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1. Zusammenfassung

Das Obstruktive Schlafapnoesyndrom (OSAS) ist eine weit verbreitete Pathologie, deren
Ursache in einer periodischen Obstruktion der oberen Atemwege liegt, die zu Phasen
nachtlicher Sauerstoffminderversorgung fihrt. Die Bedeutung von OSAS fur die
gesamtgesellschaftliche Morbiditat und Mortalitdt wird durch die weltweite Zunahme von
Risikofaktoren wie Adipositas stetig gréRBer.! Die OSAS-Patienten leiden neben Symptomen,
die durch die verminderte Schlafqualitit entstehen, vor allem unter einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko.? Der kausale Zusammenhang zwischen OSAS und kardiovaskularen
Ereignissen ist hierbei noch nicht ganzlich verstanden, wobei es belegt zu sein scheint, dass
OSAS eine Verstarkung von kardiovaskularen Risikofaktoren wie der arteriellen Hypertonie
bewirkt.> Weiterhin konnte ebenfalls eine durch OSAS veranderte Zusammensetzung von im
Blut zirkulierenden microRNAs (miRNAs, miRs) Auswirkungen auf kardiovaskular bedeutsame
Prozesse haben. Zirkulierende miRNAs sind intrazellular synthetisierte, kurze, nicht-
codierende Ribonukleinsduren. Durch die post-translationale Beeinflussung verschiedener
Prozesse Uben sie eine regulatorische Funktion aus und konnen als Reaktion auf
unterschiedliche Faktoren ins Blut abgegeben werden.* In vorangegangenen Studien ist
bereits ein Einfluss von Hypoxien auf die Konzentration im Blut zirkulierender miRNAs
nachgewiesen worden,® weshalb die Hypothese aufgestellt werden kann, dass durch OSAS
ahnliche Effekte zu beobachten sein kdnnten. Durch eine Wiederaufnahme von zirkulierenden
MiRNAs in Zellen verschiedener Zielorgane kénnten dort pathologische oder physiologische
Prozesse reguliert werden,® was einen Einfluss auf das kardiovaskulare Risiko von OSAS-
Patienten haben konnte.

Zielsetzung der vorliegenden Studie ist es zu priufen, wie und in welcher Form nachtliche
OSAS-Symptomatik tatsachlich eine akute Verdnderung der Konzentrationen zirkulierender
mMiRNAs bewirkt und wie die Verdnderung im Kontext kardiovaskuldr bedeutsamer
Pathomechanismen zu interpretieren ist.” Dazu wurden die Konzentrationen zirkulierender
miR-127, -133a, -145, -181a sowie miR-505 im Plasma von insgesamt 23 OSAS-Patienten
des Universitatsklinikums Koln direkt vor und direkt nach der Nacht untersucht. Wahrend der
Nacht wurde polysomnografisch der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) der Patienten ermittelt. Die
Auswahl der zu untersuchenden miRNAs erfolgte zundchst Uber eine relative miRNA-
Quantifizierung durch eine Microarray-Analyse von finf Patienten-Proben. Die anschlieRende
qguantitative miRNA-Konzentrationsbestimmung aller Proben erfolgte jeweils Utber eine
Messung per quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (quantitative Polymerase Chain
Reaction [qPCR]).”

Als Ergebnis zeigte sich, dass insgesamt im Verlauf der Nacht in vielen Fallen deutliche
Konzentrationsdnderungen zirkulierender miRNAs messbar waren. Ausmalfd und Richtung

dieser Veranderungen waren bei den verschiedenen miRNAs sowie zum Teil auch



interindividuell unterschiedlich. Bei miR-145 zeigte sich aber eine relativ eindeutige Tendenz
in der Veranderung: In morgendlichen Konzentrationsmessungen zeigten sich bei OSAS-
Patienten im Vergleich zu abendlichen Messungen signifikant erhéhte miR-145-
Konzentrationen.”

Angesichts dieses Ergebnisses gilt es zum einen zu diskutieren, inwiefern sich Méglichkeiten
der Nutzung von miR-145 als potenzieller Biomarker in der Diagnostik von OSAS ergeben,
und zum anderen zu untersuchen, welche Veranderungen in physiologischen oder
pathologischen Prozessen sich durch die gemessenen miR-145-Konzentrationsunterschiede
bei OSAS-Patienten ergeben kdnnten. Dies ist insofern von Bedeutung, da miR-145 bereits in
verschiedenen vorangegangenen Studien eine Rolle im Kontext kardiovaskularer
Erkrankungen zugesprochen wurde und diese miRNA damit mdglicherweise einen weiteren
erklarenden Ansatz fir den zugrunde liegenden Pathomechanismus der kardiovaskularen
Risikoerhohung von OSAS-Patienten darstellen kénnte. Da miR-145 in unterschiedlichen
Studien zum Teil kardioprotektive® und zum anderen aber auch kardiovaskular schadigende
Eigenschaften® zugesprochen wurden, gilt es die genaue Art des Zusammenhanges
weiterfuhrend zu untersuchen. Ebenso ist eine weiterfuhrende Analyse der zeitlichen Dynamik
der nachtlichen miRNA-Veranderungen bei OSAS ausstehend sowie der Vergleich mit einer
gesunden Gesamtbevdlkerung, der im Rahmen dieser Studie aufgrund ihres Pilot-Charakters
noch nicht stattfinden konnte. Nichtsdestotrotz kdnnen die Ergebnisse der vorliegenden Studie
aber als Hinweis auf das gro3e Potenzial der Nutzung von zirkulierenden miRNAs gewertet
werden, sowohl im Hinblick auf das Verstandnis pathomechanischer Vorgange als auch auf

Diagnostik von OSAS und Einschéatzung des kardiovaskularen Risikos von OSAS-Patienten.
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2. Einleitung

2.1. Zielsetzung der Studie

Im Kontext der Schlafmedizin nimmt das Obstruktive Schlafapnoesyndrom (OSAS) eine sehr
prominente Rolle ein. Es ist nicht nur sehr verbreitet, sondern stellt auch einen Risikofaktor fur
andere Klinische Erscheinungsbilder und Pathologien dar. Da das OSAS beispielsweise
kardiovaskulare Erkrankungen begunstigt, stellt es klinisch und auch wissenschaftlich eine
Schnittstelle zwischen dem Fachbereich der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde und denen anderer
klinischer Disziplinen wie der Kardiologie dar. Die Krankheit nimmt an Bedeutung immer weiter
zu, weshalb ein differenziertes und tiefgriindiges Verstandnis der zugrunde liegenden
Pathomechanismen von elementarer Bedeutung ist. In der vorliegenden Studie wird der
Zusammenhang von OSAS und Konzentrationsveranderungen zirkulierender microRNAs
(miRNAs, miRs) untersucht. Letztere stellen einen Forschungsbereich dar, der in den letzten
Jahren ebenfalls stark an Popularitdt gewonnen hat, da die enorme Bedeutung von miRNAs
zum einen als Biomarker fur diverse Pathologien, zum anderen als wichtige Stellschraube in
verschiedenen funktionalen oder dysfunktionalen kérpereigenen Regulationsmechanismen in
vielen Studien erkannt und belegt werden konnte. Das Ziel dieser Studie ist es daher, den
Einfluss von OSAS auf die Konzentration zirkulierender miRNAs zu untersuchen. Im
Folgeschritt soll diskutiert werden, ob diese Ergebnisse zu einem tieferen Verstéandnis des
Zusammenhanges zwischen OSAS und kardiovaskularen Erkrankungen beitragen kénnten
und ob sie moglicherweise Anwendung im Bereich der Biomarker-Diagnostik oder der OSAS-

Therapie finden konnten.’

2.2. Obstruktives Schlafapnoesyndrom

2.2.1. Definition und Schweregradeinteilung

Das Obstruktive Schlafapnoe-Syndrom ist eine schlafbezogene Atmungsstorung, die in breiten
Teilen der Bevolkerung auftritt. Mit einem Anteil von 85% ist OSAS die bei Weitem haufigste
schlafbezogene Atmungsstorung.’® Bei den betroffenen Patienten kommt es durch einen
Kollaps der Schlundmuskulatur zu einer Obstruktion der Atemwege und Phasen der
Sauerstoffminderversorgung mit anschlieRenden kurzen Weckreaktionen, sogenannten
Arousals.

Beim OSAS wird unterschieden zwischen Apnoephasen und Hypopnoephasen. Bei
Apnoephasen kommt es zu einer Reduktion des Atemflusses um mindestens 90% uber eine
Zeitspanne von mindestens 10 Sekunden. Von Hypopnoephasen wird definitionsgemaf
gesprochen, wenn es zu einer Reduktion des Atemflusses um mehr als 30% fur mehr als 10
Sekunden kommt, in Kombination mit einem Abfall der Sauerstoffsattigung um mindestens 4%

oder einem Arousal.'®
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Zur Schweregradeinteilung des OSAS wird der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) herangezogen,
der Apnoe- sowie Hypopnoephasen pro Stunde Schlafzeit misst. Die Diagnose OSAS wird
gemal internationaler Definition ab einem AHI-Wert von mindestens 5 und gleichzeitig
auftretenden typischen Symptomen gestellt.1° Bei einem AHI von 5-15 geht man von einer
milden Auspragung aus. Werte zwischen 15-30 sprechen fur ein mittelstarkes OSAS, wahrend
bei einem AHI von mehr als 30 ein schweres OSAS diagnostiziert werden kann.! Zu den
typischerweise zu erwartenden Symptomen zahlen starkes, unregelméaRiges Schnarchen und
ausgepragte Tagesmidigkeit gegebenenfalls in Kombination mit Leistungsminderung,
Depressionen und Potenzstérungen.?? Das AusmaR der Tagesmudigkeit lasst sich mit der
Epworth Sleepiness Scale (ESS) darstellen. Dabei miissen die Patienten in einem Fragebogen
angeben, als wie wahrscheinlich sie ein Einschlafen in verschiedenen Alltagssituationen
bewerten. Aus diesen Angaben kann dann eine Punktsumme errechnet werden, die eine
relative Vergleichbarkeit von Tagesmudigkeit ermdglicht.*® Eine der frilhen Studien, die diese
Zusammenhange zwischen OSAS und Tagesmudigkeit aufgezeigt hat, stammt von der
Arbeitsgruppe um Gottlieb et al., die in ihren Untersuchungen bei Ma&nnern und bei Frauen

signifikante Korrelationen zwischen AHI- und ESS-Werten feststellen konnten.#

2.2.2. Pravalenz

Die Diagnose OSAS hat in den letzten Jahren stark zugenommen.! Es ist jedoch noch unklar,
welcher Anteil an dieser Zunahme durch Lebensstilanderung in breiten Teilen der
Weltbevolkerung zu erklaren ist und welcher Anteil auf eine verbesserte und breitere
Diagnostik zurtickzufuihren ist. Franklin und Lindberg haben 2015 in einem Review die weltweit
verflgbaren Pravalenzstudien aus den Jahren 1993 bis 2013 zusammengefasst. lhre
Ergebnisse zeigen Uber die Jahre eine durchschnittliche OSAS-Pravalenz bei Mannern von
6% und bei Frauen von 4%. Die Pravalenz-Werte der asymptomatischen Obstruktiven
Schlafapnoe (OSA), die ohne Tagesmudigkeit aber mit Schnarchen auftritt, liegen mit
durchschnittlich 22% bei Mannern und 17% bei Frauen allerdings deutlich héher.! AuBerdem
konnte auch hier ein Anstieg der Pravalenz beobachtet werden, da die OSA-Pravalenz der
jungsten, hier betrachteten Studie bei 37% fir Manner® und 50% fur Frauen?® lag. Wenn man
die weltweite Zunahme der Pravalenz von Adipositas betrachtet,!’ die einen der Risikofaktoren
fur OSAS darstellt, spricht dies ebenfalls dafiir, dass auch die OSAS-Pravalenz weltweit
ansteigt und in Zukunft noch weiter steigen wird. Zudem ist davon auszugehen, dass es bei
OSAS eine sehr hohe Dunkelziffer gibt, da die Symptome oft sehr unspezifisch sind und die
Krankheit daher stark unterdiagnostiziert und entsprechend auch untertherapiert ist.2° Young
et al. gehen davon aus, dass inzwischen jeder flinfte Erwachsene zumindest ein mildes OSAS
aufweist und einer aus 15 Erwachsenen unter einem mindestens mittelgradigen OSAS leidet.!®
Wenn man spezifisch Risikogruppen betrachtet, wie beispielsweise Manner und Frauen mit

Adipositas, lasst sich hier sogar eine OSAS-Pravalenz von 40% feststellen.!8
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2.2.3. Therapeutische Optionen

Therapeutisch sieht die Leitlinie bei mittelschwerem bis schwerem OSAS eine Behandlung mit
kontinuierlichem, nasalem, positivem Beatmungsdruck (continuous positive airway pressure
[CPAP]) vor. Diese Behandlung zeigt groRe Erfolge in der Verminderung des AHI und in der
Reduzierung von Tagesmudigkeit und kardiovaskularer Mortalitat.’® Es konnte auch gezeigt
werden, dass frihe arteriosklerotische Verdnderungen durch eine CPAP-Therapie wieder
rickgangig gemacht werden konnten.'® Das groRte Problem bei der CPAP-Behandlung ist
eine mangelnde Compliance, von der vermutet werden kann, dass sie bei Werten um die 40%
liegt. Grund dafir ist primar der mangelnder Tragekomfort.2°

Alternativ zur CPAP-Beatmung kénnen auch Zahnschienen verwendet werden, die einen
Vorschub des Unterkiefers bewirken, was allerdings oft nur bei Patienten mit milder
Symptomatik einen ausreichenden Effekt hat.?* Bei schweren OSAS-Fallen kann auBerdem
auch eine chirurgische Therapie in Betracht gezogen werden. Meistens wird hierbei eine
Uvulopalatopharyngoplastie durchgefiuihrt. Hierbei wird Gewebe aus dem hinteren
Rachenbereich entfernt. Allerdings konnte bisher kein klarer Vorteil gegentiber der CPAP-
Therapie festgestellt werden.?? Eine weitere Technik sieht eine maxillo-mandibulare
Osteotomie mit Protrusion vor, die den palatopharyngealen Raum vergroRert,° was bisher
vielversprechende Ergebnisse geliefert hat.?® Allerdings sind die Ergebnisse dieser
alternativen Therapieansatze oft nicht ganz eindeutig und es sind weitere Untersuchungen und
Studien zu ihrer Wirksamkeit erforderlich.

Eine weitere Therapiemdglichkeit stellt die Implantation eines Zungenschrittmachers dar.
Dieser verhindert das Entstehen einer OSAS-Symptomatik Uber die Stimulation des N.
hypoglossus. Verschiedene prospektive Studien bescheinigen dieser Behandlungsmethode
eine relativ gute Wirksamkeit, allerdings eignet sie sich nicht fur alle Patienten dieses
Kollektivs.?*

Als wichtiger Bestandteil der Therapie sollte auferdem immer eine Reduktion von
Risikofaktoren des OSAS angestrebt werden. Dies ist essenziell und zeigt bei Erfolg eine sehr

groRe Wirkung.

2.2.4. Risikofaktoren fur die OSAS-Entstehung

Wichtigster Risikofaktor ist an erster Stelle Adipositas. Weitere begtinstigende Faktoren fir
das OSAS sind mannliches Geschlecht, Alter, Alkohol- und Tabakkonsum, die Einnahme von
Sedativa oder Beta-Blockern und ein kleiner Kiefer sowie ein groRer Halsumfang.°

Ein Hinweis fir den erheblichen Zusammenhang zwischen OSAS und Adipositas ist die
Tatsache, dass ein Grol3teil der OSAS-Patienten einen erhéhten Body-Mass-Index (BMI) hat.
Young et al. konnten feststellen, dass 58% der mindestens mittelschweren OSAS-Falle ihrer
Studie auf einen BMI von Uber 25 zurickzufihren waren.?® Im Einklang damit stehen die

Ergebnisse von Studien, die belegen konnten, dass der Schweregrad des OSAS durch eine
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Gewichtsreduktion vermindert werden kann.2® Eine mogliche Erklarung fur diesen
Zusammenhang wurde von Shelton et al. untersucht, die zu der Schlussfolgerung gekommen
sind, dass die Menge von pharyngealem Fettgewebe einen Einfluss auf die Entstehung von
OSAS hat.?” Fettablagerungen im Hals-Thoraxbereich verengen und destabilisieren die
Atemwege und begiinstigen dadurch deren Kollaps.?®

Ursachen fur die Differenz in der Pravalenz bei M&nnern und Frauen kdnnten auch wiederum
eine unterschiedliche Verteilung von Fettgewebe sowie hormonelle Unterschiede sein.! Eine
hormonelle Wirkung scheint wahrscheinlich, da die Pravalenz in der weiblichen Bevolkerung
vor und nach der Menopause deutliche Unterschiede aufweist.?® Wie groR der Unterschied in
der Pravalenz zwischen den Geschlechtern tatsachlich ist, l1&sst sich noch nicht mit Sicherheit
sagen. Die Schatzungen des Pravalenz-Verhaltnisses zwischen Mannern und Frauen reichen
von 2:1 bis 4:1.2° Im klinischen Kontext erscheinen die Unterschiede allerdings deutlich
groRer,! was die Annahme zuldsst, dass Frauen im Hinblick auf OSAS deutlich
unterdiagnostiziert werden. Dies mag zum einen soziokulturelle Ursachen haben, kdnnte aber
auch in einer unterschiedlichen klinischen Prasentation der OSAS-Symptomatik bei weiblichen
Patienten begrundet sein.*®

In Bezug auf den Risikofaktor Alter lasst sich festhalten, dass es mit zunehmendem Alter zu
einer Zunahme der OSAS-Pravalenz, unabhangig von anderen Risikofaktoren, kommt.3!
Gleichzeitig scheint es mit zunehmendem Alter zu einem relativ verminderten Schweregrad
der Symptomatik zu kommen.*? Nichtsdestotrotz ist OSAS eine Krankheit, die prinzipiell in
jedem Alter, also auch bei Kindern, auftreten kann.33

Der Effekt von Alkohol auf das Schnarchen bzw. die Entstehung eines OSAS lasst sich primar
durch die alkoholbedingte Hypotonie der oropharyngealen Muskulatur erklaren, die eine
bestehende Neigung zum Kollaps der Schlundmuskulatur verstarkt.®* In Laborstudien konnte
nach Alkoholkonsum dementsprechend eine Zunahme von Anzahl und Dauer der
Apnoephasen bei OSAS-Patienten festgestellt werden.®

Bezlglich des Nikotin-Konsums gibt es Untersuchungen, die einen Zusammenhang zwischen
der Anzahl pro Tag gerauchter Zigaretten und dem Schweregrad des OSAS feststellen
konnten.® Sowohl die Arbeitsgruppen um Krishnan et al. als auch die um Trenchea et al.
konnten diesen Zusammenhang bestéatigen.®”*® Insbesondere starkes Rauchen scheint zu
einer Aggravation des OSAS zu fuhren, da sowohl AHI-Werte steigen als auch die nachtliche
Sauerstoffsattigung vermindert wird.*® Der Grund dafur liegt vermutlich in der Verstarkung der
Inflammation von Atemwegen.*°

Der Risikofaktor des kleinen Kiefers und Kinns sowie des grof3en Halsumfanges lasst sich
relativ einfach durch die OSAS-Entstehung erklaren. Grundlegende Bedingung flr einen
Kollaps der Schlundmuskulatur ist die Muskelrelaxation, zu der es physiologisch wahrend des

Schlafes kommt. Bei gesunden Individuen ohne OSAS fuhrt dies jedoch noch nicht zu einer
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kompletten oder inkompletten Verlegung des Pharynx und dadurch auch zu keiner Hypoxie.
Bei OSAS-Patienten kommt es aufgrund anatomischer Limitierungen, wie einem kleinen Kiefer
oder erhéhtem Anteil an pharyngealem Weichgewebe, zu einer Addition dieser Faktoren, was
bei einer zusatzlichen Muskelrelaxation wahrend des Schlafes zu einem mehr oder weniger
kompletten Verschluss der Atemwege und damit zu einer kurzzeitigen Hypoxie fiihrt.X°
Beispielhaft verdeutlichen lasst sich dies durch eine Studie von Nuckton et al., die eine direkte

Korrelation zwischen Mallampati-Score und OSAS-Wahrscheinlichkeit feststellen konnten.*

2.2.5. Kardiovaskulares Risiko von OSAS-Patienten

Zu den erheblichen physischen und psychischen sowie sozialen und behavioralen
Konsequenzen des OSAS, die zu einem grofRen Teil durch die Tagesmudigkeit bedingt sind,
kommt auBerdem eine deutlich erhohte kardiovaskulare Morbiditat.*? OSAS scheint
Auswirkungen auf die Entwicklung bzw. die Exazerbation verschiedener kardiovaskularer
Pathologien zu haben. Exemplarisch zu nennen waren hier die Koronare Herzerkrankung
(KHK), Herzrhythmusstérungen sowie die Kardiomyopathie.?

Der zugrunde liegende Pathomechanismus im Hinblick auf das erhdhte kardiovaskulare Risiko
ist noch nicht vollstandig verstanden. Es bleibt zu fragen, inwieweit OSAS hier wirklich direkt
zur Entstehung und Entwicklung der Krankheit selbst beitrdgt oder ob viel eher davon
auszugehen ist, dass OSAS indirekt durch die Beeinflussung kardiovaskularer Risikofaktoren
wirkt. Primar lasst sich hier beobachten, dass es aufgrund des OSAS in einer Vielzahl von
Fallen zu einer Hypertonie bzw. zu einer Verstarkung einer bereits existenten Hypertonie
kommt.2 Der entscheidende Faktor scheint hierbei am ehesten die intermittierende Hypoxie zu
sein, die als Resultat des OSAS auftritt und eine anhaltende sympathische Uberstimulation
bewirkt.*® Als zusatzlicher Beweis fiir den kausalen Zusammenhang zwischen Hypertonus und
OSAS kann erneut die Tatsache herangezogen werden, dass es durch eine CPAP-Therapie
unter anderem auch zu einer Senkung des Blutdruckes kommt.**

Weiterhin deuten verschiedene Studien darauf hin, dass es durch OSAS zu einer verstarkten
Inflammationsreaktion kommt, was sich auch in einem Anstieg von Entzindungsmarkern
widerspiegelt. Auch in diesem verstarkten Entziindungsgeschehen kann ein Risikofaktor fur
Endothelschadigung und kardiovaskuléare Ereignisse gesehen werden.?

Als dritten kardiovaskuldren Risikofaktor, der potenziell durch OSAS beeinflusst wird,
identifizieren Monahan und Redline die Dyslipidamie.? Auch hier gibt es Evidenzen, dass die
intermittierenden Hypoxien Veranderungen im hepatischen Lipidmetabolismus induzieren,
wenngleich die Kausalitdten in diesem Bereich noch nicht vollstandig geklart werden
konnten.*

Insgesamt scheint OSAS eine erhebliche Rolle bei der Entwicklung, Aggravation und Therapie
von verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen zu spielen und vor allem auch im Hinblick

auf die Mortalitéat ein entscheidender Faktor zu sein.*® Dies sollte Anlass des Bestrebens sein,
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die OSAS-Diagnostik zu optimieren, damit kardiovaskular gefahrdete Personen mdglichst

frihzeitig und mdglichst sensitiv identifiziert und behandelt werden kénnen.

2.2.6. Diagnostik

Aufgrund der starken und weiter zunehmenden Verbreitung und den relativ schwerwiegenden
Konsequenzen im Hinblick auf Komplikationen und Mortalitat ist eine Optimierung von OSAS-
Diagnostikméglichkeiten, besonders im Hinblick auf Friherkennung und
Schweregradeinschatzung, sehr relevant. Bisher kommt als Diagnostiktool neben der Eigen-
und Fremdanamnese fast ausschlie3lich die Polysomnographie zum Einsatz, die in diesem
Fall als Goldstandard gilt.*® Sie ermdglicht eine umfassende Messung nachtlicher
Schwankungen von Herz- und Atemfrequenz. Diese Diagnostik ist fir die behandelnde Klinik
und fur den Patienten mit einem nicht unerheblichen zeitlichen Aufwand verbunden, da der
Patient oft eine Nacht in einer klinischen Einrichtung, in der die Schlafdiagnostik stattfindet,
verbringen muss. Alternativ moglich ist die ambulante Polygraphie, die jedoch vor allem im
Hinblick auf die Einschatzung des OSAS-Schweregrad weniger sensitiv ist.*” Es sollte daher
definitiv Ziel der OSAS-Forschung sein, die Diagnostik zu vereinfachen und zu beschleunigen
sowie neue Methoden zu entwickeln, die eine moglichst genaue Abschatzung des

kardiovaskularen Risikos erlauben.

2.2.7. Potenzielle Biomarker

Fur die OSAS-Diagnostik kénnten Biomarker in Zukunft eine entscheidende Rolle spielen.
Diese erlauben im idealen Fall breite Screenings bei verhaltnismalig geringem Zeit- und
Kostenaufwand. Kriterien fir einen Biomarker sollten einerseits eine mdglichst hohe
Sensitivitét und Spezifitat sowie Reversibilitit nach Therapie sein. Andererseits sollte es friih
zu einer Wert-Veranderung kommen, moglichst vor dem Auftreten eigentlicher klinischer
Symptome. AulRerdem sollte ein Biomarker im Idealfall den Schweregrad der Erkrankung
adaquat darstellen, einen Cut-Off-Wert zur Diagnose enthalten und aus 6konomischer Sicht
die krankheitsspezifischen Kosten fir das Gesundheitssystem minimieren.*2

Sowohl klinisch als auch in Studien wurden bereits einige der bekannten Biomarker auf ihre
Tauglichkeit bei der OSAS-Diagnostik getestet. Diskutiert wurden hier bisher priméar pro-
inflammatorische Marker, die auch mit kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert sind. Die
Konzentration dieser inflammatorischen Molekile wird durch OSAS erheblich gesteigert,
allerdings sind diese Marker im Allgemeinen auch sehr unspezifisch und dadurch in diesem

Fall moglicherweise nur bedingt als spezifische Marker geeignet.*®

2.3. Zirkulierende miRNAs

2.3.1. Definition und Funktion
Neben den klassischen Biomarkern kdnnte es auch die Moglichkeit geben, miRNAs als

Biomarker zu verwenden. Diese wurden in den vergangenen Jahren zunehmend bei
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verschiedenen Pathologien als potenzielle Ergdnzung zum klassischen Spektrum der
Biomarker ins Spiel gebracht und kénnten daher auch bei OSAS mdglicherweise eine
wegweisende Rolle spielen.

MiRNAs sind kurze, nicht-kodierende Ribonukleinsauren (RNAs) mit einer Lange von 19 bis
24 Nukleotiden,* die post-translational Prozesse wie die Angiogenese, Apoptose, Zellteilung
und -differenzierung beeinflussen.*® Es ist davon auszugehen, dass mindestens 30% der
menschlichen Gene durch miRNAs hochspezifisch reguliert werden.*® Dieser Prozess findet
normalerweise durch eine komplementare Bindung an die 3’'UTR-Region der Ziel-messenger-
RNA (mRNA) statt, wodurch es zu einem Gen-Silencing kommt. Der Grad der
Komplementaritat entscheidet dabei dartber, ob dies Uber eine Translationshemmung oder
die mMRNA-Degradierung geschieht.>® Weiterhin konnte aber auch beobachtet werden, dass
es unter bestimmten Bedingungen auch zur Bindung an andere mRNA-Regionen wie die
5'UTR- oder Genpromoter-Regionen kommen kann und dass es durch die komplementéare
miRNA-Bindung auch zu einer Aktivierung und Verstarkung der entsprechenden mRNA-
Translation kommen kann.® Dabei lasst sich feststellen, dass miRNAs multivalent agieren und
ein einzelnes MiRNA-Molekil die Translation vieler verschiedener mRNAs und damit vieler
verschiedener Gene beeinflussen kann.>!

Neben den intrazellularen miRNAs, von denen auszugehen ist, dass sie eine erhebliche Rolle
in der Regulation der Gen-Expression spielen, lassen sich auch in verschiedenen
Korperflussigkeiten wie Blutplasma und -serum, Urin, Liquor und Spucke miRNAs isolieren.®
Es ist also davon auszugehen, dass intrazellulare miRNAs durch verschiedene Prozesse in
den extrazellularen Raum verschoben werden und dort eine Rolle bei der interzellularen
Kommunikation spielen, indem sie zellulare Aktivitat autokrin, parakrin oder endokrin
regulieren.* Verschiedene Studien belegen, dass es neben einem Vesikeltransport %2 aus der
Zelle auch einen Proteinkomplex-gebundenen Transport *2 von miRNAs gibt. Weiterhin konnte
sogar eine direkte miRNA-Ubertragung von Zelle zu Zelle iiber Gap-Junctions beobachtet
werden.>

Im Plasma lassen sich letztendlich also zwei Arten von miRNAs finden: Einerseits
proteinassoziierte miRNAs, die unter anderem gebunden an Argonautproteine oder High-
Density-Lipoproteine (HDL) vorliegen und andererseits vesikelgebundene miRNAs in
Exosomen, Mikrovesikeln oder apoptotischen Korpern.* In welchem Verhéltnis freie
proteingebundene und vesikulare miRNAs im Plasma vorliegen, konnte bisher nicht endgultig
geklart werden und scheint auch von der Art der miRNA, dem jeweiligen zellularen Ursprung
und anderen individuellen Faktoren abh&angig zu sein.® Die Differenzierung zwischen einzelnen
vesikularen Strukturen erfolgt vor allem anhand ihrer Gro3e. Exosomen stellen mit 30-100 nm
die kleinste Subgruppe dar und entstammen dem endoplasmatischen Netzwerk. Mikrovesikel

werden dagegen als Reaktion auf Aktivierung direkt von der Plasmamembran abgespalten
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und weisen eine GroéRe von 200 nm bis 1 Mm auf. Apoptotische Kdérper sind mit 1-4 Mm die

groRten vesikularen Strukturen.®®

2.3.2. Rolle von miRNAs bei der interzellularen Kommunikation und ihre
potenzielle Funktion als Biomarker oder Regulatoren kardiovaskuléarer
Pathomechanismen

Grundlage fur das groRBe Potenzial, dass den zirkulierenden miRNAs im Hinblick auf
Diagnostik und Ahnliches zugesprochen wird, sind ihre sehr stabilen Eigenschaften. Es konnte
beobachtet werden, dass die Konzentration extrazellularer miRNAs in Blutproben auch bei
starken Temperaturschwankungen und Frost-Tauwechselbeanspruchung des Plasmas stabil
bleibt.® Entscheidende Faktoren hierfiir scheinen der vesikulare Transport und die
beschriebenen Proteinbindungen zu sein, da diese einen Schutz gegen den Abbau der
miRNAs durch RNasen bieten.*’

Gleichzeitig konnte in verschiedenen Studien belegt werden, dass die Konzentrationen

zirkulierender miRNAs als Reaktion auf endo- oder exogene Veréanderungen zum Teil stark

schwanken, weshalb davon auszugehen ist, dass deren Ausschittung durch Reize
unterschiedlicher Art induziert oder inhibiert wird.>® Weiterhin gibt es Hinweise, dass

zirkulierende miRNAs nicht nur einseitig aus den Zellen exportiert werden, sondern im

Gegenteil auch mit Hilfe verschiedener Mechanismen importiert werden. Dies suggeriert, dass

mMiRNAs endokrine Signal- oder Botenfunktionen erfillen und méglicherweise sogar auch in

den Zielzellen eine aktive Regulationsfunktion tibernehmen.®

Diese Erkenntnisse sind Anlass fir die Untersuchung, die im Rahmen der vorliegenden Studie

durchgefuhrt wurde. Es lasst sich annehmen, dass sich auch OSAS-typische, nachtliche

Apnoe- oder Hypopnoephasen in der Zusammensetzung der zirkulierenden miRNAs in

irgendeiner Form niederschlagen. Es gibt bereits Beispiele fur Studien in anderen Kontexten,

die einen Einfluss von Hypoxien auf die miRNA-Ausschiittung belegen, etwa bei

Kardiomyozyten, die unter Hypoxiebedingungen kultiviert wurden.®® Daher erscheint es

sinnvoll, diesen Zusammenhang auch im Hinblick auf OSAS-Patienten mit Phasen nachtlicher

Hypoxien zu Uberprifen. In den Versuchen der Arbeitsgruppe um Santamaria-Martos et al.

konnten signifikante Unterschiede in der zirkulierenden miRNA-Expression bei OSAS-

Patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe dargestellt werden.®° Ein analytischer Vergleich

der morgendlichen und abendlichen Expression zirkulierender miRNAs bei OSAS-Patienten

wurde bisher noch nicht untersucht, weshalb wir die vorliegende Fragestellung gewahlt haben.

Das Ziel der vorliegenden Studie ist die Entwicklung eines tieferen Verstandnisses der

Vorgange und der Zusammenhange im Hinblick auf die miRNA-Ausschiittung bei OSAS-

Patienten. Langfristig konnten miRNAs dadurch eine Mdglichkeit der erganzenden OSAS-

Diagnostik darstellen. Zudem lassen sich durch miRNA-Bestimmungen zuklnftig

gegebenenfalls auch Aussagen zur kardiovaskularen Gefahrdung der jeweiligen Patienten
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treffen, da es bereits verschiedene Hinweise fir derartige Zusammenhange zwischen miRNA-
Konzentrationsverdnderungen und Kkardiovaskuldaren Pathologien gibt. Maoglicherweise
konnten zirkulierende miRNAs sogar selbst regulativ eingreifen und Uber verschiedene
Mechanismen ein erhohtes kardiovaskulares Risiko bewirken. Fir diese Hypothesen und

Fragen soll die vorliegende Studie im Folgenden Diskussionsansatze liefern.
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3.1.

3.1.1.

3.1.3.

Material und Methoden

Material

RNA-Isolation

Syn-Cel-miR-39; Artikel-Nr.: MSY0000010; Qiagen

TRIzol Reagenz; Artikel-Nr.: 15596026; Thermo Fisher Scientific
Chloroform; Artikel-Nr.: C2432-1L; Sigma

NanoDrop; Thermo Fisher Scientific

. microRNA-Array

Tagman MicroRNA Reverse Transkription Kit, Artikel-Nr.: 4366596; Thermo Fisher
Scientific

Megaplex RT Primers Human Pool Av2.1, Artikel-Nr.: 4399966; Thermo Fisher
Scientific

Megaplex RT Primers Human Pool Bv3.0, Artikel-Nr.: 4444281; Thermo Fisher
Scientific

Megaplex Preamp Primer, Pool A v2.1 Mensch; Artikel-Nr.: 4399233; Thermo Fisher
Scientific

Megaplex Preamp Primer, Pool B v3.0 Mensch, Artikel-Nr.: 4444303; Thermo Fisher
Scientific

Tagman Preamp Mastermix; Artikel-Nr.: 4391128; Thermo Fisher Scientific

Tagman Human MicroRNA Array Card Av2.0 + Array Card Bv3.0, Artikel-Nr.:4444913;
Thermo Fisher Scientific

Tagman Universal PCR MasterMix, No AmpErase UNG 2x Artikel-Nr.: 4364343;

Thermo Fisher Scientific

gqPCR
Tagman MicroRNA Reverse Transkription Kit, Artikel-Nr.:4366597; Thermo Fisher
Scientific
Universal MasterMix II; Artikel-Nr.: 4440049; Thermo Fisher Scientific
TagMan Primer; Thermo Fisher Scientific

o Hsa-miR-133a: Assay ID: 002246

o Hsa-miR-505: Assay ID: 002087

o Hsa-miR-127: Assay ID: 000452

o Hsa-miR-181a: Assay ID: 000480

o Hsa-miR-145: Assay ID: 002278

o Syn-Cel-miR-39: Assay ID: 000200
gPCR-Platten; Artikel-Nr.: 712260; Biozym
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- 7900HT Thermo Cycler, Applied Biosystems

3.2.  Methoden
3.2.1. Allgemeine Probenvorbereitung und -verarbeitung

3.2.1.1. Rekrutierung und Probengewinnung

Das Studiendesign wurde nach ausfuhrlicher Prufung durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat zu Kéln von dieser genehmigt. Daraufhin wurden
zunachst Probanden fur die Durchfuhrung der geplanten Studie rekrutiert. Die rekrutierten
Probanden stammen aus dem Kollektiv der Schlafapnoepatienten, die ohnehin zu einer
Polygraphie in der Hals-Nasen-Ohren-Klinik des Universitatsklinikums Koln angemeldet
waren. Nach ausfuhrlicher mindlicher und schriftlicher Aufklarung haben sie sich bereit erklart,
wahrend lhres geplanten Aufenthaltes zwei zusatzliche Blutproben zum Zweck dieser Studie
abzugeben. Einschlusskriterien fur die Teilnahme an der Studie war das Vorhandensein bzw.
der begrindete Verdacht eines mindestens leichten OSAS, das heil3t einem AHI von
mindestens fiinf. Ausgeschlossen wurden Patienten, die eine maRRgebliche Beeintrachtigung
der Nierenfunktion, schwere kardiale Erkrankungen oder Malignome hatten.’

Die vendsen Blutabnahmen erfolgten zum einen vor der Nacht, also abends jeweils gegen
20:00 Uhr sowie am darauffolgenden Morgen gegen 8:30 Uhr. Abgenommen wurden jeweils
19,7 ml Blut in Form von einem Serum-Réhrchen (4,7 ml) und funf Citratréhrchen (jeweils 3

ml).

3.2.1.2. Probenverarbeitung
Die Blutproben wurden nach Abnahme umgehend und unter standiger Kidhlung mit Eis
weiterverarbeitet. Zunachst wurden die Blutproben zentrifugiert, um das Zellplasma zu

isolieren. Das Zentrifugationsschema sah dabei wie folgt aus:

1. 15 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 3000 G
2. 15 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 2500 G
3. 15 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 2500 G

Zwischen den einzelnen Schritten wurden Sediment und Uberstand jeweils getrennt. Das

verbliebene Plasma bzw. Serum wurde in 1 ml Aligots bei -80°C eingefroren, bevor es

gesammelt im Labor des Universitatsklinikums Bonn weitergehend analysiert wurde.’
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3.2.2. MicroRNA-Quantifizierung durch Microarray-Analyse zur Auswahl der zu

untersuchenden miRNASs

3.2.2.1. RNA-Isolation in Vorbereitung auf die Array-Analyse

Im ersten Schritt der weiterfihrenden Probenverarbeitung wurde zunachst eine RNA-Isolation
durch eine Phenol-Chloroform-Aufreinigung durchgefiihrt. Dazu wurde 250 pl Plasma in neue
1,5 ml-Tubes Uberfuhrt, 750 ul Trizol Reagenz des Herstellers Thermo Fisher Scientific
dazugegeben und die Probe 15s lang gevortext.

Nach einer Inkubation von finf Minuten wurden 150 ul Chloroform des Herstellers Sigma
hinzugegeben und die Probe erneut 15s gevortext. Im Anschluss folgte eine Zentrifugation bei
4 °C und 13.000 Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute [rpm]) fur 15 Minuten, was
zu einer Phasentrennung gefuhrt hat. Hierbei beinhaltete die obere, klare Phase RNA und
musste von der Interphase und der unteren, organischen Phase vollstandig getrennt und in
ein weiteres 1,5 ml-Tube Uberfuhrt werden. Im Anschluss wurde zu der isolierten oberen Phase
im Verhdltnis eins zu eins 100%-Isopropanol gegeben, wodurch es zu einer Ausfallung der
RNA gekommen ist. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde folgte die Zentrifugation nach

dem folgenden Schema:

1. 15 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm

- im Anschluss: Verwerfen des Uberstandes und Hinzufiigen von 1 ml 75%-Ethanol
2. 5 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 13.000 rpm

- im Anschluss: Verwerfen des Uberstandes und Hinzufiigen von 1 ml 75%-Ethanol
3. 5 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 13.000 rpm

-im Anschluss: Verwerfen des Uberstandes

Das verbleibende Pellet wurde ca. 30 Minuten getrocknet. Im Anschluss wurde es in 20-50 pl
RNase-/DNase freiem Wasser gelost und 10 Minuten lang bei 56 °C inkubiert, um die
Loslichkeit der RNA im Wasser zu erhéhen. Danach wurde die RNA in Vorbereitung auf ihre

weitere Verwendung auf Eis gestellt.”

3.2.2.2. cDNA-Synthese durch Reverse Transkription in Vorbereitung auf
die Array-Analyse

Um vor der einzelnen Quantifizierung aller Proben einen Uberblick liber verschiedene, sich

darstellende miRNAs in den ersten Proben zu erhalten, wurde im Vorfeld ein Tagman-miRNA-

Array durchgefihrt. Ziel dessen war die Entscheidung dariiber, welche miRNAs besonders fir

eine Quantifizierung im Rahmen dieser Studie geeignet sein kdnnten und welche miRNAs das

groRte Potenzial fur detektierbare Differenzen in morgendlichen und abendlichen Proben

bieten kénnten. Im Ganzen wurden dabei abendliche sowie morgendliche Proben von flnf
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Patienten auf die Expression von verschiedenen miRNAs verglichen. Verwendet wurde das
Tagman-Array-microRNA-Kartenset A + B der Firma Thermo Fisher Scientific. Fir jede Probe
musste dabei jeweils ein Reaktionsansatz fur Karte A und Karte B gefertigt werden.

Im ersten Schritt wurde fir jede Probe jeweils ein Reaktionsansatz fur Karte A und Karte B
gefertigt, mit dem durch Reverse Transkription (RT) zundchst komplementére
Desoxyribonukleinsdure (complementary desoxyribonucleic acid [cDNA]) synthetisiert wurde.
Fir den Reaktionsansatz wurden 3 pl RNA einer Konzentration von 30 ng/ul mit 4,5 pl

MasterMix gemischt. Der Mastermix wurde nach Tabelle 1 angesetzt.’

Mastermix pl/sample | x11
100 mM dNTP mitdTTp 0,2 2,2
10x Megaplex RT Primer Pool A bzw. Pool B 0,8 8,8
Multiscribe Reverse Transcriptase 50 u/pl 15 16,5
10xRT Buffer 0,8 8,8
25 mM MgCI2 0,9 9,9
RNase Inhibitor 20 u/pl 0,1 1,1
Rnase free water 0,2 2,2
Total 45 495

Tabelle 1 - Zusammensetzung des Mastermix fir die Reverse Transkription, Microarray-Analyse.

Dieser Ansatz wurde im Anschluss mehrmals invertiert, kurz abzentrifugiert und funf Minuten

auf Eis inkubiert. Danach wurde folgendes Cycler Programm — RT Megaplex absolviert:

1. 40 zZyklen
a. 2minbeil6 °C
b. 1 minbei42-°C
c. 1sbei50°C

2. 5minbei 85 °C

3. unbegrenzt bei 4 °C

3.2.2.3. Praamplifikation

Da die zu untersuchenden microRNA nur in sehr geringen Konzentrationen vorliegen, wurde
aulRerdem eine Praamplifikation durchgefuhrt. Daftir wurde fir Pool A und Pool B ein jeweils
eigener weiterer Mastermix nach der Tabelle 2 mit den entsprechenden Primer Pools

angesetzt:
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Mastermix pl/sample
Preamp Mastermix 2x 12,5
Megaplex Preamp Primer A 10x/ B 10x 2,5
RNase free water 7,5

Total 22,5

Tabelle 2 - Zusammensetzung des Mastermix fur die Praamplifikation, Microarray-Analyse.

Fur die nachsten Schritte wurden 2,5 pl RT-Produkt mit 22,5 ul des Mastermix vermengt,
mehrmals invertiert und dann abzentrifugiert. Danach wurde das Produkt fiunf Minuten auf Eis

inkubiert, bevor folgendes Preamp Megaplex Cycler Programm durchlaufen wurde:

1. 10 min bei 95 °C

2. 2min bei 55 °C

3. 2minbei 72 °C

4. 12 Zyklen
a. 15sbei95°C
b. 4 min bei 60 °C

5. 10 min bei 99 °C

6. Unbegrenzt bei 4 °C

Pro Probe wurden zuletzt noch 75 pl 0,1x TG-Puffer hinzugefiigt. Eine Lagerung war im

Anschluss fiir maximal sieben Tage bei einer Temperatur von -20° C maglich.’

3.2.2.4. Micro Fluidic Cards Analyse
Um nun eine Quantifizierung per Microarray vorzunehmen, wurde mit dem in den
vorangegangenen Schritten produzierten Reverse-Transkriptase-Produkt erneut ein

Mastermix angesetzt. Die Zusammensetzung erfolgte nach der Tabelle 3.

Mastermix puL
Tagman universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG 2X 450
Megaplex RT Produkt (vorher 6x invertieren) 9
Nuclease-free Water 441
Total 900

Tabelle 3 - Zusammensetzung des Mastermix fir die Micro Fluidic Cards Analyse.

Die gewonnene Mischung wurde nun in die jeweilige Micro fluidic Card A und B des Tagman
Array MicroRNA-Karten-Set pipettiert. Im Anschluss wurde eine Zentrifugation bei 1000 rpm

fur eine Minute durchgefiihrt. Zur quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (quantitative
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Polymerase Chain Reaction [gPCR]) wurde ein 7900HT-Thermocycler der Firma Applied

Biosystems verwendet.’

3.2.2.5. Statistische Auswertung der Array-Analyse

Die Analyse der Daten erfolgte mithilfe der Expression Suite V1.1 Software von Applied
Biosystems. Die Cycle Threshold (Ct) Werte der gPCR wurden im Anschluss mithilfe von
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Albuquerque, NM, USA) weiterverarbeitet. Ct-Werte
uber 40 wurden als ,nicht nachweisbar® definiert. Als Housekeeping-Gen zur endogenen
Kontrolle wurde aufgrund der stabilen Expression in allen Proben U6snRNA ausgewahlt.”
Die angeschlossene weiterfihrende Analyse der Werte wurde mit GraphPad Prism 7
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) durchgefiuhrt. Durchgefiihrt wurde dabei der

Dunn-Bonferroni-Test fir multiple Vergleiche.’
3.2.3. Einzelne MicroRNA-Quantifizierung durch gPCR

3.2.3.1. RNA-Isolation in Vorbereitung auf die qPCR

Um vor der gPCR-Analyse die RNA zu isolieren, wurde erneut eine Phenol-Chloroform-
Aufreinigung durchgefiihrt (siehe 3.2.2.1). Zur exogenen Kontrolle der Messergebnisse
wurden zusétzlich 5 ul synthetisch hergestellte 1uM-Syn-Cel-miR-39 des Herstellers Qiagen
hinzugefiigt und die Mischung erneut gevortext. Diese microRNA ist im menschlichen Genom
nicht vorhanden, sondern wurde urspringlich aus dem Caenorhabditis elegans isoliert,
weshalb sie sich in diesem Kontext ideal zur exogenen Kontrolle eignet.®®

Nach einer Zentrifugation bei 4° und 13.000 rpm fir 15 Minuten ist es zu einer Phasentrennung
gekommen, wobei die obere, klare Phase isoliert wurde und im Verhéltnis eins zu eins mit
100%-Isopropanol vermischt wurde. Dies bewirkt eine Ausfallung der RNA. Nach einer

Inkubationszeit von einer Stunde folgte die Zentrifugation nach dem folgenden Schema:

1. 15 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm

- im Anschluss: Verwerfen des Uberstandes und Hinzufiigen von 1 ml 75%-Ethanol
2. 5 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 13.000 rpm

- im Anschluss: Verwerfen des Uberstandes und Hinzufiigen von 1 ml 75%-Ethanol
3. 5 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 13.000 rpm

-im Anschluss: Verwerfen des Uberstandes
Nach einer Trocknungszeit von 30 Minuten wurde das RNA-Pellet in 20-50 pyl RNase-/DNase

freiem Wasser geldst und 10 Minuten lang bei 56 °C inkubiert. Danach erfolgte eine Messung

der RNA-Konzentration Uiber NanoDrop der Firma Thermo Fisher Scientific.’
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3.2.3.2. cDNA-Synthese durch Reverse Transkription in Vorbereitung auf
die gPCR
Vor der einzelnen Quantifizierung der microRNA aller gesammelten Proben durch gPCR
wurde die isolierte RNA erneut durch Reverse Transkription in cDNA umgewandelt. Fir die
Reverse Transkription wurde das Tagman microRNA Kit zur Reversen Transkription von
Thermo Fisher Scientific verwendet. Dabei wurde die isolierte RNA zunachst auf 2 ng/pl
verdinnt. Pro Reaktionsansatz, der fur jede zu untersuchende miRNA einzeln angesetzt
werden musste, wurden dann insgesamt 10 ng RNA bendtigt, was in dem Falle 5 pl der
verdiinnten RNA-LOsung entsprach. Jeder dieser Anséatze war dann jeweils mit 10 pl eines

Reverse-Transkriptase-Reaktions-Mastermix zu versetzen, der nach Tabelle 4 angesetzt

wurde.
Mastermix-Ansatz fir 20x RT-Primer ul/sample
100 mM dNTP 0,15
Multiscribe Reverse Transcriptase 50 u/pl 1
10x RT Buffer 1,5
RNase Inhibitor 20 u/ul 0,19
RNase-free Water 6,41
20x RT-Primer (von ThermoFisher Scientific) 0,75
Total 10

Tabelle 4 - Zusammensetzung des Mastermix fiir die Reverse Transkription, gPCR.

Das Gesamtvolumen des Ansatzes pro miRNA-Probe war damit 15 pl. Im Folgenden wurde
der Ansatz kurz abzentrifugiert und durchlief dann das RT Cycler Programm nach dem

folgenden Schema:

1. RT-

i. 30 min bei 16 °C

ii. 30 min bei 42 °C
2. Stop Reaction - 5 min bei 85 °C
3. Hold - bei 4 °C

Danach wurde die entstandene cDNA entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C

eingelagert.’

3.2.3.3. Real-Time-PCR

Zur Quantifizierung der cDNA wurde im letzten Schritt eine gPCR durchgefihrt. Verwendet
wurde dabei der Applied Biosystems 7900HT Thermocycler. Dazu wurde ein Ansatz nach

Tabelle 5 zusammengestellt.
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pl/sample

Universal MasterMix Il (von ThermoFisher Scientific) 10
cDNA (RT-Produkt) 1
20x TagMan Primer (von ThermoFisher Scientific) 1
Nuclease-free Water 8
Total 20

Tabelle 5 - Zusammensetzung des Mastermix fir die qPCR.

Es wurden gPCR-Platten vom Hersteller Biozym verwendet. Das gPCR-Programm wurde im

Anschluss nach dem folgenden Schema durchlaufen:

1. 2 min bei 50 °C

2. 10 min bei 95 °C

3. 15sbei 95 °C - 40 Zyklen
4. 1 min bei 60 °C - 40 Zyklen

Bei allen Patienten einzeln, wie beschrieben, mittels gPCR quantifiziert wurden miR-127, miR-
133a, miR-145, miR-181a und miR-505.7

3.2.3.4. Statistische Auswertung der qPCR

Die anschlieBende Datenanalyse wurde unter Nutzung der delta-delta-Ct-Methode
durchgefiihrt, wobei CT-Werte Uber 40 als ,nicht nachweisbar® definiert wurden. Die
statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte weiterhin unter Nutzung von GraphPad Prism
7. Unter der Annahme, dass die Ergebnisse des Patientenkollektivs in Normalverteilung
vorliegen, wurden zunéchst die vorliegenden miRNA-Konzentrationen miteinander verglichen
und Ausreil3er mit dem Ausreil3er-Test nach Grubbs (Outlier-Test Prism 8 bzw. ESD-Test)
isoliert und flr die anschlieRenden Berechnungen ausgegliedert. Im zweiten Schritt wurden
beide Gruppen, also abendliche und morgendliche Proben, miteinander verglichen. Grundlage
war hier die Frage, ob es signifikante Unterschiede zwischen beiden gibt. Dies wurde mithilfe
des Mann-Whitney-U-Test berechnet. Ein p-Wert < 0.05 wurde dabei als signifikant gewertet.

Der Standardfehler wurde in den Graphen durch die Fehlerbalken angezeigt.’
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4.  Ergebnisse

4.1. Klinische Patientencharakteristik

Insgesamt wurden 23 OSAS-Patienten fir die Studie rekrutiert. Von diesen Patienten wiesen
allerdings nur 22 Patienten in der Polygraphie einen AHI-Wert mindestens funf auf, was ihren
Einschluss in das Studienkollektiv erlaubte. Im Einzelnen zeigte sich bei den meisten

Probanden ein als schwerwiegend einzuschatzendes OSAS (siehe Tabelle 6).’

OSAS - Schweregrad | Probandenanzahl Studienkollektiv
Mild 4 (36,4%)

Mittelgradig 8 (36,4%)

Schwer 10 (45,6%)

Tabelle 6 - OSAS-Schweregradeinteilung des Patientenkollektiv.
(in Anlehnung an Goody et al. 2022)”

Von den 22 Patienten aus dem Studienkollektiv waren 19 mannlich und drei weiblich (siehe
Tabelle 7). Das durchschnittliche Patientenalter betrug 44,45 Jahre, wobei der jingste Patient
28 und der alteste 71 Jahre alt war. Knapp 70% der Patienten waren im Alter zwischen 35 und
55 Jahren. Die AHI-Werte der Probanden lagen durchschnittlich bei 28,38; der Median lag bei
24. Dies wurde einer mittelgradigen OSAS-Auspragung entsprechen.! Der durchschnittliche
BMI betrug 28,68, was einer Praadipositas entspricht. Sieben Patienten hatten einen BMI von
Uber 30, womit sie als adipds einzustufen waren. Vier Patienten hatten einen BMI, der sie als
normalgewichtig einstuft. Der Median des néachtlichen Sauerstoffentsattigungsindex (Oxygen
Desaturation Index [ODI]) der Probanden lag bei 21,7/h und die niedrigste Sauerstoffsattigung

insgesamt lag bei 79,1%.

Méannlich Weiblich Gesamt
Studienkollektiv 19 (86%) 3 (14%) 22
Alter - Durchschnitt 46,3 Jahre 44.2 Jahre 445 Jahre
BMI - Durchschnitt 30,2 28,4 28,7
ESS - Durchschnitt 15,5 9 10,1
AHI - Durchschnitt 27,5/h 28,5/h 28,3 /h

Tabelle 7 - Ubersicht klinische Daten des Patientenkollektiv.
(in Anlehnung an Goody et al. 2022)”

Im Hinblick auf zusétzliche kardiovaskulére Risiken war festzustellen, dass vier der Probanden
regelmalige Raucher waren. Aul3erdem lag bei sechs Probanden eine diagnostizierte
Hypertonie unter Behandlung vor. Bei einem der Patienten war im Vorfeld bereits eine
koronare Herzerkrankung diagnostiziert worden und bei einem Weiteren eine periphere

arterielle Verschlusskrankheit. Fiinf der Patienten wurden im Vorfeld auf3erdem bereits mit
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einer CPAP-Maske therapiert, die in den meisten Fallen unzureichend toleriert wurde oder aus

anderen Griinden unzureichend zufriedenstellend war.”

4.2. Detektierbare miRNAs

Zunachst wurde in einem Microarray-basierten Verfahren gepruft, welche miRNAs gut
detektierbar sind und mdglichst stark reguliert werden. Dazu wurde die miRNA-Expression von
funf Probanden verglichen, namentlich der Patienten 4) bis 8). Bei den abendlichen und
morgendlichen Proben wurde jeweils eine relative Quantifizierung vorgenommen, die die
Veranderung im zeitlichen Verlauf abgebildet hat.’

Insgesamt ist festzustellen, dass sich bei vielen der untersuchten miRNAs
Konzentrationsveranderungen im Vergleich zwischen abendlichen und morgendlichen Proben
zeigen. Dabei kann zum Tell eine verstarkte Expression am Morgen beobachtet werden, die
sich grafisch im Array als Vielfache der abendlichen Referenz-Konzentration darstellen und
Fold-Change-Werte zwischen 1.0 und 2.0 aufweisen (siehe Abbildung 1).

Unter den verstarkt exprimierten miRNAs fallt vor allem miR-505 auf, die bei allen flnf
Patienten ein aufféllig homogenes Vervielféaltigungsmuster zeigt, dass sich in einem Fold-
Change von néaherungsweise 2 darstellen lasst. Dies ist als statistisch signifikante Steigerung
morgendlicher miRNA-Konzentrationen zu bewerten. Weiterhin heraufreguliert und verstarkt
exprimiert, allerdings in keinem signifikanten Mal3e, sind unter anderem die miR-127, miR-
133a, miR-145 und miR-181a. Im Einzelnen zeigt sich bei miR-127 in den Proben der
Patienten 4), 5), 6) und 8) eine Vervielfaltigung, die einem Fold-Change > 1.0 entspricht. In
der Probe des Patienten 7) ist hier allerdings keine Konzentrationsveranderung zu zeigen.
Weiterhin zeigt sich bei miR-133a bei den Patienten 4), 6), 7) und 8) erneut eine
Vervielfaltigung mit einem Fold-Change > 1.0. In diesem Fall ist bei der Probe von Patient 5)
keine deutliche Veranderung festzustellen, was in einem Fold-Change = 1 resultiert. Fur miR-
145 lassen sich bei den Patienten 4), 6), 7) und 8) ebenso deutliche Konzentrationszuwachse
ermitteln, was dementsprechend ebenso einem Fold-Change > 1 entspricht. Auch hier lasst
sich bei der Probe von Patient 5) keine signifikante Konzentrationsveranderung darstellen. Fur
miR-181a lasst sich beobachten, dass es hier bei den Patienten 4), 7) und 8) erneut zu einer
Konzentrationsvervielfaltigung mit einem Fold-Change-Wert >1 kommt. Eine verminderte
Expression zeigt sich dagegen bei der gleichen miRNA bei Patient 5), wahrend bei Patient 6)
keine Konzentrationsanderung messbar ist.’

Es zeigen sich auch miRNAs, die im Vergleich abendlicher und morgendlicher
Konzentrationen herabreguliert wurden. Hier zu nennen sind unter anderem miR-598, miR-
326 und miR-432, die morgens in signifikant verringerter Konzentration zu detektieren sind.
mMiR-598 weist bei allen Patienten durchgdngig einen Fold-Change < 0,5 auf. miR-326
dagegen weist nur bei Patienten 4) bis 7) einen Fold-Change < 0,5 auf, wahrend bei Patient

8) eine gesteigerte Konzentration, entsprechend einem Fold-Change = 1,5, messbar ist. Bei

29



miR-432 sind nur bei den Patienten 4), 6) und 7) deutliche Konzentrationsverminderungen im
Sinne eines Fold-Change < 0,5 messbar, wahrend bei den Patienten 5) und 8) kaum

Veranderungen morgendlicher und abendlicher Konzentrationen darstellbar sind.”

2.0

hsa-miR-10a-000387
hsa-miR-125b-000449
hsa-miR-127-000452
hsa-miR-128a-002216
hsa-miR-133a-002246
hsa-miR-145-002278
hsa-miR-148a-000470
hsa-miR-181a-000480
hsa-miR-185-002271
hsa-miR-22-000398
hsa-miR-224-002099
hsa-miR-28-3p-002446
hsa-miR-301-000528
hsa-miR-324-5p-000539
hsa-miR-328-000543
hsa-miR-339-3p-002184
hsa-miR-370-002275
hsa-miR-376¢-002122
hsa-miR-382-000572
hsa-miR-106b#-002380
hsa-miR-126#-000451
hsa-miR-151-5P-002642
hsa-miR-223#-002098 _
hsa-miR-432-001026 | | I
hsa-miR-505#-002087
hsa-miR-571-001613

1.5

1.0

hsa-let-Ta-000377
hsa-miR-15a-000389
hsa-miR-326-000542
hsa-miR-598-001988
hsa-miR-95-000433
hsa-miR-567-001534
hsa-miR-605-001568

4) 5) 6) 7) 8)

Abbildung 1 - Relative miRNA-Quantifizierung, Microarray der Patientenproben 4)-8).
(in Anlehnung an Goody et al. 2022)”

Die Ergebnisse dieser Untersuchung stellen die Entscheidungsgrundlage fiir die Auswahl der
spater in der gPCR einzeln zu quantifizierenden miRNAs dar. Bei der Entscheidung, welche
der miRNAs weitergehend untersucht werden sollten, flie3t auch die Tatsache mit ein, dass
bestimmte miRNAs im wissenschaftlichen Kontext bereits relativ bekannt sind und sich daher
eine relativ grol3e Datenbasis zu Vergleichszwecken heranziehen lasst. In der gPCR
weitergehend untersucht wurden daher die folgenden miRNAs: miR-127, miR-133a, miR-145,
miR-181a, miR-505.”

4.3. Nachtliche miRNA -Konzentrationsunterschiede
Im nachsten Schritt der Analyse wurde eine absolute Quantifizierung der miRNAs mittels
gPCR durchgefiihrt. Die Ergebnisse erméglichen einen direkten Vergleich einzelner miRNA-

Konzentrationen in morgendlichen und abendlichen Proben, bezogen auf die individuellen
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Probanden oder auch bezogen auf das Patientenkollektiv als Ganzes. Die messbharen
Differenzen morgendlicher und abendlicher Proben weisen zum Teil grof3e Unterschiede auf.
Allerdings zeigen sich auch in der Detektierbarkeit der einzelnen miRNAs in den Proben grol3e
Unterschiede, wodurch sich die Anzahl (n) der gemessenen Ergebnisse, die im Rahmen dieser

Studie fur die einzelnen miRNAs jeweils analysiert werden, erheblich unterscheidet.’

A B
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(1)
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Abbildung 2 - gPCR-Ergebnisse von miR-127. A: Individuelle nachtliche Veranderungen der Ct-
Werte. B: Relative miRNA-Expression + Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
(in Anlehnung an Goody et al. 2022)”

Die Ergebnisse im Einzelnen lauten wie folgt: miR-127 konnte in hinreichender Menge in den
Proben von 15 Probanden isoliert werden (siehe Abbildung 2). Die Hohe der Differenz der
Ct-Werte von abendlichen und morgendlichen Messungen unterschieden sich zwischen den
einzelnen Probanden zum Teil sehr stark. Ein maximaler Anstieg der Konzentration zeigt sich
bei Proband 6), bei dem die Ct-Werte abends und morgens eine Differenz von -8,85 aufweisen.
Bei Proband 22) zeigt sich bezogen auf miR-127 der gréf3te Konzentrationsabfall, der sich in
einer berechneten Ct-Differenz von 2,51 niederschlagt. Der Mittelwert der Ct-Differenzen
zwischen abendlichen und morgendlichen Proben von miR-127 aller Patienten bel&uft sich auf
-1,21, was einem durchschnittlichen Konzentrationszugewinn von miR-127 entspricht, also
einer verstarkten morgendlichen Expression. Der Mann-Whitney-U-Test, der in diesem Fall
untersucht, ob sich die Werte der abendlichen Proben statistisch signifikant von den
morgendlichen Werten unterscheiden, konnte allerdings keine signifikanten Unterschiede
zwischen beiden Gruppen zeigen. Die exakte Signifikanz betrug nach SPSS-Berechnungen
0,44, weshalb die Nullhypothese, die besagt, dass keine Unterschiede zwischen beiden

Gruppen bestehen, bei einem Signifikanzniveau von 0,050 nicht abgelehnt werden kann.’
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Abbildung 3 - gPCR-Ergebnisse von miR-133a. A: Individuelle nachtliche Verénderungen der Ct-
Werte. B: Relative miRNA-Expression + SEM.
(in Anlehnung an Goody et al. 2022)”

Im Gegensatz dazu konnte miR-133a nur in den Proben von 13 Probanden isoliert werden
(siehe Abbildung 3). Im Vergleich morgendlicher und abendlicher Werte stellt man fest, dass
es hier durchschnittlich zu einer vermehrten morgendlichen Expression kommt, was sich in
einer mittleren Ct-Differenz von -0,73 niederschlagt. Allerdings ist die Tendenz auch hier nicht
ganz eindeutig und die Werte schwanken relativ stark. Auch hier lassen sich sowohl
Konzentrationssteigerungen bei einigen Probanden als auch Konzentrationsverminderungen
im Verlauf der Nacht bei anderen Probanden beobachten. Ein maximaler
Konzentrationsanstieg zeigte sich bei Proband 16), mit einer Differenz morgendlicher und
abendlicher Ct-Werte von -8,95. Bei Proband 17) zeigte sich dagegen die maximale
Konzentrationsminderung in Bezug auf miR-133a. Hier betrug die Differenz beider Ct-Werte
4,54, Die Unterschiede der Konzentrationen von miR-133 in morgendlichen und abendlichen
Proben kdnnen erneut nicht als signifikant angesehen werden, da sich die exakte Signifikanz
im Mann-Whitney-U-Test auf 0,55 belduft, weshalb die Nullhypothese bei einem

Signifikanzniveau von 0,050 nicht abgelehnt werden kann.”
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Abbildung 4 - gPCR-Ergebnisse von miR-145. A: Individuelle nachtliche Veranderungen der Ct-
Werte. B: Relative miRNA-Expression + SEM.
(in Anlehnung an Goody et al. 2022)”

miR-145 konnte in hinreichender Menge in den Proben von 17 Probanden gefunden werden
(siehe Abbildung 4). In wenigen Féllen ist hier ein Konzentrationsabfall zu beobachten. Dieser
ist maximal bei Proband 22), bei dem eine Differenz der Ct-Werte von 1,59 messbar wird. In
der Mehrzahl der Falle kommt es allerdings zu einer Konzentrationssteigerung, die bei
Proband 20) mit einer Differenz der Ct-Werte von -8,64 einen Hdchstwert erreicht. Im
Durchschnitt liegen die Differenzen der morgendlichen und abendlichen Ct-Werte bei -1,64,
was einer mittleren Konzentrationssteigerung entspricht. Dieser messbare Unterschied der
miR-145-Konzentrationen im Vergleich zwischen morgendlichen und abendlichen Messungen
kann mithilfe des Man-Whitney-U-Tests als signifikant bestatigt werden. Die exakte Signifikanz

liegt in diesem Fall bei 0,02, womit sie unterhalb des Signifikanzniveaus von 0,050 liegt.’
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Abbildung 5 - gPCR-Ergebnisse von miR-181a. A: Individuelle nachtliche Verénderungen der Ct-
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miR-181a konnte in den Proben von 15 Probanden isoliert werden (siehe Abbildung 5). In

vielen Féllen waren bei der Analyse dieser miRNA nur geringe Unterschiede zwischen
morgendlichen und abendlichen Proben feststellbar. Der Durchschnitt der miRNA-Differenzen

morgendlicher und abendlicher Proben belauft sich auf -0,86, was einem n&chtlichen

Konzentrationsanstieg entspricht. Der maximale, beobachtete Konzentrationsabfall zeigt sich

erneut bei Patient 22), bei dem die Differenz morgendlicher und abendlicher Ct-Werte 3,09

betragt. Der starkste Konzentrationsanstieg zeigt sich auch wiederum erneut bei Proband 16),

bei dem fir miR-181a die Ct-Differenz -10,17 betragt. Insgesamt kann hier aber von keiner

Signifikanz ausgegangen werden, da im Mann-Whitney-U-Test eine exakte Signifikanz von

0,71 berechnet wurde, was keine Ablehnung der Nullhypothese erlaubt.’
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Abbildung 6 - gPCR-Ergebnisse von miR-505. A: Individuelle nachtliche Veranderungen der Ct-
Werte. B: Relative miRNA-Expression + SEM.
(in Anlehnung an Goody et al. 2022)7

Die Isolation von miR-505 war in einer Vielzahl der Proben nicht mdglich (siehe Abbildung 6).
Eine Auswertung ist daher nur begrenzt méglich und bietet vermutliche einen geringen
Informationsgewinn. Letztendlich konnten nur vier Probanden im Hinblick auf die miR-505-
Expression ausgewertet werden. Es zeigt sich bei allen Proben ein néachtlicher
Konzentrationsanstieg. Dieser ist maximal bei Proband 1), bei dem die Differenz der Ct-Werte
-8,43 betragt. Durchschnittlich liegt dieser Wert fir miR-505 bei -3,23. Aufgrund der geringen
Anzahl auswertbarer Proben sind diese Ergebnisse ebenfalls nicht als signifikant zu bewerten.
Die im Mann-Whitney-U-Test berechnete exakte Signifikanz betragt 0,20, was unter dem

Signifikanzniveau von 0,050 liegt, weshalb erneut an der Nullhypothese festgehalten werden
muss.’
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5. Diskussion

5.1. Interpretation von miRNA-Konzentrationsunterschieden in der
vorliegenden Studie
In der vorliegenden Studie konnten zum Teil signifikante Konzentrationsveranderungen von
zirkulierenden miRNAs nach né&chtlich auftretender OSAS-Symptomatik festgestellt werden.
Es gilt nun im Einzelnen herauszufinden, wie dies im Zusammenhang mit dem erhdhten
kardiovaskularen Risiko von OSAS-Patienten steht, wie diese Erkenntnisse im breiteren
wissenschaftlichen Kontext zu interpretieren und einzuordnen sind und welche
Erklarungsansatze oder aber auch Anwendungsansatze sich hieraus ableiten lassen kénnten.
Dabei sollte diese Studie nicht isoliert betrachtet werden, sondern moéglichst weitere
ergdnzende Studien zu dieser Fragestellung nach sich ziehen. Die Interpretation dieser
Ergebnisse bietet die Chance auf ein verbessertes Versténdnis von regulatorischen Prozessen
im Korper, in diesem Fall vor allem im Hinblick auf den Zusammenhang von OSAS und
endothelialen Veranderungen, die ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko bewirken. Au3erdem
besteht die Hoffnung, dass sich aus diesen Erkenntnissen und Beobachtungen eine Vielzahl
von mdoglichen Anwendungen ableitet, die beispielsweise der Diagnostik oder der
Risikostratifikation dienen kénnten.
Das malRgebliche Ergebnis der vorliegenden Studie ist die Feststellung eines signifikanten
Konzentrationsunterschiedes zwischen morgendlich und abendlich gemessener zirkulierender
miR-145. Der deutlich messbare Anstieg in der Konzentration dieser miRNA ist potenziell von
groBer Relevanz. Die Ergebnisse suggerieren, dass nachtliche OSAS-Symptome die
Ausschttung von endothelialen miRNAs unmittelbar und akut beeinflussen kénnten.’
Diese Erkenntnis steht im Einklang mit Erkenntnissen aus vorangegangenen Studien, die
allgemein zeigen, dass exogene oder endogene Einflisse und pathologische Prozesse zum
Teil sehr unterschiedliche Effekte auf die Konzentration zirkulierender miRNAs haben, indem
deren Ausschittung entweder gehemmt oder aber auch geférdert werden kann. Es haben sich
hier wiederholt eine Vielzahl verschiedener miRNAs gezeigt, die unterschiedlich und zum Teil
in Signatures gekoppelt reagieren und veranderlich sind.
Insbesondere Hypoxien oder Apnoen, die bei OSAS und damit auch in dieser Studie einen
entscheidenden Faktor darstellen, haben in verschiedenen vorangegangenen Studien einen
maf3geblichen Einfluss auf die Konzentration zirkulierender miRNAs im Allgemeinen und auf
die Konzentration zirkulierender miR-145 im Speziellen gezeigt. Hier konnten also zum Teil
sehr ahnliche Beobachtungen gemacht werden wie in der durchgefiihrten Studie.
Huangfu et al. konnten zum Beispiel feststellen, dass miR-145-Konzentrationen im
Myokardinfarktgewebe verglichen mit gesundem Gewebe erhdht waren. Auf3erdem hat man

hier im Rahmen der Studie H9c2-Zellen zum einen unter Hypoxie- und zum anderen unter
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normalen Bedingungen kultiviert. Hier hat sich gezeigt, dass in den Zellen, die einer Hypoxie
ausgesetzt waren, deutlich hohere miR-145-Konzentrationen messbar waren.*® Da auch die
OSAS-Patienten rezidivierenden nachtlichen Hypoxien ausgesetzt sind und im Anschluss
daran erhohte Konzentrationen zirkulierender miRNAs aufweisen, entsprechen sich die
Ergebnisse beider Studien in ihrer Tendenz. Sowohl in unserer Studie als auch in der von
Huangfu et al. ist ein Anstieg der miR-145-Expression nach Hypoxien zu beobachten.

Im Hinblick auf unsere eigene Fragestellung ebenfalls bedeutsam scheint die Studie von
Eichhorn et al., die Verdnderungen sowohl in der Mikrovesikel- als auch in der miRNA-
Konzentration unter Hypoxie-Bedingungen untersucht hat. Hierbei wurden Mikropartikel-
(MP-) und miRNA-Spiegel bei trainierten Apnoetauchern vor und nach einer maximalen
Apnoephase untersucht. Als Ergebnis liel sich hier feststellen, dass die Spiegel von MPs und
endothelialen miRNAs durch die Hypoxiephase angestiegen sind. Die Konzentration von miR-
126 war Uber den gemessenen Zeitraum von vier Stunden nach der Apnoephase konstant
signifikant erhoht, wahrend miR-26 nur nach 30 Minuten und nach vier Stunden signifikant
erhoht war. miR-92 und miR-21 waren zwar auch erhoht, aber nicht signifikant.> Auch die
Interpretation dieser Ergebnisse stehtim Einklang mit unseren Ergebnissen. Sowohl bei OSAS
als auch bei Apnoetauchern scheinen die Apnoephasen und die resultierende Hypoxie zu
einer vermehrten miRNA-Ausschittung zu fuhren, weshalb im Anschluss an die Phase
erhohte Konzentrationen zirkulierender miRNAs zu messen sind. Unterschiede zeigen sich
dagegen in der Art der jeweils verstarkt exprimierten miRNAs. Dieser Unterschied lasst sich
allerdings nur eingeschrankt interpretieren, da in der vorliegenden OSAS-Studie weder miR-
126-, noch miR-26- oder miR-92-Konzentrationen im Einzelnen quantifiziert und gemessen
wurden. Diesbeziiglich kénnen also keine stichhaltigen Aussagen getroffen werden. Ein
genauerer Vergleich wird weiterhin durch die unterschiedlichen zeitlichen Dimensionen beider
Studien erschwert. Zwar werden in beiden Fallen kurzfristige Reaktionen des Kdrpers
betrachtet, im Fall unserer Studie wird aber nur einmalig morgens die Konzentration der
mMiRNAs gemessen und mit der abendlichen verglichen. Diesem Konzept zugrunde liegt die
Hoffnung, dass sich die Summe nachtlicher Veranderungen dadurch subakut darstellen lasst.
Zu den minutidsen Konzentrationsverdnderungen einzelner miRNAs lassen sich dagegen
keine Aussagen treffen.

Auch die Arbeitsgruppe um Kochan-Jamrozy et al. hat den Zusammenhang zwischen
Hypoxien und miRNA-Ausschittung untersucht. Hier lag der Schwerpunkt zu einem grof3eren
MaRe auf der Dynamik der Sauerstoffentsattigung und Ziel war es, die miRNA-
Expressionsveranderung nach prolongierten Hypoxiephasen mit denen nach zyklischen
Hypoxiephasen zu vergleichen. Der gewdahlte Zyklus sah dabei eine Hypoxiephase Uber eine
Stunde vor, auf die jeweils eine Reoxigenierungsphase von 36 Minuten folgte. Als Ergebnis

lie3 sich auch hier festhalten, dass eine Phase der Hypoxie einen erheblichen Einfluss auf
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verschiedene miRNA-Konzentrationen hat. Allerdings war als weiteres wichtiges Ergebnis
ebenfalls festzustellen, dass es erhebliche Unterschiede im Effekt der prolongierten und der
zyklischen Hypoxie gibt und die miRNA-Signature, die durch zyklische Hypoxien induziert wird,
deutlich von der durch prolongierte Hypoxien abzugrenzen ist.®* Diese Studie ist fir die
Interpretation unserer Studie insofern von grof3er Bedeutung, da die Hypoxiephasen bei OSAS
auch eher einem zyklischen Muster folgen und eine Vergleichbarkeit mit anderen Studien, die
zu einem gréReren MaRe den Einfluss prolongierter Hypoxien auf die Konzentration
zirkulierender miRNAs untersuchen, daher vermutlich nur bedingt gegeben ist.

In jedem Fall rechtfertigen die Gesamtheit der Ergebnisse dieser Studien unsere Hypothese,
dass Hypo- oder Apnoephasen bei OSAS-Patienten, eine veranderte miRNA-Ausschittung
bewirken konnten und insbesondere die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Huangfu et al.
bestétigen unsere Ergebnisse auch von der inhaltlichen Tendenz, da auch sie bei Zellen unter

hypoxischen Zustanden erhohte miR-145-Konzentrationen messen konnten.>®

5.2. Einfluss von miR-145 auf das kardiovaskulare Risiko

5.2.1. Kardiovaskulares Risiko von OSAS-Patienten

Die Untersuchung und tiefergreifende Betrachtung dieser miRNA-Phanomene ist bei OSAS-
Patienten von groRer Bedeutung, da diese Krankheit aufgrund ihrer wachsenden Pravalenz
und ihrer zum Teil schwerwiegenden Folgen und Implikationen fir Mortalitdt und Morbiditat
zunehmend an Bedeutung gewinnt und zudem vermutlich immer noch stark unterdiagnostiziert
ist. Ein genaueres Verstandnis sowohl des Pathomechanismus von OSAS und der Grinde fir
die Erhoéhung des kardiovaskuldren Risikos dieser Patienten als auch der Wirkung und
Bedeutung von miRNAs in diesem Kontext ist unbedingt von Noten.

Fir die Probanden dieser Studie, aber auch fir OSAS-Patienten allgemein ergeben sich durch
die Krankheit zum Teil schwerwiegende physische und psychische Konsequenzen. Erstes und
auffalligstes Symptom der Patienten ist eine mehr oder weniger ausgepragte Tagesmudigkeit,
diese fuhrt zum Teil sogar zu eingeschrankter Fahrtiichtigkeit oder anderweitiger relevanter
Einschrankungen im Alltag.®? Langfristig von groRer Relevanz fur den Patienten ist vor allem
das durch OSAS erhohte kardiovaskulare Risiko. Dieser Zusammenhang ist schon seit
Langerem bekannt, auch wenn der zugrunde liegende Pathomechanismus noch nicht
endglltig in ganzer Vollstandigkeit geklart werden konnte. Dabei scheint OSAS auf
verschiedene Art und Weise bei unterschiedlichen kardiovaskuldren Pathologien und
Symptomen Einfluss zu haben. Es gibt beispielsweise sowohl Studien, die im Hinblick auf KHK
Zusammenhéange zu OSAS herstellen, als auch solche, die dies fir Rhythmusstérungen und
Kardiomyopathien belegen.

Bezlglich KHK konnte festgestellt werden, dass Patienten, die unter OSAS leiden, signifikant

haufiger Schlaganfalle erleiden und dass das Risiko sogar proportional zum OSAS-
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Schweregrad ansteigt. Dabei ist nichtsdestotrotz festzuhalten, dass das erhéhte Risiko bereits
bei mildem OSAS zu beobachten ist und dass der Unterschied auch nach Angleichung anderer
kardiovaskularer Risikofaktoren, wie BMI und Raucherstatuts signifikant bleibt.%? Weiterhin
konnte belegt werden, dass es ebenso eine signifikante Korrelation zwischen Schweregrad
des OSAS und dem bei Patienten gemessenen Volumen arteriosklerotischer Plaques gibt.%3
Zur Rolle von OSAS bei kardialen Rhythmusstérungen gibt es unter anderem Studien von
Mehra et al., die belegen, dass OSAS-Patienten bei gleicher Ausgangslage eine viermal
hohere relative Chance haben, Vorhoffimmern zu erleiden. Ebenso haben sie eine dreimal
hohere relative Chance, Ventrikulare Tachykardien zu entwickeln.®* Es konnte hier sogar
suggeriert werden, dass es eine zeitliche Korrelation zwischen Arrhythmien und Apnoen bzw.
Hypopnoen gibt oder diese sogar durch entsprechende Atmungsmuster ausgeldst werden
kénnen: Im Vergleich zu Perioden normaler Atmung war die relative Chance von Arrhythmien
im Zeitraum nach einer Apnoe oder Hypopnoe 18-fach erhoht.®® In einer anderen Studie von
Ng et al. konnte man nach einer Metaanalyse belegen, dass OSAS auch einen
entscheidenden Faktor in Bezug auf die Rezidiv-Wahrscheinlichkeit nach Therapie von
Rhythmusstérungen darstellt. So war das Risiko eines Wiederauftretens des Vorhofflimmerns
nach Katheter-Ablation bei OSAS-Patienten um 25% erhoht.%®

Ahnliches gilt bei Patienten, die neben OSAS auch unter einer hypertrophen Kardiomyopathie
leiden. Diese scheinen im Vergleich zu Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie ohne
OSAS deutlich anfalliger fur die Entwicklung von Vorhofflimmern zu sein.%’

Der genaue Pathomechanismus der Erhéhung des kardiovaskularen Risikos bei OSAS-
Patienten ist weiterhin nicht vollstandig geklart. Bisherige Erklarungsansétze beziehen sich vor
allem auf die durch OSAS bedingte Entstehung bzw. Verstdrkung einer bestehenden
Hypertonie. Als Ursache kommen hier sowohl vaskulare Mechanismen wie eine bei OSAS
verringerte Stickstoffmonoxid- (Nitric Oxide [NO])- Ausschittung® als auch neuronale
Mechanismen wie die durch OSAS gesteigerte sympathische Aktivierung® in Betracht.
Weiterhin kommt es durch OSAS zu erhdhten systemischen Inflammationswerten, was
ebenfalls ein Faktor sein konnte, der zu einem erhohten kardiovaskularen Risiko der Patienten

beitragt.”®

5.2.2. Pathway-Signalling von miR-145

Aufgrund der in der vorliegenden Studie beobachteten miR-145-Konzentrationserhéhung bei
OSAS kann diskutiert werden, inwiefern die erhéhten miRNA-Konzentration gegebenenfalls
eine Veranderung des kardiovaskularen Risikos der entsprechenden Patienten bewirken und
erklaren konnte. Denn man kann davon ausgehen, dass die miRNAs durch ihre Ausschittung
eine gewisse Signal- und Kommunikationsfunktion ibernehmen. Dafir spricht, dass es nicht
nur zu einer Abgabe von Vesikeln kommt, sondern auch zu einer Aufnahme von Vesikeln. Dies

geschieht entweder Uber Phagozytose, Endozytose oder direkte Fusion mit der Zellmembran
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der Zielzelle.® In Studien konnten verschiedenste Beispiele gefunden werden, durch die belegt
werden konnte, dass miRNAs in den jeweiligen Empfangerzellen eine aktive biologische
Funktion ausliben.* Dies geschieht vermutlich vornehmlich Uber eine Veranderung der
Genexpression durch eine komplementéare Bindung der importierten miRNA an die zellulare
mRNA.® Zum Teil wirkt die miRNA an den Zielzellen aber auch tber andere Mechanismen
wie eine Aktivierung von toll-like-Rezeptoren, was in vivo beispielsweise zu einer veranderten
Schmerzempfindung” und veranderten inflammatorischen Reaktionen?? fiihren kann.

Daran schlief3t sich die Schlussfolgerung an, dass auch die durch die OSAS-Symptomatik
hervorgerufenen Veranderungen im Muster zirkulierender miRNAs wiederum eine Anderung
in verschiedenen Regelkreislaufen des Korpers bewirken und dadurch physiologische oder
auch pathologische Prozesse beeinflussen kénnten. Durch die Einflussnahme von miRNAs
auf den Stoffwechsel und die Integritéat verschiedener Organe und Organsysteme konnten
mMiRNAs lokal definitiv eine entscheidende regulative Rolle innehaben und einen erheblichen
Beitrag zur kardiovaskularen Gesundheit oder zum kardiovaskuléaren Risiko beitragen. Da in
unserer Studie vor allem miR-145 mit einer signifikanten  morgendlichen
Konzentrationssteigerung im Vergleich zu abendlichen Messungen aufgefallen ist, bietet es
sich zudem vor allem an zu tUberprifen, ob in vergangenen Studien bereits Zusammenhange
zwischen kardiovaskularen Pathologien und miR-145-Konzentrationsverdnderungen
beobachtet werden konnten und welche Mechanismen und Pathways hier eine Rolle spielen
konnten.’

Es konnte bereits vor einiger Zeit festgestellt werden, dass miR-145 die haufigste miRNA in
den GefaRBwanden darstellt.”® Hier scheint miR-145 eine wichtige regulatorische Funktion
einzunehmen, die vor allem bei der Entstehung intimaler Hyperplasien zum Tragen kommt und
damit auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung verschiedener kardiovaskularer
Pathologien wie Atherosklerose, Hypertonus und der Restenose von Stents spielt.”®

Die Rolle, die miR-145 dabei in den verschiedenen Prozessen spielt, unterschiedet sich zum
Teil erheblich.” Zum einen gibt es Studien, in denen hohe miR-145-Konzentrationen scheinbar
pathologische Prozesse fordern und somit einen Risikofaktor flr kardiovaskulare
Erkrankungen darstellen. Dies ist exemplarisch in Untersuchungen der Arbeitsgruppe um
Caruso et al. der Fall. Hier konnte ein positiver Zusammenhang zwischen erhéhten miR-145-
Konzentrationen und dem Bestehen einer pulmonalen Hypertonie festgestellt werden. Diesen
Ergebnissen entsprechend konnte weiterhin auch gezeigt werden, dass die Inhibierung von
miR-145 der Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie entgegenwirkte.® Dieses Ergebnis
unterstitzt potenziell unsere urspriinglich zugrunde gelegte Hypothese, dass die aufgrund des
OSAS erhdhten miR-145-Konzentrationen ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko vermitteln.
Zum Anderen gibt es aber auch Studien, deren Ergebnisse hohen miR-145-Konzentrationen

eher einen kardioprotektiven Effekt zuschreiben: Die Arbeitsgruppe um Wang et al. konnte
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beispielsweise beobachten, dass eine Uberexpression von miR-145 Autophagie-Prozesse in
der Zelle inhibiert und es zu einer verminderten Proliferation und Migration der glatten
vaskuldren Muskelzellen kommt. Diese Migration ist einer der Prozesse, die einer intimalen
Hyperplasie zugrunde liegen.® Das heit, in diesem Kontext erflllt miR-145 eine
vasoprotektive Funktion, indem sie diesen Prozess hemmt.

Des Weiteren scheint miR-145 auch in Form eines miRNA-Clusters in Kombination mit miR-
143 erheblichen Einfluss auf die vaskulére Funktion zu haben. Dieses Cluster scheint ebenfalls
vor allem fur die vaskularen, glatten Muskelzellen eine erhebliche Rolle zu spielen. Studien mit
entsprechenden Knock-out-Mausen zeigten eine verminderte Gefal3kontraktilitdt sowie
spontane neointimale Lasionen der Arterien.”* Diese Rolle der miRNA im Hinblick auf die
Arteriosklerose kommt méglicherweise besonders dann zum Tragen, wenn es aufgrund von
akutem oder chronischem vaskuldren Stress zu einer verminderten Expression von miR-143
und -145 kommt und es in der Folge zu einer Destabilisierung der glatten vaskularen
Muskelzellen kommt.”®

Eine weitere Forschungsgruppe, die sich mit den Auswirkungen von miR-145 auf
kardiovaskulare Prozesse oder Pathologien beschéftigt hat, ist die um Li et al. Hier wurde der
Einfluss von miR-145 auf das inflammatorische Reaktionsgeschehen bei Patienten mit
metabolischem Syndrom untersucht und festgestellt, dass eine verstarkte miR-145-
Expression in Makrophagen Uber eine Arf6-Inhibierung eine verminderte Ausschittung von
Interleukin- (IL)-1beta, Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und IL-6 bewirkt hat und dadurch
die inflammatorische Reaktion gehemmt hat.”® Auch diese spielt allgemein eine erhebliche
Rolle bei der Entstehung kardiovaskularer Pathologien, was erneut bedeuten wirde, dass
miR-145 hier protektiv wirkt, indem es eine |Inhibierung der metabolischen
Inflammationsreaktion bewirkt.

Diese Erkenntnisse werden durch Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Yuan et al. weiter
bestatigt. Hier wird die Rolle von miR-145 bei der Entstehung ischdmischer
Myokardschadigungen untersucht. Es kann gezeigt werden, dass miR-145 auf das
Infarktgeschehen vor allem Uber die Inhibition von Apoptose- und Inflammationsprozessen
einwirkt. Dies scheint das Ergebnis einer direkten negativen Regulation von CD40 durch miR-
145 zu sein.”” Auch bei dieser Analyse wird miR-145 folglich eine eher kardioprotektive
Wirkung zuteil.

Ebenfalls zu nennen sind hier die Ergebnisse diverser Forschungsgruppen, die die Rolle
verschiedener miRNAs im Hinblick auf die Vermittlung von Endothelschadigung untersucht
haben. Hierfir kommen wiederum verschiedene Mechanismen in Betracht, die unter anderem
mit dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), endothelialer NO-Ausschuttung,
Produktion reaktiver Sauerstoff-Radikale und der Regulation der endothelialen

Inflammationsreaktion im Zusammenhang stehen.” Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um
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Kohlstedt et al. zeigen beispielsweise, dass eine erhdhte miR-145-Expression zu einer
verminderten Expression von Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) fihrt, was wiederum
eher mit einem verringerten kardiovaskularen Risiko assoziiert ware.”® Boettger et al.
identifizieren ACE ebenfalls als ein mdgliches regulatorisches Zielmolekil von miR-145.74
Allgemein ist davon auszugehen, dass auch weitere Elemente des RAAS durch miRNAs auf
verschieden Weise reguliert werden.”® Gesammelt suggerieren also auch diese Studien, ,dass
es durch eine verstarkte miR-145-Expression zu einem verminderten MalR endothelialer
Dysfunktion kommen kdnnte, was mit einer Beeinflussung des Blutdruckes insgesamt Einfluss
auf das kardiovaskulare Risiko der betroffenen Patienten haben konnte.”®

Die grof3e Anzahl dieser verschiedenen Studien zeigt, dass miR-145 Uber eine Vielzahl
unterschiedlicher Mechanismen in kardiovaskuldr bzw. vaskular bedeutsame Prozesse
regulativ eingreift und hier zum Teil erheblichen Einfluss hat.

Bezogen auf diejenigen Ergebnisse, die miR-145 einen kardioprotektiven Charakter
zuschreiben, wirden sich die Ergebnisse unserer Studie moglicherweise so interpretieren
lassen, dass durch die morgendlich erhéhten miRNA-Werte das kardiovaskulare Risiko der
Patienten gesenkt wird, was eher Gberraschend wére und unserer urspriinglichen Hypothese,
namlich dass die miRNA-Konzentrationsveranderungen das kardiovaskuldre Risiko der
OSAS-Patienten steigern, widersprechen wirde. Das heil3t, die erhdhten morgendlichen miR-
145-Werte waren in diesem Fall nicht dazu geeignet, schliissig eine Verbindung im
Pathomechanismus zwischen OSAS und dem erhdhten kardiovaskularen Risiko der Patienten
zu schaffen und diesen Zusammenhang zu erklaren.

Eine gewisse Einschrankung in der Vergleichbarkeit zwischen unserer Studie und einigen der
exemplarisch genannten Studien ergibt sich allerdings durch Unterschiede des untersuchten
Materials. Li et al. beispielsweise haben Gewebeproben und zellulare Konzentrationen in
Makrophagen untersucht,’® wahrend wir die Konzentration zirkulierender miRNAs im Plasma
gemessen haben. Die Erkenntnisse aus ihrer Studie mussen unserer urspringlichen
Hypothese, dass zirkulierende miRNA-Veranderungen bei OSAS-Patienten ein erhdhtes
kardiovaskulares Risiko vermitteln, daher nicht unbedingt widersprechen, sondern die
Ergebnisse beider Studien kénnten im Gegenteil unterschiedliche Aspekte des gleichen oder
ahnlicher Phdnomene beleuchten. Man kdnnte mdglicherweise argumentieren, dass nicht
auszuschlieen ist, dass erhohte Konzentration zirkulierender miRNAs zum Teil mit
verminderten zellularen Konzentrationen einhergehen. In dem Fall kénnten erhohte
Konzentrationen zirkulierender miRNAs trotzdem mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko
einhergehen. Eine Untersuchung der genauen Zusammenhange zwischen den zellularen und
zirkulierenden miRNA-Konzentrationen und die Frage, wie diese sich zueinander verhalten
und in welchen zeitlichen Zusammenhéngen sie sich zueinander verandern, wére hier

essenziell und konnte einen wertvollen Informationszugewinn bedeuten.
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Eine weitere Uberlegung, wie sich die Ergebnisse der prasentierten Studien mit unserer
Hypothese und unseren Ergebnissen in Einklang bringen lieRen, beruht auf den Theorien der
Arbeitsgruppe um Xin et al., die propagieren, dass miRNAs in ihrer Funktion eher eine
balancierende Rolle austiben und daher sowohl eine starke Zunahme als auch eine Abnahme
dysfunktionale Wirkungen haben.®® Diese Hypothese beruht auch auf den Erkenntnissen von
Choi et al., die die balancierende Wirkung von miR-430 untersucht haben.?! Dies hatte zur
Konsequenz, dass die Richtung der miRNA-Konzentrationsveranderung nicht in jedem Fall
entscheidend wéare und man allein durch die Konzentrationsverdnderung bzw. die
Dysregulation der miRNA-Expression ein erhohtes kardiovaskulares Risiko erklaren kénnte.
Eine andere Moglichkeit der Erklarung der scheinbaren Widerspruchlichkeit zwischen unseren
Ergebnissen und den Erkenntnissen aus einigen der prasentierten Studien ware die
Hypothese, dass morgendliche miR-145-Werte bei OSAS-Patienten erhéht sind, um mégliche
stattgefundene Schéadigungen durch die rekurrierenden néchtlichen Hypoxien zu vermindern.
In diesem Fall kdnnte man die morgendliche miR-145-Erhéhung dementsprechend als
physiologische, gegenregulatorische Reaktion auf die OSAS-Symptomatik interpretieren, die
die kardiovaskulare Risikoerh6hung nicht vermittelt, sondern im Gegenteil verhindert oder
zumindest vermindert. Um diese These weitergehend zu prifen und diesbeziiglich adaquate
Aussagen treffen zu kénnen, waren erneut weitere Studien und genauere Erkenntnisse der
exakten zeitlichen Ablaufe von miRNA-Ausschittungen und Zirkulationsdauer von Noten.’

Es wére in diesem Kontext ebenfalls sinnvoll zu untersuchen, ob die miR-145-Konzentrationen
zu einem friiheren Zeitpunkt in der Nacht bzw. noch deutlich friiher am Morgen mdglicherweise
verringert gewesen waren, was erneut Argument fur die These ware, dass die miRNA-
Konzentrationserh6hungen, die wir gemessen haben, einer physiologischen Gegenregulation
entsprechen kénnten, die in dem Fall dann kardioprotektiv wirken kénnte.

In jedem Fall lasst sich festhalten, dass es verschiedene Ansétze gibt, mit denen sich
argumentieren lasst, dass nachtliche miR-145-Konzentrationsveranderungen verschiedene
physiologische und kardiovaskulér relevante Prozesse beeinflussen kénnten und sich damit

direkt oder indirekt auf das kardiovaskulare Risiko von OSAS-Patienten auswirken konnten.

5.3. Moglichkeit der Nutzung von miR-145 als Biomarker

5.3.1. Allgemeine Potenzielle OSAS-Biomarker

Die Erkenntnis einer signifikanten nachtlichen Konzentrationserhhung von zirkulierender
miR-145 bei OSAS-Patienten bietet ebenfalls Anlass fur die Frage nach einer moglichen
Nutzbarkeit von miRNAs als Biomarker fiir die Diagnostik von OSAS oder fiir die
Risikostratifikation beziglich kardiovaskularer Ereignisse bei OSAS-Patienten.

Bisher wurde fur die Biomarker-Diagnostik bei OSAS vor allem die Nutzung von

Inflammationsmarkern wie C-reaktives Protein (CRP), TNF-a und IL-6 sowie IL-8 in Betracht
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gezogen. Bei den einzelnen Markern konnten in der Vergangenheit jeweils Korrelationen mit
OSAS festgestellt werden.*® Gleichzeitig konnte in verschiedenen Studien wiederholt eine
Normalisierung der entsprechenden Werte durch eine CPAP-Therapie gezeigt werden, die die
Hypothese eines Kausalzusammenhanges von OSAS-Symptomen und den verdnderten
Inflammationsmarkern zusatzlich stiitzt.®? Ein breiter Einsatz von Inflammationsmarkern bei
der Diagnostik und Therapiekontrolle von OSAS konnte bisher aber nicht etabliert werden.
Grund dafir ist vor allem der unspezifische Charakter und die grole Bandbreite
physiologischer oder pathologischer Veréanderungen, die potenziell Ursache einer
Wertveréanderung darstellen kénnen. AuRerdem konnte festgestellt werden, dass auch eine
Reduktion der Schlafdauer ohne pathologischen Wert bei jungen, gesunden und
normalgewichtigen Mannern zu einem Anstieg von TNF-a und IL-6 gefuhrt hat und diese daher
nicht unbedingt mit OSAS sondern lediglich mit Schlafmangel verknipft sein konnten.®® Ein
weiteres Problem bei der Nutzung inflammatorischer Marker ist die Tatsache, dass Adipozyten
ebenfalls verstarkt IL-6 und TNF-a produzieren und diese Werte daher bei Adipositas, was
eine haufige Komorbiditat des OSAS ist, ohnehin oft erhht sind.®* In einer Studie, bei der viele
verschiedene inflammatorische Marker bei adipdsen Menschen sowie adipdsen Menschen mit
OSAS verglichen wurden, konnte nur bei TNF-a ein Unterschied festgestellt werden.®* Daher

sind inflammatorische Marker zur alleinigen OSAS-Diagnostik eher nicht ausreichend.

5.3.2. Grundlagen fur die Nutzung von miRNAs als Biomarker

Extrazellularen miRNAs, die im Blutplasma zirkulieren, wird ein grofRes Potenzial
zugeschrieben, da sie die Mdglichkeit diverser diagnostischer und therapeutischer
Anwendungen bergen. Sie kénnten daher als eine mégliche Alternative zu den genannten
klassischen Biomarkern in Betracht gezogen werden. Grundlage dafir sind zum einen die
stabilen, konsistenten und reproduzierbaren miRNA-Konzentrationen im Plasma und zum
anderen die angenommene Korrelation zwischen miRNA-Konzentrationen und Zustand der
Zellen und Gewebe.*

Im Gegensatz zu zellularer RNA konnte in Studien beobachtet werden, dass die zirkulierenden
extrazellularen miRNAs selbst unter widrigen Umstanden wie starken Temperatur- und pH-
Schwankungen konstante Spiegel aufweisen.®® Diese Tatsache lasst sich sowohl auf den
Transport in Vesikeln als auch auf die Proteinbindung zurickfihren, die die Degradierung der
miRNAs durch RNasen verhindern und dadurch deren Stabilitdt im extrazellularen Milieu
erhohen.%3

Die Korrelation der miRNA-Spiegel im Plasma mit dem realen Zustand bzw. Arbeitsmodus der
Zellen konnte in verschiedenen Studien belegt werden.® Zum einen ist schon die zellulare
Expression der miRNAs unterschiedlich reguliert und von verschiedenen physiologischen
Prozessen abhangig. Dies impliziert, dass bereits die Anzahl und die Art der im Cytoplasma

vorkommenden miRNA-Moleklle vom Zustand und Typ der entsprechenden Zelle abhangig
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sind.* Zum anderen sind die Sekretionsmechanismen der miRNAs vom Gewebe- oder
Zellzustand sowie von exogenen Faktoren abhangig. Offensichtlich ist dies bei apoptotischen
Korpern, die beim Zugrundegehen von Zellen entstehen und miRNAs sowie andere
Zellbestandteile in den Extrazellularraum transportieren; aber auch andere extrazellulare
Vesikel werden sowohl als Reaktion auf Stresssignale oder Reize wie Thrombin,
extrazellulares ATP oder Hypoxien als auch als Reaktion auf endotheliale Schadigung
verstarkt ausgeschittet.>®8 Weiterhin ist belegt, dass es nicht nur aufgrund von
Zellschadigung oder Apoptose zur miRNA-Ausschittung kommt, sondern dass daneben auch
eine regulierte Sekretion stattfindet.® Geregelt wird diese Uber einen Ceramid-abhangigen

Mechanismus.8”

5.3.3. miRNAs als Diagnostische Marker

Wenn nun also davon ausgegangen werden kann, dass sich miRNA-Spiegel im Plasma
prinzipiell als Biomarker zur Diagnose verschiedener Pathologien eignen, schlief3t sich die
Frage an, ob sich miRNAs auch zur Friiherkennung oder Risikostratifikation bei Schlafapnoe
einsetzen lassen. Es gibt bereits einige Studien, die verschiedene miRNA-Molekile daraufhin
untersucht haben, inwieweit sich ihre Konzentrationen bei verschiedenen Pathologien
verandern und die dabei eine Vielzahl von signifikanten Konzentrationsverdnderungen
unterschiedlicher miRNAs in unterschiedlichen Kontexten identifizieren konnten. Allerdings
sind die Richtungen dieser Veranderungen zum Teil verschieden und spezifisch fur bestimmte
mMiRNAs und die Art der Pathologie. Hier steht die Frage im Vordergrund, inwieweit spezifische
mMiRNAs frihzeitige Hinweise auf ein akutes oder chronisches pathologisches Geschehen
geben kénnen. Insgesamt hat man in diesem Kontext festgestellt, dass in den meisten Fallen
nicht einzelne MiRNAs ausschlaggebend sind, sondern parallele
Konzentrationsveranderungen spezifischer miRNA-Kombinationen, sogenannter miRNA-
Signatures.®® Bisher waren die Schwerpunkte bei der Suche nach Mdglichkeiten der Nutzung
von miRNAs zur Biomarker-Diagnostik die Bereiche kardiovaskularer Erkrankungen und
onkologischer Erkrankungen.

Beispielsweise existieren bereits einige Studien, die potenzielle miRNA-Biomarker fiir einen
Myokardinfarkt untersuchen. Auch hier scheint miR-145 zum Teil eine Rolle zu spielen. Li et
al. konnten in ihren Analysen miR-1, miR-134, miR-186, miR-208, miR-223, miR-499 als
Biomarker fur einen akuten Myokardinfarkt isolieren, die im Falle eines Infarktes alle erhdht
waren.® Ahnliche Resultate gab es auch bei der Arbeitsgruppe um Meder et al. Diese konnten
eine miRNA-Signature bestehend aus 20 einzelnen miRNAs ausfindig machen, die bei einem
Myokardinfarkt zum Teil verstarkt, z.B. miR-142-5p, und zum Teil vermindert ausgeschuttet
werden, z.B. miR-492 oder miR-497. Weiterhin gibt Hinweise, dass die Hohe der miR-145

Konzentrationen bei Patienten mit Myokardinfarkt mit der GroRe des Infarktes korreliert.® Im
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Vergleich zum klassisch verwendeten Biomarker Troponin kdnnte durch die miRNA-Signature
zum Teil sogar eine friihere Diagnose ermdglicht werden.*®

Als Beispiel fur die potenzielle Nutzbarkeit von miRNAs im onkologischen Kontext sei hier die
Studie von Liu et al. genannt. Hier wurden Veranderungen zirkulierender miRNA-
Konzentrationen bei Patienten mit Magen-Karzinomen untersucht. Auch hier konnte eine
mMiRNA-Signature, bestehend aus miR-1, miR-20a, miR-27a, miR-34 und miR-423-5p,
identifiziert werden, die als Biomarker zur Detektion von Magen-Karzinomen genutzt werden
koénnte und den Studienergebnissen zufolge ebenfalls eine groRere Genauigkeit als die bisher
angewandten Biomarker CEA und CA19-9 aufweisen kénnte.%

Theoretisch kdonnten miRNA-Biomarker zukinftig aber nicht nur in kardiologischen oder
onkologischen Bereichen, sondern in vielen verschiedenen Kklinischen Feldern potenziell
erkenntnisbringend eingesetzt werden. Die Erganzung der OSAS-Diagnostik durch miRNA-
Biomarker kénnte hier daher ein relevantes Beispiel sein. Die Fragestellung unserer Studie
beleuchtet bisher nur die akute Reaktion auf nachtliche OSAS-Symptomatik. Daher kdnnen
sich Aussagen Uber eine mogliche Anwendbarkeit als Biomarker nur auf eine morgendliche
Messung beziehen, bei der man Patienten unmittelbar oder so frih wie méglich nach einer
Nacht mit fraglicher OSAS-Symptomatik Blut abnimmt und dieses im Hinblick auf die miRNA-
Konzentration untersucht. Bei einer gesteigerten Menge an miR-145 kénnte dies, unseren
Ergebnissen folgend, ein Hinweis auf das Bestehen einer OSAS-Symptomatik sein. Da ein
Grol3teil der gangigen Labordiagnostik ohnehin niichtern und am friilhen Morgen erfolgen soll,
konnte sich eine friihe Blutabnahme zu Zwecken der OSAS-Diagnostik relativ nahtlos in diese
Praxis miteingliedern.

Ein groer Vorteil wiirde in dem Fall darin bestehen, eine umfassende Testung grol3er
Bevolkerungsteile zu ermdglichen. Bei einem Testverfahren, das mit einem grof3en zeitlichen,
personellen und finanziellen Aufwand verbunden ist, wie es bei der Polysomnographie der Fall
ist, steht aulBer Frage, dass Diagnostik nur bei einem konkreten Verdacht und Beschwerden
durchgefuhrt wird. Dies ist in dem Fall angemessen, hat aber zur Folge, dass das OSAS
insgesamt vermutlich deutlich unterdiagnostiziert ist und entsprechend grol3e Anteile des
Patientenkollektivs dadurch unter einem unnétig erhohten kardiovaskularen Risiko leiden.©
Eine einfache morgendliche Blutabnahme kdnnte dagegen relativ einfach in den Katalog einer
standardisierten Vorsorgediagnostik im Sinne einer Sekundarpravention aufgenommen
werden. Dies kdnnte eine Chance sein, viele Patienten zu diagnostizieren, die entweder aus
Grinden mangelnden Bewusstseins ihrer Symptomatik bisher nicht erfasst wurden oder bisher
skeptisch gegeniiber einer relativ zeitaufwendigen Diagnostik waren, die zum Teil einen
Krankenhausaufenthalt beinhaltet, und diese daher nicht wahrgenommen haben. Ebenso
konnte dies eventuell zu einem deutlichen Anstieg an Diagnosen bei weiblichen oder jlingeren

Patienten fuhren, die generell moglicherweise nicht dem klassisch erwarteten OSAS-
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Patientenkollektiv entsprechen und daher aufgrund eines gegebenenfalls vorhandenen Bias
des Behandlers nicht direkt als potenzielle Patienten erkannt werden.

Problem und Chance zugleich ist in diesem Fall der akute Charakter der miRNA-Messung.
Unsere Studie lasst keinerlei Riickschlusse tber die langfristige Entwicklung der betrachteten
mMiRNA-Konzentrationen zu, sondern beruht im Gegenteil auf der Volatilitat und Dynamik der
kurzfristigen Veranderungen als Reaktion auf akute Zustdnde. Eine genaue Haltbarkeit der
entsprechenden miRNA-Molekiile lasst sich bisher nur schwer voraussagen. In friilhen Studien
von Mitchell et al. wurde in vitro die Haltbarkeit von endogenen miRNAs untersucht, wobei sie
festgestellt haben, dass diese Uber 24 h und zum Teil bis zu vier Tage relativ stabil waren,
woraus sie ableiten konnten, dass die korpereigenen miRNAs durch verschiedene
Mechanismen vor dem Abbau durch RNasen geschiitzt sein miissen.>® Es ist allerdings davon
auszugehen, dass in vivo ein gré3erer Umsatz vorliegt und sich die Zusammensetzung der
Gesamtheit zirkulierender miRNAs zlgiger verdndert und anpasst. Der Schutz gegenuber
korpereigenen RNasen liegt zwar auch in vivo vor, allerdings kommt es hier zu einer erneuten
Aufnahme von miRNAs in die Zellen, wodurch Konzentrationen zusatzlich veréandert werden
konnten.® Die Arbeitsgruppe um Eichhorn et al. hat in ihren Untersuchungen festgestellt, dass
die Ausschittung von miR-21, miR-26 und miR-126 nach einer Apnoephase sehr schnell stark
ansteigt und bereits nach 30 Minuten ihr Maximum erreicht.> Eine andere Arbeitsgruppe um
Tiedt et al. hat verschiedene miRNAs auf ihre Tauglichkeit als akuten Biomarker eines akuten
Apoplex untersucht und hat in diesem Rahmen fur miR-143-3p einen maximalen Anstieg der
Expression nach 2,3 h festgestellt. Fir miR-125b-5p lag dieser bei 4,5 h und fir miR-125a-5p
bei 6,5 h nach Symptombeginn.?? Wie sich miR-145 im zeitlichen Verlauf genau verandert, gilt
es zu untersuchen, aber es ist vorstellbar, dass bei miR-145 ein ahnliches Zeitfenster
darstellbar ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie suggerieren dies auf jeden Fall.

Dies macht es mdglich, durch eine morgendliche Messung ein relativ exaktes Bild beziglich
der OSAS-Symptomatik in der vorangegangenen Nacht zu ermitteln, was beispielsweise auch
vorteilhaft ware, um kurzfristig Behandlungserfolge oder -strategien zu Uberprifen. Die
Nutzung von miRNA-Biomarkern konnte es in diesem Fall mdglich machen, die Wirksamkeit
von Behandlungen oder den Grad der Wirksamkeit der Behandlungen direkt quantitativ zu
Uberprifen, was eine deutlich schnellere und zielgerichtete Anpassung von der Behandlung
und den Behandlungsstrategien ermoglichen konnte.

Auf der anderen Seite konnte dieser akute, kurzfristige Charakter der Messergebnisse
natlrlich auch eine erhebliche Fehlerquelle einer solchen Diagnostik darstellen, da singular
eine einzelne Nacht beleuchtet wird. Dadurch kénnte sich ein bestehendes OSAS aufgrund
von mangelndem Schlaf, ungewéhnlichen Schlafpositionen oder &hnlichen Einzelfaktoren in
der entsprechenden Nacht méglicherweise nicht in der eigentlich zu erwartenden miRNA-

Konzentrationsveranderung niederschlagen, wodurch die OSAS-Grundproblematik
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Uibersehen werden kénnte. Hier gilt es weiterhin zu untersuchen, ab welcher Schlafdauer bzw.
Symptomstérke sich messbare Veranderungen darstellen, um hier genauer die Méglichkeiten
und Grenzen der Diagnostik auszuleuchten.

Es lassen sich insgesamt keinerlei Schliisse Uber langfristige Vorgange ziehen, da zumindest
unsere Studie aufgrund ihres Pilot-Charakters dazu keine Daten liefert. Ob es durch eine
andauernde OSAS-Symptomatik auch zu einer dauerhaften Verschiebung oder Veranderung
von miRNA-Signatures oder -Konzentrationen kommt, musste in weiterfilhrenden Studien
untersucht werden. Auch diese Frage birgt gro3es Potenzial und kdnnte zu weiteren
interessanten Anwendungsmoglichkeiten fihren und das Verstdndnis der OSAS-

Pathomechanismen weiter vertiefen.

5.3.4. miRNAs als Prognostische Marker

Neben der potenziellen Nutzung von miRNAs zur unmittelbaren Diagnostik von OSAS steht
auch die Moglichkeit im Raum, diese eher zur Prognosebestimmung bzw. Risikostratifikation
im Hinblick auf eine Erhdhung des kardiovaskuléaren Risikos bei OSAS-Patienten zu nutzen.
Prominent und vielzitiert ist hier die HUNT-Studie der Arbeitsgruppe um Bye et al. Dort wurde
die Frage untersucht, inwieweit zirkulierende miRNAs letale kardiovaskulare Endpunkte,
namentlich Myokardinfarkte vorhersagen kdnnten. Als Ergebnis konnte festgestellt werden,
dass insbesondere die Kombination aus funf spezifischen miRNAs, namentlich miR-106a-5p,
miR-424-5p, let-7g-5p, miR-144-3p und miR-660-5p zu 77,6% eine korrekte
Risikoklassifizierung der Probanden ermdglicht hat und damit fur einen Zeitraum von 10
Jahren relativ zuverlassig Myokardinfarkte vorhersagen konnte.%

Vergangene Studien konnten auch speziell miR-145 bereits als signifikanten prognostischen
Marker kardiovaskuldrer Pathologien identifizieren. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass die Konzentration zirkulierender miR-145 funf Tage nach einem akuten Myokardinfarkt
ein signifikanter und unabhangiger Pradiktor der Langzeitmortalitat der Patienten war.%* Eine
weitere Studie, die &hnliche Zusammenhdnge darstellen konnte, stammt von der
Arbeitsgruppe um Gao et al. Hier wurden verschiedene Patienten mit unterschiedlichen
Ausmallen koronarer Verschliisse untersucht. Auch dort war nicht nur ein signifikanter
Unterschied der miR-145-Konzentration zwischen KHK-Patienten und kardiologisch gesunden
Patienten feststellbar, sondern es gab auch eine deutliche negative Assoziation zwischen
Schweregrad der KHK und der miR-145-Konzentration. Auch diese Studie gab daher Anlass
fur die These, dass sich aus der Hohe der miR-145-Konzentration zumindest Aussagen Uber
mogliche Entwicklungs- und Progressionstendenzen kardialer Pathologien ableiten lassen.%®

Dies Beobachtungen wirden insgesamt bedeuten, dass eine weitere potenzielle Anwendung
der Ergebnisse unserer Studie in der Anwendung von miR-145 als prognostischer Biomarker
bestehen kénnte. Hier wirde nicht so sehr eine Diagnostik von OSAS im Vordergrund stehen,

sondern eher die Frage, in welchem MalRe durch OSAS und gegebenenfalls auch durch
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andere Faktoren ein erhthtes kardiovaskulares Risiko vorliegt. Hier gibt es zwar auch bereits
einige Marker, aber miR-145 konnte besonders im Hinblick auf OSAS madglicherweise eine
sinnvolle Erganzung darstellen. Eventuell koénnte dieser Faktor des Grades der
kardiovaskularen Gefahrdung dann auch viel starker als bisher in die Entscheidung zu
verschiedenen therapeutischen Optionen fur OSAS mit einflieBen. So kdnnten beispielsweise
invasivere Eingriffe auch bei geringer OSAS-Symptomatik, aufgrund eines erhdhten
kardiovaskularen Risikos eher gerechtfertigt werden oder andererseits koénnte man
wissenschaftlich begrinden, weshalb ein vorsichtiges und konservatives Vorgehen zur
Therapie ausreicht, zumindest solange die individuelle Symptomatik des jeweiligen Patienten
dies zul&sst.

5.4. Moglichkeit der therapeutischen Anwendung von miR-145

Eine weitere potenzielle zukiinftige Anwendungsmaoglichkeit bezieht sich auf die Aussicht einer
therapeutischen Nutzbarkeit von miR-145. Hosen et al. beschaftigen sich ausfuhrlich mit der
Moglichkeit der Nutzung von miRNAs im therapeutischen Kontext von kardiovaskularen
Erkrankungen und propagieren eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen, wie miRNAs
hier zum Einsatz kommen kénnten. Zur Inhibition bestimmter miRNAs kénnten Oligonukleotide
genutzt werden, entweder in Form von synthetischen Antisense-Oligonukleotiden, die als
AntagomiR die jeweiligen miRNAs blockieren, oder in Form von short interfering RNAs
(siRNAs), die ebenfalls eine Inhibition der miRNAs vermitteln kdnnen, indem sie RNA Duplexe
bilden.®® Andererseits kann natirlich eine verstarkte Expression bestimmter miRNAs
therapeutisch sinnvoll sein. Auch hier kommen wiederum verschiedene Mechanismen in
Betracht. Zum Beispiel existiert die Mdglichkeit der Nutzung sogenannter miRNA-Mimics, die
die Konzentration endogener miRNAs kunstlich erhéhen. Weiterhin gibt es Ansatze der
miRNA-Einschleusung tber Adenoviren.*®

Das groR3e Potenzial zeigt sich in einer Studie der Arbeitsgruppe um Xu et al., die in Ratten mit
Myokardinfarkt mithilfe von Lentiviren eine Uberexpression von miR-145 bewirkt haben und
dadurch eine verbesserte kardiale Funktion, verringertes Narbengewebe sowie eine
verminderte Zahl infarktinduzierter Apoptosen bewirken konnten.®” In einer sehr &hnlichen
Studie wurde in einem therapeutischen Ansatz miR-145 Uber Adenoviren in glatte
Muskelzellen atherosklerotischer oder durch Ballonkatheter verletzter Arterien integriert,
wodurch neointimales Wachstum verhindert wurde und die Differenzierung der glatten
vaskularen Muskelzellen gefordert wurde.®® Eine therapeutische und heilungsfordernde Rolle
von miR-145 in diesem Kontext wurde durch weitere Untersuchungen zusétzlich belegt, in
denen man mithilfe eines miR-145-Antagomirs  jeweils kurz vor und nach einem
Myokardinfarkt die miR-145-Wirkung antagonisiert hat, was zu einer verstarkten

Narbenbildung gefiihrt hat.%
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Viele der Studien in diesem Bereich suggerieren, dass die therapeutische Nutzung von
miRNAs durch ihre Uberexpression oder Inhibierung eine groBe Chance darstellt,
nichtsdestotrotz sind in diesem Bereich noch einige Fragen ungeklart, die in weiteren Studien

weitergehend untersucht werden sollten.

5.5. Fehler oder Probleme der Analyse

Die Ergebnisse unserer Studie sind zum Teil nicht ganz eindeutig und kénnen nicht in allen
Fallen als signifikant gesehen werden. Dies ist zu einem gewissen Anteil auch durch einige
formale Limitierungen im Studienaufbau und grundsatzliche Schwierigkeiten in der miRNA-
Analyse bedingt.

Wenn man die Limitierungen der durchgefiihrten Studie betrachtet, fallt natlrlich zunachst die
relativ geringe Fallzahl auf, die mal3geblich durch den Pilot-Charakter dieser Studie bedingt
ist. Die Fallzahlen unterscheiden sich bei den einzelnen miRNAs aufgrund zum Teil fehlender
Detektierbarkeit der entsprechenden miRNA-Molekile in einzelnen Blutproben. Daher
rangieren die n-Werte zwischen 4 und 17, wenngleich urspriinglich Blutproben von insgesamt
22 Patienten gesammelt und eingeschlossen wurden. Die Ergebnisse miissen daher auch vor
diesem Hintergrund der geringen Fallzahl interpretiert werden. Um genauere Aussagen zu
treffen, ist es notig, die Studie fortzufihren, weiter entsprechende Daten zu sammeln und
beobachtete Tendenzen damit zu bestatigen oder auch um diese endguiltig zu verwerfen. Dass
sich bei miR-145 bereits bei dieser relativ geringen Probandenzahl ein signifikantes Ergebnis
im Pra-Post-Vergleich im Hinblick auf die Nacht gezeigt hat, lasst den Schluss zu, dass hier
mit relativ groBer Wahrscheinlichkeit eine Korrelation vorliegt. Die anderen miRNAs sollten als
potenzielle Biomarker oder Vermittler allerdings auch in zukinftigen Studien mdglichst erneut
eingeschlossen werden, um eine gegebenenfalls doch vorhandene Korrelation mit grof3eren
Fallzahlen erneut zu prifen.’

Eine weitere Limitierung dieser Studie liegt im fehlenden Vergleich zur gesunden
Gesamtbevélkerung begriindet. Auch dies konnte aufgrund des Pilot-Charakters der Studie in
diesem Rahmen noch nicht umgesetzt werden, sollte aber in zukinftigen Studien ebenfalls
weitergehend gepriift werden. Hier gilt es auszuschlieRen, dass die beobachteten Effekte
moglicherweise auf allgemeinen physiologischen oder aber anderen unbekannten
pathologischen Prozessen in der Nacht beruhen, die auch bei gesunden Probanden mit
unauffalligen AHI-Werten messbar sind.

Diese Studie lie3e sich gegebenenfalls aulderdem optimieren, indem man eine einheitlichere
Studienkohorte gewdhlt hatte. In diesem Fall lagen die AHI-Werte der einzelnen Probanden
sehr weit auseinander, was einer Interpretation der Ergebnisse etwas schwieriger macht. Eine
weitergehende Differenzierung der Patienten im Hinblick auf den Schweregrad ihres OSAS
koénnte hier Abhilfe schaffen. Zum Teil weisen die Patienten ebenfalls nur sehr geringe AHI-

Werte auf, was die Ergebnisse mdglicherweise leicht verfremden konnte.
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Weiterhin problematisch und in zukinftigen Studien zu optimieren, ware die zeitliche
Konsistenz der zweiten Blutabnahme, die morgens durchgefihrt wurde. Durch die praktischen
Bedingungen im Klinikalltag war es hier nicht mdglich, die Zeitabstinde zwischen dem
Aufwachen des Patienten und der Blutabnahme komplett gleich zu gestalten. Um eine noch
bessere Vergleichbarkeit zu schaffen, lage hier daher moglicherweise ein Ansatzpunkt fir eine
Optimierung in den weiterfihrenden Untersuchungen.

Weitere mdgliche Probleme bzw. Limitierungen der Studie liegen im Bereich der
Probenverarbeitung und miRNA-Analyse per Microarray und gPCR, die in diesem Rahmen
einige typische Probleme mit sich bringen. Problematisch am Aspekt der Probenverarbeitung
ist vor allem die Gefahr der zellularen Kontamination durch unvollstdndige Phasentrennung
oder eine Verunreinigung der Probe durch zellulare miRNAs aus hamolysierten Erythrozyten
oder aus zerstorten Thrombozyten.* Die von uns angewendete dreifache Zentrifugation dient
der Vermeidung einer solchen Kontamination.

Bei unserer Analyse hat sich als wiederholt problematisch vor allem eine mangelhafte
Detektierbarkeit verschiedener miRNAs gezeigt. Dies war besonders bei miR-505 und miR-
133a der Fall, was bei diesen miRNAs zu sehr niedrigen Fallzahlen und einer dadurch
erheblich eingeschrankten Aussagefahigkeit unserer Ergebnisse gefuhrt hat. Das zugrunde
liegende Problem konnte hier nicht eindeutig identifiziert werden, hangt aber mdglicherweise
vor allem mit dem Prozess der RNA-Isolation bzw. bereits der Probenaufarbeitung zusammen.
Des Weiteren ist die Vergleichbarkeit bei miRNA-Analysen im Allgemeinen dadurch erschwert,
dass es keine universalen, standardisierte RNA zur Normalisierung gibt.>” In diesem Fall
haben wir Cel-miR-39 verwendet, die im menschlichen Organismus physiologisch nicht
vorkommt.®® Cel-Mir-39 wurde im Vorfeld der RNA-Isolation vor der gPCR dem
Reaktionsgemisch in bekannter Menge hinzugeflugt. Dies hat es uns bei der Quantifizierung
der miRNAs ermoglicht, Variabilitat und Schwankungen der Isolations- und Analysetechniken
zu einem gewissen Maflie herauszurechnen und auszugleichen. Unterschiede in der Qualitat
bzw. Effizienz der miRNA-Extraktion lassen sich mit dieser Methode allerdings nicht
aufdecken.®” Um eine bessere Vergleichbarkeit auf allen Ebenen zu erreichen, fehlen
allgemein akzeptierte Methoden und Standards beziglich der Normalisierung, die eine
bessere Belastbarkeit der Ergebnisse schaffen konnten.

Trotz dieser Probleme geben die signifikanten Ergebnisse dieser Studie insgesamt Anlass
dazu, weitere Studien zu den Zusammenhéngen von verschiedenen miRNAs und OSAS
durchzufiuihren. Potenziell bietet dieses Forschungsgebiet eine Vielzahl an vielversprechenden
Anwendungsmdglichkeiten und kénnte in Zukunft sowohl in der Kardiologie als auch in der

Schlafmedizin eine grof3e Rolle spielen.
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7. Anhang

7.1. Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1 - Relative miRNA-Quantifizierung, Microarray der Patientenproben 4)-8). (in
Anlehnung an Goody et al. 2022)’ 30
Abbildung 2 - gPCR-Ergebnisse von miR-127. A: Individuelle nachtliche Veranderungen der
Ct-Werte. B: Relative miRNA-Expression + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). (in
Anlehnung an Goody et al. 2022)’ 31
Abbildung 3 - gPCR-Ergebnisse von miR-133a. A: Individuelle nachtliche Veranderungen der
Ct-Werte. B: Relative miRNA-Expression + SEM. (in Anlehnung an Goody et al. 2022)’
32
Abbildung 4 - gPCR-Ergebnisse von miR-145. A: Individuelle nachtliche Veranderungen der
Ct-Werte. B: Relative miRNA-Expression = SEM. (in Anlehnung an Goody et al. 2022)’
33
Abbildung 5 - gPCR-Ergebnisse von miR-181a. A: Individuelle nachtliche Veranderungen der
Ct-Werte. B: Relative miRNA-Expression + SEM. (in Anlehnung an Goody et al. 2022)’
34
Abbildung 6 - gPCR-Ergebnisse von miR-505. A: Individuelle nachtliche Veranderungen der
Ct-Werte. B: Relative miRNA-Expression + SEM. (in Anlehnung an Goody et al. 2022)’
35
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8.  Vorabveroffentlichung von Ergebnissen

Die Ergebnisse der Dissertation wurden vorab, in Absprache mit der Betreuerin, als Artikel in
der wissenschaftlichen Zeitschrift PLOS ONE verdffentlicht:

Goody PR, Nachtsheim L, Hosen MR, et al. Analysis of nocturnal, hypoxia-induced miRNAs
in sleep apnea patients. PLOS ONE 2022; 17: e0263747.
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