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1 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss der OSA auf das Expressionsprofil von
IncRNAs und die daraus folgende Bedeutung fiir das kardiovaskuldre Risiko aufzudecken.
Hierfiir wurde die am stérksten regulierte IncCRNA untersucht. Die Ergebnisse umfassen 22
Proben von OSA-Patienten. Das Studiendesign sah eine Blutabnahme am Abend und am
darauffolgenden Morgen bei diesen Patienten vor. Diese Nacht wurde polysomnografisch
uberwacht, um den AHI zu ermitteln und den Schweregrad der OSA zu bestimmen. Das Plasma
von vier Proben wurde einer Transkriptomanalyse mittels paired-end RNA sequencing
unterzogen, um die am stéarksten regulierte INCRNA zu ermitteln. Diese wurde fir die weitere
Analyse  ausgewdhlt. Im  Anschluss  erfolgte eine  quantitative  IncCRNA-
Konzentrationshestimmung aller Proben Uber eine Messung mit Hilfe einer gPCR-Analyse.
Zusatzlich wurde die ausgewéhlte INcRNA MRPL20-AS1 in einem Zellmodell untersucht, um
die Ergebnisse in vitro zu verifizieren. Dabei wurden HCAECs Hypoxie ausgesetzt und die

Expression von MRPL20-AS1 gemessen.

Es konnte festgestellt werden, dass sich die Expression von MRPL20-AS1 bei Schlafapnoe-
Patienten Uber Nacht verringerte. Die Abnahme der Expression korrelierte mit dem
Schweregrad der obstruktiven Schlafapnoe, beurteilt anhand des tber Nacht gemessenen AHI.

Auch im Zellversuch konnte eine verringerte Expression unter Hypoxie gemessen werden.

Aus den Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass die OSA das Expressionsprofil von INCRNAs
beeinflusst. Daraus ergibt sich moglicherweise ein erklarender Ansatz fir das erhohte
kardiovaskuldare Risiko von OSA-Patienten. Ein Vergleich mit einer gesunden
Gesamtbevolkerung ist dafiir noch ausstehend, der in der vorliegenden Studie aufgrund ihres
Pilot-Charakters nicht erfolgen konnte. Die Ergebnisse konnen aber als Hinweis auf ein

diagnostisches und therapeutisches Potential der IncCRNAs bei OSA-Patienten dienen.



2 Einleitung

2.1 Zielsetzung der Studie

In der Leitlinie zu schlafbezogenen Atemwegsstorungen wird von einem erhéhten
kardiovaskuldren Risiko durch Assoziationen der obstruktiven Schlafapnoe (OSA) mit der
koronaren Herzkrankheit, arterieller Hypertonie und dem Vorhofflimmern berichtet. Ein
Zusammenhang mit weiteren Erkrankungen, wie z.B. der Atherosklerose gilt als

wahrscheinlich.!

Endothelzellen sind das Bindeglied zwischen OSAS und der Entwicklung kardiovaskul&rer
Krankheiten, da ihre Funktion stark durch das OSAS beeinflusst wird und sie eine

Schliisselrolle bei der atherosklerotischen Plaqueentwicklung spielen.?

Long non-coding RNAs (IncRNAs) werden in diesem Zusammenhang erst seit kurzem
erforscht.® Deshalb war das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss des OSAS auf die
Freisetzung der InNcRNAs und der folgenden Schéadigung der Endothelzellen aufzudecken. Die
Hypothese lautet, dass sich das Expressionsmuster von INcRNAs bei OSA-Patienten tiber Nacht
verandert und dies Einfluss auf die Funktion der Gefallendothelzellen hat.

2.2 Obstruktives Schlafapnoesyndrom

2.2.1 Definition und Klassifikation

Das obstruktive Schlafapnoesyndrom ist eine weit verbreitete Erkrankung, die durch
wiederholte Atmungsstorungen wahrend des Schlafes gekennzeichnet ist. Dabei l&sst sich
aufgrund eines Kollapses der oberen Atemwege ein reduzierter (Hypopnoe) oder vollstandig
(Apnoe) verminderter Atemwegsfluss feststellen. Bei einer Apnoephase ist der Atemfluss fur
mindestens 10 Sekunden um >90% gegenliber dem Ausgangswert reduziert. Eine
Hypopnoephase liegt definitionsgemaRl vor, wenn der Atemfluss fur mindestens 10 Sekunden
um > 30% reduziert ist in Kombination mit einer Weckreaktion (Arousal) oder einem Abfall

der arteriellen Sauerstoffsattigung um mindestens 4%.*

Der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) misst die Anzahl der Apnoe- oder Hypopnoephasen pro
Stunde Schlaf und dient zur Einteilung des obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms (OSAS) in drei

Schweregrade (Tabelle 1). Definitionsgemald liegt ein obstruktives Schlafapnoesyndrom
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(OSAS) vor, wenn der AHI > 5 ist und tagsiiber Symptome bestehen oder wenn der AHI > 15
ist, unabhéngig von Symptomen.®

Tabelle 1: Schweregradeinteilung des OSAS gemaR der ICSD-3°

AHI Schweregrad des OSAS
<5/h normal

5-15/h leicht

15-30/h mittelschwer
>30/h schwer

Das OSAS fihrt zu typischen Symptomen wie Tagesmudigkeit, Konzentrationsschwéche und
nicht erholsamem Schlaf. Darlber hinaus ist das Risiko fir kardiovaskulére Erkrankungen bei

Patienten, die an einem OSAS leiden, deutlich erhéht.?

2.2.2 Epidemiologie

Das obstruktive Schlafapnoesyndrom ist mit (ber 85% die héufigste atemabhangige
Schlafstorung.® Weltweit wird die Inzidenz mit 3-7% bei erwachsenen Mannern und 2-5% bei
erwachsenen Frauen angegeben.” In der Wisconsin Sleep Cohort Study aus dem Jahr 1993
wurde eine Pravalenz von 24% bei Ménnern und 9% bei Frauen in der Altersgruppe von 30 bis
60 Jahren festgestellt. Ein mittelschweres und schweres OSAS wurde bei 9% der Mannern und
4% der Frauen gefunden.® In den folgenden 18 Jahren konnte die Studie eine Zunahme des
OSAS registrieren (Tabelle 2). Dies wird u.a. mit der Zunahme der Adipositas, einem wichtigen
Risikofaktor, in Zusammenhang gebracht. Bei den 30- bis 70-Jahrigen wiesen 34% der Manner
und 17% der Frauen ein leichtes OSAS auf. Ein mittelschweres oder schweres OSAS wurde
bei 13% der Ménner und 6% der Frauen festgestellt. Vergleicht man diese Daten, so ergibt sich
eine Geschlechts- und Altersabhangigkeit der Pravalenz und eine Zunahme von 14 - 55%.° Es
ist zu beobachten, dass Manner mittleren bis htheren Alters 2- bis 3-mal hdufiger betroffen sind
als Frauen. Bei Ménnern im Alter von 30 bis 49 Jahren liegt die Prévalenz eines mindestens
mittelschweren OSAS bei 10%, bei Frauen der gleichen Altersgruppe bei 3%. Ménner zwischen

50 und 70 Jahren haben eine Pravalenz von 17%, Frauen von 9%.

Tabelle 2: Entwicklung der geschlechterspezifischen Pravalenz der OSA

Jahr Manner Frauen
1993 24% 9%
2011 34% 17%
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2.2.3 Ursachen und Risikofaktoren

Beim OSAS handelt es sich um eine Stérung der Atemregulation, bei der eine anatomische
Verengung oder ein Kollaps der oberen Atemwege eine zentrale Rolle spielt.° VergréRerungen
der Zunge oder der Tonsillen sowie verengte Nasenwege verringern den anatomischen
Querschnitt, Flussigkeits- und Fetteinlagerungen im Halsbereich erhdhen den Gewebedruck.
Die Folge ist ein erhohter transmuraler Druck, der beim Einatmen zum Kollaps der oberen

Atemwege fuhrt.

Im Wachzustand kompensiert die pharyngeale Muskulatur die obstruierenden Kréfte und
stabilisiert die Atmung. Im Schlaf nimmt der Muskeltonus der Atemwegsdilatatoren ab und die
Aktivierung der Pharynx- und Zwerchfellmuskulatur ist nicht optimal synchronisiert. Die Folge
ist ein intermittierendes teilweises oder vollstandiges Kollabieren der oberen Atemwege. Durch
die erhthte Atemanstrengung, den Anstieg des arteriellen Kohlendioxidpartialdrucks und den

Abfall des Sauerstoffpartialdrucks kommt es zu Weckreaktionen.

Schlafbeginn

v

Muskeltonus 1
Atemwegsquerschnitt |
Atemwegswiderstand |

¢ Erneutes A
Finschlafen pnoe

O, im Blut |
Wiederaufnahme Cé o B;l T
der Atmun ®e 2 rencn
er g . Atemanstrengung T
~ e

Weckreaktion

Abbildung 1: nachtlicher Zyklus der obstruktiven Schlafapnoe

Neben den anatomischen Faktoren konnen bei vielen Patienten auch weitere, sogenannte
,,hicht-anatomische* Faktoren in unterschiedlichem Ausmal ein OSAS beeinflussen. Dazu
gehdren eine beeintrachtigte Funktion der oberen Atemwegsdilatatoren wéhrend des Schlafes?®,
ein niedriger Schwellenwert fir respiratorische Arousals?* und eine instabile Atemkontrolle

(,,high loop gain*)*®.

Risikofaktoren fur das OSAS sind Zusténde, die den pharyngealen Atemweg einengen. Zu den
priméren Risikofaktoren fur die Entwicklung eines OSAS gehoren neben Adipositas, welcher
12



den groRten Einfluss liefert, mannliches Geschlecht, hoheres Alter (> 65 Jahre), ethnische
Zugehorigkeit, kraniofaziale Anomalien, Menopause, erhohter Alkoholkonsum und
Nikotinabusus.’-1° Es wird geschatzt, dass 70% aller Patienten mit OSAS davon betroffen sind.
Umgekehrt leiden etwa 40% der Patienten mit einem BMI > 30 an dieser Erkrankung.?® Daten

aus verschiedenen Studien weisen zudem auf eine genetische Pradisposition hin.?%?2

2.2.4 Therapie

Die Therapie des OSAS wird derzeit allen Patienten mit einem AHI > 15/h oder einem AHI
zwischen 5-15/h in Kombination mit Symptomen wie Tagesmudigkeit, Abgeschlagenheit,
Wahrnehmungsstorungen, Konzentrationsstorungen oder begleitenden kardiovaskuldren
Erkrankungen empfohlen.? Die Therapieoptionen umfassen zum einen operative Verfahren,
wie die Uvulopalatopharyngoplastik (UPPP), die maxillomandibulére VVorverlagerung oder die
Hypoglossusnervstimulation, zum  anderen  konservative  Verfahren wie  die
Uberdruckbeatmung, die Anwendung oraler Apparaturen oder die Anderung des Lebensstils.
Zur Evaluation des Therapieerfolgs werden Indikatoren wie AHI, Compliance,
Patientenzufriedenheit, Grad der Tagesmdudigkeit, gemessen mit der ,,Epworth Sleepiness
Scale* (ESS)* oder dem ,,multiple wakefulness test“?, untersucht.

Die Standardtherapie des OSAS, insbesondere bei mittelschwerer bis schwerer Auspragung, ist
die kontinuierliche Uberdruckbeatmung (,,continous positive airway pressure®, CPAP) Uber
eine Nasen-, Mund-, oder Nasen-Mund-Maske.?® Bei regelmaRiger Anwendung kann dies zu
einer Verbesserung der Tagesmiidigkeit und Lebensqualitit?’, einer Verbesserung der

kardiovaskularen Gesundheit?®=2° und einer Verminderung des AHI? fiihren.

Eine weitere Therapieoption ist die Verwendung von oralen Schienen. Sie werden von der
American Academy of Sleep Medicine (AASM) fur Patienten mit leichtem bis mittelschwerem
OSAS empfohlen, wenn diese eine CPAP-Therapie ablehnen.® Bissschienen werden von den
meisten Patienten gegentber einer CPAP-Therapie oder operativen Verfahren bevorzugt, die
Therapieadharenz ist mit 40 bis 80% deutlich besser als bei der CPAP-Therapie.®? Hinsichtlich
der Blutdrucksenkung kann die Schienentherapie ahnlich gute Ergebnisse wie die CPAP-
Therapie erzielen.®® Insbesondere bei mittelschwerem bis schwerem OSAS ist jedoch die

CPAP-Therapie hinsichtlich AHI, Arousal-Index und Sauerstoffentsattigung effektiver.®*

Die etablierteste chirurgische Intervention ist die UPPP, bei der Weichgewebe des hinteren
Pharynx, des weichen Gaumens, eines Teils der Uvula und der Tonsillen entfernt wird, um den
oropharyngealen Raum in transversaler und sagittaler Richtung zu erweitern.® In einer

randomisierten kontrollierten klinischen Studie aus dem Jahr 2016 konnte gezeigt werden, dass
13



der AHI bei > 90% der operierten Patienten durch die UPPP reduziert werden konnte.® Ein
weiteres operatives Verfahren zur Therapie des OSAS ist die maxillo-mandibulére
Vorverlagerung (maxillo-mandibular advancement, MMA). GemaR der S3-Leitlinie wird die
MMA bei anatomischen Befunden, wie hyperplastischem Unterkiefer und engem
Gesichtsschadel empfohlen. Insbesondere bei Patienten, bei denen andere Therapien (CPAP,
Unterkieferprotrusionsschienen) nicht méglich sind oder nicht toleriert werden, kann die MMA

zum gewinschten Erfolg fihren.

Eine neue chirurgische Methode zur Behandlung des OSAS ist die selektive elektrische
Stimulation des Nervus hypoglossus, der den wichtigsten Atemwegsoffner, den M.
genioglossus, innerviert. Ziel ist es, die insuffiziente Tonisierung der Pharynxmuskulatur
wéhrend des Schlafes wiederherzustellen. In einer grofRen multizentrischen Studie mit 508
Patienten konnte 12 Monate nach Implantation eine Reduktion des durchschnittlichen AHI von
36/h auf 10/h festgestellt werden.®® Es zeigten sich anhaltende Effekte hinsichtlich der
Reduktion respiratorischer Ereignisse bei mittelschwerem bis schwerem OSAS. Auch die
Therapieadhdrenz war sehr hoch. Insgesamt konnte eine signifikante Verbesserung der

gesundheitsbezogenen Lebensqualitét festgestellt werden.

2.2.5 Kardiovaskulares Risiko von OSAS-Patienten

Das OSAS ist ein unabhangiger Risikofaktor fiir die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie
und weiterer kardiovaskularer Erkrankungen, wie Herzinsuffizienz, koronarer Herzkrankheit,
Myokardinfarkt oder Herzrhythmusstérungen.®~#° Die Wisconsin Sleep Cohort Study konnte
unabhéngig von anderen Risikofaktoren (Geschlecht, Alter, BMI) einen linearen Anstieg des
Blutdrucks mit zunehmendem Schweregrad des OSAS nachweisen.*! Das erhohte Risiko fiir
kardiovaskulare Erkrankungen bei Patienten mit OSAS ist vermutlich auf den bei OSAS hdufig
vorliegenden Bluthochdruck zuriickzufiihren. Darlber hinaus konnte ein Zusammenhang

zwischen OSAS und Arteriosklerose nachgewiesen werden.*?

Mehrere zusammenhdngende Pathomechanismen tragen zur Hypertonie und zu
kardiovaskul&ren Ereignissen bei Patienten mit OSAS bei (Abbildung 2). In einem Experiment
wurden Menschen periodischen Hypoxien ausgesetzt, wobei ein Anstieg des Blutdrucks und
des HirngefaBwiderstands gemessen wurde.** Dementsprechend treten auch beim OSAS
Hypoxieepisoden durch wiederkehrende Apnoephasen auf, die durch verschiedene vegetative,
h&modynamische und biochemische Veranderungen zum Pathomechanismus der Hypertonie
und der kardiovaskulédren Ereignisse beitragen.?
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Bei Patienten mit OSAS ist die Aktivitat des sympathischen Nervensystems sowohl beim
Schlafen als auch tagsiiber erhoht.** Dies fihrt zu einem erhdhten GefaBwiderstand und
vaskularem Remodeling, was wiederum zum Anstieg des Blutdrucks beitragt.*® Dartiber hinaus
fihrt repetitive Hypoxie auch zu oxidativem Stress mit endothelialer Dysfunktion, einem
frihen Marker fiir Gefalischaden, die klinisch messbaren GefaRerkrankungen vorausgehen. Die
endotheliale Dysfunktion kdnnte daher eine wichtige Ursache fur das erh6hte kardiovaskulare
Risiko bei OSA-Patienten sein.*

Obstruktive Schlafapnoe

Intermittierende Hypoxieepisoden Intrathorakale Druckschwankungen
: Storung des
Sympathikotonus T Endothelllale H?rmonelle vaskulidren
Dysfunktion Verénderungen ) i
Mikromilieus
Arterielle Hypertonie Atherosklerose

Abbildung 2: Pathomechanismus der OSA im Hinblick auf kardiovaskulare Erkrankungen

2.3 Long non-coding RNA

Long non-coding RNA (IncRNA) ist definiert als RNA, die nicht in funktionelle Proteine
translatiert wird und eine Lénge von >200 Nukleotiden aufweist.® Diese sehr weit gefasste
Definition umfasst eine grof3e und sehr heterogene Gruppe von Transkripten, die sich in ihrer

Biogenese und ihrem genomischem Ursprung unterscheiden.

Wahrend der Einfluss kleiner non-coding RNAs wie microRNAs (miRNAs) auf die Regulation
physiologischer und pathologischer Zellfunktionen bereits eingehend untersucht wurde, stehen
Studien zu IncRNAs noch am Anfang.*” Die Anzahl der IncRNA-Gene im menschlichen
Genom wird von der Human GENCODE Statistik auf ca. 16.000 geschéatzt, andere Statistiken

kommen zu Schatzungen von Gber 100.000 Genen.*849

Die genaue Anzahl der funktionellen IncRNAs ist noch nicht bekannt. Es werden jedoch immer
mehr IncRNAs identifiziert, die eine wichtige Rolle in zellularen Prozessen spielen. Viele von

ihnen beeinflussen die Genexpression uber unterschiedliche Mechanismen. Je nach
15



Lokalisation im Zellkern oder im Zytoplasma der Zelle beeinflussen sie die Transkription oder
die post-transkriptionelle Genregulation. So wird z. B. die Transkription benachbarter Gene
durch im Zellkern lokalisierte IncRNAs kontrolliert, aber auch die DNA-Replikation oder die
zellulare Antwort auf DNA-Schéden und deren Reparatur kdnnen durch sie beeinflusst werden.
INcRNAs im Zytoplasma hingegen kénnen mit mRNAs oder miRNAs auf verschiedenen
Wegen interagieren, z.B. beim Splicing, bei der Translation oder in Signalwegen. Einige
INcRNAs fungieren auch als Geriist fiir Proteinkomplexe.®®®! Somit steuern IncRNAs

verschiedene zellulare Funktionen mit zum Teil hoher physiologischer Relevanz (Abbildung

3).

Zellulidre Antwort
auf Stimuli

Regulierung der
Genexpression

Interaktion mit

DNA-Replikation anderen RNAs

Geriist fiir
Proteinkomplexe

Abbildung 3: Funktionen von IncRNAs

Veranderungen ihrer Expression sind mit vielen verschiedenen Pathophysiologien verbunden.
Durch verschiedene Einflisse auf die Genregulation beeinflussen IncRNASs nicht nur die
Zelldifferenzierung und das Zellwachstum, sondern auch die zellulare Antwort auf Stress und
Stimuli und kénnen eine Schlisselrolle bei Nerven-, Muskel-, Herz-Kreislauf-, Lipid-, Blut-

und Immunerkrankungen und damit verbundenen Erkrankungen spielen. -5

Das spezifische Expressionsmuster funktioneller IncRNAs macht sie als potenzielle Biomarker
fir Krankheiten interessant. Daher werden auch Strategien entwickelt, um sie als

Angriffspunkte fur therapeutische Ansétze zu nutzen.

2.3.1 IncRNA im Zusammenhang mit kardiovaskularen Krankheiten

Die Transkriptionsregulation von IncRNAs ist fir jeden Zelltyp und jedes
Entwicklungsstadium spezifisch, kann sich aber auch unter Stress oder pathologischen
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Bedingungen verdndern. Im kardiovaskularen System konnten zahlreiche Studien die
veranderte Regulation bestimmter IncRNAs bei verschiedenen Herzerkrankungen
nachweisen.®®®2 Auch die Beteiligung einiger INcRNAs an der embryonalen und kardialen
Entwicklung konnte gezeigt werden, wie z.B. bei den IncRNAs Fendrr und Braveheart, welche

an der Regulation der normalen Herzfunktion beteiligt sind.5*64

Die pathologische Ursache von Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist in erster Linie die
Atherosklerose. Dabei spielen INcRNAs eine wichtige Rolle. In einer Studie wurden die mit der
koronaren Herzkrankheit assoziierten IncRNAs in atherosklerotischem und nicht-
atherosklerotischem Gewebe gemessen und miteinander verglichen.®® Dabei zeigte sich, dass
die Expression von ANRIL und MIAT in atherosklerotischem Gewebe erhoht war, wahrend die
Expression von MALATL1 verringert war. Aus diesen Ergebnissen schlossen ARSLAN et al. auf
eine Rolle von IncRNAs bei der Entstehung der koronaren Herzkrankheit. Der Einfluss von
MALAT1 auf die Atherosklerose wurde in einem Experiment mit Mdusen weiter untersucht,
wobei festgestellt wurde, dass verminderte Konzentrationen von MALATL in den Leukozyten
des peripheren Blutes die Bildung von atherosklerotischen Lasionen im Aortengewebe der
Méuse verstarkten. Diese Beobachtung wurde ebenfalls mit atherosklerotischen Erkrankungen

beim Menschen in Verbindung gebracht.>®

In einer der ersten Studien zu funktionellen IncRNAs bei Herzhypertrophie konnte das IncRNA-
Cluster Mhrt identifiziert werden.®® Hier wurde bei Méusen eine Transverse Aortic Constriction
(TAC) durchgefuhrt. Dabei konnte festgestellt werden, dass Mhrt dauerhaft herunterreguliert
ist. Die induzierte Uberexpression des InNcRNA-Clusters filhrte in der Folge zu einer reduzierten
Hypertrophie und Fibrose und einer verbesserten Herzfunktion im Vergleich zu TAC-

operierten Mausen ohne reaktiviertes Mhrt.

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass das IncCRNA-Cluster Chast in
hypertrophen Kardiomyozyten hochreguliert ist.>® Durch Silencing von Chast konnte das
hypertrophe Wachstum gestoppt und die Herzfunktion in TAC-operierten Mé&usen erhalten
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Chast bei Patienten mit Aortenstenose
hochreguliert ist. Hier tritt die Hypertrophie als Kompensation der erhdhten Nachlast auf. Dies
deutet auf ein therapeutisches Potential zur Behandlung der kardialen Hypertrophie beim

Menschen hin.

Ein weiteres Beispiel flr eine prohypertrophe IncRNA ist Chaer. Diese ist in der Lage, die
Regulation der Genexpression sehr prazise zu beeinflussen. Chaer-Knockout-Mdause wurden
einer TAC-Operation unterzogen. Daraufhin konnte im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe
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eine reduzierte Herzhypertrophie, Fibrose sowie eine erhaltene Herzfunktion festgestellt
werden.®® Im Gegensatz dazu induzierte die Uberexpression von Chaer ein hypertrophes
Zellwachstum.

Auch beim Herzinfarkt konnte die wichtige Rolle von IncRNAs nachgewiesen werden. So
wurden verschiedene Studien zur IncRNA MIAT durchgefihrt. Erstmals erforscht wurde sie in
einer Studie an einer japanischen Population im Jahr 2006, bei der sechs Einzelnukleotid-
Polymorphismen im MIAT-Genlocus als Risikofaktor flr einen Myokardinfarkt identifiziert
werden konnten.®” Dariiber hinaus wirkt MIAT nach einem Myokardinfarkt pro-fibrotisch im
kardialen Gewebe, wie im Versuch mit Mausen gezeigt werden konnte.®! Durch den Verschluss
der linken absteigenden Koronararterie wurde die Expression von MIAT im angrenzenden
Infarktgewebe der Versuchstiere dauerhaft hochreguliert. Durch die negative Regulierung
verschiedener anti-fibrotischer miRNAs (u.a. miR-24, miR-29, miR-30 und miR-133) flhrt
diese IncRNA zu kardialer Fibrose und hemmt den Gewebeumbau nach einem Infarkt.
Umgekehrt fuhrte der knockdown von MIAT vor einem Infarkt zu einer Verringerung der
InfarktgréRe und Fibrose bei erhaltener Herzfunktion. Dass MIAT in Kardiomyozyten pro-
fibrotisch wirkt, konnte in weiteren Publikationen bestétigt werden. Denn auch die Expression
der anti-fibrotisch wirkenden miR-150 und miR-93 wird durch MIAT gehemmt.®28

Waéhrend eines Herzinfarktes kommt es durch Sauerstoffmangel im Gewebe zum nekrotischen
und apoptotischen Zelltod von Kardiomyozyten. Zahlreiche Studien haben dazu den
regulatorischen Einfluss von IncRNAs untersucht. Beispielsweise waren die IncRNAs Carl und
Mdrl nach einem Infarkt herunterreguliert.®® Eine Uberexpression dieser IncRNAs fiihrte zu
einer Hemmung der pro-apoptotischen miRNAs miR-539 oder miR-361, was zu einer
geringeren InfarktgroRe fihrte. Ahnlich zeigte die INCRNA Ftx anti-apoptotisches Potential
durch die Regulation von miR-29b-1-5p und Bcl212.™

Wie bereits erwéhnt, nehmen IncRNAs eine wichtige Rolle in der Regulation des
pathologischen Zellwachstums von Kardiomyozyten, der Fibrose und der Apoptose in Infarkt-
und hypertrophem Herzgewebe ein. Durch Beeinflussung der Genregulation, Hemmung oder
Aktivierung der Transkription oder direkte Interaktion mit Proteinen oder anderen nicht-
kodierenden RNAs beeinflussen IncRNAs intrazelluldre Signalwege bei einer Reihe von
Herzerkrankungen. Darlber hinaus kénnen IncRNAs auch die interzellulare Kommunikation
beeinflussen, indem sie die parakrine Signaltransduktion modulieren. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass die IncRNA Mirtl an der akuten Entziindungsreaktion nach einem

Myokardinfarkt beteiligt ist.”?> Chronische intermittierende Hypoxie (CIH) ist das
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Hauptmerkmal der OSA und kann bekanntermal(en das kardiale Remodeling nach einem
Myokardinfarkt verstarken. Die hypoxieinduzierte erhohte Expression von Mirtl erleichterte
den zelluldaren Transport des Transkriptionsfaktors NF-xB und die Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1p und TNF-a. Diese erhohte Sekretion wiederum
fihrte zur Apoptose von Kardiomyozyten und zur Infiltration von Makrophagen in das
Infarktgewebe. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen WANG et al. in ihrer Studie aus dem Jahr
2022.7 Hier wurde untersucht, wie das kardiale Remodeling nach einem Myokardinfarkt durch
CIH reguliert wird. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurden 345 IncRNAs fehlreguliert. Mirtl
wurde als wahrscheinlich wichtigster Regulator wahrend des durch CIH verstérkten

Remodelings identifiziert.

2.3.2 IncRNA als Biomarker

InNcRNAs koénnen sowohl die intra- als auch die interzelluldare Kommunikation beeinflussen.
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass INcCRNAs in extrazelluldaren Korperfliissigkeiten
wie Blutplasma oder Urin nachweisbar sind und dynamische Verdnderungen im
Krankheitsverlauf widerspiegeln.”*"® Sie gelangen in Exosomen, extrazellularen Vesikeln oder
in apoptotischen Kérperchen in die Blutbahn.””"® Die Stabilitat im Kreislauf kann aber auch
durch die Assoziation mit Proteinen erreicht werden. Diese Langzeitstabilitat in leicht
zuganglichen Korperfllssigkeiten macht IncRNAs neben der Tatsache, dass sie ein
krankheitsspezifisches Haufigkeitsmuster aufweisen, sehr interessant fir die nicht-invasive

Prognostik und Diagnostik.

Ein bekanntes Beispiel fir eine IncRNA, die als Biomarker fungieren kann, ist die
mitochondrial abgeleitete LIPCAR. lhre Plasmawerte sind mit einem linksventrikulé&ren
Remodeling nach Myokardinfarkt und einem erhohten Risiko fir die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz assoziiert.”® Erhohte zirkulierende LIPCAR-Werte waren auch mit einem
erhodhten Risiko flr kardiovaskularen Tod bei chronischer Herzinsuffizienz verbunden. In einer
2-Jahres-Follow-up-Studie wurde auRerdem festgestellt, dass LIPCAR auch ein unabhéngiger
Risikofaktor fiir diastolische Dysfunktion bei Patienten mit Typ-2-Diabetes ist.” In derselben
Studie wurden auch die anderen IncRNAs MIAT und SENCR mit dem linksventrikuldren
Remodeling in Verbindung gebracht. Daruber hinaus waren die Plasmakonzentrationen der
InNcRNAs LIPCAR und H19 bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit erhoht, insbesondere bei
denen mit begleitender chronischer Herzinsuffizienz.8 Andere Studien identifizierten die

INcRNAs NRON und MHRT als weitere unabhéngige Pradiktoren fir Herzinsuffizienz und
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erhOhte Plasmawerte von ANRIL wurden mit einem erhohten Risiko fiir Restenose in

Verbindung gebracht.8182

Die Moglichkeit, INcCRNAs in extrazelluldren Korperflissigkeiten nachzuweisen, erweitert den
Katalog prognostischer und diagnostischer Biomarker fur Herz-Kreislauf- und andere

Erkrankungen um einen groRen Pool von Molekiilen.”8#3

2.3.3 IncRNA in der Therapie

Aufgrund der gewebespezifischen Expression von IncRNAs und der oft sehr spezifischen
Regulation von Zielgenen stellen IncRNAs potenzielle therapeutische Ansatzpunkte dar. Die
herzspezifische Modulation einiger IncRNAs birgt das Potenzial, die kardiale Dysfunktion zu
verbessern oder pathologische Prozesse bei kardiovaskuldren Erkrankungen zu reduzieren.
Voraussetzung ist, dass die INcRNAs in vivo reguliert werden kdnnen.

Typische Therapeutika wirken als Hemmstoffe. Inhibierte INcRNAs wiederum kénnen zur
Hochregulation von Genen fihren. Das Silencing von RNA-Molekiilen kann mit Hilfe von
sequenzspezifischen Antisense-Oligonukleotiden (ASO) oder RNA-Interferenz-Methoden
(RNAI) durchgefiihrt werden. ASOs sind kurze einzelstrangige Nukleotide, die durch
komplementére Basenpaarung an die Ziel-RNA binden und diese dadurch stilllegen. Bei der
RNAI binden kurze RNA-Molekiile, sogenannte small interfering RNAs (siRNAs), unter
Beteiligung mehrerer Enzymkomplexe an die spezifische Ziel-RNA, wodurch die normale
Funktion der Ziel-RNA ausgeschaltet wird. Die medikamentdse Antisense-Therapie konnte in
klinischen Studien bereits erfolgreich zur Stilllegung von Protein-kodierenden mRNAS
eingesetzt werden, z. B. mit einem bereits auf dem Markt befindlichen Praparat gegen familiére
Hypercholesterindmie (Mipomersen) oder einem Medikament zur Behandlung der Duchenne-
Muskeldystrophie (Eteplirsen).24®" In Abhangigkeit ihrer Funktion befinden sich IncRNAs
jedoch entweder im Zytoplasma oder im Zellkern. Dies muss bei der therapeutischen Strategie
berticksichtigt werden. SIRNAs beispielsweise wirken hauptséchlich im Zytoplasma und sind
daher weniger effektiv gegeniiber INcRNAs im Zellkern.® Die vielversprechendsten ASOs fiir
das medikamentdse Silencing von INcCRNAs sind derzeit GapmeRs. Sie sind in der Lage, in den
Zellkern einzudringen und dort lokalisierte Molekiile zu modulieren.?® Bisher wurden dazu
noch keine klinischen Studien am Menschen durchgefiihrt. Therapeutische Injektionen von
GapmeRs in Mause, die an Bluthochdruck oder Herzinfarkt litten, zeigten jedoch
vielversprechende Ergebnisse.®®%% Die kardiale Gesundheit konnte signifikant verbessert
werden. Dies deutet auf ein grolRes Potenzial der Antisense-Arzneimitteltherapie gegen
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IncRNAs hin. Allerdings kénnten die Oligonukleotide hepatotoxisch sein, weshalb weitere

chemische Modifikationen dieser neuen Medikamentenklasse erforderlich waren.8%:9

2.4 Einfluss des OSAS auf das IncRNA-Profil

Fir diese Studie ist zusétzlich von Interesse, welchen Einfluss das OSAS auf das INcCRNA-Profil
hat. Bei der Schlafapnoe kommt es wahrend der Nacht aufgrund von Atemstillstinden zu
intermittierenden Hypoxien. Diese konnen das Expressionsmuster einiger INCRNAS
beeinflussen, wie zum Beispiel der InCRNA MALAT1. Sie wird in Endothelzellen stark
exprimiert und steht in engem Zusammenhang mit der Endothelfunktion.®3% Es konnte gezeigt
werden, dass ihre Expression in hypoxischen Endothelzellen erhéht ist und sie die Proliferation

der Endothelzellen hemmit.

In der Studie von CHEN et al. wurde der Mechanismus der OSA-bedingten Atherosklerose
untersucht, indem Endothelzellen der menschlichen Umbilikalvene intermittierender Hypoxie
ausgesetzt wurden und die Expression von MALAT1 bestimmt wurde.®® Es wurde gezeigt, dass
MALAT1 eine schltzende Funktion bei der Schadigung von Endothelzellen durch
intermittierende Hypoxie hat. Die intermittierende Hypoxie verschlechterte die Zellgesundheit
und erhohte die Zellapoptose. MALAT1 war in den mit intermittierender Hypoxie behandelten
Endothelzellen signifikant hochreguliert. Ein Knockdown von MALATL1 verstarkte sich die
Zellschéadigung, die wiederum durch Hemmung von miR-142-3p unterdriickt werden konnte.
Zudem konnte gezeigt werden, dass HMGBL1 direkt mit miR-142-3p interagierte und MALAT1
HMGB1 uber miR-142-3p regulierte. In Endothelzellen, die intermittierender Hypoxie
ausgesetzt waren, erzielte MALATL1 seine Wirkung also tber die Regulation von miR-142-3p
und HMGBL1.

In einer friheren Studie dieser Autoren konnte bereits gezeigt werden, dass chronische
intermittierende Hypoxie das Expressionsmuster einiger InNcRNAs verandert.® Ratten wurden
einer intermittierenden Hypoxie ausgesetzt, woraufthin im linksventrikuldren Myokardgewebe
im Vergleich zur Kontrollgruppe 157 IncRNAs hochreguliert und 132 herunterreguliert
wurden.® Dies deutet auf eine Beteiligung verschiedener InNcRNAs an der Pathogenese OSA-

induzierter kardiovaskularer Erkrankungen hin.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellkultivierung
- Human Coronary Artery Endothelial Cells (HCAECs); Artikel-Nr.: C-12221,
PromoCell
- Endothelial Cell Growth Medium MV; Artikel-Nr.: C-22020; PromoCell

3.1.2 RNA-Isolation
- miRNeasy Serum/Plasma Kit; Artikel-Nr.: 217184; Qiagen
- TRIzol Reagenz; Artikel-Nr.: 15596026; Invitrogen
- Chloroform; Artikel-Nr.: C2432-1L; Sigma

3.1.3 RNA-Sequenzierung
- Next Single Cell/Low Input RNA Kit; Artikel-Nr.: E6420; NEB
- Tapestation 4200; Agilent
- Quibit Assay; Thermo Fisher Scientific
- NovaSeq 6000; Ilumina

3.14 gPCR
- Omniscript Reverse Transcription Kit; Artikel-Nr.: 205111; Qiagen
- TagMan Gene Expression Master Mix; Thermo Fisher Scientific
- TagMan probes
o MRPL20-AS1; Artikel-Nr.: 4351372; Assay-ID: Hs05041758 s1
o GAPDH; Artikel-Nr.: 4331182; Assay ID: Hs02786624 g1

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultivierung

Menschliche Koronararterienzellen (human coronary artery endothelial cells, HCAECsS;
Promocell, Heidelberg, Germany, Cat# C-12221) wurden unter Standardbedingungen (37 °C,
5% CO2, 100% relative Luftfeuchtigkeit und Sauerstoffkonzentration entsprechend der
Umgebungsluft) kultiviert. Dazu wurde das Endothelzellndhrmedium MV (Promocell,
Heidelberg, Germany, Cat# C-22020) verwendet.’

22



Um Hypoxie zu simulieren, wurden die HCAECs in einer InvivO2 Hypoxie-Workstation
(Ruskinn) fur 24 Stunden mit 1% bzw. 5% Sauerstoff inkubiert. Die Kontrollzellen wurden mit
einer Sauerstoffkonzentration inkubiert, die der Umgebungsluft entsprach.

3.2.2 Rekrutierung und Probengewinnung

Die Probanden stammten aus einem Pool von Schlafapnoe-Patienten der Hals-, Nasen-,
Ohrenklinik der Uniklinik KoIn. Ein Teil der Proben wurde bereits im Rahmen der Studie
,Nachtliche Konzentrationsverdnderungen zirkulierender microRNA bei Schlafapnoe-
Patienten* von Miriam von Krosigk, die ebenfalls von Frau Dr. Jansen betreut wurde,
gesammelt und aufbereitet. Es wurden Proben von 23 Patienten untersucht. Alle Probanden
verbrachten eine Nacht in der HNO-KIlinik im Rahmen einer Schlafpolygrafie und Propofol-
Schlafendoskopie. Diese Untersuchung war unabhéangig von der vorliegenden Arbeit und diente
ausschlieRlich der klinischen Indikationsstellung. Einschlusskriterium war das Vorliegen oder
der begriindete Verdacht auf ein OSAS, definiert nach der International Classification of Sleep
Disorders-3 (ICSD-3) mit einem AHI >15/h oder einem AHI >5/h in Kombination mit
klinischer Symptomatik. Ausgeschlossen wurden Patienten mit Nierenfunktionsstorungen,
schweren Herzerkrankungen oder Malignomen. Die Patienten wurden zuvor ausfuhrlich
mindlich und schriftlich aufgeklart und willigten ein, wéhrend ihres Klinikaufenthaltes zwei

zusétzliche Blutproben fur diese Studie abzugeben.

Nach schriftlicher Einwilligung erfolgte die erste vendse Blutentnahme abends gegen
20:30 Uhr, die zweite am nachsten Morgen gegen 08:00 Uhr. Es wurden jeweils 19,7 ml Blut

in Form von finf Citratrdhrchen @ 3 ml und einem Serumrdhrchen & 4,7 ml entnommen.

Die Ethikkommission der Universitatsklinik Koéln hat dem Forschungsvorhaben zugestimmt
(19/425).

3.2.3 Probenverarbeitung
Die Isolierung des zellfreien Plasmas erfolgte unmittelbar nach der Blutentnahme und unter
stdndiger Kihlung. Dazu wurden die Proben insgesamt dreimal nach dem folgenden Schema

zentrifugiert:

1. 15 min Zentrifugation bei 4 °C und 3.000 rpm
2. 15 min Zentrifugation bei 4 °C und 2.500 rpm
3. 15 min Zentrifugation bei 4 °C und 2.500 rpm

Zwischen den Zentrifugationszyklen wurden Sediment und Uberstand voneinander getrennt.
Der Uberstand wurde weiterverarbeitet, das Sediment verworfen. Das verbleibende Plasma
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bzw. Serum wurde anschlieRend in 1,5 ml Eppendorf Tubes® bei —80°C eingefroren und bis
zum Transport ins Labor der Molekularen Kardiologie der Uniklinik Bonn im Gefrierschrank

gelagert.

3.2.4 RNA-Isolation

Vor der Weiterverarbeitung des Humanplasmas wurden die Proben im Labor aufgetaut.
AnschlieBend wurde die RNA aus den Blutproben mit dem miRNeasy Serum/Plasma Kit
(Qiagen, Cat# 217184) isoliert.

Die RNA der HCAECs wurde unter Verwendung von Trizol (Invitrogen, Cat# 15596026) und
Chloroform isoliert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieend in Trizol
lysiert. Die RNA wurde mit Chloroform isoliert, mit Isopropanol ausgefallt, zweimal mit
Ethanol gewaschen, getrocknet und in Wasser resuspendiert. Die getrennte Isolierung von
nukledrer und zytoplasmatischer RNA erfolgte unter Verwendung des Kits zur Reinigung von
zytoplasmatischer und nuklearer RNA (Norgen Biotek, Cat. # 37400) gemaR
Herstellerprotokoll. Die Qualitdt und Konzentration der RNA wurde mittels Nanodrop2000
(Thermo Fisher Scientific) bestimmit.

3.2.5 RNA-Sequenzierung

Fur die RNA-Sequenzierung wurden 1 bis 45ng der gesamten RNA fir die
Bibliotheksvorbereitung mit dem Next Single Cell/Low Input RNA Kit (NEB, Cat# E6420)
verwendet, wie vom Hersteller empfohlen, einschlieBlich rRNA-Depletion. Qualitatskontrolle
und Quantifizierung wurden mit Tapestation 4200 (Agilent) und Quibit Assay (Thermo Fisher
Scientific) durchgefuhrt. Die Sequenzierung erfolgte auf dem NovaSeq 6000 unter
Verwendung einer SP 200 Flowcell und einer Leseldange von 2x100 bp.

3.2.6 gPCR-Analyse

Zur Bestimmung der zu quantifizierenden IncRNAs wurden vier Probanden mit besonders
hohem AHI ausgewahlt. Das Plasma dieser Patienten wurde einer Transkriptomanalyse mittels
paired-end RNA sequencing unterzogen und die Konzentrationen am Abend und am Morgen
verglichen. Die am starksten regulierte INcCRNA wurde fur die weitere Analyse ausgewéhlt und
das Kodierungspotential dieser RNA mit dem Coding Potential Assesment Tool in silico
bestimmt. Anschlielend wurde die IncRNA mittels Real-Time-qPCR in jeder Patientenprobe

einzeln quantifiziert, wie im Folgenden beschrieben.

Fur die Einzel-PCR-Analyse wurden 0,5 g RNA durch reverse Transkription mit dem

Omniscript RT Kit (Qiagen, Cat# 205111) gemaR Herstellerprotokoll in cDNA umgeschrieben.
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Fur die Analyse der Patientenblutproben wurden 0,1 pg RNA fir die reverse Transkription

verwendet.

Die so gewonnene cDNA wurde mit dem Tagman Gene Expression Master Mix und Tagman
Proben der Firma Thermo Fisher Scientific amplifiziert: Probe fur MRPL20-AS1 Cat# 4351372,
Assay ID Hs05041758_s1; GAPDH, Cat# 4331182, Assay ID Hs02786624_g1; in einem Quant
Studio 3 (Thermo Fisher Scientific). GAPDH wurde als interne Kontrolle verwendet. Die

relative Expression wurde mit 2724CT perechnet.

3.2.7 Auswertung

Die Sequenzierungsdaten wurden unter Verwendung der RNAseq-Datenvorverarbeitung mit
der nf-core RNA-seq-Pipeline, Version v1.4.2, mit Standardeinstellungen analysiert. Die
Kartierung und Quantifizierung der Genome wurde mit den Tools STAR und featureCounts
durchgefiihrt. Die statistische Analyse der resultierenden Daten erfolgte in der R-Umgebung (R
Version 3.6) unter Verwendung eines intern entwickelten Workflows mit dem DESeq2-Paket

als Kern.

Gene mit niedrigen Werten wurden vor der Analyse entfernt. Nur Gene mit einem Wert von
mindestens drei in mindestens drei Proben wurden in den Arbeitsablauf aufgenommen. Ein
einfaktorieller Versuchsplan wurde gewéhlt, um paarweise Kontraste fir die

Studienbedingungen zu konstruieren.

Die Mittelwerte zweier Gruppen wurden mit einem ungepaarten t-Test verglichen. Die
Mittelwerte von mehr als zwei Gruppen wurden mittels einfaktorieller ANOVA und Tukey-
Post-hoc-Test verglichen. Die IncRNAs wurden mit Hilfe von ensembl! Biomart identifiziert.
Die Bewertung des kodierenden Potenzials von MRPL-20AS1 erfolgte mit dem

Kodierungspotenzial-Bewertungstools CPAT.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Patientencharakteristik

In der vorliegenden Studie wurden Proben von 23 Patienten, die unter OSAS leiden, in Hinsicht
auf deren IncRNA-Expression untersucht. Ein Proband wurde aufgrund eines AHI unter 5/h
von der Studie ausgeschlossen. VVon den verbleibenden 22 Probanden waren 19 mannlich und
3 weiblich. Das Durchschnittsalter betrug 44,5 Jahre.

Bereits bestehende kardiovaskulare Risikofaktoren traten nur bei sechs der Probanden auf: finf
Patienten hatten Bluthochdruck, ein Patient litt an einer koronaren Herzkrankheit. Vier

Patienten gaben an, Raucher zu sein, definiert als 5-20 packyears.

Die meisten Probanden dieser Studie waren tbergewichtig, sieben Patienten mit einem BMI
>30 kg/m? sogar adipds. Nur vier Patienten waren mit einem BMI <25 kg/m? als

normalgewichtig einzustufen, der mittlere BMI betrug 28,7 + 4,7 kg/m2.

Der mittlere ESS lag bei 9,9. Die Polygraphie, der sich die Patienten wahrend ihres Aufenthaltes
in der HNO-KIlinik unterzogen, ergab bei vier Patienten eine leichte OSA (AHI 5-15/h). Bei
acht Patienten wurde eine mittelschwere OSA (15-30/h) diagnostiziert, wahrend zehn Patienten
an einer schweren OSA (>30/h) litten. Der mittlere AHI betrug somit 28,4 + 14,7/h. Der mittlere
Sauerstoff-Entsattigungs-Index (ODI) lag bei 21,7/h mit der niedrigsten Sauerstoffséattigung
von 79,1%.

4.2 MRPL20-AS1-Konzentrationsunterschiede

Zu Beginn wurde mit dem Blutplasma von vier Patienten, die einen besonders hohen AHI von
durchschnittlich 36,6 £ 3,9/h aufwiesen, eine Transkriptomanalyse mittels paired-end RNA
sequencing vor und nach einer polygraphisch iberwachten Nacht durchgeftihrt (Abbildung 4).
Bei diesen vier Patienten lag der ODI bei 31,3 + 57/h und die mittlere
Sauerstoffentsattigungszeit bei 13 min/h. Insgesamt wurden 5827 Transkriptome identifiziert,
von denen 124 signifikant dysreguliert waren. VVon diesen 124 Transkripten waren drei nicht
kodierend: LOC102724098, MRPL20-AS1 und RAD51L3-RFFL. MRPL20-AS1 war am
stérksten fehlreguliert und wurde daher fir die weiteren Analysen ausgewahlt.
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Abbildung 4: Analyse der Gesamt-RNA-Sequenzierung von vier OSAS-Patienten mit besonders hohem AHI,
vor und nach einer polygraphisch tberwachten Nacht; in Anlehnung an ZIETZER et al.%

Zunéchst wurde das Kodierungspotential dieser RNA in silico mit Hilfe des ,,Coding Potential
Assesment Tools* bestimmt. Dieses war mit einer berechneten Kodierungswahrscheinlichkeit
von 0.06148 sehr gering.

In der gPCR-Analyse wurde MRPL20-AS1 in 19 von insgesamt 22 Proben in hinreichenden
Mengen nachgewiesen. Die Blutspiegel waren bei den meisten Patienten nach einer Nacht unter
Polygraphie niedriger. Eine Korrelationsanalyse von MRPL20-AS1 mit dem AHI zeigte, dass
die Werte gegenlaufig ansteigen bzw. abfallen (Abbildung 5). Die Korrelation mit dem ODI
war dagegen nicht signifikant. Bei Patienten mit hoherem AHI war die Konzentration von

MRPL20-AS1 im peripheren Blut nach einer polygraphisch tiberwachten Nacht niedriger.
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Abbildung 5: Korrelationsanalyse der MRPL20-AS1-Expression und des AHI / ODI bei OSAS-Patienten;
n=19; in Anlehnung an ZIETZER et al.%®
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In den humanen Koronararterienzellen waren die MRPL20-AS1-Konzentrationen sowohl unter
1%iger als auch unter 5%iger Sauerstoffkonzentration in vitro im Vergleich zu
Normalbedingungen signifikant reduziert (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Relative Expression von MRPL20-AS1 in HCAECs nach hypoxischer Schadigung £
Standardfehler des Mittelwertes (SEM); *p < 0,05; in Anlehnung an ZIETZER et al.%®
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5 Diskussion

5.1 Interpretation von IncRNA-Konzentrationsunterschieden in der

vorliegenden Studie

OSA ist ein unabhangiger Risikofaktor fir die Entwicklung kardiovaskulérer Erkrankungen.
Die pathophysiologischen Zusammenhange sind sehr komplex und noch nicht vollstandig
geklart, wobei die endotheliale Dysfunktion eine wesentliche Rolle spielt. Die Mdglichkeiten,
den kausalen Zusammenhang zwischen OSA und kardiovaskuldren Erkrankungen beim
Menschen zu untersuchen, sind bisher begrenzt.®® Dies liegt zum einen daran, dass OSA-
Patienten haufig noch zusatzliche Risikofaktoren wie Ubergewicht, Rauchen oder Diabetes
mellitus aufweisen. Zum anderen dauert es oft mehrere Jahre, bis kardiovaskuléare
Erkrankungen bei OSA-Patienten klinisch diagnostiziert werden. Daruber hinaus ist es weder
einfach noch ethisch vertretbar, bei diesen Patienten invasivere Verfahren durchzufihren.

Ziel dieser Studie war es, den Zusammenhang zwischen OSA und kardiovaskuléren
Erkrankungen weiter zu erforschen. Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass INcCRNAs
bei verschiedenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine entscheidende Rolle spielen.®® Nun sollte
einerseits geklart werden, wie das kardiovaskulare Risiko von OSAS-Patienten durch INCRNAs
beeinflusst wird, andererseits sollten die Ergebnisse helfen, in einem grofReren Kontext
Ruckschliisse auf Erklarungs- und Therapieansatze ziehen zu konnen.

Diese umfassende Studie zur Konzentration von IncRNAs im peripheren Blut von OSAS-
Patienten vor und nach einer polygraphisch berwachten Nacht war eine der ersten. Dabei
konnte ein Zusammenhang zwischen einer Reduktion der im peripheren Blut zirkulierenden
INcRNA MRPL20-AS1 uber Nacht und schwerer OSA festgestellt werden. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Expression von MRPL20-AS1 in Endothelzellen in vitro unter
Hypoxie herunterreguliert wird. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass OSA-induzierte CIH
die Sekretion von IncRNAs direkt beeinflusst.

Bisher gibt es nur wenige Studien zu IncRNAs im Zusammenhang mit OSA, die ebenfalls
feststellen konnten, dass CIH einen entscheidenden Einfluss auf die Regulation verschiedener
IncRNAs hat. Beispielsweise konnten CHEN et al. zeigen, dass verschiedene INCRNAsS, darunter
MALAT1, durch intermittierende Hypoxie in vitro dysreguliert werden.®>% Da diese INcRNA
eine entscheidende Rolle in der Funktion hypoxisch gestresster Endothelzellen spielt, schlossen

die Autoren auf einen Zusammenhang mit Atherosklerose, der Ursache kardiovaskulérer
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Erkrankungen bei OSAS-Patienten. In einer anderen Studie wurde Mirtl als wahrscheinlich
wichtigster Regulator wahrend des kardialen Remodelings nach Myokardinfarkt identifiziert,
das durch CIH verstarkt wird.”™ Dartber hinaus konnten LI et al. zeigen, dass die Expression

von Mirtl durch CIH verstarkt wird."2

5.2 Einfluss von MRPL20-AS1 auf das kardiovaskulare Risiko

5.2.1 Kardiovaskulares Risiko von OSAS-Patienten

Das OSAS gilt als unabhangiger Risikofaktor fur die Entwicklung einer Hypertonie und anderer
kardiovaskularer — Erkrankungen  wie  Herzinsuffizienz,  koronarer  Herzkrankheit,
Myokardinfarkt oder Herzrhythmusstorungen.>’-° Dies ist seit langerem bekannt, auch wenn
der zugrunde liegende Pathomechanismus noch nicht vollstandig geklart ist. Die Bedeutung
von IncRNAs in diesem Zusammenhang liegt aufgrund der zuvor genannten Studien nahe. Ein
genaueres Verstandnis des Pathomechanismus und sowohl der Ursachen flr das erhohte
kardiovaskulare Risiko bei OSAS-Patienten als auch der Wirkung von IncRNAs dabei ist daher

von grofiem Interesse.

Die Pathophysiologie der OSA-assoziierten kardiovaskularen Erkrankungen ist durch ein
komplexes Zusammenspiel neuraler, mechanischer, humoraler und hamodynamischer Faktoren
gekennzeichnet. Die neurale Komponente ist durch eine erhdhte Aktivitat des sympathischen
Nervensystems sowohl im Schlaf als auch tagsiiber bei OSA-Patienten gekennzeichnet.** Dies
fihrt zu einem erhohten Gefalwiderstand und vaskuldarem Remodeling, was wiederum zu
einem Anstieg des Blutdrucks beitragt.*> Dariiber hinaus fiihrt die Sympathikusaktivierung
vermutlich auch tiber einen kontrainsulindren Effekt zu einer gesteigerten Insulinresistenz.®
Der mechanische Einfluss &ulert sich in intrathorakalen Druckschwankungen, die durch die
néchtlich wiederkehrenden Apnoen verursacht werden. Wahrend der Apnoen wurde ein
negativer intrapleuraler Druck gemessen. Zu den h&modynamischen Faktoren gehdren
wiederholte Blutdruckanstiege im grof3en und kleinen Kreislauf wéhrend der Apnoephasen, die
zu einem erhohten Scherstress der Gefalwande fuhren kénnen. Eine spezifische Stérung des
vaskuldaren Mikromilieus l&sst sich anhand verschiedener humoraler Parameter bzw. Biomarker
nachweisen.'®* Grundlegend ist hierbei die OSA-bedingte chronisch intermittierende Hypoxie.
Dies konnte durch verschiedene Untersuchungen nachgewiesen werden, z.B. durch Messung
zirkulierender Biomarker bei OSA-Patienten, durch Experimente im Ratten- bzw. Mausmodell
der CIH und durch in-vitro-Untersuchungen an kultivierten Zellen unter intermittierender
Hypoxie. Sympathikusaktivierung, oxidativer Stress und Inflammation sind hierbei die

wichtigsten Pathomechanismen, welche sich klinisch sehr variabel manifestieren kénnen. So
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wird die OSA-bedingte arterielle Hypertonie vor allem auf die Sympathikusaktivierung
zuriickgefuhrt, wahrend der oxidative Stress primér mit der Entstehung der endothelialen
Dysfunktion und die Inflammation mit der Entwicklung der Atherosklerose in Verbindung
gebracht werden kann. Die verschiedenen Pathomechanismen kdnnen sich jedoch gegenseitig
beeinflussen. Beispielsweise fiihren freie O»-Radikale zu einem erhéhten Sympathikotonus und
zu einer gesteigerten Transkription proinflammatorischer Mediatoren. Dariber hinaus wird die
kardiovaskuldre Prédisposition von OSA-Patienten h&ufig durch zusétzlich vorliegende
typische Risikofaktoren entscheidend beeinflusst, die durch die OSA selbst bedingt
(Adipositas) oder durch sie verstarkt werden (arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und

Lipidstoffwechselstérungen).

Dariiber hinaus tragt auch ein erhdhter intravaskularer Stress zur Stérung des vaskuldren
Mikromilieus bei OSA-Patienten bei. Es wurde beobachtet, dass isolierte Leukozyten von
OSA-Patienten vermehrt freie O.-Radikale freisetzen.'®? Dies wiederum fiihrt zu einer
verminderten Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) wund einer erhohten
Lipidperoxidation. Erniedrigte Plasmaspiegel der NO-Metaboliten Nitrit und Nitrat sowie
erhdhte Marker der Lipidperoxidation bei unbehandelten OSA-Patienten bestédtigen diese
Beobachtung.1%® Dariiber hinaus wurden prokoagulatorische Veranderungen in Form einer
erhdhten Thrombozytenaktivierung und -aggregation sowie erhohter Fibrinogenspiegel

beobachtet, 104105

Durch die CIH werden auRerdem die Transkriptionsfaktoren HIF-1o. und NF-xB aktiviert,
wodurch die Expression von hypoxie-abhangigen Genprodukten gefordert wird. Dazu gehdren
beispielsweise Endothelin, Adrenomedullin oder der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor
(VEGF).106-1%8 Aych proinflammatorische Mediatoren wie l6sliche Adhésionsmolekiile und
Zytokine wie TNF-a oder Interleukin-6 werden dadurch vermehrt exprimiert.2®®11% Die
Zytokine wiederum fiihren in der Leber zur Synthese von Akute-Phase-Proteinen, u.a.
Fibrinogen, hochsensitivem C-reaktivem Protein (hsCRP) und Serum-Amyloid-A (SAA), 111112

Die Stdrung des vaskularen Mikromilieus fuihrt schlieBlich zu einer endothelialen Dysfunktion,
die sich in einer eingeschrankten endothelabhangigen Vasoreaktivitat manifestiert. Diese l&sst
sich bereits bei ansonsten gesunden OSA-Patienten nachweisen.!'® Die Einschrankung der
Vasoreaktivitat ist dabei abhangig vom Schweregrad der OSA.' Als Hauptursache der
endothelialen Dysfunktion bei OSA-Patienten wird oxidativer Stress angesehen. Daneben spielt
eine Stérung der vaskuldren Reparaturmechanismen mit einer Zunahme apoptotischer

Endothelzellen und einer Abnahme endothelialer Progenitorzellen eine wichtige Rolle. 1415
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Pathophysiologisch lasst sich die Entstehung kardiovaskulérer Erkrankungen bei OSA-
Patienten somit durch das Zusammenspiel neuraler, mechanischer, hamodynamischer und
humoraler Faktoren erklaren. Im Vordergrund steht dabei die Storung des vaskularen
Mikromilieus durch die intermittierende nachtliche Hypoxie. Ursachlich sind dabei vor allem
die Sympathikusaktivierung, der erhohte oxidative Stress und die proinflammatorischen

Verénderungen.

5.2.2 SignalUbertragungsweg von INcRNAs
Die in der vorliegenden Studie beobachtete Verdnderung der MRPL20-AS1-Konzentration bei

OSA-Patienten wirft die Frage auf, inwieweit dadurch das kardiovaskulére Risiko der
betroffenen Patienten beeinflusst wird. Denn eine Veranderung der INcRNA-Expression konnte
mit vielen verschiedenen Pathophysiologien in Verbindung gebracht werden. So beeinflussen
INcRNAs nicht nur das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung, sondern auch die

Zellantwort auf Stress und Stimuli durch unterschiedliche Einflisse auf die Genregulation.

Beispielsweise spielt Mirtl eine wichtige Rolle bei der Entziindungsreaktion nach einem
Herzinfarkt.”? Die durch Hypoxie induzierte erhohte Expression dieser INcRNA erleichterte den
zelluldren Transport des Transkriptionsfaktors NF-xB und die Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1B und TNF-a. Dies wiederum flhrte zur Apoptose
von Kardiomyozyten und zur Infiltration von Makrophagen in das Infarktgewebe. Vermutlich
wird die Entzlindungsreaktion aber noch durch viele weitere INCRNASs reguliert. Denn es konnte
festgestellt werden, dass insgesamt 345 IncRNAs nach einem Herzinfarkt im Vergleich zur

Kontrollgruppe abweichend exprimiert wurden.”

Da das OSAS durch CIH charakterisiert ist, wurden in einer Studie humane Endothelzellen in
vitro CIH ausgesetzt und die Expression der IncRNA MALAT1, die eng mit der
Endothelfunktion assoziiert ist, untersucht. lhre Expression war unter intermittierender
Hypoxie erhoht. Ein MALAT1-knockdown fiihrte wiederum zu einer verstarkten Hypoxie-
induzierten Schadigung humaner Endothelzellen.®® Dies kénnte darauf hindeuten, dass
MALAT1 infolge intermittierender Hypoxie vermehrt exprimiert wird, um eine Schadigung der
Epithelzellen zu verhindern oder abzuschwdachen. Um den molekularen Mechanismus besser
zu verstehen, wurde ein Dual-Luciferase-Reporter-Assay durchgefuhrt. Dieser konnte
bestatigen, dass MALATL1 direkt mit miR-142-3p interagiert. AuRerdem wurde der durch den
MALAT1-Knockdown induzierte Schaden durch die Hemmung von miR-142-3p abgeschwacht.
Das High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1) interagiert direkt mit miR-142-3p und
MALAT1 reguliert HMGBL tiber miR-142-3p. Die durch den MALAT1-Knockdown vermittelte
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Hemmung der HMGB1-Expression konnte durch einen miR-142-3p-Inhibitor rickgangig
gemacht werden. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass MALAT1 seine Wirkung in IH-
behandelten HUVECs uber die Regulierung von miR-142-3p/HMGB1 ausubt. Um den
Signaliibertragungsweg der in dieser Studie untersuchten INCRNA MRPL20-AS1 néher zu
untersuchen, kdnnte ein &hnlicher Versuch durchgefiihrt werden. Zunéchst stellt sich die Frage,
welchen Einfluss ein Knockdown auf die durch CIH vermittelte Schadigung von HCAECS hat.
Dariiber hinaus liel3e ein Dual-Luciferase-Reporter-Assay Ruckschliisse auf die Interaktion mit
anderen Faktoren zu, um die genaue Wirkung von MRPL20-AS1 in Endothelzellen zu

verstehen.

Auch in der Pathophysiologie der Atherosklerose deuten Studien darauf hin, dass INCRNAs eine
Schlisselrolle in der Regulation spielen konnten. So wurde festgestellt, dass die INCRNAs
ANRIL und MIAT in atherosklerotischem Gewebe verstarkt exprimiert werden, wahrend die
Expression der INCRNA MALAT1 reduziert ist.%> MALAT1 wurde in einem Experiment mit
Mausen weiter untersucht. CREMER et al. konnten feststellen, dass verminderte MALAT1-
Konzentrationen in den Leukozyten des peripheren Blutes die Bildung atherosklerotischer
Lasionen verstirkten.'? Ahnliche Ergebnisse ergaben sich aus einer Studie mit der InNcRNA
H19.1'® Die Autoren konnten feststellen, dass deren Serumkonzentration bei Patienten mit
Atherosklerose im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhoht war. Nach
Uberexpression von H19 in HUVECs und GefaBmuskelzellen (vascular smooth muscle cells;
VSMCs) wurde eine erhohte Proliferationsfahigkeit und eine verminderte Apoptose
beobachtet. Die Autoren schlossen daraus, dass H19 durch die Regulation der Proliferation und
Apoptose von HUVECs und VSMCs in der Lage sein kdnnte, die Atherosklerose zu fordern.
Dariiber hinaus wurde der genaue molekulare Mechanismus untersucht. Die MAPK- und NF-
kB-Signalwege spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Funktion von HUVECs
und VSMCs. Dies flhrt zu der Annahme, dass beide Signalwege Schliisselfaktoren bei der
Entstehung von Atherosklerose darstellen.!'” Die Uberexpression von H19 fiihrte zu erhohten
Spiegeln der Mediatoren p38 und p65. Diese sind die Schliisselfaktoren der genannten
Signalwege. PAN schloss daraus, dass H19 die MAPK- und NF-kB-Signalwege in HUVECs
und VSMCs aktiviert. Eventuell greift MRPL20-AS1 in dhnlicher Weise wie H19 in diese
Signalwege ein. Um dies genauer zu untersuchen, konnte in einem Versuch eine
Uberexpression von MRPL20-AS1 in HUVECs und VSMCs durchgefiihrt werden mit
anschlief’ender Messung der p38- und p65-Werte. Falls diese INCRNA ahnliche Effekte wie
H19 erzielt, missten die Werte ebenfalls erhoht sein. Dadurch liel3en sich Riickschliisse auf den

Signaliibertragungsweg von MRPL20-AS1 ziehen.
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Da Atherosklerose die pathologische Ursache der meisten kardiovaskuldren Krankheiten
darstellt, lassen die Ergebnisse der oben genannten Studien den Schluss zu, dass INCRNAs
wahrscheinlich einen wichtigen Einfluss auf das kardiovaskuldre Risiko haben. lhre Rolle und
ihre molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig geklart und bedurfen

weiterer Forschung.

Es konnte bereits festgestellt werden, dass OSA durch die Freisetzung von Exosomen die
Zellalterung auslosen und verstarken kann. Dies geschieht vermutlich Gber Signalwege, die mit
oxidativem Stress in Verbindung stehen.'® Exosomen sind kleine extrazelluldre Vesikel, die
durch Exozytose aus der Zelle freigesetzt werden koénnen und an der interzelluldren
Kommunikation beteiligt sind. Sie enthalten eine Vielzahl von Proteinen, Nukleinsduren und
Lipiden und kommen in fast allen Korperfliissigkeiten vor.*'® Exosomale IncRNAs weisen in
verschiedenen Zellen oder unter verschiedenen physiologischen und pathologischen
Bedingungen unterschiedliche Expressionsmuster auf. Sie stehen im Fokus der Forschung, da
sie biologische Funktionen ausiiben und als Biomarker fur verschiedene Krankheiten dienen
konnten. Beispielsweise kdnnte die exosomale INCRNA SOX2-OT, die im Plasma zirkuliert, als
Biomarker fiir Plattenepithelkarzinome der Lunge dienen.’® Die IncRNA SLC2A12-10:1

wurde als potenzieller Biomarker fiir Magenkrebs untersucht.'?!

Die Expression von IncRNAs in Plasmaexosomen bei OSA-Patienten wurde von CHEN et al.
untersucht.*?? Dies ist fir die vorliegende Studie von Interesse, da Vergleiche zwischen den
Ergebnissen zu IncRNAs in Plasmaexosomen und frei im Plasma zirkulierenden IncRNAs
gezogen werden konnen. Dariiber hinaus ist von Interesse, wie die Autoren die Ergebnisse
bewerten und welche Schlussfolgerungen sie in Bezug auf die Verwendung als Biomarker flr
die Diagnose von OSA und den Nutzen in der Therapie ziehen. An der Studie nahmen
insgesamt 63 Probanden teil, von denen 25 zur Kontrollgruppe gehdrten und 38 OSA-Patienten
waren. Bei den OSA-Patienten wurde zwischen Patienten mit (23) und ohne (15) Hypertension
unterschieden. Es zeigte sich, dass in allen drei Gruppen die IncRNAs in den Plasmaexosomen
unterschiedlich exprimiert wurden. Die Autoren deuteten an, dass ein Screening dieser
IncRNAs Biomarker fur die Diagnose von OSA liefern kdnnte. Dartiber hinaus identifizierten
sie drei Signalwege, von denen sie annahmen, dass sie eine Schlisselrolle bei der Regulation
des OSA-Prozesses spielen: Zum einen TGF-B, da dieses multifunktionelle Peptid an der
Pathogenese der OSA beteiligt sein kdnnte.*?31%* Der Grund hierfiir kénnte sein, dass durch
chronische Entziindung und Hypoxie viele Entziindungsmediatoren in der subkutanen Schicht
abgelagert werden, die tber eine Reihe von Signalen die Synthese und Freisetzung von TGF-3

im Serum von OSA-Patienten induzieren. Zum anderen wurde Glutamat mit der Pathogenese
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der OSA in Verbindung gebracht, da dieser Neurotransmitter auch an der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Schlaf und Wachsein beteiligt ist.}®12° Dariiber hinaus reguliert
Glutamat die Muskelspannung wéhrend des Schlafs. Studien haben gezeigt, dass
Neurotransmitter auch eine Schllsselrolle im Schlaf-Wach-System von OSA-Patienten
spielen.'?128 Der dritte Signalweg, der von den Autoren herausgestellt wurde, betrifft ErbB,
das eine schitzende Wirkung auf Neuronen im Gehirn austibt.*?® Es wird vermutet, dass Nrdp1
durch die Regulierung von ErbB die mit OSA verbundenen kognitiven Defizite beeinflussen
konnte.** Die Autoren spekulierten daher, dass der TGF--, der glutamaterge Synapsen- und
der ErbB-Signalweg eine Schlusselrolle bei der Regulation des OSA-Pathomechanismus
spielen konnten. Die genauen Mechanismen dieser drei Signalwege im Zusammenhang mit
OSA sind jedoch noch nicht ausreichend erforscht und bediirfen weiterer Untersuchungen. Die
Studie zeigte, dass die funktionellen Annotationen der unterschiedlich exprimierten mRNAs
und der cis-Zielgene der unterschiedlich exprimierten IncRNAs im Wesentlichen
ubereinstimmen. Dies deutet darauf hin, dass INCRNAs als regulatorische Faktoren eine Rolle
bei der Entstehung und der Entwicklung von OSA spielen.'?? Dartiber hinaus untersuchten die
Autoren auch die Korrelation zwischen dem Schweregrad von OSA und der Expression der
InNcRNA ENST00000592016. Denn der Zusammenhang zwischen OSA und endothelialer
Dysfunktion kann vom Schweregrad der OSA abhéngen. Sie stellten fest, dass die Expression
der untersuchten IncRNA mit dem Schweregrad korreliert. Aullerdem eignete sich diese
INcRNA zur Identifizierung von moderater und schwerer OSA. Inwieweit hier ein
Zusammenhang mit der endothelialen Dysfunktion besteht, die durch CIH hervorgerufen
werden kann, wéhrend eine leichte OSA keine Endothelschadigung verursacht, sollte nach

Ansicht der Autoren weiter untersucht werden.

Die Ergebnisse stehen teilweise im Einklang zu denen der vorliegenden Studie. MRPL20AS1
ist ebenfalls mit dem Schweregrad der OSA assoziiert. Allerdings wird diese INCRNA, die frei
im Plasma zirkuliert, nicht vermehrt, sondern vermindert exprimiert. Dies muss nicht unbedingt
im Widerspruch zu den Ergebnissen von CHEN et al. stehen. Die Ergebnisse konnten darauf
hindeuten, dass die Expression von endothelassoziierten INcRNAs durch CIH sowohl hoch-, als
auch herunterreguliert werden kann, je nachdem, welche Gene durch die jeweilige InCRNA
reguliert werden bzw. welche Effekte sie im Organismus austibt. Eine andere Uberlegung ware,
dass MRPL20-AS1 als Reaktion auf die néchtliche Hypoxie herunterreguliert wird, um
maoglicherweise entstandene Schéden und damit das kardiovaskulére Risiko zu reduzieren. Die
verminderte Konzentration am Morgen kénnte dann als physiologische, gegenregulatorische

Reaktion auf die OSA-Symptomatik interpretiert werden. Aufgrund der geringen
35



Probandenzahl sollten die Ergebnisse jedoch verifiziert werden, um verl&sslichere

Schlussfolgerungen ziehen zu kdnnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass verschiedene Ansatze darauf hindeuten, dass die
Veranderung der MRPL20-AS-Konzentration einen Einfluss auf das kardiovaskulére Risiko
von OSA-Patienten hat. Um den genauen Mechanismus zu verstehen, sind weitere Studien mit

einer groReren Anzahl an Probanden erforderlich.

5.3 MRPL20-AS1 im Zellmodell

Die in dieser Studie untersuchte INcRNA MRPL20-AS1 ist bisher noch nicht erforscht worden.
Um die Ergebnisse zu verifizieren, wurde daher ein Zellexperiment durchgefuhrt, bei dem
Endothelzellen einer Hypoxie ausgesetzt wurden. Die Grundlage dieses Experiments ist die
Beobachtung, dass Hypoxie der grundlegende Pathomechanismus hinter der OSA in Bezug auf
die Endothelzellschadigung ist. Wie bereits herausgestellt wurde, stellen die Endothelzellen das
Bindeglied zwischen OSA und Herz-Kreislauf-Erkrankungen dar, da ihre Funktion durch die

OSA stark beeintrachtigt wird und ihre Dysfunktion zu Atherosklerose fiihrt.4®

Die Expression von MRPL20-AS1 war im Zellversuch unter Hypoxie signifikant reduziert. Dies
stimmt mit den Ergebnissen aus den Blutproben von OSA-Patienten berein, in denen die
Konzentration der frei zirkulierenden INcRNA MRPL20-AS1 ebenfalls reduziert war. Bisher
konnten weitere INCRNAs identifiziert werden, die in Endothelzellen durch Hypoxie reguliert
werden. MOREAU et al. identifizierten in ihrem Zellmodell mit humanen Endothelzellen unter
Hypoxie insgesamt 1763 dysregulierte IncRNAs.'®** Davon waren 544 hoch- und 350
herunterreguliert. Unter anderem waren HYMAI, LOC730101, KIAA1656 und LOC339803 in
den Endothelzellen durch Hypoxie hochreguliert und auch in atherosklerotischen Plaques
uberexprimiert. MALAT1 wurde in der Studie in atherosklerotischen Plaques herunterreguliert.
Im Gegensatz dazu wurde in anderen Studien berichtet, dass MALAT1 nach 24 h anhaltender
Hypoxie hochreguliert war.®*% MoREAU et al. wihlten im Gegensatz zu den anderen Studien
einen Zeitraum von acht Stunden, in dem sie die Endothelzellen der Hypoxie aussetzten, um
fruhe und spate Reaktionen auf die Hypoxie untersuchen zu konnen. Die Autoren
argumentieren, dass die Richtung der Dysregulation vom Kontext der jeweiligen Erkrankung
abhangt und dass neben der Hypoxie auch andere Faktoren zu einer verdnderten Expression
beitragen kénnen. AulRerdem sei die Expression auch gewebe- und zellspezifisch. Interessant
ist in diesem Zusammenhang, dass eine kurze Hypoxie-Exposition das Uberleben und
Wachstum der Zellen fordert, wihrend eine langere Exposition zum Zelltod fiihrt.!32 Dies
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konnte erklaren, warum MALAT1 in einigen Studien bei kurzer Hypoxie-Exposition

herrunterreguliert und in anderen Studien bei langerer Exposition hochreguliert wurde.

Bei den Untersuchungen im Zellmodell wird jedoch eine prolongierte Hypoxie genutzt, was
nur bedingt Rickschlusse auf die Situation in vivo zul&sst. Denn charakteristisch fur das OSAS
ist die intermittierende Hypoxie. Daher ist die Vergleichbarkeit dieser Studie mit anderen
Studien, die den Einfluss von prolongierter Hypoxie auf Konzentrationsdnderungen
untersuchen, nur eingeschrankt gegeben. Dennoch konnte in der vorliegenden Studie sowohl
im Zellmodell als auch in den Blutproben eine herunterregulierte Expression der InNCRNA
MRPL20-AS1 nachgewiesen werden. Daraus konnte geschlossen werden, dass weniger die Art
der Hypoxie als vielmehr die Schadigung der Endothelzellen, die sowohl in intermittierenden
als auch in anhaltenden Hypoxiephasen auftritt, einen Einfluss auf die Tendenz der veranderten

Expression hat.

5.4 MRPL20-AS1 als Biomarker

Die bliche Diagnostik des OSAS erfolgt durch eine polysomnographische
Schlafuntersuchung, die sowohl technisch als auch zeitlich aufwéndig ist. Daher wird seit
einiger Zeit nach Alternativen gesucht, um die Diagnostik einfacher und fir die Patienten
zuganglicher zu machen. In friheren Studien wurden vor allem Biomarker fiir Entziindung,
oxidativen Stress und Glykolipidstoffwechsel als Biomarker fiir OSA untersucht, die
Ergebnisse waren jedoch widersprichlich, und Sensitivitat und Spezifitat schienen
unzureichend zu sein.*?? Aufgrund des schleichenden Charakters und der Heterogenitit von
OSA ist es von entscheidender Bedeutung, einen molekularen Marker zu finden, der die
Merkmale des friihen Auftretens von OSA widerspiegelt. Die Suche nach molekularen
Markern, die eine korrekte Identifizierung der OSA ermdglichen, und das Verstandnis der
Pathogenese der OSA sind daher von entscheidender Bedeutung fur die friihzeitige Einleitung
geeigneter therapeutischer Mallinahmen und die ldentifizierung neuer therapeutischer

Ansatzpunkte.

Die Langzeitstabilitat, die Nachweisbarkeit in extrazellularen Flissigkeiten und die Tatsache,
dass IncRNAs ein krankheitsspezifisches Haufigkeitsmuster aufweisen, machen sie fur die
nicht-invasive Prognostik und Diagnostik sehr interessant. Diesbeziiglich wurden sie zundchst
vor allem im Zusammenhang mit verschiedenen Krebserkrankungen untersucht. Es gibt aber
auch einige Studien, die IncRNAs als Biomarker bei verschiedenen kardiovaskuldren

Erkrankungen untersuchen. Renommiert ist in diesem Zusammenhang die Studie von
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KumMARswAMY et al. Die Autoren stellten fest, dass Plasmakonzentrationen der IncCRNA
LIPCAR mit einem linksventrikularen Remodeling nach Myokardinfarkt und einem erhdhten
Risiko fiur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz assoziiert waren.”® Dariiber hinaus war bei
erhdhten LIPCAR-Konzentrationen im Plasma auch das Risiko eines Herzversagens bei
chronischer Herzinsuffizienz erhoht. In einer 2-Jahres-Follow-up-Studie konnte zudem gezeigt
werden, dass LIPCAR auch ein unabhéngiger Risikofaktor fur diastolische Dysfunktion bei
Typ-2-Diabetikern ist. In derselben Studie wurden auch die IncRNAs MIAT und SENCR mit
dem linksventrikuldren Remodeling in Verbindung gebracht. Andere Studien identifizierten die
INcRNAs NRON und MHRT als weitere unabhéngige Pradiktoren fiir Herzinsuffizienz und
erhdhte Plasmawerte von ANRIL wurden mit einem erhohten Risiko fur Restenose in

Verbindung gebracht.8182

Eine fiir diese Studie sehr interessante Untersuchung, auf die bereits Bezug genommen wurde,
ist die Studie von CHEN et al.!?2 Denn sie konnten feststellen, dass die IncRNA
ENST00000592016 eine Unterscheidung zwischen OSA-Patienten und Gesunden ermdglichte.
Dariiber hinaus war auch der Schweregrad der OSA mit einer Veranderung der INcCRNA-
Expression assoziiert. ENST00000592016 korrelierte auch mit den klinischen Merkmalen BMI,
AHI und ODI. Die Autoren schlossen daraus, dass diese INcCRNA als potentielles molekulares
Ziel fiir die Diagnose und Risikostratifizierung dienen kénnte. Diese Uberlegung lasst sich in
der vorliegenden Studie auch auf MRPL20AS1 ubertragen, da diese InNcRNA ebenfalls mit dem
Schweregrad der OSA korreliert. Ob damit eine Differenzierung zwischen Gesunden und OSA-
Patienten moglich ist, lasst sich aus den Ergebnissen dieser Studie jedoch nicht ableiten. Dazu
miusste die Expression von MRPL20-AS1 bei Gesunden untersucht werden, um die Werte

vergleichen zu kénnen.
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