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1 Einleitung 

1.1. Das obstruktive Schlafapnoesyndrom 

Das obstruktive Schlafapnoesyndrom (OSAS) zählt 
neben dem zentralen Schlafapnoesyndrom (CSAS) zu 
den schlafbezogenen Atemwegsstörungen. 
Das OSAS ist eine weit verbreitete Erkrankung und 
gewinnt unter Betrachtung sozioökonomischer Aspekte 
an Bedeutung. Weltweit gibt es mehr als eine Milliarde 
betroffener Patienten (1). Zudem liegt die Prävalenz bei 
über 65-jährigen bei ca. 25%, mit ansteigender Tendenz 
über die letzten 20 Jahre (2, 3). Des Weiteren ist zu 
beobachten, dass das OSAS mit männlichem 
Geschlecht, Übergewicht und Alter assoziiert ist (2-6). 
Allerdings wird vermutet, dass bei etwa 93% der Frauen 
und 82% der Männer mit moderater bis schwerer 
obstruktiver Schlafapnoe noch keine Diagnosestellung 
erfolgt ist (7). Obwohl noch kein schlafapnoe-spezifisches 
Gen gefunden werden konnte (8), steigt für Kinder mit 
einem an OSAS-betroffenen Elternteil das Risiko auf das 
bis zu 3-fache im Vergleich zu mit einem nicht betroffenen 
Elternteil (9). 
Das OSAS ist gekennzeichnet durch sich wiederholende 
Verlegungen der oberen Atemwege während des Schlafs. 
Diese können sowohl teilweise oder auch vollständig 
verlegt werden, wodurch es zu einer Verminderung oder 
Unterbrechung des Atemflusses kommt (siehe Abbildung 
1). 
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der Atemwege bei 
obstruktiver Hypopnoe und Apnoe im Vergleich zu freien 
Atemwegen (modifiziert nach https://www.uniklinik-ulm.de/hals-
nasen-und-ohrenheilkunde/schlafmedizin/obstruktives-
schlafapnoesyndrom.html; Stand 07.09.2023) 

Als Folge der wiederkehrenden Obstruktionen sinkt im 
Blut die Sauerstoffsättigung ab (Hypoxämie) und der 
Gehalt an Kohlendioxid steigt an (Hyperkapnie). Des 
Weiteren führen Atembewegungen gegen den 
obstruktiven Widerstand zu thorakalen 
Druckschwankungen. Beendet werden diese Phasen von 
Apnoe und Hypopnoe häufig durch Aufwachreaktionen 
(Arousals) (5, 10). Symptome wie nächtliches 
Schnarchen, ausgeprägte Tagesmüdigkeit, 
Konzentrationstörungen, Erschöpfung und morgendlicher 
Kopfschmerz können bereits erste Anzeichen für ein 
vorliegendes OSAS sein (5, 11). 
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Zur Diagnosestellung des OSAS stellt die 
Polysomnographie in einem Schlaflabor den 
Goldstandard dar. Alternativ können auch portable 
Geräte zur Diagnostik verwendet werden. In Verbindung 
mit einer ausführlichen klinischen Anamnese und 
Untersuchung ist so eine hinreichende Diagnostik 
möglich. Portable Geräte müssen als Mindestanforderung 
den Atemfluss, die Atmungsanstrengung, die 
Sauerstoffsättigung, die Pulsfrequenz und die Körperlage 
erfassen, um obstruktive Phasen von Apnoe und 
Hypopnoe während des Schlafs ermitteln zu können (12). 
So kann, auf Grundlage der erhobenen Daten, der Apnoe-
Hypopnoe-Index ermittelt werden (13), der die 
durchschnittlichen Apnoen und Hypopnoen über die 
Schlafzeit pro Stunde wiedergibt. Der AHI kann zum einen 
zur Diagnosestellung eines OSAS und zum anderen, in 
Verbindung mit Begleiterkrankungen und klinischer 
Symptomatik, zur Einteilung in Schweregrade 
herangezogen werden. Ab einem AHI ≥ 15/h Schlafzeit 
oder einem AHI ≥ 5/h Schlafzeit in Verbindung mit 
typischen klinischen Symptomen oder relevanten 
Begleiterkrankungen wird ein OSAS diagnostiziert (14). 
Als schwer wird das OSAS eingestuft, wenn Patienten 
einen AHI ≥30/h Schlafzeit zeigen (5). 
 
Patienten mit OSAS leiden im Vergleich zur 
Allgemeinbevölkerung unter einer schlechteren 
Schlafqualität, mit der Folge eines verminderten 
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physischen und psychischen Wohlbefindens. Diese 
Diskrepanz bleibt unabhängig von Faktoren, wie z.B. 
Rauchen, Übergewicht u.a., erhalten (15, 16). Außerdem 
zeigt sich in Verbindung mit vermehrter 
Tagesschläfrigkeit bei OSAS-Patienten eine gesteigerte 
Wahrscheinlichkeit für die Beteiligung an Verkehrsunfälle 
(17).  
Bei Betrachtung der Auswirkungen des OSAS auf die 
kardiovaskuläre Gesundheit zeigt sich eine Prädisposition 
für die Entwicklung einer Herzinsuffizienz (18), die 
Entstehung von Arrhythmien (19, 20), das Auftreten einer 
koronaren Herzerkrankung (KHK) (21) und eine erhöhte 
Gefahr eines plötzlichen Herztods (22). Außerdem wird 
davon ausgegangen, dass ein direkter Zusammenhang 
zwischen OSA und erhöhter kardiovaskulärer Morbidität 
besteht (23). 
 
Aktuell beschränkt sich, aufgrund fehlender 
medikamentöser Therapieoptionen, die Behandlung des 
OSAS auf eine Verringerung von Risikofaktoren (z.B. 
Gewichtsreduktion) und nächtliche Überdruckbeatmung 
mittels CPAP (Continuous positive airway pressure) (24).  
 

1.2. Oxidativer Stress durch OSAS 

Für diese Arbeit von besonderem Interesse ist die 
Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und 
der daraus resultierende erhöhte oxidative Stress im 
Rahmen des OSAS. 
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Grundsätzlich fallen bei aerober Stoffwechsellage auf 
Zellebene ständig ROS an, die aber über antioxidative 
Mechanismen entfernt werden. Wenn allerdings die 
Eliminationskapazität dieser Systeme aufgrund eines 
vermehrten Anfalls erschöpft ist, entsteht aufgrund 
erhöhter ROS-Konzentrationen oxidativer Stress (23, 25).  
Als Ursachen für erhöhten oxidativen Stress bzw. erhöhte 
ROS-Konzentrationen beim OSAS werden verschiedene 
erkrankungsspezifische Mechanismen angesehen. Als 
einer der entscheidendsten Mechanismen werden 
wiederkehrende Phasen von Hypoxämien mit 
anschließender Reoxygenierung angesehen (25, 26). 
Aufgrund von Aufwachreaktionen im Rahmen von SDB 
kommt es zu einer gesteigerten Stimulation des 
sympathischen Nervensystems, wodurch die NADPH-
Oxidase aktiviert wird und in Folge ROS entstehen (27-
29). Zudem stimuliert die sympathische Aktivierung das 
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, welches 
ebenfalls zur Entstehung von ROS beiträgt (27-30). Die 
oben beschriebene Verlegung der oberen Atemwege und 
eine gegen die Obstruktion arbeitende Inspiration führt zu 
einem negativen Druckgradienten über dem Thorax und 
so zu einer erhöhten kardialen Nachlast. Aufgrund des 
dadurch für das Myokard entstehenden Mehrbedarfs an 
Sauerstoff kommt es zu vermehrtem Anfall von ROS (27, 
28, 31, 32). 
So konnten u.a. Lebek et al. 2020 (33) in atrialem 
Herzmuskelgewebe von Patienten mit schlafbezogenen 
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Atemwegsstörungen eine erhöhte ROS-Konzentration 
zeigen.  
 

1.3. Vorhofflimmern und seine Assoziation 
mit OSAS 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Assoziation 
zwischen OSAS und Vorhofflimmern (VHF) besteht. Zum 
einen sind Patienten mit OSAS prädisponiert für das 
Auftreten von VHF (34), zum anderen ist bei Patienten mit 
bestehendem VHF eine erhöhte Prävalenz eines OSAS 
sichtbar (35, 36).  
Bestehende Risikofaktoren, wie z.B. das Patientenalter 
oder Vorerkrankungen, wie arterielle Hypertonie, 
Herzinsuffizienz oder eine KHK, sind Ausgangspunkte in 
der Entstehung von VHF (37-39). 
Bei VHF findet eine Klassifizierung hinsichtlich der 
klinischen Verlaufsform statt. So teilt man es in 
paroxysmales VHF ein, welches nach weniger als sieben 
Tagen spontan selbst sistiert. Eine weitere Form ist das 
persistierende VHF, das keine Selbstlimitierung mehr 
zeigt, allerdings durch therapeutische Maßnahmen noch 
beendet werden kann. Permanentes VHF zeigt hingegen 
kein Ansprechen mehr auf eine therapeutische 
Intervention und manifestiert sich dauerhaft und 
anhaltend (40). 
Der genaue pathophysiologische Zusammenhang 
zwischen OSAS und VHF ist allerdings weiterhin 
ungeklärt. Daher werden die im Folgenden aufgeführten 
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Mechanismen als mögliche Ursachen diskutiert (siehe 
Abbildung 2).  
Zu diesen Mechanismen zählen intrathorakale 
Druckschwankungen, vermehrter oxidativer Stress als 
Folge rezidivierender Hypoxämien und wiederholte 
Aufwachreaktionen mit konsekutiv erhöhtem 
Sympathikotonus (41). Ebenso werden thorakale 
Druckschwankungen (42) und chronische 
intermittierende Hypoxämien (43) für einen erhöhten 
Sympathikotonus verantwortlich gemacht. Darüber 
hinaus wird dem autonomen Nervensystem auch eine 
Bedeutung in der Entstehung und Erhaltung von VHF 
zugeschrieben (44).  
So wird davon ausgegangen, dass oben genannte 
Mechanismen zu strukturellen und elektrischen 
Veränderungen am Herzen führen. Bei Patienten mit 
OSAS wurden strukturelle und elektrische 
Veränderungen des Vorhofmyokards festgestellt, welche 
sich besonders auf das elektrische 
Reizweiterleitungssystems auswirkten (45).  Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass eine Verbindung zwischen 
dem Vorliegen eines OSAS und einer verminderten 
systolischen linksventrikulären Pumpfunktion und einer 
Hypertrophie des linken Ventrikels besteht (46).   
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Abbildung 2 Möglicher pathophysiologischer Zusammenhang 
zwischen OSAS und VHF; modifiziert nach Rossi et al. 2013 
(41) 

Zunächst bedarf es als Voraussetzung für das Auftreten 
von VHF passende Bedingungen im Herzgewebe, ein 
sogenanntes vulnerables Substrat und einen Trigger (47). 
Zu diesen Triggern zählen unter anderem sympathische 
Stimulation, eine Dehnung der Vorhöfe, zusätzliche 
Leitungsbahnen und supraventrikuläre Extrasystolen 
(37). Aber auch durch spontane fokale ektope 
Entladungen kann es zu VHF kommen. Prädilektionsort 
dieser Trigger ist häufig die Umgebung um die 
Einmündung der Pulmonalvenen in den linken Vorhof (39, 
48). Anfänglich lösen diese Trigger ein paroxysmales 
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VHF aus. Ob das VHF aufrechterhalten wird oder zur 
dauerhaften Form konvertiert, hängt vor allem davon ab, 
ob der Trigger beständig auftritt und ob der Trigger fortan 
auf ein vulnerables Substrat trifft und so im weiteren 
Verlauf auch ungetriggert persistieren kann. Durch 
strukturelle und elektrische Umbauprozesse im atrialen 
Myokard, sogenanntes atriales Remodelling, entsteht 
oben genanntes vulnerables Substrat (49). So stellt die 
Fibrosierung der Atrien eine Form des atrialen 
Remodellings dar, welche in Folge zu einer lokal 
verlangsamten Erregungsleitung oder Leitungsblockade 
führt (50). Dem funktionellen bzw elektrischen 
Remodelling liegt eine Veränderung der 
Ionenkanalströme zugrunde, die auf einem veränderten 
Auftreten und Verhalten von Ionenkanälen beruht. 
Hierdurch wird neben der Dauer von Aktionspotentialen, 
auch deren Anpassung an die Herzfrequenz beeinflusst.  
Strukturelle und elektrische Umbauprozesse werden 
dafür verantwortlich gemacht, dass es zu einer 
Progredienz von VHF kommt, d.h. dass es von der 
paroxysmalen zur persistierenden und weiter zur 
permanenten Form des VHFs übergeht (51). Zudem ist 
VHF nicht nur Folge eines Remodellings, sondern 
entsteht auch durch VHF und führt zum Aufrechterhalten 
von VHF (52, 53). VHF kann auch ohne Umbauprozesse 
auftreten und wird dann meist durch fokale Aktivitäten 
ausgelöst. In diesem Fall sistiert das VHF auch in der 
Regel von selbst. Falls nur elektrisches Remodelling 
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vorliegt, kann dieses, welches dann als persistierendes 
VHF auftritt, durch eine Intervention beendet werden. 
Wenn es hingegen auch schon zu strukturellen 
Umbauprozessen im Myokard gekommen ist, dann fehlt 
meist auch ein Ansprechen auf therapeutische 
Interventionen und es liegt permanentes VHF vor (39). 
Für die Aufrechterhaltung von VHF spielt der Reentry-
Mechanismus eine entscheidende Rolle. Dieser entsteht, 
wenn ein Trigger auf zum Teil refraktäres und 
wiedererregbares Gewebe trifft, welches somit 
uneinheitlich stimulierbar ist. Dieses Gewebe entspricht 
dem vulnerablen Substrat. Hier kommt es zu einer 
Erregungsausbreitung in nur eine Richtung und es 
entsteht so eine zirkulierende Erregung, wenn sich die 
Erregung langsam genug ausbreitet und die Kreisstrecke 
lang genug ist, dass die Erregung wieder auf erregbares 
Gewebe trifft. Gefördert werden solche kreisenden 
Erregungen zum einen durch Hindernisse, wie 
Fibrosierungen des Vorhofmyokards, welche die 
Erregungsausbreitung beeinflussen und zum anderen 
auch durch pathologisch verkürzte Refraktärzeiten und 
verlangsamte Weiterleitung der Erregung (49). 
So werden Reentry-Mechanismen und fokale ektope 
Aktivitäten als wichtige Mechanismen in der Entstehung 
von VHF angesehen (47). 
Unter fokal ektopen Aktivitäten werden autonome 
Erregung verstanden, die außerhalb des physiologischen 
Erregungsbildungs- und Erregungsweiterleitungssystem 
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entstehen und vor allem auf Nachdepolarisationen 
beruhen. Hier findet eine Unterscheidung in frühe (EADs 
- early afterdepolarizations) und verzögerte (DADs – 
delayed afterdepolarizations) Nachdepolarisationen statt 
(siehe Abbildung 5) (47).  
Als zeitliche Referenz wird die Repolarisation der Zelle 
angeführt (DADs: nach der vollständigen Repolarisation; 
EADs: während der Repolarisation) (54). 
Da vor allem Veränderungen der intrazellulären 
Kalziumströmen für die Entstehung von 
Nachdepolarisationen angesehen werden, soll im 
Folgenden ein Überblick über die elektromechanische 
Kopplung der Herzmuskelzelle und die Rolle des 
Kalziums gegeben werden. 
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1.4. Elektromechanische Kopplung mit Blick 
auf Kalzium 

 
Abbildung 3: Kalziumtransport im Myozyten. Die eingefügten 
Graphen zeigen den zeitlichen Verlauf von Aktionspotential 
(AP), Kalziumtransient und mechanischer Kontraktion. NCX: 
Na+-Ca2+-Austauscher, ATP: ATPase, RyR: Ryanodinrezeptor, 
PLB: Phospholamban, SR: sarkoplasmatisches Retikulum; 
modifiziert nach Bers 2002 (55) 
 
Zu Beginn eines kardialen Aktionspotentials steht eine 
elektrische Erregung, die bei Eintreffen zur Öffnung 
spannungsabhängiger Natrium-Kanäle führt. Durch den 
Natriumeinstrom (INa) in die Zelle kommt es zur 
Depolarisation, wodurch membranständige, 
spannungsabhängige L-Typ-Kalziumkanäle (LTCC) 
öffnen und Ca2+ von extrazellulär in die Zelle einströmt 
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(ICa). Das einströmende Ca2+ führt zu einer Ca2+-
Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) 
durch Öffnung der Ca2+-sensitiven Ryanodinrezeptor-
Typ2 Kanäle (RyR2), die sich in enger Nachbarschaft zu 
den LTCC befinden. Zur Repolarisation öffnen sich 
auswärtsgerichtete, spannungsabhängige K+-Kanäle, 
wodurch die Zelle zum Ruhepotential zurückkehrt (siehe 
Abbildung 3) (55, 56).  
Das sich nun frei im Zytosol in hoher Konzentration 
befindliche Ca2+ bindet an Troponin C und aufgrund einer 
darauffolgenden Konformationsänderung wird die 
Bindungsstelle zwischen Aktin und Myosin freigegeben. 
Durch die anschließende Hydrolyse eines ATP-Moleküls 
an den Myosinköpfchen kippen diese um 45° ab. In Folge 
kommt es zu einer Annäherung der Aktinfilamente und 
somit zur Kontraktion der Muskulatur (siehe Abbildung 4) 
(55, 57, 58).  

Abbildung 4 Durch Bindung von Kalzium an Troponin C ändert 
der Troponinkomplex seine Konformation und das 
Myosinköpfchen kann am Aktinfilament binden. Anschließend 
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kommt es zum Abkippen des Myosinköpfchen; modifiziert nach 
Bers 2008 (59) 
 
Um die Kontraktion zu beenden und das Myokard zu 
relaxieren, wird das zytosolische Ca2+ anschließend zum 
Großteil über die sarkoplasmatische Ca2+-ATPase 2A 
(SERCA2A) zurück ins SR und durch den 
zellmembranständigen Na+/Ca2+-Austauscher (NCX) 
nach extrazellulär befördert (55). 
 

1.5. Nachdepolarisationen und ektope 
Aktivität 

Wie bereits erwähnt werden frühe (EADs) von 
verzögerten (DADs) Nachdepolarisationen unterschieden 
(siehe Abbildung 5). 
Maßgeblich für die Entstehung von EADs ist die 
Verlängerung der Aktionspotentialdauer (54, 60). Kommt 
es nun innerhalb dieser zu einer Reaktivierung des LTCC 
mit Ca2+-Einstrom, wird eine ektope Aktivität durch 
Depolarisation des angrenzenden Gewebes ausgelöst 
(54). Ein Mechanismus, der die 
Öffnungswahrscheinlichkeit des LTCC erhöht, ist die 
Phosphorylierung an Thr498 der β2a-Untereinheit (61), die 
zu einem erhöhten Ca2+-Einstrom führt und so wiederum 
EADs auslösen kann (62). 
Verzögerte Nachdepolarisationen weisen als Grundlage 
ihrer Entstehung eine erhöhte diastolische Ca2+-
Konzentration im Zytosol und/oder gesteigerte Aktivität 
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des NCX auf und werden induziert durch den 
elektrogenen Austausch von Ca2+ nach extrazellulär und 
Na+ nach intrazellulär durch den NCX (39, 54, 63). Dies 
führt, wenn die Depolarisationsschwelle erreicht wird, zu 
einem Aktionspotential und so zu einer ektopen Aktivität 
(39, 54). Als eine bedeutende Ursache für eine erhöhte 
intrazelluläre Kalziumkonzentration in der Diastole wird 
eine vermehrte diastolische Freisetzung von Ca2+ aus 
dem SR durch den RyR2 angesehen, auch als SR Ca2+-
Leck bezeichnet (39, 54). Zum einen haben die 
Kalziumfreisetzungen selbst eine elektrogene Wirkung 
und zum anderen führt dies in Folge zu einer Aktivierung 
des NCX mit anschließender Depolarisation (64).  
In atrialen Myozyten von Patienten mit schlafbezogenen 
Atemwegsstörungen wurde zum einen ein erhöhtes SR 
Ca2+-Leck, direkt (65) und indirekt (33), gemessen und 
zum anderen auch ein vermehrtes Auftreten von EADs 
und DADs beobachtet (33). Interessanterweise auch in 
Verbindung mit einem erhöhten Vorkommen oxidierter 
Calcium-/Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMKII) (65).  

 
Abbildung 5 schematische Darstellung einer frühen (EADs) und 
verzögerten (DADs) Nachdepolarisation; modifiziert nach 
Heijman et al. 2014 (47) 

frühe Nachdepolarisationen späte Nachdepolarisationen 
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1.6. Einfluss von Phospholamban auf die 
SERCA 

Wie bereits erwähnt, pumpt die SERCA2a, die kardiale 
Unterform der SR Ca2+-ATPasen, unter ATP-Vebrauch 
Ca2+ aus dem Zytosol zurück ins SR und leistet somit 
einen essenziellen Beitrag zur Relaxation (66).  
Phospholamban (PLB) moduliert die Aktivität der 
SERCA2a und inhibiert diese im unphosphoryliertem 
Zustand, indem sie ihre Ca2+-Sensitivität herabsetzt. 
Durch Phosphorylierung wird die hemmende Wirkung von 
PLB verringert. PLB wird zum einen durch β-adrenerge 
Stimulation an Serin 16 durch die PKA und zum anderen 
frequenzabhängig durch die CaMKII an Threonin 17 
phosphoryliert. Dadurch kommt es zu einer 
Aktivitätssteigerung der SERCA2a, woraus eine 
gesteigerte Ca2+-Aufnahme ins SR resultiert (66-69). 
Hieraus ergibt sich eine schnellere Relaxationsfähigkeit in 
der Diastole bei hohen Herzfrequenzen (69).  
 

1.7. Der Ryanodinrezeptor: Aufbau, Funktion 
und Aktivierung 

Ryanodinrezeptoren (RyR) sind in Skelett- und 
Herzmuskelzellen vorkommende Kalziumkanälen, die für 
die elektromechanische Kopplung unerlässlich sind und 
Ca2+ aus dem SR freisetzen. Die kardiale Unterform ist 
der RyR2. 
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Der RyR2 ist homotetramerisch zu einem Kanal 
aufgebaut, mit seinem C-Terminus in der Membran des 
SR verankert und reicht mit seinem N-terminalen Ende ins 
Zytosol. Die Öffnung und Kalziumfreisetzung aus dem 
RyR2 erfolgt Ca2+-induziert durch Einstrom von Ca2+ 
durch den LTCC, wenn eine lokale Ca2+-Konzentration 
>10µM erreicht wird (55, 70).  
Die Sensitivität gegenüber zytosolischem Ca2+ kann 
durch regulatorische Bindungsproteine und 
posttranslatorische Veränderungen (z.B. durch 
Phosphorylierung) geändert werden. Dies kann die 
Öffnungswahrscheinlichkeit des RyR2 ändern (71). 
Hier dient der zytosolische N-Terminus als Bindungsort 
regulatorischer Proteine. Dazu zählen Calmodulin (CaM), 
FKBP12.6, Proteinkinase A (72), Proteinphosphatase 1 
(PP1), Proteinphosphatase 2A (PP2A) und die CaMKII 
(71).  
Ein Aktivierungsweg, der ein besonderes Interesse für 
diese Arbeit darstellt und die Öffnungswahrscheinlichkeit 
erhöht, ist die Phosphorylierung von Serin 2814/2815 
(abhängig von der Spezies) (73, 74). Da die Aktivierung 
durch CaMKII-Phosphorylierung unabhängig von 
FKBP12.6 ist, löst sich das Bindungsprotein nicht vom 
RyR2 (74). Auf die Auswirkungen dieses 
Aktivierungsweges wird im Verlauf noch näher 
eingegangen. 
Neben den genannten Mechanismen, kann auch Koffein 
(siehe Kapitel 2.5.4) zu einer Kalziumfreisetzung durch 
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den RyR2 aus dem SR führen (75). Dies kann aus 
wissenschaftlicher Sicht genutzt werden und kam im 
Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz um den SR Ca2+-
Gehalt zu bestimmen. Hierbei gilt es eine zügige Infusion 
von Koffein, in einer Konzentration von mindestens 1 mM 
(76), zu den isolierten Kardiomyozyten zu beachten, da 
ansonsten eine biphasische Kontraktion oder ein 
langsamer und niedriger (gedämpfter) Ca2+-Transient 
induziert wird (siehe Abbildung 6) (66).  

Abbildung 6: Unterschied einer schnellen (links) und langsamen 
(rechts) Applikation von Koffein. obere Graphiken: intrazelluläre 
Kalziumkonzentration, untere Graphiken: Koffeinkonzentration; 
modifiziert nach O'Neill et al. 1990 (76) 
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1.8. Die Ca/Calmodulin-abhängige Kinase II  

Abbildung 7: strukturelle Organisation und 
Regulationsmechanismen der CaMKII; oben: Monomer der 
CaMKII, in räumlicher und linearer Darstellung, mit 
regulatorischer Domäne zwischen einer N-terminalen 
katalytischen und C-terminalen assoziativen Einheit; Mitte: über 
den C-Terminus sind die einzelnen Monomere zum Holoenzym 
verbunden; unten links: inaktiver Zustand; unten Mitte: 
Aktivierung durch Ca2+/Calmodulin, außerdem zu erkennen Met 
281/282 der Ort zur oxidativen Aktivierung; unten rechts: 
Aktivierung durch Autophosphorylierung; modifiziert nach 
Anderson et al. 2011 (77) 
 
Bei der Ca2+/Calmodulin-abhängigen Kinase (CaMK) 
handelt es sich um eine Serin-Threonin-Kinase. Das 
Enzym ist multimerisch aus 6-12 Monomeren aufgebaut. 
Jedes Monomer besteht seinerseits aus einer 
katalytischen Domäne am N-Terminus, aus einer mittig 
gelegenen regulatorischen Einheit und einer C-terminalen 
assoziativen Domäne. Die CaMKII ist omnipräsent in allen 
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Körperzellen zu finden (78, 79). Die kardiale Unterform ist 
die CaMK Typ II (siehe Abbildung 7) (80). Bei der CaMKII 
kann wieder zwischen vier Isoformen, α, β, γ und δ 
unterschieden werden. Während die Isoformen α und β 
im Nervengewebe vorherrschen, finden sich die γ und δ 
Isoformen in Kardiomyozyten (81). Im Zytosol der 
Kardiomyozyten findet sich die spezifische δ Unterform 
CaMKIIδc (82). 
 

1.8.1. Aktivierungs- und 
Regulationsmechanismen und die 
oxidativ-aktivierte CaMKII 

Wie oben bereits ausgeführt, steigt im Zuge der 
elektromechanischen Kopplung die intrazelluläre 
Kalziumkonzentration stark an (55). Calmodulin (CaM) 
formt durch Bindung von vier Ca2+-Ionen einen 
Ca2+/Calmodulin-Komplex. Dieser aktiviert, neben 
anderen Ca2+-abhängigen Proteinen, auch die CaMKII 
(78, 83). 
Der Ca2+/Calmodulin-Komplex bindet an die 
regulatorische Untereinheit der CaMKII. Aufgrund dieser 
Bindung vollzieht die CaMKII eine 
Konformationsänderung und die im inaktiven Zustand an 
die regulatorische Domäne gebundene, katalytische 
Einheit wird zugänglich. Diese Konformation erlaubt nun 
der CaMKII die Phosphorylierung von Zielproteinen. 
Außerdem können innerhalb des Enzyms benachbarte 
Monomere autophosphoryliert werden (siehe Abbildung 



 

 
 

32 
 

7) (84, 85). Die Autophosphorylierung von Threonin 287 
(siehe Abbildung 7, siehe unten rechts) führt neben einer 
erhöhten Bindungswahrscheinlichkeit auch zu einer 
stärkeren und längeren Bindung des Ca2+/CaM-
Komplexes an die CaMKII. Zudem kommt es durch die 
Autophosphorylierung zu einer Ca2+/CaM-unabhängigen 
Aktivität der CaMKII. Die Autophosphorylierung an sich 
findet allerdings nur bei vorhandenem Ca2+ und CaM und 
unter ATP-Verbrauch statt. (84, 86, 87).  
Ein weiterer Mechanismus, der von besonderem 
Interesse für diese Arbeit ist, ist die Ca2+/CaM-
unabhängige Aktivierung der CaMKII durch Oxidation von 
Methionin 281/282 innerhalb des Holoenzyms (30). An 
Herzmuskelzellen von Mäusen konnte beobachtet 
werden, dass unter oxidativen Bedingungen eine 
Aktivitätssteigerung der CaMKII resultierte und, im 
Vergleich zu Herzmuskelzellen ohne CaMKII, konsekutiv 
vermehrt EADs/DADs und Arrhythmien auftraten (88).  
Zudem zeigten Arzt et al. (65) an atrialen Kardiomyozyten 
von Patienten mit OSAS ein, im Verhältnis zur gesamten 
CaMKII Expression, erhöhtes Vorkommen oxidierter 
CaMKII und eine gesteigerte Aktivität der CaMKII im 
Vergleich zu Patienten ohne OSAS.  
Auch Lebek et al. (33) kamen zu dem Ergebnis, dass in 
Vorhofzellen von Patienten mit SDB eine erhöhte 
Oxidation der CaMKII und eine gesteigerte CaMKII-
Aktivität vorlagen. 
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1.8.2. Die Rolle erhöhter CaMKII-Aktivität 
in der Arrhythmogenese 

Wie bereits oben aufgeführt, reguliert die CaMKII Proteine 
durch Phosphorylierung und trägt so zur Entstehung von 
Arrhythmien bei. Von besonderem Interesse ist für die 
Entstehung von fokalen Erregungen die 
Phosphorylierung des PLB und RyR2 anzusehen (39). 
Dass unter Hemmung der CaMKII signifikant weniger 
Arrhythmien auftreten, verdeutlicht den Einfluss der 
CaMKII auf die Arrhythmogenese (89, 90).  
Bei Patienten mit VHF konnten neben einer verstärkten 
Phosphorylierung des RyR2, auch vermehrt spontane 
Ca2+-Freisetzungen aus dem SR gezeigt werden (63, 73). 
Neef et al. (73) beobachteten zudem eine erhöhte 
diastolische Konzentration an Ca2+-Ionen im Zytosol und 
eine Abnahme des Ca2+-Gehalts im SR. Diese 
Auswirkungen waren unter Inhibition der CaMKII oder des 
RyR2 rückläufig (73).  
Zusätzlich kamen Voigt et al. (63) zu dem Ergebnis, dass 
eine erhöhte Öffnungswahrscheinlichkeit des RyR2 mit 
vermehrter Anzahl DADs und getriggerter Aktivität 
einhergehen. Durch Inhibition der CaMKII verringerten 
sich zum einen oben genannte Ca2+-Freisetzungen und 
zum anderen sank die Öffnungswahrscheinlichkeit des 
RyR2 ab (63).  
Ebenso zeigten Ai et al (91) an Herzmuskelzellen von 
Ratten mit Herzinsuffizienz, dass diese eine vermehrte 
Autophosphorylierung der CaMKII und Phosphorylierung 
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des RyR2 besaßen. Hierunter kam es zu spontanen Ca2+-
Freisetzungen in der Diastole, einem erniedrigten SR 
Ca2+-Gehalt, welches sich beides unter Inhibition der 
CaMKII aufhob, und zu einem erhöhten Auftreten von 
arrhythmischen Ereignissen (91).  
Transgenen Mäusen, die eine Überexpression der 
CaMKII zeigten und eine dilatative Kardiomyopathie 
entwickelten, kam es ebenso zu einer erhöhten Frequenz 
von Ca2+-Freisetzungen aus dem SR und einem 
erniedrigten SR Ca2+-Gehalt (92). Diese Resultate 
erhärten die Vermutung, dass die Phosphorylierung des 
RyR2 durch die CaMKII zu einer gesteigerten RyR2-
Aktivität führt (92).  
Daneben phosphoryliert die CaMKII auch den 
spannungsabhängigen Natriumkanal NaV1.5 an Serin 
571 (siehe Abbildung 8), woraus zum einen ein erhöhter 
später Natriumeinstrom und zum anderen auch ein 
reduzierter Na+-Spitzenstrom resultiert (93, 94).  
Physiologisch kommt es durch ein Aktionspotential zur 
Öffnung spannungsabhängiger Natriumkanäle, welche 
allerdings innerhalb von Millisekunden wieder inaktiv sind, 
wodurch es zu einem raschen Na+-Anstieg (Na+-
Spitzenstrom) kommt. Dieser Na+-Strom spielt eine 
entscheidende Rolle in der Weiterleitung der Erregung an 
benachbarte Myokardzellen. Falls es zu einer 
Verringerung des Na+-Spitzenstrom kommt, treten in 
Folge Arrhythmien auf (72, 93). 
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Wagner et al. (93) zeigten, dass es durch den Einfluss der 
CaMKII auf den NaV1.5 zu einem erhöhten späten 
Natriumeinstrom kommt, aber auch der Na+-Spitzenstrom 
verringert wird, woraus ein proarrhythmogenes Potential 
entsteht. Der späte Natriumeinstrom ist das Resultat einer 
verlangsamten Inaktivierung oder einer verfrühten 
Aktivierung des spannungsabhängigen Natriumkanals 
(93). 
So konnten Lebek et al. (33) an atrialen Myozyten von 
Patienten mit SDB nicht nur eine vermehrte CaMKII-
anhängige Phosphorylierung des NaV1.5 nachweisen, 
sondern auch einen erhöhten späten Natriumeinstrom 
und einen reduzierten Na+-Spitzenstrom. Durch den 
späten Natriumeinstrom erhöht sich die intrazelluläre 
Natriumkonzentration, welche zu einer Transportumkehr 
des Natrium-Kalzium-Antiporters führt und dadurch Ca2+-
Ionen intrazellulär akkumulieren (88). So wird nicht nur 
angenommen, dass eine erhöhte intrazelluläre 
Kalziumkonzentration zu einem erhöhten Kalziumleck 
aus dem SR und Nachdepolarisationen führt (95), 
sondern es konnte gezeigt werden, dass es aufgrund des 
späten Natriumeinstrom zu spontanen, arrhythmisch 
wirksamen Kalziumfreisetzungen aus dem SR in der 
Diastole kommt (96, 97) 
Besonders interessant für diese Arbeit ist der 
Zusammenhang zwischen einer oxidativ-aktivierten 
CaMKII und dem Auftreten von Vorhofflimmern und 
Arrhythmien.  
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Die Untersuchungen an einem Mausmodell von Purohit et 
al. 2013 (98) lassen den Schluss zu, dass ein erhöhtes 
oxidativ-aktiviertes-CaMKII- (ox-CaMKII) Level zur 
Entwicklung von VHF beiträgt, da transgene Mäuse, bei 
denen eine Oxidation der CaMKII nicht möglich ist, vor 
dieser Entwicklung geschützt waren. Zudem blieben bei 
diesen Knock-In Mäusen unter oxidativen Bedingungen 
eine Erhöhung der CaMKII-Aktivität und vermehrte 
spontane Ca2+-Freisetzungen aus (98). 
Untersuchung an einem transgenen Mausmodell (erhöhte 
Expression des Transkriptionsrepressors CREM-IbC-X), 
welches eine altersabhängige Progredienz von fokalen 
Erregungen bis zu persistierendem Vorhofflimmern 
aufwies, zeigten im Fortschreiten der Erkrankungen Ca2+-
Freisetzungen aus dem SR und eine Größenzunahme der 
Vorhöfe. Diese Entwicklung zum permanenten VHF und 
pathologischen Modifikationen konnten durch eine 
genetische Blockierung der Phosphorylierung durch die 
CaMKII am RyR2 unterbunden werden (99, 100). 

 

(inaktiv) 

(aktiv) 

extrazellulär 

sarkoplasmatisches 
Retikulum 
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Abbildung 8 Aktivierung der CaMKII durch ROS führt aufgrund 
CaMKII-abhängiger Phosphorylierung von Proteinen (1-5) zum 
Auftreten von ektopen Erregungen; u.a. kommt es durch die 
Phosphorylierung des RyR2 (2) zu einem erhöhten SR Ca2+-
Leck in der diastolischen Phase des Myozyten; die 
Phosphorylierung von PLB (3) führt zu einem gesteigerten 
Ca2+-Einstrom ins SR, der daraus resultierende erhöhte Ca2+-
Gehalt intraluminal erhöht die Öffnungswahrscheinlichkeit des 
RyR, mit der Folge spontaner Ca2+-Freisetzungen aus dem SR 
während der Diastole; ein erhöhter Einwärtsstrom (ITi,4) und 
DADs sind das Resultat eines diastolischen Ca2+-Leck aus dem 
SR; modifiziert nach Wagner et al. 2015 (95) 
 
Die aufgeführten Veränderungen des Ca2+-Haushalts und 
eine atriale Größenzunahme sind als Hinweise auf das 
atriale Remodelling zu werten (100), welches zur 
Entstehung und Persistenz von VHF beizutragen scheint. 
Die CaMKII scheint in diesem Zusammenhang 
verstärkend auf das atriale Remodelling einzuwirken 
(101).  
In Zusammenschau dieser Ergebnisse zeigt sich, dass 
ein CaMKII-abhängiges Ca2+-Leck aus dem SR zur 
Entstehung von ektopen Potentialen und VHF und dessen 
Persistenz führt (102). 
 

1.9. Fragestellung 

Nach Darlegung des Sachverhaltes stellt sich nun die 
Frage, inwieweit die durch Oxidation aktivierte CaMKII im 
Rahmen des OSAS Einfluss auf die intrazelluläre 
Kalziumhomöostase nimmt und welche Bedeutung dies 
für die Entstehung von Arrhythmien hat. 
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Im Rahmen des OSAS entstehen vermehrt ROS (siehe 
Kapitel 1.2), die die CaMKII oxidieren und so zu einer 
Ca2+-unabhängigen Aktivierung der CaMKII führen 
können (siehe Kapitel 1.8.1). Um eine isolierte 
Betrachtung der Auswirkungen des OSAS, ohne Einfluss 
weiterer Komorbiditäten, durchführen zu können, wurden 
für die Versuche ein neuartiges Mausmodells der 
obstruktiven Schlafapnoe, bei dem durch die Injektion von 
Polytetrafluoroethylen (PTFE) in den Zugengrund eine 
Dickenzunahme der Zunge erreicht wurde, und genetisch 
modifizierte Mäuse verwendet (siehe Kapitel 2.2). Bei zu 
Letztgenannten ist, aufgrund des Austausches von 
Methionin 281/282 durch Valin (MMVV-Tiere), eine 
oxidative Aktivierung der CaMKII nicht mehr möglich (103, 
104). 
 
Daher sollen mit dieser Arbeit folgende Fragestellungen 
untersucht werden: 
 

1. Zeigen Kardiomyozyten von Wildtyp-Mäusen mit 
PTFE-Injektion ein vermehrtes Auftreten 
spontaner diastolischer Ca2+-Freisetzungen? 

2. Zeigen Kardiomyozyten von Wildtyp-Mäusen mit 
PTFE-Injektion ein erhöhtes SR Ca2+-Leck? 

3. Liegt in Kardiomyozyten von Wildtyp-Mäusen mit 
PTFE-Injektion ein verminderter SR Ca2+-Gehalt, 
aufgrund eines erhöhten Ca2+-Lecks aus dem SR 
vor? 
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4. Verhalten sich MMVV-Mäuse mit PTFE-Injektion 
wie nicht PTFE-behandelte Wildtyp-Mäuse? 

 
2 Material und Methoden 

2.1. Versuchstiere 

Als Versuchstiere dienten männliche genetisch nicht 
veränderte Wildtyp-Mäuse und genetisch veränderte 
CaMKII MMVV homozygote Mäuse mit genetischem 
Hintergrund 
BL/6 J aus dem Tierzuchtlabor der Universität 
Regensburg. Die CaMKII der Knock-In Mäuse wurde 
durch den Austausch von Methionin 281/282 durch Valin 
so verändert, dass eine oxidative Aktivierung nicht 
möglich ist (103, 104). 
 
Die Versuche sind auf Grundlage der Richtlinien 
2010/63/EU des Europäischen Parlaments, der „Care and 
Use of Laboratory Animals“ der nationalen 
amerikanischen Gesundheitsinstitute (NIH Publication 
No. 85–23, revised 1985) und nationaler Vorgaben 
durchgeführt worden. Die Tierversuche wurden nach §8 
Abs. 1 TierSchG durch die Regierung Unterfranken, 
Bayern als zuständige Behörde genehmigt (Aktenzeichen 
55.2-2532-2-512). 
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2.2. Mausmodell der obstruktiven 
Schlafapnoe 

Brennick et al. 2009 (105) zeigten an übergewichtigen 
Mäusen mit spontaner OSA ein um 33µl signifikant 
erhöhtes Zungenvolumen im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Auch beim Menschen konnte ein 
erhöhtes Zungenvolumen als ein Risikofaktor des OSAS 
identifiziert werden (106). Auf Grundlage dieser 
Untersuchungen entwickelten Lebek et al. 2020 (107) ein 
Mausmodell, bei dem durch die Injektion von 
Polytetrafluoroethylen (PTFE) in den Zungengrund eine 
Volumenzunahme der Zunge zu beobachten ist und es zu 
OSAS-charakteristischem Auftreten von Apnoen und 
inspiratorischen Flusslimitierungen in der Schlafphase 
kommt.  
Für die Injektion werden 50mg PTFE (Dichte 2,1g/ml) auf 
100µl (50% w/v) mit Glycerol (Sigma Aldrich) verdünnt. 
Somit enthalten 100 µl dieser Lösung 24µl PTFE (Tabelle 
1). Eine Stunde vor dem Eingriff wurde die Maus mit 
Buprenorphin (intraperitoneal) analgesiert. Im Anschluss 
erfolgte die Anästhesie durch intraperitoneale Gabe von 
Medetomidin, Midazolam und Fentanyl (siehe Tabelle 2). 
Der weitere Eingriff fand unter Überwachung von Atmung, 
Herzfrequenz und Temperatur statt. 
In Rückenlage auf einer beheizten Platte gelagert, wurde 
die Zunge manuell so weit aus dem Mund gezogen, dass 
insgesamt 100µl PTFE-Lösung in mehreren Injektionen 
ventral und dorsal am Zungengrund appliziert wurden. 
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Nach dem Eingriff wurde die Narkose durch Atipamezol, 
Flumazenil und Buprenorphin antagonisiert (Tabelle 2) 
und die Mäuse in den folgenden Tagen engmaschig 
hinsichtlich ihres Allgemeinzustandes beobachtet. 

 

Tabelle 1 PTFE-Lösung zur Injektion 
 

Tabelle 2 Medikamente bei PTFE-Injektion 

 

Substanz molare Masse 
g/mol Menge 

bei Dichte von 
2,1 g/ml für 
PTFE 
 
50% w/v 

PTFE 100,02  50 mg = 24µl 

Glycerol 92,09 76µl 

Medikament Dosierung Anmerkung 

Buprenorphin 0,1 mg/kg Körpergewicht 
(KG) Opioid 

Medetomidin 0,5 mg/kg KG 𝛼-Adrenorezeptor-Agonist 

Midazolam 5 mg/kg KG GABAA -Rezeptor Agonist 

Fentanyl 0,05 mg/kg KG Opioid 

Atipamezol 2,5 mg/kg KG 𝛼-Adrenorezeptor-
Antagonist 

Flumazenil 0,5 mg/kg KG kompetitiver GABAA -
Rezeptor Antagonist 



 

 
 

42 
 

2.3. Bestimmung von Apnoen und 
inspiratorischer Flusslimitierung 

Um die Spontanatmung der Mäuse aufzuzeichnen und zu 
analysieren, wurde die whole-body plethysmography von 
Buxco Electronics (WBP; Buxco Electronics, Harvard 
Bioscience, Holliston, MA, USA) und die FinePointe 
Software (FinePointe Software, Version 2.4.6.9414) 
verwendet. 
Die Kammer der WBP mit einem Durchmesser von 9 cm 
und einer Höhe von 8cm, in die die Maus zur Messung 
platziert wurde, ist ausgestattet mit einer Aufnahme für 
eine Trinkflasche, einem Anschluss für den 
Druckabnehmer/-wandler, einem Anschluss für eine 
Luftleitung (Buxco Bias Flow) und einer Pneumotach-
Membran (DSI Halcony Pneumotach). Zusätzlich wird der 
FinePointe WBP Controller (DSI Buxco Bias Flow, Buxco 
Electronics) benötigt, der über die Luftleitung mit der 
Messkammer verbunden ist und den Luftabzug/-
austausch (0,2 Liter pro Minute) regelt. 
Die Einstellungen der Geräte zur Messung wurden nach 
den Herstellerangaben durchgeführt. 
Die Messungen wurden zwei Wochen nach der PTFE-
Injektion, sowohl an operierten und nicht-operierten 
Mäusen, über acht Stunden tagsüber durchgeführt. Dies 
ist, angepasst an den Schlafrhythmus der Tiere, die 
Zeitspanne in der sie am häufigsten und längsten 
schliefen. 
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Apnoen, definiert als ein Aussetzen der Atmung über 
mindestens eine Sekunde (107, 108), werden mit Hilfe 
des Moduls zur Analyse von Apnoe („Apnea Analysis“) 
durch die FinePointe Software detektiert. Die Anzahl der 
Apnoen innerhalb der Aufzeichnungszeit ergab eine 
Frequenz an Apnoen pro Stunde (Apnoen/h). 
Im Zuge einer inspiratorischen Flusslimitierung (IFL), als 
Folge einer Obstruktion der oberen Atemwege, kommt es 
entweder zu einer Verlängerung der Inspirationszeit oder 
zu einem Abfall des Zugvolumens/Tidalvolumens. Aber 
auch ein gleichzeitiges Auftreten dieser zwei 
Sachverhalte ist möglich (mehr siehe Kapitel 2.6.1).  
 

2.4. Isolation der Kardiomyozyten 

2.4.1. Lösungen 

Substanz Konzentration 
in mmol/l 

molare 
Masse in 

g/mol 
Masse in g Gesamtvolumen 

in ml 

NaCl 113,0 58,40 6,599 

1000 
 
 
 

gelöst in ddH2O 
 

pH 7,40 bei 37°C 
mit NaOH 

KCl 4,7 74,60 0,3506 

KH2PO4 0,6 136,10 0,0817 

Na2HPO4 x 
2H2O 0,6 177,99 0,1068 

MgSO4 x 
7H2O 1,2 246,50 0,2958 
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Phenol-red 0,032 376,40 0,0120 

NaHCO3 12,0 84,00 1,008 

KHCO3 10,0 101,00 1,010 

HEPES 10,0 238,31 2,383 

Taurin 30,0 125,10 3,753 

Tabelle 3 Stammlösung/Stock Perfusion Buffer 

 

Substanz Konzentration 
in mmol/l 

molare 
Masse in 

g/mol 
Masse in g Gesamtvolumen 

in ml 

BDM 500,0 101,0 50,50 
1000 

 
gelöst in ddH2O 

Tabelle 4 2,3 Butanedionmonoxim (BDM) 

 

Substanz Konzentrati
on in mmol/l 

molare Masse 
in g/mol Menge Gesamtvolumen 

in ml 

Stammlösung   980 ml 
1000 

 
pH 7,46 bei 37°C 

mit NaOH 
BDM   20 ml 

Glucose 5,5 180,2 0,991 g 

Tabelle 5 Isolationstyrode/Perfusion buffer (pH 7,46 bei 37°C) 
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Substanz 
molare 

Masse in 
g/mol 

Volumen Masse Konzentration 
in mmol/l % 

Isolationstyrode  20 ml    

Liberase TM  150 µl 0,75 
mg   

Trypsin 10-fach, 
2,5 %  100 µl   0,0139 

10 mM CaCl2 110,98 25 µl  0,0125  

Tabelle 6 Enzymlösung 

 

Substanz 
molare 

Masse in 
g/mol 

Volumen Konzentration 
in mmol/l % 

Isolationstyrode  2,250 ml   

Bovine calf serum 
(BCS)  0,250 ml  etwa 10 

10 mM CaCl2 110,98 3,125 µl 0,0125  

Tabelle 7 Stoplösung 1 

 

Substanz Anteil in % am Gesamtvolumen 

Isolationstyrode  

BCS 5 

Tabelle 8 Stoplösung 2 
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Substanz Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 Schritt 5 

Stoplösung 2      

CaCl2 
Konzentration 

in mmol/l 
0,1 0,2 0,4 0,8 1,4 

Tabelle 9 Calciumaufbau Ventrikelzellen; bis Schritt 2 
Calciumaufbau Vorhofzellen 

 

Schritt Ca2+ - Konzentration in 
mmol/l 

Erhöhung der 
Konzentration durch 
Zugabe einer 100mM 

CaCl2 Lösung 

3 0,4 

4 0,8 

5 1,4 

Tabelle 10 Calciumaufbau Vorhofzellen ab Schritt 3; Aufbau 
erfolgt ohne Entfernung des Überstands ab Schritt 2 

 
2.4.2. Durchführung der Isolation  

Die Isolation der Mäusemyozyten erfolgte frühestens acht 
Wochen nach der PTFE-Injektion, auch der nicht 
operierten Tiere, an einer Perfusionsanlage nach 
Langendorff (Langendorff 1895, siehe Abbildung 9).  
Zu Beginn wurde die Perfusionsanlage mit Enzymlösung 
durchgespült. Anschließend, um keine Luftblasen im 
System zu haben, entgegen der eigentlichen 
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Flussrichtung durch den Wärmetauscher bis zur 
Blasenfalle mit Isolationstyrode gespült. 
Nachdem das Körpergewicht bestimmt wurde, wird das 
Tier durch einen zügigen Genickbruch getötet. In 
Rückenlage und an den Extremitäten fixiert, wurde durch 
einen V-förmigen Schnitt mit einer Schere das Abdomen 
und der Thorax eröffnet. Das Herz wurde mit einem 
kurzen Aortenstumpf explantiert und das in den 
Herzhöhlen verbliebene Blut durch vorsichtige 
Kompression mit dem Finger ausgedrückt. Anschließend 
erfolgte die Bestimmung des Herzgewichts. 
Unter mikroskopischer Sicht wurde nun der Aortenstumpf 
kanüliert und die Kanüle mittels eines Klipps und dünnen 
Fadens fixiert. Zu beachten war hierbei, dass sich die 
Kanülenspitze oberhalb der Abgänge der Koronararterien 
aus der Aorta befindet, um eine suffiziente, retrograde 
Perfusion während dem Verdau des Herzens zu 
gewährleisten. Um die Lage der Kanüle zu überprüfen, 
wurde eine mit Isolationstyrode gefüllte Spritze auf die 
Kanüle gesetzt und, während die Flüssigkeit infundiert 
wurde, auf eine sichtbare Perfusion der Koronargefäße 
geachtet. 
Im Anschluss wurde das an der Kanüle fixierte Herz in die 
durchgespülte Perfusionsanlage eingesetzt und im 
folgenden Verdau über circa 8 1/2 Minuten mit einer 
Flussgeschwindigkeit von 3 ml/min mit Enzymlösung 
durchgespült.  
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Abbildung 9-Schematische Darstellung einer Langendorff-
Perfusionsanlage 

Nach Ablauf der Zeit wurde das Herz von der Kanüle 
abgeschnitten und unter dem Mikroskop auf Höhe der 
Klappenebene in Vorhöfe und Ventrikel geteilt. In zwei mit 

Pumpe 

Enzymlösung 

Heizung 

Luftfalle 

Wärmebehälter 

Auffang 

Herz 
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Stoplösung 1 vorbereiteten Petrischalen wurden die 
Herzanteile vorsichtig zuerst mit Pinzetten und 
anschließend mit einer Pipette durch auf- und 
abpipettieren mechanisch zerkleinert.  
Die Lösung mit den Ventrikelzellen wurde durch eine 
Nylongaze (Filtergröße 200µm) gefiltert um Myozyten von 
größeren und unverdauten Gewebeteilen zu trennen und 
das Filtrat in ein Falconröhrchen zur siebenminütigen 
Sedimentation überführt. 
Die Lösung mit den Vorhofzellen kam ungefiltert in ein 
Falconröhrchen und nach siebenminütiger Sedimentation 
wurde vorsichtig der Überstand mit toten Zellen entfernt. 
In den folgenden Schritten wurde die 
Kalziumkonzentration der Zellsuspensionen alle sieben 
Minuten bis zu der für die Messungen gewünschten 
Kalziumkonzentration erhöht. Den Überstand der Lösung 
mit Ventrikelzellen verwarf man zwischen den Schritten 
(Tabelle 9). Mit der Zellsuspension des Vorhofs wurde bis 
zum Schritt 2 analog zum Ventrikel verfahren. Die 
folgenden Erhöhungen der Kalziumkonzentration für 
Vorhofzellen wurden durch Zugabe einer 100mM CaCl2 

Lösung ohne Entfernen des Überstandes erreicht 
(Tabelle 10).  
Für die anschließenden Messungen wurden Myozyten in 
0,8 mmol/l Kalziumlösung verwendet. Hierfür wurden 
jeweils 400µl der Zellsuspension auf eine zuvor mit 4-6 µl 
Laminin ausgestrichene Zellkammer gegeben und für 20 
min inkubiert.  
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2.5. Messung der Ca2+ - Ströme mittels 
Fluoreszenz 

Die Messungen des Ca2+-Ströme der Herzmuskelzellen 
erfolgte mit einem Mikroskop nach dem Epifluoreszenz-
Setup der Firma Ion-Optix (Milton/USA). Als 
Fluoreszenzfarbstoff kam Fura-2 AM (Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) zum Einsatz.  
Zur besseren Nachvollziehbarkeit der Messungen werden 
im Folgenden das Phänomen der Fluoreszenz, die 
Epifluoreszenzmikroskopie und der verwendete Farbstoff 
beschrieben. 
 

2.5.1. Das Phänomen der Fluoreszenz 

Durch Zufall entdeckte August Köhler im Jahre 1904, 
dass Strukturen bei der Betrachtung unter dem Mikroskop 
nach Bestrahlung mit UV-Licht zu einer 
Leuchterscheinung führten (Köhler 1904). Die 
Leuchterscheinung eines Moleküls ist durch das 
Phänomen der Fluoreszenz zu erklären. Elektronen eines 
Moleküls werden durch die Absorption von Photonen 
eines Lichts bestimmter Wellenlänge in einen 
energiereicheren, aber instabilen Zustand überführt 
(Exzitation). Da Moleküle stets den energieärmeren, 
stabilen Zustand anstreben, wechseln die Elektronen 
nach nur kurzer Zeit auf ein niedrigeres Energieniveau. 
Bei diesem Übergang wird Energie in Form von Licht frei 
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(Emission) Da während des 
energiereicheren Zustands 
Energie in Form von Wärme 
und Schwingungsenergie 
verloren geht, ist das 
emittierte Licht langwelliger 
und energieärmer als das zur 
Exzitation verwendete Licht 
(siehe Abbildung 10). 
Veranschaulicht werden 
können diese Vorgänge 
anhand des Jabłoński-
Diagramms. Die Differenz 
zwischen den Wellenlängen 
des absorbierten und des 
emittierten Lichts wird als 
Stokes’sche Verschiebung 
bezeichnet (Stokes 1852). 
 

2.5.2. Die Epifluoreszenzmikroskopie 

Als eine spezielle Form der Lichtmikroskopie kommen bei 
der Epifluoreszenzmikroskopie Fluoreszenzfarbstoffe 
zum Einsatz. Die Grundstruktur stimmt mit der eines 
Lichtmikroskops überein, allerdings wird eine Lichtquelle 
eingesetzt, die hochenergetisches Licht erzeugt. Im 
Rahmen dieser Arbeit handelte es sich um eine Xenon-
Lampe. 
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Abbildung 10 Jablonski-Diagramm 
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Das durch die Lampe erzeugte Licht passiert einen 
Anregungsfilter, der nur Licht der Wellenlänge 
hindurchlässt, durch das der Farbstoff angeregt wird. Im 
Anschluss reflektiert ein dichroitischer Spiegel dieses 
Licht auf den Objektträger. Dichroitische Spiegel 
reflektieren selektiv bestimmte Wellenlängen und lassen 
Licht anderer Wellenlänge passieren. So wird das 
Anregungslicht über den Spiegel durch das Objektiv auf 
das Präparat gelenkt, von dem aus das Fluoreszenzlicht, 
ohne Reflektion, den Spiegel passiert und zu einem 
Photomultiplier weitergeleitet wird, der das Signal des 
Fluoreszenzlichts verstärkt. Das verstärkte 
Fluoreszenzsignal wird in Spannung konvertiert und 
mittels des Fluoreszenz-System-Interfaces in eine digitale 
Datei umgewandelt und so im Programm Ion Wizard 
optisch dargestellt (siehe Abbildung 11).  

Abbildung 11 Schematischer Aufbau eines 
Epifluoreszenzmikroskops mit Epifluoreszenz-Setup der Firma 
Ion-Optix (Milton/USA) zur Messung von Ca2+-Strömen und 
Sarkomerlänge unter elektrischer Stimulation; Mikroskop (1), 

1 

2 
3 

4 

5 6 

7 
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Lichtquelle (2), MyoPacer (3), Myozytenkamera und 
Photomultiplier (4), Fluorescence System Interface (5), 
HyperSwitch mit Lichtpfad und Xenon-Lampe (6), Objektträger 
(7), Bildschirm von IonWizard mit Ca2+-Transienten und 
Sarkomerkontraktionen einer Muskelzelle (unten abgebildet, 8); 
modifiziert nach https://www.ionoptix.com/resource/myocyte-
calcium-contractility-recording-system-hyperswitch/ (Stand 
04.09.2023) 
 

2.5.3. Messlösungen 

Substanz 
molare 
Masse 

in 
g/mol 

Volumen 
in µl 

Masse 
in g 

Konzentration 
in mmol/l 

Gesamtvolumen 
in ml 

NaCl 58,44  8,1816 140  

1000 
 

gelöst in ddH2O 
 

pH 7,4 bei 37°C 

KCl 74,56  0,29824 4 

MgCl2 95,21  0.09521 1 

HEPES 238,31  1,19155 5 

Glukose 180,16  1,8016 10 

CaCl2 1 1000  1 

Tabelle 11 Normaltyrode (NT) 1mM Ca2+ 
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Substanz 
molare 
Masse 

in 
g/mol 

Volumen 
in µl 

Masse 
in g 

Konzentration 
in mmol/l 

Gesamtvolumen 
in ml 

NaCl 58,44  0,81816 140  

100 
 

gelöst in ddH2O 
 

pH 7,4 bei 37°C 

KCl 74,56  0,029824 4 

MgCl2 95,21  0.009521 1 

HEPES 238,31  0,119155 5 

Glukose 180,16  0,18016 10 

CaCl2 1 100  1 

Caffein 194,2  0,1942 10 

Tabelle 12  Koffein-Tyrode 

 

Substanz Molare Masse in g/mol Volumen 

fura-2,AM   

Dimethylsulfoxid (DMSO) 78,13 44 µl 

Tabelle 13 Farbstoffansatz fura-2,AM; Firma Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA ;Vortexen nach Zugabe von 
DMSO; lichtgeschütze Aufbewahrung bei -20°C 

 



 

 
 

55 
 

2.5.4. Pharmakologische Intervention mit 
Koffein 

Koffein verursacht, über eine komplette und reversible 
Öffnung des RyR2, eine vollständige Freisetzung des im 
SR gespeicherten Ca2+ in das Cytoplasma.  
Über die Amplitude des koffein-induzierten Ca2+-
Transienten kann so ein Rückschluss auf den Ca2+-Gehalt 
des SR gezogen werden. 
 

 
Abbildung 12 Strukturformel Koffein 
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Koffein_-
_Caffeine.svg#/media/Datei:Koffein_-_Caffeine.svg 
(16.08.2024) 

 

2.5.5. Farbstoff Fura-2 AM und 
zytosolische Beladung 

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 wurde von Tsien und 
Kollegen im Jahre 1985 entwickelt und ermöglicht es 
maßgeblich die Rolle des Calciums an zellulären 
Prozessen zu untersuchen. Fura-2 ist ein Derivat von 
BAPTA (1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N‘,N‘-
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tetraacetic acid) (109) mit einer Dissoziationskonstante 
(Kd) in Kardiomyozyten von 312 nmol/l (110).  

 

Abbildung 13 links: Erregunsspektrum von Fura-2 (1µM) bei 
Ca2+ -Konzentrationen von 0 - >10µM bei einer 
Emmisionswellenlänge von 510nm, modifiziert nach 
Grynkiewicz et al. 1985 (111) ; rechts: Strukturformel von Fura-
2 AM 

 
Wie die meisten Fluoreszenzfarbstoffe zählt Fura-2 zu 
den Chelatbildern und bildet mit freien Ca2+-Ionen 
Chelatkomplexe. Im Vergleich zum freien Farbstoff ändert 
sich durch die Komplexbildung die 
Anregungswellenlänge, die Emmisionswellenlänge und 
die Emissionsintensität. Somit ist eine Unterscheidung 
der Fluoreszenzsignale von freiem Fura-2 und 
komplexgebundenem Fura-2 möglich. 
Da es sich bei Fura-2 um einen ratiometrischen 
Fluoreszenzfarbstoff handelt, ist es möglich die 
intrazelluläre Ca2+-Konzentration quantitativ zu 
bestimmen. Durch die Ionenbindung verschieben sich bei 
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ratiometrischen Farbstoffen die Absorptions- und 
Emmisionsmaxima im kurzwelligen Lichtspektrum. Diese 
Verschiebung wird als „Spektralshift“ bezeichnet. Bei 
einem gleichbleibenden Emissionsmaximum von 510nm 
verschieben sich bei ansteigender Ca2+-Konzentration die 
Absorptionsmaxima.  
Der Schnittpunkt aller Kurven ist der isobestische Punkt, 
an dem die Fluoreszenz unabhängig von der Ca2+-
Konzentration ist (siehe  
Abbildung 13, links)  
Da die Absorptionsmaxima in einem festen Verhältnis 
zueinanderstehen, ist auf Grundlage der genannten 
Eigenschaften eine quantitative Bestimmung der Ca2+-
Konzentration möglich. Bei Fura-2 werden die Messwerte 
bei den Wellenlänge 340nm, für Ca2+-gebundenen 
Farbstoff, und 380nm, hier wird freies Fura-2 angeregt, 
ins Verhältnis gesetzt. Die Relation zwischen den 
ermittelten Verhältnissen der Absorptionsmaxima und der 
Ca2+-Konzentration konnte Grynkiewicz et al. 1985 (111)  
erstmals in folgender Formel beschreiben: 

[𝐶𝑎2+]𝑖 = 𝐾𝑑 ∙ (
(𝑅 − 𝑅𝑚𝑖𝑛)
(𝑅𝑚𝑎𝑥 − 𝑅)) ∙ (

𝑆𝑓2

𝑆𝑏2
) 

Formel 1 – Relation zwischen den ermittelten Verhältnissen der 
Absorptionsmaxima und der Ca2+-Konzentration 

R  berechneter Ratiowert der aufgenommenen 
Fluoreszenzintensität (z.B. bei λEx = 340/380 nm)  

Rmin  Ratiowert der Fluoreszenzintensität im „Ca2+-freien“ 
Eichpräparat ([Ca2+] = 10-9 M) 

Rmax Ratiowert der Fluoreszenzintensität im „Ca2+-
gesättigten“ Eichpräparat ([Ca2+] ≥ 10-4 M) 
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Kd  Dissoziationskonstante der Reaktion zwischen Ca2+ 
und ratiometrischem Farbstoff 

Sf2  Fluoreszenzintensität bei Anregung mit der im 
Nenner stehenden Wellenlänge (380 nm) im „Ca2+ - 
freien“ Eichpräparat 

Sb2  Fluoreszenzintensität bei Anregung mit der im 
Nenner stehenden Wellenlänge (380 nm) im „Ca2+- 
gesättigten“ Eichpräparat 

 
Da der Farbstoff Fura-2 in freier Form aufgrund seiner 
polaren Eigenschaften nicht durch Membranen 
diffundieren kann, wird dieser mit einem Azetomethylrest 
(AM) verestert (siehe Abbildung 13, rechts).  
Dank der lipophilen Eigenschaft des Esters ist Fura-2 AM 
membranpermeabel. Zytosolische Esterasen setzen 
durch Abspaltung des AM-Rests den Farbstoff wieder frei. 
Als freier Farbstoff kann Fura-2 Ca2+-Ionen binden, 
allerdings ist es ihm nicht möglich durch Membranen zu 
permeieren. So kann er weder die Zelle wieder verlassen, 
noch in andere Zellkompartimente mit Lipiddoppelschicht 
übertreten. 
Für die Messungen wurde der Farbstoff Fura-2 AM der 
Firma Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 
verwendet. 
 

2.5.6. Messungen am 
Epifluoreszenzmikroskop 

Nach Ablauf der 20-minütigen Inkubationszeit der 
Zellsuspension, wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben, wurde 
der Objektträger in der Dunkelkammer durch vorsichtiges 
Ausgießen geleert. Um ein Austrocknen der auf dem 
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Objektträger zurückgebliebenen Zellen zu vermeiden, 
wurden unverzüglich 250 µl einer 5 µmol/l Farbstofflösung 
(1mM; siehe Tabelle 13) draufgegeben. Anschließend 
inkubierten die Zellen lichtgeschützt um ein Ausbleichen 
des Farbstoffes zu verhindern für 15 Minuten bei 
Raumtemperatur.  
Für alle durchgeführten Messungen wurde der MyoPacer 
(Firma IonOptix, MA, USA) zur Stimulation auf eine 
Spannung von 20 Volt und eine Stimulationsdauer von 
4ms eingestellt.  
 

2.5.6.1. Messung intrazellulärer Ca2+-
Ströme und 
Sarkomerverkürzungen 

Nach der Inkubationszeit und Montage des Objektträgers 
auf dem Objekttisch des Mikroskops wurden die Zellen 
unter Spülung mit Messtyrode (1mM Ca2+ NT, siehe 
Tabelle 11; Fluss 60 ml/min) mit einer Frequenz von 
0,5Hz über 5 min stimuliert. Dadurch soll eine Anpassung 
der Zellen an die Stimulation gewährleistet und 
überschüssiger, extrazellulärer Farbstoff und Zellreste 
bzw. bereits abgestorbene Zellen ausgewaschen werden. 
Nachdem im nächsten Schritt ein Kardiomyozyt unter 
dem Mikroskop eingestellt war, wurde der Koffein-Zulauf 
(siehe Tabelle 12; Flussrate 60 ml/min; manuelle 
Auslösung am Ende des Messprotokolls) knapp neben 
bzw über der Zelle positioniert. Es folgt eine Stimulation 
mit einer Frequenz von 1Hz bis sich beim Ca2+-
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Fluoreszenzsignal (Ratio aus Emission bei 340 und 380 
nm Anregungswellenlänge) eine stabile Grundlinie 
(„steady-state“) einstellt, mit anschließender 
Stimulationspause von 30 Sekunden. Nach der Pause 
folgten Stimulationen mit Frequenzen über zuerst 2Hz 
und danach über 4Hz, jeweils so lange bis sich ein 
„steady-state“ eingestellt hat. Nach der Stimulation über 
4Hz wird die Zelle für eine Minute mit einer Frequenz von 
1Hz stimuliert. Die Stimulation wird beendet und durch 
manuelle Auslösung des Koffein-Zulaufs wurde ein 
Transient ausgelöst, der dem gleichen zeitlichen Abstand 
der Stimulation über 1Hz folgt. 
Zum Ende des Messprotokolls wurde die 
Hintergrundfluoreszenz, die für die Auswertung 
subtrahiert werden muss, in der Umgebung der Zelle 
gemessen. 
Es wurde versucht mit jeweils 2 Zellen pro Objektträger 
die oben beschriebenen Messungen durchzuführen, 
wobei dazwischen eine Pause unter Spülung mit 
Messlösung eingelegt wurde, um sicherzustellen, dass 
das Koffein die anschließende Messung nicht verfälscht. 
Die Kalzium-Transientenamplitude („peak h“) ist die 
Differenz zwischen dem höchst gemessenen Wert und 
der Grundlinie vor dem jeweiligen Transienten in µM 
[Ca2+]. 
Bei den Messungen der Ca2+-Ströme wurde parallel auch 
die Sarkomerverkürzung in µm aufgezeichnet. Die 
Sarkomerverkürzung, angegeben als fraktionelle 
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Verkürzung (fractional shortening), entspricht der 
prozentualen Änderung der vor dem Transienten 
gemessenen Grundlinie zur absoluten Verkürzung der 
Sarkomere.  
 

2.6. Datenauswertung und Statistik 

2.6.1. Auswertung der 
ganzkörperplethysmographischen 
Daten 

Die erhobenen nummerischen Daten der Messungen der 
Ganzkörperplethysmographie (siehe Kapitel 2.3) wurden 
in eine konfigurierte Excel-Datei eingefügt, mit Hilfe derer 
eine Aussage über die Anzahl aufgetretener Apnoen und 
IFLs innerhalb der Aufzeichnungszeit getroffen werden 
konnte. Angegeben werden die Ereignisse in Apnoen bzw 
IFLs pro Stunde. 
Wie bereits erwähnt (siehe Kapitel 2.3) zeichnet sich eine 
IFL (siehe * in Abbildung 14) entweder durch eine 
Erhöhung der Inspirationszeit oder durch ein erniedrigtes 
Tidalvolumen (auch eine Kombination beider Umstände 
ist möglich) aus. So wurde für jeden Atemzug das 
Verhältnis von Inspirationszeit zu Tidalvolumen 
berechnet. Wenn dieses Verhältnis bei einem Atemzug 
um das 2,576-fache der Standardabweichung im 
Vergleich zum Mittelwert über die letzten 100 Atemzüge 
erhöht ist, kann dies als eine inspiratorische 
Flusslimitierung gewertet werden (107). 
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Eine Unterbrechung des Atemflusses über mindestens 
eine Sekunde entspricht einer Apnoe (siehe # in 
Abbildung 14) (107). 

 
Abbildung 14 Ausschnitte von Originalaufzeichnungen von 
Atemflüssen einer nicht-operierten (oben) und einer operierten 
(unten) Maus; zu sehen sind inspiratorische Flusslimitierungen 
(mit einem Stern * markiert; rechts unten) und eine apnoeische 
Phase (mit Raute # im Graph unten markiert), welche aufgrund 
einer Verlegung der oberen Atemwege auftreten; modifiziert 
nach Lebek et al. 2020 (107) 
 

2.6.2. Datengewinnung aus Messungen 
am Epifluoreszenzmikroskop 

Die Messungen am Epifluoreszenzmikroskop wurden mit 
dem Programm IonWizard 6 (IonOptix, Westwood, MA / 
USA), das auch zur Aufzeichnung diente, ausgewertet.  
Zu Beginn der Auswertung einer Messung wurden die 
individuell gemessenen Hintergrundwerte (Nominator und 
Denominator) bestimmt und abgezogen. Dies ist 
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notwendig um die Daten der Ca2+-Transienten der 
verschiedenen Myokardzellen miteinander vergleichen zu 
können. 
 

2.6.2.1. Bestimmung von 
Nachdepolarisationen 

Um nun die Anzahl von Nachdepolarisationen bei 1, 2 und 
4Hz zu quantifizieren, wurden die Ca2+-Transienten wie 
unten abgebildet eingestellt und sichtbare 
Nachdepolarisationen (siehe Abbildung 15, rote Pfeile) 
ausgezählt.  
Nachdepolarisationen sind definiert als positive 
Abweichungen von der Grundlinie, die zwischen zwei 
Stimulationen auftreten. Als Einheit wurde 
Nachdepolarisationen pro Sekunde festgesetzt 
(NSE/sec). 

 
Abbildung 15: Originalaufzeichnung eines Ca2+-Transienten 
einer atrialen Myokardzelle von einer operierten Wildtyp-Maus 
unter Stimulation mit 1Hz; die roten Striche unterhalb des 
Kalziumtransienten entsprechen den elektrischen 
Stimulationen; die roten Pfeile oberhalb markieren 
Nachdepolarisationen 
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2.6.2.2. Indirekte Quantifizierung des 
SR Ca2+-Lecks 

Die indirekte Bestimmung eines Ca2+-Verlust aus dem SR 
erfolgte durch eine eingefügte Pause von 30 Sekunden 
zwischen den Stimulationen mit 1 und 2 Hz (siehe Kapitel 
2.5.6.1). Zur Quantifizierung des Ca2+-Verlustes wurde 
die absolute Höhe (positive Abweichung von der 
Grundlinie, „peak h“, siehe Abbildung 16) des Transienten 
nach der Pause mit einem Mittelwert der absoluten 
positiven Abweichung der zehn Ca2+-Transienten vor der 
Pause ins Verhältnis gesetzt (siehe Abbildung 16).  
Je größer das Verhältnis, desto geringer war der 
Kalziumverlust aus dem SR. 

 
Abbildung 16 Originalaufzeichnung von Ca -Transienten einer 
ventrikulären Myokardzelle einer operierten Knock-In-Maus; 
bespielhaft in schwarz dargestellt ein Ca -Transient vor der 
Pause; farbig dargestellt der Transient nach der Pause; die 
Querstriche entsprechen einer Pause von 30 Sekunden; 
hellgrau dargestellt „peak h“ als Maß für die Ca2+-
Transientenamplitude  
 
Identisch ausgewertet, wie oben beschrieben, wurden 
auch die gemessenen fraktionellen Verkürzungen ins 
Verhältnis gesetzt (siehe Abbildung 17). 
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Ausgeschlossen wurden Messungen, bei denen 
innerhalb der 30 Sekunden nicht-stimulierte Transienten 
auftraten. 

 
Abbildung 17 Originalaufzeichnung der Kontraktionsstrecke 
einer ventrikulären Mykardzelle einer operierten Knock-In-
Maus; links: zwei Kontraktionen vor der Pause; Mitte: verkürzt 
dargestellt die Pause von 30 Sekunden; rechts: Kontraktion 
nach der Pause 

 
2.6.2.3. Bestimmung des SR Ca2+-

Gehalts 

Um eine Aussage über den Ca2+-Gehalt des SR treffen zu 
können, wurde die positive Abweichung von der 
Grundlinie („peak h“) eines koffein-induzierten Ca2+-
Transienten (siehe Kapitel 1.7, 2.5.4 und 2.5.6.1) 
bestimmt (siehe Abbildung 18). 
Zu beachten galt es, dass der koffein-induzierte Transient 
in etwa eine Sekunde nach dem letzten stimulierten 
Transient lag. 
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Abbildung 18 Originalaufzeichnung eines koffein-induzierten 
Ca2+-Transienten einer Ventrikelzelle einer nicht operierten 
Wildtyp-Maus 

 
2.6.3. Statistische Datenaufbereitung 

Nach der Auswertung der Messungen wurden die 
gewonnenen Daten in das Programm GraphPad PrismTM 

9 (GraphPad Software, Inc., La Jolla / USA) übertragen, 
das die statistische Auswertung und graphische 
Darstellung ermöglichte. 
In der folgenden Darstellung der Ergebnisse werden die 
erhobenen Messwerte als arithmetisches Mittel +/- 
Standardfehler des Mittelwerts (SEM = „standard error of 
the mean“; Formel 2) präsentiert.   
Als statistisches Signifikanzniveau wurde eine 
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt. 
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𝑆𝐸𝑀 =  
𝜎

√𝑛
 

Formel 2 - Formel zur Berechnung des Standardfehlers der 
Mittelwerte 

n Anzahl/Stichprobenanzahl 

𝜎 Standardabweichung 

 

In GraphPad PrismTM 9 erfolgte die statistische 
Auswertung mittels multifaktorieller Varianzanalyse 
(ANOVA). Dabei wurde bei der Analyse der Ca2+-
Transientenamplitude, der Kontraktionsverkürzung und 
dem Auftreten nicht-stimulierter Nachdepolarisationen 
eine dreifaktorielle Varianzanalyse (3-Wege-ANOVA) 
durchgeführt, da die Stimulationsfrequenzen, die 
Genotypen (Wildtyp- und MMVV CaMKII Kock-In-Mäuse) 
und die Intervention (PTFE-Injektion in den Zungengrund) 
als beeinflussende Faktoren indentifiziert wurden. Dies 
ermöglichte auch eine Betrachtung, ob eine Interaktion 
zwischen den Faktoren vorlag.  
Falls Daten, z.B. aufgrund von Fehlern in der 
Aufzeichnung, für ein Versuchstier fehlten oder 
unvollständig waren und die Durchführung eines 3-Wege 
ANOVAs daher nicht möglich, wurde eine mixed-effect 
Analyse durchgeführt. 
 
Bei der statistischen Auswertung inspiratorischer 
Flusslimitationen pro Stunde, der Amplituden von koffein-
induzierten Ca2+-Transienten und dem Verhältnis der 
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Ca2+-Transientenamplituden vor und nach der 
dreißigsekündigen Pause wurde eine zweifaktorielle 
Variananalyse (2-Wege-ANOVA) angewendet. Hier 
flossen die Genotypen und die Intervention als zu 
analysierende Faktoren mit ein, auch sollte eine 
Interaktion der Faktoren untersucht werden. 
Bei allen Varianzanalysen wurde außerdem die 
Mehrfachvergleichsmethode nach Holm-Šídák 
durchgeführt, mit Ausnahme bei der Analyse der 
frequenzabhängigen Betrachtung der Ca2+-
Transientenamplituden. 
 
Zur Testung von Korrelationen erfolgte eine einfache 
lineare Regressionsanalyse. 
 
3 Ergebnisse 

Diese Forschungsarbeit untersucht, welche 
Auswirkungen eine durch Oxidation aktivierte CaMKII im 
Rahmen des OSAS auf den Kalziumhaushalt von 
Kardiomyozyten in einem Mausmodell hat. Die 
ausführlichen pathophysiologischen Zusammenhänge 
sind der Einleitung dieser Dissertation zu entnehmen. 
Der Fokus dieser Arbeit richtet sich vor allem auf das SR 
Ca2+-Leck in der diastolischen Phase und den 
Kalziumgehalt des SR der Kardiomyozyten, sowie dem 
Auftreten nicht-stimulierter Ereignisse.  
Ein vergrößertes Kalziumleck des SR steht im direkten 
Zusammenhang mit einer erhöhten CaMKII-Aktivität, u.a. 
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möglich aufgrund einer kalziumunabhängigen Aktivierung 
durch Oxidation. Die CaMKII erhöht durch 
Phosphorylierung des RyR2 dessen 
Öffnungswahrscheinlichkeit. Daraus ergibt sich ein 
erhöhtes Kalziumleck aus dem SR, welches zu ektopen 
Erregungen in der Diastole führt, und folglich ein 
verminderter SR Ca2+-Gehalt resultiert. 
Die epifluoreszenzmikroskopischen Messungen fanden 
an Kardiomyozyten des Mausmodells mit OSA statt. 
Neben Kardiomyozyten von Wildtyp-Mäusen wurden 
Kardiomyozyten genetisch veränderter Tiere (MMVV 
Mäuse) verwendet, bei denen durch eine genetische 
Modifikation die Oxidation der CaMKII nicht möglich ist. 
Dies ermöglicht im Vergleich eine isolierte Untersuchung 
der Auswirkungen einer oxidativen Aktivierung der 
CaMKII. 
 
Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse zeigen zuerst 
die Wirkung der PTFE-Injektionen auf das Auftreten 
inspiratorischer Flusslimitierungen in der Schlafphase der 
Tiere. Danach werden die Ergebnisse der Messungen der 
kontraktilen Eigenschaften, des SR Kalziumlecks und des 
SR Kalziumgehalts präsentiert und letztendlich das 
Auftreten nicht-stimulierter pro-arrhythmogener 
Ereignisse. 
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3.1. Ergebnisse der 
Ganzkörperplethysmographie  

Zunächst werden die Effekte der Injektion von PTFE in 
den Zungengrund der Tiere dargestellt. Hierfür wurden 
die Atemzüge der Mäuse tagsüber (während der 
Schlafphase der Tiere) für acht Stunden mittels 
Ganzkörperplethysmographie aufgezeichnet.  
Diese operative Intervention soll, um das Vorliegen eines 
OSAS zu simulieren, zu einer Zunahme von 
inspiratorischer Flusslimitierungen und Apnoen in der 
Schlafphase der Tiere führen. 
Abbildung 19 zeigt eine Originalaufzeichnung des von 
Lebek et al. 2020 (107) entwickelten Tiermodells unserer 
Arbeitsgruppe von Atemzügen einer Maus nach Injektion 
von PTFE mit IFLs (Beschreibung siehe Kapitel 2.6.1).  
 

 
Abbildung 19 Originalaufzeichnung von Atemzügen mit IFLs 
einer Maus nach PTFE-Injektion; IFLs sind entweder 
gekennzeichnet durch eine verlängerte Inspirationsdauer oder 
ein erniedrigtes Tidalvolumen oder einer Kombination von 
Beidem; eine Apnoe entspricht einem Aussetzen des 
Atemflusses über mindestens eine Sekunde; zum Vergleich 
von Atemzügen einer nicht-operierten Maus siehe 2.6.1; 
modifiziert nach Lebek et al. 2020 (107) 
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3.1.1. Keine Unterschiede im Auftreten 

von inspiratorischen 
Flusslimitierungen zwischen 
Wildtyp- und MMVV-Tieren nach 
PTFE-Injektion 

Abbildung 20 zeigt die Mittelwerte der IFL-Frequenz pro 
Stunde (/h) der Kontrollgruppe (CTRL, schwarz) ohne 
PTFE-Injektion und der Gruppe mit PTFE-Injektion 
(PTFE, rot), jeweils mit zwei Untergruppen bestehend aus 
Wildtyp (WT, blau) - und CaMKII-modifizierten (MMVV, 
grün) -Tieren. Zusätzlich eine Betrachtung aller Mäuse 
der Kontroll- und der MMVV-Gruppe (grau). 
Bei der gesammelten Betrachtung aller Mäuse ist zu 
erkennen, dass es durch die PTFE-Injektion zu einem 
signifikanten Anstieg in der Häufigkeit inspiratorischer 
Flusslimitierungen um ca. 46 % (p = 0,0016) im Vergleich 
zur Kontrollgruppe kommt. 
Entscheidend für die weiteren Untersuchungen ist, dass 
sowohl die Häufigkeit von IFL bei WT-Tieren (von 31,408 
± 10,878 auf 60,735 ± 10,879; p = 0,0446) als auch bei 
MMVV-Tieren (von 24,792 ± 7,193 auf 59,044 ± 8,054; p 
= 0,0065)  durch die Intervention signifikant anstieg. Der 
Genotyp (Wildtyp- oder MMVV-Maus) hat hingegen 
keinen Einfluss auf das Auftreten von IFLs gezeigt (p = 
0,8997). 
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Alle Gruppen erfüllen die Anforderungen des ANOVA (𝛼 
= 0,05) und des Holm-Sidak’s multiple comparison test (𝛼 
= 0,05). 

 
Abbildung 20 Signifikante Zunahme der IFLs pro Stunde 
durch PTFE Injektion, sowohl bei WT- als auch bei MMVV-
Tieren; Anzahl der IFLs in IFL/h; Mittelwert mit SEM; Mäuse 
ohne PTFE-Injektion (CTRL; Wildtyp-Mäuse, blau; MMVV-
Mäuse, grün; gepoolt, grau) werden mit Mäusen nach PTFE-
Injektion (PTFE, rot; Wildtyp-Mäuse, blau; MMVV-Mäuse, grün; 
gepoolt, grau) verglichen. Durch die Injektion von PTFE (rot) ist 
eine signifikante Zunahme der IFL/h zu erkennen (2-Way-
ANOVA, 𝛼 = 0,05; Holm-Sidak’s multiple comparison test, 𝛼 = 
0,05). 
 
Überraschenderweise zeigten sowohl nicht-operierte und 
operierte Tiere ein in etwa identisches Auftreten von 
Apnoen pro Stunde (siehe Abbildung 21). So traten bei 
Tieren ohne PTFE-Injektion 11,429 ± 1,074 und bei 
Tieren mit PTFE-Injektion 12,775 ± 1,249 Apnoen pro 
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Stunde auf. Bei Betrachtung der Genotypen-Gruppen 
ergaben sich hier auch keine Unterschiede (WT CTRL vs 
WT PTFE: 11,250 ± 2,191 vs 12,500 ± 2,311; MMVV 
CTRL vs MMVV PTFE: 11,563 ± 1,084 vs 12,958 ± 
1,521). Als Erklärung sei hier bereits erwähnt, dass 
aufgrund fehlender EEG-Aufzeichnungen keine 
Unterscheidung zwischen zentralen und obstruktiven 
Apnoen getroffen werden kann. 
 
Bei den in die statstische Analyse einbezogenen Daten 
wurden jene exkludiert, die Fehler in der Aufzeichnung 
aufzeigten. Zu diesen Fehlern zählen u.a. eine IFL- oder 
Apnoe-Detektion bei deutlich zu hoher Atemfrequenz, 
einhergehend mit fehlender Schlafphase. 
 

 
Abbildung 21 In etwa gleich häufiges Auftreten von Apnoen 
in der Kontrollgruppe und der Interventionsgruppe; Anzahl 
der Apnoen in Apnoen/h; Mittelwert mit SEM; Mäuse ohne 
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PTFE-Injektion (CTRL; Wildtyp-Mäuse, blau; MMVV-Mäuse, 
grün; gepoolt, grau) werden mit Mäusen nach PTFE-Injektion 
(PTFE, rot; Wildtyp-Mäuse, blau; MMVV-Mäuse, grün; gepoolt, 
grau) verglichen (2-Way-ANOVA, 𝛼 = 0,05; Holm-Sidak’s 
multiple comparison test, 𝛼 = 0,05). 

 

3.2. Ergebnisse aus Messungen an 
Kardiomyozyten der Maus am 
Epifluoreszenzmikroskop 

Nach der Isolation der Herzmuskelzellen und Trennung in 
ventrikuläre und atriale Myozyten, wurden diese mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM beladen.  
Wie bereits oben erklärt, erfolgten anhand des 
Messprotokolls am Epifluoreszenzmikroskop die 
Aufzeichnungen von Ca2+-Transienten und Kontraktionen 
der Kardiomyozyten (siehe Kapitel 2.5.6.1).  
Ziel dieser Messungen war es eine, von Störfaktoren 
unabhängige, Aussage treffen zu können, inwieweit die 
durch Oxidation aktivierte CaMKII Einfluss auf den 
Kalziumhaushalt von Kardiomyozyten nimmt. Dafür 
wurde ein Tiermodell der OSA verwendet, welches 
unsere Arbeitsgruppe entwickelt hatte. Dieses Tiermodell 
der OSA wurde auf Wildtyp-Mäuse und auf genetisch 
modifizierte Mäuse, bei denen eine Oxidation der CaMKII 
nicht möglich ist, angewendet. 
Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Messungen 
präsentiert. 
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3.2.1. Keine Reduktion der Kalzium-
Transientenamplitude und der 
fraktionellen Verkürzung in 
ventrikulären Kardiomyozyten nach 
PTFE-Behandlung 

Die Ca2+-Transientenamplitude und die fraktionelle 
Verkürzung der ventrikulären Kardiomyozyten wurden 
jeweils bei einer Stimulation mit 1 Hz, 2 Hz und 4 Hz 
gemessen (siehe 2.5.6.1). 
Die Ca2+-Transientenamplitude wurde für alle 
verwendeten Gruppen (Wildtyp- und MMVV-Tiere jeweils 
mit und ohne PTFE-Behandlung) gegen die 
Stimulationsfrequenz aufgetragen (Abbildung 23).  
 

 
Abbildung 22 Originalaufzeichnungen von Ca2+-Transienten 
ventrikulärer mit Fura-2 AM beladener Myozyten bei Stimulation 
(rote Striche unterhalb) mit 1 Hz; bei WT PTFE mit einem roten 
Pfeil markiert, ist ein nicht-stimuliertes Ereignis dokumentiert 

 
Bei allen betrachteten Gruppen kommt es zu einem 
Anstieg der Kalzium-Transientenamplitude, die sich 
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abhängig von der Frequenz als signifikant darstellt ( siehe 
Abbildung 23; p = 0,0002, Geisser-Greenhouse's epsilon 
0,7471). Die frequenzabhängige Steigerung der 
Transientenamplitude zeigt sich zudem unabhängig von 
der Injektion von PTFE (p = 0,3376) und vom 
vorliegenden Genotyp (p = 0,4400). 
Die Anforderungen des Drei-Wege-ANOVA (𝛼 = 0,05) 
wurden erfüllt. 
 

 
Abbildung 23 Keine Reduktion der ventrikulären Kalzium-
Transientenamplitude durch die Injektion von PTFE; Ca2+-
Transientenamplitude (ΔF340/F380) in µM [Ca2+]; Mittelwerte mit 
SEM; Frequenz in Hertz (Hz); Wildtyp-Mäuse ohne PTFE-
Injektion (schwarz) und mit PTFE-Injektion (rot); MMVV-Mäuse 
ohne PTFE-Injektion (blau) und mit PTFE-Injektion (21); bei 
allen betrachteten Gruppen kommt es zu einem signifikanten 
frequenzabhängigen Anstieg der Ca2+-Transientenamplitude 
(3-way ANOVA, 𝛼 = 0,05, matching by factor: Frequenz) 
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Ein vergleichbares Resultat zeigt sich auch bei den 
ermittelten fraktionellen Verkürzungen von 
Kardiomyozyten des Ventrikels. 
In Abbildung 24 sind die bei den Stimulationsfrequenzen 
gemessenen fraktionellen Verkürzungen von Wildtyp- 
und MMVV-Mäusen mit und ohne Operation (Wildtyp-
Tiere ohne PTFE-Injektion, schwarz; Wildtyp-Tiere mit 
PTFE-Injektion, rot; MMVV-Tiere ohne PTFE-Injektion, 
blau; MMVV-Tiere mit PTFE-Injektion, grün) zu sehen. 
Auch hier zeigt sich, dass es zu einem signifikanten 
frequenzabhängigen Anstieg (p < 0,0001, Geisser-
Greenhouse's epsilon 0,8137) der fraktionellen 
Verkürzung kommt. Dies ist, betrachtet über die 
Stimulationsfrequenzen, ebenso unabhängig von den 
Genotypen (p = 0,6248) und von der Intervention mit 
PTFE-Injektion (p = 0,6312). 
Aufgrund fehlender Daten musste hier eine mixed-effect 
Analyse (𝛼 = 0,05) angewendet werden. 
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Abbildung 24 Keine Reduktion der ventrikulären 
Fraktionellen Verkürzung durch PTFE-Injektion; 
Fraktionelle Verkürzung (siehe 2.5.6.1); Mittelwerte mit SEM; 
Frequenz in Hz; Wildtyp-Mäuse ohne PTFE-Injektion (schwarz) 
und mit PTFE-Injektion (rot); MMVV-Mäuse ohne PTFE-
Injektion (blau) und mit PTFE-Injektion (21); die fraktionelle 
Verkürzung steigt frequenzabhängig über die angelegten 
Stimulationsfrequenzen von 1, 2 und 4 Hz signifikant an (mixed-
effects analysis, 𝛼 = 0,05, matching by factor: Frequenz) 

 
3.2.2. Operierte MMVV-Mäuse sind vor 

einem erhöhten SR Kalzium-Leck 
geschützt 

Durch den Vergleich der Ca2+-Transientenamplituden vor 
und nach der Pause von 30 Sekunden zwischen den 
Stimulationen mit 1 Hz und 2 Hz (siehe Abbildung 25) 
lässt sich ein indirekter Rückschluss auf ein diastolisches 
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Kalzium-Leck aus dem SR ziehen. Demzufolge steht für 
die Kontraktion nach der Pause weniger Ca2+ zur 
Verfügung, da der Kalzium-Gehalt des SR aufgrund eines 
erhöhten Kalzium-Lecks aus dem SR sinkt (33, 72). 
Dafür wird ein Verhältnis aus der Ca2+-
Transientenamplitude nach der Pause durch den 
Mittelwert der Amplituden von zehn Transienten vor der 
Pause berechnet. 

 
Abbildung 25 Originalaufzeichnungen zum Post-Pause-Test 
von ventrikulären Myozyten;  
mit Fura-2 AM beladen; jeweils abgebildet sind beispielhaft 
zwei Transienten vor der Pause, die Pause von 30 Sekunden 
komprimiert dargestellt und der Ca2+-Transient nach der Pause; 
die roten Striche unterhalb der Graphen spiegeln die elektrische 
Stimulation wieder; in dieser Abbildung ist zu erkennen, dass 
die Ca2+-Transientenamplitude der Wildtyp-Maus mit PTFE-
Injektion (unten links) im Vergleich v.a. mit der Wildtyp-Maus 
ohne PTFE-Injektion (oben links) und der operierten MMVV-
Maus (unten rechts) geringer ausfällt 
 



 

 
 

80 
 

Bei der statistischen Analyse (siehe Abbildung 26) oben 
genannter Verhältnisse zeigt sich, dass durch die PTFE-
Injektion eine signifikante Reduktion (p = 0,0179) bei WT 
PTFE (1,330 ± 0,055) im Vergleich zu MMVV PTFE 
(1,610 ± 0,109) resultiert. Dies spricht für eine Erhöhung 
des Kalzium-Lecks aus dem SR bei operierten WT-
Mäusen. 
Zudem gab es eine statistisch signifikante Interaktion 
zwischen dem vorliegenden Genotyp und der PTFE-
Injektion mit einem p-Wert von 0,0139.  
 
Die Anforderung des 2-Wege ANOVA (𝛼 = 0,05) und für 
multiple comparisons des Two-stage linear step-up 
procedure of Benjamini, Krieger and Yekutieli (Q = 0,05) 
wurden erfüllt. 

 
Abbildung 26 MMVV PTFE-Mäuse sind vor einem erhöhten 
SR Ca2+-Leck geschützt; 
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Verhältnis aus Ca2+-Transientenamplitude (ΔF340/F380) nach/vor 
der Pause; Mittelwerte mit SEM; Wildtyp-Mäuse, blau; MMVV-
Mäuse, grün; CTRL: keine PTFE-Intervention, schwarz; PTFE: 
mit PTFE-Intervention, rot; es zeigt sich eine statistisch 
signifikante Reduktion des errechneten Verhältnisses bei WT 
PTFE im Vergleich zu MMVV PTFE Tieren; zudem gab es eine 
statistisch signifikante Interaktion dem Genotyp und der PTFE-
Behandlung (2-Wege Anova, 𝛼 = 0,05; multiple comparison 
test, two-stage linear step-up procedure of Benjamini, Krieger 
and Yekutieli, Q  = 0,05) 
 
Ein vergleichbares Ergebnis ist auch bei der Betrachtung 
der errechneten Verhältnisse für die fraktionelle 
Verkürzung zu sehen.  
In Abbildung 27, an den Originalaufzeichnungen der 
Myozytenkontraktionen von Ventrikelzellen, ist besonders 
im Vergleich mit der Kontraktion der operierten MMVV-
Maus eine deutliche Reduktion der Kontraktion bei dem 
operierten Wildtyp-Tier nach der Pause zu erkennen.  
In der statistischen Datenauswertung (siehe Abbildung 
28) präsentiert sich ein statistisch signifikant (p = 0,0078) 
reduziertes Verhältnis bei PTFE-behandelten Wildtyp-
Mäusen (1,789 ± 0,167) gegenüber dem Verhältnis bei 
operierten MMVV-Mäusen (3,154 ± 0,440). Auch bei der 
fraktionellen Verkürzung zeigt sich die Interaktion 
zwischen Genotyp und PTFE-Behandlung als statistisch 
signifikant (p = 0,0038). 
Es wurden Messungen ausgeschlossen bei denen es 
innerhalb der Pause zu nicht-stimulierten Ereignissen 
gekommen ist, da diese zu einer Verfälschung der Daten 
geführt hätten. 
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Die Bedingungen des 2-Wege ANOVAs (𝛼 = 0,05) und 
des Holm-Sidak's multiple comparisons test (𝛼 = 0,05) 
werden erfüllt. 

 
Abbildung 27 Originalaufzeichnungen von Kontraktionen (in 
µm) ventrikulärer Myozyten; jeweils links zwei Kontraktionen 
vor der Pause, komprimiert Darstellung der Pause von 30 
Sekunden, rechts eine Kontraktion nach der Pause; die roten 
Striche oberhalb der Graphen entsprechen der elektrischen 
Stimulation; bei der Aufzeichnung der WT PTFE-Maus (unten 
links) fällt eine im v.a. im Vergleich zu den Aufzeichnungen 
einer WT CTRL- (oben links) und MMVV PTFE-Maus (unten 
rechts) deutlich geringer ausfallende Verkürzung nach der 
Pause auf  
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Abbildung 28 MMVV PTFE Tiere zeigen keine Reduktion des 
Verhältnisses im Post-Pause-Test in der Fraktionellen 
Verkürzung; Verhältnis der fraktionellen Verkürzung nach/vor 
der Pause; Mittelwerte mit SEM; Wildtyp Mäuse, blau; MMVV 
Mäuse, grün; CTRL: keine PTFE-Intervention, schwarz; PTFE: 
mit PTFE-Intervention, rot; das Verhältnis der Fraktionellen 
Verkürzung ist bei WT PTFE-Mäusen im Vergleich zu MMVV 
PTFE-Tieren signifikant reduziert; (2-Wege Anova, 𝛼 = 0,05; 
Holm-Sidak's multiple comparisons test, 𝛼 = 0,05) 

 

3.2.3. SR Kalzium-Gehalt bei MMVV-
Mäusen nach PTFE-Behandlung 
nicht reduziert 

Um zu untersuchen, ob das erhöhte SR Kalzium-Leck zu 
einem vermindert SR Kalzium-Gehalt führt, wurde durch 
Koffein-Zufuhr ein Ca2+-Transient ausgelöst. Die 
Amplitude dieses koffein-induzierten Kalzium-
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Transienten lässt einen Rückschluss auf den SR Kalzium-
Gehalt zu (siehe Abbildung 29). 
 

 
Abbildung 29 Originalaufzeichnungen koffein-induzierter 
Ca2+-Transienten von ventrikulären Myozyten; jeweils links 
in den Graphiken zu sehen der letzte elektrisch stimulierte (roter 
Strich) Ca2+-Transient; ungefähr eine Sekunde nach diesem 
kommt der koffein-induzierte Kalzium-Transient; im Vergleich 
der Amplituden (v.a. mit oben links und unten rechts) ist eine 
Reduktion besonders bei WT PTFE (unten links) zu erkennen; 
dies spricht für einen im Vergleich reduzierten SR Kalzium-
Gehalt 
 
Bei der statistischen Auswertung von Mittelwerten der 
koffein-induzierten Kalzium-Transientenamplituden ließ 
sich bei WT PTFE-Tieren (0,437 ± 0,061) eine signifikante 
Reduktion im Vergleich zu MMVV PTFE-Tieren (0,788 ± 
0,057), mit einem p-Wert von 0,0004, nachweisen (siehe 
Abbildung 30). Somit geht ein erhöhtes SR Ca2+-Leck mit 
einem reduzierten SR Ca2+-Gehalt einher. 
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Abbildung 30 MMVV PTFE-Tiere sind vor einer Reduktion 
des SR Ca2+-Gehalts geschützt; koffein-induzierte Ca2+-
Transientenamplitude (ΔF340/F380); Mittelwerte mit SEM; 
Kontrollgruppe ohne PTFE-Injektion (CTRL, schwarz), Gruppe 
mit PTFE-Injektion (PTFE, rot); Wildtyp-Tiere (WT, blau), 
MMVV-Tiere (MMVV, grün); bei der Betrachtung der Mittelwerte 
zeigt sich eine signifikante Reduktion des SR Kalzium-Gehalts 
bei WT PTFE-Mäusen im Vergleich zu MMVV PTFE-Tieren (2-
Wege Anova, 𝛼 = 0,05; Holm-Sidak's multiple comparisons test, 
𝛼 = 0,05) 
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Abbildung 31 Je ausgeprägter die IFL/h bei WT PTFE-Tieren, 
desto niedriger die koffein-induzierte Ca2+-
Transientenamplitude; koffein-induzierte Ca2+-
Transientenamplitude (ΔF340/F380); Mittelwerte (Punkte); lineare 
Regression (Linie); der Kalzium-Gehalt des SR zeigt sich umso 
niedriger, je höher die Anzahl an IFLs pro Stunde sind (einfache 
lineare Regressionsanalyse) 
 
Interessanterweise zeigte sich bei WT PTFE-Mäusen in 
der linearen Regressionsanalyse zudem, dass je 
ausgeprägter die IFL-Rate (IFL/h) war, desto niedriger der 
Kalzium-Gehalt des SR. Diese negative Korrelation ist mit 
einem p-Wert von 0,0048 (R2 = 0,9504) signifikant. Bei 
MMVV-Tieren mit PTFE-Injektion präsentiert sich diese 
Korrelation (p = 0,2019, R2 = 0,3677) abgeflachter (siehe 
Abbildung 31). 
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Es erfolgte der Ausschluss von Daten, bei denen in der 
Messung Fehler auftraten, z.B. aufgrund eines zu großen 
zeitlichen Abstandes zwischen dem letzten stimulierten 
und koffein-induzierten Ca2+-Transienten oder eines 
flachen Anstiegs des koffein-induzierten Transienten 
(Fehler bei der Applikation). 
 

3.2.4. MMVV-Mäuse sind vor dem 
Auftreten spontaner nicht-
stimulierter Ereignisse geschützt 

 
Abbildung 32 Originalaufzeichnungen isolierter 
Vorhofzellen bei Stimulation mit 1 Hz; unten links bei WT 
PTFE sind beispielhaft zwei solcher pro-arrhythmogener 
Ereignisse markiert (rote Pfeile) 
 
Bei spontanen nicht-stimulierten Ereignissen (NSE), die 
pro-arrhythmogenes Potenzial besitzen, handelt es sich 
um Abweichungen von der diastolischen Ca2+-Grundlinie 
zwischen zwei stimulierten Kalzium-Transienten (siehe 
rote Pfeile in Abbildung 32 und Abbildung 22). Um 
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herauszufinden, ob es einen Zusammenhang zwischen 
der oxidativ-aktivierten CaMKII und dem erhöhten SR 
Ca2+-Leck gibt, wurde die Anzahl an NSEs pro Sekunde 
bei Stimulationen mit 1, 2 und 4 Hz ausgewertet.  
 
Bei isolierten Vorhofzellen wurde im Vergleich zu WT 
CTRL- und MMVV PTFE- Mäusen ein meist mehr als 
zweifach erhöhtes Auftreten von NSEs s-1 bei WT PTFE-
Mäusen bei allen Stimulationsfrequenzen beobachtet 
(siehe Tabelle 14 und Abbildung 33).  
Interessanterweise zeigte sich die Interaktion zwischen 
Genotyp (WT oder MMVV) und PTFE-Behandlung (p = 
0,0005) und zwischen Genotyp, PTFE-Behandlung und 
Stimulationsfrequenz (p = 0,0421) als statistisch 
signifikant (3-Wege ANOVA, 𝛼 = 0,05, mit Holm-Sidak’s 
multiple comparison test, 𝛼 = 0,05). 
 

Frequenz WT CTRL 
NSE s-1 

WT PTFE 
NSE s-1 

MMVV PTFE 
NSE s-1 

1 Hz 0,018 ± 0,003 0,050 ± 0,005 0,020 ± 0,004 

2 Hz 0,030 ± 0,005 0,082 ± 0,006 0,045 ± 0,011 

3 Hz 0,061 ± 0,007 0,128 ± 0,020 0,064 ± 0,008 

Tabelle 14 NSE s-1 in atrialen Myozyten; Mittelwerte mit SEM; 
Stimulationsfrequenz von 1, 2 und 4 Hz (links); NSE s-1 in 
Vorhofzellen von nicht-operierten WT-Tieren (WT CTRL), 
operierten WT-Tieren (WT PTFE) und operierten MMVV-Tieren 
(MMVV PTFE) 
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Frequenz WT CTRL 
NSE s-1 

WT PTFE 
NSE s-1 

MMVV PTFE 
NSE s-1 

1 Hz 0,029 ± 0,006 0,061 ± 0,008 0,031 ± 0,006 

2 Hz 0,048 ± 0,019 0,139 ± 0,027 0,056 ± 0,012 

3 Hz 0,076 ± 0,015 0,164 ± 0,030 0,066 ± 0,016 

Tabelle 15 NSE s-1 ventrikulärer Myozyten; Mittelwerte mit 
SEM; Stimulationsfrequenz von 1, 2 und 4 Hz (links); NSE s-1 in 
Vorhofzellen von nicht-operierten WT-Tieren (WT CTRL), 
operierten WT-Tieren (WT PTFE) und operierten MMVV-Tieren 
(MMVV PTFE) 
 
Ebenso zeigen isolierte ventrikuläre Myozyten von WT 
PTFE-Mäusen ein doppelt so häufiges Auftreten von 
NSEs-1 bei den angelegten Stimulationsfrequenzen im 
Vergleich zu WT CTRL- und MMVV PTFE-Mäusen (siehe 
Tabelle 15 und Abbildung 34).  
In der statistischen Analyse zeigt sich auch an 
ventrikulären Myozyten die Interaktion zwischen Genotyp 
und PTFE-Behandlung mit einem p-Wert von 0,0241 und 
zwischen Genotyp, PTFE-Behandlung und der 
Stimulationsfrequenz (p = 0,0290) als statistisch 
signifikant (3-Wege ANOVA, 𝛼 = 0,05, mit Holm-Sidak’s 
multiple comparison test, 𝛼 = 0,05). 
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Abbildung 33 vermehrtes Auftreten von NSE s-1 in atrialen 
Myozyten bei WT PTFE-Mäusen; Auftreten von NSEs pro 
Sekunde; Stimulationsfrequenz von 1, 2 und 4 Hz; WT CTRL 
(N = 9), WT PTFE (N = 9), MMVV CTRL (N = 10), MMVV PTFE 
(N = 8); 3-way ANOVA, 𝛼 = 0,05; Holm-Sidak’s multiple 
comparison test, 𝛼 = 0,05 
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Abbildung 34 MMVV PTFE-Mäuse sind vor vermehrtem 
Auftreten von NSE s-1 in Ventrikelzellen geschützt; 
Auftreten von NSEs pro Sekunde; Stimulationsfrequenz von 1, 
2 und 4 Hz; WT CTRL (N = 9), WT PTFE (N = 8), MMVV CTRL 
(N = 10), MMVV PTFE (N = 8); 3-way ANOVA, 𝛼 = 0,05; Holm-
Sidak’s multiple comparison test, 𝛼 = 0,05 
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4 Diskussion 

Die vorliegende Dissertation untersucht mit Hilfe eines 
Mausmodells der OSA die Auswirkungen der oxidativ-
aktivierten CaMKII auf den Kalziumhaushalt von 
Kardiomyozyten. In besonderem Fokus standen hierbei 
das Kalzium-Handling des SR und das Auftreten nicht-
stimulierter pro-arrhythmogener Ereignisse.  
Um eine isolierte Betrachtung der Auswirkungen des 
OSAS, d.h. frei von möglichen Störfaktoren, wie zum 
Beispiel Diabetes, arteriellem Hypertonus und Weiteren, 
zu ermöglichen, wurde ein neuartiges Mausmodell der 
OSA verwendet, welches von Lebek et al. (107) entworfen 
wurde. Hierfür wurden neben Wildtyp-Mäusen auch 
genetisch modifizierte Mäuse genutzt, bei denen 
aufgrund einer Punktmutation, die zu einem Austausch 
von Methionin 281/282 durch Valin führt, eine Oxidation 
der CaMKII nicht mehr möglich ist.  
Mit Hilfe dieses Modell wurde zum ersten Mal mittels 
eines Post-Pause-Tests ein diastolisches SR Kalzium-
Leck in Verbindung mit einer oxidativ-aktivierten CaMKII 
im Rahmen des OSAS indirekt ermittelt.  
Es konnte gezeigt werden, dass CaMKII MMVV-Mäuse 
vor einem erhöhten SR Ca2+-Leck und einer Reduktion 
des SR Kalzium-Gehalts geschützt sind. Desweiteren 
zeigte sich, dass die fehlende Oxidationsmöglichkeit der 
CaMKII vor vermehrtem Auftreten nicht-stimulierter 
Ergeinisse protektiv wirkt. 
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Diese Ergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass es 
durch das OSAS und die darunter entstehenden 
oxidativen Bedingungen zu einer Aktivitätssteigerung der 
CaMKII kommt, die den Kalzium-Haushalt der 
Kardiomyozyten beeinflusst, mit der Folge erhöhten 
Auftretens pro-arrhythmogener Ereignisse. 
 

4.1. Zusammenhänge zwischen OSAS und 
kardialen Erkrankungen 

Dem OSAS muss aufgrund steigender Prävalenz in den 
letzten Jahren und mit Blick auf die sozialen und 
wirtschaftlichen Folgen eine zunehmende Bedeutung als 
Erkrankungen beigemessen werden (1-3). 
Das OSAS zeichnet sich durch eine nächtliche Verlegung 
der oberen Atemwege aus, mit den Folgen einer 
Verminderung oder Unterbrechung des Atemflusses 
(siehe . 
Abbildung 1). IFLs gelten hier als kennzeichnend für eine 
Obstruktion in den oberen Atemwegen (112). Das 
vermehrte Auftreten von IFLs in der Schlafphase lässt 
sich bei den in die Versuche eingeschlossenen Tieren 
nach PTFE-Injektion zeigen und lässt somit den Schluss 
zu, dass diese Tiere von einer OSA betroffen sind (siehe 
3.1.1, Abbildung 19, Abbildung 20). 
Betroffene OSA-Patienten leiden häufig an weiteren 
Erkrankungen, besonders auch an kardialen 
Erkrankungen wie Vorhofflimmern, und diese 
Kombination der Erkrankungen geht mit einer 
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nachgewiesenen erhöhten Sterblichkeit einher (1, 34, 36, 
113). Zudem wurde das OSAS neben vielen Weiteren, 
wie zum Beispiel Übergewicht, als Risikofaktor für das 
Entstehen von Vorhofflimmern identifiziert (34, 114, 115). 
Neben oben genanntem Vorhofflimmern zeigte sich auch, 
dass Patienten mit OSAS häufiger an einer 
Herzinsuffizienz leiden (116, 117). Diese Verknüpfung 
zwischen OSAS und Herzinsuffizienz erhärtet sich, da 
herzinsuffiziente Patienten gegenüber der 
Allgemeinbevölkerung häufiger von einer SDB betroffen 
sind und die Schweregrade beider Erkrankungen positiv 
miteinander korrelieren (118-120).  
Rossi et al 2013 (41) beschreiben hierzu einen 
Pathomechanismus, in dem es aufgrund des OSAS zu 
strukturellen Umbauten im Myokard und zu 
Veränderungen im Reizweiterleitungssystem kommt. Zu 
den Ursachen zählen oxidativer Stress mit einer 
vermehrten Produktion von ROS, aufgrund 
intermittierender Hypoxämien, ein erhöhter transmuraler 
Druckgradient über dem Myokard, als Folge einer 
Obstruktion der oberen Atemwege und ein erhöhter 
sympathomimetischer Stress, aufgrund wiederkehrender 
Aufwachreaktionen (41). 
Dass auch der CaMKII eine entscheidende Bedeutung 
zukommt, zeigen Untersuchungen an Kardiomyozyten 
von Patienten, die an Vorhofflimmern oder 
Herzinsuffizienz leiden, da sowohl eine gesteigerte 
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Aktivität, als auch eine Überexpression der CaMKII 
vorlagen (72, 121-123).  
Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass 
die von Rossi et al (41) beschriebenen Ursachen (s.o.) für 
sich zu einer Aktivitätssteigerung der CaMKII führen (30, 
88, 124-126). Dies bestätigen auch die Untersuchungen 
von Lebek et al. 2020 (33) an Vorhofzellen von Patienten 
mit SDB, bei denen eine gesteigerte Aktivität der CaMKII 
gemessen wurde.  
 
Für diese Arbeit von besonderem Interesse ist die 
Aktivierung der CaMKII durch Oxidation. Dies geschieht 
durch die Oxidation von Methionin 281/282 und führt zu 
einer Ca2+/Calmodulin-unabhängigen Aktivierung der 
CaMKII (30).  
Beim OSAS entstehen ROS, die als Vermittler oxidativen 
Stresses zu werten sind, aufgrund wiederkehrender 
Phasen von Hypoxie mit anschließender Reoxygenierung 
(23, 32). ROS werden in der Entstehung kardialer 
Erkrankungen als ausschlaggebende Beteiligte 
angesehen (127).  
Eine vermehrte Produktion von ROS konnte sowohl in 
Kardiomyozyten im Tiermodell der OSA, als auch von 
Patienten mit SDB nachgewiesen werden (33, 128).  
Dass es nun unter dem OSAS zu einer vermehrten 
Oxidation der CaMKII kommt, stützen u.a. die Ergebnisse 
von Arzt et al. 2022 (65), da Kardiomyozyten von 
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Patienten mit SDB eine erhöhte Rate an oxidierter CaMKII 
aufwiesen. 
Welch entscheidenden Einfluss die Aktivierung der 
CaMKII durch Oxidation auf die kardiale Pumpfunktion 
hat, zeigen die Versuche von Hegner et al. 2023 (128). Im 
Tiermodell der OSA wiesen CaMKII Knock-out Mäuse 
und vor allem Mäuse, bei denen die CaMKII vor einer 
Oxidation (CaMKII MMVV) geschützt waren, im Vergleich 
zu Wildtyp-Mäusen keine Reduktion der 
linksventrikulären Ejektionsfraktion (LVEF) auf. Somit 
folgerten sie, dass die oxidative Aktivierung der CaMKII 
einen entscheidenden Schlüsselmechanismus darstellt 
(128). 
Welche pathologischen Auswirkungen die CaMKII auf 
den intrazellulären Kalzium-Haushalt von 
Kardiomyozyten hat, wird im Folgenden genauer 
beleuchtet. 
 

4.2. Die Auswirkungen der oxidativ-
aktivierten CaMKII auf den Ca2+-Haushalt 
des SR 

Der Einleitung ist zu entnehmen, dass diverse 
Aktivierungsmechanismen Einfluss auf die Aktivität der 
CaMKII ausüben und zu einer gesteigerten Aktivierung 
führen können, mit Folgen für die intrazelluläre Ca2+-
Homöostase. Wie bereits erläutert, steht die 
Ca2+/Calmodulin-unabhängige Aktivierung der CaMKII 
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durch Oxidation in dieser Arbeit unter besonderem 
Augenmerk (30).  
Durch Phosphorylierung ihrer Zielproteine nimmt die 
CaMKII Einfluss auf den Ca2+-Haushalt der Zellen. Wie 
auch in der Einleitung schon genauer beschrieben, zählen 
hierzu L-Typ-Ca2+-Kanäle, der RyR2, Phospholamban 
und Na+/Ca2+-Austauscher (55, 121).  
Die CaMKII phosphoryliert den RyR2 an Serin 2814, 
wodurch es zu vermehrten spontanen Ca2+-
Freisetzungen aus dem SR (SR Ca2+-Leck) kommt, da die 
Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals erhöht ist (55, 73, 
121). Auch im Zusammenhang mit einer oxidativ-
aktivierten CaMKII zeigt sich das SR Ca2+-Leck erhöht 
(65, 104, 129). Diese Beobachtungen bestätigen die hier 
durchgeführten Messungen an Kardiomyozyten von 
Mäusen mit OSAS durch Interpretation der Ca2+-
Transientenamplituden vor und nach einer Pause von 30 
Sekunden, als indirekter Nachweis eines SR Ca2+-Lecks. 
So zeigte sich, dass OSA MMVV-Mäuse vor einer 
Reduktion der Ca2+-Transientenamplitude geschützt 
waren, wohingegen die Amplitude bei WT PTFE Tieren 
signifikant geringer ausfiel (siehe Abbildung 26).  
Die Folge eines erhöhten Kalzium-Lecks aus dem SR ist 
eine Reduktion des SR Ca2+-Gehalts mit negativem 
Einfluss auf die Kontraktionsfähigkeit des Myokards, wie 
es im Rahmen der Herzinsuffizienzerkrankung zu 
beobachten ist (72, 92, 121). Auch ist bekannt, dass 
Patienten mit SDB sowohl ein erhöhtes SR-Kalziumleck, 
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als auch einen erniedrigten Kalzium-Gehalt des SR 
zeigen (33, 130). Arzt et al. (65) zeigten zudem, dass bei 
vermehrtem Vorkommen einer oxidierten CaMKII ein 
erhöhtes SR Ca2+-Leck zu finden ist. Allerdings gilt es zu 
Bedenken, dass das untersuchte Patientenkollektiv eine 
multiple vorerkrankte Gruppe darstellt.  
Zur Bestimmung des SR Ca2+-Gehalts wurde die 
Amplitude von koffein-induzierten Ca2+-Transienten 
ausgemessen, wobei WT-Mäuse mit OSA im Vergleich zu 
MMVV-Mäusen mit OSA einen signifikant geringeren SR 
Ca2+-Gehalt aufwiesen (Abbildung 30). Zudem ist der SR 
Kalzium-Gehalt bei WT-Mäusen mit OSA signifikant 
niedriger, je mehr IFL/h auftraten. Diese negative 
Korrelation ist bei OSA MMVV-Mäusen abgeflacht (siehe 
Abbildung 31). 
Dass dies auch eine kontraktile Dysfunktion nach sich 
zieht, bestätigt sich durch die von Hegner et al. 2023 (128) 
gezeigte signifikante Reduktion der LVEF bei OSA WT-
Mäusen, wobei sowohl CaMKII Knock out-Mäuse, als 
auch, und dies unterstreicht die Wichtigkeit der ox-
CamKII, OSA MMVV-Mäusen post-interventionell keine 
Reduktion der LVEF aufwiesen. 
 

4.3. Pro-arrhythmogene Aktivität im 
Zusammenhang mit einem ox-CaMKII-
vermittelten SR Ca2+-Leck 

Das beobachtete SR Ca2+-Leck führt in Folge zu erhöhten 
Ca2+-Konzentrationen im Zytosol, woraus eine 
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Aktivitätssteigerung der CaMKII resultiert (73, 131). Nach 
den Ausführungen von Guo et al. 2012 (131) birgt dieser 
Kreislauf die Gefahr einer sich verstärkenden 
Abwärtsspirale („Circulus vitiosus“). 
Aufgrund eines erhöhten zytosolischen Ca2+-Spiegels 
transportiert der NCX Ca2+ aus der Zelle raus (132), 
wodurch es zu Veränderungen des Membranpotentials 
kommt und DADs entstehen können, welche als Auslöser 
von Arrhythmien bekannt sind (siehe 1.5) (33, 72, 73). Im 
Tiermodell an atrialen Myozyten von Mäusen mit OSA 
konnte bereits gezeigt werden, dass CaMKII Knock-out-
Mäuse kein erhöhtes Auftreten pro-arrhythmogener 
Ereignisse aufwiesen (133).  
Neben der Assoziation von OSAS und Vorhofflimmern, 
wie bereits oben erläutert, besteht auch eine Verbindung 
mit plötzlichem Herztod und ventrikulären Arrhythmien 
(22, 134). 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein vermehrtes Auftreten 
von nicht-stimulierten Ereignissen bei WT OSA-Mäusen 
gemessen werden, wobei OSA MMVV-Tiere vor diesem 
Auftreten geschützt waren. Diese Beobachtung ließ sich 
sowohl in Ventrikel- als auch in Vorhofzellen machen 
(Abbildung 33, Abbildung 34). So könnte auf Grundlage 
dieser Ergebnisse davon ausgegangen werden, dass ein 
verminderter Anfall von ROS oder eine Vermeidung der 
Oxidation der CaMKII auch bei Patienten mit OSAS das 
Auftreten kardialer Arrhythmien verhindert oder 
zumindest deutlich reduziert werden könnte. 
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4.4. Diskussion der Methoden und ihrer 

Limitationen 

Im Folgenden sollen Einschränkungen und Grenzen der 
verwendeten Methoden dargelegt werden. 
 
Für diese Arbeit wurde das von Lebek et al. 2020 (107) 
entwickelte Tiermodell der OSA, durch Injektion von 
PTFE in den Zungengrund, verwendet. So konnte gezeigt 
werden, dass es durch eine Dickenzunahme der Zunge 
zu einer Zunahme von Apnoen und OSA-spezifischen 
inspiratorischen Flusslimitierungen kommt (107). Um 
allerdings sicher gehen zu können, dass die detektierten 
IFL/h während der Schlafphase auftraten, müsste parallel 
zur plethysmographischen Messung eine EEG-Ableitung 
stattfinden. Des Weiteren wäre es erstrebenswert zu 
erfahren, wie ausgeprägt die Hypoxämie nach IFLs war. 
Auf diese Schwierigkeiten verwiesen auch bereits Lebek 
et al. 2020 (107).  
Auch wäre eine EEG-Aufzeichnung von Nöten gewesen, 
um zwischen obstruktiven und zentralen Apnoen 
unterscheiden zu können. Dies könnte die Erklärung für 
die beinahe gleiche Anzahl an Apnoen bei sowohl 
operierten, als auch nicht operierten Tieren sein. Es ist 
bekannt, dass obstruktive Apnoen beinahe ausschließlich 
in REM-Schlafphasen auftreten, welche allerdings nur 
etwa 5% der Schlafdauer ausmachen (135).  
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Da für die Versuche ausschließlich männliche Tiere 
verwendet wurden, es allerdings bekannt ist, dass es 
geschlechterspezifische Unterschiede bei OSA-Patienten 
gibt (117, 136), muss in Zukunft das Augenmerk explizit 
auch auf das weibliche Geschlecht gerichtet werden und 
die zugrundeliegenden, geschlechterspezifischen 
Pathomechanismen untersucht werden. 
 
Diese Arbeit konzentrierte sich auf die Auswirkungen der 
oxidativ-aktivierten CaMKII im Rahmen des OSAS.  
Wie in der Einleitung erwähnt, kann die CaMKII allerdings 
über eine Vielzahl an Mechanismen aktiviert werden, die 
keineswegs außer Acht gelassen werden dürfen. Zudem 
ist auch bekannt, dass nicht nur die CaMKII, sondern 
auch der RyR oxidativ aktiviert werden kann (137). Daher 
wäre sowohl die Bestimmung der Phosphorylierung, als 
auch die Ausprägung der Oxidation des RyR interessant. 
Da auch der NCX eine entscheidende Rolle in der 
Entstehung von Arrhythmien spielt, sollte auch dieser im 
Hinblick auf oxidative Aktivierung weiter Gegenstand 
zukünftiger Forschung sein (137).  
Zudem blieb im Zuge dieser Arbeit die Messung der ROS-
Konzentration aus. Dass es allerdings zu einer 
vermehrten Produktion von ROS im Tiermodell der OSA, 
auch bei MMVV OSA-Mäusen kommt, konnten Hegner et 
al. 2023 zeigen (128). 
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4.5. Therapiemöglichkeit für Patienten mit 
OSAS 

Das OSAS führt, wie bereits eingehend beschrieben, für 
Patienten zu beträchtlichen alltäglichen 
Einschränkungen, fördert das Entstehen von 
Erkrankungen oder führt auch zu einer Progression 
bereits bestehender Erkrankungen, insbesondere auch 
kardialer Erkrankungen. 
So birgt, als Beispiele, VHF neben einem erhöhten 
Schlaganfallrisiko, auch ein erhöhtes Sterberisiko (138) 
und bei Diagnosestellung einer Herzinsuffizienz liegt die 
5-Jahres-Mortalitätsrate bereits bei über 50% (139).  
Daher sollte es erstrebenswert sein, neben den aktuellen 
Therapiemöglichkeiten, weitere Therapieoptionen für 
Patienten mit SDB in Zukunft zu etablieren. 
 

4.5.1. Aktueller Stand der Therapie für 
Patienten mit OSAS 

Zuvorderst beinahe einer jeden Therapie steht die 
Reduktion von beeinflussbaren Risikofaktoren. So stellen 
für das OSAS zum Beispiel die Gewichtsreduktion und 
der Einsatz einer nächtlichen Atemunterstützung mit 
positivem Atemwegdruck (PAP, positive airway pressure) 
die aktuelle Therapie der Wahl dar. Für das OSAS werden 
vor allem Verfahren wie die CPAP- (contiuous positive 
airway pressure) oder die BiPAP- (bilevel positive airway 
pressure) Therapie eingesetzt (140).  



 

 
 

103 
 

Unter CPAP zeigt sich zwar der AHI signifikant reduziert, 
die Tagesmüdigkeit und die gesundheitsbezogene 
Lebensqualität verbessert, allerdings führte die CPAP-
Therapie prospektiv zu keiner Reduktion kardiovaskulärer 
Ereignisse, wie Krankenhauseinweisung aufgrund einer 
dekompensierten Herzinsuffizienz oder auch eines 
akuten Koronarsyndroms (21).  
Es konnte bereits gezeigt werden, dass zwar unter CPAP-
Therapie die Wiederauftretenswahrscheinlichkeit von 
VHF nach einer interventionellen Therapie (wie 
Kardioversion, Ablation oder Pulmonalvenenisolation) 
sank (141, 142), allerdings bringt eine Intervention, wie 
die Pulmonalvenenisolation, ein hohes 
Komplikationsrisiko mit sich (143). Außerdem ist bei 
Patienten mit SDB keine Reduktion von paroxysmalen 
Vorhofflimmerepisoden durch eine CPAP-Therapie 
eingetreten (144). Bei Patienten mit CSA und 
Herzinsuffizienz konnte zudem unter adaptiver 
druckunterstützender Beatmung eine erhöhte 
Mortalitätsrate beobachtet werden (145). 
Erschwerend kommt noch hinzu, dass sich die Patienten-
Compliance gegenüber einer CPAP-Therapie sehr gering 
(21) zeigte und laut Schoch et al. (146) setzten nach 5-
jähriger Behandlungsdauer nur etwa 55% der OSAS-
Patienten die CPAP-Therapie fort.  
Wie u.a. Hegner et al. 2023 (128) feststellten, mangelt es 
aktuell an einer spezifischen (medikamentösen) Therapie 
für Patienten mit OSAS. Derzeit orientiert sich die 
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(medikamentöse) Therapie an den Leitlinien, wie für 
Herzinsuffizienz oder VHF, der europäischen 
Fachgesellschaft ESC (Stand 2021), ohne explizite 
Therapievorschläge für SDB-Patienten (128, 147, 148). 
Daher ist es notwendig die zugrundeliegenden 
pathomechanistischen Zusammenhänge zu untersuchen, 
um so spezifische Therapiemöglichkeiten für Patienten 
mit OSAS zu entwickeln. 
 

4.5.2. Die CaMKII als Zielstruktur 
zukünftiger Therapien 

Ein möglicher erfolgsversprechender Therapieansatz 
stellt die Einflussnahme auf den Kalzium-Haushalt dar, 
mit der CaMKII als Zielsubstrat (102). So werden zwar 
bereits CaMKII-Inhibitoren in der präklinischen Forschung 
untersucht, allerdings ist noch keiner für eine Therapie am 
Patienten verfügbar (72, 149, 150). Hier ergeben sich 
aktuelle die Probleme, dass zum einen eine ungenügende 
Spezifität gegenüber den CaMKII-Subtypen, eine 
begrenzte Wirksamkeit und Bioverfügbarkeit vorliegt 
(123, 151, 152).  
Trotz der geschilderten Probleme liegen bereits 
vielversprechende Ergebnisse von Versuchen mit 
CaMKII-Inhibitoren vor. 
So konnten Neef et al. 2017 (149) zeigen, dass es durch 
den CaMKII-Inhibitor SMP-114 in Vorhofzellen und Zellen 
des linken Ventrikels von Patienten mit Herzinsuffizienz 
zu einer Reduktion spontaner Kalzium-Freisetzungen aus 
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dem SR kommt. Zudem blieb eine negative Auswirkung 
auf die elektromechanische Kopplung und die systolische 
Funktion aus (149). Zum klinischen Einsatz kommt SMP-
114 bereits für Patienten mit rheumatoider Arthritis. 
Auch zeigten Neef et al. 2018 (150) mit dem CaMKII-
Inhibitor AS105 an humanen Vorhofzellen und 
Ventrikelzellen von Mäusen mit Herzinsuffizienz, die eine 
Überexpression der CaMKII aufwiesen, ein vermindertes 
SR Ca2+-Leck. Zudem traten unter AS105 weniger pro-
arrhythmogene Ereignisse auf und auch der Ca2+-Gehalt 
des SR zeigte sich unter AS105 erhöht (150).  
Mit GS-680 zeigt sich ein weiterer CaMKII-Inhibitor mit 
hoffnungsvollen Ergebnissen. GS-680, ein ATP-
kompetitiver und selektiver CaMKII-Inhibitor, reduzierte 
an menschlichen Vorhofzellen, in den Versuchen von 
Lebek et al. 2018 (72), nicht nur das SR Ca2+-Leck und 
das Auftreten pro-arrhythmogener Ereignisse, sondern 
verbesserte auch die systolische Kontraktilität von 
Ventrikelzellen. 
Jüngst ließ sich mit zwei weiteren, oral verfügbaren ATP-
kompetitiven CaMKII-Inhibitoren, RA306 und RA608, ein 
positiver Einfluss auf die kardiale Funktion zeigen.  
So verbesserte sich durch den Einsatz von RA306 und 
RA608 die LVEF bei Mäusen mit dilatativer 
Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz (induziert durch 
eine Verengung der Aorta mit konsekutiver 
Nachlasterhöhung) (153, 154). 
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Ein sehr interessanter Therapieansatz, besonders im 
Hinblick auf die hier untersuchte oxidative Aktivierung der 
CaMKII, ist der Austausch von Methionin 281/282 durch 
Valin über Genom-Editierung mittels CRISPR-Cas9, 
wodurch die Aktivierung der CaMKII durch Oxidation 
ausbliebe (155). 
 
In Zusammenschau könnte der Einsatz von CaMKII-
Inhibitoren ein vielversprechender Therapieansatz für 
Patienten mit OSAS und dessen Folgeerkrankungen sein. 
Allerdings bedarf es zukünftige 
Forschungsanstrengungen um Probleme, wie 
Arzneimittelnebenwirkungen, selektive 
Subtypenspezifität und klinische Wirksamkeit, zu lösen.  
 

4.6. Schlussfolgerung 

Die gewonnenen Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen 
Anhaltspunkt, welche Rolle die oxidativ-aktivierte CaMKII 
im Rahmen des OSAS für den Kalziumhaushalt von 
Kardiomyozyten und die Entstehung von kardialen 
Arrhythmien spielt. Allerdings bedarf es weiterer 
Forschungsanstrengungen um die pathophysiologischen 
Zusammenhänge zwischen OSAS und 
Folgeerkrankungen, wie z.B. VHF oder Herzinsuffizienz, 
genauer zu verstehen und in Zukunft therapeutische 
Konsequenzen ziehen zu können. Von besonderem 
Interesse sollte es sein, herauszufinden, ob Patienten mit 
OSAS von einem frühzeitigen Therapiebeginn mit 
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Medikamenten, die z.B. die Aktivität der CaMKII 
beeinflussen, profitieren um pathologische 
Veränderungen des Myokards abzumildern oder gar zu 
verhindern.  
 
5 Zusammenfassung 

Aufgrund steigender Prävalenz und assoziierter 
Folgeerkrankungen gewinnt das OSAS als Erkrankungen 
aus wirtschaftlichen und sozialen Gesichtspunkten in den 
letzten Jahren zunehmend an Bedeutung. Eine 
unumstrittene Assoziation zu kardialen Erkrankungen, 
wie VHF oder Herzinsuffizienz, ist auf vorliegender 
Studienlage nicht von der Hand zu weisen, ebenso wenig 
wie die Rolle der CaMKII. So konnte bei Patienten mit 
OSAS generell eine vermehrte Expression und Aktivität 
der CaMKII gezeigt werden und zudem scheint die 
oxidative Aktivierung der CaMKII durch ROS eine 
entscheidende Schlüsselrolle zu spielen. So wurde in 
Kardiomyozyten von Patienten eine erhöhte 
Konzentration von ROS gemessen und eine vermehrte 
Oxidation der CaMKII nachgewiesen, mit Folgen für den 
zellulären Ca2+-Haushalt. Hierzu zählen ein erhöhtes SR 
Ca2+-Leck und ein verminderter SR Ca2+-Gehalt, welche 
negative Auswirkungen auf die Kontraktilität haben und 
pro-arrhythmogene Aktivitäten triggern. 
Allerdings leiden Patienten meist an weiteren 
Erkrankungen, die eine isolierte Betrachtung der 
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Auswirkungen des OSAS erschweren und somit als 
Störfaktoren zu werten sind.  
Da aktuell medikamentöse Therapiemöglichkeiten fehlen, 
bedarf es eines genaueren Verständnisses der 
pathophysiologischen Vorgänge. Ziel dieser Arbeit war 
es, die zugrundeliegenden Pathomechanismen weiter 
aufzuklären. Hierfür wurde das von Lebek et al. 2020 
(107) entwickelte Mausmodell der OSA verwendet, 
welches frei von etwaigen Störfaktoren ist, um die 
Auswirkungen einer oxidativ-aktivierten CaMKII mit Blick 
auf pro-arrhythmogene Ereignisse und den Ca2+-Haushalt 
zu untersuchen. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden hierzu neben WT 
Mäusen auch MMVV Mäuse verwendet, bei denen die 
CaMKII genetisch so verändert  vorlag (Ausstausch von 
Methionin 281/282 durch Valin), dass eine Aktivierung der 
CaMKII durch Oxidation nicht möglich war. Am 
Epifluoreszenzmikroskop wurden Ca2+-Transienten und 
Kontraktionen von atrialen und ventrikulären 
Kardiomyozyten gemessen und das Auftreten nicht-
stimulierter pro-arrhythmogener Ereignisse bestimmt. 
So konnte mittels eines Vergleiches der Ca2+-
Transientenamplituden nach einer Pause von 30 
Sekunden ein erhöhtes SR Ca2+-Leck und über die 
Bestimmung der Ca2+-Transientenamplitude nach 
Koffein-Infusion ein erniedrigter SR Ca2+-Gehalt bei WT 
Mäusen mit OSA gezeigt werden. Zudem lies sich bei WT 
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Mäusen mit OSA feststellen, dass ein erniedrigter SR 
Ca2+-Gehalt mit der auftretenden Frequenz von IFL/h 
negativ korrelierte. Desweiteren führt ein erhöhtes SR 
Ca2+-Leck zu einer Reduktion der Kontraktionsfähigkeit in 
ventrikulären Kardiomyozyten von WT Mäusen mit OSA. 
Sowohl in atrialen, als auch in ventrikulären 
Kardiomyozyten von WT OSA-Mäusen kam es zu einem 
vermehrten Auftreten pro-arrythmogener Ereignisse. 
Spannenderweise waren MMVV OSA-Mäusen, bei denen 
die Oxidationsmöglichkeit der CaMKII fehlt, vor all den 
oben genannten negativen Auswirkungen auf den Ca2+-
Haushalt und vor gesteigerter pro-arrhythmogener 
Aktivität geschützt. 
 
Abschließend lässt sich somit festhalten, dass die 
Aktivitätssteigerung der CaMKII durch Oxidation im 
Rahmen des OSAS einen erheblichen Einfluss auf 
kardiale Pathologien nimmt und sich die medikamentöse 
CaMKII-Inhibition als vielversprechende 
Therapiemöglichkeit für Patienten mit OSAS eröffnet. 
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