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1. Einleitung

Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits im Rahmen einer Co- Autorenschatft
publiziert. So lieferte die vorliegende Promotion einen wesentlichen Beitrag fur den
Artikel ,CaMKII-Dependent Contractile Dysfunction and Pro-Arrhythmic Activity in a
Mouse Model of Obstructive Sleep Apnea“, welcher 2023 im Antioxidants (Impact

Factor 7,0) erschienen ist (11).

1.1 Einfuahrung und Erlauterung der Thematik

Mit einer Pravalenz von bis zu 24% in der Bevolkerung tUber 65 Jahre (1) ist die
obstruktive Schlafapnoe (OSA) von hoher soziobkonomischer Bedeutung, gerade vor
dem Hintergrund des demographischen Wandels und den mit OSA assoziierten, teils
schwerwiegenden Folgeerkrankungen. Zu diesen zéhlen u.a. kardiovaskulare
Erkrankungen wie atriale Arrhythmien, sowie die systolische und diastolische
Dysfunktion (2). Aufgrund bislang mangelnder pharmakologischer
Behandlungsoptionen ist die Entwicklung neuer therapeutischer und diagnostischer
Moglichkeiten von groRer Relevanz, zumal der genaue Mechanismus der
Arrhythmogenese bei OSA nur ansatzweise verstanden ist. Spannenderweise konnte
bereits gezeigt werden, dass sowohl bei Vorhofflimmern (3) und bei Patienten mit
Herzversagen (4,5), als auch bei OSA (6,7) die Expression bzw. Aktivitdt der
Ca/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase Il (CaMKII) gesteigert sind (3,6,7). Zudem
konnte bei Patienten mit Vorhofflimmern ein gesteigerter diastolischer Kalziumverlust
aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) nachgewiesen werden (3). Eine
vermehrte Phosphorylierung des Ryanodinrezeptors Typ 2 (RyR2) durch die CaMKII
gilt als urséachlich fur dieses Kalziumleck (3), welches gehauft zu verzdgerten
Nachdepolarisationen fuhrt, die wiederum als wesentlicher Trigger fur atriale
Arrhythmien zu sehen sind (8). Interessanterweise kann auch Phospholamban durch
die CaMKII phosphoryliert werden, wodurch es indirekt zu einer Aktivitatssteigerung
der SERCA kommt, welche Ca-lonen aus dem Zytoplasma zurtick in das SR pumpt
(9). Darlber hinaus kann die CaMKIl auch den spannungsabhangigen L-Typ
Kalziumkanal (LTCC) phosphorylieren, was zu einem erh6hten Einstrom an Ca?* fiihrt.
Uber das Prinzip der elektromechanischen Kopplung wird so wiederum der RyR2
aktiviert und dessen Offnungswahrscheinlichkeit erhoht (9). Diese verschiedenen

Ca?*-Strome, sowie der Ca?*-Gehalt des SRs bestimmen im Wesentlichen die
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Amplitude und Abfallkinetik des sogenannten Ca-Transienten, welcher Aufschluss
Uber den Zyklus von Kontraktion, Relaxation und diastolischem Ca gibt. Da Patienten
allerdings immer auch ein heterogenes Kollektiv darstellen, deren verschiedene
Komorbiditaten potenzielle Confounder sein kdnnen, entwickelte die Arbeitsgruppe
von Prof. Wagner ein voéllig neuartiges Mausmodell, bei dem die Tiere keine
potenziellen Storfaktoren wie Ubergewicht und Diabetes aufweisen, sodass nun die
spezifischen Effekte der OSA auf die Arrhythmogenese differenzierter untersucht
werden konnen. Mausen wird hierfir 100 pl (50% w/v) PTFE Suspension in das
pharynxnahe Bindegewebe der Zunge injiziert. Durch die Querschnittszunahme der
Zunge entsteht eine intermittierende Verengung der oberen Atemwege, mit
vermehrtem Auftreten spontaner Apnoen und inspiratorischer Flusslimitierungen
(Messung mittels Ganzkoérperplethysmographie). Bei diesen OSA- Tieren konnte
bisher nicht nur ein vermehrtes Auftreten von Atempausen, sondern auch 8 Wochen
postoperativ eine verminderte systolische und diastolische Herzfunktion, sowie eine

gesteigerte CaMKIl Expression beobachtet werden (10,11).

1.2 Das Obstruktive Schlafapnoe-Syndrom (OSA)

Die obstruktive Schlafapnoe (OSA) gilt als die am meisten verbreitete schlafbezogene
Atemstorung und gewinnt nicht nur aufgrund ihrer neurokognitiven und
kardiovaskularen Folgeerkrankungen zunehmend an Relevanz (12,13). Ging die WHO
im Jahr 2007 noch von weltweit 100 Millionen Erkrankten aus (14), so schéatzten
Benjafield et al. in einer im Lancet publizierten Studie die Anzahl der Betroffenen

aufgrund neuerer Erkenntnisse bereits auf eine knappe Milliarde (15).

Die Erkrankung zeichnet sich durch wiederkehrende Phasen einer Verengung der
oberen Atemwege wahrend der Schlafphase aus, herbeigefiihrt durch einen
Zusammenfall pharyngaler Strukturen (12). Je nach Ausmald der Verengung kommt
es so zu einem kompletten (Apnoe) oder partiellen Aussetzen (Hypopnoe) der Atmung
(16). Ein erhbhter Zungendiameter, vermehrtes weiches pharyngales Gewebe, sowie
die Dicke der lateralen pharyngalen Strukturen wurden dabei von Schwab et al. 2003
als Risikofaktoren fir OSA ausgemacht, wobei die Dicke der einzelnen Strukturen

direkt mit dem Erkrankungsrisiko zu korrelieren scheint (17).



Abbildung 1.1: Dreidimensionale MRT- Darstellung des Luftvolumens der oberen
Atemwege eines Patienten mit obstruktiver Schlafapnoe (links, OSA) und eines
gesunden Pateinten (rechts). Bei dem apnoischen Patienten sind die Atemwege dabei
in der RP-Region (retropalatal) deutlich verengt — die RP-Region gilt als eine der am
haufigsten kollabierenden Strukturen bei OSA. Retroglossal (RG) verfiigen beide
Probanden Uber ein ahnliches Luftvolumen. Abbildung modifiziert nach Schwab et al.
2003 (17)

Wahrend viele Patienten mit OSA sich ihrer Erkrankung oft nicht bewusst sind,
berichten andere von unerholsamem Schlaf oder n&chtlichen Aufwachreaktionen
aufgrund des Geflhls zu ersticken (12). Weiterhin gelten morgendliche
Kopfschmerzen und Tagesmidigkeit als weitere Symptome (1). Die Diagnose der
Obstruktiven Schlafapnoe wird mittels nachtlicher Polysomnographie gestellt (16). Die
Einteilung der Schlafapnoe wird dabei nach dem Apnoe-Hypopnoe-Index

vorgenommen, wobei die Werte dort je nach Definition variieren (16).

Als Risikofaktoren fiir OSA gelten u.a. Ubergewicht und das mannliche Geschlecht
(16). So lagern Ubergewichtige leichter Fettpolster in pharyngalen Strukturen an, was
in einer Verengung der oberen Atemwege resultiert (18). Zudem scheinen auch
genetische Vorrausetzungen und die ethnische Zugehorigkeit Auswirkungen auf die
kraniofaziale Anatomie und somit auf die Entwicklung einer OSA zu spielen (16).
Gerade also mit Hinblick auf die weltweite Adipositas-Pandemie wird die Obstruktive
Schlafapnoe in den kommenden Jahren zu einer globalen sozio6konomischen

Herausforderung werden (15,19,20), zumal die OSA mit einer ganzen Reihe
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neurokognitiver, metabolischer und kardiovaskularer Folgeerkrankungen assoziiert ist
(2,21,22).

Hinzu kommt das Problem bislang mangelnder  pharmakologischer
Behandlungsoptionen. Die derzeitige Behandlungsempfehlung konzentriert sich auf
eine Gewichtsreduktion bei Ubergewichtigen Patienten, sowie eine néchtlichen

Positivdrucktherapie (CPAP — Continuos Positive Airway Pressure) (23).

1.3 Klinische Relevanz kardialer Pathologien bei OSA

In etwa die Halfte aller kardiovaskularer Patienten ist von OSA betroffen (24-27),
welche haufig mit atrialen und ventrikularen Arrhythmien, sowie Herzinsuffizienz und
kardialer Hypertrophie assoziiert ist (2,2,6,28,29). Zurlckzufihren sind diese
Pathologien demnach u.a. auf eine vermehrte nachtliche Symphatikusaktivierung,
bedingt durch vermehrte Aufwachreaktionen bei OSA, sowie intermittierende
hypoxische Phasen aufgrund der Atemaussetzer (30). Weiter fuhrt OSA zu erhéhtem
Blutdruck (31) und grof3e intrathorakale Druckschwankungen stellen einen
zusatzlichen mechanischen Stressor fur das Herz und gro3e Gefal3system dar (32).
Patienten mit OSA zeigen nach Myokardinfarkt eine verminderte Pumpleistung und
VergroRerung des rechten Herzens (33). Mit Hinblick auf die Vorbeugung kardialer
Pathologien bei OSA konnten McEvoy et al. 2016 zeigen, dass die CPAP-Therapie
geeignet scheint, das Auftreten von Apnoen zu verringern, nachtliches Schnarchen zu
reduzieren, sowie die Tagesmidigkeit zu verringern und die generelle Lebensqualitat
zu verbessern (24). Allerdings konnte eine Behandlung der OSA mittels CPAP dem
kardiovaskularen Risiko der Patienten bzw. kardiovaskularen Begleiterkrankungen
nicht vorbeugen (24). In weiteren Studien zeigte sich die kardiovaskular bedingte
Mortalitat bei kardiologischen Patienten mit eingeschrankter Pumpfunktion und einer

Zentralen Schlafapnoe durch CPAP-Behandlung sogar signifikant erhéht (34).

1.3.1 OSA und Vorhofflimmern (VHF)

Vorhofflimmern (VHF) entsteht zumeist auf Basis bestimmter Risikofaktoren (z.B.
Alter) oder bereits bestehender Vorerkrankungen wie Herzinsuffizienz, arterieller

Hypertonie oder koronarer Herzerkrankungen (35), welche ebenso wie die OSA zu



strukturellen und funktionellen Veranderungen am Herzen fuhrt. Diese begiinstigen als
sogenanntes vulnerables Gewebe im Zusammenspiel mit triggernden Faktoren die
Entstehung von VHF (36). Mdgliche Trigger, gerade mit Hinblick auf OSA sind
demnach eine Dehnung der Vorhofe oder sympathische Stimulation, sowie
supraventrikulare Extrasystolen (37). Eine weitere Mdglichkeit fur die Entstehung von
VHF stellen fokale ektope Aktivitaten des Myokards dar, bei welchen frihe und spate
Nachdepolarisationen (EAD - early after depolarization und DAD - delayed
afterdepolarization) eine wichtige Rolle spielen (8,38). Hierfur sind vor allem
Veranderungen der Kalziumstrome- und Kanale entscheidend (8), worauf zu einem

spateren Zeitpunkt nochmals genauer eingegangen wird.

Patienten mit OSA scheinen Uberproportional héufig an VHF zu erkranken (2),
wahrend umgekehrt die Diagnose OSA unter VHF Patienten im Vergleich zum
Durchschnitt ebenfalls erhéht ist (39,40), was auf eine Assoziation schliel3en lasst
(2,29). Daruber hinaus scheinen Patienten mit OSA und VHF nach elektrischer
Kardioversion oder Pulmonalvenenisolation eine hohere Rezidivwahrscheinlichkeit fur
erneutes VHF zu besitzen (42). Bei nicht mit CPAP behandelten Schlafbezogene
Atmungsstorungen (SBAS) schien die Wirksamkeit Katheter bezogener oder

pharmakologischer Therapien reduziert (41).

Jedoch sind die detaillierten Mechanismen der Arrhythmogenese bei OSA noch nicht
abschlieBend geklart. Laut Rossi et al. spielen, wie bereits eingangs beschrieben,
einige pathophysiologischen Effekte der OSA, wie oxidativer Stress durch
intermittierende Hypoxien und intrathorakale Druckschwankungen, sowie direkte und
indirekte Effekte der OSA auf das autonome Nervensystem dabei eine wichtige Rolle
(29) (Abbildung 2). Dies kénnte zu strukturellem Umbau am Herzen von Patienten mit
OSA fuhren. So konnten Chami et al. 2008 im Rahmen der ,Sleep Heart Health Study*®
das OSAS mit einer verminderten linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) in
Verbindung bringen (43). Dimitri et al. konnten bei Patienten mit OSA vergrof3erte
Vorhofe und in Folge ein verschlechtertes atriales Reizleitungssystem beobachten
(36). In der Folge kommt es durch dieses kardiale Remodelling wie oben beschrieben
zu Entwicklung von VHF, was die Wahrscheinlichkeit thromboembolischer Ereignisse

erhoht und zu héheren Hospitalisierung- und Mortalitasraten fuhrt (44).
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Abbildung 1.2: Mdgliche pathophysiologische Mechanismen der Arrhythmogenese
bei OSA. Abbildung aus Rossi et al. (29)

1.3.2 OSA und diastolische und systolische Dysfunktion

Die Herzinsuffizienz (HF) ist eine haufige Erkrankung, deren Pravalenz in westlichen
Staaten bei circa 1-2 Prozent der erwachsenen Bevolkerung liegt, wobei die Tendenz
aufgrund des demographischen Wandels und medizinischen Fortschritts steigt (13).
Bui et al. schatzten das Lebenszeitrisiko an HF zu erkranken auf 20 Prozent (45). HF
ist gekennzeichnet durch die Unfahigkeit des Herzens den systemischen Blutstrom
adaquat aufrechtzuerhalten, wobei sich die Klassifikation in heart failure with reduced
ejection fraction (HFrEF) und heart failure with preserved EF (HFpEF) an der
linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) orientiert. Bei einer LVEF unter 50 Prozent
spricht man von einer HFrEF oder einer kontraktilen (systolischen) Dysfunktion. Bei
der diastolischen Dysfunktion (HFpEF) verhindert ein erhdhter Widerstand aufgrund
struktureller Umbauprozesse eine adaquate Fullung des Ventrikels (46,47). HFrEF und
HFpEF machen dabei in etwa den selben Anteil an HF aus, wobei der Anteil des
HFpEF in den letzten Jahren steigend war (47,48). Arzt et al. schatzten, dass die
Okonomischen und sozialen Herausforderungen in Bezug auf HF in den kommenden
Jahren steigen werden, weshalb zunehmend auch die Behandlung von Komorbiditaten

und Risikofaktoren in den Fokus riickt (13,49). Zu diesen gehdrt auch die OSA, welche
11



unter Patienten mit HF, vor allem mit HFrEF, Gberproportional haufig vertreten ist (13).
So leiden 12-57 Prozent der HFrEF Patienten an OSA, 7,7 Prozent der OSA Patienten
zeigen eine LVEF von unter 50 Prozent (47,50). Dabei scheinen HF und OSA nicht
nur als Komorbiditaten zu wirken, sondern sich dartber hinaus in der Schwere der
Erkrankung noch zu verstarken (47). Abbildung 3 zeigt dabei, dass OSA und HF vor
allem mit Hinblick auf einen hohen BMI, zunehmendem Alter, Diabetes mannlichem

Geschlecht und Vorhofflimmern ein recht ahnliches Risikoprofil aufweisen (47,51).

Increased fluid
retention and Y 2
oedema

Rostral fluid shift
during sleep S~ -

Increased venous return and >y Distending strain
~ right heart volume "9 on vasculature

Increased peripheral I’ P ! d
resistance (afterload) sympathetic activity

Metabolic derangement Remodelliing Inflammation Autonomic imbalance

Arrhythmogenesis

Abbildung 1.3: OSA und HF weisen ein ahnliches Risikoprofil auf und kénnen sich
dabei auch gegenseitig bedingen. Beide begiinstigen strukturelle und funktionelle
Umbauprozesse, welche schlie3lich zu atrialen und ventrikularen Arrhythmien fihren
kénnen. Abbildung aus Chadda et al. (47)

Die Verbindung von Arrhythmien und OSA wurde bereits im vorangehenden Abschnitt
dargelegt. Aber auch HF wird dabei mit Arrhythmien assoziiert. 40 Prozent der HF
Patienten entwickeln VHF und andersherum (52), 40 Prozent der HF Pateinten sterben
an malignen ventrikularen Arrhythmien, weshalb man eine starke Assoziation

zwischen HF und plétzlichem Herztod annehmen muss (9,53).
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Die bidirektionale Wirkung von HF und OSA, wie sie in Abbildung 3 dargestellt ist,
beruht dabei auf verschiedenen Mechanismen (47). Die bereits erwahnten
intrathorakalen Druckschwankungen bei OSA resultieren in einem erhdhten vendsen
Ruckstrom zum rechten Herzen sowie einer Druckuberlastung (47,54). Wahrend einer
Apnoe kommt es weiterhin zu akuten Verdnderungen der linksventrikularen
transmuralen Wandspannung, was einen weiteren Stressor fir das Myokard darstellt
und gemeinsam mit der bei OSA erh6hten Sympathikusaktivitdt zu einer erhdhten
Nachlast fuihrt, was letzten Endes zu einer Schadigung des Endothels beitragt und das
kardiale Remodelling beschleunigt (30,47,54).

1.4 Aufbau eines Kardiomyozyten

Die Herzmuskelzelle, welche die funktionelle Grundlage fur die Herzarbeit darstellt,
besitzt zwar eine groRRe strukturelle Ahnlichkeit zur Skelettmuskelzelle, besitzt anders
als diese aber nur einen, in seltenen Fallen 2 Zellkerne. In humanem Gewebe hat ein
einzelner Kardiomyozyt in etwa eine Lange von 100pm und misst 15-20pm im
Durchmesser (55). Abbildung 4 zeigt schematisch den Aufbau einer Herzmuskelzelle,
deren kleinste Einheit die Sarkomere bilden. Diese sind 1,5-2,2um lang und werden
zu beiden Seiten von den sog. Z-Streifen begrenzt. Ein Sarkomer besteht zu gleichen
Anteilen aus den kontraktilen Myofilamenten Aktin und Myosin, deren bundelweise
Anordnung der Herzmuskelzelle ihre Querstreifen verleiht. Lichtmikroskopisch lasst
sich ein Sarkomer in eine helle I- und eine dunkle A- Bande unterteilen, wobei sich in
der A-Bande die Myosinfilamente befinden, welche von dinneren Aktinfilamenten
umgeben werden. Die M-Zone markiert die Verbindung der Myosinfilamente. In der H-
Bande sind die Myosinfilamente nicht von Aktinfilamenten umgeben. Die parallel
zueinander verlaufenden Aktinfilamente sind am Z-Streifen, der Begrenzung eines
Sarkomers, befestigt und finden sich im Bereich der |-Bande wieder. Um die
Stoffwechselaktivitat der Zelle aufrechtzuerhalten und zu gewahrleisten besitzt eine
Herzmuskelzelle zudem die dafiir essentiellen Zellorganellen wie Mitochondrien,
Sarkoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Lysosomen, Glykogen und das
Zytoskelett (55). Erhohtes intrazellulares Kalzium fuhrt zu einer Kontraktion, bei
welcher es unter ATP-Hydrolyse durch Verschiebung der Aktin- zwischen die

Myosinfilamente zu einer Verkirzung des Sarkomers kommt (56).
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Die Kardiomyozyten sind von einer Zellmembran, dem Sarkolemm umgeben. Dieses
setzt sich aus einer Phospholipiddoppelschicht, Cholesterinmolekilen und einer
Vielzahl integraler Proteine, welche u. a. Zwecken der Signalubermittlung oder als
spezialisierte lonenkanéale und-pumpen dienen, zusammen. Der lonentransport kann
dabei entweder passiv entlang dem osmotischen Konzentrationsgradienten, oder aktiv
unter Energieverbrauch erfolgen (55). Diese Energie wird vor allem durch anaerobe

ATP-Gewinnung der Mitochondrien bereitgestellt (57).

Fur eine regelrechte und synchrone Herzarbeit ist dabei eine gezielte
Erregungsausbreitung innerhalb des Myokards essenziell. Dazu sind die
Herzmuskelzellen tGber sogenannte Glanzstreifen (Disci intercalares) miteinander zu
einem funktionellen Synzytium verbunden. Die Glanzstreifen enthalten Desmosomen,
welche in den Intermediarfilamenten benachbarter Zellen fest verankert sind und somit
dem Verbund mechanische Stabilitat wahrend der Kontraktionsvorgange geben (58).
Die Reizweiterleitung ermoglichen die in den Glanzstreifen enthalten ,gap junctions®,

welche aus Connexonen, kleinen Kanélen fir den lonentransport, bestehen (59).

Sarkoplasmatisches Terminale

Sarkolemm T- Tubulus Retikulum Zysternen

Pravmss (S sl

— A
e =

; o & — \:

—

I-Bande A-Bande M-Linie Triad

Abbildung 1.4: Schematische Ultrastruktur eines Myozyten. Modifiziert nach Bers
(55)

Das Aktionspotential erreicht die Zelle Uber die transversalen T-Tubuli. Abbildung 4

lasst erkennen, dass das Sarkolemm Uber diese Einstilpungen tief zwischen die
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Herzmuskelzellen vordringt, wodurch dessen lonenkanale raumlich in enger
Verbindung zum longitudinalen (L-) Tubulus und dem intrazellularen Ca?*-Speicher SR
stehen. Dies spielt eine wichtige Rolle fur den Ablauf der elektromechanischen

Kopplung (55).

1.5 Prinzip der elektromechanischen Kopplung

2K

j ‘~‘\\\ 7 , Sarcolemma aiﬁ ATP \\\\

P
Ca
Ca \
/ SR
i o Ca /\Ca
Ca »
Ca »é—? e

‘ Myofilaments

Ca =

RyR

[Ca],

7" T-tubule

Abbildung 1.5: Nach Eintreffen des elektrischen Reizes beginnt das AP mit dem
schnellen Einstrom von Na*-lonen (overshoot), wodurch es zur Depolarisation der
Zelle kommt. In der Folge kommt es zu einer Kalzium-induzierten intrazellularen
Kalziumfreisetzung aus dem SR durch Kalzium-Stimulation des RyR2 (rote Pfeile).
Hierdurch kommt es zur sog. Plateauphase sowie zur Aktivierung der fur die
Kontraktion wichtigen Myofilamente. Die griinen Pfeile zeigen Wege des Kalzium-
Rucktransportes nach Extrazellular und das SR im Zuge der anschliel3enden
myokardialen Relaxation. Hierbei spielen v.a. die durch Phospholamban regulierte SR-
Ca?*-ATPase fiir den Ricktransport ins SR, sowie der NCX fir den Transport nach

extrazellular eine wichtige Rolle. Die untere Abbildung veranschaulicht den
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Zusammenhang zwischen AP (schwarz), intrazellularem Kalzium (blau) und

Kontraktion (rot). Genauere Erklarung siehe Text. Abbildung nach Beers, S.198 (60).

Jeder physiologischen Kontraktion des Herzens geht eine elektrische Stimulation des
Myokards durch ein Aktionspotenzial voraus. Bei Eintreffen der elektrischen Erregung
an der Herzmuskelzelle, welche tber die Gap Junctions weitergeleitet wird, kommt es
durch einen initialen Natriumeinstrom zum Beginn des Aktionspotenzials. Dieser sog.
Na*-overshoot fuhrt zu einer Depolarisation (Aufstrich des Aktionspotenzial, siehe
Abbildung 5) des Membranpotentials auf +30mV (Ausgangspunkt ist das von
Kaliumionen aufrechterhaltende Ruhemembranpotenzial von ca. -85mV). Nach einer
kurzen, zwischenzeitlichen partiellen Repolarisation, welche auf auswarts gerichteten
spannungsabhangigen K*-Kanalen beruht, kommt es zu einem schnellen
intrazellularen Anstieg von Ca?*-lonen. Durch Offnung von spannungsabh&ngigen L-
Typ Ca?*-Kanalen stromen Ca?*-lonen entlang des elektrochemischen Gradienten in
die Zelle, was zu einer ungewdhnlich langen, aber der fir Kardiomyozyten typischen
Plateauphase von 200-400ms fihrt. Durch die somit kurzzeitig erh6hte Konzentration
an Ca?*-lonen kommt es zur Aktivierung des Ryanodinrezeptors Typ 2 (RyR2), welcher
in enger Nachbarschaft der L-Typ Ca?*-Kanale liegt. Dadurch werden groRRe Mengen
an Ca?*-lonen aus dem SR freigesetzt (55,61). Um die Offnungswahrscheinlichkeit des
RyR2 zu andern, ist hierbei eine Ca?*-Konzentration von 10pumol/I notwendig (55). Die
hohe zytosolische Ca?*-Konzentration ermoglicht nun eine Aktivierung der
Myofilamente. So binden freigesetzte Ca?*-lonen nun an Troponin C, einer
regulatorischen Untereinheit von Aktin, wodurch aufgrund einer
Konformationsanderung die Bindungsstelle zu den Myosinképfchen freigegeben wird
(Abbildung 6, Systole). Unter Hydrolyse eines an Myosin gebundenen ATP-Molekils
kommt es nun zu einem Umknicken der Myosinképfchen um 45°, wodurch die
Aktinfilamente ineinandergeschoben werden, was zu einer Verkirzung der Sarkomere
und somit einer Kontraktion der Myokardzelle fihrt (55,62,63). Durch haufigeres
Wiederholen dieses Prozesses kommt es zu einer starkeren Kontraktion der

Herzmuskelzelle (55).
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Diastole

Systole

Abbildung 1.6: Bindung von Ca?*-lonen an Troponin C gibt die Myosinbindungsstelle
am Aktinfilament frei, wodurch eine Interaktion der beiden Filamente moéglich wird.
Unter Hydrolyse von ATP kippt nun das Myosinkdpfchen um 45°. Dadurch verschiebt
sich das Aktin- gegentber dem Myosinfilament. Mehrfache Wiederholung dieses

Vorganges ermdglicht eine Kontraktion. Abbildung nach Bers, S.25 (55)

Nicht nur fur die Kontraktion der Herzmuskelzelle, sondern auch fur deren Relaxation
spielt das Kalzium eine zentrale Rolle. Fiur diese pumpt die SR-Kalzium-ATPase
(SERCAZ2) den grofRten Teil des Kalziums zurlick in das SR. Ein membranstandiger
Natrium/Kalzium-Austauscher (NCX) befordert weiteres Kalzium nach extrazellular,
wodurch die zytosolische Kalziumkonzentration wieder sinkt (siehe Abbildung 5) (60).
Zusatzlich 6ffnen sich auswartsgerichtete spannungsabhangige K*-Kanale, wodurch

die Zelle repolarisiert und wieder dem Ruhepotenzial von -85mV entgegenstrebt (61).

Da der zellulare Kalziumhaushalt, bzw. dessen Veranderungen so eine zentrale Rolle
fur den Prozess der elektromechanischen Kopplung spielen, werden im Folgenden flr
den zellularen Kalziumhaushalt wichtige Kanéle, sowie deren Pathophysiologien

genauer beschrieben.

1.5.1 Der L-Typ Kalziumkanal

Der spannungsabhéangige L-Typ Kalziumkanal (LTCC) 6ffnet sich bereits zu Beginn

eines Aktionspotenzials (APs). LTCCs liegen meist in enger Nachbarschaft zu einer
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Ansammlung von RyR2 in den sarkolemmalen T-Tubuli. Ca?*-Einstrom in die Zelle
Uber den LTCC fiuhrt nun zu einer Konformationsanderung am RyR2, wodurch es zu
Ca?*-induzierter Ca®*-Freisetzung aus dem SR kommt (9,55). Die Phosphorylierung
des LTCC, u.a. durch die Calcium/Calmodulin abh&ngige Proteinkinase Il (CaMKII) an
Thr498 der R2a-Unterheinheit (64), fiihrt zu einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit
des Kanals und somit zu vermehrtem Kalziumeinstrom in die Zelle (65). Durch eine
Verlangerung der Aktionspotenzialdauer kann es so zu frihen Nachdepolarisationen
(EADs) kommen (66). Ebenso kann ein erhohter Ca?*-Einstrom Uber eine Ca?*-
Uberladung der Zelle eine vermehrte elektrogene Aktivitat des NCX induzieren und so

zu vermehrten spaten Nachdepolarisationen (DADs) fihren (9).

1.5.2 Das Sarkoplasmatische Retikulum

Das Sarkoplasmatische Retikulum (SR) ist ein vollstandig intrazellular gelegenes
Zellkompartiment, welches fur den kardialen Kalziumhaushalt von herausragender
Bedeutung ist. Es erstreckt sich in Form von Tubuli entlang der Myofibrillen, ohne diese
jedoch direkt zu beriihren (siehe Abbildung 4, 7). Von der Zellmembran aus erstrecken
sich die transversalen (T-) Tubuli, welche im Bereich der Z-Scheibe in Kontakt mit den
terminalen Zisternen des SR stehen. Diese dienen als Kalziumspeicher und setzen
dieses wiederum rasch durch Aktivierung eines Dihydropyridinrezeptors frei, wenn ein
Aktionspotenzial die T-Tubuli erreicht, wodurch die Muskelkontraktion ausgeldst wird
(67). Neben den longitudinalen Tubuli, welche zwischen den terminalen Zisternen
verlaufen und durch eine hohe Dichte an lonenkanalen fir die Kalziumabsorption
gekennzeichnet sind, besteht das SR u.a. aus dem kalziumbindenden Protein
Calsequestrin. Dieses ist vor allem in den terminalen Zisternen lokalisiert und aufgrund
seiner hohen Bindungskapazitat maf3geblich fir die Funktion des SR als intrazellularer

Kalziumspeicher verantwortlich (55).

Die genannten Prozesse sind fir das SR elementar, um seine Hauptaufgaben zu
erfullen: Speicherung, Freisetzung und Wiederaufnahme von Kalziumionen. Dabei
spielen vor allem zwei Proteine eine fundamentale Rolle, welche im Weiteren genauer
beschrieben werden sollen. Der Ryanodinrezeptor 2 (RyR2) fur die Freisetzung sowie
die SERCA fiur die Wiederaufnahme der Kalziumionen in das SR (55).
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Abbildung 1.7: Das Sarkoplasmatische Retikulum am Beispiel einer

Skelettmuskelzell. Abbildung modifiziert nach https://openstax.org/books/anatomy-

and-physiology/pages/preface

1.5.2.1 Der Ryanodinrezeptor 2 (RyR2)

Der RyR2, der kardiale Subtyp des Ryanodinrezeptors, ist ein bedeutender
Kalziumfreisetzungskanal des Sarkoplasmatischen Retikulums und dient der
Bereitstellung von Kalziumionen wéahrend der systolischen Herzaktion. Zur Aktivierung
des RyR2 kommt es durch eine sogenannte Ca?*-induzierte Ca?*-Freisetzung (55,68).
Hierbei kommt es im Zuge eines Aktionspotentials zur Offnung spannungsgesteuerter
L-Typ Ca?*-Kanadlen mit konsekutivem Influx von Ca?*-lonen. Ist nun eine
Konzentration von 10umol/l erreicht, kommt es zu einer Anderung der
Offnungswahrscheinlichkeit des RyR2. Folge ist die Freisetzung groRer Mengen an
Kalziumionen aus dem SR (55,61). Diesen Mechanismus ermdglicht u.a. die Lage der
RyR2 in unmittelbarer Nahe zu den LTCC an den T-Tubuli (55). Eine wichtige Rolle fur
die Offnungswahrscheinlichkeit des RyR2 spielt das Protein Calsequestrin, welches
abhangig vom Ca?*-Bindungszustand (also von der Menge des im SR gespeicherten
Ca?*) Uiber akzessorische Bindung an den RyR2, Triadin und Junctin diese mafRgeblich
mitbestimmt (69,70). Weiterhin hat die Offnungswahrscheinlichkeit des RyR2
wesentlichen Einfluss auf die Hohe der Ca?*-Transienten, welcher den Zyklus von

Kontraktion, Relaxation und diastolischem Ca?* aufzeigt, woraus sich somit auf die
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Kontraktionskraft der Herzmuskelzelle rickschlieBen lasst (71). Eine weitere
Moglichkeit den RyR2 zu aktivieren stellt die CaMKIl dar, welche durch
Phosphorylierung an Serin 2814 dessen Offnungswahrscheinlichkeit erhoht (3,72).
Allerdings kann es durch diese CaMKII-abhé&ngige Phosphorylierung zur spontanen
Offnung des RyR2 mit konsekutivem diastolischem Ca?*-Leck kommen (3,73).
Aufgrund eines verminderten SR Ca?*-Gehalts und erniedrigter Ca*-Transienten kann
dies zum einen die Kontraktilitat der Myozyten vermindern und eine Herzinsuffizienz
fordern (73), zum anderen aber auch zu verzogerten Nachdepolarisationen fihren,

welche zur Entstehung atrialer Arrhythmien beitragen (8).

Interessanterweise kann auch Koffein an den RyR2 binden und erhdht an der
Herzmuskelzelle dessen Ca?*-Sensitivitat. Dadurch kommt es zu mikroskopischen
Kalziumfreisetzungen, sogenannten Ca?*-Sparks, welche u.a. zur
herzfrequenzsteigernden Wirkung des Koffeins beitragen sollen (74). Andererseits
wird sich der Effekt des Koffeins auf den RyR2 aber auch wissenschaftlich zu Nutze
gemacht. So kann in isolierten Herzmuskelzellen bei zlgiger Applikation einer
effektiven Dosis von 1-10mM Koffein die Hohe der Ca?*-Transienten Amplitude als
grober Richtwert fir das zu diesem Zeitpunkt im SR zu Verfigung stehende Kalzium
herangezogen werden, woraus sich indirekt ein diastolisches SR Ca?*-Leck ableiten
lasst (55). Die Applikation des Koffeins muss rasch erfolgen, um einen langsamen und
dafiir niedrigeren Ca?*-Transienten, sowie eine biphasisch verlaufende Kontraktion der
isolierten Herzmuskelzelle zu vermeiden, da Koffein auch die Ca?*-Sensitivitat der
Myofilamente erhoht (55).

1.5.2.2 SERCA und Phospholamban

Die Sarkoendoplasmatische Retikulum Ca?*-ATPase (SERCA2a) ist eine im Bereich
der L-Tubuli lokalisierte Kalziumionenkanalpumpe, welche Ca?*-lonen vom Zytosol
zuriick ins SR pumpt und somit wesentlich zur Relaxation des Herzmuskels wahrend
der Diastole beitragt (55). Da dieser Transport entgegen dem
Konzentrationsgradienten verlauft (im SR ist die Kalziumkonzentration héher als im
Zytosol), geschieht dies unter Verbrauch von ATP (55,75).

Das Regulatorprotein Phospholamban (PLB) inhibiert in unphosphoryliertem Zustand

die SERCA, indem es durch Bindung seine Ca?*-Affinitat verringert. Proteine wie die
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CaMKIl oder die PKA, aktiviert u.a. durch 3-adrenerge Stimulation, phosphorylieren
und inhibieren wiederum PLB und fuhren so Uber eine sogenannte Disinhibiton zu
einer Aktivitatssteigerung der SERCA, wodurch die Ca?*-Wiederaufnahme in das SR
beschleunigt wird (9,55,76). Wie oben beschrieben, kann jedoch ein dadurch erhdhter
SR Ca?*-Gehalt mit erhéhtem Ca?*-Bindungszustand des Calsequestrin die
Offnungswahrscheinlichkeit des RyR2 spontan erhéhen (69,70), was zu vermehrten

Arrhythmien durch verzégerte Nachdepolarisationen fiihren kann (3,8).

1.5.2.3 Der Natrium/Kalzium-Austauscher NCX und spéater Natriumstrom

Neben der SERCA spielt vor allem der Natrium/ Kalzium-Austauscher (NCX) durch
den Abtransport der Ca?*-lonen eine wichtige Rolle bei der Relaxation der
Herzmuskelzelle (8). Gesteigerte intrazellulare Natriumkonzentrationen fiihren
allerdings zu einer Richtungsumkehr im NCX (reverse mode), wobei Ca?*-lonen in die
Zelle hineingepumpt und dadurch Nachdepolarisationen und Arrhythmien getriggert
werden (8,77,78). Urséachlich far diese erhohten intrazellularen
Natriumkonzentrationen kann die CaMKIl-abhéangige Phosphorylierung
spannungsabhangiger Natriumkanéle sein, was zu einem gesteigerten spéaten
Natriumeinstrom fihrt (79). Ein gesteigerter spater Natriumeinstrom steht auch in
Zusammenhang mit einem pro-arrhythmisch wirkendem vergrof3erten diastolischen

Kalziumleck (80,81), wobei beide als gegenseitige Verstarker fungieren (80).

1.6 Die Ca?*/Calmodulin abhangige Proteinkinase Il

Die Ca?*/Calmodulin abhangige Proteikinase Il (CaMKIl) ist eine Serin/Threonin-
Proteinkinase, welche abh&ngig von ihrer Isoform in vielen verschiedenen Geweben,
wie Herz-, Nerven-, oder Immungewebe exprimiert wird (82). Im Herzen ist dies vor
allem die & Isoform, wo sie durch Phosphorylierung von Kalziumkanalen und -
transportern eine wichtige Rolle beim Ca?*-Handling der Herzmuskelzellen spielt
(8,83). Die CaMKII assoziiert zu zwei Komplexen mit je 6 Untereinheiten. Die CaMKII
besteht aus einer katalytischen, einer regulatorischen, einer variablen und einer
Assoziationsdoméne (84,85). Die Unterscheidung der Isoformen beruht vor allem auf
Unterschieden in den letzten beiden Doménen (86). Eine Fehlregulation der CaMKI|

konnte in der Vergangenheit u.a. mit Morbus Alzheimer, dem Angelman Syndrom,
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sowie kardialen Arhythmien, Herzversagen und OSAS in Verbindung gebracht werden
(3-6,87).

1.6.1 Regulation und Aktivierung der CaMKII

Im Ruhezustand bindet die katalytische Doméne der CaMKIl an die regulatorische
Domane, wodurch die CaMKII inaktiv ist (sog. Autoinhibition). Um die CaMKIl in einen
aktiven Zustand zu versetzen, bindet ein Komplex aus Ca?*/Calmodulin (CaM) nun an
die regulatorische Doméane, wodurch es zu einer Konformationsanderung kommt und
die im Ruhezustand bestehende Bindung der beiden Domanen aufgeltst wird (82,84).
Dieser CaM-Komplex entsteht vor allem bei erhéhten Ca?*-Konzentrationen (82).
Durch andauernde Bindung des CaM-Komplexes an die CaMKIl kommt es nun an
benachbarten Untereinheiten zur Autophosphorylierung an Threonin 287. Dies steigert
die CaM-Affinitdt der CaMKIl um das 1000-fache (82), was auch nach Lésung der
initialen CaM-Bindung zu einer fortlaufenden Aktivierung der CaMKII fuhrt (82,84).
Neben langerfristig erhohten Ca?*-Konzentration konnen auch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) durch Oxidation von Methionin an Position 281 oder 282
einen solchen Zustand hervorrufen (88,89). Als weitere Mechanismen, welche zu einer
vermehrten Aktivierung der CaMKIl fuhren konnten in der Vergangenheit eine
vermehrte (3-adrenerge  Stimulation, sowie eine vermehrte transmurale

Wandspannung nachgewiesen werden (90,91).

1.6.2 Aufgabe und Pathophysiologie der CaMKII

Durch ihren regulierenden Einfluss auf Kanale und Transporter des zellularen
Kalziumhaushalts spielt die CaMKIl eine entscheidende Rolle bei der
elektromechanischen Kopplung und Kalziumhomostase des Herzens (8,72,79,84).

Laut Anderson et al. scheint die CaMKII dabei vor allem fir myokardiale Pathologie
eine bedeutende Rolle zu spielen (92). Bei VHF und HF konnte eine gesteigerte
Aktivitdt und Expression der CaMKII gezeigt werden (3-6,8,9,79,80,93).

Vermehrte CaMKIl-abhéngige Phosphorylierung des RyR2 an Serin 2814 fuhrt zu
einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals mit diastolischem SR Ca?*-

Leck und konsekutiver Aktivierung eines Ca?*-Einwartsstroms via des NCX, wodurch
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es vermehrt zu verzogerten Nachdepolarisationen (DADs) kommt (3,7,80,94), welche
Herzrhythmusstorungen triggern (8). Neben der pro-arhythmogenen Wirkung hat das
SR Ca?*-Leck dadurch auch eine ursachliche Wirkung fur die kontraktile Dysfunktion
(4,93,95).

Uber Phosphorylierung des Natriumkanals Nav1.5 an Ser571 stimuliert die CaMKIl den
spaten Natriumstrom (late Ina) (81), welcher u.a. zu einer ROS-induzierten
Arrhythmogenese beitragt (89). Wie oben beschrieben kommt es durch die erhéhte
intrazellulare Natriumkonzentration zu einer Richtungsumkehr im NCX mit
konsekutiver Ca?*-Uberladung der Zelle (77). Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass late Ina und SR Ca?*-Leck CaMKIl-abhéngig miteinander in Verbindung
stehen und sich gegenseitig verstarken (80). Dabei konnten Sag et al. zeigen, dass
auch eine Inhibition des late Ina zu einer Verminderung eines CaMKII-induzierten SR
Ca?*-Lecks fuhrte und DADS verringerte (80).

Wie oben bereits beschrieben fiihrt die CaMKII tiber eine Phosphorylierung des LTCCs
an Thr498 zu vermehrtem Ca?*-Einstrom in die Zelle mit konsekutiver Verlangerung

der Aktionspotenzialdauer und vermehrten pro-arrhythmogenen EADs (64—66).

1.6.3 Pathophysiologische Vorgange bei Obstruktiver Schlafapnoe im
Zusammenhang mit der CaMKII

Bei Obstruktiver Schlafapnoe kommt es immer wieder zu sich abwechselnden
nachtlichen Phasen der Hypoxamie und Reoxygenierung, wodurch es zur Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kommt (29). Die nachtlichen Atemaussetzer
kéonnen Aufwachreaktionen begunstigen, wodurch es zu einer Stimulation des B-
adrenergen Systems kommt (29). Bei OSA konnten aufgrund der Atemwegs-
Obstruktionen intrathorakale Druckschwankungen beobachtet werden, welche zu
erhohter transmuraler Wandspannung aufgrund schwankender Nachlast flhren
(29,96). Wie oben gezeigt, fuhren all diese Mechanismen auch zu gesteigerter
Aktivierung der CaMKIl (88-91). Wie bereits dargelegt konnte diese in der
Vergangenheit mit der Pathogenese von VHF und HF in Zusammenhang gebracht
werden (3-6,8,9,79,80,93), welche auch allgemein mit dem Obstruktiven
Schlafapnoesyndrom assoziiert werden (2,7,13,36,47,50). Kirzlich konnten Lebek et

al. nun eine atrial gesteigerte CaMKII Aktivitat bei Patienten mit Schlafbezogenen
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Atemstérungen nachweisen, welche, vermutlich durch Phosphorylierung des spaten
Natriumstroms auf zellularer Ebene zu CaMKII-induzierten EADs und DADs und

kontraktiler Dysfunktion fuhrte (6).

1.7 Das OSA Mausmodel

Bei der Obstruktiven Schlafapnoe (OSA) handelt es sich wie eingangs beschrieben
um eine weltweit verbreitete Erkrankung mit schwerwiegenden Folge- und
Begleiterkrankungen und hohen sozio6konomischem Auswirkungen (1,2,12-15).
Bisherige Untersuchungen beschrankten sich jedoch auf ein natirlicherweise sehr
heterogenes Patientenkollektiv, deren verschiedene Komorbiditdten als potenzielle
Confounder die Interpretation der Untersuchungsergebnisse erschweren. Bestehende
Mausmodelle waren zudem nicht in der Lage, das Gesamtbild der OSA abzubilden
(10). Hier ist als Beispiel vor allem das New Zealand Obese mice Model zu nennen,
welches sich u.a. durch vergréf3erte Zungendiameter auszeichnet (97-99), was laut
Schwab et al. als wichtigste, von Geschlecht und Alter unabh&ngige Determinante bei
der Entstehung einer OSA gilt (17). So wurden bei diesem Mausmodel auch vermehrt
Apnoen und Hypopnoe nachgewiesen (97-99), allerdings auch weitere
Komorbiditaten (20) wie Bluthochdruck, sowie Glukose- und
Fettstoffwechselstérungen, welche die Interpretation der Befunde wieder erschweren
(100).

Um nun die genauen Mechanismen der Atiologie und Pathogenese von
Vorhoffimmern und HF bei OSA, sowie die Rolle der CaMKIl in der
Krankheitsentstehung genauer untersuchen zu kénnen, entwickelte die Arbeitsgruppe
um Prof. Dr. Wagner ein neuartiges Mausmodell, welches sowohl die Aspekte der OSA
abbildete, gleichzeitig aber auch keine potenziellen Stérfaktoren wie Diabetes oder
Ubergewicht aufwies (10). Um eine VergroRerung des murinen Zungenvolumen zu
erreichen, injizierten Lebek et al. 100ul Polytetrafluoréthylen (PTFE) in die murinen
Zungen, was in einer signifikanten Zunahme an detektierten Apnoen/h wahrend der
Schlafphase der Mause resultierte (siehe Abbildung 8) (10). Neben den Apnoen
konnten sie auch ein vermehrtes Auftreten von inspiratorischen Flusslimitierungen
(IFL, siehe Abbildung 8) messen (10).
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Abbildung 1.8 zeigt den Einfluss der Behandlung der murinen Zungen mit PTFE auf
die Lungenfunktion der Mause. So konnten Lebek et al. zeigen, dass die GréRe des
Zungendiameters nach Behandlung nicht nur mit einer Zunahme an Apnoen/h
korreliert (linkes Bild), sondern mit PTFE behandelte Mause generell mehr Apnoen
zeigen (mittleres Bild). Auch die Anzahl gezeigter inspiratorischer Flusslimitierungen

war nach Intervention signifikant erhéht (10). Abbildungen aus Lebek et al. (10)

Lebek et al. konnten mit echokardiographischen Messungen auch die mit OSA in
zusammenhangstehende systolische und diastolische kontraktile Dysfunktion
(13,47,50) in ihrem OSA Mausmodel nachweisen (10). So ist die linksventrikulare
Ejektionsfraktion (LVEF) bei operierten Tieren signifikant verringert im Vergleich zu
nichtoperierten Kontroll-M&usen (10). Der diastolische Marker E/e’ korrelierte in den
echokardiographischen Messungen von Lebek et al. mit der Frequenz der gezeigten
Apnoen (siehe Abbildung 9) (10).
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Abbildung 1.9: Mittels echokardiographischer Messungen konnten Lebek et al.
zeigen, dass die LVEF bei mit PTFE operierten OSAS Mausen signifikant reduziert ist,
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wahrend die mit den Apnoen ansteigenden Werte von E/e’ ein Zeichen der

diastolischen Dysfunktion sind. Abbildungen aus Lebek et al. (10)

Bei den im Versuch verwendeten Mausen konnten Hegner & Lebek et al. mittels
echokardiographischer Messungen nun zeigen, dass die LVEF der Tiere nach
Intervention in Abhangigkeit des Genotyps erniedrigt war. So gab es vor Operation
keine wesentlichen Unterschiede in der LVEF zwischen WT und CaMKII-KO Mausen.
In echokardiographischen Untersuchungen 8 Wochen nach PTFE-Behandlung zeigte
sich nun die LVEF in der Gruppe der operierten WT Mause signifikant erniedrigt,
ebenso im Vergleich mit den Tieren der WT CTRL Gruppe. Die operierten CaMKII-KO
Mause hingehen zeigten keine signifikante Verschlechterung der LVEF gegeniber

dem praoperativen Zustand oder den Kontrolliméausen (Abbildung 10) (11).
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Abbildung 1.10: Echokardiographische Messung der Versuchstiere unmittelbar vor
und acht Wochen nach der Operation. Die LVEF zeigte sich dabei nach PTFE-
Intervention in der Gruppe der WT-Mause signifikant erniedrigt. Tiere mit einem
CaMKII-KO hingegen schienen vor diesem Effekt geschitzt. Abbildungen aus Hegner,
Lebek et al. (11).

Zudem konnten Lebek et al. in ihrem neuen OSA Mausmodel nach PTFE-Injektion
einen signifikanten Anstieg des Hypoxie Markers HIF1a messen (10). Dartiber hinaus
konnten sie auch einen Anstieg der CaMKII-Expression feststellen, welcher sich sogar
im Ausmal3 abh&ngig von der Frequenz der Apnoen zeigte (10). Ein solche vermehrte
Expression der CaMKIl konnte in der Vergangenheit bereits sowohl bei Patienten mit
VHF und HF (3-5), als auch bei an Obstruktiver Schlafapnoe Erkrankten gezeigt
werden (3,6,10).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

An diesem Punkt setzt nun mein Forschungsvorhaben an. So soll anhand von
Versuchen am Epifluoreszenzmikroskop die Rolle der CaMKIl auf den zellularen
Kalziumhaushalt und somit ihre kausale und mechanistische Bedeutung fir die
Arrhythmogenese und kontraktile Dysfunktion bei OSAS besser verstanden werden.
Dazu habe ich neben Wildtyp (WT) auch spezielle CaMKIIl Knock-out (CaMKII-KO)

Mause verwendet, sowie Ventrikel und Vorhof isoliert voneinander untersucht.

Zunachst sollen alle in den Versuch eingeschlossenen Mause, also sowohl operierte
als auch Kontrolltiere 2 Wochen postoperativ ein Screening auf Schlafapnoe, sowie
pra- und 8 Wochen postoperativ eine echokardiographische Untersuchung erhalten.
Wir vermuten eine signifikante Zunahme der Apnoen und IFLs, sowie eine
Verschlechterung der systolischen und diastolischen Herzfunktion. Diese Daten sollen
spater zu Korrelationen mit den Kalziumdaten herangezogen werden, um einen
direkten Link zwischen klinischem Bild der Versuchstiere und CaMKII- abh&angigem

zellularen Kalziumhaushalt herzustellen.

Der erste Schwerpunkt der Arbeit liegt auf der Detektion OSA induzierter und CaMKII-
abhangiger atrialer pro-arhythmogener Ereignisse, welche auf ein gesteigertes
diastolisches Kalziumleck zuriickzufuhren ist. Knock-Out (KO-) Mause dagegen, bei

welchen die CaMKII nicht exprimiert wird, sollen von diesem Effekt geschutzt sein.

Der zweite Schwerpunkt der Arbeit soll auf einer Untersuchung der bereits bei
Patienten und auch im Mausmodell gezeigten OSA begleitenden systolischen
Dysfunktion liegen (13,47,50). Wir haben die Hypothese, dass diese kontraktile
Dysfunktion mit einem CaMKII- abhangig reduziertem SR Kalziumgehalt einhergeht,

was anhand von Experimenten mit Koffein Gberpruft werden soll.
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2. Material und Methoden

Wie bereits erwahnt, basiert mein Projekt auf einem neuartigen Mausmodell, welches
in der Lage ist, die Aspekte der obstruktiven Schlafapnoe differenziert abzubilden und
im Folgenden noch genauer beschrieben werden soll. Acht Wochen nach der
Operation  wurden die  Myokardzellen  schlieBlich  isoliert und am
Epifluoreszenzmikroskop und dem konfokalen Lasermikroskop hinsichtlich ihres
basalen Kalziumhandlings analysiert.

2.1 Versuchstiere des Mausmodells

Alle im Projekt durchgefiihrten Tierexperimente wurden von der zustandigen
Tierschutzbehorde, dem Ethikkomitee der Regierung von Unterfranken, Bayern,
Deutschland  genehmigt  (Protokollnummer:  55.2-2532-2-512) und unter
Beriucksichtigung der ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals“ des US
National Institutes of Health durchgefiihrt (101). Zucht und Haltung der Tiere erfolgte
in den Zentralen Tierlaboratorien (ZTL) des Universitatsklinikums Regensburg unter
Standardbedingungen bei 23+2°C Raumtemperatur, 55+5% Luftfeuchtigkeit und
einem Hell-Dunkel-Intervall von 12 Stunden. Versorgung der Tiere mit Futter und

Wasser war ad libitium.

Als Versuchstiere wurden spezielle CaMKIId-Knockout Mause (CKO) verwendet, bei
welchen nur die herzspezifische &-Isoform der CaMKIl deletiert ist, sowie deren
Wildtyp (WT) Geschwistertiere. Als zusatzliche Wildtypen dienten Zuchtm&use von
Javier Laboratories. Samtliche Versuchstiere waren mannlich und zum Zeitpunkt der

Aufnahme in den Versuch 8-12 Wochen alt.

2.1.1 Operation der Tiere

Um die gewlnschte Verengung des Querschnitt Lumens der oberen Atemwege zu
erreichen, wurde 15 Wildtyp- und 13 CKO-Mausen 100yl Polytetrafluoethylen (PTFE;
35um; Sigma Aldrich) in die Zunge injiziert. 13 Wildtyp- und 13 CKO-Mause dienten
als Kontrollen. Die Zuteilung der zum Zeitpunkt der Operation 8-12 Wochen alten
Versuchstiere in  die OP- und nicht-operierte  Kontrollgruppe erfolgte

unvoreingenommen und auf rein zuféalliger Basis. Die Operation der Tiere wurde von
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meinem Betreuer und Doktorvater Prof. Dr. med. Simon Lebek, Assistenzarzt der
Klinik und Polyklinik fir Innere Medizin Il am Universitatsklinikum Regensburg und
dem Post-Doc Dr. med. Philipp Hegner, Assistenzarzt der Klinik und Polyklinik fur

Innere Medizin Il am Universitatsklinikum Regensburg, durchgefuhrt.

Vor der Operation wurden alle Versuchstiere, inklusive der der Kontrollgruppe, einmal
gewogen. Eine Stunde vor dem Eingriff wurde den Tieren, um eine suffiziente
Analgesie sicherzustellen, intraperitoneal Buprenorphin injiziert (0,1mg/kg
Korpergewicht). Die Anasthesie erfolgte unter intraperitonealer Injektion von
Metomidin (0,5mg/kg KG), Midazolam (5mg/kg KG) und Fentanyl (0,05mg/kg KG).
Anschliel3end wurde die Maus in Ruckenlage auf einer Heizplatte fixiert (Abbildung 1).
Mittels einer Krokodilklemme wurde die Zunge so weit wie moglich aus der Mundhéhle
mobilisiert, um optimalen Zugang zur Zungenbasis zu erzielen. 100ul PTFE wurden
nun gleichmaRig auf verschiedene Depots verteilt in die Zunge injiziert (Abbildung 2)
(10). So sollte ein ahnliches Ausmald der Verengung der oberen Atemwege erreicht
werden wie beim New Zealand Obese mice Modell, welches dort zu spontanen
obstruktiven Apnoen fuhrte (97). Wahrend des gesamten Eingriffs Uber wurde die
Temperatur der Versuchstiere mit einer rektalen Sonde Uberwacht. Eine zusatzliche
Uberwachung der Anasthesie erfolgte anhand von Elektrokardiogramm und
Monitoring der respiratorischen Aktivitat. Am Ende der Operation wurde die Analgesie
durch erneute intraperitoneale Injektion von Apitamezol (2,5mg/kg KG), Flumazenil
(0,5mg/kg KG) und Buprenorphin (0,1mg/kg KG) durchgefihrt (10).

Aus Respekt vor dem Tierwohl und um unnotiges Leiden der Versuchstiere zu
vermeiden, wurde in den folgenden Tagen nach der Operation taglich nach dem
Wohlbefinden der Tiere gesehen. Dabei wurde vor allem auf eine Interaktion mit den
anderen Tieren, normale Bewegung, normales Essverhalten und Fellpflege der Tiere
geachtet. Die Beobachtungen wurden im Laborbuch notiert und Auffalligkeiten den
Tierpflegern gemeldet. Bei abnormalem Verhalten wurden die Tiere umgehend
getotet. Dies war vor allem auf OP-Komplikationen (Einblutungen in die Zunge,

Infektionen an den Einstichstellen, etc.) zurtickzufihren.
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Abbildung 2.11: Narkotisierte Maus auf Heizplatte fixiert; Messung der

Korpertemperatur mittels rektaler Sonde

Abbildung 12.2: Injektion von PTFE in die murine Zunge; Fixierung der Zunge mittels
Krokodilklemme

2.1.1.1 Polytetrafluorethylen

Das Kunststoffpolymer Polytetrafluorathylen (PTFE) wird bereits seit langerem als

,Bulking Agent” in der Plastischen Chirurgie und zur Therapie des vesikoureteralen
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Refluxes verwendet und zeigte sich dabei als gut gewebevertraglich (102,103). 50mg
PTFE (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), mit einer Dichte von 2,1g/ml eine solide
Substanz, wurden mit Glycerol (Sigma Aldrich) zu 100ul (50% w/v) verdunnt. Diese
Verdinnung enthalt in etwa 24pl reines PTFE, was in etwa mit der angestrebten

Volumenzunahme der Zunge der Versuchstiere um 20-25ul Gbereinstimmt (10).
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Abbildung 2.13: Strukturformel von Polytetrafluorathylen; ©Sigma Aldrich

2.1.1.2 Sonographische Uberprifung des Zungendurchmessers

Bereits intraoperativ wurde mittels Ultraschalls (Frequenz des Schallkopfes: 30MHz,
Fujiflm VisualSonics Inc., Toronto, Kanada) stichprobenartig die Zunahme des
Zungendiameters gemessen. Die Mause befanden sich dabei wie oben beschrieben
in Ruckenlage auf der Heizplatte, die Zunge wurde mittels Krokodilklemme fixiert. Um
den dorso-ventralen Zungendurchmesser in der sagittalen Ebene zu bestimmen,
wurde der Schallkopf zentral in der murinen Munddffnung positioniert und
anschlieend zur Bestimmung des lateralen Zungenquerschnitts im Uhrzeigersinn um
90° senkrecht zur Hauptachse gedreht. Zur Feststellung des Zungengewebes und zur
Unterscheidung von anderen murinen pharyngalen Strukturen, wurde die murine
Zunge unter Ultraschall mit Hilfe der Krokodilklemme bewegt. Die Aufnahme der
Ultraschallbilder fand unter Verwendung der Voreinstellung von VisualSonics statt
(20,00mm x 15,36mm, 56 Aufnahmen/s, Gain 30dB) (10).
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2.1.2 Transthorakale Echokardiographie der Versuchstiere

Um die Versuchstiere hinsichtlich diastolischer und systolischer Verdnderungen hin zu
untersuchen und um mogliche Dysfunktionen zu detektieren, wurden alle in den
Versuch aufgenommen Tiere zu den Zeitpunkten kurz vor der Operation und acht
Wochen nach der Operation einer transthorakalen echokardiographischen
Untersuchung unterzogen. Die Echokardiographien wurden verblindet von einer
erfahrenen wissenschatftlichen Mitarbeiterin der Forschungsgruppe (Dr. Susanne
Klatt) durchgefihrt. Als Ultraschallgerat wurde auch hier der Vevo 3100 Visualsonics
Fujiflm MX400 (30MhZ, Fujifilm VisualSonics Inc., Toronto, Kanada) genutzt. Die
Untersuchung fand unter Narkose statt. Dazu wurden die Tiere zun&chst mit Isofluran
(2%, Isofuran Inhalationsgerat, VisualSonics, Toronto, Kanada) narkotisiert. Zur
Aufrechterhaltung der Narkose wahrend der Untersuchung wurde 1,5%iges Isofluran
verwendet. Uber den gesamten Zeitraum der Untersuchung hinweg, in welchem die
Versuchstiere in Ruckenlage auf einer Heizplatte fixiert wurden, wurden die
Vitalparameter mittels EKG und rektaler Sonde zur Uberwachung der
Kdrpertemperatur Uberwacht. Die Aufnahmen (200 Bilder/s) wurden sowohl in der
Perspektive fur die lange als auch fur die kurze Achse im M-Mode gemacht. Da dort
ein eindimensionales Bild Uber die Zeit abgeleitet wird, gibt dieser einen Eindruck tber
die Dimension des Herzens im systolischen und diastolischen Herzrhythmus (104).
Dabei wurde besonders auf die Erfassung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (EF)
als Marker der systolischen Funktion, sowie auf die Messung von E/é als Marker der
diastolischen Dysfunktion geachtet. Frihe (E) und spate (A) diastolische
Fullungsgeschwindigkeiten wurden mit Pulsed-Wave Doppler (PW-Doppler), frihe
diastolische (e) und spate diastolische (a) Bewegungen auf Ho6he des

Mitralklappenrings mittels Gewebsdoppler gemessen.

2.1.2.1 Auswertung der transthorakalen Echokardiographien

Die Auswertung (VevoLab) der Aufnahmen aus der echokardiographischen
Untersuchung wurde zunachst von mir und im weiteren Verlauf mit freundlicher
Unterstitzung von Andrea Ochsenkihn, einer MTA aus der Arbeitsgruppe
vorgenommen. Dabei wurde darauf geachtet immer Aufnahmen auszuwerten, bei

welchen die murine Herzfrequenz zum Zeitpunkt der Aufnahme nicht auf3erhalb von
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400-500 Schlagen pro Minute lag. Zudem wurde fiir die Auswertung ein Bereich

gesucht, welcher keine Atmung, dafiir aber mindestens drei Herzschlage umfasste.
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Abbildung 2.14: Aufnahme und Auswertung eines murinen linken Ventrikels im M-
Mode

2.1.3 Ganzkorperplethysmographien

Zum Zeitpunkt zwei Wochen nach der Operation wurden alle in den Versuch
aufgenommen Tiere, also auch die Kontrollen, einer Ganzkdrperplethysmographie
(Buxco Electronics, Harvard Bioscence, Holliston, MA, USA) unterzogen. Dadurch
sollten sie hinsichtlich ihres spontanen Atemverhaltens untersucht werden, also
gezeigte Apnoen und inspiratorische Flusslimitierungen (IFLs) detektiert werden
(FinePoint Software, Version 2.4.6.9414). Zudem wurde alle Tiere vor der

Untersuchung erneut gewogen.

2.1.3.1 Aufbau des Buxco Setups

Die Mause wurden Uber einen Zeitraum von acht Stunden in eine Druckmesskammer
(9x8cm) gesetzt. Diese bestand aus einem Bodenteil mit Anschluss fir eine
Luftabsaugevorrichtung (0,2 Liter pro Minute, Buxco bias flow Regulator). Der Deckel
beinhaltete einen Anschluss fir die Ganzkdrperplethysmographie (Buxco) und eine
Offnung fiir eine Trinkflasche, welche durch einen Hartgummi luftdicht abgedichtet

war. Um die Versorgung der Mause mit Nahrung wéhrend der Messungen
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sicherzustellen war zudem in jeder Kammer ausreichend Futter fir den Zeitraum der
Messung vorhanden. Um eine zu hohe Luftfeuchtigkeit in der Kammer durch z.B.
Urinabgang zu verhindern war der Boden der Plethysmographiekammer mit kleinen
Holzspénen ausgelegt. Die Kalibrierung des Gerats erfolgte entsprechend den

Richtlinien des Herstellers.

Abbildung 2.15: Uberblick tiber den Aufbau des Plethysmographen (Buxco Setup) mit

Druckkammern (rechtes Bild), Luftabsaugevorrichtung und Messinstrumenten

wéahrend einer Messung

2.1.3.2 Durchfihrung der Ganzkdrperplethysmographie

Da Méause nachtaktive Tiere sind, wurden die Messungen tagsuber ab circa 8-9 Uhr
morgens Uber einen Zeitraum von acht Stunden durchgefihrt. Laut Crossland et al.
2013 ist in diesem Intervall von circa 9 Uhr morgens bis 17 Uhr nachmittags die
Haufigkeit und Dauer der Schlafphase der Tiere am héchsten (105). Um dies nochmals
zu Uberprufen, fuhrten Lebek et al. Plethysmographien von Schlafapnoeméusen
probeweise nachts (wahrend der Wachphase der Tiere) durch und konnten dort eine
ahnliche Atemaktivitat bei gesunden und kranken Tieren, sowie nur geringe Anzahl an
IFLs feststellen (10). Um einen suffizienten Schlaf der Tiere zu gewahrleisten, wurde
die Messkammer zum Schutz vor visuellen Storfaktoren etwas abgedeckt, jedoch
darauf geachtet, dass es nach wie vor hell ist und gentigend Tageslicht zu den Mausen
durchdringt. AuRerdem wurde darauf geachtet, die Messungen in mdglichst ruhigem
Umfeld durchzufihren, um auch die Wahrscheinlichkeit akustischer Storfaktoren

weitestgehend zu reduzieren.
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2.1.3.3 Auswertung der Ganzkorperplethysmographien

Die Analyse und Detektion der inspiratorischen Flusslimitierungen (IFLs) und Apnoen
wurde mit der FinePoint Software (Version 2.4.6.9414) durchgefuhrt.

Fir die Berechnung der IFLs wurde fur jeden einzelnen Atemzug von FinePoint das
Verhaltnis von Inspirationszeit und Tidalvolumen berechnet. Ein Atemzug wurde dann
als inspiratorisch flusslimitiert definiert, wenn dieses Verhaltnis um 2,576
Standardabweichungen im medianen Vergleich der letzten 100 Atemziige erhéht war.
Dies entspricht einem Konfidenzintervall von 99%. Eine Zunahme an IFLs zeigte sich
also immer dann, wenn entweder die Inspirationszeit verlangert oder aber das
Tidalvolumen erniedrigt war. Um falsch positive Werte zu vermeiden, definierten Lebek
et al. einen inspiratorischen Atemstrom nur dann als flusslimitiert, wenn, gemittelt auf
die 100 letzten Atemzige, der Atemstrom in der Spitze um mindestens 2,576
Standardabweichungen verringert war (10). Die Anzahl der gezeigten IFLs ergab sich
dann aus der absoluten Frequenz (/h) und der proportionalen Frequenz (%) und wurde

wiederum ins Verhaltnis mit der gesamten Messdauer (/h) gesetzt.

Die Apnoen wurden mit Hilfe eines automatischen Algorithmus (apnea analysis
module von FinePoint) detektiert, wobei eine Apnoe als ein Atemaussetzer von
mindestens einer Sekunde definiert wurde (10). Auch hier wurde die Anzahl der

gezeigten Apnoen wieder ins Verhaltnis zur Messdauer (/h) gesetzt.
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Abbildung 2.16: Modifizierte Detektion einer Apnoe einer operierten Wildtyp Maus
aus der FinePoint Software (Version 2.4.6.9414). Eine Apnoe wurde definiert als jeder

Atemaussetzer langer als eine Sekunde.

2.2 Isolation atrialer und ventrikularer Herzmuskelzellen

Acht Wochen nach der Operation wurden die Mause erneut gewogen und die Organe
entnommen. Wahrend die murinen Lebern, Nieren, Lungen und Gehirne zu spateren
Forschungszwecken bei -80°C weggefroren wurden, wurden die Herzmuskelzellen fir
experimentelle Einzelzellversuche isoliert. Die am Ende des Versuchstages ubrig
geblieben Myokardzellen wurden fur spatere Western Blot und gPCR Experimente
weggefroren. Vor der Organentnahme wurde die Maus durch zervikale Dislokation
getotet. Fur den Verdau des Herzens wurde eine Langendorff-Perfusionsanlage
(Abbildung 5) verwendet. Fur den 7-8 Minuten andauernden Verdau wurden die
Koronargefale des Herzens mit einer Enzymlésung (siehe Tabelle 1), welche die
Liberase™ (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) und Trypsin (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) enthalt, durchspiilt. Dies erfolgte retrograd Uber die
Aorta. AnschlieBend wurde das Herz von der Langendorff-Perfusionsanlage
genommen und zundchst mechanisch mit einer Schere zerteilt, danach durch Auf- und
Abpipettieren in der Stoplosung 1 (siehe Tabelle 2) fur die Enzyme mit 10% BCS
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(bovine calf serum, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) aufgelost. Die so
entstandene Zellsuspension wurde nun mittels einer Nylongaze mit einem
Porendurchmesser von 200um filtriert. Die Zellisolation wurde fur Vorhof- und

Ventrikelzellen getrennt voneinander durchgefihrt.

Heizung
Schlauchpumpe

Blasenfalle

Warmebehilter

Auffang Enzymldsung

Abbildung 2.17: Schematischer Aufbau des Langendorff-Perfusionsapparates

Da die Zellisolation in einer Ca?*-freien Lésung durchgefihrt wurde, mussten die
Einzelzellen nun erst wieder an das Ca?*-Niveau der Messtyrode (1, bzw. 2mM Ca?*)
gewohnt werden. Dazu wurden sie einem Kalziumaufbau zugefuhrt, bei welchem der
Ca?*-Gehalt schrittweise von 0,1mM auf 0,8mM, bzw. 1,4mM (fiir 2mM Ca?*-Losung)
erhdht wurde. Fur den Kalziumaufbau wurde die Stoplésung 2 (siehe Tabelle 3), sowie
100mM CacClz verwendet. Um die schnellen absinkenden intakten und gesunden
Zellen von den kaputten und sterbenden Zellen zu trennen, wurde zwischen den
einzelnen Schritten ([0,1], [0,2], [0,4], [0,8], [1,4]) jeweils 7 Minuten gewartet und
anschlieRend der Uberstand abpipettiert. Um eine gute Haftung der Myozyten auf den
Messkammern und somit gute Messbedingungen zu gewahrleisten, wurden die
Kammern vor der Ausplattierung der Zellen (400ul Zellsuspension pro Kammer) mit
Laminin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA; 3,5yl pro Kammer) beschichtet.

37



Damit die Zellen gut anheften kénnen, wurde anschlieRend mindestens 15 Minuten

gewartet.

Tabelle 1: Enzymldsung fur Zellisolation

C soll C soll
Substanz M [g/mol] \% m [mmol/l] |[nmol/l] |%
1x Tyrode 20ml
150ul entspricht

Liberase TM 0,75 mg
Trypsin 10-
fach, 2,5% 100ul 0,013

9
10mM CacCl2 110,98 25yl 0,0125 12,5

Tabelle 2: Stoplosung 1 fur Zellisolation
C soll C soll

Substanz M [g/mol] Vv [mmol/l] [nmol/l] W soll [%]
1x Tyrode 2,25ml
Bovine calf
serum (BCS) 0,25ml etwa 10
10mM CaCl2 110,98 3,125ul | 0,0125 12,5
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Tabelle 3: Stoplésung 2 fur Zellisolation

Substanz V [ml] W soll [%]
1x Tyrode 23,75

BCS 0,75 etwa 5

V ges 25

Tabelle 4: Enzymldsung fur Kalziumaufbau

Substanz 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6
4,75ml | 9,50ml

V Stoplésung 2 [ml] 5 5 5 10 + +
0,25ul | 0,50ul
BCS BCS

V 100mM CacCl2 [ul] 5 10 20 40 60 80

C soll [mmol/l] 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6

2.3 Epifluoreszenzmikroskopie

Die Epifluoreszenzmikroskopie in Verbindung mit dem Ca?*-sensitiven Farbstoff
FURA-2, AM ermdglicht eine Analyse hinsichtlich der Veranderung des basalen
diastolischen und systolischen Ca?*-Gehalts unter elektrischer Stimulation. Des

Weiteren gibt sie Aufschluss tiber Amplitude und Abfallkinetik des Ca?*-Transienten
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und ermdglicht mittels Koffeinexperimente Riickschliisse Uiber den Ca?*-Gehalt des
Sarkoplasmatischen Retikulums (SR). Zusatzlich kann durch Messung der
Sarkomerlangenverkirzung auch die Kontraktionsfahigkeit der Zelle abgebildet

werden.

2.3.1 Aufbau des Epifluoreszenzmikroskops

Das Epifluoreszenzsetup (lon Optix Corporation, Westwood, MA, USA) ist
systematisch in Abbildung 8 dargestellt. Um die Zellen in der Kammer auf dem
Objekttrager zur Fluoreszenz anzuregen, wird das kurzwellige Licht einer UV-Lampe
Uber einen dichroitischen Spiegel, welcher nur fir Wellenlangen zwischen 540 und
580nm durchlassig ist, auf das Objekt reflektiert. Das vom Objekt emittierte
Fluoreszenzlicht, sowie das Durchlicht der Myozytenkamera dagegen werden von
dichroitischen Spiegeln durchgelassen und an den Photomultiplier weitergeleitet.
Ermadglicht wird dies durch die kritische Wellenlange der Spiegel, welche dafir sorgt,
dass Licht im Bereich kleinerer Wellenlangen, wie das Anregungslicht, reflektiert
werden, wohingegen langer-welliges Licht wie die emittierte Fluoreszenzstrahlung
durchgelassen wird. Mit Hilfe des Hyperswitch-Spiegels ist es bei ratiometrischen
Farbstoffen wie FURA-2 AM moglich, schnell zwischen zwei verschiedenen
Wellenlangenbereichen zu wechseln. Am Photomultiplier, welchem ein weiterer Filter
vorgeschalten ist, wird das Signal verstarkt und in Spannung umgewandelt, bevor
anschlieBend die Messdaten vom Fluoreszenz System Interface in computerlesbare
Daten umgeschrieben werden. Mit Hilfe des Programms lon Wizard (lon Optix
Corporation, Westwood, MA, USA) kénnen nun Sarkomerlangenverkirzungen und
Ca?*-Transienten als MafR fiur intrazellulare Ca?*-Konzentrationsveranderungen
aufgezeichnet werden. Der Myopacer ermdglicht eine Stimulation der Myozyten bei
verschiedenen Frequenzen und Stromstarken (es wurde bei allen Messungen mit 20V

stimuliert), wodurch eine Kraft-Frequenz-Beziehung gemessen werden kann.
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Abbildung 2.18: Beispielhafte Darstellung eines Epifluoreszenzsetups von lonOptix

mit Mikroskop (1), Hyperswitch (2), Myozyten-Kamera und Photomultiplier (3),
Myopacer (4), Fluoreszenz System Interface (5) und Computerprogramm lon Wizard

mit Ca?*-Transienten und Sarkomerlangerverkiirzung (6). Abbildung modifziert nach

https://www.ionoptix.com/products/systems/, © lonOptix Stand 18.08.2021

2.3.2 Der Ca?*-sensitive Farbstoff FURA-2 AM

Fur die Messungen der Ca?*-Transienten wurde der ratiometrische Farsbstoff FURA-
2 AM (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) ausgewahlt. Der Vorteil des
ratiometrischen Farbstoffes ist, dass er zum einen eine hohe Affinitat fur intrazellulares
Kalzium besitzt, zum anderen mit 2 Wellenlangen angeregt wird und somit 2
Emissionswellenmaxima besitzt, von welchen das eine abhangig von der Ca?*-
Beladung, das andere von der Ca?*-Bindung ist. So wird Ca?*-gesattigtes FURA-2 AM
bei einer Wellenlange von 340nm (F) angeregt, freies bei 380nm (FO0). Uber
Bestimmung des Verhaltnisses F/FO kann somit eine Aussage Uber die freigesetzte
Kalziummenge getroffen werden. Dies ermdglicht eine gute Messbarkeit der Diastole
und der Systole, weshalb der Farbstoff FURA-2 AM ausgewahlt wurde.

FURA-2 AM fungiert dabei als Chelatbildner, welcher mit Ca?*-lonen Komplexe bildet,

wodurch die Eigenschaften von Fura-2 AM qualitativ und quantitativ hinsichtlich
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Anregungswellenlange, Emissionswellenldange und Emissionsintensitat verandert
werden. Dadurch unterscheiden sich die Fluoreszenzsignale der Chelatkomplexe
deutlich von den Fluoreszenzsignalen des freien Farbstoffes, viel wichtiger aber auch
von der Eigenfluoreszenz der Zellen, welche deutlich niedriger liegt. FURA-2 ist an den
Azetoxymethylester (AM) gekoppelt, dessen lipohile Eigenschaften die
Membranpermeabilitat des Farbstoffes erhéhen und ein Eindringen in die Zelle durch
passive Diffusion ermdglichen. Dort werden die Esterreste von zelleigenen Esterasen
abgespalten, wodurch der Farbstoff hydrophil wird und somit in der Zelle verbleibt.

Ratiometrische Farbstoffe filhren durch Bindung an die Ca?*-lonen zu einer
Verschiebung des Exzitations- oder Emissionsmaximums, dem sogenannten Spektral-
Shift. Im Falle von FURA-2 AM verschiebt sich dabei bei hoherer Ca2*-Konzentration
das Absortionsmaximum, wahrend das Emmisionsmaximum unverandert bleibt
(510nm).

Em=510nm

308 uM free Ca™

Fluorescence excitation

250 300 350 400 450
Wavelength (nm)

Abbildung 2.19: Fluoreszenzemissionspektrum von FURA-2, AM; Modifiziert nach

©Thermo Fisher Scientific

2.3.3 Versuchsdurchfuhrung

Die Zellen in den Messkammern wurden zunachst mit 250pul eines 5uM FURA-2 AM
Farbstoffgemisch fur 15 Minuten inkubiert. Fur die Herstellung dieses
Farbstoffgemisches wurde ein FURA-2, AM Farbstoffcup zunachst mit 44,4ul DMSO

versetzt, wodurch dieses lichtempfindlich wurde. Davon wiederum wurden 2,5ul mit
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500ul Normaltyrode (Tabelle 5) zum Farbstoffgemisch vermischt. Nach Ablauf der 15
Minuten wurde der Farbstoff abgekippt und die Perfusion mit Normaltyrode bei 37°C
gestartet. Die Normaltyrode stellte gleichzeitig das Messmedium dar und hatte je nach
Versuchsaufbau eine Ca?*-Konzentration von 1 bzw. 2mM. Nach einer Einschlagzeit
von 3 Minuten erfolgte die Messung der Ca?*-Transienten und der Sarkomerlangen
mit Hilfe des Programm lon Wizard (lon Optix Corporation, Westwood, MA, USA). Im
sogenannten Kontraktilitatsprotokoll, welches unter Bedingungen von 1mM [Ca?*]
durchgefuhrt wurde, wurden die Zellen zunéchst bei 1Hz bis zum Einstellen eines
Steady-States stimuliert. AnschlieRend wurde diese fir einen Zeitraum von 30
Sekunden fur einen sogenannten Post-Pause-Test pausiert, um so Rickschlisse auf
ein mogliches SR-Ca?*-Leck zu bekommen. Nach der Stimulationspause wurden die
murinen Myozyten mit 2Hz und dann mit 4Hz stimuliert, jeweils, bis sich ein Steady-
State einstellte. Zuletzt wurden die Zellen wieder mit 1 Hz bis zur erneuten Einstellung
eines Steady-State stimuliert. Der SR Ca?*-Gehalt wurde nun durch rasche Applikation
von 10uM Koffein (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, US) (Tabelle 6), welches zu einer
abrupten Offnung der Ryanodinrezeptoren fiihrt, gemessen.

Im zweiten am Epifluoreszenzmikroskop gemessenen Versuchsprotokoll wurden die
Bedingungen nun auf eine Ca?*-Konzentration von 2mM angehoben. Zudem wurden
die Zellen far 30 Minuten mit 10uM Isoprenalin inkubiert. Isoprenalin ist ein
Sympathomimetikum und Noradrenalin-Derivat. Die hergestellte Stocklésung (Tabelle
7) wurde lichtgeschutzt bei -20°C aufbewahrt. Durch diese veranderten Bedingungen
sollten Arrhythmien provoziert und eine vermehrte pro-arrhythmische Aktivitat in WT
Schlafapnoemé&usen detektiert werden. Nach einer 5-minttigen Stimulation unter 1Hz

wurde diese fur 30 Sekunden pausiert und anschlieBend fir 30 Sekunden fortgesetzt.

Die Versuche wurden an jeder Maus sowohl fur Ventrikel-, als auch fir Vorhofzellen
exakt gleich durchgefiihrt. Die Auswertung der Arrhythmien erfolgte manuell durch
Zahlen. Dabei wurde jede Abweichung von der diastolischen Ca?*-Baseline als pro-
arrhythmische Aktivitat gewertet. Die Auswertung der Ca?*-Transienten und der
Sarkomerlangenverkirzungen erfolgte mit Hilfe des Programms lon Wizard (Version
6.3; lon Optix Corporation, Westwood, MA, USA).
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Tabelle 5: Normaltyrode

Volumen Konzentration | Stoff Molares | 10x- 1x-Stock
Gewicht | Stock
140mM NacCl 58,44 81,816 g
Gesamtvolumen
1L 4mM KCI 2,9824 2,9824 g
100ml 10x-
1ImM MgCl2 0,9521 0,9521 g | Stock
5mM HEPES 11,9155 11,9155
g
pH 7,4 bei 37°C
10mM Glukose | 180,16 1,8016 g
CacCl2
1/2mM [mol/l] 1 1000/2000pl
Tabelle 6: Koffeintyrode
Volumen Konzentration | Stoff Molares 1x-Stock
Gewicht
Gesamtvolumen | 10x 10x-Stock 10ml
0,1L
10mM Caffeine 194,2 0,1942
pH 7,4 bei 37°C | 10mM Glukose 180,16 0,18016
2mM CaCl2 [mol/l] |1 200 pl
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Tabelle 7: Herstellung der Stocklésung fir Isoprenalin

Stamm1 74,31mg Isoprenalinchlorid

10mM = in 30ml ASC-Tyrode
ASC-Tyrode 250m| NT 1x, 2mM Ca?*
pH=7,4 bei 37°C 125mg Ascorbinsaure
Lichtgeschutzt 1,25ug HCI (37%)
aufbewahren

Stamm 2 20ul Stamm 1 Lésung

10 uM 10ml ASC-Tyrode

2.4 Datenauswertung und Statistik

Durchfihrung und Auswertung der Versuche geschahen unter verblindeten
Bedingungen hinsichtlich Genotyps (CaMKII-KO vs. WT) und Gruppe (CTRL vs.
PTFE) der Versuchstiere. Fur die statistische Auswertung und graphische Darstellung
der Ergebnisse wurde das Programm GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA) verwendet. Samtliche Daten werden dabei als Mittelwert pro Maus
+ SEM (Standardfehler des Mittelwertes) gezeigt. Der Standardfehler wird mit
folgender Formel berechnet:

o9
SEM—\/n 7

02= Varianz, o= Standardabweichung, n= Stichprobengréle.

Fur die statistische Auswertung zweier normalverteilter Gruppen wurde der
ungepaarte Student t Test verwendet, fir den Vergleich mehrerer Gruppen eine
einseitige Varianzanalyse (one-way ANOVA mit Holm-Sidak post-hoc Korrektur).
Lineare Korrelationen zwischen zwei Variablen wurden mittels linearer
Regressionsanalysen getestet. Als statistische signifikant wurde ein p-Wert <0.05

angenommen.
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3. Darstellung der eigenen Untersuchungen (,,Ergebnisse*)

Einige der im Folgenden dargelegten Ergebnisse konnten bereits im Rahmen einer
Co- Autorenschaft publiziert werden. Demnach lieferte die vorliegende Promotion
einen wesentlichen Beitrag fur den Artikel ,CaMKII-Dependent Contractile Dysfunction
and Pro-Arrhythmic Activity in a Mouse Model of Obstructive Sleep Apnea“, welcher

2023 im Antioxidants (Impact Factor 7,0) verdoffentlicht wurde (11).

Um das Krankheitsbild der Obstruktiven Schlafapnoe maoglichst spezifisch und isoliert
abzubilden, wurde den fir diese Arbeit verwendeten Tieren 100pul Polytetrafluorethylen
in das pharynxnahe Bindegewebe injiziert. Sonographische Messungen zeigten dabei
eine signifikante Zunahme des Zungendiameters von (in mm) 3,7+0,1 auf 5,1+0,1 nach
PTFE-Injektion (n=23, p<0.0001, Abbildung 3.1). Als Vergleichsgruppe dienten nicht
behandelte Mause der Kontrollgruppe. Um die Bedeutung der CaMKIl fur die
Arrhythmogenese und kontraktile Dysfunktion, sowie fur systolisches und
diastolisches kardiales Kalziumhandling generell besser zu beurteilen, wurden fir die
Versuche C57BL/6 Wildtypméause (WT) und CaMKII&-Knock-out Mause (CKO)

verwendet, welchen die am Herzen besonders stark exprimierte &-Isoform fehlt.
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Abbildung 3.1: Nach Behandlung der Versuchstiere mit 100ul Polytetrafluorethylen
konnte eine signifikante Zunahme des Zungendiameters beobachten werden,

unabhéngig vom Genotyp der Mause.
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3.1. Apnoen und Inspiratorische Flusslimitierungen

Zunachst wurden 2 Wochen nach PTFE-Behandlung der Tiere die Atemflusskurven
der Versuchstiere mit Hilfe der FinePoint Software (Version 2.4.6.9414) auf gezeigte
Apnoen und inspiratorische Flusslimitierungen (IFL) hin analysiert und ins Verhaltnis
zur Messdauer (pro h) gesetzt. In Einklang mit unserer Theorie, dass die PTFE-
Injektion in das Pharynx nahe Bindegewebe durch eine Verdickung der
Schlundmuskulatur zu vermehrten Atemaussetzern fuhrt, konnten wir eine signifikant
positive Korrelation zwischen der Dicke des Zungendiameters und den gezeigten
Apnoen/h beobachten (p=0.046, r>=0.19, Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Die Dicke des Zungendiameters in den mit PTFE behandelten Tieren

korrelierte direkt mit den gezeigten Apnoen/h.

3.2 Atriale Arhythmien und atriales Kalziumhandling

3.2.1 Frequenzunabhédngige CaMKIl-abhangige atriale pro-arhythmische

Ereignisse unter Standardmessbedingungen

Spannenderweise konnte bereits bei Standardmessbedingungen mit 1mM Kalzium
und Stimulation mit 1Hz in der WT-Gruppe eine signifikante Zunahme pro-
arhythmischer Ereignisse von (in s*) 0.02+0.01 in der Kontrollgruppe auf 0.06+0.04 in
der mit PTFE behandelten Gruppe beobachtet werden (n=12 cs.13, p=0,004 mittels
ANOVA, Abbildung 3.3 B). Als pro-arhythmisches Event wurde jede Abweichung von

der diastolischen Kalziumbaseline zwischen zwei regularen Transienten und jeder
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zusatzliche, nicht-stimulierte Transient gewertet (Beispiel siehe Abbildung 3.3 A).
Ahnliche Resultate konnten wir auch bei hoheren Stimulationsfrequenzen (2 und 4Hz)
beobachten (Abbildung 3.3 C, D). Bei einer Stimulationsfrequenz von 2Hz konnten wir
eine signifikante Vermehrung der pro-arhythmischen Ereignisse auf (in s*) 0,1+0,08 in
der WT PTFE Gruppe von 0,05+0,04 in der Kontrollgruppe beobachten (n=14 vs. 9,
p=0,035). Unter 4Hz stieg die Anzahl pro-arhythmischer Ereignisse (in s*) von
0,04+0,03 in der WT CTRL-Gruppe auf 0,12+0,09 in der Gruppe der mit PTFE
behandelten Wildtypen an (n=9 vs. 14, p=0,007). Zudem zeigte sich eine signifikant
positive Korrelation der pro-arhythmischen atrialen Ereignissen mit den gezeigten
inspiratorischen Flusslimitierungen pro Stunde (p=0,03, r?>=0,24; Abbildung 3.3 E). Ein
ahnlich starker Trend konnte in der Korrelation der pro-arhythmischen Events mit den
Apnoen/h beobachtet werden (p=0,06, r>=0,18, Abbildung 3.3 F).

Im Gegensatz zu unter mit Isoprenalin provozierten Bedingungen, welche im
folgenden Abschnitt dargestellt werden, wurde unter Standardmessbedingungen in
der CKO-Gruppe keine Zunahme an atrialen pro-arhythmischen Ereignissen nach
PTFE-Intervention beobachtet und die Anzahl solcher Events war unter allen
Stimulationsfrequenzen (1, 2, 4Hz) bei den CKO PTFE-Mausen signifikant niedriger
als in der operierten Wildtypgruppe (z. B. fiur CKO Mause ohne Intervention
0,026+0,027 vs. 0,026+0,021 fur CKO Mause nach PTFE-Injektion, n= 11 vs. 10,
p=0,99 fur 1 Hz, Abbildung 3.3 B-D). Dementsprechend zeigten die CKO Mause auch
hinsichtlich pro-arhythmischer Events keine Korrelation mit den IFLs (p=0,36, r>=0,05,
Abbildung 3.3 E) oder Apnoen (p=0,82, r?=0,004, Abbildung 3.3 F).
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Abbildung 3.3: A) Originalregistrierung zweier Kalziumtransienten, gemessen in mit
FURA-2AM beladenen Vorhofzellen. Die Abweichungen von der diastolischen
Kalziumbaseline zeigen zwei nicht-stimulierte pro-arhythmische Ereignisse (NSE) in
der WT PTFE Gruppe. B) In der WT PTFE Gruppe kommt es bei 1Hz Stimulation in
den atrialen murinen Kardiomyozyten zu signifikant mehr pro-arhythmischen
Ereignissen als in der WT CTRL oder CKO PTFE Gruppe. Vergleichbare Ergebnisse

zeigen sich bei 2 und 4Hz (C und D). E) Signifikant positive Korrelation der pro-
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arhythmischen Ereignisse in der WT Gruppe mit den inspiratorischen
Flusslimitierungen. Auch bei den Apnoen (F) zeigt sich hier ein starker Trend. Die
CKO-Mause scheinen vor diesem Effekt geschutzt. Die statische Auswertung basiert
auf ANOVA-Tests mit Holm Sidaks post-hoc Korrektur und linearen

Regressionsanalysen.

3.2.2 Provokation atrialer pro-arhythmischer Ereignisse durch das

Nordadrenalinderivat Isoprenalin und 2mM Kalzium

Um vermehrt atriale Arhythmien zu provozieren und vermehrte atriale pro-
arhythmische Aktivitat in mit PTFE behandelten Wildtypmausen zu detektieren,
wurden die Messbedingungen in den daflr vorhergesehen Kammern auf 2mM Kalzium
angehoben und die Vorhofzellen vor funfminttiger Stimulation mit 1Hz fir 30 Minuten
mit dem Noradrenalinderivat Isoprenalin inkubiert. Bei der anschlieRenden Analyse
pro-arhythmischer Events wurde ebenfalls jede Abweichung von der diastolischen
Kalziumbaseline zwischen zwei reguléren Transienten und jeder zusétzliche, nicht-
stimulierte Transient als ein solches gewertet (Beispiel siehe Abbildung 3.3 A). Unter
Provokation mit Isoprenalin konnte nun sowohl in der Wildtyp-, als auch in der CKO-
Gruppe nach PTFE-Intervention ein signifikanter Anstieg der pro-arhythmischen
Ereignisse von (in s1) 0,03+0,01 auf 0,05+0,02 bei den Wildtypméausen, bzw. von
0,017+0,016 auf 0,06+0,02 in der CKO-Gruppe beobachtet wurden (Abbildung 3.4)
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Abbildung 3.4: Nach Isoprenalinexposition kommt es nach PTFE Intervention sowohl
bei den Wildtypen (n= 7 vs. 11), als auch bei den CKO-Mausen (n= 6 vs. 5) zu einer
signifikanten Zunahme atrialer pro-arhythmischer Ereignisse (p<0,05 mittels ANOVA).

3.2.3 Atriales diastolisches und systolisches Kalziumhandling

Ursachlich fur die vermehrte pro-arrhythmogene Aktivitat konnte ein vermehrtes
diastolisches Kalziumleck durch vermehrte Phosphorylierung des RyR2 durch die
CaMKIl sein (3). In Einklang mit dieser Vermutung konnten wir in der Wildtyppopulation
in der Gruppe der operierten Tiere ein erhdhtes diastolisches Kalzium von (Fura Ratio
340/380) 1,493+0,18 verglichen mit 1,35+0,05 in der Kontrollgruppe nachweisen (n=
14 vs. 12, p=0,049), wahrend in der CKO-Population kein wesentlicher Unterschied zu
ermitteln war (siehe Abbildung 3.5 A). Allgemein ist jedoch zu bemerken, dass die
diastolischen Kalziumlevel in der CKO-Gruppe mit 1,44+0,18 jedoch héher als in der
Wildtypgruppe lagen, nach PTFE-Intervention allerdings anders als in der WT-Gruppe
kein signifikanter Anstieg zu beobachten war (n= 11 vs. 12, p=n.s. mittels ANOVA).
Um die Mechanismen besser zu verstehen, fihrten wir wie oben beschrieben
Experimente mit Koffein durch, wodurch es zur Entleerung des SRs kommt. Anhand
des sogenannten Koffeintransienten lasst sich nun grob auf den Kalziumgehalt des
SRs ruckschlie3en, was indirekt Ruckschlisse auf das diastolische Kalziumleck
zulasst (Beispiel siehe Koffeintransienten im Ventrikel, Abbildung 3.9). Entgegen den

Ergebnissen des diastolischen Kalziums zeigten sich hier allerdings keine signifikanten
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Unterschiede nach PTFE-Intervention oder in Abhangigkeit des Genotyps (siehe
Abbildung 3.5 B). Die Mittelwerte lagen fur Mause der WT CTRL-Gruppe bei
0,74+0,28 (FURA Ratio 340/380) und bei 0,60+0,17 fur WT Mause nach PTFE-
Intervention (n=7 vs. 12, p=0,39). In der CKO-Gruppe wurde in den Vorhofzellen ein
mittlerer Koffeintransient von 0,60+0,22 gemessen, von 0,71+0,24 in der CKO
Kontrollgruppe (n=5 vs.7, p=0,40, Abbildung 3.5 B).

In den Vorhofzellen konnten keine weiteren Unterschiede oder Auffalligkeiten in der
Hohe des stimulierten Kalziumtransienten als Pradiktor der Kontraktilitat des Vorhofs
oder der Relaxationsparameter (RT90) festgestellt werden (Abbildung 3.6). Letztere
gibt die Zeit in Millisekunden an, in welcher sich 90% des Kalziumtransienten
zurtckgebildet hat und gilt als wichtiges Messinstrument far
Kardiomyozytenrelaxation. Die Mittelwerte fur den Relaxationsparameter RT90
betrugen (in ms) bei den Wildtypen 0,29+0,12 in der Kontrollgruppe und 0,24+0,08
nach PTFE-Intervention (n=12 vs. 12, p=0,27 mittels ANOVA). In der CKO
Kontrollgruppe 0,234+0,05 und 0,26+0,09 nach PTFE (n=12 vs. 12, p=0,54). Die
mittlere Amplitude des Kalziumtransienten betrug bei WT CTRL (FURA ratio 340/380)
0,36+0,16, 0,39+0,12 bei WT PTFE (n=11 vs. 14, p=0,82). Der Mittelwert in CKO
Gruppe 0,34+0,14 in der Vergleichsgruppe und 0,39+0,13 bei den operierten CKO
Méausen (n=12 vs.11, p=0,75, Abbildung 3.6 B).
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Abbildung 3.5 A) WT PTFE Mause zeigen im Vergleich zur nicht-operierten

Kontrollgruppe ein erhohtes diastolisches Kalzium. B) Bei Analyse des sog.
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Koffeintransienten zeigten sich keine Unterschiede zwischen WT und CKO und PTFE
und CTRL (Statistische Auswertung basierend auf ONE-WAY ANOVA Test).
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Abbildung 3.6 In Relaxationszeit (RT90) oder der HoOhe des systolische
Kalziumtransienten zeigten sich im murinen keine Unterschiede. Statistische

Auswertung basierend auf one-way ANOVA mit Holm-Sidaks post-hoc Korrektur.
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3.3 Ventrikulare Kontraktilitat und ventrikulares Kalziumhandling

3.3.1 CaMKIll-abhangige ventrikulare systolische Dysfunktion nach PTFE-
Injektion
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Abbildung 3.7 zeigt eine Originalabbildung von am Epifluoreszenzmikroskop
gemessenen Kalziumtransienten von mit FURA-2 beladenen isolierten Ventrikelzellen
unter Stimulation mit 1 Hz. Die roten Striche markieren den Zeitpunkt der Stimulation.
Die untere Zeile zeigt die Sarkomerl&ngenverkirzung der Myozyten beim

Kalziumtransienten an.

In  Abbildung 3.7 sind reprasentativ Aufzeichnungen von stimulierten
Kalziumtransienten (jeweils oben) und Myofilamentverkirzungen (jeweils unten) in
Ventrikelzellen von Mausen der WT CTRL-, WT PTFE-, CKO CTRL- und CKO PTFE-
Gruppe dargestellt. Man erkennt bereits hier einen im Vergleich zur Kontroll- und zur

54



Knockoutgruppe  erniedrigten  Kalziumtransienten und  eine  niedrigere
Sarkomerlangenverkirzung in der WT PTFE Gruppe (Ergebnisse mit Mittelwerten
siehe Abbildung 3.8). Hintergrund der Messungen ist zu Uberprifen, ob die bei
Patienten mit Obstruktiver Schlafapnoe (13,50) und die im OSAS Mausmodell (10,11)
gezeigte kontraktile Dysfunktion auf myozytarer Ebene mit einer CaMKII-abh&angigen
Verschlechterung der Kalziumhomoostase zusammenhéngt. Mit PTFE behandelte
Wildtypméuse zeigten einen mit (FURA Ratio 340/380) 0,30+0,08 erniedrigten
Kalziumtransienten verglichen mit 0,41+0,14 in der unbehandelten Kontrollgruppe (n=
15 vs. 13, p=0,048 mittels ANOVA, siehe Abbildung 3.8 A). In Ubereinstimmung ist die
Myofilamentverkirzung in den operierten Wildtypen mit 2,83+1,56 (in %
baseline/peakh) signifikant geringer als in der WT CTRL-Gruppe mit 4,76+2,14 (n= 15
vs. 13, p=0,034, Abbildung 3.8 B). Ahnlich der pro-arhythmischen Ereignisse im Vorhof
zeigen sich auch hier die mit PTFE-behandelten Tiere durch den Knockout der CaMKII
vor einem erniedrigten Kalziumtransienten geschitzt (0,41+0,12, n=13, p=0,038 fir
den Vergleich von CKO PTFE vs. WT PTFE). Innerhalb der CKO-Gruppe bestand kein
wesentlicher Unterschied (0,35+0,12 fur CKO CTRL, n=13, p=0,38). Auch bei der
Sarkomerlangenverkirzung konnte innerhalb der CKO Gruppe nach PTFE-
Intervention mit 4,70+1,20 kein Unterschied zur Kontrollgruppe mit 4,53+2,61
beobachtet werden (n= 14 vs. 13, p=0,81). Innerhalb der operierten Gruppe zeigten
die CKO Mause auch hier eine signifikant bessere Myofilamentverkirzung die
Wildtypméause (p=0,034, Abbildung 3.8 B).
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Abbildung 3.8 A) Gemittelte Kalziumtransientenamplitude in stimulierten
Ventrikelzellen. B) Myofilamentverkirzung (in %). Konkordant mit der Hohe der
Kalziumtransientenamplitude prasentiert sich die Verkirzung der Myofilamente in den
WT PTFE Mausen deutlich erniedrigt.

Mittels Experimenten mit Koffein gelang eine Darstellung des sogenannten
Koffeintransienten, mit welchem das SR Kalziumgehalt weiter abgeschatzt und somit
indirekt auf das CaMKIl-abhangige diastolische Kalziumleck geschlossen werden

kann.

Wie Abbildung 3.9 bereits erkennen lasst, zeigt sich dieser in der WT PTFE konkordant
mit dem Kalziumtransienten und der Sarkomerlangenverkirzung erniedrigt

(Ergebnisse und Mittelwerte siehe Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.9 zeigt reprasentative Koffeintransienten von mit FURA-2 beladenen
Ventrikelzellen fiur Mause der WT PTFE- und der CKO PTFE-Gruppe. Nach
Stimulation (rote Striche) und Erreichen eines Steady-States wird die Stimulation
ausgeschaltet. Zum Zeitpunkt des nachsten regularen Schlages wird nun 10um
Koffein appliziert (roter Pfeil), wodurch es zur kompletten Offnung des RyR2s kommt.
Anhand des nun folgenden Kalziumtransienten kann so der SR-Ca?*-Gehalt
abgeschatzt werden und Rickschluss auf das diastolische Ca?*-Leck gezogen

werden.

So fuhrte eine Behandlung mit PTFE in der Wildtypgruppe auch zu einer signifikant
reduzierten Koffein-induzierten Kalziumtransientenamplitude von 0,86+0,25 in der
Kontrollgruppe und zu 0,55+0,17 in der WT PTFE-Gruppe (n=7 vs. 7, p=0,017,
Abbildung 3.10 A). Dies resultierte zudem in einer signifikant negativen Korrelation
zwischen dem Koffein-induzierten Kalziumtransienten und der Frequenz der
inspiratorischen  Flusslimitierungen (P=0,0076, r>=0,43, Abbildung 3.10 B).
Spannenderweise zeigten die mit PTFE behandelten CKO Mause mit 0,830+0,14 eine
normale Transientenamplitude nach Koffeinapplikation (n=8 vs. 7 WT CTRL mit
0,68+0,19, p= 0,19). Zudem zeigte sich keine Korrelation mit der Haufigkeit der

inspiratorischen Flusslimitierungen (p=0,98, r?<0,01).
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Abbildung 3.10: A) Mittelwerte der Amplitude des Kalziumtransienten nach
Koffeinapplikation. Auch hier zeigt sich ein signifikant reduzierter Transient in der WT
PTFE-Gruppe. Statistische Vergleiche mittels One-Way ANOVA mit Holm-Sidaks
post-hoc  Korrektur B)  Korrelation  zwischen  dem Koffeininduzierten
Kalziumtransienten und inspiratorischen Flusslimitierungen pro Stunde ftir die WT und

CKO Population mittels linearer Regressionsanalyse.

Zusammenfassend betrachtet bestatigen diese Daten die urspriingliche Hypothese.
Durch Injektion von PTFE und der daraus resultierenden Verengung der oberen
Atemwege kommt es in der Wildtypgruppe zu einer signifikanten Verschlechterung der
Kontraktilitadtsparameter (H6he der Kalziumtransientenamplitude,
Myofilamentverkirzung und Hohe des Koffeintransienten). Durch einen Knock-out der
O-Isoform der CaMKII waren die operierten OSA Mause vor einer Verschlechterung
der myokardialen Kontraktilitdt geschutzt.

3.3.2 Diastolisches Kalziumhandling im Ventrikel

In der WT PTFE Gruppe, zeigte sich die Kalzium-Baseline (FURA Ratio 340/380) mit
im Mittel 1,42+0,21 nach Operation nicht signifikant erhdht im Vergleich zur Kontrolle
mit 1,47+0,23 (n=15 vs. 13, p=0,57, Abbildung 3.11 A). Auch zeigte sich kein
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Unterschied in der diastolischen Kalzium-Baseline zu den Mausen der CKO Gruppe
mit 1,50+0,15 nach Operation, welche sich ebenfalls nicht zur CKO CTRL-Gruppe mit
1,49+0,26 unterschied (n= 14 vs. 13, p=0,57).

Ebenso zeigten die Mittelwerte flr den Relaxationsparameter RT90 (=Zeit, in welcher
sich durch Aktivierung der SERCA 90% des Kalziumtransienten zurtickbildet) mit (in
ms) 0,26+0,094 zu 0,31+0,094 keinen Unterschied zwischen Kontroll- und operierter
Gruppe in der Wildtyppopulation (n=13 vs. 14, p=0,41, Abbildung 3.11 B). Auch in der
CKO-Gruppe war die Relaxationszeit bei Kontroll- und Versuchsgruppe vergleichbar
(CKO CTRL vs. CKO PTFE: 0,21+40,065 zu 0,23+0,073, n= 13 vs. 14, p=0,68,
Abbildung 3.11 B). Allerdings verlief die Transientenrickbildung innerhalb der
operierten Gruppe bei Tieren mit einem CaMKII Knock-out mitim Mittel 0,23+0,073ms
deutlich schneller als bei den mit PTFE-behandelten Wildtypmausen mit
0,31+0,094ms (n vs. 14, p=0,038). Interessanterweise konnte bei Tieren der CKO-
Population unabhangig der Intervention mit (in ms) im Durchschnitt 0,22+0,068 eine
schnellere Relaxationszeit des Kalziumtransienten beobachtet werden als in der
Wildtyppopulation mit 0,29+0,09 (n=27 vs. 27, p<0,01 mittels Mann-Whitney test,
Abbildung 3.11 C).
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Abbildung 3.11: A) In der Analyse der diastolischen Kalziumbaseline zeigten sich
keine Unterschiede abhangig von Intervention oder Genotyp der Mause. B und C)
Méause mit einem Knock-out der CaMKIl zeigen verglichen mit Tieren der

Wildtyppopulation eine deutlich reduzierte Relaxationszeit.

59



4. Besprechung der Ergebnisse im Zusammenhang mit den Angaben in der

Literatur (,,Diskussion®)

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe eines Mausmodells das atriale und
ventrikulare Kalziumhandling bei Obstruktiver Schlafapnoe untersucht. Besonders
dabei ist, dass anhand dieses Mausmodells erstmals die Pathomechanismen der
atrialen Arrhythmien und ventrikularen Dysfunktion frei von potenziellen Storfaktoren,
wie sie beim sehr heterogenen Kollektiv humaner Patienten, aufgezeigt wurden,
untersucht werden konnten. Somit konnten die beobachteten pathologischen
Veranderungen direkt auf das Obstruktive Schlafapnoe Syndrom zurtickgefiihrt
werden. Des Weiteren liel3 die Verwendung eines CaMKII&-Knockout Mausmodells
eine differenzierte Schlussfolgerung der Rolle der CaMKI1d beim kardialen Geschehen
bei OSA zu. So konnte gezeigt werden, dass es gerade in den Myozyten des Vorhofs
zu einer vermehrten pro-arrhythmischen Aktivitdt kommt. Interessanterweise schiitzte
ein Knockout der CaMKIId vor dieser OSA-induzierten Pathologie (s. Abbildung 3.5).
Davon ausgehend, dass sich bei den mit PTFE-behandelten Tieren (10) und bei
Patienten mit Schlafapnoe (13,47) eine reduzierte Ejektionsfraktion fand,
konzentrierten sich die Untersuchungen in den isolierten Ventrikelzellen vor allem auf
die Hohe des Kalziumtransienten. Konkordant zu diesen in der Literatur beschrieben
Ergebnissen zeigte sich am Epifluoreszenzmikroskop eine Verschlechterung der
ventrikularen  Kontraktilitatt im  Sinne  signifikant  erniedrigter  stimulierter
Kalziumtransienten und schlechterem Myofilamentshortening. Experimente mit
abrupter Kaffein-Applikation zeigten zudem einen erniedrigten Ca?*-Gehalt des SR.
Letzten Endes schitzte auch hier ein genetischer Knockout der CaMKIId vor einer
Verschlechterung der Kontraktilitatsparameter (s. Abbildung 3.7, 3.8, 3.9 & 3.10).

4.1 Mechanismen kardialer Begleiterkrankungen bei Obstruktiver Schlafapnoe

Das Obstruktive Schlafapnoesyndrom gewann in den letzten Jahren aufgrund stark
ansteigender Fallzahlen zunehmen an Relevanz, gerade in sozio6konomischer
Hinsicht (1,12-15,19,20). Grund dafur sind vor allem die zahlreichen Komorbiditaten,
mit welchen OSA in Verbindung gebracht wird (2,12,13,22). Neben Assoziationen der
OSA mit Alter, mannlichem Geschlecht oder BMI (16,106,107), wird dieses haufig
auch mit arterieller Hypertonie, Diabetes, Fettstoffwechselstérungen oder

neurokognitiven Erkrankungen in Verbindung gebracht (16,21,22,28,108). Daneben
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wurden in der Literatur besonders haufig kardiale Begleiterkrankungen wie
Arrhythmien, insbesondere dem Vorhofflimmern und die kontraktile Dysfunktion
beschrieben (2,6,28,29), auf welchen das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit
liegt. Kardiale Erkrankungen wie Vorhofflimmern und Herzinsuffizienz bedingen
entscheidend Morbiditat und Mortalitdt der Patienten (109,110). Interessanterweise
scheint dabei die OSA bei Patienten mit Vorhoffimmern und Herzinsuffizienz
Uberproportional haufig vertreten zu sein im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung,
wobei die Schwere der Herzinsuffizienz mit der Schwere der Obstruktiven Schlafapnoe
zu korrelieren scheint und sich beide Erkrankungen gegenseitig negativ beeinflussen
(24,27,51,111,112). Wie Rossi et al. beschreiben, spielen dabei einige
pathophysiologische Effekte der OSA, wie oxidativer Stress durch intermittierende
Hypoxien und intrathorakale Druckschwankungen, sowie direkte und indirekte Effekte
der OSA auf das autonome Nervensystem eine wichtige Rolle (29) (Abbildung 1.2).
Daraus resultierende strukturelle Umbauten am Herzen kdnnen einerseits zu einer
verminderten LVEF fiuhren (43). Weiter konnten Dimitri et al. bei OSA Patienten
vergrolRerte Vorhofe beobachten, was zu einer Verschlechterung des
Reizleitungssystem beitrug (36). Letzten Endes tragt dieses kardiale Remodeling
entscheidend zur Entwicklung von Vorhoffimmern (VHF) bei, was wiederum
thromboembolische Ereignisse begtinstigt und zu hoheren Hospitalisierungs- und
Mortalitéatsraten fuhrt (44). Dabei ist zu erwahnen, dass bei Herzinsuffizienzpatienten
neben obstruktiven in der Literatur auch zentrale Apnoen (CSA) beschrieben wurden.
Oldenburg et al. beschreiben sogar, dass Patienten mit CSA in ihrer Studie im Schnitt
einen héheren NYHA-Grad und eine niedrigere LVEF zeigten als Patienten mit OSA
(112). Obwohl also die Verbindung der OSA mit kardiovaskularen Erkrankungen
hinlanglich in der Literatur beschrieben wurde, bleiben die detaillierten
Pathomechanismen bislang grof3tenteils unklar (6,7,113,114). Wie Lebek et al.
folgerichtig beschreibt, ist dies vor allem der Tatsache geschuldet, dass sich bisherige
Untersuchungen auf humane OSA Proben beschrankten, welche jedoch stets mit dem
Problem der Heterogenitat und Komorbiditat versehen sind (10). Dies erforderte die
Untersuchung der OSA und ihrer Komorbiditaten in einem geeigneten Tiermodel
(10,98).
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4.2 Das OSA-Mausmodell durch VergrofRerung des Zungendiameters

Hierflr entwickelte die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Stefan Wagner ein vollig neues
Mausmodell der Obstruktiven Schlafapnoe (10). Lebek et al. konnten nicht nur anhand
plethysmographischer Messungen zeigen, dass in dem Mausmodell die Anzahl der
gemessenen Apnoen und IFLs signifikant erhéht waren im Vergleich zu normalen
C57BL/6 Mausen, sondern, mittels echokardiographischer Untersuchungen, dass
diese Mause unter anderem auch eine systolische und diastolische Dysfunktion
entwickelten (10). Analog zu humanen OSA-, VHF-, und HI-Patienten konnten Lebek
et al. auch in ihrem Mausmodell eine erhéhte Expression der CaMKIl zeigen
(3,4,6,7,10). Erreicht wurden diese OSA spezifischen Effekte durch Injektion von
Polytetrafluorethylen (PTFE), wodurch es zu einer signifikanten Zunahme des
Zungendiameters kam (siehe Abbildung 3.1 und Lebek et al. (10)). Laut Schwab et al.
ist diese VergroRerung des Zungendiameters die wichtigste, von Alter und Geschlecht
unabhéngige Determinante bei der Entstehung einer OSA. Dabei scheint das
Erkrankungsrisiko mit der Dicke der pharyngalen Strukturen zu steigen (17). Wie
Abbildung 3.2B zeigt, korrelierte die Dicke des Zungendiameters der mit PTFE
behandelten Versuchstiere direkt mit der Frequenz der gezeigten Apnoen. Wie wichtig
die Entwicklung eines neuen Mausmodells war zeigt ein Blick auf die bisherigen
Modelle, welche fur eine differenzierte Betrachtung der OSA-Effekte starke
Limitationen aufweisen (10,98,99,115). Als Beispiel ist hier vor allem am Beispiel des
New Zealand Obese Mice Modell mit ebenfalls vergréRerten Zungendiametern
anzufuhren, (97-99). Laut Schwab et al. sind diese die wichtigste, von Geschlecht,
Alter oder parapharyngalem Fettgewebe unabhangige Determinante bei der
Entstehung der OSA (17). Zwar wurden bei diesem Mausmodel vermehrt Apnoen und
Hypopnoe nachgewiesen (97-99), allerdings auch weitere, fur OSA-spezifische
Studien potenziell stdrende Begleit- und Folgeerkrankungen (10) wie Bluthochdruck,
sowie Glukose- und Fettstoffwechselstérungen (100). Damit hatte die Verwendung
dieses Mausmodells bei der Interpretation und differenzierten Betrachtung der Daten
ein &ahnliches Problem wie das heterogene Kollektiv der humanen Patienten
dargestellt. Auch weitere existierende Tiermodelle verkorpern lediglich einzelne
Aspekte der OSA. Wie das haufig verwendete chronic- intermittent hypoxia (CIH)-
Mausmaodell, bei welchem es zu den schlafapnoetypischen Zyklen von Hypoxie und
Reoxygenierung kommt (116). Allerdings kommt es hier nicht zur OSA-typischen

Obstruktion der oberen Atemwege und somit auch nicht zu den beschriebenen damit
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einhergehenden mechanischen Veranderungen (10,36,43,98,116). Deshalb war es
Ziel des vorliegenden Mausmodells, durch eine PTFE-Injektion eine gezielte und
isolierte intermittierende Verengung der oberen Atemwege durch Vergrof3erung der
Zungendiameter herbeizufihren. Wie Lebek et al. also folgerichtig beschrieben,
konnte dieses OSA Mausmodell, welches keine stérende Komorbiditaten aufweist,
erstmals eine differenzierte Untersuchung der Mechanismen und Effekte der

Obstruktiven Schlafapnoe erméglichen (10).

4.3 CaMKIl und ihre Rolle bei der Dysregulation der zellularen

Kalziumhomdoostase

Auf pathophysiologischer Ebene spielt insbesondere die CaMKIl eine wichtige Rolle
im Herzen. In der Literatur wird sowohl bei Patienten und in Tiermodellen von VHF und
HF, nun aber auch bei schlafbezogenen Atemstérungen (SBAS) wie der OSA eine
vermehrte Aktivitat und Expression der CaMKIl beschrieben (3-10,79,80,92,93). Die
stéandig wechselnden nachtlichen Phasen der Hypoxie und Reoxygenierung bei OSA
fordern die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (29). Nachtliche
Atemaussetzer beginstigen Aufwachreaktionen, was das [-adrenerge System
aktiviert (29). Weiterhin werden bei OSA aufgrund eines Kollaps der Atemwege
intrathorakale Druckschwankungen beschrieben, welche zu erhohter transmuraler
Wandspannung fihren (29,96). Letzten Endes kdnnen all diese Mechanismen die
Aktivitat der CaMKII steigern (88-91). Erhdhte Kalziumkonzentrationen beglinstigen
die Bildung eines Komplexes aus Kalzium und Calmodulin (CaM). Bindet dieser an die
regulatorische Doméane der CaMKIl kommt es zur Aufhebung der Autoinhibition der
CaMKII (82,84). Neben langerfristig erhdhten Kalziumkonzentration kbénnen auch die
bei OSA entstehenden ROS durch die Oxidation von Methionin an Position 281 und
282 die CaMKIl in einen aktiven Zustand versetzen (88,89). Die gesteigerte
Stimulation des 3-adrenergen Systems fordert tber NADPH-Oxidase-Aktivierung die
Entstehung von ROS und trdgt somit zu einer vermehrten CaMKII-Aktivitat bei
(34,117,118). Auch die durch OSA erhdhte transmurale Wandspannung fuhrt aufgrund
des gesteigerten kardialen Sauerstoffbedarfs zu einer ROS-induzierten CaMKII-
Aktivierung (34,117,118). Durch die Phosphorylierung wichtiger lonenkanéle und
Regulatorproteine  wie  dem Natrium-/Kalziumaustauscher ~ NXC, dem
Ryanodinrezeptor RyR2, dem L-Typ Kalziumkanal oder Phospholamban kommt der
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CaMKIl eine entscheidende Rolle in der Regulierung der zellularen Kalziumhomostase
zu (9,60).

4.3.1 CaMKIl-abhangige pro-arrhythmische Ereignisse im Vorhof von OSA

Mausen

In der Literatur wurden bereits zahlreiche Risikofaktoren fir VHF beschrieben. Neben
Alter, Ubergewicht, Diabetes Mellitus, arterieller Hypertonie und Kkardialen
Erkrankungen besteht insbesondere eine Assoziation zur OSA (2,35,44,119). Wie
Dimitri et al. beschreiben, fiihren all diese Faktoren zu strukturellen und funktionellen
Veranderungen am Herzen. Als vulnerables Gewebe begiinstigen sie nun gemeinsam
mit triggernden Faktoren die Entstehung von VHF (36). Hier kommen bei OSA
einerseits eine Dehnung der Vorhofe, sympathische Stimulation, sowie
supraventrikulare Extrasystolen infrage (37). Aber auch fokale ektope Aktivitaten des
Myokards, bei welchen friihe und spate Nachdepolarisationen (EAD/early after
depolarization und DAD/delayed afterdepolarization) eine wichtige Rolle spielen sind
entscheidend an der Arrhythmogenese beteiligt (3,8,38,120). Die bei OSA erhdhte
Aktivitat der CaMKIl phosphoryliert den RyR2 an Serin 2814 (3,6,72). Das daraus
resultierende Kalziumleck fiuhrt zu einem erhdhten zytosolischem Kalziumgehalt (3).
Die Aktivitat der CaMKII wird weiter verstarkt (,Circulus vitiosus®) (121) und es kommt
zu konsekutivem Einwartsstrom des NCX mit vermehrten DADs (3,80,94). Wagner et
al. identifizierten diese als einen wesentlichen Trigger von Herzrhythmusstérungen (8).
Wie in Abbildung 3.3 zu sehen, gelang es in diesem Projekt eine vermehrte atriale pro-
arrhythmische Aktivitat in Form sogenannter non-stimulated events in operierten WT-
M&ausen zu zeigen, nicht aber bei CaMKII-Knock-out Tieren. Eine Starke dieses
Projekts ist, dass aufgrund des verwendeten Mausmodells der beobachtete Effekt
spezifisch der OSA zuzuschreiben ist, da die Tiere keine anderen Komorbiditaten
aufweisen (10). Zu diskutieren ist jedoch, dass es unter Stimulation mit Isoprenalin
keine Unterschiede zwischen WT und CKO gab (Abbildung 3.4). Aufgrund der
signifikanten Daten unter Standardbedingungen ist dies jedoch sehr wahrscheinlich
auf einen zu starken Stimulus durch das Noradrenalinderivat zurtickzufiihren. Damit
Ubereinstimmend zeigte sich in der Wildtypgruppe bei den Schlafapnoemausen ein
erhohtes diastolisches Kalzium, wéahrend dies bei den CKO Mausen nicht der Fall war.
Ein weiterer pro-arrhythmischer Mechanismus kdnnte eine durch Dysregulation des
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Kalziumhaushalts verursachte Storung der interzellularen Kommunikation sein, flr
welche grofitenteils das Protein Connexin-43 verantwortlich ist (122—-125). Wie Hegner
et al. kirzlich zeigen konnten, exprimieren SDB-Patienten weniger Connexin-43.
Interessanterweise war dies sogar abhangig von der Schwere der schlafbezogenen
Atemstorung (126). Als ein weiterer Trigger atrialer Arrhythmien wird ein gesteigerter
spater Natriumeinstrom diskutiert, wie er auch bei OSA Patienten gemessen werden
konnte (6,8,78,114). Die bei OSA gesteigerte Aktivitdt der CaMKIIl fuhrt zu einer
vermehrten Phosphorylierung des Natriumkanals Nav1.5 an Ser571 mit Stimulation
des spaten Natriumstrom (late Ina) (81), welcher u.a. zu Arrhythmien beitragt (89). Die
in der Folge des verstarkten Natriumeinstroms eintretende Uberladung der Zelle mit
Natriumionen fuhrt zu einer Richtungsumkehr im NXC (Natrium/Kalzium-Austauscher)
mit konsekutivem Einstrom von Kalzium in die Zelle (77,89). Wagner et al. konnten
dies als einen weiteren wichtigen Trigger fuir Nachdepolarisationen ausmachen (78).
Spannenderweise steht ein gesteigerter late Ina auch in Zusammenhang mit einem
pro-arrhythmisch wirkenden gesteigerten diastolischen Kalziumleck (80,81), wobei
sich beide gegenseitig verstarken (80). Die Bedeutung des late Ina flr die
Arrhythmogenese konnten Sossalla et al. erstmals zeigen. In ihren Messungen in
humanen Vorhofzellen war der late Ina bei Patienten mit Vorhofflimmern deutlich

gesteigert (127).

4.3.2 CaMKIll-abhangige kontraktile Dysfunktion im Ventrikel von OSA Mausen

Entsprechend der eingangs geaul3erten Hypothese zeigten die fur die Arbeit
verwendeten  Wildtypmause nach  PTFE-Exposition  einen  erniedrigten
Kalziumtransienten im Ventrikel als MaRR fur die Kontraktionskraft der linken
Herzkammer (siehe Abbildung 3.10 A). Dies ging einher mit einem reduzierten
Myofilamentshortening als Mal3 fur die Kontraktilitdt (siehe Abbildung 3.8 B).
Interessanterweise schitzte ein genetischer Knock-out der CaMKII in beiden Fallen
vor dieser pathologischen Verédnderung. Dies erklart die von Lebek et al. 2020
echokardiographisch ermittelte verminderte LVEF in Wildtypm&usen nach Induktion
einer OSA mittels PTFE (10). Gleichzeitig betont es aber auch die Rolle der CaMKI|I
bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz, wie sie in der Literatur mehrmals
beschrieben wurde und welche auch bei Patienten mit OSA und im Mausmodell
gezeigt werden konnte (4—-7,10,92).
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Um dariber hinausgehend den Pathomechanismus fur die geminderte Kontraktilitat
der Ventrikelzellen und die geminderte LVEF in Schlafapnoemausen (10) besser zu
verstehen, wurden fur die vorliegende Arbeit Experimente mit Koffein durchgefuhrt, um
so einen Ruckschluss Uber den SR Kalziumgehalt zu erhalten (55). Ein solches konnte
in der Vergangenheit bereits mit kontraktiler Dysfunktion in Verbindung gebracht
werden  (4,93,120). Und in der Tat war die Kkoffein-induzierte
Kalziumtransientenamplitude und somit der geschatzte SR Kalziumgehalt bei den
Schlafapnoemausen der Wildtypgruppe deutlich erniedrigt, wéhrend ein CaMKII
Knock-out auch hier die Mause schitzte (siehe Abbildung 3.10 A und B).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die ventrikulare Kontraktilitat der
Wildtyp Schlafapnoeméuse aufgrund eines reduzierten SR-Kalziumgehalts
eingeschrankt ist. Als mdgliche Ursache hierfir beschreibt die Literatur eine
gesteigerte Phosphorylierung des RyR2 durch die CaMKII an Serin 2814, was dessen
Offnungswahrscheinlichkeit erhoht und letztlich zu einem diastolischen Kalziumleck
fuhrt (3,9,55). Eine solche CaMKIll-abhéngige Phosphorylierung des RyR2 mit
konsekutivem diastolischen Kalziumverlust aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum
konnte bei humanen Herzgewebeproben von Schlafapnoepatienten unter anderem
von Lebek et al. beschrieben werden (6,7,114). Anders als in diesen Studien mit einem
heterogenen Patientenkollektiv, waren die fur diese Arbeit zur Untersuchung der
Mechanismen der kontraktilen Dysfunktion verwendeten Schlafapnoemause jedoch

frei von weiteren Komorbiditaten (10,11).

4.3.3 Genetischer Knock-out der CaMKIl beschleunigt die Riuckbildung des

Kalziumtransienten

Der Relaxationsparameter RT90 gibt die Zeit in Millisekunden an, in welcher sich durch
Aktivierung der SERCA und des NCX 90% des Kalziumtransienten zurtickbilden. Die
in dieser Arbeit gemessenen Werte zeigten dabei bei den Wildtypen deutlich langere
RT90-Werte als die Gruppe der CKO Mause. Dieser Effekt war interessanterweise
unabhangig von der Intervention und somit nicht auf einen OSA-spezifischen Effekt
zuriickzufiihren (siehe Abbildung 3.11 B und C). Diese Ergebnisse verwundern
zunéchst und stehen im Gegensatz zu den Erkenntnissen in der Literatur. So wurde
mehrfach eine CaMKIl abhéngige Phosphorylierung des Regulatorproteins

Phospholamban (PLN) beschrieben (9,128,129). Hierdurch kommt es durch den
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Mechanismus der Disinhibition zu einer Aktivitdtssteigerung der SERCA mit
schnellerem Kalzium-Reuptake in das SR (55). Kadambi et al. 1996 legen hingegen
dar, dass eine uberhohte Expression von PLN die Kalziumaffinitat der SERCA wieder
herabsetzt und SR Kalziumgehalt und myozytare Kontraktilitat verringert (130). Dies
ware eine magliche Erklarung fur die schnelleren RT90-Werte nach CaMKII-Inhibition
in der vorliegenden Arbeit. Auf der anderen Seite kbnnte das basale Kalziumleck

abgedichtet sein, was die Relaxation beschleunigt.

4.4 Ausblick: CaMKII-Inhibitoren als potenzielle therapeutische Méglichkeit zur

Behandlung kardialer Begleiterkrankungen bei Obstruktiver Schlafapnoe

Die derzeitige Behandlungsempfehlung fur Patienten mit OSA konzentriert sich vor
allem auf die beiden Schwerpunkte Gewichtsreduktion und CPAP-Therapie
(Continous positive airway pressure) (23). Wie McEvoy et al. zeigen konnten, scheint
die CPAP-Therapie zwar geeignet, die Haufigkeit an Apnoen und Hypopnoen zu
minimieren, das nachtliche Schnarchen zu reduzieren, die Tagesmidigkeit zu
verringern und die Lebensqualitat im Allgemeinen zu verbessern (24). Allerdings zeigte
ihre Studie auch, dass eine CPAP-Behandlung das Risiko einer kardiovaskularen
Erkrankung nicht senkte (24). Zudem scheint die Compliance der Patienten einer
CPAP-Therapie gegenuber sehr gering zu sein (24). Hinzu kommt, dass sich in
weiteren Studien die Mortalitéat bei Patienten mit eingeschrankter Pumpfunktion und

zentralen Apnoen sogar erhoht zeigte (34).

Die Behandlung fur Patienten mit Herzinsuffizienz konzentriert sich derzeit auf
Medikamente wie ACE- Hemmer, 3-Blocker, Gliflozine,
Angiotensinrezeptorantagonisten, etc (137). Fur Vorhoffimmern stehen neben der
Konzentration auf die Grunderkrankung medikamentés unter anderem [3-Blocker,
Amiodaron, Digitalis, Kalziumkanalblocker oder orale Antikoagulanzien fir die
Schlaganfallprophylaxe zur Verfiigung. Im Rahmen interventioneller Verfahren stellen
die elektrische Kardioversion oder die Pulmonalvenenisolation weitere therapeutische
Optionen dar (138). Um jedoch bereits die Entstehung der verschiedenen
Komorbiditaten und ihren weitreichenden Folgen zu verhindern, ist es von aulRerster
Wichtigkeit neue therapeutische Ansatze fir Patienten mit schlafbezogenen

Atmungsstorungen zu entwickeln.
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Dabei kristallisierte sich bislang insbesondere eine auf3ere Einflussnahme auf den
zellularen Kalziumhaushalt als eine hoffnungsvolle Option heraus, wobei hier der
CaMKIl als mdglicher Stellschraube besondere Bedeutung zugesagt wird (71). Zwar
befinden sich bereits einige der CaMKIl-Inhibitoren in klinischen Studien
(120,139,140), laut Grandi et al. entfalten viele von ihnen allerdings nur eine
eingeschrankte Wirkung und erwiesen sich fur den Gebrauch im klinischen Alltag als
nicht suffizient (141). Grund war unter anderem eine ungenugende Spezifitat der
Substrate fur die Isoformen der CaMKII und eine zu geringe Anzahl an Studien, welche
den antiarrhythmischen Effekt der CaMKII-Inhibition in vivo untersuchten (141,142).

Dennoch gab es in den letzten Jahren viele vielsprechende Versuche, einen
geeigneten CaMKII-Inhibitor zu entwickeln. Ein Beispiel hierfur ist der ATP-kompetitive
und selektive CaMKII-Inhibitor GS-680. In Versuchen mit humanem Vorhofgewebe
konnten Lebek et al. zeigen, dass sich durch diesen das CaMKIl-abhéngige
diastolische SR-Kalziumleck blocken lies und somit pro-arrhythmische Ereignisse
reduziert werden konnten. Zudem konnte mit Hilfe von GS-680 die Funktion
ventrikularer Zellen bei schwerer Herzinsuffizienz verbessert werden (120). Einen
ahnlichen Effekt konnten Neef et al. fur den ebenfalls ATP-kompetitiven CaMKII-
Inhibitor AS105 nachweisen. Die Gruppe konnte durch Einsatz des Inhibitors eine in
vitro Reduktion des SR-Kalziumleck und arrhythmogener Korrelate beobachten, wobei
dies keinen Einfluss auf die elektromechanische Kopplung hatte (140). Eine CaMKII-
Inhibition kdnnte damit ein vielversprechender neuer Therapieansatz fur Patienten mit

OSAS und kardiovaskularen Begleiterkrankungen sein.

4.5 Diskussion der Methoden und der Limitationen der Arbeit

Zuletzt soll noch auf Einschrdnkungen und Limitationen dieser Dissertation
hingewiesen werden, deren Ziel es war, mit Hilfe eines Mausmodells ohne weitere
Storfaktoren die Pathomechanismen fiir Arrhythmogenese und kontraktile Dysfunktion

bei OSA genauer zu untersuchen.

Hierbei ist zum einen zu erwahnen, dass fur die Versuche lediglich mannliche Mause
verwendet wurden. Hingegen konnten Lebek et al. und Hegner et al. zeigen, dass es
durchaus geschlechtsabhangige Unterschiede bei Patienten mit Schlafapnoe gibt

(143,144). So erkranken Frauen mit SDB zwar an ahnlichen Komorbiditdten wie
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Manner, die Pathomechanismen allerdings unterscheiden sich und sind bei Frauen

noch nicht ausreichend untersucht (144).

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit lediglich die Effekte der CaMKIl bei
OSA untersucht, was weiterfihrende Versuche notwendig macht. So wurden bei
Patienten mit Obstruktiver Schlafapnoe allerdings auch verminderte Konzentrationen
von Connexin-43 (126) beobachtet.

Wie oben gezeigt gibt es mehrere Wege und Mechanismen die CaMKII zu aktivieren
(29,88-90). Diese, sowie ihre jeweilige Auswirkung und Bedeutung fir die im
Mausmodell beobachteten Pathologien, wurden in dieser Arbeit jedoch nicht weiter

untersucht, was weitere Nachforschungen nétig macht.
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5. Zusammenfassung

Das Obstruktive  Schlafapnoesyndrom gewinnt global zunehmend an
soziookonomischer Relevanz. Grund sind vor allem die zahlreichen assoziierten
Folgeerkrankungen. In kardialer Hinsicht sind hier vor allem das Vorhofflimmern und
eine kontraktile Dysfunktion im Sinne einer Herzinsuffizienz zu nennen.
Interessanterweise konnte in den vergangenen Jahren in myokardialen Proben von all
diesen Patientengruppen eine vermehrte Aktivitat und Expression der CaMKII
nachgewiesen werden. Diese Studien analysierten allerdings sehr heterogene
Patientenkollektive mit verschiedenen Komorbiditaten, was die Interpretation der
Befunde  erschwert.  Aufgrund bislang  mangelnder  pharmakologischer
Behandlungsoptionen ist die Entwicklung neuer therapeutischer und diagnostischer
Moglichkeiten jedoch von groRRer Relevanz. Hierflr ist ein genaues Verstandnis der
Pathomechanismen zwingend notwendig. Dies war das Ziel der vorliegenden Arbeit,
wozu ein Mausmodell der OSA verwendet wurde, welches eine detaillierte
Untersuchung der Arrhythmogenese und Entstehung der kontraktilen Dysfunktion

ohne das Vorliegen potenzieller Storfaktoren erlaubte.

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich deshalb mit der Analyse des atrialen und
ventrikularen Kalziumhaushaltes bei OSA und welche Rolle die CaMKII dabei spielt.
Hierzu wurden neben Wildtyp- auch CaMKII-Knock-out Mause verwendet. Im
Mittelpunkt der Versuche stand die Detektion atrialer arrhythmischer Ereignisse und
die Analyse des Kalziumtransienten als Maf3 fur die Kontraktilitdt. Durchgefiihrt wurden
die notigen Experimente am Epifluoreszenzmikroskop. Hier konnte im Vorhof eine
vermehrte CaMKIl-abhéngige pro-arrhythmische Aktivitat in Schlafapnoemausen
beobachtet werden, welche sich in signifikanter Korrelation mit der Anzahl der
inspiratorischen Flusslimitierungen (IFLs) pro Stunde verhielt. Ventrikular zeigten sich
in den Schlafapnoemdusen erneut in Abhéangigkeit der CaMKIl erniedrigte
Kontraktionsparameter im Sinne erniedrigter Kalziumtransienten und einer
verminderten Sarkomerverkirzung. Als Ursache bewiesen Experimente mit Koffein
einen geringeren Kalziumgehalt des Sarkoplasmatischen Retikulum, was auf ein
CaMKIl-abhangiges diastolisches Kalziumleck hindeuten konnte. Somit stellt die
CaMKIl eine vielversprechende therapeutische Zielstruktur flr Patienten mit OSAS
und kardiovaskularen Begleiterkrankungen dar, zumal sich bereits einige CaMKII-

Inhibitoren in préklinischer Entwicklung befinden.
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7. Anhang
7.1 Abklurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

° Grad

°C Grad Celsius

o Standardabweichung

o2 Varianz

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

pum Mikrometer

UM Mikromolar

pmol Mikromol

AM Azetoxymethylester

AP Aktionspotenzial

ATP Adenosintriphosphat

BCS Bovine Calf Serum

BMI Body Mass Index

C Konzentration

Ca? Kalzium

CaClz Kalziumchlorid

CKO CaMKII- Knock- out

CaMKIlI Kalzium- Calmodulin- regulierende Kinase Il
CPAP Continous Positive Airway Pressure
CTRL Kontrolle

DAD Verzdgerte Nachdepolarisation
dB Dezibel

EAD Verfriihte Nachdepolaristaion
EF Ejektionsfraktion

EKG Elektrokardiographie

g Gramm

h Stunde

HF Herzinsuffizienz

HFpEF Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion




HFrEF Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion
IFL Inspiratorische Flusslimitierung
K* Kalium

KCL Kaliumchlorid

Kg Kilogramm

KG Korpergewicht

KO Knock- out

LTCC L- Typ Kalziumkanal

LVEF Linksventrikuléare Ejektionsfraktion
M Masse

mg Milligramm

MgClI2 Magnesiumchlorid

Mhz Megaherz

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

MRT Magnetresonanztomographie
mV Milivolt

n Stichprobengrol3e

n.s. Nicht signifikant

Na* Natrium

NacCl Natriumchlorid

NCX Natrium- Kalziumaustauscher
nM Nanomolar

NT Normaltyrode

OP Operation

OSA Obstruktive Schlafapnoe

p P-Wert

PCR Polymerasekettenreaktion
PKA Proteinkinase A

PLB Phosplamban

PTFE Polytetrafluorathylen

PW Pulsed- Wave Dopller

ROS Reaktive Sauerstoffspezies
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RYR2 Ryanodinrezeptor 2

RT Relaxierungszeit

S Sekunde

SBAS Schlafbezogene- Atmugsstérung
SEM Standardfehler des Mittelwertes
Ser Serin

SERCA2 Sarkoplasmatisch/endoplasmatische Retikulum Kalzium ATPase 2
SR Sarkoplasmatisches Retikulum
Thr Threonin

Vv Volumen

VHF Vorhofflimmern

WHO World Health Organisation

wiv Weight per volume

WT Wildtyp

ZTL Zentrales Tierlabor
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