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A EINLEITUNG

1. Das Schlafapnoe-Syndrom

Das Schlafapnoe-Syndrom (SAS) beschreibt eine Form der Schlafstérung, die durch nachtliche
Atemregulationsstorungen mit Schnarchen und Atemstillstanden gekennzeichnet ist. Diese
Apnoen konnen eine Dauer von zehn Sekunden bis zwei Minuten annehmen und fiihren somit zu
einer Abnahme der Blutsauerstoffsattigung von durchschnittlich vier bis funf Prozent. Sistiert die
Atmung hingegen nicht, nimmt aber der Atemgasstrom um mehr als 50 Prozent ab, resultiert
eine Hypopnoe. Die sich so unbewusst entwickelnde und zunehmende Atemnot verursacht
Weckreaktionen, sogenannte Arousals. Eine Stérung der Schlafarchitektur im Sinne einer
Schlaffragmentierung ist die Folge. Die Patienten klagen tber eine ausgepragte Tagesmudigkeit
mit starker Einschlafneigung [Lavie et al. 1983], was wiederum zu einer erhéhten
Unfallgeféhrdung (durch Einschlafen am Steuer) [Findley et al. 1988] und z.B. zu
Schwierigkeiten am Arbeitsplatz fiihrt.

Neben den bisher genannten Kardinalsymptomen (unregelmaRiges lautes Schnarchen mit
langeren Atempausen, pathologische Einschlafneigung am Tage) sind folgende ,,assoziierte
Symptome* zu benennen: morgendliche Mundtrockenheit, morgendliche Kopfschmerzen,
morgendliche Abgeschlagenheit, Konzentrations- und Geddchtnisstorungen, Leistungsabfall,
Personlichkeitsveranderungen, Veranderungen im Affekt, verlegte Nasenatmung, sexuelle

Dysfunktion, Nykturie, Albtrdume und Schlaflosigkeit.

Drei Formen der Schlafapnoe werden unterschieden:
= Zentrale Schlafapnoe: Verlust von zentralnervosem Atemantrieb und Atemkontrolle,
= Obstruktive Schlafapoe: frustrane Atemanstrengungen bei erhaltenem zentralnervosen
Atemantrieb,
= Gemischte (zentrale und obstruktive) Schlafapnoe: initial zentrale Schlafapnoe gefolgt
von einer obstruktiven Schlafapnoe [Walther & Bardenheuer 2001].
Bei mehr als 90 % der Schlafapnoe-Patienten ist die Storung jedoch auf eine obstruktive Ursache
zuriickzufiihren [Roehrs et al. 1985 ], es wird von einem ,,obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom —
OSAS* [International classification] gesprochen. Im Folgenden soll daher nur diese Form

berucksichtigt werden.



Die Pravalenz der Schlafapnoe fir Mé&nner und Frauen im mittleren Alter zwischen 30 und 60
Jahren liegt bei etwa 1 — 4 %, wobei Manner (4 %) etwa doppelt so haufig betroffen sind wie
Frauen (2 %) [Young et al. 1993]. Obwohl die Haufigkeit dieser Erkrankung mit steigendem
Alter der Patienten zunimmt [Ancoli-Israel et al.1993, Janssens et al. 2000], z&hlen auch bereits
1,3 - 3,4 % der Kinder (Altersgipfel: 3. — 7. Lebensjahr) zu den Schlafapnoeikern [Carroll &
Loughlin 1992, Warwick et al.1998].

Trotzdem die Atiologie der Schlafapnoe nach wie vor ungeklart ist, verdichten sich die Hinweise
dahingehend, dass das Schlafapnoe-Syndrom eine familidre Haufung aufweist [Mathur &
Douglas 1995]. Es ist daher anzunehmen, dass die erbliche Komponente eine Rolle in der
Pathogenese spielt [Guillemineault et al. 1995, Redline et al. 1995]. Hierauf deuten auch
populationsspezifische Unterschiede hin, die beispielsweise zwischen Afroamerikanern und
Kaukasiern in den USA [Redline et al.1997] ebenso wie zwischen Chinesen und Malaysiern
bzw. Indern in Singapur [Ng et al. 1998] beschrieben wurden. Insbesondere scheinen genetische
Faktoren, die u.a. mit Anderungen der kraniofaszialen Struktur und der Gewebebeschaffenheit
der oberen Atemwege [Mathur & Douglas 1995, Guilleminault et al. 1995, Cakirer et al. 2001],
der Verteilung des Korperfetts [Mortimore et al. 1998], der neuronalen Kontrolle der oberen
Atemwege oder der zentralen Atemregulation [Redline et al. 1997a] assoziiert sind, das
Auftreten bzw. die Auspragung der obstruktiven Schlafapnoe zu beeinflussen.

Neuere Publikationen lassen einen Zusammenhang zwischen erblichen Varianten verschiedener
Gene und dem Auftreten eines Schlafapnoe-Syndroms vermuten. Dabei wurden z.B. innerhalb
einer Familie Assoziationen zwischen der haufigsten erblichen Form der Polyneuropathie
(Charcot-Marie-Tooth-Syndrom) und der Schlafapnoe gefunden [Dematteis et al. 2001]. Einer
chinesischen Studie zufolge besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem
Polymorphismus des Angiotensin-1-Converting-Enzym-Gens und dem Schweregrad des OSAS
(Beeinflussung der Erkrankungsauspragung durch das Gen vermutlich via Effekte auf
hypoxische Arousals) [Xiao et al. 1999]. Eine dritte Arbeit hingegen fand Zusammenhénge
zwischen Trégern des Apolipoprotein E €4 — das u.a. als Risikofaktor fir die Alzheimer-
Erkrankung und koronare Herzkrankheit gilt — und der H&ufigkeit des Auftretens eines
Schlafapnoe-Syndroms [Kadotani et al. 2001]. Diese Ergebnisse konnten in zwei anderen

Studien [Saarelainen et al. 1998, Foley et al. 2001] jedoch nicht bestétigt werden.



Besonders interessant erscheinen weiterhin genetische Varianten, die in den Endothelin-
Signalweg involviert sind, da Endothelin sowohl an der neuronalen Kontrolle der oberen
Atemwege als auch an der zentralen Atmungsregulation und der Ausbildung der kraniofaszialen
Struktur beteiligt sein kdnnte [Redline & Tishler 2000]. OSAS ist jedoch eine komplexe
Erkrankung, die neben erblichen Komponenten auch vom Habitus [Bonora 1984, Leiter 1985],
Umwelt- und Entwicklungsfaktoren beeinflusst wird [Redline & Tishler 2000, Tishler et al.
2003, Palmer & Redline 2003]. Bei vielen Schlafapnoe-Patienten existieren Begleitumstande
bzw. Begleiterkrankungen, die teilweise zu der Erkrankung beitragen oder fir diese ursachlich
sind (siehe Tabelle 1). Das Schlafapnoe-Syndrom findet sich z.B. mit einer htheren Prévalenz
bei Adipositas (ménnlich: ca. 80 %, weiblich: ca. 50 %) [Salvador et al. 2004], kann jedoch auch
bei normalgewichtigen Patienten bestehen. Neben der Hypertonie [Lavie 2000, Young et al.
1997, Grote et al. 1999] treten auch kardiovaskulare Erkrankungen [Peker et al. 1999, Young &
Peppard 2000] gehduft bei Schlafapnoe-Patienten auf. Die kardiovaskuldren Veranderungen sind
der Hauptgrund der erhghten Letalitat des OSAS [Walther & Bardenheuer 2001]. Laut He et al.
(1988) betragt die 8-Jahres-Letalitat bei einem schweren OSAS 37 %.

Wichtige Begleiterkrankungen und Begleitumstéande
mit erhdhter Inzidenz des OSAS

Pathoanatomisch: Funktionell:
= Adipositas (per magna), = Hypertonie,
= Akromegalie (Makroglossie), = KHK,
= Nasenseptumdeviation, = Zerebrale Insulte,
= Tonsillenhypertrophie, = Diabetes mellitus,
= Nasopharyngeale Tumore, = Chronisches Nierenversagen,
= Mandibularhypoplasie, Mikrognathie, = Hypothyreose,
= Larynxdeformitéten. = Achondroplasie,
= Alkohol,

= Medikamente (z.B. Benzodiazepine).
Tabelle 1 (modifiziert nach Walther & Bardenheuer 2001)

Die Diagnose eines Schlafapnoe-Syndroms ergibt sich aus der Patientenanamnese und der
klinischen Untersuchung und wird endgultig mittels kardiorespiratorischer Polysomnographie
(siehe unten) bestétigt. Neben verschiedenen physikalischen, medikamentdsen und chirurgischen
Therapieoptionen gilt die kontinuierliche nasale Uberdruckbehandlung (nCPAP) als das Mittel
der Wahl [Ballester et al. 1999].



2. Das Endothelinsystem

Die Entdeckung des Endothelins in den 80er Jahren setzte einen neuen Meilenstein und
verursachte eine enorme Forschungsaktivitat auf diesem Gebiet. Nach zahlreichen Bemihungen
gelang es 1988 Yanagisawa et al., ein vasokonstriktorisch wirksames Peptid - mit der bis zum
damaligen Zeitpunkt hochsten Wirkstarke - aus dem Uberstand kultivierter Endothelzellen zu
isolieren. Entsprechend seinem Ursprungsort erhielt es den Namen Endothelin (ET).

Ein Jahr spater wurde die Entdeckung von zwei weiteren Isoformen publiziert [Inoue et al.
1989a]. Alle drei Substanzen sind strukturell verschieden. Sie besitzen unterschiedliche
pharmakologische Aktivitét [Inoue et al. 1989a] und physiologische Funktionen [Gianessi et al.
2001]. Die zuerst entdeckte Form wird als Endothelin-1 (ET-1), die weiteren als Endothelin-2
(ET-2) und Endothelin-3 (ET-3) bezeichnet.

Im menschlichen Genom werden alle drei VVorlaufer der ET-Isoformen durch ein eigenes Gen
kodiert [Inoue et al. 1989a]. Die genetischen Informationen befinden sich in drei verschiedenen
chromosomalen Regionen. So liegt das Gen fiir das humane Prohormon des Endothelin-1 — das
sogenannte Préproendothelin-1 — auf Chromosom 6, das Gen fiir das Préproendothelin-2 auf
Chromosom 1 und das Gen fir das Praproendothelin-3 auf Chromosom 20 [Arinami et al. 1991].
Das humane Prapro-ET-1-Gen beinhaltet flinf Exons und vier Introns und erstreckt sich tber ca.
6,8 kb DNA [Inoue et al. 1989a, Bloch et al. 1989b].



Die Synthese des Endothelin-1 (siehe Abbildung 1) beginnt mit dem Prépro-ET-1, welches beim
Menschen aus 212 Aminoséuren (AS) besteht [Itoh et al. 1988]. Nach der Spaltung an zwei
Positionen durch Basen-spezifische Endopeptidasen entsteht das aus 38 AS bestehende
sogenannte Big-Endothelin-1 (big-ET-1) bzw. Proendothelin-1 (pro-ET-1) [ Yanagisawa et al.
1988]. Zur biologischen Aktivierung ist anschlielend die Spaltung durch ein ,,endothelin
converting enzyme* (ECE) zu dem reifen ET-1 (21 AS) notwendig, da ET-1 etwa 140-fach
stérker vasokonstriktorisch wirkt als big-ET-1 [Kimura et al. 1989].

Endopeptidase Endopeptidase

y
Gly Jalal Lys |Arg

51 T3 ¢

Endothelin-konvertierendes Enzym

v

NC big-Endothelin
38 AS

Prapro-Endothelin |C |

212 AS

N Endothelin-1
21 AS

Abbildung 1: Synthese des Endothelin-1 (modifiziert nach Wagner et al. 2002)

Die Endothelin-1-Synthese kann durch zahlreiche Substanzen und andere EinflussgroRen
angeregt bzw. gehemmt werden (siehe Anhang Tabelle A). Als wichtigster Inhibitor sei z.B. der

physiologische ET-1-Gegenspieler Stickstoffmonoxid (NO) genannt.



Die biologischen Funktionen der Endotheline werden tuber zwei Rezeptoren, Endothelin-
rezeptor-A (ET-A) und Endothelinrezeptor-B (ET-B) [Arai et al. 1990, Sakurai et al. 1990],
vermittelt. Der Endothelinrezeptor-C konnte bisher nur bei Froschen, nicht jedoch in humanen
Geweben nachgewiesen werden [Karne et al. 1993]. Der ET-A-Rezeptor vermittelt
hauptséachlich die vasokonstriktorische Wirkung des ET-1, wird in geringerem Mafe vom ET-2
und nur minimal vom ET-3 aktiviert. Der ET-B-Rezeptor hingegen besitzt gleiche Affinitaten fir
alle drei Isoformen [Giannessi et al. 2001]. Nicht nur die ET-Rezeptoren werden an
verschiedenen Stellen unterschiedlich stark exprimiert (ET-A vor allem in glatten Muskelzellen,
ET-B besonders in Endothelzellen) [Giannessi et al. 2001], auch die einzelnen Endotheline sind
nur in bestimmten Geweben vertreten. So kann ET-1 in sémtlichen Organsystemen
nachgewiesen werden und wird dabei als einziger Subtyp im Endothel gebildet [Luscher 1991].
ET-2 hingegen kommt hauptséachlich in der Niere und im Darm vor, wéhrend fir ET-3 eine
starke Assoziation zum ZNS besteht [Lischer 1991].

Die Plasmakonzentrationen von ir-ET - welches big-ET-1, ET-1, ET-2 und ET-3 beeinhaltet -
werden im picomolaren Bereich mit durchschnittlich 3 pg/ml (1,5 pmol/l) angegeben [Battistini
et al. 1993]. Rossi et al. (2000) berichten hingegen von Endothelin-1-Plasmakonzentrationen im
femtomolaren Bereich, die abhdngig vom jeweiligen Untersucher von 0,1 bis 48 fmol/ml
variieren konnen. Diese groRen Abweichungen in den Konzentrationsangaben kommen unter
anderem dadurch zustande, dass sich viele Publikationen zwar auf ET-1 beziehen, eigentlich
jedoch das gesamte ir-ET bestimmt haben. Weiterhin liegen unterschiedlichste Endothelin-1-
MeRmethoden, Probandenkollektive, Blutentnahme-Varianten und -Zeitpunkte (zirkadiane
Schwankungen) vor. Die bisher verdffentlichten Endothelin-Werte sind demzufolge nicht leicht
miteinander zu vergleichen. Es gibt keine allgemein gultigen Referenzwerte, was letztlich auch
auf die zahlreichen Bestimmungsmethoden mit ihren jeweils eigenen angegebenen Normwert-
bereichen zuriickzufiihren ist [Rossi et al. 2000]. Der in dieser Arbeit verwendete ELISA-Kit
arbeitet mit einem Plasma-ET-1-Normbereich von 0,2 — 0,7 fmol/ml.

Der geringe GroRenordnungsbereich der Plasmakonzentrationen lasst darauf schlief3en, dass
ET-1 eher als para- und autokriner Mediator denn als endokrines Hormon agiert [Galie et al.
2004]. Tatsachlich wird ET-1 von Endothelzellen starker abluminal an die umliegenden glatten

Muskelzellen als in das GefaRlumen abgegeben [Yoshimoto et al. 1991, Wagner et al. 1992 ].



Endothelin besitzt eine groRe Vielfalt an Funktionen, die lange noch nicht alle erfasst sind. Als
wichtigste Wirkung ist die ausgepragte VVasokonstriktion hervorzuheben. ET-1 ist (nach dem
zwischenzeitlich entdeckten Urotensin-11) - mit einer dem Noradrenalin gegenuber etwa 100-
fachen Potenz - einer der starksten naturlichen Vasokonstriktoren [Douglas & Ohlstein 2000,
Levin 1995]. Diese Vasokonstriktion setzt nach einer voriibergehenden Vasodilatation [Inoue et
al. 1989a, Cocks et al. 1989] ein und fiihrt nach einer Bolusgabe von ET-1 in unphysiologisch
hohen Dosen zu einer mehr als 60 Minuten anhaltenden Blutdruckerh6hung [Inoue et al. 1989a].
Niedrige Dosen von ET-1 wirken am Herzen positiv ino- [Ishikawa et al. 1988b, MacCarthy et
al. 2000] und chronotrop [Ishikawa et al. 1988a]. Steigende Dosen fiihren durch eine
Koronarkonstriktion und daraus folgenden Ischamien [Kurihara et al. 1989b] und Arrhythmien
[Ezra et al. 1989] zu einem Absinken der Herzleistung. Auch beim kardialen Remodeling
ubernimmt Endothelin verschiedene Funktionen. Einerseits fordert lokal produziertes ET-1 die
Proliferation kardialer Myofibroblasten [Ito et al. 1996], andererseits fiihrt die durch ET-1
induzierte Aktivierung kardialer Fibroblasten zu vermehrter interstitieller Kollagenakkumulation
[Colucci 1997].

NierengeféaRe reagieren etwa zehnmal sensibler auf Endothelin-1 als GefalRe anderer Regionen
[Marsen et al. 1994]. Durch die Konstriktion der efferenten und der afferenten Arteriolen
[Edwards et al. 1990] kommt es hier zu einem Abfall des renalen Plasmaflusses und der
glomerul&ren Filtrationsrate [Firth et al. 1988]. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass ET-1
neben direkten Rezeptor-vermittelten Effekten indirekt auch die Angiotensin-1l-induzierte renale
Vasokonstriktion potenziert [Riggleman et al. 2001]. Der Einfluss von Endothelin-1 auf die
Wasser- und Elektrolytausscheidung ist konzentrationsabhéngig. Bei niedrigen ET-1-
Konzentrationen dominiert die Natriurese, bei hohen Konzentrationen die Antinatriurese [Kohan
et al. 1992].

In der Lunge induziert ET-1 unter anderem die Bronchokonstriktion [Macquin-Mavier et al.
1989, Rubanyi & Polokoff 1994] - eine Wirkung, die vielleicht zur Entwicklung des pulmonalen
Hochdrucks beitragt. AuRerdem stimuliert es die pulmonalen Fibroblasten zur

Kollagenproduktion und erhdht die mukdse Sekretion [Goraca 2002].



Auch die Effekte auf das endokrine System sind vielfaltig. Unter anderem werden komplexe
Wirkungen auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System beobachtet. Bei Tieren erhdht ET-1
die Serumsekretion von ADH, ACTH, Aldosteron, Kortisol, Renin und Katecholaminen
[Nakamoto et al. 1989]. Von einigen Zytokinen und Wachstumsfaktoren induziert es zum einen
die Produktion und zum anderen verstarkt es deren Wirkungen [Luscher & Barton 2000].

Daher ist es nicht verwunderlich, dass Endothelin-1 weiterhin direkte mitogene Effekte auf glatte
Gefalmuskelzellen [Luscher & Barton 2000], potente proinflammatorische Wirkungen [Joszef
et al. 2002] und gerinnungsinduzierende Effekte Uiber eine erhdhte Thrombozytenaggregation

[Galie et al. 2004] aufzuweisen hat.

Aufgrund seiner zentralen physiologischen Bedeutung wird das Endothelin-1 zunehmend fir die
pathophysiologische Mitwirkung an der Entstehung diverser Erkrankungen verantwortlich
gemacht. Neben erhéhten ET-1-Konzentrationen konnten bei einigen Krankheiten z.B. ein
Zusammenhang zu bestimmten genetischen Polymorphismen im ET-1-Gen festgestellt werden
(siehe Anhang Tabelle B). Endothelin-1 ist besonders stark mit vaskularen Erkrankungen, wie
z.B. der koronaren Herzkrankheit, der chronischen Herzinsuffizienz, dem Myokardinfarkt und
dem Apoplex bzw. deren Risikofaktoren (Hypertonus, Adipositas, Diabetes mellitus) assoziiert.
All dies tritt gehduft bei dem obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom auf (Tabelle 1), was wiederum
eine eventuelle &tiopathologische Rolle des Endothelin-1 nahe legt. Die bisher vorliegenden
Untersuchungen kommen diesbeziiglich zu unterschiedlichen Ergebnissen. Einige Studien
zeigten, dass die Endothelin-1-Konzentrationen bei Schlafapnoeikern signifikant erhoht sind und
dass eine effektive nCPAP-Therapie teilweise eine Senkung der ET-1-Werte bewirkt
[Saarelainen et al. 1997, Phillips et al. 1999, Hu et al. 2002, Li et al. 2004]. Grimpen et al.
(2000), Moller et al. (2003) und Jordan et al. (2005) konnten hingegen weder eine Endothelin-1-
Steigerung bei OSA-Patienten gegenuber Schlafgesunden noch eine Konzentrationsanderung
dieser Substanz unter einer nCPAP-Therapie nachweisen.

Kurihara et al. stellten 1994 mit Hilfe von Knockout-Mausen fest, dass die Abwesenheit von
ET-1 zu respiratorischen Storungen und zu Abnormitaten der Atemregulation fiihrt. Zudem
waren diese Tiere durch Verdnderungen der kraniofaszialen Struktur sowie durch einen
Hypertonus gekennzeichnet — Charakteristiken, die haufig auch bei OSA-Patienten auftreten
[Taheri & Mignot 2002, Palmer & Redline 2003]. Dass ET-1 offensichtlich eine wichtige Rolle
fur die physiologische Atemregulation spielt, konnten ebenfalls durch Kuwaki et al. (1996)

bestatigt werden.



Des weiteren konnte gezeigt werden, dass zum einen ein Schlafentzug bei Ratten zu einer
Erhdhung der ET-1-Plasmawerte fiihrt [Palma et al. 2002] und zum anderen Patienten mit einer
Cheyne-Stoke-Atmung und zentralen Schlafapnoe ebenfalls erhohte ET-1-Konzentrationen
aufweisen [El-Solh et al. 2002]. Auch diese Untersuchungen bieten einen weiteren Anhaltspunkt
fur eine moglicherweise vorhandene Assoziation zwischen dem Endothelin-1 und dem

Schlafapnoe-Syndrom.

Es wird zunehmend versucht, durch entsprechende Untersuchungen einen moglichen
Zusammenhang zwischen bestimmten genetischen Varianten im Endothelin-1-Gen und dem
Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen herzustellen [Brown et al. 2000, Vasku et al.
2002, Kozak et al. 2002]. Als besonders interessant erscheint der Lys198 Asn-Polymorphismus
im Praproendothelin-1-Gen. Dabei kommt es zu einer G-zu-T-Transversion in Position +5665.
Dies betrifft das 61ste Nukleotid im Exon 5 und flihrt zu dem Lysin-Asparagin-Tausch im
Kodon 198 [Iglarz et al. 2002].

Verschiedene unabhédngige epidemiologische Studien in europdischen und japanischen
Populationen konnten einen Zusammenhang zwischen dem Lys198Asn-Polymorphismus und
einem erhohten Blutdruck bei ibergewichtigen Personen aufzeigen [Tiret et al. 1999, Asai et al.
2001, Jin et al. 2003]. Treiber et al. (2003) konnten hingegen eine solche Assoziation zwischen
der Mutation und dem Blutdruck bzw. totalen peripheren Widerstand nicht bestétigen. Allerdings
wurde hier bei tibergewichtigen T-Alleltrdgern in bestimmten Stresssituationen (,,behavioral
stress™) ein starkerer Anstieg des diastolischen Blutdrucks gegeniiber den Normalgewichtigen
nachgewiesen. Der Arbeitsgruppe Iglarz et al. (2002) gelang es schlieflich, einen direkten
Einfluss des Lys198Asn-Polymorphismus auf die GefaRreagibilitat aufzudecken. Sie
untersuchten den in vitro Phenylephrin-induzierten Gefalitonus und dessen Verstarkung unter
Endothelin-1 und Angiotensin-1I in humanen Mamma-Arterien. Dabei potenzierte die unterhalb
der Schwellenkonzentration liegende ET-1-Konzentration von 10 pmol die Phenylephrin-

induzierte Vasokonstriktion, welche bei den T-Alleltragern signifikant starker ausgepragt war.
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Nur zwei Studien beschaftigten sich bisher mit der funktionellen Beziehung zwischen dem
Lys198Asn-Polymorphismus und den Endothelin-1-Plasmaspiegeln. Barden et al. (2001)
untersuchten Schwangere mit und ohne Praeklampsie und stellten fest, dass der T-Allelstatus
zum einen mit hoheren systolischen Blutdruckwerten und zum anderen mit hoheren ET-1-
Konzentrationen assoziiert ist. Tanaka et al. (2004) verglichen die ET-1-Plasmawerte von
Hypertonie-Patienten mit und ohne Aminoséure-Substitution in Position 198, konnten dabei

jedoch keine signifikanten Unterschiede feststellen.
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B AUFGABENSTELLUNG

Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom ist eine ernstzunehmende Erkrankung mit bisher
ungeklarter Pathogenese. In Tierversuchen konnte festgestellt werden, dass einige OSA-
Phénotypen (z.B. kraniofasziale Struktur, zentrale Atemregulation, neuronale Kontrolle) durch
Endothelin-1 beeinflu3t werden.

Ob die Endothelin-1-Werte bei Schlafapnoe-Patienten jedoch tatséchlich erhéht sind und ob eine
effiziente nCPAP-Therapie eben diese Werte normalisiert, ist aufgrund der kontroversen
Datenlage bisher unklar. Nachgewiesenermalien besitzen OSA-Patienten eine erhdhte Morbiditat
und Mortalitat in Bezug auf kardiovaskuldre Erkrankungen, was fiir die Mitwirkung des

Vasokonstriktors Endothelin-1 spricht .

Epidemiologische Studien haben weiterhin gezeigt, dass die Endothelin-1-Variante Lys198Asn
(GIT) mit einem erhdhten Blutdruck bei Ubergewichtigen assoziiert ist. In der vorliegenden
Querschnittstudie wurde dieser Polymorphimus hinsichtlich seiner Bedeutung fur die
Manifestation und den Auspragungsgrad der Schlafapnoe untersucht und gleichzeitig eine
funktionelle Beziehung zu den Endothelin-1-Plasmakonzentrationen hergestellt.
Dabei sollten folgende Fragestellungen geklart werden:
» Sind die ET-1-Plasmawerte der OSA-Patienten gegeniiber denen von Schlafgesunden
erhoht? Agiert Endothelin-1 vielleicht sogar als Marker?
= Liegt eine funktionelle Beziehung zwischen den ET-1-Plasmakonzentrationen und einem
bestimmten Genotypus beziiglich der Lys198Asn-Variante vor?
= Tritt die Lys198 Asn-Mutation bei Schlafapnoe-Patienten hdufiger auf und gibt es einen
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und dem Schweregrad des obstruktiven

Schlafapnoe-Syndroms?
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C MATERIAL UND METHODEN

1. Rekrutierung der Studienteilnehmer

1.1.  Patientenkollektiv (SA)

Insgesamt sollte ein Kollektiv von ca. 300 Patienten mit einem manifesten obstruktiven
Schlafapnoe-Syndrom (OSAS) gewonnen werden. Dazu wurde allen Patienten mit der Diagnose
oder dem Verdacht einer obstruktiven schlafbezogenen Atmungsstérung, die sich in der
Schlafambulanz der Poliklinik der Charité vorstellten, die Teilnahme an der Studie angeboten.
Eingeschlossen wurden daher zum einen Patienten, die sich bereits in der Schlafambulanz in
Behandlung befanden und zur Therapiekontrolle vorstellig wurden, und zum anderen Patienten,
die zur Erstdiagnostik in die Poliklinik kamen und bei denen sich der Verdacht auf eine
schlafbezogene Atmungsstérung im ambulanten Schlafapnoe-Screening und der

kardiorespiratorischen Polysomnographie bestétigte.

Alle OSA-Patienten durchliefen das folgende standardisierte, diagnostische, ambulante
Stufenprogramm 1:

= Erhebung einer allgemeinen medizinischen Anamnese,

Erhebung einer spezifischen Schlaf-Anamnese,

Korperliche Untersuchung,
= Beantwortung folgender Fragebdgen:

- Allgemeiner Fragebogen zum Schlaf,

- Fragebogen zum Schnarchen,

- Fragebogen zur Miidigkeit am Tage (Epworth Sleepiness Scale = ESS),
Ambulantes Schlafapnoe-Monitoring (MESAM 4/Merlin®/ Embletta®).
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Bei dem ambulanten Schlafapnoe-Screening wurde ein Gerét (MESAM 4) verwendet, welches
von eingewiesenem Fachpersonal angelegt und vom Patienten Uber Nacht getragen wurde.
Hiermit wurden vier Parameter erfasst:

= Atemgerédusche (Schnarchen),

= Herzfrequenz (direkte Bestimmung aus der R-R-Zacken-Erkennung des EKGs),

= Sauerstoffsattigung und

= Schlafposition.
Zusatzlich bestand fiir den Patienten die Mdglichkeit, n&chtliche Ereignisse wahrend der
Registrierung zu markieren, welche im passenden Protokoll ndher beschrieben und spéter bei der
Auswertung berticksichtigt wurden. AnschlieBend wurden die Daten des ambulanten Schlafapnoe-
Monitoring computergestiitzt visuell ausgewertet und der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI = Apnoen

+ Hypopnoen pro Stunde Schlaf) bestimmt.

In das Patientenkollektiv wurden nur Personen mit einem AHI > 5/h aufgenommen.
Drei verschieden starke Ausprégungsgrade des SAS (Schlafapnoe-Syndroms) werden

unterschieden:

5/h < AHI < 15/h mit klinischer Symptomatik mildes SAS
15/h < AHI < 30/h ohne/mit klinischer Symptomatik moderates SAS
AHI > 30/h ohne/mit klinischer Symptomatik ausgepragtes SAS

Tabelle 2: Schweregrade des Schlafapnoe-Syndroms

Zur Diagnoseobjektivierung unterzogen sich die Patienten mit einem positiven Schlafapnoe-
Monitoring (mindestens mildes SAS) nach der Erstdiagnostik innerhalb von sechs Monaten einer
weiterfuhrenden stationaren Differentialdiagnostik mittels kardiorespiratorischer
Polysomnographie (siehe 1.4.). Patienten, bei denen die Polysomnographie zusatzlich zum OSAS
eine andere Schlafstorung identifizierte, wurden von der Studie ausgeschlossen. Zur Beurteilung
des Auspragungsgrades der Schlafapnoe wurde jeweils der AHI der polysomnographischen

Ableitung vor Therapiebeginn verwendet.



14

Um bestimmte Einflussfaktoren auf das Endothelinsystem in der Auswertung berucksichtigen zu
konnen, wurde von allen Studienteilnehmern (Patienten- und Kontrollkollektiv) zusétzlich ein
Fragebogen ausgefullt, der Informationen zu folgenden Themen enthielt:
= Allgemeine Angaben (z.B. Geschlecht, Alter, BMI, ethnische Zugehdrigkeit,
Familienanamnese),
= Angaben zur Krankheitsanamnese (z.B. internistische — insbesondere Herz-Kreislauf- und
Stoffwechselerkrankungen — sowie neurologische/psychiatrische Erkrankungen),
= Angaben zur Medikamentenanamnese,

= Angaben zum Genussmittelkonsum (z.B. Nikotin, Alkohol, Koffein).

SchlieRlich wurde der Blutdruck nach der Methode von Riva-Rocchi — standardisiert (im Sitzen,

nach mindestens fiinf Minuten Ruhe, am rechten Oberarm) — gemessen.

Die Blutentnahme (zwei 9 mI-EDTA-Kiivetten) fiur die Analyse der Endothelin-1-Plasmaspiegel
und der Genotypisierung erfolgte mittels peripher-vendser Punktion (z.B. Vena mediana cubiti) in
einem definierten Zeitfenster (9.00 — 11.00 Uhr) am Vormittag.

Alle Daten sowie Blut- und Plasmaproben wurden anonymisiert und anschlie3end mit der

entsprechenden Studienteilnehmer-Identifikation gekennzeichnet.

1.2.  Kontrollgruppe (SG)

Diese Gruppe umfasste schlafgesunde Probanden, die sich innerhalb der Hauptaltersgruppe der
OSA-Patienten befanden. Sie diente der Referenzwertfindung beztglich des Endothelin-1-
Plasmaspiegels und der Haufigkeitsverteilung des Lys198Asn-Polymorphismus. In das Kollektiv
der Schlafgesunden (SG ) wurden nur Probanden aufgenommen, bei denen eine schlafbezogene
Atmungsstorung sowohl anamnestisch als auch diagnostisch (AHI < 5/h) ausgeschlossen werden
konnte. Weiterhin wurde die Einnahme von Medikamenten, die eine zentrale Wirksamkeit, einen
Einfluss auf den Schlaf, auf den Erregungsablauf des Herzens oder auf das Endothelinsystem
haben, anamnestisch ausgeschlossen. Die Kontrollgruppe durchlief das gleiche diagnostische

Programm wie die Gruppe der Schlafapnoeiker.
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1.3. Ein- und Ausschlusskriterien

Fur das Patienten- und das Kontrollkollektiv galten folgende Kriterien:

= Studienteilnehmer beiderlei Geschlechts,

= Nordeuropdische Abstammung (aufgrund interethnischer Unterschiede ist eine einheitliche
Population notwendig, um das Risiko systemischer Fehler zu verringern),

= Alter: > 18 Jahre (SA);
Alter: > 30 Jahre (SG),

= AHI < 5/h: Kollektiv der Schlafgesunden (SG);
AHI > 5/h: Kollektiv der Schlafapnoeiker (SA),

= Unterzeichnung einer schriftlichen Einwilligungserkl&rung (nach miindlicher und

schriftlicher Aufklarung).

1.4. Kardiorespiratorische Polysomnographie

Diese Untersuchung fand im Rahmen der weiterfiihrenden stationéren Schlafapnoe-
Stufendiagnostik 2 im Forschungslabor des Schlafmedizinischen Zentrums in speziell zur
Schlafableitung eingerichteten Raumlichkeiten statt. Dafiir standen zwei getrennte
Schlafaufzeichnungs- und Analysesysteme (ALICE 3™ Healthdyne International S.A., Antony,
Frankreich) in Einzelrdumen zur Verfligung, so dass bei zwei Studienteilnehmern gleichzeitig die
Ableitung durchgefiihrt werden konnte. Nach Anlegen der Ableitelektroden/Sensoren und dem
Beginn der Messungen hielt sich der Nachtdienst in einem gesonderten Raum auf, von dem aus
die Patienteniiberwachung mittels einer Infrarotkamera und Wechselsprechanlage erfolgte. Die
Probandenrdume wurden wahrend der Aufzeichnung nur in absoluten Ausnahmeféllen betreten:
z.B. bei Verlangen des Patienten, Auftreten erheblicher korrekturbedirftiger Mé&ngel in der
Schlafableitung oder in medizinischen Notféllen. Stérungen im Schlafverlauf wurden stets
dokumentiert. Die Schlafableitung wurde zu der individuell Giblichen Zubettgehzeit gestartet und
nach mindestens sechs Aufzeichnungsstunden durch Erwachen des Patienten (Schlaf ad libitum)

oder zu vorher festgelegten Weckzeiten — spatestens jedoch um 8:00 Uhr — beendet.
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Insgesamt beinhaltete die Schlafableitung folgende Parameter:
= Elektroencephalogramm (C3-A2, C4-Al, O1-A2, 02-Al),
= Elektrookulogramm (EOG-re + EOG-li),
= Elektromyogramm (EMG-Kinn + EMG-Bein),
= Elektrokardiogramm (Ableitung nach Frank),
= Schnarchgeréusche (Erfassung mit Hilfe eines Kehlkopfmikrofons),
= Mund-/Nasenfluss (Erfassung mit Hilfe eines Thermistor und Flow/Druck-Wandler),
= Atemexkursion (Thorax + Abdomen (Induktionsplethysmographie)),
= Sauerstoffsattigung (mittels Pulsoximetrie),

= Lageposition (mittels elektromechanischem Lagesensor).

Auswertung:
Neben der ausfihrlichen Analyse der Schlafstruktur entsprechend den Kriterien von Rechtschaffen

und Kales (Berechnung der Lange und prozentualen Anteile der einzelnen Schlafstadien,
Schlafstadienwechsel, Schlaflatenzen und Schlafeffektivitat) wurde ein besonderer Schwerpunkt
auf die Analyse der Atmung gelegt. Fir die Beurteilung einer Schlafapnoe und die Berechnung
des AHI wurden Nasenfluss, Thorax- und Abdomenexkursion, Herzfrequenz und
Sauerstoffsattigung herangezogen.

Eine Apnoe wurde als Sistieren des Luftflusses an Nase und Mund fiir eine Dauer von mindestens
zehn Sekunden definiert.

Als Hypopnoe wurde die Reduzierung der Einzelsignale von Nase und/oder Mund um mindestens
50 % flir eine Dauer von mindestens zehn Sekunden mit einem 3%igem O,-Abfall und/oder einem
assoziiertem Arousal bezeichnet.

Die Reduktion der Flow-Amplitude um 20 — 50 % mit bzw. ohne O,-Anderungen und mit oder
ohne Arousal beschrieb die sogenannte periodische Atmung bzw. Hypoventilation.

Apnoen und Hypopnoen wurden gezahlt und auf die Stunde Schlaf umgerechnet. Daraus ergab

sich der Apnoe (Al)- und der Hypopnoe (HI)-Index bzw. der Gesamtindex (AHI).
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2. Material
2.1. Enzym-Immunassay zur quantitativen Bestimmung von Endothelin-1
Kit-1nhalt:

12 x 8-Well-Mikrotiterstreifen (beschichtet mit polyklonalen Kaninchen-Anti-Endothelin-
Antikorpern),

10 x Waschpufferkonzentrat (50 ml),

Assaypuffer (100 ml),

Detektionsantikorper (lyophilisierte, monoklonale Anti-Endothelin-Antikorper),

sechs Standards von 0 bis 10 fmol/ml (synthetisches humanes Endothelin-1, lyophilisiert in
Humanplasma),

zwei Kontrollen (synthetisches humanes Endothelin-1, Iyophilisiert in Humanplasma),
Konjugat (22 ml Anti-Maus-1gG-Antikorper, gekoppelt an Peroxidase (HRPO)),

Substrat (22 ml TMB-LGdsung),

Stoplésung (7 ml),

PAA (Precipitating Agent Additive; 12 ml),

Endothelin (synthetisches humanes Endothelin-1, lyophilisiert in Puffer),

PB-Puffer,

extra hoher Endothelin-Standard in Plasma (synthetisches humanes Endothelin-1,
Iyophilisiert in Humanplasma),

zwei Stlck selbstklebende Abdeckfolien.

Zusétzlich waren erforderlich:

destilliertes Wasser,

Polypropylenréhrchen (ca. 2 ml Kapazitét),
Spritzdosierflasche fur Waschpuffer,
Zellstoff.

Die notwendigen Reagenzien fur die genetischen Untersuchungen werden unter 3.3. und 3.4.

aufgefihrt.
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Gerate

Pipetten (eppendorf),

Zentrifuge: Centrifuge 5416 (eppendorf),

Probenroller: RM 5 — Assistent 348 (Karl Hecht KG),

Thermomixer comfort (eppendorf),

Temperierter Schuttelinkubator: Typ 1092 (GFL),

Gefrierschrank: Liebherr Premium (-20°C),

Kihlschrank: Liebherr (-4°C),

Mikrotiterplatten-Photometer: Spectra Il (SLT Labinstruments Deutschland GmbH),
Software fur Extinktion-Auswertung: Magellan (TECAN, Dokumentenversion 1.1,
Software-Version 2.5x, August 2000),

DNA-Extraktionsgerat: Magna Pure LC (Roche Molecular Diagnostics GmbH),
Echtzeitfluoreszenzzykler: Typ Light Cycler (Roche Molecular Diagnostics GmbH),
Kapillaren (Light Cycler Capillaries, Roche Molecular Diagnostics GmbH),

Light Cycler Probe Design Software®

DNA-Sequenziergerat: ABI Prism 310 Genetic Analyzer,

ABI Prism 310 diagnostic software®: ABI Prism Sequencing Analysis Version 3.3.
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3. Methoden

3.1.  Aufbereitung und Lagerung der gewonnenen Blutproben

Um zirkadiane Konzentrationsschwankungen des Endothelins auszuschlieRen, wurden alle
Blutproben am Vormittag zwischen 9 — 11 Uhr durch peripher-ventse Punktion gewonnen.
Aufgenommen in EDTA, wurden die jeweils 18 ml Blut (2 x 9 ml) eines jeden Studienteilnehmers
sofort nach der Abnahme fiir maximal 50 Minuten auf Eis zwischengelagert. Davon wurden
anschlieBend insgesamt 6 ml EDTA-BIut fir funf Minuten bei 5000 g und einer Temperatur von
4°C zentrifugiert. Das so gewonnene Plasma, welches fiir die Analyse der ET-1-Plasmaspiegel
ndtig ist, wurde abpipettiert und in Polypropylenréhrchen a maximal 2 ml proportioniert. Bis zur
analytischen Aufarbeitung (innerhalb von sechs Monaten) wurden die R6hrchen bei —20°C
eingefroren. Die restlichen 12 ml EDTA-BIut eines jeden Studienteilnehmers wurden bis zum

Beginn der pharmakogenetischen Untersuchungen ebenfalls tiefgefroren (bei —20°C) aufbewahrt.

3.2. Bestimmung der Endothelin-1-Plasmakonzentrationen mit Hilfe eines spezifischen
ELISA-Kits

Durchfiihrung:
Ansatz A: Direkte Bestimmung von Endothelin in humanem EDTA-Plasma

Reagenzienvorbereitung:
= Standards 0 bis 5 wurden in 1,5 ml Assaypuffer gelost.
= Kontrollen (,,high* & ,,low*) wurden in 1,5 ml Assaypuffer geldst.
= Detektionsantikdrper wurde in 5,5 ml Assaypuffer geldst.
= Waschpufferkonzentrat wurde auf 500 ml mit destilliertem Wasser verdiinnt.
» Alle Reagenzien mussten Raumtemperatur (18 — 26°C) haben, bevor sie im
Test eingesetzt werden konnten.
» Dies galt auch fir die tiefgefrorenen Plasmaproben. Sie wurden kurz vor ihrem

Gebrauch mit Hilfe des Thermomixers auf entsprechende Temperatur gebracht.
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Weitere Arbeitsschritte:

Es wurden je 200 pl Standard (0 - 5), Kontrolle (,,high“ & ,,low*) bzw. Probe —
immer als Doppelbestimmungen — in die entsprechenden Wells pipettiert.

Dazu wurde weiterhin je 50 pl Detektionsantikdrper in alle Wells — auller dem
Leerwert — gegeben.

Nach vorsichtigem Schiitteln der Mikrotiterplatte (Mischvorgang) wurde diese
sorgféltig mit Klebefolie abgedeckt (Vermeidung von Verdunstung) und tiber
Nacht (16 — 24 h) bei Raumtemperatur (18 — 26°C) inkubiert.

Am néchsten Tag wurde der Well-Inhalt verworfen und mindestens funf Mal mit je
300 pl verdiinntem Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurden eventuelle
Waschpufferreste durch Ausklopfen auf geeignetem Zellstoff entfernt.

Nun wurden je 200 ul Konjugat in alle Wells pipettiert.

Die Mikrotiterplatte wurde wiederum sorgféltig mit Klebefolie abgedeckt und 1 h
bei 37°C im Schuttler inkubiert.

Danach wurde der Inhalt der Wells verworfen und es folgten, wie zuvor
beschrieben, weitere Waschschritte und ,,Ausklopfen®.

Als néchstes wurde in alle Wells je 200 pl Substrat pipettiert und 30 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

AnschlieBend wurde die Farbreaktion mit je 50 ul Stoplésung unterbrochen.
Die Extinktion wurde danach sofort bei 450 nm bzw. 405 nm gegen einen
Referenzfilter von 620 nm mit Hilfe des Mikrotiterplatten-Photometers
(SLT.Spectra) gemessen.

Mittels der Software Magellan (TECAN) wurde nun der Absorptionswert des
Leerwerts von allen anderen Messwerten abgezogen. Weiterhin wurde aus der
Standardkurve eine Eichkurve erstellt, mit deren Hilfe dann die Messwerte der

anderen Proben berechnet werden konnten.

Da alle Leerwerte, Standards, Kontrollen und Proben in Doppelbestimmungen ausgefihrt wurden,

konnten pro Mikrotiterplatte 39 Plasmaproben analysiert werden.
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Testmerkmale:

Normalwerte: 0,2 bis 0,7 fmol/ml (in humanem EDTA-Plasma)
Standardbereich: 0 bis 10 fmol/ml
Spezifitat/Kreuzreaktionen:

= Endothelin-1 (1-21): 100 %,

= Endothelin-2 (1-21): 100 %,

= Endothelin-3 (1-21): <5 %,

= big-Endothelin (1-38): <1 %,

» big-Endothelin (22-38): <1 %.

In normalen humanen EDTA-Plasmen sollte die Konzentration von ET-2 weniger als 20 % und

von ET-3 ca. 50 % der jeweiligen ET-1-Konzentrationen ausmachen.

Reproduzierbarkeit:

Intraassay: Mittelwert Variationskoeffizient Anzahl
2,77+0,13 4,5 % n=18
5,42 +0,24 4,4 % n=18
Interassay: Mittelwert Variationskoeffizient Anzahl
2,85%0,20 6,9 % n=13
5,82 £ 0,45 7,6 % n=13
Wiederfindung:

Funf verschiedene Plasmen wurden mit zwei unterschiedlichen Mengen synthetischem
Endothelin-1 versetzt und im direkten Assay gemessen (Ansatz A):

= 0,5 fmol/ml Messwert: 0,48 fmol/ml 95 %,

= 2 fmol/ml Messwert: 2,08 fmol/ml 104 %.

Nachweisgrenze:

Die Nachweisgrenze ist jene Konzentration an Endothelin, die sich drei Standardabweichungen

vom Nullwert unterscheidet. Sie liegt hier bei 0,05 fmol/ml.
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3.3. DNA-Extraktion

Die Isolierung der DNA aus dem Blut (welches bis zu diesem Zeitpunkt tiefgefroren gelagert
wurde) erfolgte mit dem vollautomatischen Extraktionsgerdat Magna Pure LC (Roche). Fir die
Durchfuhrung wurden zum einen der Magna Pure-DNA-Isolation-Kit (siehe unten) und zum
anderen 200 pl Blut eines jeden Studienteilnehmers benétigt. Die entsprechenden
Reaktionsgefalie und Pipetten wurden an den festgelegten Stellen positioniert. Pro Durchgang

konnten 32 Proben verarbeitet werden.

Der Magna Pure LC arbeitet nach dem Festphasenextraktionsprinzip, welches sich
folgendermalRen zusammensetzt:

Das Blut wird zunéchst in eine Hochsalzpufferldsung tberfiihrt, welche die im Blut befindlichen
Zellen lysiert und die DNA somit frei vorliegen lasst. Hinzu kommen magnetische Glaspartikel
und Natrium. Diese als Festphase bezeichneten Partikel mit magnetischem Kern und
Siliziumbeschichtung binden bei den herrschenden hohen Salzkonzentrationen (chaotrop) mit
ihren Sianolgruppen tiber Natrium an die Phosphatgruppe der Nukleinséure. Auf diese Weise
kann die DNA von den anderen Blutbestandteilen getrennt werden. Durch darauffolgende
Waschvorgange wird die DNA von den Partikeln gereinigt und kann nun gebrauchsfertig in
entsprechend beschriftete Eppendorfgefale pipettiert und in einem Kiihlschrank bei +4°C

gelagert werden.

MagNA Pure LC DNA Isolation Kit — Large Volume (Roche Diagnostics GmbH):

= Wash Buffer | 3 x 100 ml,

= Wash Buffer Il 3 x 60 ml,

= Wash Buffer 1| 2 x 100 ml,

= Lysis Binding Buffer 70 ml,

= Magnetic Glass Particle Suspension sechs Flaschchen,
= Elution Buffer 100 ml,

= Proteinase K Buffer Il 100 ml,

* Proteinase K drei Flaschchen.

(Dieses Volumen ist ausreichend fiir die DNA-Extraktion von 288 Proben aus 20-200 pl Blut.)
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3.4.  Amplifikation und Genotypisierung mittels Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ist eine Weiterentwicklung der Polymerase-Ketten-Reaktion. Sie erlaubt die
Amplifikation des zu untersuchenden Genabschnittes und die Identifikation von Mutationen in
nur einem Arbeitsdurchgang. Die synthetisierten Nukleinsduren kénnen ,,online” in Echtzeit
(,,real time*) reproduzierbar quantifiziert und typisiert werden. Auf der Basis von ,,fluorescence
resonance energy transfer” (FRET) wird ein Fluoreszenzsignal erzeugt, welches proportional der
angereicherten DNA ist. Die Fluoreszenzsignale entstehen entweder sequenzunspezifisch durch
Interkalierung in doppelstrangige DNA oder sie entstehen, wie im vorliegenden Fall,
sequenzspezifisch durch Hybridisierung mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten Sonden

(siehe Messprinzip).

Durchfiihrung:
Es wurde ein vollautomatischer Echtzeitfluoreszenzzykler (Typ: Light Cycler) der Firma Roche

verwendet, dem 32 Kapillaren (Light Cycler Capillaries, Roche Molecular Diagnostics GmbH)
und die unten aufgefiihrten Reagenzien (siehe Tabelle 3) zugefligt wurden. Pro Arbeitslauf
diente eine Kapillare als Negativkontrolle, um eventuelle Kontaminationen erkennen und
ausschlieBen zu konnen. In jede der restlichen 31 Kapillaren wurden 20 pl des PCR-Ansatzes
und 1 pl DNA pipettiert.
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Reagenzien Menge Funktion

- sorgt fiir optimales pH-Milieu (pH-Optimum der Tag-
10xTag-Puffer 2l Polgmerasgz 8,8) P (PP |
MaCl 30mM | ist ein Kofaktor der Polymerase und somit wichtig fir

g-h ’ dessen Enzymaktivitat
lc;lliljl_f_lspstldtrlphosphate 0,1 mM |- sind die Bausteine zur Synthese des Nukleinsdurestrangs
BSA (Bovine Serum - BSA dient als Enzymstabilisator: bindet freie Fettsduren
30 mg/L und Lipide, welche die Proteine wahrend der

Albumin), konzentriert Hitzedenaturierung verandern wirden

- DMSO ist ein Lésungsmittel; neutralisiert Hydroxylradikale

DMSO 50mg/L | und verhindert, dass Reagenzi i ?
- . , genzien an den Kapillarwénden
(Dimethylsulfoxid) haften bleiben

Primer: EDN1x5 U 0,2 uM - sind Oligonukleotide und stellen die spezifischen
EDNLG B 0,2 uM Startermole_kule fur die Synthese des gewiinschten
Genabschnittes dar
Sonden: Sensor [G] 0,075 uM | - sind sequenzspezifische und fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotide (auch Fluorophore genannt), welche fiir
Anchor Ex5 (705) | 0,075 uM die Typisierung der DNA von Bedeutung sind

Tag-Polvmerase 1U - das hitzestabile Enzym (aus dem Bakterium Thermus
g-rolym aquaticus) synthetisiert den komplementaren DNA-Strang

Aqua bidest. 11,7 pl - schafft das notige wassrige Milieu

Ansatzvolumen 20 ul

Tabelle 3: Reagenzien fir Real-Time-PCR

Primer, DNA und Wasser lagerten bis zur Verwendung im Kuhlschrank bei +4°C. Puffer,
Nukleotide, Magnesiumchlorid und Tag-Polymerase wurden bei —20°C im Tiefkihlschrank
aufbewahrt. Unmittelbar vor ihrem Gebrauch wurden die tiefgefrorenen Reagenzien aufgetaut,
geschttelt und zentrifugiert. Die in Tabelle 3 genannten Reagenzien wurden in ein
Eppendorfgefal (Polypropylenréhrchen) pipettiert, gemischt und zentrifugiert, wobei die
Polymerase immer als letztes hinzukam. All dies wurde stets auf einer Eisplatte durchgefihrt,

um frihzeitige Hybridisierungen unter den Reagenzien zu verhindern.

Die Amplifikation des Endothelin-1-Gen-Fragmentes (Exon 5) erfolgte mit den Endothelin-1-
spezifischen Oligonukleotidprimern EDN1x5 U und EDN1x5 B (Tabelle 4). Sie dienten der Tag-
Polymerase als Startpunkte. Beide spezifischen Primer wurden mit Hilfe der Light Cycler Probe

Design Software® entwickelt.

Name Ausrichtung Sequenz Lange [bp]
EDN1x5 U vorwarts 5"-ggttttgtttgtgccagattc 21
EDN1x5 B rickwérts 5’-cttcagacaggccccgaa 18

Tabelle 4: Charakterisierung der Primer
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Die Amplifikation des zu untersuchenden DNA-Abschnittes mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
Reaktion baute sich folgendermalien auf:
= Initialdenaturierung (DNA-Aufspaltung zu Einzelstrangen; einmalig) bei 95 °C (120 s),
= Annealing (Primer-Anlagerung) bei 60 °C (20 s),
= Elongation (Polymerisierung zur Doppelstrang-DNA durch Anlagerung der dNTPs mit
Hilfe der Tag-Polymerase) bei 72 °C (30 s) und
= Denaturierung bei 95 °C (0 s).
Die drei Schritte — Denaturierung, Annealing, Elongation — durchliefen 43 Zyklen, in denen es

zur exponentiellen Vermehrung des gesuchten Genfragmentes kam.

Im Anschluss daran wurde die Genotypisierung mit Hilfe der Schmelzkurven-Analyse
durchgefuhrt. An dieser Stelle kamen die spezifischen Hybridisierungssonden zum Einsatz .
Das Amplifikat wurde wiederum auf 95°C erhitzt, um die DNA in ihre einzelstrangige Form zu
bringen. Dies war die Vorraussetzung fiir die darauffolgende Bindung der Sonden bei 49 °C
(20s). Es erfolgte das stetige Erwarmen der Proben von 0,1 °C je Sekunde auf 75 °C mit

paralleler Messung der Fluoreszenzen.
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Messprinzip:
Wie bereits erwahnt, wurden zu dem PCR-Ansatz zwei sequenzspezifische Oligonukleotide

(Hybridisierungssonden) hinzugeflgt (Tabelle 5).

Name Ausrichtung Sequenz

Sensor Sensor [G] vorwarts 5’-ctgaaaggcaagccctcca-F

5"-LC Red 705-

Anchor Anchor Ex5 (705) vorwarts
gagcgttatgtgacccacaaccgag-p

Tabelle 5: Charakterisierung der Hybridisierungssonden
g = Wildtyp-spezifische Base; F = Fluorescein; p = Phosphat; LC = Light Cycler

Diese Sonden binden in raumlicher Nahe zueinander (ca. 5-10 Basenpaare) zwischen den beiden
Primern an die Ziel-DNA (Sensor bindet mittig uber zu untersuchenden Gensequenz). Sie sind
mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Der Sensor tragt an seinem 3"Ende
Fluorescein, wéhrend der Anchor an seinem 5"Ende mit LC Red 705 markiert ist. Der Light
Cycler besitzt drei Detektionskanéle, mit denen er die Emissionsfluoreszenzen misst. Die
Fluorophoren werden mit einer Blau-Licht emittierenden Diode (= LED/Light Emitting Diode)
bei einer Wellenlédnge von 470 nm beleuchtet. Dadurch wird das gelb-griine Fluorophor
Fluorescein (260 nm) spezifisch angeregt und die resultierende Emissionsfluoreszenz im Kanal 1
gemessen. Weiterhin kann das Fluorescein seine Energie auf den benachbarten
Fluoreszenzfarbstoff, in diesem Fall LC Red 705 (705nm), Ubertragen. Dieser emittiert nun rote
Fluoreszenz, welche im Kanal 3 gemessen wird (LC Red 640 — Kanal 2).

Dieses Prinzip der sichtbarmachenden Energietbertragung wird als ,,fluorescence resonance
energy transfer* (FRET) bezeichnet. Es funktioniert jedoch nur, wenn beide Sonden an ihre

komplementdre Sequenz gebunden sind und dicht beieinander liegen.

Um entsprechende Mutationen detektieren zu kénnen, wurde nun eine Schmelzkurve
aufgenommen.
Das Hybridisierungsprodukt — bestehend aus Sonden und komplementarer DNA — wurde unter

stetiger Messung ihrer Fluoreszenz erhitzt.
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Der hier benutzte Sensor besal? seine spezifische Schmelztemperatur (Temperatur, bei der die
Anzahl der gebundenen und freien Sonden im Gleichgewicht stehen) bei 62 °C. Das bedeutet,
dass sich bei dieser Temperatur die Fluoreszenz (durch die Abspaltung des Sensors von der
DNA verursacht) verringerte, was in Form eines ,,Peaks* dargestellt wurde. Da die Sensorsonde
genau im Bereich der mdglichen Punktmutation an die Ziel-DNA bindet, erniedrigt jede
Anderung der komplementaren Sequenz ihren Schmelzpunkt.

Die DNA-Sequenz des Wildtypen war der Sensor-Sequenz exakt komplementar und erhielt ihren
Fluoreszenz-Peak somit bei 62 °C. Eine homozygot-mutierte Probe hatte ihren Peak hingegen
bei 57 °C. Handelte es sich jedoch um einen Heterozygoten, zeigten sich demnach zwei Peaks -
einen bei der hoheren Temperatur (Schmelzpunkt des Wildtyps) und einen bei der niedrigeren

Temperatur (Schmelzpunkt des Mutanten) — (siehe Abbildung 2).

0.0055 -
0.0050 -|
0.0046 -|
0.0040 -|
0.0035 —|
0.0030 -|
0.0026 -|
0.0020 —|
0.0015 -|
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0.0005 -|

0.0000 —|

-0.0005 -|

Fluoreszenz —d(F3/F1)/dT

-0.0010 -|

-0.0015 -
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| | | ] ] | | | | | | | | ] ] | | ] | |
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Temperatur (°C)

Exon 5 (Lys198Asn)

""" GT

- 1T
Negativkontrolle

Abbildung 2: Darstellung von Schmelzkurven zur Identifizierung der einzelnen Mutationen im
Exon 5 (Lys198Asn) des Endothelin-1-Gens



28

3.5.  DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung (Kettenterminationsmethode nach Sanger) wurde zum Nachweis der

Richtigkeit der Mutationsanalyse verwendet.

4. Statistik

Um die erarbeiteten Daten entsprechend auswerten zu kdnnen, wurden verschiedene statistische
Verfahren eingesetzt. Zur Priifung des Zusammenhangs zwischen kategorialen Merkmalen diente
der y*-Test. Um den Unterschied von metrisch nicht normalverteilten Merkmalen zwischen zwei
bzw. mehr als zwei Stichproben aufzudecken, wurden der Mann-Whitney-U- bzw. Kruskal-
Wallis-Test verwendet. Mit Hilfe der Korrelations- bzw. Regressionsanalyse wurde schliellich der
Zusammenhang zwischen metrischen (intervallskalierten) Merkmalen untersucht.

Aus Ubersichtsgriinden wurde bei samtlichen Abbildungen (insbesondere Boxplots) auf die
Darstellung von sogenannten Ausreif3ern verzichtet. Dabei handelte es sich um Datenwerte, die
zwischen innerer (1,5 x IQR) und duBerer (3 x IQR) Eingrenzung (= ,,milde Ausreiller*) bzw.

aullerhalb der &uf3eren Eingrenzung (= ,,extreme Ausreifl3er”) lagen.

5. Ethische Grundlagen und Datenschutz

Die Durchfiihrung dieser Querschnittstudie erfolgte stets unter der Bertcksichtigung
internationaler ethischer Leitlinien (z.B. Deklaration von Helsinki, ICH und GCP). Neben einer
biochemischen Auswertung beinhalteten die Blutuntersuchungen auch eine genotypische Analyse.
Die Patienten wurden ausfihrlich dartiber informiert und mussten dies auch schriftlich bestétigen.
Es stand ihnen selbstverstandlich frei, die Studie zu jedem beliebigen Zeitpunkt abzubrechen. Die
Patientendaten wurden in anonymisierter Form (fortlaufende Nummer und Initialen) erhoben und

gespeichert.
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D ERGEBNISSE

Der Probandenpool der Kontrollgruppe umfasst insgesamt 57 und der der Patientengruppe
insgesamt 365 Individuen. VVon den insgesamt 57 Schlafgesunden, bei welchen die genotypische
Untersuchung bezuglich der Lys198Asn-Mutation durchgefiihrt worden ist, konnte bei 48
zusétzlich der ET-1-Plasmaspiegel bestimmt werden. VVon den insgesamt 365 Schlafapnoeikern,
bei welchen die genotypische Untersuchung beziiglich der Lys198 Asn-Mutation durchgeftihrt
worden ist, konnte bei 347 zusétzlich der ET-1-Plasmaspiegel bestimmt werden. Aufgrund
fehlender Angaben oder einer schlecht eingestellten nCPAP-Therapie mussten fur die Endothelin-

Plasmaspiegel-Auswertungen 40 Patienten ausgeschlossen werden.



1. Charakterisierung der Kontroll- und Patientengruppe
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Kontrollgruppe (SG)

Patientengruppe (SA)

Studienteilnehmeranzahl (n) 57 365

Alter (Jahre)* 49 [40 - 59] 61 [53 - 67]
Geschlecht: weiblich (n) 16 (28,1 %) 79 (21,6 %)
AHI/h* 2,0 [0,9-3,8] 30,2 [15,0 — 53,9]

BMI (kg/m®)*

26,0 [23,9 - 29,1]

30,2 [27,4 - 335]

Raucher (n)

12 (21,1 %)

60 (16,4 %)

Medikamenteneinnahme (n)

27 (47,4 %)

304 (83,3 %)

Hypertonie (n)

20 (35,1 %)

240 (65,8 %)

KHK (n) 6 (10,5 %) 122 (33,4 %)
Diabetes mellitus (n) 1(1,8%) 74 (20,3 %)
Hyperlipidamie (n) 10 (17,5 %) 137 (37,5 %)
Atemwegserkrankungen (n) 7 (12,2 %) 51 (14,0 %)

HNO-Erkrankungen (n)

15 (26,3 %)

137 (37,5 %)

Allergie (n) 19 (33,3 %) 103 (28,2 %)
Schilddrisenerkrankungen (n) 2 (3,5%) 60 (16,4 %)
Nierenerkrankungen (n) 4 (7,0 %) 34 (9,3 %)
Lebererkrankungen (n) 5 (8,8 %) 38 (10,4 %)
Neurologische Erkrankungen (n) 1(1,8%) 34 (9,3 %)
Psychologische Erkrankungen (n) 8 (14,0 %) 36 (9,9 %)
Familiare OSAS-Belastung (n) 9 (15,8 %) 46 (12,6 %)

* Median [Quartile 1 - 3]

Tabelle 6: Kontroll- und Patientengruppe

Die Gruppe der Schlafgesunden soll dazu dienen, einen entsprechenden Vergleichswert fir den

Endothelin-1-Plasmaspiegel zu entwickeln und die Allelhdufigkeiten fur den Lys198Asn-

Polymorphismus tiberpriifen zu kdnnen. Diese Gruppe eignet sich nicht generell als

Kontrollgruppe, da sie zum einen verhaltnismé&Rig klein (n = 57) ist und sich zum anderen in

vielen wichtigen Aspekten (wie z.B. Alter (49 versus 61 Jahre) und BMI (26,0 versus 30,2 kg/m?))

von den Schlafapnoeikern unterscheidet (siehe Tabelle 6).
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2. Endothelin-1

2.1. Endothelin-1-Plasmakonzentrationen Kontrollgruppe versus Patientengruppe

2
Kontrolle (SG) Patienten (SA)

E P
© 11 -
E
; —_—
=
©
e
5
i 1
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N = 48 106 204
keine Therapie ohne Therapie mit Therapie

Abbildung 3: Boxplots fiir Endothelin-1-Plasmakonzentrationen
(aus Ubersichtsgriinden wird auf die Darstellung von AusreiRern (Werte zwischen
innerer und duBerer Eingrenzung bzw. aulierhalb dulRerer Eingrenzung; siehe C 4.)
verzichtet)

Die Endothelin-1-Plasmaspiegel (Median [Quartile 1 - 3]) liegen fiir die Kontrollgruppe bei
0,37 fmol/ml [0,23 - 0,62 fmol/ml]. Schlafapnoe-Patienten ohne nCPAP-Therapie haben eine
Konzentration von 0,40 fmol/ml [0,28 — 0,59 fmol/ml] und solche mit nCPAP-Therapie eine
Konzentration von 0,38 fmol/ml [0,28 — 0,57 fmol/ml] (siehe Abbildung 3). Demzufolge besteht
offensichtlich kein signifikanter Unterschied in den Endothelin-1-Plasmaspiegeln zum einen
zwischen der Kontroll- und Patientengruppe und zum anderen zwischen Schlafapnoe-Patienten
vor und unter Therapie. Diese Annahme konnte durch den Kruskal-Wallis-Test (p = 0,817)
bestatigt werden.

Des weiteren ist anzumerken, dass die medianen Endothelin-1-Werte fur beide Gruppen in dem

vom Kit-Hersteller angegebenen Normbereich 0,2 bis 0,7 fmol/ml liegen.
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2.2. Endothelin-1-Plasmaspiegel und Apnoe-Hypopnoe-Index

2.2.1. Endothelin-1-Werte und AHI-Kategorien

Mit Hilfe des Apnoe-Hypopnoe-Index wird der Schweregrad des Schlafapnoe-Syndroms beurteilt:
= Kategorie 1 (mild) — 5/h < AHI < 15/h,
= Kategorie 2 (moderat) — 15/h < AHI < 30/h,
= Kategorie 3 (ausgepragt) — AHI > 30/h.
Im Folgenden wird untersucht, ob sich der Endothelin-1-Plasmaspiegel in Abhéngigkeit vom
Auspragungsgrad der Erkrankung verandert. Hierflir werden nur die bisher unbehandelten

Schlafapnoe-Patienten eingeschlossen.

N

Endothelin-1 (fmol/ml)

0
N = 58 17 31
Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3

Abbildung 4: Boxplots fur Endothelin-1-Plasmaspiegel bei Schlafapnoe-Patienten
verschiedener AHI-Kategorien
(aus Ubersichtsgriinden wird auf die Darstellung von Ausreil3ern verzichtet)

Die Endothelin-1-Plasmaspiegel (Median [Quartile 1 — 3]) liegen fur die Schlafapnoe-Patienten mit
der AHI-Kategorie 1 bei 0,37 fmol/ml [0,28 - 0,49 fmol/ml], mit der AHI-Kategorie 2 bei 0,45
fmol/ml [0,31 - 0,69 fmol/ml] und mit der AHI-Katgorie 3 bei 0,38 fmol/ml [0,28 — 0,54 fmol/ml].



33

Die Endothelin-1-Werte der Patienten mit der AHI-Kategorie 2 sind zwar denen der Patienten mit
der AHI-Kategorie 1 und 3 gegentber erhoht, gleichzeitig sind jedoch die ET-1-Konzentrationen
der Schlafapnoe-Patienten mit einem milden und einem ausgeprégten Krankheitsbild nahezu
identisch (siehe Abbildung 4). Diese Ergebnisse lassen demnach keine signifikanten Unterschiede
in den Endothelin-1-Plasmaspiegel der einzelnen AHI-Kategorien vermuten, was durch den p-
Wert von 0,089 (Kruskal-Wallis-Test) gefestigt wird.

2.2.2. Endothelin-1-Plasmakonzentrationen und AHI-Werte

Um festzustellen, ob eventuell eine Korrelation zwischen den Endothelin-1-Plasmaspiegeln und
den AHI-Werten vorliegt, werden diese beiden Merkmale gegeneinander aufgetragen
(Abbildungen 5 und 6).
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Abbildungen 5 und 6: Endothelin-1-Plasmaspiegel und AHI-Werte innerhalb der Patientengruppe
(links: Ubersicht; rechts: vergroRerter Ausschnitt, ohne AusreilRer)

Sowohl in der Ubersicht als auch in der VergroRerung ist zu erkennen, dass die ET-1- und die
AHI-Werte nicht miteinander korrelieren. Bei z.B. steigenden AHI-Werten zeigt sich keine
tendenzielle Veranderung der Endothelin-1-Werte, die Punktwolke verl&uft parallel zur Ordinate.
Das Vorliegen von zwei linear unkorrelierten Merkmalen wird hier durch den Spearman’schen

Korrelationskoeffizienten von 0,004 (p = 0,94) bestatigt.
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2.3. Endothelin-1-Plasmaspiegel und Lys198Asn-Genotypen

Kontrollgruppe SG Schlafapnoegruppe SA

2 2
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Abbildungen 7 und 8: Boxplots fiir Endothelin-1-Plasmaspiegel der drei verschiedenen
Lys198Asn-Genotypen
(aus Ubersichtsgriinden wird auf die Darstellung von Ausreillern verzichtet)

Die Abbildungen 7 und 8 sowie die Tabelle 7 verdeutlichen, dass eine unterschiedliche Verteilung
der Endothelin-1-Werte in der Kontroll- im Vergleich zur Patientengruppe vorliegt. Bei den
Kontrollen sind die ET-1-Konzentrationen der GT- und TT-Alleltrdger denen der GG-Tréager
gegenuber etwas erhoht. Dieser Sachverhalt wird in der Patientengruppe hingegen nicht (bzw. nur
teilweise) bestatigt. Hier sind zwar die ET-1-Werte der GT-Trdger gegenuber denen der Wildtypen
(GG) auch erhoht, die ET-1-Konzentrationen der Homozygot-Mutierten (TT) gegeniiber denen der
GG-Trager jedoch erniedrigt.

Kontrollgruppe Patientengruppe
GG GT TT GG GT TT
Endothelin-1 0,35 0,42 0,41 0,38 0,42 0,35
(Fmol/ml)* [0,22-0,58] [0,25-0,58] [0,35-0,75] | [0,28-0,56] [0,28-0,62] [0,26 - 0,44]

* Median [Quartile 1 - 3]

Tabelle 7: Endothelin-1-Plasmakonzentrationen der drei verschiedenen Lys198Asn-Genotypen
innerhalb der Kontroll- und Patientengruppe

Sowohl der p-Wert (Kruskal-Wallis-Test) fiir die Kontrollgruppe mit 0,718 als auch der p-Wert
fur die Patientengruppe mit 0,278 liegen deutlich Uber dem angestrebten Signifikanzniveau von
0,05. Demzufolge ergibt diese Studie keinen Anhalt fiir einen Zusammenhang zwischen dem

Endothelin-1-Plasmaspiegel und einem bestimmten Lys198 Asn-Genotypus.
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Die Endothelin-1-Werte der Alleltrédger (GT & TT) fur den Lys198Asn-Polymorphismus sind im
Vergleich zu denen der Wildtypen (GG) nicht signifikant verschieden.

ohne NnCPAP-Therapie

mit nCPAP-Therapie
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Abbildungen 9 und 10: Boxplots fir Endothelin-1-Plasmawerte der drei verschiedenen
Lys198Asn-Genotypen bei SA-Patienten ohne bzw. mit nCPAP-Therapie
(aus Ubersichtsgriinden wird auf die Darstellung von AusreiRern verzichtet)

SA-Patienten ohne nCPAP SA-Patienten mit nCPAP

GG GT 1T GG GT TT
Endothelin-1 0,39 0,41 0,31 0,37 0,42 0,35
(Fmol/ml)* [0,22-0,61] [0,28-0,58] [0,11-0,51] | [0,27 —0,54] [0,29 - 0,64] [0,26 —0,44]

* Median [Quartile 1 - 3]

Tabelle 8: Endothelin-1-Plasmakonzentrationen der drei verschiedenen Lys198Asn-Genotypen
bei SA-Patienten ohne bzw. mit nCPAP-Therapie

In den vorliegenden Darstellungen wird die Gruppe der Schlafapnoe-Patienten weiterhin nach
ihrem nCPAP-Langzeit-Therapiestatus (ohne/mit) aufgeteilt. Auch hier werden die Endothelin-1-
Konzentrationen innerhalb der drei verschiedenen Genotypen einander gegentbergestelit.

Anhand der Abbildungen 9 und 10 sowie der Tabelle 8 ist zu erkennen, dass die ET-1-Werte der
Schlafapnoe-Patienten ohne und mit nCPAP-Therapie innerhalb der Genotypen &hnlich verteilt
sind. Der jeweils durchgefuhrte Kruskal-Wallis-Test bestétigt, dass sowohl bei den OSA-Patienten
ohne nCPAP-Therapie (p = 0,729) als auch mit n"CPAP-Therapie (p = 0,3) keine signifikanten

Unterschiede in den ET-1-Spiegeln zwischen den drei Genotypen bestehen.
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2.4. Endothelin-1-Werte bei familiar vorbelasteten versus unbelasteten Patienten

In einem anamnestischen Fragebogen (der von den Patienten selbst ausgefillt wurde) ist unter
anderem erfragt worden, ob Falle der Schlafapnoe innerhalb der Familie bekannt seien. Dabei sind
diese Familienmitglieder benannt worden: Vater, Mutter, Bruder, Schwester, Sohn, GroRvater,
Grofimutter, Onkel und Neffe. Im Folgenden werden familidr unbelastete und vorbelastete OSA-

Patienten gegentibergestellt und deren Endothelin-1-Konzentrationen miteinander verglichen.

Endothelin-1 (fmol/ml)

T
1

N= 39 246
vorbelastet unbelastet

Abbildung 11: Boxplots fir Endothelin-1-Plasmaspiegel von familiar
vorbelasteten und unbelasteten Schlafapnoe-Patienten
(aus Ubersichtsgriinden wird auf die Darstellung von Ausreil3ern verzichtet)

Wie der Abbildung 11 zu entnehmen ist, sind die ET-1-Werte (Median [Quartile 1 — 3]) der familiér
vorbelasteten (0,45 [0,32 - 0,58]) denen der familidr unbelasteten (0,38 [0,27 - 0,58]) Schlafapnoe-
Patienten gegentiber erhoht. Aufgrund der unterschiedlich groBen Stichproben (n = 39 versus

n = 246) ergibt der Mann-Whitney-U-Test einen p-Wert von 0,154. Demzufolge herrscht kein
signifikanter Unterschied in den Endothelin-1-Plasmaspiegeln zwischen familiér vorbelasteten und

familidr unbelasteten OSA-Patienten.

Mit Hilfe der Fragebdgen konnte weiterhin eine familidre Haufung des Schlafapnoe-Syndroms
nachgewiesen werden. 39 OSA-Patienten geben diesbeziiglich eine positive Familienanamnese an.
Demnach ist aus eigenanamnestischen Gesichtspunkten bei etwa jedem siebten Schlafapnoe-

Patienten (13,7 %) mindestens ein Erkrankungsfall innerhalb der jeweiligen Familie bekannt.
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2.5. Endothelin-1-Plasmakonzentrationen und mdgliche Einflussfaktoren

Um feststellen zu kénnen, ob der Endothelin-1-Plasmaspiegel der Schlafapnoe-Patienten von
bestimmten Lebensumstédnden oder Erkrankungen beeinflusst wird, sind sémtliche Angaben aus
den Fragebdgen ausgewertet und die entsprechenden ET-1-Werte gegenuibergestellt worden.
Dabei handelt es sich um folgende Merkmale:

= Alter (25-451J.,46-65J.,66—85J.),

= Geschlecht (weiblich, méannlich),

= BMI (< 30 kg/m? und > 30 kg/m?),

= Nikotinabusus (nie, friiher, jetzt),

= Medikamenteneinnahme (ja, nein),

= Atrterielle Hypertonie (ja, nein),

» KHK (ja, nein),

= Diabetes mellitus (ja, nein),

= Hyperlipiddmie (ja, nein),

= Atemwegserkrankungen (ja, nein),

= HNO-Erkrankungen (ja, nein),

= Allergien (ja, nein),

= Schilddriisenerkrankungen (ja, nein),

= Nierenerkrankungen (ja, nein),

= Lebererkrankungen (ja, nein),

= Neurologische Erkrankungen (ja, nein),

= Psychische Erkrankungen (ja, nein).

In dem Uberwiegenden Anteil der Falle zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in den
Endothelin-1-Konzentrationen. Stellvertretend werden drei Merkmale ndher beschrieben (siehe
Tabelle 9).
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Einflussfaktor ja nein
Anzahl (n) ET-1-Werte (fmol/ml)*| Anzahl (n) ET-1-Werte (fmol/ml)*
Geschlecht: weiblich 71 (23,1 %) 0,39 [0,28 - 0,55]
mannlich | 236 (76,9 %) 0,39 [0,28 - 0,57]
KHK: 92 (30,0 %) 0,39[0,30-0,54] | 215 (70,0 %) 0,38 [0,27 - 0,58]
Neurologische 28 (9,1 %) 0,42 [0,24 -0,55] | 279 (90,9 %) 0,39 [0,28 - 0,58]
Erkrankungen:

* Median [Quartile 1 - 3]

Tabelle 9: Endothelin-1-Plasmakonzentrationen betrachtet nach verschiedenen Einflussfaktoren

Ménnliche und weibliche Schlafapnoe-Patienten weisen nahezu identische Endothelin-1-Plasma-
spiegel auf und auch OSA-Patienten mit und ohne KHK unterscheiden sich in ihren ET-1-Werten
nicht wesentlich voneinander (0,39 fmol/ml versus 0,38 fmol/ml; siehe Tabelle 9). Schlafapnoe-
Patienten, die unter neurologischen Erkrankungen (Tumore, Epilepsie, Migrane, zerebrale
Durchblutungsstérungen, Apoplex) leiden, zeigen nur eine tendenzielle Erhéhung ihrer
Endothelin-1-Konzentrationen gegenuber denen, die frei von neurologischen Beschwerden sind
(Mann-Whitney-U-Test: p = 0,100).

Insgesamt drei der untersuchten Merkmale rufen signifikante Unterschiede in den Endothelin-1-
Plasmaspiegeln hervor. Das Vorhandensein von Atemwegserkrankungen, HNO-Erkrankungen
oder arterieller Hypertonie scheint einen Einfluss auf die Endothelin-1-Werte bei Schlafapnoe-

Patienten zu haben. Diese Befunde sollen im Folgenden néher erléutert werden.
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2.5.1. Endothelin-1-Plasmaspiegel und Atemwegserkrankungen

Die Endothelin-1-Plasmawerte von OSA-Patienten mit und ohne Atemwegserkrankungen sind in
Abbildung 12 gegenubergestellt. ,,Atemwegserkrankungen® ist ein weit gefasster Begriff und
beinhaltet in diesem Fall: Asthma bronchiale, chronische Bronchitits, COPD, Sarkoidose,

chronischen Husten, Lungenembolie und -emphysem.

Endothelin-1 (fmol/ml)

0 N N
N= 40 267
mit AWE ohne AWE

Abbildung 12: Boxplots fur Endothelin-1-Plasmaspiegel von Schlafapnoe-Patienten
mit und ohne Atemwegserkrankungen (AWE)
(aus Ubersichtsgriinden wird auf die Darstellung von Ausreil3ern verzichtet)

Die ET-1-Konzentrationen (Median [Quartile 1 — 3]) flr Schlafapnoe-Patienten mit AWE liegen bei
0,50 fmol/ml [0,24 — 0,86 fmol/ml] und flr Patienten ohne AWE bei 0,38 fmol/ml [0,28 - 0,54
fmol/ml]. Der Mann-Whitney-U-Test mit einem p-Wert von 0,039 bestétigt, dass der Unterschied

zwischen den beiden Gruppen signifikant ist.
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2.5.2. Endothelin-1-Werte und HNO-Erkrankungen

Beim Gegenuberstellen von OSA-Patienten mit und ohne HNO-Erkrankungen konnten ebenfalls
signifikante Unterschiede in den Endothelin-1-Plasmakonzentrationen festgestellt werden. Das
Merkmal ,,HNO-Erkrankungen* umfasst bei unseren Patienten folgende Krankheiten:
Nasenseptumanomalien mit Verengung der Atemwege, Nasenschleimhauthypertrophie bzw.
trockene Nasenschleimhaut, Polypen, Tonsillenhypertrophie, Rhinitis, Sinusitis, Laryngitis,

Schwerhdrigkeit, Tinnitus aurium und rezidivierende Otitis media.
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Abbildung 13: Boxplots fir Endothelin-1-Plasmaspiegel von Schlafapnoe-Patienten
mit und ohne HNO-Erkrankungen
(aus Ubersichtsgriinden wird auf die Darstellung von Ausreillern verzichtet)

Mit 0,42 fmol/ml [0,30 - 0,64 fmol/ml] sind die ET-1-Werte (Median [Quartile 1 — 3]) von
Schlafapnoe-Patienten mit HNO-Erkrankungen héher als die von Patienten ohne HNO-
Erkrankungen (0,37 fmol/ml [0,28 — 0,54 fmol/ml] (siehe Abbildung 13). Der Unterschied ist
statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,036).
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2.5.3. Endothelin-1-Plasmakonzentrationen und arterielle Hypertonie

In diesem Abschnitt soll untersucht werden, inwiefern hypertone Blutdruckwerte

(Definition: systolisch > 140 mmHg; diastolisch > 90 mmHg) bei Schlafapnoe-Patienten mit einer
Veranderung der Endothelin-1-Plasmaspiegel assoziiert sind. Dazu werden zunichst OSA-
Patienten mit und ohne Bluthochdruck gegenubergestellt und deren Endothelin-1-Konzentrationen

miteinander verglichen (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Boxplots fir Endothelin-1-Plasmaspiegel von normo- und hypertonen
Schlafapnoe-Patienten
(aus Ubersichtsgriinden wird auf die Darstellung von Ausreil3ern verzichtet)

Anhand dieser Analyse ist zu erkennen, dass die ET-1-Werte (Median [Quartile 1 — 3]) fiir
Schlafapnoeiker mit arterieller Hypertonie bei 0,41 fmol/ml [0,30 - 0,60 fmol/ml] liegen wahrend
Patienten ohne Hypertonie einen Wert von 0,34 fmol/ml [0,24 - 0,50 fmol/ml] aufweisen. Der
Mann-Whitney-U-Test ergibt einen p-Wert von 0,01 und bestatigt somit, dass die Endothelin-1-

Konzentrationen der hyper- und normotonen OSA-Patienten signifikante Unterschiede aufweisen.
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Da es neben dem Bluthochdruck einige andere chronische Erkrankungen (z.B. KHK, Diabetes
mellitus, Hyperlipiddmie) und Medikamente (z.B. Diuretika, B-Blocker, ACE-Hemmer, Nitrate,
Katecholamine) gibt, die einen Einfluss auf den Endothelin-1-Plasmaspiegel haben, wird im
Folgenden eine Subgruppe von 30 (der insgesamt 57) Schlafgesunden und 91 (der insgesamt 307)
Schlafapnoe-Patienten gebildet, die vollig frei von eben diesen Einflussfaktoren sind.
Dementsprechend konnten 30 normotone Schlafgesunde, 66 normotone und 25 hypertone OSA.-
Patienten analysiert werden.

Unter den 66 normotonen Schlafapnoeikern missen 26 erst noch mit einer nCPAP-Therapie
beginnen, wohingegen die restlichen 40 bereits eine effektive n"CPAP-Therapie (im ambulanten
Monitoring: AHI < 5/h) erhalten. Bei den 25 hypertonen OSA-Patienten stehen sich 13 noch

untherapierte und 12 therapierte gegentber.

Normotone OSA-Patienten| Hypertone OSA-Patienten | Kontrollgruppe
& nCPAP nCPAP & nCPAP nCPAP
Anzahl (n) 26 40 13 12 30
Endothelin-1 0,38 0,35 0,37 0,36 0,37
(fmol/ml)* [0,27 - 0,63] [0,23 - 0,48] [0,28-0,51] | [0,22-0,47] [0,26 — 0,56]
p-Wert 0,429 0,926

* Median [Quartile 1 - 3]

Tabelle 10: Endothelin-1-Plasmaspiegel in einer Subgruppen-Analyse

Wie die Tabelle 10 zeigt, unterscheiden sich die ET-1-Werte der drei Subgruppen (Kontroll-

gruppe, normo- und hypertone Schlafapnoe-Patienten) nicht grundlegend voneinander, sondern

bewegen sich alle in einem Intervall von 0,35 — 0,38 fmol/ml. Eine signifikante Erhdhung der

Endothelin-1-Konzentrationen der OSA-Patienten mit arterieller Hypertonie gegentiber OSA-

Patienten ohne arterielle Hypertonie bzw. normotonen Schlafgesunden kann hier nicht bestétigt

werden. Des weiteren wird unter einer effektiven nCPAP-Therapie (bei normo- und hypertonen

Schlafapnoe-Patienten) keine relevante Senkung der Endothelin-1-Plasmaspiegel beobachtet (0,38

vs. 0,35 fmol/ml — p =0,429; 0,37 vs. 0,36 fmol/ml — p = 0,926), was im Einklang zu den

Ergebnissen unter 2.1. steht.
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3. Lys198Asn-Polymorphismus im Endothelin-1-Gen

3.1. Haufigkeitsverteilung des Lys198Asn-Polymorphismus

In einem Genpool (Population) sind Gene (bzw. Allele) mit gewissen Haufigkeiten vertreten,
welche dem sogenannten Hardy-Weinberg-Gleichgewicht entsprechen. Mit Hilfe dieses
Gleichgewichtes konnen die Haufigkeiten der einzelnen Genotypen folgendermalien berechnet
werden: (p + q)? = p> + 2 pq + g° = 1. Dabei entspricht p?dem Genotypus GG, 2 pq dem
Genotypus GT und g° dem Genotypus TT.

Kontrollgruppe Patientengruppe
Anzahl (n): GG 36 232
GT 16 } 57 117 } 365
TT 5 16
relative Haufigkeit: G-Allel 0,772 0,796
T-Allel 0,228 0,204
y’-Test 2,344 0,065
p-Wert 0,126 0,798

Tabelle 11: Lys198Asn-Haufigkeitsverteilung innerhalb der Kontroll- und
Patientengruppe

Die errechneten p-Werte von 0,126 und 0,798 (siehe Tabelle 11) liegen weit tber dem
angestrebten Signifikanzniveau von 0,05. Somit weicht die Genotyphdufigkeitsverteilung
innerhalb der Kontroll- und der Patientengruppe nicht signifikant von den Hardy-Weinberg-
Erwartungen ab. Die Haufigkeiten des G- und T-Allels befinden sich flr beide Gruppen im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht.
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Genotypverteilungen Kontroll- versus Patientengruppe

Um nun zu prifen, ob sich die Genotyphdufigkeiten der Schlafapnoe-Patienten von denen der
Schlafgesunden unterscheiden, werden diese fiir die jeweilige Gruppe dargestellt und anschlieend
miteinander verglichen.

OGG
mGT
oTT

Abbildung 15: Genotypverteilung in der Kontrollgruppe

OGG
BEGT
aTT

Abbildung 16: Genotypverteilung in der Patientengruppe

Anhand der Abbildungen 15 und 16 ist bereits gut zu erkennen, dass die einzelnen
Genotyphaufigkeiten der Kontroll- und der Patientengruppe nicht bedeutend voneinander
abweichen, sondern sehr hnlich verteilt sind. Dies wird durch den p-Wert von 0,320 (3*-Test)
bestétigt.
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3.2.  Assoziation zwischen dem Lys198Asn-Genotyp und dem Apnoe-Hypopnoe-Index

Im Folgenden wird untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Lys198Asn-Genotyp und
dem Schweregrad des OSAS besteht. Dazu werden die AHI-Werte fiir jeden der drei Genotypen
bestimmt und einander gegenuibergestellt (siehe Abbildung 17 und Tabelle 12).
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Abbildung 17: Effekt des Lys198Asn-Genotyps (GG — Wildtyp, GT — heterozygot-mutiert,
TT — homozygot-mutiert) auf den Apnoe-Hypopnoe-Index innerhalb der

Patientengruppe (— Median)

Lys198Asn-Genotyp
GG GT TT
Anzahl (n) 232 117 16
AHI (pro h Schlaf)* 30,1 [14,1-51,7] 27,2 [16,1 - 52,0] 58,7 [24,3 — 74,5]

* Median [Quartile 1 - 3]
Tabelle 12: AHI-Werte in Abhangigkeit vom Lys198Asn-Genotyp innerhalb der SA-Gruppe
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Mit einem Wert von 58,7/h Schlaf (Median) ist der AHI der TT-Genotyptrager deutlich héher als
der der GT- und GG-Genotyptrager, wohingegen sich die AHI-Werte der Wildtypen und
Heterozygot-Mutierten kaum unterscheiden (siehe Abbildung 17 und Tabelle 12). Bereits der
Kruskal-Wallis-Test ergibt einen p-Wert von 0,049 und beschreibt signifikante Unterschiede in
der AHI-Verteilung der drei Lys198 Asn-Genotypgruppen. Mit Hilfe der p-Wert-Adjustierung
nach Bonferroni-Holm bei den paarweisen Gruppenvergleichen zeigen sich signifikante
Unterschiede in den AHI-Verteilungen fur die TT-Trager versus GT-Trager (p = 0,048) und fur
die TT-Tréger versus GG-Tréger (p = 0,028). Der paarweise Gruppenvergleich der GG- und GT-
Genotyptrager dagegen ergibt mit einem p-Wert von 0,842 keinen signifikanten Unterschied in

der AHI-Verteilung.
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3.3. Zusammenhang zwischen dem Lys198Asn-Genotyp und bestimmten klinischen
Faktoren

Um herauszufinden, ob ein bestimmter Lys198Asn-Genotyp z.B. mit dem Auftreten einer

bestimmten Erkrankung oder anderen klinischen Faktoren assoziiert ist, werden die OSA-

Patienten nach ihrem Genotyp aufgeteilt und anschliel3end die jeweiligen Parameter miteinander

verglichen. Dabei handelt es sich um folgende Merkmale:

= Alter,
= Geschlecht (weiblich),
= BMI,

= Arterielle Hypertonie,

= KHK,

= Diabetes mellitus,

= Hyperlipiddmie,

= Atemwegserkrankungen,

=  HNO-Erkrankungen,

= Allergien,

= Schilddriisenerkrankungen,
= Nierenerkrankungen,

= Lebererkrankungen,

= Neurologische Erkrankungen,

= Psychische Erkrankungen.

Die einzelnen Lys198Asn-Genotypen unterscheiden sich beziiglich der drei Charakteristika
Alter, Geschlecht und BMI nicht auffallig voneinander (siehe Tabelle 13), ein Zusammenhang

zwischen einem spezifischen Genotypus und einem der Merkmale ist nicht erkennbar.

Lys198Asn-Genotyp
GG GT TT
Alter (Jahre)* 59 [50 - 65] 58 [50 — 64] 55 [48 - 60]
Geschlecht: weiblich 22,8 % 18,8 % 25,0 %
BMI (kg/m?)* 30,3 [27,4-33,7] 29,7 [27,0-33,2] 31,1 [28,1-37,2]

* Median [Quartile 1 - 3]

Tabelle 13:  Klinische Charakteristika der Schlafapnoe-Patienten in Abhangigkeit vom
Lys198Asn-Genotyp
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Die meisten der aufgezédhlten Erkrankungen treten nicht haufiger bei einem bestimmten
Lys198Asn-Genotyp auf. Nur bei Diabetes mellitus und Allergien finden sich auffallige

Unterschiede, auf welche anschlieBend néher eingegangen wird.

3.3.1. Assoziation zwischen dem Lys198Asn-Genotyp und Diabetes mellitus

Werden die Schlafapnoeiker in Patienten mit und ohne Diabetes mellitus unterteilt und die
dazugehdrigen Lys198Asn-Genotypverteilungen miteinander verglichen (siehe Abbildung 18),
so fallt auf, dass es in der Gruppe ohne Diabetes doppelt so viele GT-Genotyptréger (36,0 %)
wie in der Gruppe der Diabetes-Erkrankten (17,6 %) gibt. Der Anteil der TT-Tréger steigt von
2,7 % auf 4,8 % und der Anteil der GG-Trager sinkt von 79,7 % auf 59,2 %.
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Abbildung 18: Lys198Asn-Genotypverteilung bei Schlafapnoe-Patienten
mit und ohne Diabetes mellitus

Mit Hilfe des x*-Tests (p = 0,004) kénnen die gefundenen Unterschiede in der Lys198Asn-
Genotypverteilung als statistisch signifikant verifiziert werden. Bei Schlafapnoe-Patienten mit
einem Diabetes mellitus tritt hdufiger der GG-Genotyp (korrigierte Residuen: 3,3 > 1,96) und
seltener der GT-Genotyp (Korrigierte Residuen: -3,0 < -1,96) auf.
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3.3.2. Zusammenhang zwischen dem Lys198Asn-Genotyp und Allergien

Neben anderen anamnestischen Daten haben die Patienten auch Angaben zu ihrer Allergie-
Anfélligkeit gemacht. Es wurden Unvertréglichkeiten gegen Pollen (Heuschnupfen), diverse
Lebensmittel, Hausstaubmilben, Wespen/Bienen, Tierhaare, verschiedene Medikamente,

Nickel/Chrom, Gummi/Latex, Tenside und Kélte angegeben.
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Abbildung 19: Lys198Asn-Genotypverteilung bei Schlafapnoe-Patienten
mit und ohne Allergien

Abbildung 19 zeigt, dass sich eine ahnliche Verschiebung der Genotypverteilung wie beim
Diabetes mellitus ergibt (siehe Abbildung 18). Bei den Schlafapnoe-Patienten ohne Allergien
kommen ebenfalls mehr (ca. 1,6 mal mehr) Heterozygot-Mutierte vor, der Anteil der TT-Tréger
ist hoher und der Anteil der GG-Trager ist niedriger. Der p-Wert von 0,028 (x*-Test) beschreibt
dies als einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem VVorkommen von Allergien und einem
bestimmten Lys198Asn-Genotyp. Bei Schlafapnoe-Patienten mit Allergien ist dementsprechend
der Wildtyp h&ufiger (korrigierte Residuen: 2,6 > 1,96) und der GT-Genotyp seltener (korrigierte
Residuen: -2,5 < -1,96) vertreten.
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4, Apnoe-Hypopnoe-Index

4.1. Assoziation zwischen dem AHI und dem Lys198Asn-Genotyp, dem BMI und dem
Geschlecht

Werden die Schlafapnoe-Patienten nach ihrem jeweiligem Korpergewicht aufgeteilt, so wird
deutlich, dass Adipositas den Effekt des homozygoten TT-Genotyps auf den AHI modifiziert.
Bei den insgesamt 191 iibergewichtigen Schlafapnoe-Patienten (BMI >30 kg/m?) besteht eine
starke Assoziation zwischen dem Lys198Asn-Genotyp und dem AHI (Kruskal-Wallis-Test: p =
0,005). In der Gruppe der 173 Normalgewichtigen hingegen kann ein solcher Zusammenhang
nicht nachgewiesen werden (p > 0,05) (siehe Abbildung 20).

In der Adipositas-Gruppe ergeben die paarweisen Gruppenvergleiche signifikante Unterschiede
in den AHI-Verteilungen fur die TT-Tréger versus GT- und GG-Trager (nach Bonferroni-Holm
adjustierte p-Werte: 0,018 bzw. 0,001). Die AHI-Werte (Median [Quartile 1 — 3]) der TT-Trager
(71,7 [58,0 — 77,0]) sind hoher als die der GT-Trager (41,0 [20,0- 63,8]) und die der GG-Tréager
(35,0 [18,4 - 58,6]) (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Zusammenhang zwischen dem AHI/h, dem Lys198Asn-Genotyp und dem
Kaorpergewichtsstatus in der Gruppe der Schlafapnoe-Patienten
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Die Vermutung, dass der TT-Tréger-Status und der BMI miteinander interagieren und den AHI-
Wert beeinflussen, wird mit Hilfe der multiplen linearen Regression bestatigt. Als erstes wird
diese ohne die Beruicksichtigung von Interaktionstermen ([BMI; genetischer Faktor], [BMI;
Geschlecht], [genetischer Faktor; Geschlecht]) durchgefiihrt, wohingegen beim zweiten Ansatz
eben diese Terme eingeschlossen werden. Das Modell ohne die Interaktionsterme zeigt
signifikante Einfliisse des TT-Genotyps (p = 0,007), des BMI (p < 0,001) und des Geschlechts
(p = 0,018) auf den AHI. Der BMI, der TT-Tréger-Status bezuglich Lys198Asn und das
mannliche Geschlecht werden demnach als signifikante Risikofaktoren fiir einen hohen Apnoe-

Hypopnoe-Index identifiziert.

Fur die anschlieBende multiple lineare Regression mit dem Einschluss von Interaktionstermen
werden nun die linearen Anteile der drei genannten Faktoren beriicksichtigt, um zu untersuchen,
ob zusétzliche Effekte bestehen, wenn bestimmte Kombinationen des TT-Genotyps und des
Geschlechts vorliegen — oder ob sich der Einfluss des BMI in Abhé&ngigkeit vom TT-Tréger-
Status und Geschlecht verdndert. Als Resultat dieses Modells zeigt sich ein signifikanter Einfluss
des BMI auf den AHI (p < 0,001) sowie signifikante Interaktionsterme fir den TT-Genotyp mit
dem BMI (p = 0,002) und fur den BMI mit dem Geschlecht (p = 0,010).

Demzufolge besteht eine positive Assoziation zwischen dem BMI und dem AHI, wobei die
beiden Faktoren Geschlecht und TT-Trager-Status beziglich Lys198Asn die Abhéngigkeit des
AHI vom BMI modifizieren.
Wird der BMI um eine Einheit (1 kg/m?) erhoht, so steigt der AHI im Mittel:
= fir Ménner mit dem Lys198Asn-Genotyp GG oder GT um 1,63 Einheiten (pro h Schiaf),
= fir Frauen mit dem Lys198Asn-Genotyp GG oder GT um 1,39 Einheiten (pro h Schlaf),
= flr Manner mit dem TT-Tréger-Status um 2,18 Einheiten (pro h Schlaf) und
= fir Frauen mit dem TT-Trager-Status um 1,94 Einheiten (pro h Schlaf).
Die AHI-Erhohung ist also bei den TT-Tragern im Vergleich zu den GT- und GG-Tragern
groler — fiir die Mé&nner um einen Faktor von 1,33 und fir die Frauen um einen Faktor von 1,39
(siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Pradiktive AHI-Werte der verschiedenen Lys198Asn-Genotypen,
getrennt nach Geschlecht
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E DISKUSSION

1. Endothelin-1

Die Analysen der Studienteilnehmer-Plasmen mit Hilfe eines ELISA ergaben folgende

Endothelin-1-Konzentrationen:

= Kontrollgruppe SG (n = 48): 0,37 fmol/ml [0,23 — 0,62 fmol/ml],
= Patientengruppe SA mit n-CPAP (n = 204): 0,38 fmol/ml [0,28 — 0,57 fmol/ml],
= Patientengruppe SA ohne n-CPAP (n = 106): 0,40 fmol/ml [0,28 — 0,59 fmol/ml].

Alle genannten Werte befanden sich zudem innerhalb des vom Hersteller angegebenen
Normbereichs (0,2 — 0,7 fmol/ml).

Die ET-1-Konzentrationen der Schlafgesunden unterschieden sich nicht signifikant von

denen der Schlafapnoe-Patienten. Folglich scheint das Vorhandensein eines OSAS keinen
Einfluss auf den ET-1-Plasmaspiegel zu nehmen.

Des weiteren konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den ET-1-Werten der SA-
Patienten mit und ohne n-CPAP-Langzeit-Therapie aufgezeigt werden. Der Einsatz einer
effektiven n-CPAP-Therapie (im ambulanten Monitoring: AHI < 5/h) verursacht demzufolge
keine Anderung der ET-1-Plasmakonzentrationen.

Die Datenlage bezuglich der Endothelin-1-Plasmaspiegel bei Schlafapnoe-Patienten und einer
maoglichen Wirkung der n-CPAP-Therapie auf die ET-1-Konzentrationen ist widerspriichlich.
Bestatigt werden unsere Ergebnisse von folgenden drei Arbeiten: Grimpen et al. (2000), Moller
et al. (2003) und Jordan et al. (2005). Diese Autoren konnten zum einen keine signifikante
Erhéhung der ET-1-Plasmaspiegel bei OSA-Patienten gegeniiber entsprechenden Kontrollen
feststellen, und zum anderen konnte weder nach Kurzzeit- noch nach Langzeit-nCPAP-Therapie
eine signifikante Anderung (im Sinne einer Senkung) der ET-1-Werte bei OSA-Patienten
beobachtet werden.

Kontroverse Auffassungen vertreten dahingegen Saarelainen et al. (1997), Phillips et al. (1999),
Hu et al. (2002), Li et al. (2004) und Zhang et al. (2004). Saarelainen et al. stellten z.B.
signifikant erhdhte ET-1-Werte bei einer kleinen Gruppe (n = 17) normo- und hypertensiver
Schlafapnoe-Patienten fest, konnten nach einer dreimonatigen nCPAP-Therapie jedoch keine

bedeutende Senkung der ET-1-Konzentrationen nachweisen.
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Phillips et al. zeigten bei insgesamt 22 Schlafapnoe-Patienten einen signifikanten Endothelin-1-
Anstieg nach vier Stunden Schlaf ohne nCPAP-Therapie und einen signifikanten ET-1-Abfall
nach weiteren finf Stunden Schlaf mit nCPAP-Therapie. Wie die meisten anderen Publikationen
auch, untersuchten die beschriebenen zwei Arbeiten nur eine geringe Anzahl von Patienten.
Unsere Studie hingegen berticksichtigte eine mehr als 10fach héhere OSA-Patientenanzahl (n =
365 versus & n = 25). Fehlerhafte Resultate aufgrund einer zu klein gewé&hlten Stichprobe
konnen in diesem Fall daher nahezu ausgeschlossen werden.

AuRerdem kam es bei einigen Veroffentlichungen trotz der bereits sehr klein gewéhlten
Teilnehmerzahl zum Einschlul von Schlafapnoe-Patienten ungeachtet ihrer Krankengeschichte
[Phillips et al.; Zhang et al. untersuchten Patienten mit OSAS und KHK.] und einer erheblichen
Medikamentenanamnese [Phillips et al., Grimpen et al.]. Bei Moller et al., deren Ergebnisse sich
mit den unseren decken, wurden nur SA-Patienten ohne sonstige Nebenerkrankungen und ohne
jegliche Medikamenteneinnahme eingeschlossen, was einen deutlichen Vorteil gegenuber den
aufgefuhrten Publikationen bezlglich der Reliabilitat darstellt.

Da es zirkadiane Schwankungen in den ET-1-Werten gibt, ist es weiterhin entscheidend, zu
welchem Zeitpunkt die Blutentnahme stattfindet. In den genannten Arbeiten wurden die
Blutentnahmen beispielsweise abends direkt vor dem Schlafengehen [Phillips et al., Grimpen et
al., Jordan et al.], morgens wéhrend oder kurz nach dem Aufwachen [Saarelainen et al., Phillips
et al., Grimpen et al., Jordan et al.] und/oder wéhrend der Nacht [Phillips et al., Grimpen et al.,
Jordan et al.] durchgefiihrt. Im vorliegenden Fall fanden sdmtliche Blutentnahmen in einem eng
definierten Zeitfenster (9.00 - 11.00 Uhr) am Vormittag statt. Diese unterschiedlichen
Vorgehensweisen konnten bereits die Diskrepanzen zwischen den Resultaten der einzelnen
Veroffentlichungen erklaren.

Besonders hervorzuheben ist die Studie von Jordan et al., da neben dem Endothelin-1 auch die
Vorlaufersubstanz big-Endothelin-1 bestimmt wurde. Hier kam die Arbeitsgruppe zu dem
Ergebnis, dass nicht das ET-1, sondern das big-ET-1 bei OSA-Patienten erhdht ist. Weiterhin
konnte festgestellt werden, dass im Gegensatz zum ET-1 die Werte vom big-ET-1 unter einer
nCPAP-Langzeit-Therapie signifikant sanken. Als mogliche Ursache dafiir wurde die extrem
kurze Halbwertszeit des ET-1 mit etwa 40 — 70 Sekunden gegentiber 23 Minuten beim big-ET-1

aufgefuhrt. Dadurch kdnnte ein moglicher Anstieg des ET-1 maskiert werden.
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Ebenfalls interessant ist, dass bei Jordan et al. der gleiche ELISA-Kit von BIOMEDICA® zur
Bestimmung des ET-1 eingesetzt wurde wie bei unserer Studie. Dies macht die Endothelin-1-
Plasmakonzentrationen besonders gut vergleichbar, und tatsachlich unterscheiden sie sich in
ihrer GroRenordnung nicht voneinander.

Wie bereits erwahnt, gibt es eine sehr grolRe Auswahl kommerziell erwerbbarer Antikorper-Kits,
weshalb keine allgemein giltigen Referenzwerte fiir das ET-1 verfligbar sind. Im Allgemeinen
besitzen die Sandwich-Enzym-Immunassays (ELISA) gegenuber den Radio-Immunassays (RIA)
jedoch eine weitaus hohere Spezifitét, was unter anderem auf die unterschiedlichsten
Extraktionsmdglichkeiten vor den jeweiligen Radio-Immunassays zuriickzuftihren ist [Shaw et
al. 2000]. Diesbeziiglich ist auffallig, dass samtliche Autoren, die erhdhte ET-1-Plasmaspiegel
bei Schlafapnoe-Patienten nachwiesen, mit RIAs gearbeitet haben [Saarelainen et al., Phillips et
al., Hu et al.]. Jene Studien, die keine erhdhten Endothelin-1-Werte feststellen konnten [Moller
et al., Jordan et al.], nutzten hingegen — bis auf eine Ausnahme [Grimpen et al.] — einen
spezifischen ELISA.

AuRerdem verwendeten Saarelainen et al. zur Bestimmung des Endothelin-1 einen RIA, der eine
100%ige Kreuzreaktion gegeniuiber dem ET-3 (versus <5 % beim genutzten Kit) zeigte. Dies
konnte zu einer Uberbewertung der eigentlich vorhandenen ET-1-Konzentrationen gefiihrt
haben. Phillips et al. arbeiteten mit einem RIA, der eine Kreuzreaktivitit von 70 % gegentiber
big-ET-1 (versus < 1 % beim genutzten Kit) aufwies. Werden neuere Ergebnisse von Jordan et
al. berticksichtigt, kdnnten in diesem Fall die erhdht nachgewiesenen Endothelin-1-Werte bei
OSA-Patienten falschlicherweise durch die eigentliche Erhdhung des big-ET-1 verursacht

worden sein.
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Die vorliegenden Ergebnisse konnten des weiteren keinen Zusammenhang zwischen den ET-1-
Werten und dem Schweregrad des Schlafapnoe-Syndroms aufzeigen. Zum einen konnten keine
signifikanten Unterschiede in den ET-1-Plasmakonzentrationen innerhalb der drei verschiedenen
AHI-Kategorien (mild, moderat, ausgeprégt) aufgedeckt werden, und zum anderen bestand keine
Korrelation zwischen den einzelnen ET-1- und AHI-Werten.

Grimpen et al. und Jordan et al. — die ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in den ET-1-
Konzentrationen zwischen Schlafgesunden und SA-Patienten erkennen konnten — bestatigen
unsere Annahme, dass keine Wechselbeziehung zwischen den Endothelin-1- und AHI-Werten
besteht (Grimpen et al.: r =0,022 — p =0,92).

Phillips et al. und Li et al. hingegen haben erhdhte Endothelin-1-Spiegel bei OSA-Patienten
festgestellt und wiesen daher auch eine positive Korrelation zwischen dem ET-1 und dem
Schweregrad des Schlafapnoe-Syndroms nach (r = 0,51 und r = 0,334). Mdgliche Probleme

dieser Arbeiten wurden bereits in vorangehenden Abschnitten diskutiert.
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Sowonhl fiir die Patienten- (p = 0,278) als auch fir die Kontrollgruppe (p = 0,718) ergaben die
Analysen keinen relevanten Zusammenhang zwischen den ET-1-Plasmakonzentrationen und
dem Lys198Asn-Polymorphismus. Die ET-Werte der Alleltrédger (GT & TT) bezuglich der
genannten Punktmutation waren im Vergleich zu denen der Wildtypen (GG) nicht signifikant
erhoht. Auch der nCPAP-Langzeit-Therapiestatus (mit/ohne) zeigte keinen erkennbaren Effekt
auf die ET-1-Plasmaspiegel innerhalb der drei verschiedenen Genotypen.

Bisher beschéftigten sich nur zwei Publikationen mit der funktionellen Beziehung zwischen den
Endothelin-1-Plasmakonzentrationen und dem Lys198Asn-Polymorphismus — jedoch nicht auf
dem Gebiet der Schlafapnoe. Tanaka et al. (2004) pruften die ET-1-Plasmawerte von
Hypertonie-Patienten und konnten keine signifikanten Unterschiede der ET-1-Spiegel in
Abhéngigkeit vom Lys198Asn-Genotyp feststellen. Dieses Resultat steht mit dem unseren in
Einklang, wenn bedenkt wird, dass Bluthochdruck mit dem Schlafapnoe-Syndrom assoziiert ist.
Barden et al. (2001) untersuchten Schwangere mit und ohne Préeklampsie und wiesen nach, dass
der TT-Genotyp beziiglich der Lys198Asn-Variante mit signifikant hdheren ET-1-Spiegeln
verbunden ist. Auf den ersten Blick steht dieses Ergebnis in relativem Gegensatz zu dem
unseren. Wird die genannte Arbeit jedoch genauer betrachtet, so fallen mehrere Problematiken
auf. Die beschriebene Assoziation zwischen dem T-Allel und héheren ET-1-Konzentrationen
konnte zum einen nur in der kombinierten Probandengruppe (Schwangere mit und ohne
Praeklampsie) festgestellt werden, zum anderen war die statistische Relevanz bei einem
Signifikanzniveau von 0,05 und dem hier angegebenen p-Wert von 0,046 grenzwertig. Weiterhin
fiel auf, dass dieser Effekt sechs Wochen post partum nicht mehr existent war. Demnach kdnnten
die gemessenen Erhdhungen der ET-1-Werte in dieser Studie auch allein dem Umstand der
Graviditat zuzuschreiben sein. Schlieflich kommt es wahrend der Schwangerschaft neben
teilweise erheblichen Gewichtszunahmen zu einer enormen Umstellung des gesamten
Metabolismus (wie z.B. einer gesteigerten Insulinresistenz), was folglich auch zu Veranderungen
im Endothelinsystem fuihren kann. Die eigentliche Ursache (Graviditat/Lys198 Asn-Mutation)

der erhohten ET-1-Plasmaspiegel bei Barden et al. ist daher nicht eindeutig verifizierbar.
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Unsere Analysen konnten des weiteren keinen relevanten Unterschied in den Endothelin-1-
Werten der Schlafapnoe-Patienten mit positiver Familienanamnese gegentiber denen mit
negativer Familienanamnese beziiglich dieser Erkrankung aufdecken. Zwar waren die ET-1-
Spiegel der familiar vorbelasteten Patienten mit 0,45 fmol/ml [0,32 — 0,58 fmol/ml] im Vergleich
zu den familiar unbelasteten mit 0,38 fmol/ml [0,27 — 0,58 fmol/ml] tendenziell etwas hdher,
wegen der unterschiedlich groRen Stichproben (n = 39 versus n = 246) war diese Differenz
statistisch gesehen jedoch nicht signifikant (p = 0,154).

Vergleichbare Publikationen gibt es bisher leider nicht. Eine Arbeit von Ergul et al. (1996) z.B.
ermittelte signifikant hohere ET-1-Konzentrationen bei schwarzen Hypertonie-Patienten
gegenuber weillen Bluthochdruck-Patienten. Dies beschreibt ethnische Unterschiede in den
Endothelin-1-Werten, was auf eventuell bestehende Vererbungsmodi innerhalb einer ethnischen
Gruppe hinweisen kdnnte.

Die familidre Haufung der Schlafapnoe gilt bereits als gesichert [z.B. Mathur & Douglas 1995],
was auch in unserer Studie bestatigt werden konnte. Laut eigenanamnestischen Angaben wies
jeder siebte der OSA-Patienten eine positive Familienanamnese auf. Allerdings wurde diese
Information meist aus den schriftlich beantworteten Fragebdgen der Patienten entnommen. Es
wurde nach bereits bekannten Féllen eines Schlafapnoe-Syndroms innerhalb der jeweiligen
Familie gefragt, was fiir viele einen weit gefassten Begriff darstellt. Dadurch kam es bei der
statistischen Auswertung ebenfalls zur Berticksichtigung von Erkrankungsfallen des zweiten
oder gar dritten Familiengrades, was die wissenschaftliche Relevanz einzelner Angaben mitunter
einschrénkt. AuBerdem stiitzen sich die erwahnten Daten zum groRten Teil auf die individuellen
Angaben der Studienteilnehmer und konnten aus Kapazitatsgriinden nur selten in einem
personlichen Gesprach hinterfragt und dementsprechend dokumentiert werden. Dies muss bei

einer kritischen Betrachtung der einzelnen Ergebnisse mit ins Kalkiil gezogen werden.
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In dieser Arbeit wurden weitere Einflussfaktoren in Bezug auf eine eventuell vorhandene
Wirkung auf die Endothelin-1-Plasmawerte untersucht (siehe Ergebnisteil 2.5.). Bis auf drei
Ausnahmen (welche anschlieBend diskutiert werden) konnte bei allen anderen Analysen kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem jeweils getesteten Merkmal und den ET-1-Spiegeln
festgestellt werden, weshalb im Folgenden nur flinf interessante Punkte (Alter, Geschlecht, BMI,
Nikotinabusus, KHK) berticksichtigt werden.

Um den Einfluss des Alters priifen zu konnen, wurden die Schlafapnoe-Patienten in drei
verschiedene Altersgruppen (25 - 45 J., 46 — 65 J., 66 — 85 J.) aufgeteilt. Dabei wurden keine
signifikanten Unterschiede in den ET-1-Konzentrationen identifiziert (p = 0,066). Dieses
Ergebnis steht mit bisher publizierten im Einklang [Battistini et al. 1993, Phillips et al. 1999,
Grimpen et al. 2000].

Des weiteren konnte keine spezifische Wirkung des Geschlechts auf die ET-1-Plasmaspiegel
verifiziert werden, weil Manner (0,39 fmol/ml [0,28 — 0,57 fmol/ml]) und Frauen (0,39 fmol/ml
[0,28 — 0,55 fmol/ml]) diesbeziiglich nahezu identische Werte boten. Phillips et al. (1999) kamen zu
dem gleichen Resultat, zwei andere Arbeiten vertreten gegenteilige Meinungen. Polderman et al.
(1993) beschrieben signifikant hohere ET-1-Plasmakonzentrationen bei Mannern, wohingegen
Evans et al. (1996) die htheren ET-1-Spiegel bei Frauen fanden. Da jedoch Testosteron als
Induktor und Ostrogen als Inhibitor der Endothelin-1-Synthese gelten (siehe Anhang Tabelle A),
sollte demzufolge eigentlich das ménnliche Geschlecht héhere ET-1-Spiegel aufweisen. Aufgrund
der umfangreichen Stichprobengrof3e der vorliegenden Studie (im Gegensatz zu den hier zitierten)
sind unsere Ergebnisse in diesem Fall recht zuverldssig.

Um das Merkmal ,,body mass index“ untersuchen zu kdnnen, wurden die OSA-Patienten der
normalgewichtigen (BMI < 30 kg/m?) bzw. der tibergewichtigen (BMI > 30 kg/m?) Gruppe
zugeordnet. Anhand dieser Gegenuberstellung konnten keine statistisch relevanten Differenzen
in den ET-1-Werten ermittelt werden (p = 0,657). Somit (ibt der BMI keinen bedeutenden
Einfluss auf die ET-1-Spiegel aus. Bisherige Veroffentlichungen sind sich dahingehend nicht
einig. Drei Arbeiten [Saarelainen et al. 1997, Grimpen et al. 2000, Jordan et al. 2005] wiesen
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem BMI und den ET-1-Konzentrationen bei SA-
Patienten nach und unterstiitzen die genannten Resultate. Eine ausgepragte Abhé&ngigkeit des
ET-1-Plasmaspiegels vom BMI konnten hingegen Ferri et al. (1995) aufdecken: nach einer
dreimonatigen Gewichtsreduzierung sanken die ET-1-Werte bei normo- und hypertonen
Ubergewichtigen bedeutend. Auch Haapaniemi et al. (2000) und Glowinska et al. (2004) zeigten

eine signifikante Korrelation zwischen diesen beiden Merkmalen.
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Allerdings beschéftigten sich diese Studien mit Schlaganfallpatienten bzw. mit Personen, die
bestimmte Ateriosklerose-Risikofaktoren (Hypertonie, Adipositas, Diabetes mellitus) aufwiesen.
Besser vergleichbar mit unseren Resultaten sind daher die drei zuvor genannten Publikationen,
weil sie sich mit dem gleichen Krankheitsbild auseinander setzen.

Die Studienteilnehmer wurden in dem Anamnesebogen weiterhin beziglich ihres Nikotinabusus
befragt und anhand dieser Angaben anschlieRend in drei verschiedene Raucher-Kategorien (nie,
friher, jetzt) eingeteilt. Zwischen den entsprechenden Endothelin-1-Plasmakonzentrationen
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p = 0,751). Demzufolge vermag
weder eine konsequente Nikotinabstinenz noch jahrzehntelanges Rauchen eine positive bzw.
negative Wirkung auf die ET-1-Werte auszuiiben. Dieses Resultat bekréftigt die Befunde von
Goerre et al. (1995), wobei lediglich grenzwertig erhdhte ET-1-Plasmaspiegel zehn Minuten

nach dem Zigarettengenuss ermittelt werden konnten. AnschlieBende ET-1-Bestimmungen
(jeweils vier und acht Stunden nach Nikotin-Exposition) waren vollig unauffallig. Die erhéhten
ET-1-Konzentrationen nach dem Zigarettengenuss scheinen demnach nur ein voriibergehendes,
auf die ersten zehn Minuten nach entsprechender Exposition beschranktes Phanomen
darzustellen.

Schliellich konnte ebenfalls keine signifikante Assoziation zwischen den Endothelin-1-Werten
und dem Vorhandensein von anamnestisch erfragter koronarer Herzkrankheit (KHK) erfasst
werden. Die OSA-Patienten mit KHK (0,39 fmol/ml [0,30 — 0,54 fmol/ml]) wiesen nahezu die
gleichen Konzentrationen auf wie jene ohne KHK (0,38 fmol/ml [0,27 - 0,58 fmol/ml]). Dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zu bisherigen Publikationen [z.B. Ferri et al. 1997, Borries et al.
1996]. Beide Arbeiten beschrieben signifikant erhéhte ET-1-Plasmaspiegel bei Patienten mit
koronaren Herzproblemen (stabile/instabile Angina pectoris, akuter Myokardinfarkt) gegenuber
gesunden Kontrollen. Interessanterweise benannten Borries et al. auch hier das big-ET-1 als den
sensitiveren Bestimmungsparameter im Vergleich zum Endothelin-1 (siehe Jordan et al. 2005).
Anzumerken ist, dass sich die Datenerhebung bezlglich einer eventuell vorhandenen KHK bei
unseren Schlafapnoe-Patienten lediglich auf eigenanamnestische Angaben der Patienten stiitzte. Es
wurden keine weiterfilhrenden Untersuchungen durchgefiihrt, um die Richtigkeit der angegebenen
Informationen tberprifen zu kdnnen. Daher sind Falsch-Zuordnungen zu einer der jeweiligen
Gruppen (mit/ohne KHK) aufgrund irrtimlicher Patientenangaben durchaus denkbar. Dies kdnnte

das beschriebene Resultat verzerrt haben.
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Bei der Gegenuberstellung von OSA-Patienten mit und ohne Atemwegserkrankungen (AWE)
konnten signifikant hohere Endothelin-1-Konzentrationen bei den Patienten mit AWE

(0,50 fmol/ml [0,24 — 0,86 fmol/ml]) im Vergleich zu jenen ohne AWE (0,38 fmol/ml [0,28 — 0,54
fmol/ml]) festgestellt werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit denen zahlreicher bisheriger Studien.
Als Beispiel sei hier die Arbeit von Roland et al. (2001) genannt, die erhthte ET-1-Plasmaspiegel
bei COPD-Patienten wéhrend einer Exazerbation der Erkrankung zeigte. Des weiteren wiesen
El-Gamal et al. (2002) erhdhte ET-1-Werte bei asthmatischen Kindern wahrend der Akut- und
Remissionsphase nach. Obwohl auch leicht erhohte ET-1-Konzentrationen in der Asthma-
Remissionsphase festgestellt wurden, waren diese Steigerungen doch eher mit akuten
Atemwegsproblemen assoziiert.

Das vorliegende Resultat passt zwar zu den genannten Aussagen, jedoch bezogen sich diese
Analysen abermals auf Patientenangaben. Dabei konnte hdufig weder die entsprechende Diagnose
noch der jeweilige Schweregrad der Erkrankung (einmaliges oder haufiges/chronisches Auftreten)
verifiziert werden. AuRerdem wurden AWE verschiedenster Genese (Asthma bronchiale,
chronische Bronchitis, COPD, Sarkoidose, Lungenembolie und -emphysem) eingeschlossen. All
dies relativiert die Aussage unseres Ergebnisses, auch wenn Endothelin-1 als potenter

Bronchokonstriktor bekannt ist [Rubanyi & Polokoff 1994].

Mit 0,42 fmol/ml [0,30 - 0,64 fmol/ml] waren die Endothelin-1-Werte bei Schlafapnoe-Patienten
mit HNO-Erkrankungen signifikant hoher als bei SA-Patienten ohne HNO-Erkrankungen (0,37
fmol/ml [0,28 — 0,54 fmol/ml]. Demnach scheint das Vorhandensein von HNO-Erkrankungen bei
OSA-Patienten eine relevante Steigerung der ET-1-Plasmaspiegel hervorzurufen. Allerdings
schlof’ die Krankheitsdefinition unterschiedliche pathophysiologischen Zusténde ein (z.B.
Nasenseptumabnormalitdten, Polypen, Rhinitis, Otitiden, Tinnitus) und die Analyse stiitzte sich
wiederum auf Patientenangaben.

Leider gibt es bisher keine vergleichbare Literatur, die die funktionelle Beziehung zwischen den
beiden genannten Merkmalen betrachtet. Kurihara et al. (1994) ermittelten zwar Verdnderungen
der kraniofaszialen Struktur bei Endothelin-1-defizienten Knockout-Mausen, fihrten aber keine
plasmaanalytischen Untersuchungen durch. Fir eine vergleichende Diskussion unseres Resultats

sollten daher weitere Arbeiten auf diesem spezifischen Gebiet abgewartet werden.
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Die Untersuchungen der Endothelin-1-Plasmawerte beziiglich des VVorhandenseins eines
arteriellen Hypertonus (>140/90 mmHg) erbrachten sehr interessante Ergebnisse. Bei Einschluss
samtlicher OSA-Patienten, ungeachtet der jeweiligen Kranken- und Medikamentenanamnese,
zeigten hypertone Schlafapnoeiker signifikant hthere ET-1-Konzentrationen (p = 0,01). Daraus
konnte geschlussfolgert werden, dass das VVorhandensein der Bluthochdruck-Erkrankung bei SA-
Patienten den Endothelin-1-Plasmaspiegel bedeutend anhebt. In einer Subgruppen-Analyse, in die
lediglich normotone Schlafgesunde und normo- bzw. hypertone OSA-Patienten eingeschlossen
wurden, die frei von chronischen Erkrankungen waren und keine Medikamente einnahmen,
unterschieden sich die ET-1-Konzentrationen innerhalb der drei genannten Subgruppen jedoch
nicht signifikant voneinander. Eine statistisch relevante Erhdhung der ET-1-Werte aufgrund eines
vorliegenden Bluthochdrucks konnte nicht mehr nachgewiesen werden. Zudem verursachte auch
eine effektive NnCPAP-Therapie (bei normo- und hypertonen SA-Patienten) keine bedeutende
Senkung der ET-1-Plasmaspiegel, was bereits zuvor beschriebene Ergebnisse bestatigt.

Die Mehrzahl der Publikationen berichten, dass die Endothelin-1-Plasmakonzentrationen bei
Patienten mit einem essentiellen Hypertonus normal oder nur minimal erhéht sind [Levin 1995,
Schiffrin et al. 1999]. Saarelainen et al. (1997) stellten nur eine leichte, nicht signifikante
Steigerung der ET-1-Werte bei hypertonen gegentiber normotonen OSA-Patienten fest. Auch
Grimpen et al. (2000) konnten keine Korrelation zwischen dem ET-1-Spiegel und dem arteriellen
Blutdruck nachweisen. Die Resultate von Saarelainen erscheinen diesbeziglich besonders valide,
da hier nur Schlafapnoeiker mit einem normalen BMI und ohne weitere Nebenerkrankungen (die
mit verandertenen ET-1-Konzentrationen assoziiert sein kdnnten) eingeschlossen wurden.
Kontroverse Ansichten hingegen teilen Phillips et al.(1999) und Li et al. (2004), beide Arbeiten
untersuchten ebenfalls SA-Patienten. Phillips et al. beschrieben, dass Anderungen in den ET-1-
Werten signifikant mit Anderungen des durchschnittlichen arteriellen Blutdrucks korrelierten. Li
et al. fanden bedeutend héhere Endothelin-1-Serumspiegel bei hypertonen als bei normotonen
OSA-Patienten (p < 0,05). Die Problematik dieser beiden Studien lag jedoch darin, dass wiederum
Schlafapnoeiker mit zusatzlichen Erkrankungen eingeschlossen wurden. Bekanntermalen sind das
bei SA-Patienten oft Adipositas, Diabetes mellitus und KHK. All diese pathologischen Zustéande
sind besonders haufig mit einer arteriellen Hypertonie assoziiert und kdnnen auRerdem zu
verénderten Endothelin-1-Konzentrationen fiihren (siehe Anhang Tabelle B). Daher ist es auch
maoglich, dass die beschriebenen Endothelin-1-Erhdhungen zumindest teilweise durch die

genannten Nebenerkrankungen verursacht wurden.
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Die Diskrepanz in unseren Ergebnissen bezuglich eines méglichen Zusammenhangs zwischen den
Endothelin-1-Werten und einem bestehenden Hypertonus bei Schlafapnoe-Patienten zeigt sehr
deutlich, wie wichtig es ist, speziell bei der Analyse dieser Beziehung Nebenerkrankungen und
zusétzliche Medikamenteneinnahmen auszuschlieRen. Dies ist aufgrund der Multimorbidit&t der

OSA-Patienten h&ufig schwierig.
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2. Lys198Asn-Polymorphismus im Endothelin-1-Gen

Die Genotypisierung der Studienteilnehmer ergab eine T-Allelfrequenz von 0,23 fiir die

Schlafgesunden (n = 57) und 0,20 fur die Schlafapnoeiker (n = 365). Damit liegen die einzelnen

Allelhdufigkeiten sowohl fiir die Kontroll- (p = 0,126) als auch fur die SA-Patienten-Gruppe

(p = 0,798) innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts. Auch die Gegentiberstellung der

verschiedenen Genotyphdufigkeiten (GG, GT, TT) ergab zwischen der Kontroll- und der OSA-

Patienten-Gruppe keine signifikanten Unterschiede.

Bisher beschéftigten sich vier grol3e Populationsstudien (siehe Tabelle 14) mit dem Lys198Asn-

Polymorphismus des Endothelin-1-Gens. Alle Genotypanalysen zeigten Resultate, die ebenfalls

nicht von den Hardy-Weinberg-Erwartungen abwichen. AufRerdem deckten sich die berechneten

T-Allelfrequenzen mit den unseren. Die Untersuchungen von Tiret et al. (1999) (ECTIM-Studie)

ergaben fir eine grofRe Kontrollgruppe von 760 europdischen Kaukasiern beispielsweise eine T-

Allelfrequenz von 0,23. Dieser Wert ist mit dem unserer Kontrollgruppe identisch.

Publikation Population Fallzahl (n) T-Allelfrequenz

Tiret et al. (1999)
ECTIM-Studie Kaukasier (IRL, F) 760 0,23
Glasgow-Studie Kaukasier (GB) 1282 0,24
Asai et al. (2001) Japaner 2500 0,27
(Ohasama-Studie) Kaukasier 2564 0,24
Jin et al. (2003) Japaner 3272 0,28
Treiber et al. (2003) Kaukasier (USA) 213 0,25
Afroamerikaner 161 0,22

Tabelle 14: Darstellung von vier groRen Populationsstudien beztiglich des
Lys198Asn-Polymorphismus
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Anhand unserer Untersuchungen konnte weiterhin eine deutliche Erhdhung des Apnoe-Hypopnoe-
Index (AHI) bei TT-Genotyptrégern (58,7/h) im Verhéltnis zu GT- (27,2/h) und GG-Trégern
(30,1/h) festgestellt werden. Im Kruskall-Wallis-Test waren diese Unterschiede der AHI-
Verteilung innerhalb der einzelnen Genotypen signifikant (p = 0,049). Mit Hilfe der p-Wert-
Adjustierung nach Bonferroni-Holm wurde dieser statistisch relevante Unterschied bei den
paarweisen Gruppenvergleichen nur fir TT- versus GT-Tréger und fir TT- versus GG-Trager
bestétigt, nicht jedoch fiir GG- versus GT-Trager. Somit ist der homozygot-mutierte Genotyp mit
einem sehr hohen AHI assoziiert, was einen wesentlichen Einfluss der Lys198Asn-Variante auf
den Schweregrad des Schlafapnoe-Syndroms annehmen lasst. Diese Mutation im Endothelin-1-
Gen konnte daher einen der multiplen genetischen Faktoren darstellen, welche in die Atiologie
und Pathophysiologie der OSA eingreifen. Vielleicht kdnnte die Genotypisierung von Gefahrdeten
und bereits diagnostizierten Schlafapnoeikern beziiglich des Lys198Asn zukuinftig sogar zur
Diagnose- bzw. Prognosefindung herangezogen werden. Allerdings bedarf es hierfiir noch
weiterer Arbeiten mit einer sehr viel groReren Anzahl von homozygot-mutierten T-alleltragenden
SA-Patienten als bei unseren Untersuchungen. Aufgrund des kleinen Anteils von 4,4 % wiesen
nédmlich nur 16 der OSA-Patienten den TT-Genotypus auf.

Die vorliegende Studie ist bisher die einzige, die sich mit der funktionellen Beziehung zwischen
dem Lys198Asn-Polymorphismus und einem entsprechenden Ausprégungsgrad der Schlafapnoe
auseinandersetzt. Kurihara et al. (1994) konnten bei Endothelin-1-defizienten Knockout-Mdausen
Verénderungen der kraniofaszialen Struktur und das Auftreten eines Hypertonus nachweisen.
Beides sind Charakteristika, die haufig bei OSA-Patienten auftreten (siehe Tabelle 1). AuRerdem
wurde eine durchaus wichtige Rolle des ET-1 fir die physiologisch normale Atemregulation bei
Mausen beschrieben [Kurihara et al. 1994, Kuwaki et al. 1996]. Auch Letzteres konnte fiir die
Pathophysiologie der Schlafapnoe und somit fiir die beschriebene Assoziation zwischen der
Lys198Asn-Mutation im ET-1-Gen und dem Schweregrad dieser Erkrankung entscheidend sein.
Um unser Resultat und die damit verbundenen Schlussfolgerungen untermauern zu kénnen, bedarf

es jedoch zusatzlicher experimenteller Befunde bei OSA-Patienten.
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Bisherige Publikationen beschrieben vielféltige Interaktionen zwischen dem Lys198Asn-
Polymorphismus und verschiedenen Merkmalen. Deshalb wurden auch hier verschiedene Faktoren
analysiert, um einen eventuell vorhandenen Zusammenhang mit einem spezifischen Genotypus
beziiglich der genannten Mutation im Endothelin-1-Gen ermitteln zu kdnnen. Als besonders
interessant erschien dabei die arterielle Hypertonie. Drei groRe voneinander unabhéngige
epidemiologische Studien (siehe Tabelle 14) zeigten eine signifikante Assoziation zwischen der
Lys198Asn-Variante und einem erhdhten Blutdruck bei adipdsen Personen in europdischen bzw.
japanischen Populationen [Tiret et al. 1999, Asai et al. 2001, Jin et al. 2003]. Barden et al. (2001)
konnten bei schwangeren Frauen einen erhdhenden Effekt des T-Allels auf die systolischen
Blutdruck-Werte nachweisen. Die vorliegenden Untersuchungen ergaben — wie auch die von
Treiber et al. (2003) — ein gegenteiliges Resultat, da keine relevante Interaktion zwischen dem
Merkmal Hypertonie und dem Lys198Asn-Polymorphismus aufgedeckt werden konnten. Zudem
beschéftigte sich keine der genannten Arbeiten mit dem Schlafapnoe-Syndrom, was die
Vergleichbarkeit jener und unserer Ergebnisse limitiert.

Die Problematik unserer Analyse bestand wiederum in der Datenerhebung hinsichtlich eines
vorhandenen Hypertonus bei OSA-Patienten. Die Zuordnung zu einer der beiden Patientengruppen
(mit/ohne Bluthochdruck) erfolgte zumeist aufgrund eines — nach der standardisierten Methode
von Riva-Rocchi gemessenen — Wertes. Bei einigen Schlafapnoeikern lagen mehrere
Blutdruckmessungen vor, anhand derer ein Durchschnittswert gebildet wurde. Als weiteres
Zuordnungskriterium dienten anamnestische Angaben. In den Féllen, in denen nur ein Messwert
zur Verfligung stand, kann es jedoch durchaus zu falschen Gruppenzuweisungen gekommen sein,
da es sich hierbei lediglich um Momentaufnahmen handelte. Trotz der konsequenten Einhaltung
der Ruhephase vor der jeweiligen Blutdruckbestimmung kdnnen zusétzliche Faktoren (z.B.
Tagesform und Gemiitszustand des Patienten, ,,Weil3kittelphdnomen* etc.) die Hohe des Wertes
beeinflussen. Mehrere Blutdruckmessungen an verschiedenen Tagen zu unterschiedlichen
Uhrzeiten hatten daher sicherlich zu einem zuverldssigeren Ergebnis gefiihrt. Allerdings war dies

aus organisatorischen Grinden nicht realisierbar.
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Die Gegeniberstellung der Schlafapnoe-Patienten mit und ohne Diabetes mellitus deckte eine
signifikant unterschiedliche Lys198Asn-Genotypverteilung (p = 0,04) in diesen beiden Gruppen
auf. Besonders auffallig war der mehr als doppelt so grof3e Anteil von GT-Trégern in der OSA-
Gruppe ohne Diabetes (36,0 %), verglichen zu der OSA-Gruppe mit Diabetes (17,6 %). Dies
konnte auf eine protektive Wirkung der heterozygot-mutierten Variante des Endothelin-1-Gens
gegenuber einer moglichen Diabetes-Erkrankung bei Schlafapnoeikern hinweisen.

Bisher existieren leider keine weiteren Publikationen, die den Zusammenhang zwischen der
Lys198Asn-Mutation und dem Auftreten von Diabetes mellitus analysieren, was eine direkte
Diskussion unserer Resultate erschwert. Allerdings mehren sich die Hinweise, dass eine steigende
Pravalenz von Diabetes mellitus (Typ I1) mit einem zunehmenden Ausprégungsgrad des OSAS
assoziiert sein konnte. Meslier et al. (2003) konnten beispielsweise bei 494 mannlichen
Schlafapnoe-Patienten eine sinkende Insulinsensitivitit bei steigender Schwere der Erkrankung
feststellen. Auch Makino et al. (2006) zeigten eine héhere Insulinresistenz bei Schlafapnoikern mit
einer ausgepragten Krankheitsform gegeniiber solchen mit einem milden oder moderaten
Schweregrad. Demnach konnte ein ausgepragtes Schlafapnoe-Syndrom ein Risikofaktor fir die
Entwicklung der Zuckererkrankung sein. Diese Hypothese muss in kiinftigen Arbeiten jedoch erst

gepruft werden.

Zwischen dem Merkmal Allergien und dem Lys198Asn-Polymorphismus konnte ebenfalls eine
signifikante Assoziation (p = 0,028) festgestellt werden. Die unterschiedliche Genotypverteilung
der Schlafapnoe-Patienten mit und ohne Allergien verhielt sich &hnlich wie beim Diabetes
mellitus. OSA-Patienten ohne Allergien waren bedeutend haufiger heterozygote Alleltréager (GT).
Unter den Allergikern hingegen war der Wildtyp (GG) 6fter vertreten. Daher kdnnte auch hier eine
protektive Wirkung des T-Allels (speziell des GT-Genotyps) gegeniiber dem Auftreten einer
Allergie bei Schlafapnoe-Patienten diskutiert werden. Allerdings wurde nicht nach bestimmten
Allergien differenziert, und unsere Analyse beruhte wiederum ausschliel3lich auf
Patientenangaben. Aus diesen Griinden erscheint es problematisch, aus den gefundenen
Ergebnissen weitreichende Schliisse zu ziehen. AulRerdem ist die vorliegende Arbeit bisher die
einzige, die eine mdogliche Interaktion zwischen dem Vorhandensein von Allergien und der
Lys198Asn-Variante untersuchte. Die Resultate zukinftiger Studien muissen daher abgewartet

werden.
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3. Apnoe-Hypopnoe-Index

Unsere Untersuchungen konnten einen bedeutenden Effekt des BMI auf den Schweregrad der
Schlafapnoe (AHI) ermitteln, welcher durch das Geschlecht und die Lys198Asn-Variante
modifiziert wird. Es konnte bestétigt werden, dass eine Erhdhung des BMI in unmittelbarem
Zusammenhang mit einer Erh6hung des AHI steht und somit beide Parameter miteinander
korrelieren — ein bereits bekanntes Ergebnis [z.B. Ogretmenoglu et al. 2005]. Dabei konnte
festgestellt werden, dass der Anstieg des AHI starker bei Mannern als bei Frauen und bei TT-
Genotyptragern ins Gewicht fallt. Weiterhin identifizierte die Aufteilung der OSA-Patienten in
zwei BMI-Gruppen eine besonders starke Assoziation zwischen dem AHI und dem Lys198Asn-
Polymorphismus fiir die 191 iibergewichtigen Patienten (BMI > 30 kg/m?), nicht jedoch fiir die
173 Normalgewichtigen (BMI < 30 kg/m?). Adipdse Schlafapnoeiker, die auRerdem noch
homozygote Alleltrager beziiglich der Mutation in dem Endothelin-1-Gen waren, demonstrierten
signifikant hohere AHI-Werte als die beiden anderen Genotypen. Bei den heterozygoten
Alleltragern konnte nur ein statistisch nicht relevanter Trend zu héheren AHI-Niveaus gegenuber
den homozygoten Wildtypen gezeigt werden.

Bisher existieren leider keine weiteren Arbeiten, die sich mit der funktionellen Beziehung
zwischen dem Lys198Asn-Polymorphismus und einem entsprechenden Ausprégungsgrad der
Schlafapnoe (AHI) in Abh&ngigkeit vom BMI auseinandersetzten. Allerdings unterstiitzt die
Tatsache, dass in unserer gesamten (nicht nach Ubergewichtsstatus differenzierten) Gruppe von
365 OSA-Patienten zwar ein statistisch signifikanter, mit p = 0,049 jedoch nur grenzwertiger,
Einfluss der untersuchten Mutation auf den AHI festgestellt werden konnte, das genannte
Resultat. Kritisch zu betrachten bleibt jedoch die verhaltnismaRig kleine Anzahl der homozygot-
mutierten adipdsen Schlafapnoe-Patienten. Die Genotypisierung identifizierte in der gesamten
SA-Gruppe nur 16 TT-Trager, wovon zwolIf als tibergewichtig und vier als normalgewichtig
eingestuft wurden. Um das vorliegende Ergebnis zu untermauern, waren daher Studien mit einer
wesentlich groReren Gruppe von Schlafapnoeikern mit dem homozygot-mutierten Genotyp

bezuglich Lys198Asn notwendig.

Es bleibt zu erwéhnen, dass unsere Untersuchungen keinen direkten Zusammenhang zwischen
der Variante in dem Endothelin-1-Gen und dem BMI aufdecken konnten. Dies stimmt mit den

Resultaten bisheriger Publikationen tberein [Asai et al. 2001, Jin et al. 2003].
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Die Analyse der Beziehung zwischen dem BMI und der Lys198Asn-Mutation war deshalb so
interessant, weil mehrere voneinander unabh&ngige epidemiologische Studien [Tiret et al. 1999,
Asai et al. 2001, Jin et al. 2003] tiber eine solche Assoziation in Abhéngigkeit von
Blutdruckwerten und dem Vorhandensein der hypertensiven Erkrankung berichteten. Allerdings
beriicksichtigten diese Arbeiten nicht das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom, obwohl diese
Krankheit mittlerweile als eine anerkannte Ursache fir die arterielle Hypertonie gilt [Chobanian
et al. 2003]. Zukinftige Untersuchungen sollten daher die Frage aufgreifen, ob die Interaktionen
zwischen dem Lys198Asn-Polymorphismus im Endothelin-1-Gen und dem Bluthochdruck bei

ubergewichtigen Patienten mit der Schlafapnoe-Erkrankung in Verbindung stehen.
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4, Schlussfolgerung

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass sich die Endothelin-1-Plasmaspiegel der
Schlafapnoe-Patienten von denen der Schlafgesunden nicht signifikant unterscheiden. Dies
konnte einerseits daran liegen, dass das ET-1 bei OSA-Patienten wirklich nicht erhéht ist und
somit keine entscheidende Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankung spielt. Andererseits ist
bekannt, dass Endothelin-1 vorwiegend als parakriner Mediator wirkt und lediglich Uber eine
sehr kurze Halbwertszeit verfligt. Die ET-1-Plasmakonzentration konnte daher einen eher
unverlasslichen Parameter darstellen und Schlussfolgerungen tiber bestimmte Zusammenhéange
nur bedingt zulassen. Diese Annahme wird durch die neuere Publikation von Jordan et al. (2005)
unterstitzt, die ebenfalls keine erhghten Endothelin-1-Werte, dafiir aber gesteigerte big-ET-1-
Spiegel bei SA-Patienten nachweisen konnte. Zukiinftige Arbeiten sollten dies nach Mdglichkeit
beriicksichtigen und eine synchrone Konzentrationsbestimmung sowohl von Endothelin-1 als
auch big-ET-1 vornehmen.

Die bisher vertffentlichten Ergebnisse tGber eine eventuell bestehende ET-1-Erhéhung bei
Schlafapnoeikern gestalten sich sehr widerspruchlich. Unsere Untersuchungen konnten eine
solche Konzentrationssteigerung nicht bestétigen, weshalb Endothelin-1 im vorliegenden Fall

keinen pathognomonischen Marker fiir das Schlafapnoe-Syndrom darstellt.

Des weiteren konnten die Analysen keinen Zusammenhang zwischen den ET-1-Plasmaspiegeln
und einem spezifischen Genotypus bezlglich der Lys198Asn-Variante aufdecken. Eine Ursache
konnte sein, dass tatséchlich vorhandene Endothelin-1-Erh6hungen mit den hier genutzten
Bestimmungsmethoden nicht detektiert werden kdnnen. Zum anderen ware es aber auch
denkbar, dass der untersuchte Polymorphismus die eigentliche Synthese des Endothelin-1 nicht
entscheidend zu beeinflussen vermag. Laut Bloch et al. (1989b) liegt die Lys198Asn-Mutation
nicht auf der Promotorregion des ET-1-Gens und ist daher unter Umstanden nur eingeschrénkt in
der Lage, in eine sich &ndernde Genexpression (als Antwort auf entsprechende Stimulatoren)
einzugreifen. Popowski et al. (2003) zeigten jedoch, dass eine Insertation-A in Position +138 —
die sich ebenfalls nicht auf der Promotorregion, sondern im Exon 1 des ET-1-Gens befindet —
durchaus mit erhohten mRNA-Konzentrationen assoziiert und somit funktionell wichtig fir die

ET-1-Expression ist.
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Schliellich konnte ermittelt werden, dass der Lys198Asn-Polymorphismus des Endothelin-1-
Gens signifikant mit dem Schweregrad des OSAS bei tibergewichtigen Patienten assoziiert ist.
Deshalb kénnte er einen der multiplen genetischen Faktoren darstellen, welche in die Atiologie

und Pathophysiologie der Schlafapnoe-Erkrankung involviert sind.

Die vorliegende Studie ist bisher die einzige, die sich mit den Interaktionen zwischen den
Endothelin-1-Plasmakonzentrationen, der Lys198Asn-Mutation und dem Schlafapnoe-Syndrom
auseinandersetzt. Weitere Arbeiten auf diesem spezifischen Gebiet sind daher unbedingt
erforderlich. AuRRerdem sollten kiinftige Untersuchungen, die sich mit der Analyse des
genetischen Hintergrundes von kardiovaskuldren Erkrankungen (besonders von arterieller
Hypertonie) beschaftigen, auch Polymorphismen beriicksichtigen, die den OSA-Schweregrad

modifizieren.
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F ZUSAMMENFASSUNG

Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom ist eine relativ hdufige und schwerwiegende Krankheit,
deren Atiologie und Pathogenese bislang weitestgehend unbekannt sind. Die Betroffenen mussen
vor allem mit einer erhthten Morbiditat und Mortalitat im Hinblick auf kardiovaskulére
Erkrankungen rechnen. Bisher nachgewiesene Assoziationen zwischen dem potenten
Vasokonstriktor Endothelin-1, Verédnderungen der kraniofaszialen Struktur und dem Auftreten
eines arteriellen Hypertonus lassen eine atiopathologische Rolle dieser Substanz beziiglich der
Schlafapnoe vermuten. Des weiteren konnte die Endothelin-1-Variante Lys198Asn mit einem

Bluthochdruck bei Ubergewichtigen in Verbindung gebracht werden.

Aus diesen Griinden wurde der Lys198Asn-Polymorphismus zum ersten Mal hinsichtlich seiner
Bedeutung fiir die Manifestation und den Auspragungsgrad des Schlafapnoe-Syndroms
untersucht und zusétzlich eine moglicherweise vorhandene funktionelle Beziehung zu den

Endothelin-1-Plasmakonzentrationen geprift.

Dafur wurden, nach der Durchfiihrung einer entsprechenden kardiorespiratorischen
Polysomnographie, insgesamt 57 Schlafgesunde und 365 Schlafapnoeiker rekrutiert. Bei nahezu
allen Studienteilnehmern konnten mit Hilfe eines spezifischen ELISA die ET-1-Plasmawerte
analysiert und aufRerdem die Genotypisierung beziiglich der Lys198 Asn-Mutation durchgefiihrt

werden.

Unsere Untersuchungen zeigten keine signifikanten Unterschiede in den ET-1-Plasmaspiegeln
zwischen den Schlafapnoe-Patienten und den Kontrollprobanden, die gemessenen Endothelin-1-
Werte bewegten sich in dem vom Hersteller angegebenen Normbereich (0,2 — 0,7 fmol/ml). Eine
effektive nCPAP-Langzeit-Therapie erreichte keine Konzentrationsveranderungen. Weiterhin
wurde keine Korrelation zwischen den ET-1-Werten und dem Ausprégungsgrad der Erkrankung

(Apnoe-Hypopnoe-Index) nachgewiesen.

Die Endothelin-1-Plasmaspiegel normo- und hypertoner Schlafapnoeiker unterschieden sich

ebenfalls nicht bedeutend voneinander.

Aulerdem wurde keine Assoziation zwischen den Endothelin-1-Plasmakonzentrationen und der

Lys198Asn-Mutation festgestellt.
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Allerdings konnte ermittelt werden, dass in der gesamten Gruppe der Schlafapnoe-Patienten ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Lys198Asn-Polymorphismus und dem Apnoe-
Hypopnoe-Index (AHI) besteht. Dieser Effekt wurde durch das Merkmal Ubergewicht
modifiziert: nur bei adipésen (BMI > 30 kg/m?), nicht jedoch bei normalgewichtigen (BMI < 30
kg/m?) Schlafapnoeikern konnte eine solche Assoziation gezeigt werden. Eine Steigerung des
BMI war mit einer Steigerung des AHI verbunden, wobei dieser Effekt starker bei Mannern als
bei Frauen ausgeprégt und bei homozygot-mutierten Alleltrdgern (TT) gegenuber den anderen
beiden Genotypen (GT, GG) um den Faktor 1,33 hoher war.

Die vorliegenden Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dass die Lys198Asn-Variante des
Endothelin-1-Gens bei Ubergewichtigen OSA-Patienten mit dem Schweregrad des Schlafapnoe-
Syndroms assoziiert ist. Ein wesentlicher Zusammenhang zwischen den Endothelin-1-
Plasmakonzentrationen und dem Vorhandensein der Schlafapnoe bzw. dem Lys198Asn-

Polymorphismus konnte hingegen nicht gefunden werden.
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TGF-R [Kurihara et al. 1989a]
EGF [Casey et al. 1991]
IGF [Levin 1995, Goraca 2002]
FGF [Levin 1995, Goraca 2002]

Endotoxin [Sugiura et al. 1989]

Endothelin-3 [Yokokawa et al. 1991b]

Ciclosporin [Cauduro et al. 2004]

Ca”*-lonen [Goraca 2002]

Thrombin [Yanagisawa et al. 1988]

Oxidiertes LDL [Boulangere et al. 1992]

HDL [Hu et al. 1994, Galie et al. 2004]

Glukose [ Yamauchi et al. 1990]

Hypoxie [Kourembanas et al. 1991]

Ischédmie [Galie et al. 2004]

schwache Scherkrafte [Milner et al. 1990]

Tabelle A: Induktoren und Inhibitoren der ET-1-Synthese
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Mit Endothelin-1-assozierte Erkrankungen / pathophysiologische Zustande

Endotheliale Dysfunktion

Wagner et al. (2002)

Ateriosklerose

Ihling et al. (2001)
Boulanger et al. (1992)

Arterielle Hypertonie

Glowinska et al. (2004)
Schiffrin (1999)
Yokokawa et al. (1991a)

Myokardinfarkt

Stewart et al. (1991)
Ortega-Mateo et al. (1997)

KHK
Angina pectoris

Ortega-Mateo et al. (1997)
Ferri et al. (1997)

Chronische Herzinsuffizienz

Zolk etal. (1999)
Giannessi et al. (2001)

Subarachnoidalblutung (mit zerebralem
Vasospasmus)

Mostafa et al. (2000)
Masoaka et al. (1989)

Apoplex

Ziv |l et al. (1992)

Niereninsuffizienz (chronisch)

Ding et al. (2002)
Orisio et al. (1993)

Ciclosporin-Nephrotoxizitét

Ortega-Mateo et al. (1997)
Letizia et al. (2001)

Schock (endotoxisch/septisch)

Goraca (2002)

Vaskulitiden: M. Behcet
M. Kawasaki
Takayasu Arteriitis
Lupus erythematodes

Uslo et al. (1997)
Morise et al. (1993)
Akazawa et al. (1996)
Yoshio et al. (1995)

Raynaud-Ph&nomen

Ortega-Mateo et al. (1997)

Diabetes mellitus

Glowinska et al. (2004)
Rubanyi et al. (1994)

Adipositas

Glowinska et al. (2004)
Ferri et al. (1995)

Pulmonale Hypertonie

Stewart et al. (1991)
Miyauchi et al. (1993)

Asthma bronchiale

Sofia M et al. (1993)
Ortega-Mateo et al. (1997)
Goraca (2002)

OSAS

siehe oben

Tabelle B: Endothelin-1-assozierte Erkrankungen bzw. pathophysiologische Zusténde
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