéchst bei konstant 90 V,
max. 120 mA und max. 50 W gestartet und nach Separierung der Markerbanden die
Spannung auf 130 V erhéht. Nach 1,5 bis 2 Stunden erreichte die Laufmittelbande den
unteren Rand des Gels und die Elektrophorese wurde beendet.

Der Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte tber Nacht in einer
Kihlkammer. Das Powersupply wurde hierzu auf eine konstante Spannung von 100 V

und einen Maximalwert fir den Stromfluss von 150 mA pro Kammer eingestellt.

Am darauffolgenden Tag wurde der Transfer beendet und die Membranen wurden
gewaschen, mit Ponceau-Rot angefarbt und geschnitten. Die unspezifischen
Bindungsstellen auf den Membranen wurden geblockt. Hierzu wurden die Membranen
mit 5%iger Milchpulverlosung fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden die Antikérperldsungen in 2,5%iger Milchpulverlésung auf die Membranen

gegeben und die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C.

Am nachsten Morgen wurden die Membranen gewaschen, mit sekundéarem Antikorper
inkubiert und erneut gewaschen. Die Detektion mittels Chemielumineszenz erfolgte

wie bereits unter 2.2.5. beschrieben.
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2.4 Auswertung der ermittelten Immunfluoreszenzsignale

2.4.1 Datenakquisition

Die RoOntgenfiime wurden nach der Entwicklung in ein Bildgebungssystem
(ChemieDoc™ MP Imaging System) eingelegt und die Aufnahmen der
Proteinbandenschwérzungen mittels des Programms ImagelLab 5.2 erstellt und als
TIFF-Bilddatei abgespeichert. Die Bilddatei konnte nun mit dem Programm Image J
(Image Processing and Analysis in Java) geoffnet werden und die Schwérzung der
Banden auf dem Film quantifiziert werden. Um die Ermittlung der Bandenschwérzung
zu erleichtern wurde das Image J-Plug-In multi measure verwendet. Die Zahlenwerte,
die den Grad der Bandenschwarzung reprasentierten, wurden in Microsoft Excel-
Tabellen Gbertragen. Nach Abzug der Hintergrundsignale erfolgte eine Normalisierung
auf GAPDH.

Die ermittelten Zahlenwerte stehen fur die Menge an Protein, die detektiert wurde, und
besitzen keine Maleinheit. Fur den Vergleich wurde von einem metrischen

Skalenniveau ausgegangen.

Da die Konzentrationen der Antikdrperlésungen und die Belichtungszeiten der
Rontgenfilme technikbedingten Schwankungen unterliegen, sind die Proteinbanden
auf verschiedenen Western Blots schwer miteinander vergleichbar. Um eine bessere
Vergleichbarkeit der verschiedenen Western Blots zu erreichen wurde eine
Standardisierung eingefihrt. Hierzu wurden bei jedem Western Blot zwei Proben als
Vergleichsproben aufgetragen. Unter der Annahme, dass die Proteinkonzentration in
ein und derselben Probe immer konstant ist, wurde die ermittelte Menge an Protein
aus jeder einzelnen Probe immer auf diese Standardproben bezogen und so eine
vergleichbare Basis geschaffen. Die jeweils verwendetet Standardprobe wurde auf

den Wert 1 festgelegt und alle anderen Proben dazu in Relation gesetzt.

Insgesamt lag eine Probenanzahl von 103 Proben vor, die untersucht wurden. Jedoch
war auf Grund von schlechter Gewebequalitat, insbesondere durch einen hohen Anteil
an fibrotischem Gewebe, ein groRer Anteil nicht auswertbar.

Zudem mussten wegen methodenbedingten Problemen einzelne Blots oder Teile

davon verworfen werden.
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Aus diesem Grund liegt die Auswertung der CaMKII-
Expression, -Autophosphorylierung und -Oxidation und der RyR- und PLB-
Phosphorylierung nur fir eine Anzahl zwischen 16 und 31 Proben vor. Fir das
Bindungsassay gingen 34 Proben in die Auswertung mit ein. Insgesamt wurden

Proben von 45 verschiedenen Patienten bertcksichtigt

2.4.2 Statistische Methoden
Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Programme IBM SPSS Statistics 23.0
(IBM Analytics) und Stata MP14 (StataCorp). Dazu wurden neben den Proteindaten

auch die im Vorfeld erhobenen klinischen Daten verwendet.

Die Prufung auf Signifikanz erfolgte mit dem t-Test. P-Werte <0,05 wurden als
signifikant gewertet. Der Zusammenhang zweier Variablen wurde mittels linearer
Regressionsanalysen abgeschéatzt. In Boxplot-Graphiken wurden der Median, die
Interquartilsabstande und Ausreil3er dargestellt. In der deskriptiven Statistik wurden
bei kategorialen Variablen die Anzahl und der prozentuale Anteil an der gesamten
Stichprobe angegeben. Bei kontinuierlichen Variablen wurden ebenfalls der Median
und Interquartilsabstand (IQR) verwendet. Der Median mit IQR wurde gewahlt, da
diese statistischen MalRzahlen im Vergleich zum arithmetischen Mittel und der
Standardabweichung robuster gegenuber Ausreil3ern in einer nicht normalverteilten

Stichprobe sind.

Zur Einbeziehung der klinischen Daten wurde das Verfahren der Propensity Score
Matching (PSM)-Analyse genutzt.

Beim PSM handelt es sich um eine statistische Analyse, die insbesondere in
retrospektiven Studien Anwendung findet, bei denen eine randomisierte Zuteilung in
den Gruppen nicht gewéhrleistet werden kann. Mit dieser Methode wird versucht bei
der Ermittlung des Behandlungseffekts/Outcome bekannte Storfaktoren zu
bericksichtigen, die zum einen Einfluss auf die Zuteilung zu einer Behandlungsgruppe
haben und zum anderen auch Einfluss auf das Outcome nehmen.

Im ersten Schritt wird der Propensity Score ermittelt. Der Propensity Score ist die
geschatzte Wahrscheinlichkeit fir jeden einzelnen Patienten anhand der bekannten
Storvariablen der Interventionsgruppe zugewiesen zu werden. Bei einer
1:1-randomisierten Studie betragt er fur alle Teilnehmer 0,5. Der Propensity Score ist
somit ein Index, der beschreibt wie die bekannten Storvariablen kollektiv auf jedes
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einzelne Individuum verteilt sind. Daraus folgt, dass Personen mit dem gleichen
Propensity Score, die gleiche kollektive Verteilung an berticksichtigten Storvariablen
besitzen und durch die balancierte Verteilung der Stdrvariablen diese besser
vergleichbar sind. Als nachster Schritt erfolgt nun das Matching. Hierbei werden jeweils
einem oder mehreren Personen der Interventionsgruppe ein oder mehrere Partner in
der Kontrollgruppe mit gleichem oder ahnlichem Propensity Score zugeteilt. Falls
allerdings in einer der Gruppen Testpersonen mit sehr extremen Propensity Scores
vorkommen, fur die kein Matching-Partner vorliegt, missen diese aus der Analyse
ausgeschlossen werden. Die Effektivitdt des PSM kann daran ausgemacht werden, ob
die berucksichtigten Storvariablen nach dem Matching besser balanciert sind als vor
dem Matching, das heif3t ob sich die Mittelwerte der Storvariablen in den Gruppen
weniger stark unterscheiden. Im abschlieRenden Schritt wird nun zwischen den
Gruppen eine Analyse des Behandlungseffekts (Treatmenteffekt) auf die
Outcomevariable durchgefuhrt. Bei kontinuierlichen Outcomevariablen erfolgt das in
der Regel mit einem gepaarten t-test fir normalverteilte oder ein Wilcoxon-

Rangsummentest fur nicht normalverteilte Variablen [111,112].

In der vorliegenden Arbeit wurde das PSM-Verfahren genutzt um den Effekt des OSAS
auf die ermittelten Proteindaten unter Bertcksichtigung von Stérvariablen ermitteln zu
koénnen.

Das Vorliegen eines OSAS (AHI=15) wurde als Behandlung/Treatment definiert. Die
Patienten ohne OSAS (AHI<15) bildeten die Kontrollgruppe. Der Treatmenteffekt ist
die Auswirkung des Vorliegens eines OSAS auf die untersuchten Proteinexpressionen,
-phosphorylierungen, -oxidationen oder Bindungsverhalten im Aktivitatsassay.

Dieses Vorgehen erschien zielfuihrend, da Variablen bekannt sind, die sowohl die
Wabhrscheinlichkeit des Vorliegens eines OSAS bei den Patienten beeinflussen, als
auch Einfluss auf die Expressionen und Phosphorylierungen etc. der untersuchten
Proteine besitzen. In der hier vorliegenden Auswertung wurden das Alter, der BMI, der
Raucherstatus (Raucher/ Nichtraucher/ Exraucher) und praoperativ gemessene
Laborwerte fir CRP, Kreatinin und NT-proBNP in die Analyse aufgenommen.
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3 Darstellung der eigenen Untersuchungen

3.1 Klinische Daten der gesamten, in die Auswertung eingegangenen,
Patientenkohorte

3.1.1 Verteilung des AHI im gesamten Patientenkollektiv

Kein OSAS

4- OSAS

3_
S 2-
N
C
<

1_

0_

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12117 18 19 20 21 23 24 25 26 28 38 42

AHI P

Abb. 3.1: Verteilung des AHI (in 1/Stunde) im Patientenkollektiv fur das Bindungsassay

Anhand des praoperativ in der Polysomnographie erhobenen AHI wurden alle
Patienten, die in die Auswertung eingingen, in 2 Gruppen eingeteilt. Die
Studienteilnehmer mit einem AHI <15/h wurde als Gruppe ,kein OSAS* definiert und
diejenigen mit einem AHI 215/h als Gruppe ,O0SAS®. In Abb. 3.1. ist die Verteilung des
AHI mit der Einteilung in die beiden Gruppen dargestellt. Insgesamt lag bei 28
Patienten ein AHI <15/h vor mit einem mittleren AHI von 6,3/h in dieser Gruppe. Bei
17 untersuchten Personen lag der AHI bei 215/h. Der Mittelwert des AHI in der OSAS-
Gruppe lag bei 23,8/h.
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3.1.2 Klinische Daten aller Patienten im Vergleich in Abhangigkeit vom
Vorliegen eines OSAS

Des Weiteren wurden die beiden Gruppen mit und ohne OSAS in Bezug auf klinische
Charakteristika verglichen, die ebenfalls praoperativ erhoben worden waren
(s. Tab. 3.1). Bei kategorialen Variablen ist die Anzahl der betroffenen Patienten und
der prozentuale Anteil pro Gruppe angegeben, bei kontinuierlichen Variablen der
Median und Interquartilsabstand (IQR) in der jeweiligen Patientengruppe. Mittels t-Test
wurden die Unterschiede der Merkmalsauspragungen in den Gruppen auf Signifikanz

Uberpruft.

Dabei zeigte sich, dass in der Gruppe mit Vorliegen eines OSAS die Patienten
signifikant &lter waren, eine geringere linksventrikulare Ejektionsfraktion (EF) besal3en

und haufiger ein vergrol3erter linker Herzvorhof vorlag.

AulRerdem sind weitere Abweichungen der Verteilung der klinischen Charakteristika
zwischen den Gruppen zu erkennen, die jedoch in der untersuchten Kohorte keine
statistisch signifikanten Unterschiede zeigten (p>0,05). So lasst sich feststellen, dass
diejenigen Teilnehmer mit OSAS tendenziell hohere Werte fir NT-pro-BNP, eine
schlechtere Nierenfunktion (gemessen an Kreatinin und der GFR (glomeruléare
Filtrationsrate)) und ein erhohtes CRP (C-reaktives Protein, Entziindungswert)
besallen. Zudem waren bei Patienten mit OSAS haufiger die Diagnosen eines
Diabetes mellitus und VHF gestellt worden. Unter den Patienten mit OSAS fanden sich

weniger Raucher als unter den Patienten ohne OSAS.



Anzahl, n

Alter, Median (IQR)

Weiblich
Geschlecht

Mannlich
BMI [kg/m°], Median (IQR)

Raucher ja

Raucher Raucher nein
Exraucher
arterielle Hypertonie
Diabetes mellitus

paroxysmales VHF
Diagnose Vorhofflimmern permanentes VHF
kein VHF
EF in % préoperativ, Median (IQR)
Linkes Atrium vergroRRert (>20 cm?2)
Hyperlipoproteinamie
NT-pro-BNP in [pg/ml], Median (IQR)
Kreatinin [mg/dl], Median (IQR)

GFR [ml/min] CKD-EPI, Median (IQR)

CRP [mg/l], Median (IQR)

Kein OSAS (AHI<15)
28
67 (60; 72,5)
4 (14%)

24 (86%)
28,5 (25,3; 30)
7 (26%)

9 (33%)

11 (41%)

24 (86%)

6 (21%)

1 (4%)

2 (7%)

25 (89%)
55,5 (50; 63,5)
4 (33%)

18 (64%)
203 (83, 863)
0,99 (0,88; 1,1)
75,5 (67; 84,5)

2,9(2,9; 6,4)

OSAS (AHI 215)
17
74(68; 77)
1 (6%)

16 (94%)
31,6 (26,5; 32,8)
1 (6%)
9(56%)

6 (38%)

15 (88%)

7 (41%)

2 (12%)

3 (18%)

12 (71%)
42,5 (34; 55)
9 (75%)

11 (65%)
705 (106, 3092)
1,06 (1; 1;19)
69,5 (53; 74,5)

6,0 (2,9; 8,35)

45

p-Wert

0,02*

0,38

0,37

0,18

0,81

0,16

0,28

0,03*
0,04*
0,41
0,10
0,15
0,07

0,27

Tab. 3.1: Praoperativ erhobene, klinische Daten aller Patienten, die in die Auswertung
aufgenommen wurden, in Gegenubergestellung der Patienten ohne (AHI<15) und mit

OSAS (AHI15).

IQR: Interquartilsabstand, BMI: Body-Mass-Index, aHTN: arterielle Hypertonie, DM: Diabetes mellitus,
EF: linksventrikulare Ejektionsfraktion in der Echokardiographie, GFR: glomeruldre Filtrationsrate,

berechnet anhand der CKD-EPI-Formel (Formel der Chronic Kidney Disease Epidemiology

Collaboration) CRP: C-reaktives Protein, *: Ergebnis signifikant, weil p<0,05
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3.2 HDACA4-CaMKIIl-Bindungsassay

Eine der wesentlichen Aufgabenstellungen, auf die diese Doktorarbeit eine Antwort
geben sollte, war die Frage nach dem Unterschied des Anteils der aktivierten CaMKII
an der gesamten CaMKII zwischen Patienten mit und ohne OSAS. Zur Bestimmung
der aktivierten CaMKIl wurde das HDAC4-CaMKII-Bindungsassay durchgefihrt. Die
Normalisierung der HDAC4 gebundenen CaMKII (aktivierte CaMKIl) erfolgte auf
HDACA4. Die HDAC4-CaMKII selbst wurde auf die CaMKII-Expression, normalisiert auf
GAPDH, in den jeweiligen Proben bezogen. Vereinfacht wird im Folgenden von der

CaMKII-Aktivitat gesprochen.

3.2.1 Verteilung des AHI in der Patientenkohorte, bei denen ein
Bindungsassay durchgefihrt wurde

Zunachst erfolgte die Aufteilung der Studienteilnehmer, bei denen die CaMKII-Aktivitat
ermittelt wurde, in die beiden Gruppen entsprechend dem Vorliegen eines OSAS (vgl.
3.1.2).
Abb. 3.2 zeigt die Verteilung des AHI und die Aufteilung in die Gruppen in diesem
Patientenkollektiv. Bei 20 Personen wurde ein AHI<15/h ermittelt mit einem Mittelwert
von 6,65/h. 14 Studienteilnehmer hatten einen AHI =15 und erflllten somit das
Kriterium fir das Vorliegen eines OSAS. In dieser Gruppe lag der mittlere AHI bei
23,1/h.

4 Kein OSAS
OSAS
3_
<
N
N 2
<C
1_
0,

3456 8 910111217192021232425262838

AHI
Abb. 3.2: Verteilung des AHI (in 1/Stunde) im Patientenkollektiv fir das Bindungsassay
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ein

In Tab. 3.2 wurden die klinischen Daten im Patientenkollektiv fir das Bindungsassay

in den beiden OSAS-Gruppen gegenubergestellt.

Kein OSAS (AHI<15) OSAS (AHI 215) p-Wert

Anzahl, n 20 14

Alter, Median (IQR) 69 (61,5; 72,5) 74,5 (70, 77) 0,02*
Weiblich 3 (15%) 1 (7%)

Geschlecht 0,48
Ménnlich 17 (85%) 13 (93%)

BMI [kg/m’], Median (IQR) 29,4 (27,1, 30,6) 32,1 (26,8; 32,9) 0,60
Raucher 5 (25%) 1 (7%)

Raucher Nichtraucher 7 (35%) 8 (57%) 0,29
Exraucher 8 (40%) 5 (36%)

arterielle Hypertonie 17 (85%) 13 (93%) 0,48

Diabetes mellitus 3 (15%) 5 (36%) 0,52
paroxysmales VHF 1 (5%) 2 (14%)

Diagnose Vorhofflimmern permanentes VHF 0 (0%) 3 (21%) 0,05*
kein VHF 19 (95%) 9 (65%)

EF in %, praoperativ, Median (IQR) 55 (47, 67) 50 (34, 57) 0,29

Linkes Atrium vergroRRert (>20 cm?2) 3 (38%) 8 (80%) 0,07

Hyperlipoproteinamie 14 (70%) 9 (65%) 0,48

NT-proBNP in [pg/ml], Median (IQR) 164 (77, 439) 656 (110, 1899) 0,03*

Kreatinin [mg/dl], Median (IQR) 1,00 (0,90; 1,10) 1,06 (1,02; 1;19) 0,19

GFR [ml/min] CKD-EPI, Median (IQR) 74,5 (67; 82,5) 68 (59, 73) 0,10

CRP [mg/l], Median (IQR) 2,9 (2,9; 5,4) 5,8(2,9; 6,9) 0,48

Tab. 3.2: Praoperativ erhobene, klinische Daten der Patienten, deren Gewebe mittels
Bindungsassay untersucht wurde, in Gegenlbergestellung der Patienten ohne

(AHI<15) und mit OSAS (AHI=15).

IQR: Interquartilsabstand, BMI: Body-Mass-Index, aHTN: arterielle Hypertonie, DM: Diabetes mellitus,
EF: Ejektionsfraktion in der Echokardiographie, GER: glomerulére Filtrationsrate, berechnet anhand der
CKD-EPI-Formel (Formel der Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration), CRP: C-reaktives

Protein, *: Ergebnis signifikant, weil p<0,05
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Auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 ist ersichtlich, dass die Patienten mit OSAS
alter waren, haufiger VHF und erhohte Werte an NT-proBNP (engl., N-terminal pro-
brain natriuretic peptide) hatten. Zudem sind weitere Tendenzen zu erkennen, die aber
in der Kkleinen Kohorte von 34 Patienten zu keinen statistisch signifikanten
Unterschieden fiihrten. So besalRen die Patienten mit OSAS tendenziell einen
vergroRerten linken Herzvorhof, eine schlechtere Nierenfunktion (gemessen an
Kreatinin und der GFR (glomerulare Filtrationsrate)) und eine schlechtere
Linksventrikulare Pumpfunktion (gemessen anhand der EF). Neben dem Ubergewicht
wurden weitere Diagnosen, die mit einem metabolischen Syndrom assoziiert sind, in
den beiden Patientengruppen verglichen. Die betrachteten Diagnosen waren die
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Hyperlipoproteindmie. Bei dem Vergleich
zeigten sich jedoch nur geringfligige Unterschiede. AulRerdem war in der OSAS-
Gruppe der Mittelwert des gemessenen CRP geringflgig hoher und es fanden sich

prozentual weniger Raucher als in der Kontrollgruppe.
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3.2.3 Die CaMKIl-Aktivitdt in Beziehung zum AHI und im
Gruppenvergleich abhangig vom Vorliegen eines OSAS
Zur Beurteilung des Zusammenhangs der CaMKII-Aktivitat mit dem OSAS wurde der
AHI in Relation zur CaMKII-Aktivitat gesetzt und auf einen Zusammenhangs tUberpruft.
In der linearen Regression zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen der
CaMKII-Aktivitat und dem AHI (Abb. 3.3C).
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Abb. 3.3: CaMKII-Aktivitat im HDAC4-CaMKII-Bindungsassay, standardisiert (St)

A: Orginalregistrierungen fir das HDAC4-CaMKII-Bindungsassay, die HDACA4
Gesamtproteinmenge und Gesamtproteinexpression von CaMKIl und GAPDH

B: Die HDAC4 gebundene CaMKIl in den Patientengruppen ohne (AHI<15) und mit
OSAS (AHIz15), normalisiert auf HDAC4 und die CaMKII-Expression/GAPDH und
Standardisiert (St). Dargestellt sind der Median, der Interquartilsabstand und die
Extremwerte. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

C: Beziehung zwischen AHI und der HDAC4 gebundener CaMKII, normalisiert und
standardisiert wie unter (B). Die Gerade zeigt die lineare Regression:
f(x)=-0,006x+1,629 (p=0,821, Standardfehler = 0,024)

D: Die Expression der CaMKII in den Patientengruppen ohne (AHI<15) und mit OSAS
(AHI=15), normalisiert und standardisiert. Dargestellt sind der Median, die
Interquartilsabstande und die Extremwerte. Es besteht kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen.

Daraufhin wurden die Ergebnisse der CaMKII-Aktivitat zwischen den OSAS-Gruppen
verglichen. Die Patientengruppen mit und ohne OSAS unterschieden sich im direkten
Vergleich nicht in ihrer CaMKII-Aktivitat (Abb. 3.3B). Ein direkter Zusammenhang
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zwischen CaMKII-Aktivitat und OSAS konnte hier nicht festgestellt werden. Die
CaMKII-Expression in den Gruppen ist in Abb. 3.3D dargestellt und wurde zur
Normalisierung verwendet.

3.2.4 Regressionsanalyse klinischer Daten im Bezug zur CaMKII-Aktivitat
Da sich im direkten Vergleich der CaMKII-Aktivitat mit dem AHI und dem Vorliegen
eines OSAS keine Korrelation und signifikante Unterschiede ergaben, wurde in
Erwagung gezogen, dass klinische Storfaktoren bestehen konnten, die Einfluss auf
den Zusammenhang zwischen dem Bestehen eines OSAS und der CaMKII-Aktivitat
nehmen. Im folgenden Schritt wurden nun einige der klinischen Parameter auf ihren
Zusammenhang mit der CaMKII-Aktivitdt untersucht. Dafir wurden zum einen
Faktoren gewabhlt, die im Zusammenhang mit der Entstehung des OSAS stehen, zum
anderen solche, die einen moglichen Einfluss auf die CaMKII besitzen.
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Abb. 3.4: Die klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und
Raucherstatus in Relation zur HDAC4 gebundenen CaMKIl im Bindungsassay
(normalisiert und standardisiert)

In Abb. 3.4 wurden der BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, das Alter und der
Raucherstatus der Patienten in Beziehung zur CaMKII-Aktivitat gesetzt. Dabei liel3 sich
eine signifikante negative Korrelation zwischen dem Alter und der CaMKII-Aktivitat
beobachten. Die anderen Parameter zeigten in der vorliegenden Stichprobe keinen

signifikanten Zusammenhang zur CaMKII-Aktivitat.
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3.2.5 PSM-Analyse der CaMKII-Aktivitat in Abhangigkeit vom Vorliegen
eines OSAS

Fur die weitere Reduktion mdglicher Storfaktoren wurden klinische Charakteristika

anhand der statistischen Analyse bertcksichtigt um deren Auswirkungen auf die

Ergebnisse zu vermindern.

Deshalb wurde im folgenden Schritt ein PSM der Proben zwischen den OSAS-
Gruppen anhand der klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und
Raucherstatus durchgefuhrt (s. Abb. 3.5).

Propensity-score-matching

< AHI<15 19
N 01
=
< 14
5] AHI=15 12
3_
4,
0 2 4 6 8
Propensity Score Total 31

L TAHI<15 B AHI>15

Abb. 3.5: Propensity Score Matching

Dargestellt ist der Propensity Score fir die verschiedenen Proben, der anhand der
klinischen Daten (BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter, Raucher) ermittelt wurde. In
die Analyse wurden alle 31 Patienten aufgenommen, fur die Messwerte der CaMKIlI-
Aktivitat vorlagen. Es erfolgte eine Aufteilung in zwei Gruppen (AHI<15 und AHI=15).

Die Verteilung des Propensity Scores zeigte deutliche Unterschiede in der
Interventions- und Kontrollgruppe (Abb. 3.5). Anhand des ermittelten Propensity
Scores wurde daher anschlie3end ein Matching durchgefihrt.

Die Mittelwerte der bertcksichtigten Parameter zeigten nach Matching der Gruppen

keine signifikanten Unterschiede mehr (s. Tab. 3.3A).

Anhand des PSM wurde nun eine Analyse des Treatmenteffekts auf die CaMKII-
Aktivitat durchgefihrt. Dabei wurde als Treatment das Vorliegen eines OSAS definiert
und die Patienten ohne OSAS bildeten die Kontrollgruppe (s. Tab. 3.3B).
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Unmatched (U)

A Variable Matched (M) Mittelwert p-Wert Tab. 3.3: Propensity Score
A5 AHSTE Matching und Treatmenteffekt.
< = .
A: Mittels PSM wurde der
BMI U 2815 2989 0,04 Elnf_luss ve_:rschledener
[kg/m?] M 28,86 30,08 0,45 Varlla.b_llen an. die CaMKIl-
Aktivitat verringert. Nach
NTproBNP U 945 2481 0,02 Matching zeigten die Mittelwerte
[pg/ml] M 4344 1343 0,07 in den zwei Gruppen Kkeine
signifikanten Unterschiede mehr
CRP U 7,8098 10,15 0,30 (p>0,05).
[mg/1] M 12133 834 0,36 *relativer  Zahlenwert fir  Modus
Raucher: Nichtraucher=1,
Kreatinin U 1,03 1,38 0,04 Exraucher=2, Raucher=3
[mg/dl] M 1,07 1,08 0,82
Alter U 66,54 71,03 0,02
[Jahre] M 7583 73,17 0,49
Raucher U 2,1 2,5 0,29
[relativer
Zahlenwert]* M 2,33 2,33 1,00
B Treatmenteffekt (AHIZ 15 vs. AHI<15) auf CaMKII- B: Der Treatmenteffekt als Maf3
Aktivitat/Expression des Einflusses des OSAS auf
: [ MKII-Aktivitat. E h
Koeffizient Standardfehler P-Wert . 95%.' d.e Ca. i tivitat. Es beSte t
Konfidenzintervall  ein  signifikanter Unterschied
0,597 0,191 0002  [0222:0072) (P=0,002)  zwischen  den
Gruppen.

Nach Bertcksichtigung der Storfaktoren durch die Methode des PSM zeigte sich nun
ein signifikanter Unterschied (p=0,002) der CaMKII-Aktivitat zwischen den Gruppen
mit und ohne OSAS, der zuvor nicht nachgewiesen werden konnte. Durch die Analyse
wurde ein Koeffizient einer um 0,597 starkeren CaMKII-Aktivitat in der Gruppe der
OSAS-Patienten ermittelt, wobei die gemessenen Werte der CaMKII-Aktivitat in einem

Intervall zwischen 0,123 und 5,396 lagen mit einem Mittelwert von 1,554.
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3.3 Proteinanalysen mittels Western Blot-Technik

Ein weiteres Aufgabenfeld der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der relativen

Proteinmengen und der Anteil an phosphorylierten bzw. oxidierten Proteinen mittels

Western Blot-Verfahrens im Vorhofmyokardgewebe der Patienten.

In diesen Versuchen wurden folgende Proteine analysiert:

e die CaMKIl mit Expression, Autophosphorylierung und Oxidation,

e der Ryanodinrezeptor mit Phosphorylierung an der CaMKIl-abhangigen
Phosphorylierungsstelle Serin 2814 und

e das Phospholamban mit Phosphorylierung an der CaMKIl-abhangigen
Phosphorylierungsstelle Threonin 17.

3.3.1 Verteilung des AHI bei den Patienten, bei denen Daten mittels
Western Blot-Analysen erhoben wurden

Auch die Ergebnisse der Proteinanalysen sollten in ihrem Verhéltnis zum AHI und

OSAS untersucht werden. Deshalb wurde der AHI fur das entsprechende

Patientenkollektiv ermittelt und eine Einteilung nach dem Vorliegen eines OSAS

vorgenommen, wie unter 3.1.1 beschrieben.

4] Kein OSAS
OSAS
3_
§
£ 2
<
1_
0,

123467 8 91011121718192124252842
AHI

Abb. 3.6: Verteilung des AHI im Patientenkollektiv fir die Western-Blot-Analysen

Die Verteilung des AHI der Patienten, mit deren Herzvorhofgewebe Western Blot-
Versuche durchgefiihrt wurden, ist in Abb. 3.6 dargestellt. Von den insgesamt 31

Patienten zeigten 21 Patienten im Schlafapnoe-Screening einen AHI <15
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(Mittelwert 6,5/h) und 10 Patienten einen AHI-Wert 215 (Mittelwert 23,4) und wiesen

somit definitionsgemal ein OSAS auf.

3.3.2 Klinische Daten der Patienten, bei denen Ergebnisse mittels
Western Blot-Analysen erhoben wurden

Fur die weiterfihrenden statistischen Analysen sollten auch in diesem
Patientenkollektiv klinische Daten bertcksichtigt werden. In Tab. 3.4 wurden die
klinischen Daten der Patienten in den beiden Patientengruppen gegenubergestellt. Bei
den kategorialen Variablen wurden wiederum die Anzahl der betroffenen Patienten
und der prozentuale Anteil pro Gruppe angegeben, bei den kontinuierlichen Variablen
der Median und Interquartilsabstand in der jeweiligen Patientengruppe. Mittels t-Test
wurden die Unterschiede der Merkmalsauspragungen in den Gruppen auf Signifikanz
Uberpruft.

Auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 ist ersichtlich, dass die Patienten mit OSAS
eine geringere linksventrikulare EF (Ejektionsfraktion) und haufiger einen vergrof3erten
linken Vorhof vorwiesen. Zudem lieBen sich auch in der hier untersuchten
Patientengruppe Tendenzen beobachten, die in der kleinen Kohorte von 31 Patienten
keine statistisch signifikanten Unterschiede ergaben. So waren die Patienten mit
OSAS tendenziell alter, mehr Manner als Frauen, hatten haufiger die Diagnose eines
Vorhofflimmerns und eine schlechtere Nierenfunktion (gemessen an Kreatinin und der
GFR). Die Laborwerte fir NT-proBNP, Kreatinin und CRP waren bei den untersuchten
Patienten in der OSAS-Gruppe im Durchschnitt héher. Hingegen konnten keine oder
nur sehr geringe Unterschiede des BMI, Raucherstatus und der Haufigkeit der
Diagnosen arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Hyperlipoproteindmie

festgestellt werden.



Anzahl, n

Alter, Median (IQR)

Weiblich
Geschlecht

Mannlich
BMI [kg/m°], Median (IQR)

Raucher ja
Raucher Raucher nein

Exraucher
arterielle Hypertonie
Diabetes mellitus

paroxysmales VHF

Diagnose Vorhofflimmern permanentes VHF
kein VHF

EF in % préoperativ, Median (IQR)

Linkes Atrium vergroRRert (>20 cm2)
Hyperlipoproteinamie

NT-proBNP in [pg/ml], Median (IQR)

Kreatinin [mg/dl], Median (IQR)

GFR [ml/min] CKD-EPI, Median (IQR)

CRP [mg/l], Median (IQR)

Kein OSAS (AHI<15)
21
66 (60; 72)
3 (14%)

18 (86%)
27.9 (25,1; 29,7)
5 (25%)

6 (30%)

9 (45%)

17 (81%)

6 (29%)

1 (5%)

2 (10%)

18 (85%)
55,5 (50,5; 63,5)
2 (29%)

13 (62%)
203 (88, 863)
0,97 (0,84; 1,11)
76 (72; 85)

2,9 (2,9; 9,25)

OSAS (AHI 215)
10
72,5 (62; 77)

0 (0%)

10 (100%)
27,9 (24,2; 32,1)
1 (11%)

3 (33%)

5 (56%)

8 (80%)

4 (40%)

2 (20%)

2 (20%)

6 (60%)

37 (28,5; 47,5)
6 (86%)

6 (60%)
872 (106, 4388)
1,04 (0,87; 1;09)
71 (59; 97)

5,8 (2,9; 7,7)

55

p-Wert

0,16

0,21

0,97

0,69

0,95

0,52

0,25

0,02*
0,03*
0,92
0,19
0,83
0,36

0,50

Tab. 3.4: Praoperativ erhobene, klinische Daten der Patienten, deren Gewebe mittels
Western-Blot-Analyse untersucht wurden, in Gegenubergestellung der Patienten mit

Schlafapnoe (AHI>=15) und ohne Schlafapnoe (AHI<15).

IQR: Interquartilsabstand, BMI: Body-Mass-Index, aHTN: arterielle Hypertonie, DM: Diabetes mellitus,
EF: Ejektionsfraktion in der Echokardiographie, GER: glomerulére Filtrationsrate, berechnet anhand der
CKD-EPI-Formel (Formel der Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration), CRP: C-reaktives

Protein, *: Ergebnis signifikant, weil p<0,05
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3.3.3 Statistische Analysen der CaMKII-Expression
Als erste Western-Blot-Analyse wurde die Gesamtexpression der CaMKII, normalisiert
auf GAPDH, in den Proben ermittelt.

AHI<15 - + - + -
AHI>15 + - + - +
CaMKIl — W SN Sas & 8 — 58 kD

GAPDH == s s s s s = 37 kD

Abb. 3.7: Originalregistrierungen der CaMKII und GAPDH

In der linearen Regressionsanalyse zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen
dem AHI und der CaMKII-Expression. Auch im Vergleich der OSAS-Gruppen konnte

kein Unterschied nachgewiesen werden (Abb. 3.8).

A_ 100 B 10 .
O‘JI . - °
% 81 U)I 81
T
S 5 o T -
O ¢ - <
- 4_ L - - p_0,66 (D
i —.—1——__._:____*__ -~ 4’
P I . <
8 ) . ol * . * % 21
01 ¢ &) —— _ 1
0 10 20 30 40 0
Apnoe Hypopnoe Index in 1/h AHI<15 AHI 215

Abb. 3.8: CaMKII -Expression (CaMKII/GAPDH), standardisiert (St)

A: Beziehung zwischen AHI und dem Quotienten CaMKII/GAPDH. Die Gerade zeigt
die lineare Regression f(x)= -0,006x + 0,63; Standartfehler=0,01; p=0,66

B: Die CaMKII-Expression in den Patientengruppen ohne (AHI<15) und mit OSAS
(AHI=15). Dargestellt sind der Median, der Interquartilsabstand und Extremwerte. Es
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Zusatzlich wurde der Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und der
CaMKII-Expression untersucht. Dieser ist in Abb. 3.9 dargestellt In der linearen
Regressionsanalyse liel sich keine signifikante Korrelation der CaMKII-Expression mit
dem BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin und Alter nachweisen. Es zeigte sich auch kein

signifikanter Zusammenhang zum Raucherstatus.
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Abb. 3.9: Die klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und
Raucherstatus in Relation zur CaMKII-Expression (normalisiert und standardisiert)

Daraufhin wurde das PSM zur Bertcksichtigung der klinischen Parameter BMI, NT-

proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und Raucherstatus durchgefihrt. Die Verteilung des

Propensity Scores in den beiden Gruppen ist in Abb. 3.10 dargestellt.

Anzahl

Abb. 3.10: Propensity Score Matching

Propensity-score-matching

AHI<15

AHIz15

2 4

6

.8

Pro;:iensity Score

1
Total

(1 AHI<15 [ AHI215 |

19

28

Dargestellt ist der Propensity Score, der anhand der klinischen Daten (BMI, NT-
proBNP, CRP, Kreatinin, Alter, Raucher) in den jeweiligen Gruppen ermittelt wurde.

Im néchsten Schritt erfolgte anhand des Propensity Scores das Matching der beiden

Gruppen.
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Unmatched (U) _ Tab. 3.5: Propensity Score
. Mittelwert p-Wert .
Variable Matched (M) Matching und Treatmenteffekt
AHI<15  AHIZ15 A: Mittels PSM wurde der
BMI U 0815 2989 0.04 Einfluss verschiedener Variablen
- v 2879 2868 0.93 auf die  CaMKII-Expression
9 ' ' ’ beriicksichtigt. Nach Matching
NTproBNP U 946 2481 0.02 zeigten die Mittelwerte in den
[pg/ml] M 133 3994 0,20 Zwel Gruppen, bis auf den
Parameter Alter und Raucher,
CRP U 7,81 10,15 0,30 keine signifikanten Unterschiede
[mg/I] M 12,1 9,21 0,60 mehr.
*relativer  Zahlenwert fir  Modus
Kreatinin u 1,03 1,38 0,04 Raucher: Nichtraucher=1, Exraucher=2,
[mg/dl] M 1,15 1,87 0,42 Raucher=3
Alter U 66,54 71,03 0,02
[Jahre] M 6355 7222 0,02
[Ffj;tﬁg‘fr v 185 2,00 0,69 B: Der Treatmenteffekt als MaR
el s M 2,42 3.0 0,04 des Einflusses dgs OSAS _auf d?e
CaMKII-Expression. Es ist ein
B Treatmenteffekt (AHIZ 15 vs. AHI<15) auf die CaMKII- signifikanter Unterschied
Expression (p=0,019) zwischen den Gruppen
Koeffizient 12930 b \wert  95%-Konfidenzintervall erkennbar.
fehler
1,21 0,515 0,019 [0,195; 2,2186]

Nach dem PSM waren die Unterschiede in den Mittelwerten bis auf Alter und

Raucherstatus zwischen den beiden Gruppen ausgeglichen (s. Tab. 3.5A).

Daraufhin konnte als Treatmenteffekt ein signifikanter Unterschied (p=0,019) der
CaMKII-Expression zwischen der Gruppe der Patienten ohne und mit OSAS
nachgewiesen werden. Aus dem resultierenden positiven Koeffizienten ist zu
entnehmen, dass bei Patienten mit OSAS eine hohere Expression der CaMKII vorliegt
(s. Tab. 3.5B).
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3.3.4 Statistische Analysen der Autophosphorylierung der CaMKIl an
Threonin 287

Als nachstes wurde mit den Western-Blot-Versuchen die Autophosphorylierung der

CaMKIl an Threonin 287 als Zeichen fur deren Aktivitat ermittelt (Abb. 3.11). Dabei ist

der Anteil der phosphorylierten CaMKII an der gesamten, in der Probe vorhandenen

CaMKIlI-Proteinmenge die entscheidende Kenngrof3e. Die Ergebnisse dieser

Versuche wurden anschlieend auf ihren Zusammenhang zum AHI und OSAS

analysiert.

AHI <15 - + - + -
AHI 215  + - + - 4

pCaMKil — [ S B 0 B —s81D
CaMKIl — WS R S % s — 58 kD

GAPDH — s s s s — 37 kD

Abb.3.11: Originalregistrierungen der autophosphorylierten pCaMKII, CaMKII-
Gesamtexpression und GAPDH
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Abb. 3.12: CaMKIl -Autophosphorylierung (pCaMKIl/CaMKIl), standardisiert (St),

A: Beziehung zwischen AHI und dem Quotienten pCaMKII/CaMKII. Die Gerade zeigt
die lineare Regression f(x)= 0,001x+0,246; Standardfehler = 0,001; p=0,83

B: Die CaM-Kinase-Phosphorylierung in den Patientengruppen ohne (AHI<15) und mit
OSAS (AHI=z15). Dargestellt sind der Median, der Interquartilsabstand und
Extremwerte. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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In der untersuchten Patientenkohorte liel3 sich kein signifikanter Unterschied in der
Autophosphorylierung der CaMKIl zwischen Patienten mit und ohne OSAS feststellen.
Mit einem p-Wert von 0,83 ist die Annahme einer signifikanten Erhohung der
Autophosphorylierung der CaMKII bei Erh6hung des AHI abzulehnen (s. Abb. 3.12).

Zur Erganzung wurde die im PSM berlcksichtigten, klinischen Charakteristika auf
einen Zusammenhang zur CaMKIl-Autophosphorylierung untersucht. Die

resultierenden Ergebnisse sind in Abb. 3.13 dargestellt.
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Abb. 3.13: Die klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und
Raucherstatus in Relation zur CaMKIl-Autophosphorylierung (normalisiert und
standardisiert)

Bei der Analyse der Zusammenhange zwischen der CaMKII-Autophosphorylierung
und klinischen Parametern ergab sich eine signifikante positive Korrelation zum CRP
(p=0,006).

Basierend auf den Werten fur BMI, NT-proBNP, Kreatinin, Alter und Raucherstatus

lie® sich hingegen keine Beziehung zur autophosphorylierten CaMKII nachweisen.

Auch fur den Vergleich der beiden Gruppen mit und ohne OSAS beziiglich der CaMKI|I-
Autophosphorylierung sollte der Einfluss der klinischen Parameter verringert werden.
Dazu wurde erneut das PSM angewandt und die Parameter BMI, NT-pro-BNP, CRP,
Kreatinin, Alter und Raucherstatus berlcksichtigt.

Die somit ermittelte Verteilung des Propensity Scores ist in Abb. 3.14 zu sehen. Dabei
musste eine Messung ausgeschlossen werden, die aufgrund ihres extremen

Propensity Scores nicht in das Matching einbezogen werden konnte.
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Abb. 3.14: Propensity Score Matching
Dargestellt ist der Propensity Score, der anhand der klinischen Daten (BMI, NT-
proBNP, CRP, Kreatinin, Alter, Raucher) ermittelt wurde. Es erfolgte eine Aufteilung in
zwei Gruppen (AHI<15 und AHI=15). Flir das PSM wurde in der Gruppe mit AHI=15
eine Messung ausgeschlossen.

A Unmatched (U) . R
Variable Matched (M) Mittelwert p-Wert
AHI<15 AHI=15
BMI U 28,15 29,89 0,04
[kg/m?] M 2924 2832 0,58
NTproBNP U 946 2481 0,02
[pg/ml] M 552 1198 0,39
CRP ] 7,81 10,15 0,30
[Img/l] M 2,90 9,21 0,22
Kreatinin U 1,03 1,38 0,04
[mg/di] M 1,00 1,00 0,92
Alter U 66,54 71,03 0,02
[Jahre] M 70,86 71,83 0,84
Raucher U 1,95 2,00 0,69
[relativer
Zahlenwert]* M 3,00 2,50 0,08
B
Treatmenteffekt (AHI2 15 vs. AHI<13) auf pCaMKIl/CaMKII
Koeffizient “2n927%- b wert  95%-Konfidenzintervall
fehler
0,188 0,092 0,041 [0,007; 0,370]

Tab. 3.6: Propensity Score
Matching und Treatmenteffekt.

A: Mittels PSM wurde der
Einfluss verschiedener Variablen

auf die CaMKIlI-
Phosphorylierung verringert.
Nach Matching zeigten die

Mittelwerte in den zwei Gruppen
keinen signifikanten Unterschied
mehr (p>0,05).

*relativer ~ Zahlenwert fir  Modus
Raucher: Nichtraucher=1,
Exraucher=2, Raucher=3

B: Der Treatmenteffekt wurde als
Mald des Einflusses des OSAS
auf die CaMKII-
Phosphorylierung verwendet. Es
ist ein signifikanter Unterschied
(p=0,041) zwischen den
Gruppen erkennbar.

Durch das PSM wurde der Einfluss der klinischen Parameter auf das Vorliegen eines

OSAS reduziert und die Mittelwerte zeigten in den beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede mehr (s. Tab. 3.6A).
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Mittels des PSM wurde nun eine Analyse des Treatmenteffekts auf die CaMKII-
Phosphorylierung zwischen den Gruppen ohne und mit OSAS durchgefuhrt
(s. Tab. 3.6B). Mit einem p-Wert von 0,041 ist dabei ein signifikanter Unterschied der
CaMKIlI-Autophosphorylierung in Abhangigkeit des Vorliegens eines OSAS erkennbar.
Der vorliegende positive Koeffizient lasst auf eine verstarkte pCaMKII in der Gruppe
der OSAS-Patienten schlief3en.
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3.3.5 Statistische Analysen der Oxidation der CaMKIl an Methionin
281/282
Als weiterer Parameter fur die Aktivierung der CaMKIIl wurde die Oxidation der CaMKII

ermittelt und auf die Gesamtexpression an CaMKIl in der Probe bezogen (Abb. 3.15).

AHI <15 - + - + -
AHI215  + - + - +

0xca|v||<||—"ﬁ§f_ B _ca.58kD
CaMKIl — :- S0 S e e — ca. 38 kD
GAPDH _ s s s s . — 37 kD

Abb. 3.15: Originalregistrierungen der oxidierten OxCaMKIl, CaMKII und GAPDH

Die CaMKII-Oxidation wurde ins Verhaltnis mit dem AHI gesetzt und ist in Abb. 3.16A
dargestellt. Hierbei ist kein statistisch signifikanter Zusammenhang erkennbar. Auch
im Vergleich der Gruppen mit AHI=Z15 und AHI<15 ist kein signifikanter Unterschied
feststellbar (Abb. 3.16B).
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Abb. 3.16: CaMKII-Oxidation (OxCaMKII/CaMKIl) standardisiert (St),

A: Beziehung zwischen AHI und dem Quotienten OxCaMKIl/CaMKIl. Die Gerade zeigt
die lineare Regression, f(x)=0,023x + 0,405; Standardfehler= 0,014, p=0,127

B: Die CaM-Kinase-Oxidation in den Patientengruppen ohne (AHI<15) und mit OSAS
(AHI=15), dargestellt sind der Median, der Interquartilsabstand und Extremwerte. Es
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Anschliel3end wurden klinische Parameter der Patienten auf ihnren Bezug zur CaMKII-
Oxidation in den Gewebeproben untersucht (Abb. 3.17). Hierbei lie3 sich kein

signifikanter Zusammenhang erkennen.
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Abb. 3.17: Die klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und
Raucherstatus in Relation zur CaMKII-Oxidation (normalisiert und standardisiert)

Durch Einbeziehung der klinischen Parameter mittels PSM wurde analog zu den

vorangegangen Analysen der Einfluss der Storfaktoren bertcksichtigt. Die Verteilung

des Propensity Scores ist der Abb. 3.18 zu entnehmen.
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Abb. 3.18: Propensity Score Matching

16

24

Dargestellt ist der Propensity score, der anhand der klinischen Daten (BMI, NT-
proBNP, CRP, Kreatinin, Alter, Raucher) ermittelt wurde. Es erfolgte eine Aufteilung in

zwei Gruppen (AHI<15 und AHI=15).
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Unmatched (U)

Variable  Matched (M) Mittelwert p-Wert  Tap. 3.7: Propensity Score
AHI<15 AHIz15 Matching und Treatmenteffekt
A: Mittels PSM wurde der Einfluss
BMI U 2815 29,89 0,04 verschiedener Variablen auf die
[kg/m?] M 2828 2898 0,68

CaMKII-Oxidation verringert. Nach
Matching zeigten die Mittelwerte in

NTproBNP U 946 2481 0,02 i g

[pg/mi] M 5306 4482 0,83 den ~zwei ~ Gruppen  keine
signifikanten Unterschiede mehr

CRP U 7,810 10,15 0,30 (p>0,05).

[mg/1] M 10,54 9,375 0,84 *relativer Zahlenwert fir Modus Raucher:
Nichtraucher=1, Exraucher=2,

Kreatinin U 1,025 1,385 0,04 Raucher=3

[mg/dl] M 1135 1,970 0,41

Alter U 66,54 71,03 0,02

[Jahre] M 7850 73,63 0,31

Raucher U 2,333 2,417 0,60

lati
[Zr;j;ﬁ:,;d]* . 2750 2380 0,32 B: Der Treatmenteffekt als MaR

des Einflusses des OSAS auf die

Treatmenteffekt (AHIZ 15 vs. AHI<15) auf CaMKII-Oxidation Es ist ein

OxCaMKIl/CaMKII

N STk 95%. signifikanter Unterschied
Koeffizient P-Wert . . _ .
fehler Konfidenzintervall (p=0,000) zwischen den Gruppen
0,585 0,141 0,000 [0,308; 0,861] erkennbar.

Nach dem Matching bestanden keine signifikanten Unterschiede der klinischen Daten

mehr zwischen den Gruppen (s. Tab. 3.7A).

Nach dem PSM lie3 sich hierbei als Treatmenteffekt ein signifikanter Einfluss
(p=0,000) des Vorliegens eines OSAS auf die CaMKII-Oxidation nachweisen
(s. Tab. 3.6B). Der positive Koeffizient weist dabei auf eine vermehrte CaMKII-
Oxidation bei Patienten mit OSAS hin.
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3.3.6 Statistische Analysen der CaMKII-abhangige Phosphorylierung des
Ryanodinrezeptors Typ 2 an Serin 2814
Neben der CaMKII und ihrer Phosphorylierung und Oxidation sollte als wichtiger
Vermittler des VHF der RyR untersucht werden.
Dazu wurde die Phosphorylierung des RyR an der Phosphorylierungsstelle der CaMKII
an Serin 2814 auf die Gesamtproteinexpression des RyR bezogen (Abb. 3.19).

AHI <15 - + - + -
AHI 215 + - + - +
PS2814 — W "= e = —560 kD

RYR — "™ s » o " —560kD
GAPDH — s s s s s — 37 kD

Abb. 3.19: Originalregistrierungen der Phosphorylierungsstelle S2814 des RyR, der
RyR Gesamtexpression und GAPDH

Im Weiteren wurde die RyR-Phosphorylierung an Serin 2814 in Abhangigkeit des AHI
betrachtet. Die so erhaltene Verteilung der Messwerte ist in Abb. 3.20 dargestellt. Ein
signifikanter linearer Zusammenhang der RyR-Phosphorylierung mit dem AHI ist in
diesen Daten nicht zu erkennen (p=0,21). Darlber hinaus ist auch nach Aufteilung in

die OSAS-Gruppen kein signifikanter Zusammenhang zu ermitteln.
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Abb. 3.20: RyR-Phosphorylierung (pS2814RyR/RyR) standardisiert (St)

A: Beziehung zwischen AHI und dem Quotienten pS2814RyR/RyR. Die Gerade zeigt
die lineare Regression, f(x)= 0,015x+1,75; Standardfehler = 0,038; p=0,69

B: Die Ryanodinrezeptor-Phosphorylierung in den Patientengruppen ohne (AHI<15)
und mit OSAS (AHI=15). Dargestellt sind der Median, der Interquartilsabstand und
Extremwerte. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Im nachsten Schritt wurde die RyR-Phosphorylierung auf einen Zusammenhang mit

den klinischen Parametern gepruft.
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Abb. 3.21: Die klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und
Raucherstatus in Relation zur RyR-Phosphorylierung an S2814 (normalisiert und
standardisiert)

Der BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und der Raucherstatus wurden in Relation
zur RyR-Phosphorylierung an S2814 gesetzt. Fur diese Faktoren lieRen sich jedoch

keine statistisch signifikanten Zusammenhange nachweisen (Abb. 3.21).

Daraufhin wurde — wie in den Versuchen zuvor — das PSM zur Bericksichtigung der

klinischen Charakteristika angewandt.

27 Propensity-score-matching
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Abb. 3.22: Propensity Score Matching

Dargestellt ist der Propensity Score, der anhand der klinischen Daten (BMI, NT-
proBNP, CRP, Kreatinin, Alter, Raucher) ermittelt wurde. Es erfolgte eine Aufteilung in
zwei Gruppen (AHI<15 und AHI=15).
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A Unmatched (U) Tab. 3.8: Propensity Score

. Mittelwert -Wert .
Variable Matched (M) P Matching und Treatmenteffekt
AHI<15  AHIZ15 A: Mittels PSM wurde der
Einfluss verschiedener
BMI . ] 28,15 29,89 0,04 Variablen auf die
[kg/m?] M 289 2918 on Ryanodinrezeptor-Phosphory-
046 2481 0.02 lierung bertcksichtigt. Nach
NTE’rolBNP ;’l ioay  aa17 042 Matching zeigten die
[pg/mi] : Mittelwerte in  den zwei
[mg/l] M 11,21 9,81 0,82 '
Kreatinin U 1,03 1,38 0,04
[mg/di] M 1,14 1,98 0,41
Alter U 66,54 71,03 0,02
[Jahre] M 69,75 70,75 0,82
Raucher U 2,33 2,42 0,60
[relativer B: Der Treatmenteffekt als
. 2,63 2,38 0,45 _
Zahlenwert] M MaR des Einflusses des OSAS
B Treatmenteffekt (AHIZ 15 vs. AHI<15) auf auf die Ryanodinrezeptor-
pS2814RyR/RyR P_ho_sphoryllerung. Es ist ein
Koeffizient SAN93r%-  pvert 50, Konfidenzintervall  SiONIfIkaNter - Unterschied
fehler (p=0,021) zwischen den
0,754 0,325 0,021 0,116 1392  Gruppen erkennbar.

Die Verteilung der Propensity Scores in den beiden Gruppen ist in Abb. 3.22
gegenubergestellt. Nach dem anschlielRendem Matching waren die Unterschiede der

klinischen Werte ausbalanciert (s. Tab. 3.8A).

Im Ergebnis der Treatmenteffekt-Analyse nach PSM (s. Tab. 3.8B) konnte eine
signifikanter Unterschied der Phosphorylierung des RyR zwischen den Patienten mit
und ohne OSAS nachgewiesen werden (p=0,021), der zuvor keine statistische
Relevanz hatte erkennen lassen. Anhand des positiven Koeffizienten (0,754) ist ferner
erkennbar, dass in der Gruppe der Patienten mit OSAS eine starkere
Phosphorylierung des RyR vorliegt, als bei Patienten ohne OSAS.
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3.3.7 Statistische Analysen der CaMKIll-abhangige Phosphorylierung von
Phospholamban an Threonin 17
Zuletzt wurde die Phosphorylierung des PLB an Threonin 17, der

Phosphorylierungsstelle der CaMKII, untersucht (Abb. 3.23).

AHI<15 - + - + -
AHI215 + - + - +

pT17PLB—.“ — ca. 25kD

PLB — ~-..... — ca.25kD

GAPDH— s s s e — 37 kD

Abb. 3.23: Originalregistrierungen der Phosphorylierung von PLB an Threonin 17, der
PLB Gesamtexpression und GAPDH

Die Phosphorylierung von Phospholamban (PLB), im Verhéltnis zur
Gesamtproteinexpression an PLB zeigte keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang mit dem AHI (p=0,23) (s. Abb. 3.24A).

Nach Aufteilung in zwei Gruppen (Abb. 3.24B), ohne und mit OSAS, konnte ebenfalls
kein signifikanter Unterschied der PLB-Phosphorylierung zwischen diesen Gruppen

nachgewiesen werden.

A 15’ A B 1 5
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a zl 11
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Abb. 3.24 Phospholamban-Phosphorylierung (pT17PLB/PLB), standardisiert (St)

A: Beziehung zwischen AHI und dem Quotienten pT17PLB/PLB . Die Gerade zeigt die
lineare Regression f(x)= 0,015x+0,15; Standardfehler= 0,011; p=0,23

B: Die Phospholamban-Phosphorylierung in den Patientengruppen ohne (AHI<15) und
mit OSAS (AHI=15). Dargestellt sind der Median, der Interquartilsabstand und
Extremwerte. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abb. 3.25: Die klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und
Raucherstatus in Relation zur PLB-Phosphorylierung (normalisiert und standardisiert)

Danach wurden die klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und
Raucherstatus der Patienten auf ihren Bezug zur PLB-Phosphorylierung in den
Gewebeproben untersucht. Auch bei dieser Analyse liel? sich kein signifikanter
Zusammenhang feststellen (Abb. 3.25).

Anschliel3end wurde die Phosphorylierung des Phospholambans mittels PSM unter

Einbeziehung klinischer Charakteristika analysiert.

2_
Propensity-score-matching

1_
II l AHI<15 8
0

=
> UL i
N
c
< 14 AHI=15 8
2_
3_\ T T T T T
0 2 4 6 8 1 Total 16

Propensity Score
[ AHI<15 [ AHI215

Abb. 3.26: Propensity Score Matching.

Dargestellt ist der Propensity score, der anhand der klinischen Daten (BMI, NT-
proBNP, CRP, Kreatinin, Alter, Raucher) ermittelt wurde. Es erfolgte eine Aufteilung in
zwei Gruppen (AHI<15 und AHI=15).



Variable

BMI
[kg/m?]

NTproBNP
[pg/ml]

CRP
[mg/l]

Kreatinin
[mg/dl]

Alter
[Jahre]

Raucher
[relativer
Zahlenwert]*

B Treatmenteffekt (AHIZ 15 vs. AHI<15) auf pT17PLB/PLB

Unmatched (U)
Matched (M)

u

M

Mittelwert

28,15
28,93

946
122

7,81
13,25

1,03
1,15

66,5
63,5

2,33
2,75

AHI<15 AHI=15

29,89
29,62

2481
4843

10,15
9,56

1,38
2,09

71,0
71,5

2,42
2,25

P-Wert

0,04
0,74

0,02
0,16

0,30
0,57

0,04
0,35

0,02
0,03

0,60
0,12

Koeffizient

Standard-
fehler

P-Wert

95%-Konfidenzintervall

-0,171

0,184

0,354

[-0,531; 0,190]

71

Tab. 3.9: Propensity Score
Matching und Treatmenteffekt
A: Mittels PSM wurde der
Einfluss verschiedener
Storvariablen auf die
Phospholamban-Phosphory-
lierung bertcksichtigt. Nach
Matching zeigten die
Mittelwerte in den zwei
Gruppen, aul3er der Variable
Alter, keinen signifikanten
Unterschied mehr.

B: Der Treatmenteffekt als
Mal’ des Einflusses des OSAS
auf die  Phospholamban-
Phosphorylierung. Es ist kein
signifikanter Unterschied
(p=0,354) zwischen den
Gruppen erkennbar.

Wie in allen vorhergegangenen Versuchen wurde das PSM unter Einbeziehung der

klinischen Parameter BMI, NT-proBNP, CRP, Kreatinin, Alter und Raucherstatus

durchgefuhrt (Abb. 3.26).

Nach dem Matching zeigte sich auch weiterhin ein signifikanter Altersunterschied

zwischen den Gruppen. Die weiteren klinischen Charakteristika waren ausbalanciert

(s. Tab. 3.9A). Aber auch durch diese Einbeziehung der klinischen Parameter konnte

keine signifikante Anderung der Phosphorylierung des PLB an Threonin 17 in der
OSAS-Gruppe nachgewiesen werden (p=0.12) (s. Tab. 3.9B).
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4 Besprechung der Ergebnisse im Zusammenhang mit den

Angaben in der Literatur

In der vorliegenden Dissertation wurde zum ersten Mal die Expression und Aktivitat
der CaMKII bei Patienten mit OSAS im Vergleich zu einer Kontrollgruppe von Patienten
ohne OSAS untersucht. Hierbei sollte ein moglicher molekularer Zusammenhang auf
Proteinebene fir die klinische Assoziation von OSAS und VHF aufgedeckt werden und
als Hinweis auf die Pathogenese des VHF bei OSAS-Patienten dienen. Aus diesem
Grund wurden neben der Expression der CaMKIl die Autophosphorylierung und die
Oxidation der CaMKIl als Messgrof3en fir deren Aktivitdt untersucht, sowie die
CAMKII-spezifische Phosphorylierung des RyR und PLB, als wichtige Vermittler bei
der Arrhythmieentstehung. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass sowohl
CaMKII-Expression, -Autophosphorylierung und -Oxidation als auch die RyR-
Phosphorylierung bei Patienten mit OSAS - unabh&ngig von mdglichen klinischen
Einflussgréf3en - erhéht sind. Als weitere Untersuchungsmethode der CaMKII-Aktivitat
bei OSAS-Patienten wurde das HDAC4-Bindungsassay verwendet. Mithilfe dieses
Assays zeigte sich ebenfalls eine verstarkte Aktivitat der CaMKII bei den Patienten mit
OSAS im Vergleich zur Kotnrollgruppe. Dies liefert wichtige Hinweise auf eine
Beteiligung der CaMKII in der Pathogenese von VHF bei OSAS-Patienten.

4.1 Die klinischen Charakteristika der untersuchten Studienkohorte im

Vergleich

Wie unter 2.4.1 beschrieben fuhrten methodische Grinde zur endgultigen
Stichprobenauswahl fir diese Arbeit. Um deren Reprasentativitat beurteilen zu
kénnen, sollen zunachst einmal die gebildeten Untergruppen auf Unterschiede in den
klinischen Charakteristika verglichen werden. Daraufhin wird ein Vergleich der

Studienpopulation mit anderen Studien vorgenommen.

4.1.1 Vergleich der gebildeten Untergruppen
Aus einer Gesamtzahl von 45 Studienteilnehmern wurden 34 Proben mittels
Aktivitdtsassay untersucht und 31 zur Proteinanalyse mittels Western Blot verwendet.
Die Mittelwerte des AHI bei den Vergleichsgruppen kein OSAS (zwischen 6 und 7/h)
und OSAS (23 und 24/h) unterscheiden sich zwischen den untersuchten Untergruppen
nur geringfugig.
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Es mag bereits aufgefallen sein, dass die Tabellen fur die Baseline Charakteristiken
(Tab. 3.1, 3.2 und 3.4) sich von den Tabellen unterscheiden, die die Charakteristika
fur das PSM beschreiben (Tab. 3.3A, 3.5A, 3.6A, 3.7A, 3.8A, 3.9A). Der Grund hierfur
ist, dass bei den Baseline Charakteristika der Median mit Interquartilsabstand gewéahlt
wurden und ein t-Test fur die Ermittlung des p-Wertes durchgefihrt wurde.
Andererseits wurden fur das PSM die Charakteristika mit Mittelwert und
Standardabweichung beschrieben. Der p-Wert wurde ebenfalls anhand eines t-Test
ermittelt, der jeweils vor dem Matching ungewichtet und nach dem Matching gewichtet

durchgefiihrt wurde.

Sowohl im Vergleich aller Probanden, als auch in den beiden gebildeten Untergruppen
zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines OSAS und
eines vergrolRerten linken Herzvorhofs. In der gesamten Gruppe und der Untergruppe
fur die Western Blot Analysen war die linksventrikulare Auswurffraktion bei den
Patienten mit OSAS vermindert, in der Gruppe fur das Aktivitatsassay fuhrte der
Vergleich zu keinem signifikanten Unterschied. Hingegen war in der Gesamt- und der
Aktivitatsassaygruppe das durchschnittliche Alter bei den Personen mit OSAS
signifikant hoher. Die weiteren klinischen Charakteristika konnten nur Hinweise auf
tendenzielle Unterschiede geben oder waren nur in einer Gruppe signifikant
verschieden. So waren in allen Gruppen Tendenzen fir ein erhdhtes NT-proBNT,
haufigeres Vorliegen eines Vorhoffimmerns, einen hoéheren BMI, mannliches
Geschlecht und eine niedrigere GFR bei Patienten mit OSAS erkennbar.

Diese vorliegenden Unterschiede stellen zum Teil Risikofaktoren fur das Auftreten
eines OSAS dar (z.B. Alter, Ubergewicht, mannliches Geschlecht). Ein anderer Teil
dieser Patientenmerkmale lasst auf die Auswirkungen des OSAS auf das Herz
ruckschlieRen. Darunter fallen die Vergrol3erung des linken Vorhofs, sowie die
Verschlechterung der Herzfunktion, gemessen an der EF - beides assoziiert mit einer

NT-proBNP Erh6hung - und das Vorliegen eines VHF.

4.1.2 Charakteristika von Patienten mit OSAS in anderen Studien
In anderen Studien wird ebenso héufig eine Assoziation des OSAS mit Alter, BMI und
mannlichem Geschlecht beschrieben [3-5]. Zudem wird des Ofteren (iber die
Assoziation des OSAS zu arterieller Hypertonie, Diabetes und Hyperlipidamie berichtet
[5,11,14]. Schmidleitner et al. [113] konnten ebenso wie in dieser Arbeit eine geringere

linksventrikulare Auswurffraktion, ein erhdhtes NT-proBNP und zudem ein haufigeres



74

Vorliegen einer Herzinsuffizienz bei Patienten mit OSAS beobachten. Fisser et al.
[114] beschreiben eine erhohte linksventrikulare Masse bei Patienten mit OSAS, was
ebenfalls als Hinweis auf eine Belastung des Herzens bei diesen Patienten gewertet
werden kann. Diese Ergebnisse deuten bereits auf einen klinischen Zusammenhang

des OSAS mit der Herzinsuffizienz hin.

Diesen Zusammenhang bestatigt, dass bei Patienten mit Herzinsuffizienz eine deutlich
héhere Pravalenz von schlafbezogenen Atemstérung (SDB, sleep disordered
breathing) als in der Allgemeinbevélkerung beobachtet wurde. Ebenfalls korreliert die
Schwere der Herzinsuffizienz mit dem Schweregrad beobachteter SDB [19,115,116].
Bei Patienten mit Herzinsuffizienz treten neben dem OSAS insbesondere auch
zentrale Apnoen als CSAS auf [115]. Das Vorliegen einer SDB hat zudem eine wichtige
prognostische Bedeutung fur die Herzinsuffizienz [19]. Man geht davon aus, dass sich

Herzinsuffizienz und SDB gegenseitig negativ beeinflussen [19].

4.1.3 Risikofaktoren und Zusammenhdnge zwischen OSAS und
Vorhofflimmern

Fir das Auftreten des VHF wurde bereits eine Vielzahl an Risikofaktoren identifiziert.
Neben dem OSAS und Ubergewicht [20,117,118], besteht eine Assoziation mit dem
Alter, Geschlecht, Herzerkrankungen wie Herzklappenfehlern, KHK oder
Kardiomyopathien, Diabetes mellitus, COPD und chronische Niereninsuffizienz
[39,119,120]. Auch Rauchen scheint das Risiko zu erhéhen, ein VHF zu entwickeln
[121]. Als ein wichtiger Pradiktor, der neben dem Vorliegen der Risikofaktoren, eine
erhohte Wahrscheinlichkeit fir das erstmalige Auftreten von VHF vorhersagt, wurde
das NT-proBNP identifiziert [122,123]. Da diese Patientenmerkmale als
Einflussfaktoren auf die Entstehung von VHF betrachtet werden, wird auch in Betracht
gezogen, dass sie Einfluss auf die CaMKII als molekularer Vermittler des VHF
nehmen. Um dem Geltung zu verschaffen, wurden bei der Analyse der erhobenen
Daten auch solche Parameter beriicksichtigt, die Unterschiede in den gebildeten

Patientengruppen zeigen und in Verbindung mit dem VHF stehen.
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4.2 Aktivierungsmechanismen der CaMKIIl bei Herzerkrankungen

4.2.1 Erhohte CaMKII-Aktivitat durch Autophosphorylierung

Wie bereits in der Einleitung erlautert kann die Aktivitat des CaMKIl durch
verschiedene Aktivierungsmechanismen auf ein Vielfaches gesteigert werden und
somit entscheidend in die Regulationsmechanismen des zellularen Ca?*-Haushaltes
eingreifen. Ein zentraler Mechanismus ist die Autophosphorylierung, die die CaMKII-
Aktivitat auf ein 700-faches steigert [90,124]. Priméar wird die Autophosphorylierung
ausgelost durch hohe Ca?*-Spiegel, insbesondere bei hochfrequenter Stimulation
[125]. Durch die Autophosphorylierung kann die erhéhte CaMKII-Aktivitat jedoch auch
bei diastolisch niedrigen Ca?*-Spiegeln durch den verstarkt gebundenen
Ca?*/Calmodulin-Komplex aufrechterhalten werden. Die diastolische Aktivitat der
CaMKIl ist ein wichtiger Faktor bei der Regulation seiner Zielstrukturen wie dem RyR
und PLB, der Entstehung des diastolischen Ca?*-Lecks und somit dem Auftreten der
DADs, die letztendlich zur Entstehung von Arrhythmien fihren [45,124]. Diese
Schlussfolgerungen werden bestatigt durch verschiedenen Arbeiten, die den
Zusammenhang der CaMKII und Herzvorhoffimmern untersuchten, und hierbei eine
Erhéhung der CaMKII-Expression und -Autophosphorylierung nachweisen konnten
[98,99].

4.2.2 Die Aktivitat der CaMKIl bei Vorhofflimmern
Neef et al. [98] zeigen, dass im humanen Herzvorhofgewebe von Patienten mit VHF
eine verstarkte Expression und Autophosphorylierung der CaMKII vorliegt sowie eine
erhohte CaMKIl-abhangige Phosphorylierung des RyR. Ebenso konnte eine erhdhte
diastolische Ca?*-Freisetzung aus dem SR beobachtet werden, die zu erhohten
zytosolischen Ca?*-Spiegeln fiihrte. Durch CaMKII-Inhibition oder Hemmung des RyR
mit Tetracain konnten diese Effekte vermindert werden. Vergleichbar mit den in dieser
Arbeit durchgeflhrten Versuchen konnte auch hier keine verstarkte Phosphorylierung

von PLB festgestellt werden.

Voigt et al. [99] kamen zu &hnlichen Ergebnissen hinsichtlich der erhdhten CaMKII-
Expression, -Phosphorylierung und der CaMKIl-abh&angigen Aktivierung des RyR mit
resultierender erhohter Offenwahrscheinlichkeit des RYR und spontaner Ca?*-
Freisetzung bei der Untersuchung von Myozyten von Mausen mit chronischem VHF.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung einer spezifischen
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CaMKII-Blockierung mittels KN-93 die spontane Ca?*-Freisetzung und RyR-
Offenwahrscheinlichkeit abnahmen. Aus diesen Versuchen wurde auf eine direkte
Verbindung zwischen dem durch die CaMKII fehlregulierten RyR und der Entstehung

von VHF geschlossen.

Auch in Experimenten mit transgenen Mausen war es moglich einen Zusammenhang
zwischen der CaMKIl und einer erhohten diastolische SR Ca?*-Freisetzung, Ca?*-
induzierte Nachdepolarisationen und Entwicklung von VHF festzustellen, wobei sich
diese Effekte durch Inhibition der CaMKIl vermindern lie3en [101,103,104].

In der vorliegenden Arbeit konnten die Veranderungen der CaMKII-Expression und
Phosphorylierung und die verstarkte CaMKIll-abhéngige Phosphorylierung des RyR
nun auch fur Patienten mit OSAS unter Berlcksichtigung klinischer Merkmale der

Patienten mittels PSM aufgezeigt werden.

4.2.3 Die Aktivitat der CaMKII bei anderen kardialen Erkrankungen
Neben der Begunstigung der Entstehung von Vorhoffimmern wird davon
ausgegangen, dass durch das CaMKII vermittelte sarkoplasmatische Ca%*-Leck auch
die Arrhythmieentstehung bei anderen Kkardialen Erkrankungen wie der

Herzinsuffizienz begunstigt wird [97].

Ebenso gibt es Hinweise darauf, dass die CaMKII aufgrund der veranderten Ca?*-
Regulation und der Modulierung der elektromechanischen Kopplung eine Rolle bei der

Entwicklung der kontraktilen Dysfunktion bei Herzinsuffizienz spielt [102].

In einer Reihe von Untersuchungen von Gewebe bei Patienten und Versuchstieren mit
Herzinsuffizienz konnte eine erhéhte CaMKII-Expression nachgewiesen werden
[100,126,127]. Ai et al. [100] konnten im Kaninchenmodell bei Herzinsuffizienz
ebenfalls eine erhéhte CaMKII-Expression und -Autophosphorylierung, CaMKII-
abhéngige RyR-Phosphorylierung, sowie eine unverénderte CaMKIl-abhangige PLB-
Phosphorylierung nachweisen. Durch die Blockierung der CaMKII (nicht aber der PKA)

wurde die SR Ca?*-Freisetzung vermindert und der SR Ca?*-Gehalt erhoht.

Im Umkehrschluss zeigten sich bei transgener Uberexpression der zytosolischen
CaMKIIdc im Mausmodell erhohte diastolische Ca?*Sparkfrequenzen trotz

erniedrigtem SR Ca?*-Gehalts, die durch CaMKIllI-Inhibition normalisiert werden



77

konnte. Bei den transgenen Méausen wurde zudem die Entwicklung einer dilatativen

Kardiomyopathie beobachtet [102].

Die Rolle der CaMKII bei der Entstehung und Progression von Herzinsuffizienz ist fur
diese Arbeit insofern ebenfalls von Bedeutung, da wie bereits unter 4.1.2 beschrieben,
sowohl in dieser Arbeit als auch in anderen Studien, bei Patienten mit OSAS neben
dem gehéauften Auftreten von Vorhofflimmern (s. Einleitung) auch ein Zusammenhang

zur Herzinsuffizienz beobachtet werden konnte [14,115].

4.2.4 CaMKII- Oxidation
Neben der Aktivierung mittels Autophosphorylierung ist die CaMKIl auch ein wichtiger
Sensor fur oxidativen Stress und wird durch Methionin-Oxidation an Methionin 281/282
aktiviert. Wie bei der Autophosphorylierung resultiert durch die Oxidation eine

Ca?*/Calmodulin unabhangige, gesteigerte Aktivitat der CaMKII [92].

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), als Vermittler des oxidativen Stress, wurden als
wichtige Akteure in der Entstehung von kardialen Pathologien identifiziert [128].
Wagner et al. [93] hatten nachgewiesen, dass die CaMKII ein wichtiger Faktor bei der
Entstehung von ROS-induzierten zellularen Arrhythmien ist. Bei deren Versuchen
konnten durch Wasserstoffperoxid ausgeltste, erhéhte freie Ca?*-Konzentrationen in
Myozyten beobachtet werden, die wiederum zu einer verstarkten Oxidation und
Autophosphorylierung der CaMKII fihrten. Zudem kam es im beobachteten Modell zu
erhdhten zytoplasmatischen Na*- und Ca?*-Konzentrationen und Arrhythmien. Diese

Effekte waren wiederum bei CaMKIl-knockout-M&usen vermindert.

Da es auch beim OSAS zu vermehrter ROS-Produktion kommt [28], wurde in den
vorliegenden Versuchen die Oxidation der CaMKIl untersucht und es konnte eine
starkere Methionin-Oxidation der CaMKIl bei den Patienten mit OSAS nachgewiesen

werden und somit eine verstarkte Aktivitat der CaMKaII.

Oxidativer Stress und die Produktion von ROS sind auch ein Teil der physiologischen
Antwort auf entziindliche Prozesse [129]. Aus diesem Grund wurde als Indikator fur
Entzindungsvorgange das CRP in den PSM-Analysen berlcksichtigt. Aviles et al.
konnten zudem das CRP als unabhangigen Pradiktor fir ein erstmaliges Auftreten von
VHF identifizieren [130]. In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang des

CRP mit der CaMKII-Oxidation nachgewiesen werden, interessanterweise zeigte sich
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ein signifikanter Zusammenhang zwischen CRP und der Autophosphorylierung der
CaMKII.

4.2.5 CaMKIl Aktivierung durch weitere Signale
Eine Vielzahl an extrazellularen Faktoren kann zu Erhéhung des intrazellularen Ca?*
und zur ROS-Produktion fihren und somit indirekt Einfluss auf die CaMKII-Aktivitat
nehmen. Aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich dabei urspringlich um
physiologische Prozesse, die eine Anderung der elektromechanischen Kopplung - z.B.
im Rahmen der sogenannten ,fight-and-flight-Reaktion® bei Sympathikusaktivierung -
bewirken. Diese Prozesse kommen jedoch auch bei Herzerkrankungen vor und flhren

dabei zu maladaptiven Prozessen [131].

Einer dieser Faktoren ist die B-adrenerge Stimulation tUber Katecholamine, die -
unabhéangig von der Proteinkinase A - aktivierend auf die CaMKIl wirkt und zu
Herzhypertrophie, dilatativer Kardiomyopathie und apoptotischem Zelltod fiihren kann
[132,133]. Zudem gibt es Hinweise, dass die CaMKIl bei der Entstehung von (-
adrenerg getriggerten Arrhythmien eine wichtige Rolle spielt [95].

Angiotensin Il ist ein weiterer Mediator der tGber Oxidation zu einer CaMKII-Aktivierung

fuhrt und hierdurch zur Arrhythmieentstehung beitragen kann [92,94].

Zudem gibt es Hinweise, dass bei hohen Glukosespiegeln eine autonome Aktivierung
der CaMKIIl Uber die kovalente Bindung eines N-Acetylglukosamins erfolgt. Somit
koénnte insbesondere bei Diabetikern ein weiterer unabhangiger
Aktivierungsmechanismus der CaMKIl vorliegen [134].

Blutzuckerspiegel, Katecholamine und Angiotensin stellen folglich weitere mégliche
Einflussfaktoren und somit StorgréRen auf die CaMKII-Aktivitdt dar. Dies konnte

jedoch in dieser Arbeit nicht berticksichtigt werden.
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4.3 Therapeutische Moglichkeiten fur Patienten mit OSAS

Da VHF ein erhohtes Mortalitatsrisiko mit sich bringt und insbesondere das Risiko fur
das Auftreten eines Schlaganfalls erhdht [39], handelt es sich um ein erstrebenswertes
Ziel bereits das Auftreten des VHFs zu verhindern oder zumindest die Progression

vom paroxysmalen zum permanenten Typ zu verhindern oder zu verlangsamen.

4.3.1 Derzeitige Therapie des OSAS

Ein mdglicher Behandlungsansatz ist die Therapie von beeinflussbaren Risikofaktoren,
wie dem OSAS. Neben allgemeinen MalBhahmen wie Gewichtsverlust oder
Rauchentwdhnung ist die PAP (positive airway pressure)-Therapie die Therapie der
Wahl beim OSAS. Die gangigsten Anwendungen der PAP-Therapie bei OSAS sind die
CPAP- (continuous PAP) und BIPAP- (bilevel PAP) Therapie [135]. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass durch die Anwendung der CPAP-Therapie die
Wabhrscheinlichkeit eines Wiederauftretens des VHF nach Kardioversion, Ablation oder
Pulmonalvenenisolation positiv beeinflusst werden kann [136,137]. Die Patienten, die
CPAP nutzten, blieben signifikant langer frei von erneuten VHF-Episoden als
Patienten, die keine solche Therapie erhielten. Allerdings gibt es aus diesem Bereich
bisher noch keine randomisierten Studien [138]. Auch wenn die CPAP-Nutzung
positive Einflisse auf das Auftreten von VHF bei Patienten mit OSAS hat, wird es
haufig nicht gut von den Patienten toleriert und Studien zeigen eine schlechte
Compliance im Langzeitverlauf an. Schoch et al. [139] begleiteten eine grofRe Kohorte
von OSAS-Patienten und stellten fest, dass nach 1 Jahr noch 74% der Patienten die
PAP-Therapie fortsetzten, nach 5 Jahren waren es jedoch nur noch 55% und nach 10
Jahren 51%.

Weitere Therapiemoglichkeiten des OSAS wie Gaumenimplantate oder chirurgische
Eingriffe an Gaumen, Uvula oder Rachen konnten bei der Verbesserung des OSAS

bisher in den meisten Féallen nicht tiberzeugen [140,141].

4.3.2 Therapie des zentralen Schlafapnoesyndroms
AulR3er dem OSAS ist als schlafbezogene Atemstérung (SDB) das CSAS (zentrales
Schlafapnoesyndrom) von Bedeutung. Es werden haufig Mischformen der SDB aus
OSAS und CSAS beobachtet [18].
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Das CSAS ist, wie das OSAS, mit dem Auftreten von VHF assoziiert, jedoch gibt es

fur diesen Zusammenhang keine so umfangreiche Datenlage [40,41].

Die Therapiemadglichkeiten des CSAS stellen sich schwieriger als beim OSAS dar. Hier
kommt im Besonderen auch die Therapie der Grunderkrankung, meist der
Herzinsuffizienz, in Frage [142], vor allem aufgrund der wechselseitigen Beeinflussung
von CSAS und Herzinsuffizienz [19].

Als weitere Therapieoption besteht auch bei dem CSAS die nachtliche Verwendung
eines PAP-Gerats. Die CANPAP Studie (Canadian Continuous Positive Airway
Pressure for Patients with Central Sleep Apnea and Heart Failure) [143] konnte bei
Patienten mit Herzinsuffizienz und CSAS unter CPAP-Therapie zwar eine
Verbesserung der gemessenen zentralen Schlafapnoen feststellen, allerdings liel3 sich

kein positiver Effekt einer CPAP-Therapie auf den Endpunkt Uberleben nachweisen.

Eine spezielle Variante der PAP-Therapie bei CSAS oder Mischformen von CSAS und
OSAS st die ASV-Therapie (adaptive servoventilation). Die hierfir verwendeten
Gerate konnen sowohl bei obstruktiven Episoden einen positiven Atemdruck
herstellen, als auch bei zentralen Apnoen eine beatmende Funktion tbernehmen
[144]. Die SERVE-HF Studie [145] wurde international und multizentrisch zur
randomisierten Untersuchung der Auswirkungen einer ASV-Therapie auf Patienten mit
CSAS bei Herzinsuffizienz durchgefihrt. In dieser Studie zeigte sich unter der ASV-
Therapie ebenfalls keine Veranderung der kardiovaskularen Mortalitat. Allerdings war
die Gesamtmortalitat in der Therapiegruppe sogar erheblich erhdht, woraufhin die

Studie abgebrochen werden musste.

Eine neue Therapie der CSAS bei Herzinsuffizienz ist die transventse Stimulation des
Nervus phrenicus, die im Oktober 2017 in den USA zugelassen wurde. Fir die
Behandlung des OSAS oder Mischformen kommt diese Therapie nicht in Frage. Da es
sich dabei um eine invasive Therapie flir das CSAS handelt, ist seine Anwendung auf

ausgewahlte Patienten beschrankt [146,147].

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Untersuchung auf das Vorliegen eines
Schlafapnoesyndroms, wie unter 2.1 beschrieben, das Screening-Gerat ApnealLink
verwendet. Im Vergleich zum Goldstandard fur die Diagnostik von SDB, der
Polysomnographie in einem Schlaflabor, zeigte ApneaLink in verschiedenen Studien

gute Ergebnisse in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitdt der Detektion von SDB bei
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einfacher Handhabung [148-150]. Dennoch nehmen einige Autoren an, dass der AHI
leicht Gber- [151] oder unterschatzt [116] wird. Arzt et al. [116] gehen zudem davon
aus, dass mittels des Gerates Apnea-Link keine ausreichende Unterscheidung
zwischen OSAS und CSAS getroffen werden kann. Allerdings berichten Weinreich et
al. [152] von einer differenzierteren Beurteilung des CSAS mittels ApneaLink durch
Verwendung eines Algorithmus zur Mustererkennung, der fir diese Arbeit allerdings
nicht angewendet wurde. Deshalb ist davon auszugehen, dass in dieser Arbeit als
obstruktiv deklarierte Atemstérungen durchaus mit zentralen Apnoen kombiniert sein

kénnten ohne dass dies fur die Auswertung bericksichtigt wurde.

4.3.3 Therapieausblick: CaMKII-Inhibitoren
Aufgrund der erlauterten Nachteile und Einschrankungen der CPAP-Therapie ist es
erstrebenswert neue Therapiestrategien zu entwickeln, die auch Patienten mit OSAS
als Alternative zur CPAP-Therapie angeboten werden kénnen, um mdgliche kardiale
Komplikationen wie das VHF zu verhindern oder zumindest positiv beeinflussen zu

konnen.

Nach den aktuellen Leitlinien der ESC (European Society of Cardiology) aus dem Jahr
2016 [153,153] besteht die Therapie des VHF insbesondere aus der Behandlung
bestehender Risikofaktoren und Verringerung des Schlaganfallrisiko mittels oraler
Antikoagulation. Zudem stehen sowohl medikamentdse als auch interventionelle
Therapien zur Frequenz- und Rhythmuskontrolle zur Verfiigung. Die dabei
angewendeten Antiarrhythmika kommen sowohl im akuten Fall als auch zur
langerfristigen Therapie zum Einsatz. Die elektrische Kardioversion und
Katheterablation stellen als interventionelle Verfahren weitere Therapiemdglichkeiten
dar [153].

Fur das VHF werden bereits verschiedene neue Therapiestrategien untersucht, da die
bisher angewandten Antiarrhythmika oft nicht die gewlinschte Effektivitat besitzen und
mit ihrem proarrhythmischen Potential unerwinschten Arzneinebenwirkungen
beglnstigen [154]. Die Beeinflussung des Ca?*-Haushalts scheint ein
vielversprechender Therapieansatz zu sein. Insbesondere die CaMKII stellt hier eine
mogliche Zielstruktur dar [106]. Aus diesem Grund werden CaMKII-Inhibitoren bereits
auf ihre potentielle Anwendbarkeit zur Behandlung von Herzinsuffizienz und

Arrhythmien wie VHF untersucht.
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Laut Grandi et al. [155] sind viele der aktuell verfligbaren CaMKII-Inhibitoren, wie
KN-93, aufgrund von eingeschrankter Wirksamkeit und ungenigender
Subtypenspezifitat nicht fur die klinische Anwendung geeignet. Zudem lagen zwar
viele Ergebnisse zur Anwendung von CaMKIllI-Inhibitoren in vitro vor, allerdings sei der
antiarrhythmische Effekt der CaMKII-Inhibitoren in vivo bis dato nur in wenigen Studien

getestet worden [155].

SMP-114 ist ein neu entwickelter CaMKIlI-Inhibitor, der bereits fir die Therapie der
rheumatoiden Arthritis in Phase Il an menschlichen Probanden getestet wurde. Neef
et al. [156] konnten mit SMP-114 eine Verringerung der spontanen SR Ca?*-
Freisetzung in humanen atrialen Kardiomyozyten und linksventrikularen
Kardiomyozyten von Patienten mit Herzversagen nachweisen, ohne dass es dabei zu
einer Beeintrachtigung der systolischen Funktion oder der elektromechanischen
Kopplung kam.

Ein weiterer, neuer CaMKII-Inhibitor in der Forschung ist AS105. Fir diese Substanz
konnte bereits in vitro eine effektive Senkung des SR Ca?*-Lecks und eine Reduktion
zellularer Korrelate der Arrhythmieentstehung ohne negative Effekte auf die
elektromechanische Kopplung nachgewiesen werden [157].

Der CaMKII-Inhibitor GS-680 zeigte in vitro ebenfalls vielversprechende Ergebnisse.
Lebek et al. [158] testeten diesen ATP-kompetitiven und selektiven CaMKII-Inhibitor
an humanem Herzvorhofgewebe und konnten eine Reduktion der pro-arrhythmische
Aktivitat nachweisen. Zudem  konnte mit GS-680 im versagenden humanen

Ventrikelgewebe bei Herzinsuffizienz die Kontraktilitdt verbessert werden.

Diese Ergebnisse bieten aussichtsreiche Ansatze fur die Einsetzbarkeit von CaMKII-
Inhibitoren bei Patienten mit VHF. Es ist jedoch noch weitere Forschung nétig, um den
klinischen Nutzen und die Anwendbarkeit zu evaluieren. Neben der Bioverfligbarkeit
ist die Limitierung unerwinschter Arzneimittelwirkungen im zentralen Nervensystem
auf neuronale CaMKIl-Isoformen in der Entwicklung von CaMKII-Inhibitoren fir die

klinische Anwendung von zentraler Bedeutung [155].

Die Beeinflussung der CaMKII bei Patienten mit OSAS als méglichen therapeutischen

Ansatzpunkt ist bisher noch nicht erforscht.
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4.3.4 Weitere mogliche Therapieansatze zur Beeinflussung der
Entstehung von VHF bei Patienten mit OSAS

Neben der Therapie mit CaMKIlI-Inhibitoren stellt sich die Frage, ob eventuell auch ein
noch selektiveres Vorgehen zur Beeinflussung der molekularen und zelluléaren
Elektrophysiologie bei der Entstehung des VHF bei OSAS-Patienten mdoglich ist. Eine
Vielzahl von lonenkanéalen im Herzen wurde in den letzten Jahren identifiziert, die
Einfluss auf die kardiale Elektrophysiologie und Entstehung von Arrhythmien haben.
Hierzu gehoren beispielsweise verschiedene K*-Kanale (K2r3.1, Ca?*-aktivierte SK-
Kanale, Ikur) und unselektive Kationenkanale, sogenannte TRP- (transient-receptor

potential)- Kanale [159].

In dieser Arbeit wurde die CaMKIllI-spezifische Phosphorylierung des RyR2 untersucht
und diese zeigte sich bei Patienten mit OSAS erhoht. Dies deutet somit auf eine
verstarkte Aktivitat des RyR2 hin. Da der RyR eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung des SR Ca?*-Lecks und der zellularen Arrhythmieentstehung einnimmt
[81], besteht die Uberlegung, ob die spezifische Blockierung des RyR2 als mogliche
therapeutische Zielstruktur in Frage kommt. Es sind verschiedene Substanzen
bekannt, die Einfluss auf die Offenwahrscheinlichkeit des RyR2 nehmen und fir die
ein antiarrhythmischer Effekt nachgewiesen werden konnte. Allerdings besitzen diese
Substanzen eine sehr unspezifische Wirkung und eine Reihe weiterer Kanale oder
Strukturen werden mit beeinflusst. Dazu gehort Dantrolen als Muskelrelaxans, das
insbesondere RyR1 im Skelettmuskel blockiert, Tetracain, einige B-Blocker oder das
Klasse Ic Antiarrhythmikum Flecainid, das im besonderen Na*-Kandle blockiert [159].
Das Benzothiazepine-derivat K201 (JTV-519) wirkt spezifischer auf RyR2, zeigte sich
in klinischen Studien allerdings als ineffektiv [160]. Der RyR2 kommt als mdgliche
Zielstruktur in Frage und wird auch bereits von herkdmmlichen Antiarrhythmika mit
beeinflusst. Somit hat er Bedeutung bei deren antiarrhythmischer Wirksamkeit.
Allerdings existiert nach aktuellem Stand der Forschung noch keine Substanz die
durch spezifische Beeinflussung des RyR2 eine effektive Reduktion von Arrhythmien

in vivo bewirken kénnte [159].
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4.4 Diskussion der Methoden und ihrer Limitationen

Abschlielend soll noch auf Einschrankungen und Grenzen dieser Dissertation

hingewiesen werden.

Durch die Art der Gewebegewinnung bedingt, stammten alle untersuchten Proben von
Patienten mit einer bereits bestehenden Herzerkrankung. Zudem handelt es sich um
eine inhomogene Patientengruppe, da sowohl Patienten mit Bypass-Operationen als
auch Patienten, die einer Herzklappen-Operation unterzogen wurden, in die Studie
aufgenommen wurden. Diese vorbestehenden kardialen Pathologien der Patienten
hatten maoglicherweise bereits Einfluss auf deren Proteinexpressions- und
Phosphorylierungsmuster. Zudem konnten nicht alle entnommenen Proben des
Herzgewebes in der Analyse bericksichtigt werden. Besonders die Druck- und
Volumenbelastung der Vorhtfe bei Herzklappenfehlern stellen einen wichtigen
Risikofaktor fur die Entstehung von VHF dar [26,39]. Aus ethischen und methodischen
Gruinden kann keine Kohorte gesunder Patienten zur Analyse von humanem
Herzvorhofgewebe herangezogen werden. Daher wére ein weiterer moglicher Ansatz
fur eine Bias-Reduktion die Einschrankung der in die Studie eingeschlossenen
Patienten auf solche Patienten mit einer Bypass-Operation aufgrund einer koronaren

Herzerkrankung, um somit eine homogenere Studienpopulation zu erhalten.

Eine weitere Schwierigkeit stellte die Sicherstellung der Gewebequalitat dar. Da sich
stark fibrosiertes Gewebe nicht fir die Untersuchung auf herzspezifische Proteine
eignet [161], ist es wichtig bei der Gewebegewinnung darauf zu achten, dass es sich
um Muskelgewebe handelt. Dies konnte hier vom Untersucher selbst nicht immer
sichergestellt werden, besonders da Proben bereits in gefrorenem Zustand vorlagen
und somit einer Evaluation auf ihre Qualitat schwer moglich war. Dies war einer der
Grunde fur die sehr geringe Patientenzahl, die in die Auswertung eingeschlossen
werden konnten. Statistische Effekte konnten somit aufgrund der kleinen Stichprobe

eventuell nicht zur Geltung kommen.

Des Weiteren ist die herkdmmliche Western Blot-Methode normalerweise nur daftr
vorgesehen eine vergleichbare Basis fur die Proben eines einzigen Blots zu schaffen
(heifl3t mit dem hier verwendeten Material 13 Proben). Da es sich bei den erhaltenen
Zahlenwerten um relative Werte der Signalstarke im Vergleich der Proben des
betreffenden Blots handelt, ist es nicht mdglich die ermittelten Zahlenwerte

verschiedener Western Blot in Relation zu setzen. Um dem zu entgehen wurden hier
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alle Werte in Bezug auf eine einzige Probe gesetzt um somit einen vergleichbaren
Standard zu schaffen. Die Validitat des Verfahrens liel3 sich in dieser Arbeit allerdings
nicht tberprufen und somit sind eventuell Einflusse auf die Préazision der ermittelten
Ergebnisse nicht auszuschlieBen. Taylor et al. [162] beschreiben jedoch ein &hnliches
Verfahren, bei dem alle Blots der Studie auf eine Kontrollprobe bezogen wurden, die

als ein gepooltes Homogenat aus allen verwendeten Proben gewonnen wurde.

4.5 AbschlielRende Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Hinweise auf die Pathogenese des VHF bei
Patienten mit OSAS und auf die Beteiligung der CaMKIl und des RyR2 bei der
Entstehung und Aufrechterhaltung von Arrhythmien auf zellularer Ebene. Es sind aber
weitere Untersuchungen nétig, um genauere Einblicke in die elektrophysiologischen
Mechanismen der VHF-Entstehung bei OSAS-Patienten zu erlangen und daraus
therapeutische Strategien entwickeln zu kénnen. Zudem sollte Uberprift werden, ob
zukunftige Therapien fur die Behandlung des VHF oder der Herzinsuffizienz, wie
CaMKII-Inhibitoren, auch als frihzeitige oder praventive Therapiemoglichkeiten fur
Hochrisikopatienten - z.B. solche mit ausgepragtem OSAS und mangelhafter CPAP-
Therapie - zur Anwendung kommen kénnten. Damit kénnten die Entwicklung kardialer
Pathologien und die bereits dem VHF vorrausgehende Veranderungen, wie das

elektrische und strukturelle Remodelling der Vorhofe, glnstig beeinflusst werden.
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5 Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren konnte zunehmend die Beteiligung der Ca?*/Calmodulin-
Kinase 116 (CaMKIl) in Kardiomyozyten bei der Entstehung von Vorhofflimmern (VHF)
nachgewiesen werden. Diese Kinase greift insbesondere regulierend in den
Ca?*-Haushalt ein. Dabei sind unter anderem Phospholamban (PLB) und der kardiale
Ryanodinrezeptor Typ 2 (RyR2) wichtige Zielstrukturen der CaMKII. Da bei Patienten
mit obstruktivem Schlafapnoesyndrom (OSAS) ein gehauftes Auftreten von VHF
beobachtet wird, stellt sich die Frage, ob auch bei dieser Vorerkrankung die CaMKII
bedeutend fir die Entstehung des VHF ist. Pathophysiologisch kommt zudem eine
Reihe von Vorgangen beim obstruktiven Schlafapnoesyndrom fir die Aktivierung der
CaMKIl in Frage.

Die vorliegende Arbeit untersuchte deshalb die Expression der CaMKIl sowie deren
Autophosphorylierung und Oxidation als Ausdruck der CaMKII-Aktivitdt mittels
Western Blot-Technik bei Patienten mit OSAS. Zudem wurden die CAMKII-
spezifischen Phosphorylierungen des RyR2 und PLB als wichtige Vermittler bei der
Arrhythmieentstehung analysiert. Hierbei wurde nachgewiesen, dass sowohl CaMKIlI-
Expression, -Autophosphorylierung und —Oxidation als auch die RyR2-
Phosphorylierung bei Patienten mit OSAS im Vergleich zu Patienten ohne OSAS
unabhéangig von maglichen klinischen EinflussgroRen erhdht sind. Als erganzende
Methode wurde ein HDAC4-CaMKII-Bindungsassay zur Bestimmung der CaMKII-
Aktivitat durchgefuhrt. Auch bei dieser Untersuchung konnte eine erhdhte CaMKII-
Aktivitat bei Patienten mit OSAS nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der
durchgefiihrten Experimente liefern wichtige Hinweise auf eine Beteiligung der CaMKII
in der Pathogenese von VHF bei Patienten mit OSAS. Es ist davon auszugehen, dass
durch die erhohte Aktivitat der CaMKIl und seiner Zielstrukturen, wie dem RyR2,
Einfluss auf den Ca?*-Haushalt der Kardiomyozyten genommen wird und das Auftreten
von Arrhythmie durch die Entstehung eines diastolischen Ca?*-Lecks aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum begunstigt wird. Auf diese Erkenntnisse aufbauend
konnte eine spezifische Inhibition der CaMKII auch bei Patienten mit OSAS auf die
maladaptiven Prozesse einwirken und somit die Entstehung oder das Fortschreiten
von VHF ginstig beeinflussen. Dadurch kdnnten sich vollkommen neue
Therapiemoglichkeiten fur Patienten mit OSAS er6ffnen, um eine Wirkung auf

Entstehung und Verlauf von Komplikationen wie dem VHF auszuiben.
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