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Zusammenfassung

Kogan, Olga
Genetischer Hintergrund des zentralen Schlafapnoe-Syndroms:
Mutationsanalyse des Paired-like homeobox 2b-Gens

Das paired-like homeobox 2b (PHOX2B)-Gen ist fiir die embryonale Entwicklung des autonomen
Nervensystems verantwortlich. Es agiert als Transkriptionsaktivator der neuronalen Differenzierung
und der Expression der Ausdifferenzierung von Motoneuronen. Auflerdem inhibiert es die Expres-
sion von Hemmstoffen der Neurogenese. Es reguliert auch den noradrenergen Phenotyp in Wirbel-
tieren. Ein Ausfall von PHOX2B fiihrt also zu Missbildungen im autonomen Nervensystem und zu
einem Ungleichgewicht zwischen Sympathikus und Parasympathikus, welches sich, Tierexperimen-
ten nach, schon im frithen postnatalen Stadium in Form von schweren Atemstérungen manifestiert.
In vielen Studien wurden Mutationen in diesem Gen fiir krankheitsverursachend fiir das Kongenita-
le zentrale alveoldre Hypoventilationssyndrom (CCHS) sowie das Late onset zentrale Hypoventila-
tionssyndrom (LO-CHS) befunden. Eine besonders wichtige Rolle spielte die Verldngerung des
Polyalaninrepeats in Exon 3.

Die Aufgabe dieser Arbeit war nun, die kodierende Sequenz des paired-like homeobox 2b-Gens auf
mogliche Sequenzverdnderungen zu priifen und auch anhand von zwei Patienten mit nachgewiese-
ner primérer alveoldrer Hypoventilation, einem Synonym fiir das LO-CHS, die vorherigen Studien
zu bestétigen. Hierfiir wurden 33 Probanden untersucht, von denen 18 die Diagnose CSA hatten.
Weiterhin wurden 11 Patienten mit gemischtem SAS und 2 mit sekunddrer alveoldrer Hypoventila-
tion hinzugenommen. Allen Probanden wurde vendses Blut abgenommen und daraus die DNA iso-
liert, die mithilfe direkter PCR-basierter Gensequenzierung auf Mutationen untersucht wurde.

In keiner Gruppe wurde eine Mutation festgestellt und auch die Repeatlédnge befand sich im Norm-
bereich. In Exon 3 wurde jedoch ein Polymorphismus mit der Referenznr.: rs17885864 in der Posi-
tion ¢.870 gefunden, der zu einem Aminosdureaustausch p.P290P fiihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde somit der Nachweis erbracht, dass es in der vorliegenden Kohorte
keine Assoziation zwischen Phox2B und weder dem zentralen noch dem gemischten Schlaf-Apnoe-
Syndrom gibt.

Dies sollte in der molekulargenetischen Diagnostik entsprechende Bewertung finden.

Auch der Nachweis des Zusammenhangs mit dem LO-CHS war nicht erfolgreich, was einerseits
darauf beruhen kann, dass nicht bei allen Patienten mit dieser Diagnose eine Sequenzinderung ein-
tritt und dass andererseits die von uns untersuchte Patientengruppe zu klein war, um eine statisti-
sche Aussagekraft zu haben.

Tag der miindlichen Priifung: 13.12.2011
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A. Einleitung

A. Einleitung

L. Physiologie des Schlafes

Wihrend des Schlafes dndern sich die Aktivitidten des Korpers, um dem Organismus Er-
holung zu gewihrleisten. Zu den charakteristischen Verdnderungen gehoéren verringerte
Aufnahmebereitschaft und sinkender Muskeltonus. Insgesamt dominiert der Parasympathi-
kus. Die Atmung ist vertieft und unregelméfBig mit periodischen Schwankungen. Es kon-
nen Atempausen von mehr als 10s auftreten, was zu einem Abfall des Sauerstoffpartial-
drucks fiihrt. Auch die Schlaftiefe dndert sich und mit zunehmender Tiefe vermindert sich
der Atemantrieb, was einen Anstieg des CO2- Partialdrucks zur Folge hat.
Physiologischerweise konnen aufeinander folgende Schlafstadien unterschieden werden.
Ihre Einteilung erfolgt nach Elektroenzephalographie-Aktivitit (EEG) und Elektrooku-
logramm (EOG). Beide Verfahren konnen, ohne den Schlaf zu stdren eingesetzt werden.
Beim wachen Menschen herrschen B-Wellen vor. Sobald aber die Augen geschlossen wer-
den und Entspannung eintritt, werden a-Wellen registriert, die beim Einschlafen von 6-
Wellen abgelost werden.

Beim Schlaf selbst unterscheidet man zwischen sogenanntem orthodoxen und paradoxen
Schlaf. Beim ersteren, der auch als ,,slow-wave-sleep* bezeichnet wird, nimmt die EEG-
Frequenz immer mehr ab. Der orthodoxe Schlaf ldsst sich in vier Stadien einteilen:

Im ersten, dem Einschlafstadium sind B-Wellen geringer Amplitude und 6-Wellen zu re-
gistrieren. Die Klarheit des Bewusstseins ldsst immer mehr nach und es konnen Traume
auftreten. Oft kommt es auch zu langsamen Bewegungen der Augépfel und Zuckungen der
Lider. In diesem Stadium kann man sehr leicht geweckt werden.

Das zweite Stadium ist der leichte Schlaf. Dieser tritt ca. 10-15min nach dem Zubettgehen
zum ersten Mal auf. Hier zeigen sich im EEG sogenannte Schlafspindeln, rasche Potenzial-
schwankungen, deren Amplituden spindelférmig an- und abschwellen. Auflerdem kénnen
K-Komplexe auftreten. Dies sind bi- oder polyphasische Komplexe, die dhnlich den
Schlafspindeln ca. 1s dauern und hohe Amplituden besitzen. Sie stehen fiir synchrone neu-
ronale Aktivitit.

In den Stadien drei und vier nimmt die Schlaftiefe immer mehr zu, was dazu fiihrt, dass die

Weckschwelle immer héher wird und ihr Maximum nach ca. einer Stunde erreicht, um
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dann wieder abzunehmen. Diese Stadien sind durch K-Komplexe, 6- und 3-Wellen ge-
kennzeichnet. Diese sind hochamplitudige (>100uV), aber langsame (8- 4-7 Hz, 5-Wellen
0,5-4 Hz) Wellen.

Nach dem Durchlauf des Tiefschlaf-Stadiums findet der Ubergang in den paradoxen Schlaf
statt, der als ,fast-wave-sleep® bezeichnet wird, weil seine EEG-Ableitungen paradoxer-
weise an die eines wachen Menschen erinnern. In dieser Phase ist praktisch kein Muskel-
tonus mehr vorhanden. Es treten jedoch kurze Zuckungen, besonders der Gesichtsmusku-
latur auf. Kennzeichnend fiir diesen Schlaf sind sekundendauernde, richtungslose, 1,4 Hz
schnelle Augenbewegungen, die als ,,Rapid Eye Movements (REM) bezeichnet werden,
weswegen diese Art von Schlaf auch REM-Schlaf heiflt, im Gegensatz zum orthodoxen
Schlaf, der als Non-REM-Schlaf bezeichnet wird. Wahrend des REM-Schlafes kann eine
Erh6hung von Herzfrequenz und Blutdruck vermerkt werden, was zu einer Atmungsbe-
schleunigung und verbesserten Durchblutung fiihrt. Besonders charakteristisch fiir diese
Phase ist das Auftreten von Trdumen. Der Anteil des REM-Schlafes dndert sich mit dem
Alter des Menschen. Beim Neugeborenen liegt er noch bei 50% und sinkt bis zum 5. LJ.
auf 20%. Aufgrund dieser Verteilung wird vermutet, dass dieser Schlaf besonders wichtig
fiir die ontogenetische Entwicklung des ZNS ist.

Normalerweise werden die vier Stadien und der REM-Schlaf 3-5 Mal durchlaufen, wobei
ein Zyklus 90-100min dauert. Die ersten beiden Zyklen sind besonders wichtig fiir die Er-
holung, weswegen sie als Kernschlaf zusammengefasst werden. Die folgenden Zyklen
werden als Fillschlaf bezeichnet, denn die maximale Schlaftiefe nimmt immer mehr ab

und der Anteil des REM-Schlafes immer mehr zu. Dieser Schlaf ist nicht iiberlebenswich-

tig.

1L Physiologie der Atemregulation beim Gesunden

Die Regulation der Atmung erfolgt beim Gesunden iiber die Medulla oblongata. Deren
Signale werden iiber die Spinalnerven und die Nn. phrenici an die Atemmuskulatur inclu-
sive Diaphragma geleitet. Der Regelkreis des Atemantriebs wird tiber die von Chemore-
zeptoren des Gehirns und der Glomerula carotica empfangenen Messwerte von pH, paCO2
und paO:2 gesteuert. Besonders empfindlich reagiert die Atmung auf eine Hyperkapnie,

worauf Atemfrequenz und —zugvolumen gesteigert werden. Jedoch haben Werte iiber
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70mmHg, genauso wie Hypokapnie und Alkalose, bei nicht adaptierten Personen, eine
atemldhmende Wirkung (Ullrich 2005: Intensivpflege und Anisthesie). Bei einer chroni-
schen Hyperkapnie findet eine Adaptation und Hochregulation statt, so dass es zu verstark-
ten Atemexkursionen kommt.

Im Schlaf, hier besonders in der REM-Phase, kommt es zu stérkeren Atemschwankungen,
die mit respiratorischen Pausen und Gasdruckidnderungen einhergehen. Einerseits entsteht
dieser Zustand durch die direkte Wirkung des Schlafes auf das Atemzentrum und anderer-
seits durch den erhohten Widerstand der oberen Atemwege, deren Muskeltonus im Schlaf
erschlafft, so dass sie kollabieren. Normalerweise kommt es dabei beim Gesunden zu kei-
ner korperlichen Einschrinkung. Endexspiratorischen CO2-Werte lassen sich jedoch auch

im Normalzustand fiir die Ermittlung der Schlaftiefe nutzen.

Tab. 1: Atmungsparameter wiahrend des Schlafes

Parameter REM NREM
Atemrhythmus unregelmiBig, |periodisch,
mit/ohne Apnoe | regelméBig
arterielle O2-Konzentration N ! (3-10 mmHg)
artericlle CO2-Konzentration ™ 1 (2-8mmHg)
alveoldareVentilation 1l !
Atemvolumen 1 l
hypoxische Atemantwort N !
hyperkapnische Atemantwort 1 !
02-Verbrauch l 1] (15-25%)
Widerstand der oberen Atemwege |11 1

In Anlehnung an Deetjen 2005:Physiologie

Die sogenannten schlatbezogenen Atmungsstdrungen lassen sich in obstruktive und nicht
obstruktive Storungen einteilen. Die von uns ausgesuchten Patientengruppen mit dem zent-
ralen Schlaf-Apnoe Syndrom (CSA), dem kongenitalen zentralen aleveoldren Hypoventila-
tionssyndrom (CCHS) und der priméiren und sekundiren alveoldren Hypoventilation geho-
ren zu den nicht obstruktiven Erkrankungen. Das gemischte Schlafapnoe Syndrom umfasst

beide Gruppen.
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II.  Vorstellung und Pathogenese der Krankheiten

Hierbei mochte ich besonders auf das CCHS und das CSA eingehen, denn durch das Erste
lasst sich die Funktion des PHOX2B besonders gut darstellen und das Zweite ist das
Hauptthema dieser Arbeit (in Anlehnung an ICSD 2005 und Lund und Clarenbach 1992).

1. Kongenitales zentrales alveolires Hypoventilationssyndrom (CCHS)

Das CCHS ist eine seltene, noch wenig erforschte Krankheit, von der weltweit ca. 160-180
Patienten betroffen sind, deren Mehrheit von Méannern gebildet wird. Die Inzidenz betrigt
1/200000 Lebendgeburten (Amiel et al. 2009).

Die Diagnosekriterien wurden 1999 von Weese-Mayer et al. etabliert: 1) Persistierende
zentrale Hypoventilation (PaCO2 >60mmHg), festgestellt mittels einer Polysomnographie
im Schlaf wihrend der Patient spontan Raumluft atmet; 2) Ausfall einer addquaten Atem-
antwort auf eingeatmetes COz2; 3) Abwesenheit von primiren Lungen-, neuromuskulidren
oder Herzerkrankungen.

Die Atiologie beruht vermutlich auf dem Versagen der zentralen Chemorezeptoren, deren
Funktionsfihigkeit sich bei den betroffenen Patienten vor allen Dingen mit dem Ubergang
ins Schlafstadium reduziert, womit der Atemantrieb ausfillt, was zu periodischer Hypo-
ventilation fiihrt. Charakteristischerweise wird die Erkrankung schon in der Kindheit au-
genscheinlich, bei den meisten Betroffenen schon bei der Geburt, wenn die Spontanatmung
fehlt oder das Neugeborene nur unterbrochen atmet. Wegen dieses perinatalen Auftretens
und dem damit verbundenen moglichen pldtzlichen Kindestod (SIDS), wird das CCHS
auch als Undine-Syndrom bezeichnet (Gaultier et al. 2004). Kennzeichnend ist, dass die
Betroffenen keine Abnormalitéiten in Lunge oder Gehirn aufweisen. Die besondere Gefahr
bei Kindern ist auch, dass diese keine Zeichen von Atemnot zeigen, so dass die Beschwer-
den oft erst gemerkt werden, wenn es zum pldtzlichen Herztod oder schwerer Dekompen-
sation kommt.

Die Symptome des LOCHS und des CCHS sind Hypoventilation im Wachzustand
und/oder im Schlaf, wobei das CCHS sich insofern von anderen Schlafatemstorungen un-
terscheidet, als dass die Beschwerden wihrend der Non-REM- Phase zunehmen, so dass
ein Aufwachen héufig nicht moglich ist (Gaultier et al. 2004). Die sich verstiarkenden Hy-

poxie und Hyperkapnie fithren schlieBlich zu héufigen Arousals, was die Schlafqualitit



A. Einleitung

erheblich beeintrichtigt, so dass viele Patienten iiber Tagesmiidigkeit und morgendliche
Kopfschmerzen klagen. Die Episoden flacher Atmung dauern {iber 10sec. In diesen Phasen
kann eine Brady-oder Tachykardie vermerkt werden. Odeme und Lethargie kénnen friihe
Anzeichen der Atemstérung sein. Das Hauptmerkmal bleibt jedoch unumstritten die ver-
minderte kongenitale Chemosensitivitit mit fehlender Atemantwort auf Hyperkapnie
(Gaultier et al. 2004).

Labormedizinisch lassen sich im Schlaf abnormale arterielle Gase messen. Es sind auch
eine kompensierte respiratorische Azidose, Polycytdmie und ein erhohter Bikarbonatspie-
gel zu vermerken.

Bildgebende Verfahren des Kopfes zeigen keine Abnormalititen, was auch darauf beruhen
kann, dass die Technik noch nicht ausreichend entwickelt ist. Es ldsst sich eine pulmonale
Hypertension sowie ein damit verbundenes Cor pulmonale feststellen. Lungenfunktions-
tests sind weitgehend unauffallig.

Die Patientengruppen sind heterogen, da die Hypoventilationszeitpunkte unterschiedlich
sind und auch die moglichen begleitenden Erscheinungen, wie Morbus Hirschsprung
(Agangliose des Darms), autonome Dysfunktion des Herzens, neurale Tumoren (wie z.B.
Neuroblastoma, Ganglioneuroblastoma und Ganglioneuroma), Schluckstérungen und men-
tale Retardierung, wenn die Behandlung in Form einer Beatmung nicht friith genug einsetzt,
variieren (Trochet et al. 2005).

Nachgewiesen ist eine genetische Ursache, die in Mutationen des stark konservierten
PHOX2B-Gens auf Chromosom 4p12, das fiir die embryonale Entwicklung des autonomen
Nervensystems von Bedeutung ist, liegt. Das Gen agiert als Transkriptionsaktivator der
neuronalen Differenzierung. AuBlerdem inhibiert es die Expression von Hemmstoffen der
Neurogenese. Es reguliert auch den noradrenergen Phinotyp in Wirbeltieren. Ein Ausfall
von PHOX2B fiihrt also zu Missbildungen im autonomen Nervensystem und zu einem
Ungleichgewicht zwischen Sympathikus und Parasympathikus (Amiel et al. 2003).

Die meisten Mutationen finden sich in Exon 3. Besonders charakteristisch ist eine Verldn-
gerung des Alanin-Repeats auf Position 25-33 Wiederholungseinheiten. Diese Verinde-
rung ist meiosestabil und wird autosomal dominant, aber mit unterschiedlicher Penetranz
vererbt, was erkldren wiirde, warum die Félle meistens einzeln auftreten (Trochet et al.

2008).
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2. Primire alveolire Hypoventilation

Eine moglicherweise andere Form der CCHS ist das Late-onset-CHS, das erst im spiteren
Lebensverlauf auftritt, aber dieselbe Symptomatik aufweist. Der Zusammenhang wird
durch die Ahnlichkeit der Symptomatik und durch vererbbare PHOX2B-Mutationen herge-
stellt, die jedoch nicht immer symptomatisch werden (Weese-Mayer et al. 2005). Das LO-
CHS wird von manchen Wissenschaftlern, wie z.B. in Katz et al. 2000 beschrieben, als
eine andere Entitit des CCHS, vorstellig mit einer anderen Klinik und vergesellschaftet mit
einer Hypothalamus-Dysfunktion, betrachtet. Aufgrund dieser Meinungsverschiedenheiten
bleibt der Zusammenhang, bis auf die Tatasche der manchmal vorliegenden Mutationen,

ungeklart (Trochet et al. 2004).

3. Sekundire alveolire Hypoventilation

Das Kennzeichnende dieser Erkrankungen ist das Vorliegen einer Reduktion oder Stérung

des Gasaustauschs tiber die Alveolarmembran:

a) Lungenparenchymerkrankungen, Verinderungen der Lungengefifie und

Himoglobinopathien

Es findet eine Hadmoglobin-Entséttigung statt. Die besondere Unterscheidung zu CSA und
OSAS sind konstante, mehrere Minuten andauernde Hypoventilation und Hypoxédmie. Bei
CSA und OSAS kommt es dagegen zu periodischen, kurzen Anderungen der Sauerstoffsit-
tigung.

Diese Patienten haben ein erhohtes Risiko fiir arterielle Hypertonie, Cor pulmonale und

neurokognitive Dysfunktion.
b) Obstruktive Lungenerkrankungen

Dies fiihrt zu heterogener Ventilationsverteilung in der Lunge mit minder- und iiberbeliif-
teten Abschnitten. Die charakteristischen Krankheiten werden im Terminus COPD (chro-
nisch obstruktive Lungenerkrankung) zusammengefasst. Hierbei handelt es sich um chro-
nische Bronchitis und Lungenemphysem. Die wichtigsten auslosenden Faktoren sind Rau-

chen, arbeitsbedingte Staube sowie Dampfe und Alphal-Antitrypsin-Mangel.
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Mukoviszidose gehort auch zu den Faktoren, die den Atemwiderstand erhdhen. Wihrend
der Korper im Wachzustand die Hypoxdmie noch zu kompensieren vermag, sinken im
Schlaf die Chemosensitivitidt und die Atemmuskelaktivierung, so dass der Zustand nicht

mehr ausgeglichen werden kann.
c) Neuromuskuliire und Brustwand-Storungen

Dies fiihrt zum Versagen der Atemantriebspumpe, so dass nicht addquat ein- und ausgeat-
met werden kann und es zu Hypoxidmie und Hyperkapnie kommt.

Zu den genannten Storungen fithren Erkrankungen wie z.B. Diaphragmaparalyse, Myas-
thenia gravis, Lambert-Eaton Syndrom und Verletzungen des Riickenmarks. Auch Myo-

pathien und Motoneuronerkrankungen kdnnen auslosende Faktoren sein.

4. Obstruktives Schlafapnoe Syndrom (OSAS)

Diese Storung ist das hdufigste SAS. Die Pravalenz betrigt unter Ménnern 3-7%, unter
Frauen 2-5% (Caylak 2009). Die direkte Ursache des OSAS ist die Obstruktion der oberen
Atemwege, die auf verschiedenen Wegen zustande kommen kann. Ein Grund ist die Ent-
spannung der Muskulatur der oberen Atemwege wihrend der Schlafphase. Dadurch kann
dem bei der Inspiration entstehenden Unterdruck kein Widerstand entgegengesetzt werden,
so dass der Rachen kollabiert und zu einem Hindernis wird, was als Schnarchgerdusch
wahrgenommen werden kann. Dadurch kommt es zu wiederholten {iber 10sec andauernden
Apnoen, welche eine Hypoxidmie zur Folge haben. Diese wiederum fiihrt zu einem Weck-
stimulus, um die Atmung wieder herzustellen.

Komplikationen sind kardiopulmonale Erkrankungen, wie schon beschrieben, Tagesmii-
digkeit und Konzentrationsstorungen. Zusétzlich kénnen auch Depressionen, Stresserkran-
kungen wie Magenulcera, Diabetes mellitus und Impotenz auftreten.

Risikofaktoren sind metabolisches Syndrom (d.h. Adipositas, Diabetes mellitus und Hy-
pertonie), Alkohol und Nikotinkonsum, Polypen und Nasenscheidewandkrimmungen,
vergrolerte Tonsillen, konstitutionelle Verdnderungen der Muskulatur der oberen Atem-
wege, Fehlbildungen und - Stellungen des Unterkiefers und WeichteilvergroBBerung durch

z.B. Akromegalie (Volgin et al. 2006, Jean-Louis et al. 2008, Redline et al. 2000).
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5. Zentrales Schlafapnoe Syndrom (CSA)

Das CSA ist eine Storung, von der meistens dltere Patienten betroffen sind. Die Pravalenz
ist 5% unter allen Patienten mit Schlafapnoen (Mayo Klinik 2009). In einigen Krankheits-
gruppen scheint jedoch eine hohere Pradisposition vorzuliegen. So haben Eckert et al.
(2007) festgestellt, dass 37% aller Patienten mit Linksherzversagen und linksventrikuldrer
Ejektionsfraktion <45% die Diagnose CSA aufweisen, wobei hier auch Patienten mit
Cheyne-Stokes-Atmung hinzugerechnet wurden.

Die Atiologie der Erkrankung ist bei dem idiopathischen CSA( ICSA) unbekannt. Das ty-
pische Charakteristikum sind wiederholte Atemunterbrechungen, besonders wahrend des
Ubergangs in den Non-REM-Schlaf, ohne dass der auftretende Atemstillstand einen Atem-
antrieb auslosen wiirde. Der Wechsel von Unterbrechung und Wiedereinsetzen der At-
mung fithrt zu Schlafstérungen und haufigen Arousels. Dies hat zur Folge, dass die Betrof-
fenen an ausgepragter Tagesmiidigkeit und néchtlichen Durchschlafstérungen leiden
(Eckert et al. 2007). Wéhrend des Wachzustandes neigen die Patienten dazu, niedrige Pa-
CO2-Werte zu haben (unter 40mmHg). Wihrend des Schlafes kann es zu Sauerstoffsatti-
gungen von 70% kommen.

Typische Symptome, die beobachtet werden konnen sind: 1) Episoden unterbrochener oder
gestorter Atmung im Schlaf, 2) Plotzliche Arousels, begleitet von Kurzatmigkeit, 3) Kurz-
atmigkeit, die eine Besserung beim Aufsetzen zeigt, 4) Schlaflosigkeit (Insomnie), 5) Ta-
gesschlifrigkeit (Hypersomnie), 6) Konzentrationsschwiache und 7) Schnarchen (Mayo
Klinik 2009).

Es gibt einige Faktoren, die als priadisponierend diskutiert werden und entsprechend derer

die CSA in Subgruppen aufgeteilt wird:

Zum einen wire das eine erhohte CO2-Sensibilitdt der Chemorezeptoren, die dazu fiihrt,
dass niedrige arterielle PaCO2 unter der PaCO2 Apnoe-Schwelle ein Sistieren des Ateman-
triebs hervorrufen. Da sich die Driicke auch schon im Wachzustand nahe dieser Schwelle
bewegen, reicht eine minimale Hyperventilation, die ja zu einer Hypokapnie fiihrt, schon

aus, um einen Atemstillstand zu provozieren (Eckert et al. 2007).
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Insomnie ist auch ein Umstand, der CSA begiinstigen kann, da instabiler Schlaf mit wie-
derholten Unterbrechungen zu Stérungen der Atemregulation fithren kann. Eine niedrige
Arousalschwelle kann ein wichtiger pradisponierender Faktor sein (Eckert et al. 2007).

Ein anderer diskutierter Faktor sind neurologische Stérungen wie z.B. Multisystem-
Atrophien oder Morbus Parkinson, da diese ebenfalls eine Dysfunktion des autonomen

Systems zur Folge haben konnen.

Gesundheitliche Stérungen, wie vorangegangene Schlaganfille, Tumoren, Encephalitiden
und Traumata des Gehirns, aber auch Nieren- und Herzschdden kénnen eine CSA hervor-
rufen. Patienten mit Linksherzversagen, aber auch, wenn nicht sogar besonders, Vorhof-
flimmern, neigen sehr stark zur Entwicklung eines CSA (Mayo Klinik 2009). Bei Patienten
mit Herzerkrankungen tritt besonders oft die sogenannte Cheyne-Stokes Atmung (CSB)
auf, die durch Periodizitdt und ldnger anhaltende Zyklen (60-90sec) der Atemstérung ge-
kennzeichnet ist (Yumino et al. 2008). Diese erhohte Dauer liegt an der verldngerten Zir-

kulation beim Herzversagen (Eckert et al. 2007).

Ubergewicht, sowie das metabolische Syndrom an sich, spielt wie beim OSAS, auch hier
eine wichtige Rolle. Da die Tendenz global steigt, ist auch eine Zunahme an dem so ge-
nannten obesity hypoventilation syndrome (OHS) zu vermerken. Das OHS wird bei einem
BMI >30kg/m? und einer Hyperkapnie im Wachzustand >45mmHg diagnostiziert (Eckert
et al. 2007).

Auch das Geschlecht spielt eine Rolle, denn wie auch beim OSAS, sind Ménner 6fter be-
troffen (Mayo Klinik 2007).

Auch Medikamente und Drogen, insbesondere Opiate, die linger als zwei Monate einge-
nommen wurden, sind ein wichtiger Entstehungsgrund. Hierbei kommt es zur Atemdepres-
sion aufgrund der Interaktion der Stoffe mit den p-Rezeptoren auf der Vorderseite der Me-
dulla oblongata (Eckert et al. 2007, Aktories 2005: Allgemeine und spezielle Pharmakolo-
gie und Toxikologie).
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Zentrale Apnoen treten auch im Rahmen einer wegen eines OSAS eingeleiteten CPAP-
Therapie auf. Dieses Phdnomen wird dann als komplexes SAS bezeichnet und gleichfalls
in dieser Arbeit behandelt. Javaheri et al. (2009) schreiben in ihrer Arbeit, dass 6,5% aller
CPAP-Patienten ein CSA entwickeln. Meistens eliminierte sich dieses Phanomen selbst ca.
8 Wochen nach Therapieschluss, doch in 1,5% persistierte es. Die Risikofaktoren hierfiir

waren die Schwere des OSAS und eine vorherige Opioidbehandlung.

Eine andere Form der CSA ist die primdre Schlafapnoe bei Kindern. Hierbei sind insbe-
sondere Frithgeborene betroffen, bei denen Atemregulationsmechanismen im zentralen
Antrieb, Chemo- und Mechanorezeptoren und den oberen Atemwegreflexen noch nicht
voll ausgebildet sind. Begiinstigende Faktoren sind dabei Temperaturinstabilitét, gastroo-
sophagealer Reflux, Stoffwechselstorungen, Infektionen, Abnormalititen im Kopfbereich,
aber auch Medikamenten- und Anésthesiegabe sowie falsch eingestellte Oxygenierung.
Solche Kinder neigen zu verschiedenen Apnoen und das CSA macht 10-25% davon aus.
Besonders Babys mit einem Gewicht unter 2000g sind pradisponiert. Bei Kindern tritt
CSA iiberwiegend im REM-Schlaf auf. Die Episoden dauern nicht ldnger als 20sec und

sind nicht vergesellschaftet mit Bradykardie oder Sauerstoffentsittigung.

Da bei dieser Schlafstérung der Erwachsenen im Gegensatz zu anderen, nur selten Hypo-
xie und Hyperkapnie auftreten, kommt es auch seltener zu den dafiir typischen kardiopul-
monalen Komplikationen. In den 10sec oder linger andauernden Apnoe-Phasen kommt es
zu einer leichten O2-Entséttigung. Nichtsdestotrotz ist das Risiko fiir Schlaganfille und
Herzversagen erhoht (Eckert et al. 2007, Mayo Klinik 2009). Der Grund dafiir sind
plotzliche Abfille der arteriellen Sauerstoffsittigung, die zu einer Hypertension und Bean-

spruchung des kardiovaskuldren Systems fiihren.

Wie schon erwéhnt, gibt es auch seltene Félle der CSA, bei denen sich keine Ursache fest-

stellen ldsst. Diese werden dann als idiopathisch bezeichnet (ICSA).
Als letzte Prédisposition darf auch der normale physiologische Zustand beim Gesunden

nicht vergessen werden. Beim Aufenthalt in groBer Hohe (>4572m) treten bei den meisten

Menschen aufgrund der verringerten Atemgasdriicke und der dadurch bedingten Hypoxie,
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zentrale Schlafapnoen auf. Diese verschwinden dann beim Zuriickkehren zu den gewohn-

ten Bedingungen (Mayo Klinik 2009).

Das CSA wird in zwei groBBe Gruppen aufgeteilt: Die hyperkapnische und die hypo- bzw.
eukapnische. Patienten mit beeintrichtiger expiratorischer Kapazitit neigen dazu hyper-
kapnisch zu werden. Wihrend des Schlafes verschlimmert sich dieser Zustand aufgrund
von physiologischen, schon beschriebenen, Anderungen. Somit kommt es zu einer schlaf-
bedingten Hypoventilation, die das Leitsymptom der hyperkapnischen CSA darstellt. Zu
dieser Kategorie gehoren Tumor-, Trauma- oder Schlaganfall bedingte Lisionen, CCHS,
Opiod bedingte Atemdepression, OHS, neuromuskulédre Stérungen, aber auch Kyphoskoli-
ose und Thoraxwanderkrankungen. Die zweite, nicht hyperkapnische Kategorie beinhaltet

die Cheyne-Stokes Atmung und das ICSA (Eckert et al. 2007).

Tab. 2: Zusammenstellung der Risikofaktoren fiir CSA

Risikoparameter fiir CSA

Metabolisches Syndrom
Chronisches Nierenversagen
Herzversagen, Vorhofflimmern
Opiate

Schlaganfall

Encephalitis

Hirnstammtumor
Neuromuskulire Erkrankungen
Kyphoskoliose

Schidel-Hirn-Trauma

IV.  Therapie der CSA

Die primére Therapie besteht in der Ursacheneleminierung, d.h. in der Therapie der jewei-
ligen Grunderkrankung und nach Méglichkeit, in einer Medikamentenumstellung bei Opi-
oiden. Als Medikamente kann man Atemstimulanzien wie z.B. Acetazolamide und The-

ophylline verabreichen (Eckert et al. 2007).
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Als nédchste Moglichkeit steht die nichtinvasive, ndmlich die Maskenbeatmung zur Verfii-
gung. Dabei gibt es verschiedene Alternativen. Continuous positive airway pressure
(CPAP) wird auch in der Therapie von OSAS gebraucht und erzeugt einen kontinuierli-
chen positiven Druck auf die oberen Atemwege, wodurch sie offengehalten werden. Bile-
vel positive airway pressure (BiPAP) erzeugt einen hoheren Druck bei der Inspiration und
einen geringeren bei der Expiration. Der Vorteil dabei ist, dass die abgeschwéchte Atmung
beim CSA gestérkt wird. Die dritte und letzte Moglichkeit ist die Adaptive Servo-Ventila-
tion (ASV), welche fiir die Behandlung von zentralem und komplexem SAS eingesetzt
wird. Dabei wird die Atmung durch einen Computer {iberwacht, der durch Druckausiibung
das Atemmuster reguliert und die ggf. auftretenden Apnoen verhindert (Mayo Klinik
2009).

V. Definitionen und Klassifikationen der Schlaf-Apnoe

Apnoe: Synonym: Atemstillstand. Verminderung des Atemflusses auf max. 20% des vor-
herigen Atemflusses fiir mehr als 10sec Dauer. Dabei kommt es zu einem Sattigungsabfall
von mehr als 4%. In den Einschlafphasen, wahrend der REM-Phasen und nach Kdorperbe-

wegungen sind Apnoen auch bei gesunden Personen moglich.

Hypopnoe: Verminderung des Atemstromes iiber Mund und Nase fiir mehr als 10sec Dau-
er um 50% oder Verminderung des Atemstromes geringeren Ausmalfles, verbunden mit

einem Abfall der O2-Sittigung > 4% oder einem Arousal.

Apnoe-Hypopnoe-Index(AHI): Anzahl der Apnoe- und Hypopnoephasen pro Stunde
Schlaf.

Apnoe-Index (Al): Anzahl der Apnoen pro Stunde Schlaf

Zentrale Apnoe: Falls die Apnoekriterien erfiillt sind und gleichzeitig keine Atmungsan-

strengung wahrend der Dauer des nicht vorhandenen Luftflusses besteht

Sauerstoff-Entsiittigungsindex (ODI): Anzahl der Sauerstoffentséttigungen pro Stunde
Schlaf
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Schlafapnoe Syndrom: Schlafapnoe mit kardiozirkulatorischen oder zentralnervosen Fol-

geerscheinungen

VI.  Diagnosestellung

Um den Verdacht CSA &duBlern zu konnen, muss der Patient {iber entweder Schlaflosigkeit
oder auch extreme Tagesschlédfrigkeit und {iber regelméBige Episoden von néchtlichen
Atemabschwichungen — und/oder Unterbrechungen berichten. Es reicht auch, wenn diese
Befunde von AuBlenstehenden beobachtet werden. Auflerdem konnen im Schlaf Auftéllig-
keiten wie plotzliches Husten, Schnarchen, abrupte Koérperbewegungen oder zyanotische
Hautverfarbung auftreten.

Um die Verdachtsdiagnose zu bestitigen, muss eine polysomnographische Untersuchung
(PSG) im Schlaflabor durchgefiihrt werden, wobei unterschiedliche Parameter wiahrend der
Schlafphasen kontinuierlich registriert werden. Zum einen werden mittels der Elektroen-
zephalographie (EEG) die Hirnstrome des Patienten gemessen, die die Identifizierung des
jeweiligen Schlafstadium ermoglich. Das Elektrookulogramm (EOG) dient dazu, die Au-
genbewegungen zu registrieren. Mit dem Elektrokardiogramm (EKG) wird die Herzaktivi-
tat tiberwacht. Mittels Bauch- und Beingurten, die mit piezoelektrischen Sensoren versehen
sind, werden thorakale und abdominelle Atemexkursionen erfasst. Die Sauerstoffséttigung
des Blutes wird mithilfe der Pulsoxymetrie gemessen und die Ergebnisse der kapnographi-
schen Atemflussmessung zeigen die CO2-Konzentration in der endexpiratorischen Luft an
und dienen dazu, die Apnoe- und Hypopnoe-Phasen zu detektieren. Parallel werden auch
noch Blutdruck, Temperatur, der Magenséureriickfluss gemessen und eventuelle Erektio-
nen registriert. Um ggf. spiter Atemmasken zu verschreiben, wird zusétzlich noch ein
Maskendruck gemessen. Vom schlafenden Patienten wird dabei eine Video- und Tonauf-
nahme angefertigt, auf der man das Schlafverhalten, insbesondere auch Beinbewegungen,
die auch mit der Musculus-tiabialis-anterior-Myographie abgeleitet werden, und die Kor-
perlage nachverfolgen kann.

Ab einem Apnoe-Index (AI) >5/h und bei Vorliegen einer entsprechenden Sympomatik
spricht man von Schlafapnoe-Syndrom. Der Al wird definiert als die Zahl der Apnoen pro
Stunde Schlaf. Um die Diagnose CSA bestitigen zu konnen, muss das PSG Apnoe-Phasen

von iiber 10sec zeigen und zusitzlich dazu stindige Arousals, Bradytachykardie und/oder
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Sauerstoffentsittigung aufweisen. Auflerdem muss der Anteil der zentralen Apnoen >50%
betragen. Eine zentrale Apnoe wird definiert als eine Atempause, bei der die Apnoekrite-
rien efiillt sind und gleichzeitig keine Atmungsanstrengung wihrend der Dauer des nicht
vorhandenen Luftflusses besteht.

Der Multiple-Schlaf-Latenz-Test, der die Zeit bis zum Einschlafen und Beginn des REM-
Schlafes misst, kann moglicherweise eine Schlaflatenz von unter 10 Minuten zeigen (ICSD
2005). Ein Schlaf-Latenz-Test, PSG miteinbegriffen, wird fiir die Beurteilung liberméBiger
Tagesschléfrigkeit durchgefiihrt.

Tab. 3: Einteilung nach AHI und Al

Apnoe-Hypopnoe-Index 10-20 = leichtgradige Schlafapnoe
Apnoe-Hypopnoe-Index 20-40 = mittelgradige Schlafapnoe
Apnoe-Hypopnoe-Index >40 = schwergradige Schlafapnoe

Apnoeindex 5 - 10 = leichtgradiges Schlafapnoe-Syndrom
Apnoeindex 10 - 20 = mittelschweres Schlafapnoe-Syndrom
Apnoeindex > 20 = schwergradiges Schlafapnoe-Syndrom

http://www.schlafapnoezahnmedizin.de/schlafap.html

VII. CSA und Genetik

Beziiglich der Genetik des zentralen Schlafapnoe Syndroms liegen noch keinerlei Studien
vor. Bei anderen Schlafstérungen, wie z.B. beim obstruktiven Schlafapnoe Syndrom (Red-
line et al. 2000 etc.), bei Narkolepsie und Restless Legs Syndrom (Caylak 2009) und auch
beim kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndrom und Late onset-CHS (Matera et al.
2004, Trochet et al. 2005 etc.) wurden bereits zahlreiche Studien durchgefiihrt, die Hinwei-
se auf genetische Einflussfaktoren, z. T. sogar eine genetische Mitverursachung, liefern.

Die Pathogenese des CSA, dhnlich wie beim OSAS, kann mutifaktoriell sein und die Ati-
ologie des idiopathischen CSA ist noch komplett unbekannt. Auch die verdnderte CO2-
Sensibilitit bei CSA und mehrere vorliegende Studien, die PHOX2B Mutationen nicht nur
bei CCHS, sondern auch beim LO-CHS bestitigt haben, lassen die Vermutung zu, dass
auch die CSA genetischen Einfliissen unterliegt (Katz et al. 2000, Weese-Mayer et al.
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2005, Doherty et al. 2007). Da hierzu noch keine Daten vorliegen, ist es die Aufgabe dieser

Arbeit, einen moglichen Zusammenhang zu untersuchen.

Tab. 4: Mogliche Kandidatengene fiir die Entstehung von CSA

Phéanotypen Kandidatengene

Ubergewicht Leptin/ Leptin receptor
Pro-opiomelanocortin
Insulin growth factor
Glucokinase
Adenosine deaminase
Melanocortin-3 receptor
Tumor necrosis factor o
Glucose regulatory protein
Agouti protein and protein related peptide
B-3 Adrenergic receptor

Orexine

Atemkontrolle RET-proto-oncogene, receptor tyrosine kinase
Neutrophic growth factors (BDNF, GDNF, GFRA1)
Endothelin-1
Endothelin-3
Retinoic acid receptor
Leptin/ Leptin receptor
Orexine (?)
HASHI transcription factor
PHOX2A transcription factor
Bone morphogenetic protein 2

Endothelin converting enzyme 1

Schlafregulation Orexine

Leptin

In Anlehnung an GeneReviews CCHS und Redline et al. 2000
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VIII. Die Rolle von Phox2B

Das paired-like homeobox 2b (PHOX2B)-Gen liegt auf Chromosom 4p12 und kodiert fiir
ein Protein, ndmlich den sehr konservierten Homeobox Transkriptionsfaktor der Lénge von
314 Aminosduren. Dieses besitzt zwei kurze Polyalanin-Repeats, deren Lange bei Gesun-
den 9 bzw. 20 betragt (Amiel et al. 2003). Das PHOX2B-Gen ist verantwortlich fiir die
Entwicklung des autonomen und zentralen Nervensystems. Versuche mit Méusen haben
gezeigt, dass Knockout-Individuen mit defektem oder ausgeschaltetem Gen, noch in uteri
versterben, da die neuronalen Zellen weder in der Lage sind, sich weiter zu differenzieren

noch zu migrieren (Young et al. 1999).

Abb. 1: Ideogramm von Chromosom 4.

Ideogran

Gp 16
F15.3
; o

Der rote Pfeil markiert die Lage von PHOX2B auf Chromosom 4p12 (http://genome.ucsc.edu Ver-
sion Mirz 2006)

Abb. 2: Genomische Struktur von PHOX2B

chra(p13) (I N TANET D12l B NN P20l K T T I AN

Scale 1 kbt |
chré4: | 41441500l 414420001 414425001  41443000! 41443500| 414440001 414445001  41445000! 414455001
4p13 D
UCSC Genes Based o iProt, GenBank, CCDS and Co tive Genomics
PHOX2B R N —
efSeq Genes
PHOX2B d d . - e—

Kodierende Sequenz in Form von dicken Balken, dazwischen nichtkodierende Sequenz. Von rechts

nach links (3°-> 5") gelesen Ex1, Ex2 und Ex3 (http://genome.ucsc.edu Version Mérz 2006)
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A. Einleitung

Beim Menschen hat man ebenfalls einen Zusammenhang mit bestimmten Entwicklungs-
storungen und PHOX2B —Defekten gefunden. Um diese nachvollziehen zu koénnen, ist
jedoch essentiell, die Funktion des Gens zu kennen, auf die im Folgenden eingegangen
wird.

Matera et al. (2003) beschreiben in ihrer Arbeit die Expression des Transkriptionsfaktors
im embryonalen Rhombencephalon, im peripheren Nervensystem, in allen noradrenergen
Zentren und viszeralen Moto- sowie Branchiomotoneuronen der Hirnnerven. Branchio-
motoneurone bilden die speziell-viszerale efferente Zellsdule, die Motoneurone fiir die
Muskulatur enthilt, welche sich aus den Kiemenbdgen ableitet. Dazu gehoren die Kau-
muskeln, die mimische Muskulatur, die Muskulatur von Larynx und Pharynx, sowie zwei
Halsmuskeln. Die Beteiligung von PHOX2B wird auch in Neuronen erwihnt, die fiir die
autonomen Reflexkreise in der Medulla oblongata verantwortlich sind. Amiel et al. (2003)
stellten die Expression von PHOX2B schon am 32. Entwicklungstag im 7., 9. und 10.
Ganglion und am 33. Tag im Rhombencephalon, enterischen und sympathischen Ganglien
und schlieBlich in der Carotisgabel fest. Auch Dubreuil et al. (2002) fanden wichtige Er-
kenntnisse beziiglich der Funktion des Gens. Es aktiviert die Differenzierung aller neuro-
nalen Zellen und fordert die Hochregulation der proneuronalen Gene, sowie die Expression
von anderen, fiir die Neurogenese wichtiger Gene, wie z.B. MASH1. Aullerdem stellten sie
fest, dass PHOX2B auf einem anderen Weg die Expression von Inhibitoren der Neuroge-
nese hemmt. Die Expression von Enzymen wie Tyrosinhydroxylase, Dopamin B-Hydoxy-
lase und auch RET, deren Mangel zu bestimmten Krankheitserscheinungen fiihrt, wird
auch PHOX2B zugeschrieben (Lo et al. 1999). Auffillig ist, dass +1-Out of frame-Mutati-
onen zu massivem Transaktivationspotential-Verlust der Dopamin B-Hydoxylase und zu
einem voll ausgepriagten Phinotyp des CCHS fiihren, wéhrend es bei +2-Out of frame-
Translationen zu geringerem Verlust und milderer Auspriagung des Phénotyps kommt
(Trochet et al. 2007).

Zusammenfassend lédsst sich also sagen, dass der Einfluss des Gens sich auf alle Bereiche
der Stimulation und Disinhibierung der zentralen und autonomen Neurogenese erstreckt
und somit eine Balance zwischen sympathischem und parasympathischem Nervensystem
herstellt.

Ganz eindeutig wurde die Rolle von PHOX2B-Mutationen bei CCHS von zahlreichen Stu-

dien hervorgehoben. Alle Verdnderungen fanden sich in Exon 3, dessen Polyalanin-
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A. Einleitung

Repeat als Mutationshotspot bezeichnet werden kann (Matera et al. 2003). Dabei handelte
es sich in 92% um /n-frame Duplikationen, die zu einer Verldngerung von zwischen +5 bis
zu +13 Alaninen im 20-Alanin Abschnitt am Carboxyende des Proteins fiihrte, d.h. zu ei-
ner Gesamtrepeatanzahl von 33 (Trochet et al. 2005). Aulerdem fanden sich, jedoch we-
sentlich seltener, ndmlich in nur 8%, einige Missense, Nonsense und Out-of-frame Mutati-
onen (Sasaki et al. 2003, Weese-Mayer et al. 2003). Trochet et al. (2005) untersuchten Pa-
tienten mit CCHS, von denen 92,6% eine PHOX2B-Mutation aufwiesen, weswegen sie ein
genetisches Screening als phénotypunabhéngige Diagnosesicherung vorschlugen, wobei
die mutationsfreien Probanden jedoch keine Unterscheidung in der Klinik zeigten. In die-
ser Arbeit wird auch auf einen Zusammenhang zwischen PHOX2B und anderen entweder
zusitzlich zum CCHS oder eigenstindig auftretenden Erkrankungen hingewiesen, wie ma-
lignen Tumoren des sympathischen Nervensystems (TSNS) (in 5-10% in Patienten mit
CCHS), z.B. Neuroblastom, Ganglioneuroblastom und Ganglioneurom und Morbus
Hirschsprung (in 20% in Patienten mit CCHS als sogenanntes Haddad Syndrom). Diese
Erkrankungen treten mit einer hohen Privalenz bei CCHS auf (Rohrer et al. 2002). Auffil-
lig dabei war, dass die Mutationen spezifisch waren. Bei Patienten mit TSNS fanden sich
entweder Missense oder Frameshift heterozygote Mutationen wéhrend bei isoliertem
CCHS meist heterozygote, aber auch homozygote /n-frame-Mutationen vorhanden waren.

Bei der Untersuchung vom LO-CHS fanden sich genauso PHOX2B-Mutationen, die sich
besonders durch die kurze Verldngerung des Repeats auf nur +5 Alanine, aber auch durch
Frameshift und Missense-Mutationen auszeichneten, so dass sich hier die Frage stellte, ob
man LO-CHS und CCHS nicht zusammen fassen sollte (Sasaki et al. 2003, Matera et al.
2004, Trochet et al. 2007). Dabei gibt es jedoch Definitionsschwierigkeiten, da es prinzi-
piell einen Unterschied zwischen einem LO-CHS aufgrund einer Mutation und einem frii-
her beschriebenen LO-CHS aufgrund von hypothalamischen Stérungen und Ubergewicht
gibt (Katz et al. 2000, Ize-Ludlow et al. 2007). Trochet et al. (2007) stellten fest, dass sich
in 17 von 25 Patienten mit LO-CHS eine heterozygote PHOX2B-Mutatation fand. In den
meisten Féllen handelte es sich dabei um eine Keimbahnmutation, die zu einer Repeat-
Verldngerung von +5 fiihrte. Dabei fanden sie auch, dass die Transaktivation (Verstiarkung
der Genexpression) der Dopamin B-Hydoxylase erst ab einer Repeat-Verldngerung von +9
aufwérts abnahm, jedoch nicht bei +5. Dies erklirten sie damit, dass das mutierte, falsch

gefaltete Protein im Zytoplasma aggregiert und sogenannte Chaperone (Proteine, die fiir
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A. Einleitung

die korrekte Faltung von neu synthetisierten Proteinen verantwortlich sind) aktiviert, die
dann in der Lage sind, das korrekte Faltungsmuster wieder herzustellen. Dieser Mechanis-
mus funktioniert aber nur bei der milden Form vom CCHS, ndmlich beim LO-CHS mit +5
Alaninen.

Interessanterweise stellen Parodi et al. (2008) den Fall eines 15-monatigen ménnlichen
Babys vor, das eine erstmals dokumentierte Kombination vom LO-CHS und rekto-sigmoi-
dalem Morbus Hirschsprung aufwies, normalerweise kommt das LO-CHS némlich immer
isoliert vor. Bei der genetischen Analyse fand sich eine schon bekannte, jedoch seltene
Missense-Mutation p.A140E, in der ein Alanin mit Glutamin substituiert war.
D’Alessandro et al. (2005) fanden ihrerseits einen Fall von einem 5-jdhrigen Jungen, der
an einem neudiagnostizierten schwersten LO-CHS litt. Dieser Patient wies weder eine hy-
pothalamische Dysfunktion auf, noch war er iibergewichtig und seine genetische Analyse
war ebenfalls komplett unauffillig. Diese Fallbeispiele spiegeln die Vielfalt der geneti-
schen Auspriagung und die Komplexitit der Syndrome wieder.

Was weitere Wirkungen von Phox2b-Mutationen betrifft, so beschreiben Amiel et al.
(2003) einen die Augen betreffenden Phénotyp. Hierbei wird spekuliert, dass das mutierte
Protein einen dominanten negativen Effekt auf PHOX2A ausiibt, so dass es zu einer Fibro-
se der Extraokularmuskeln Typ 2 kommt.

Der Zusammenhang zwischen der Repeatldnge und dem Phinotyp ist kontrovers. Matera et
al. (2004) versichern ein steigendes Krankheitsausmal} und einen fritheren Krankheitsbe-
ginn mit wachsender Repeatverlingerung wihrend Trochet et al. (2005) der Meinung sind,
dass man aus dem Genotyp keine Vorhersagen treffen konne. Jedenfalls haben Trochet et
al. (2008) herausgefunden, dass es auch CCHS-Patienten gibt, die zwar eine homozygote
Mutation aufweisen, die auch zu einer Repeatverldngerung fiihrt. Diese befindet sich je-
doch unterhalb der Schwelle, die zu dem Phénotyp eines dominanten CCHS fiihren wiirde,
und sich somit rezessiv verhélt. Der Schluss den man daraus ziehen kann, ist, dass die pha-
notypische Expression nicht nur von der Lange des Repeats bestimmt wird, sondern auch
von der dominanten bzw. rezessiven Vererbung des mutanten Allels.

Bei der Frage der Vererbung jedoch ist man sich einig. Entweder wird die Mutation auto-
somal dominant vererbt oder es kommt zu einer somatischen Neumutation, einem
sogenannten somatischen Mosaizismus, in der ersten Generation, welche man bei 5-10%

der Eltern der Betroffenen identifizieren konnte (Amiel et al. 2003, Trochet et al. 2007).
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A. Einleitung

Was die Vererbung von LO-CHS betrifft, so wurde von Doherty et al. (2007) eine ganze
Familie beschrieben, in der 4 von 5 Kindern, sowie der Vater phinotypisch unauffillig,
jedoch in Untersuchungen und vom Genotyp symptomatisch waren, was fiir eine reduzierte
Penetranz spricht. Diese ist nur eine von mehreren Studien, die eine Vererbbarkeit nahe
legen.

Da PHOX2B offensichtlich eine sehr wichtige Rolle fiir die Atemregulation spielt, liegt die
Vermutung nahe, dass seine Mutationen auch mafBgeblich an der Pathogenese des CSA

beteiligt sein kdnnten.
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B. Fragestellung

B.  Fragestellung

Mit der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1) Findet sich in einer Gruppe von Patienten, insbesondere mit CSA, eine Hiufung

von Polymorphismen oder Mutationen im PHOX2B-Gen?

2) Findet sich ein verldngerter Alanin-Repeat bei den Patienten mit Verdacht auf

LOCHS und bei der Diagnose CSA?

3) Lassen sich die Studien, die eine Assoziation von Phox2B zum LOCHS beschreib-

en, bestitigen?

4) Was gibt es fiir weitere Kandidatengene, die fiir ein CSA in Frage kommen?

Dazu wurden die drei Exons von PHOX2B der Patienten mit CSA, LO-CHS, sek. alveola-
rer Hypoventilation und gemischtem SAS, durch direkte DNA-Sequenzierung untersucht.
Hierbei wurden besonders die Linge des Polyalaninrepeats in Exon 3 und mogliche Muta-
tionen und Polymorphismen in diesem Exon betrachtet. Besonderer Wert wurde vor allen
Dingen auf dieses Exon gelegt, da in vorherigen Studien nachgewiesen wurde, dass dies
ein pradisponierter Ort fiir Verdnderungen ist. Die anderen beiden Exons wurden auch ana-

lysiert.
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C. Material und Methoden

C. Material und Methoden

1. Patientenkollektiv

Die Untersuchungen wurden mit DNA-Proben von insgesamt 33 Patienten gemacht, die
klinisch und somnographisch entsprechend den schon beschriebenen Diagnosekriterien,
der jeweiligen Erkrankung zugeordnet worden waren. Das Kollektiv gliederte sich in 18
Probanden mit der Diagnose CSA, 11 mit GSAS, 2 mit primérer alveoldrer und 2 mit se-
kundérer alveoldrer Hypoventilation.

Alle Patienten wurden in der Klinik und Poliklinik fiir Neurologie des Universititsklini-

kums Miinster im Schlaflabor untersucht und betreut.

1I. Blutentnahme und DNA-Isolierung

Das Blut fiir die molekulargenetischen Untersuchungen wurde ausschlieBlich nach schrift-
licher Einverstdndniserkldrung der Probanden durch eine Venenpunktion gewonnen und
im EDTA-Ro6hrchen aufbewahrt. Zur DNA-Isolierung und -Reinigung aus Vollblut wurde
das QIAamp-Blood-Kit (Quiagen) verwendet. Die dazugehdrigen QIAamp-Zentrifugier-
sdulen mit absorbierender Kieselerdemembran erbrachten eine Ausbeute von ca. 2ug reiner
DNA.

Bei der Gewinnung wurden die in Tab. 6 genannten Schritte ausgefiihrt.
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C. Material und Methoden

Tab. 6: Ubersicht iiber den Ablauf der DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

zu 200ul Vollblut 20ul Proteinase-K und 200ul Buffer AL hinzugeben

1.
5 15sec mixen und fiir 10min bei 56°C inkubieren
; 200pl Ethanol hinzugeben
15sec mixen
4,
5 Probengemisch in 2ul Siule (Quiagen) iiberpipettieren und bei 8000rpm

Imin zentrifugieren

6. |Siule in ein neues 2ul-Qiagen-Gefal stellen und 500ul AW-1 hinzugeben

bei 14000rpm 3min zentrifugieren

7.
. Saule in ein Eppendorfgefal stellen und 200ul Buffer AE hinzugeben
9 Imin stehen lassen und anschlieend 1min bei 8000rpm zentrifugieren
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C. Material und Methoden

III.  Polymerasekettenreaktion

Mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) lassen sich chromosomale Abschnitte schnell
amplifizieren. Fiir die zu amplifizierende chromosomale Region kann man mit Hilfe des
Programms Exonprimer (http://ihg2.helmholtzmuenchen.de/ihg/ExonPrimer.html) spezifi-
sche Primer entwerfen. Die Primer werden so gelegt, dass sie sich im mittleren Bereich
befinden und ein Exon einschliefen. Sie sind ca. 20bp groB3 und haben eine Annealingtem-
peratur von ca. 60°C. Diese Primer lagern sich an die komplementdre DNA-Abschnitte in
5°-3" und 3°-5°- Richtung an und schliefen dabei die gewiinschte Sequenz zwischen sich
ein.

Um eine PCR durchfilhren zu konnen, braucht man ein Template, eine thermostabile
DNA-Polymerase, Vor- und Riickwérts- Primer, Wasser, Puffer und dNTPs.

Die PCR findet in einem Cycler statt und lduft in 3 Schritten ab:

Im ersten Schritt wird die DNA 15min lang bei 95°C denaturiert, wobei sie sich in zwei

Einzelstrange aufspaltet, was fiir die Anlagerung der Primer unbedingt notwendig ist.

Der zweite Schritt heildt ,,Annealing®. Dabei lagern sich die Primer, bei der fiir sie spe-
zifischen Temperatur, die bei 45-65°C liegt, an den spezifisch komplementiren DNA-
Bereich an. Diese optimale Temperatur wird durch Testen eines breiten Temperaturspekt-
rums ermittelt. In schwierigen Féllen, wie z.B. Bereichen mit hohem GC-Anteil, fiigt man
dem Grundansatz zusétzlich zum Primerpaar 5x Q-Solution (Qiagen) hinzu. Dieses Mano-
ver bewirkt eine Verdnderung des Schmelzverhaltens der DNA und erleichtert damit die
Primeranlagerung. Die ermittelte Annealing-Temperatur wird auch bei allen weiteren PCR-
Zyklen verwendet. Sie resultiert aus der Primer-Lénge, Nukleotidzusammensetzung, -
verteilung sowie seiner Schmelztemperatur. Als Schmelztemperatur definiert man dieje-
nige Temperatur, bei der die Primer-DNA-Molekiile zu 50% denaturiert werden. Sie ldsst
sich anhand der Zusammensetzung aus GC- und AT-Paaren berechnen. Die Anlagerungs-
temperatur ist besonders abhéngig vom GC-Gehalt, denn eine hohere Anzahl von Wasser-
stoffbriicken hat eine hohere Temperatur zur Folge, da die Stabilitdt der Bindungen stérker
ist. Ein GC-Paar tragt mit 4°C und ein AT-Paar mit 2°C zur Schmelztemperatur bei. Oft
wihlt man auch eine Annealing-Temperatur, die ca. 5°C unter der errechneten Schmelz-

temperatur des Primers liegt.
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Im dritten Schritt findet die DNA-Synthese statt. Das Gemisch wird 10min lang auf 72°C
aufgeheizt, was die optimale Arbeitstemperatur fiir die DNA-Polymerase ist, die aus
thermophilen Bakterien gewonnen wird, z.B. aus Thermophilus aquaticus. In diesem
Schritt verldngert das Enzym die Primer am freien 3'-OH-Ende durch Anbindung der hin-
zugegebenen dATP, dGTP, dCTP und dTTP.

Die Schritte eins-drei werden 30 Mal wiederholt, wobei die Menge an amplifizieren Pro-
dukten bei jedem Zyklus exponentiell ansteigt.

SchlieBlich wird die Reaktion auf 12°C abgekiihlt (In Anlehnung an Rassow 2006, Duale

Reihe Biochemie).
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Abb. 3: Ablauf einer PCR
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Figure 2: Schematic drawing of the PCR cycle. (1) Denaturing at 94-96°C. (2)
Annealing at (eg) 68°C. (3) Elongation at 72°C (P=Polymerase). (4) The first cycle is
complete. The two resulting DNA strands make up the template DNA for the next
cycle, thus doubling the amount of DNA duplicated for each new cycle.

Aus http://serc.carleton.edu/15924
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1. Primer und PCR-Bedingungen

Um die optimale Temperatur fiir die Primeranlagerung herauszufinden, wurde fiir jedes
Exon eine PCR mit 25ul auf dem Gradienten durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte dann
mittels Gel-Elektrophorese. Nach dem Erhalt der optimalen Temperatur wurde eine 50pul

PCR angesetzt.
Alle PCR zur Gradientenermittlung, sowie die PCR bei optimaler Temperatur von Exons 1
und 2 wurden entsprechend den notwendigen Bedingungen fiir die Hotstar Taq wie in der

Tab. 7 beschrieben, durchgefiihrt.

Tab. 7: PCR-Schritte bei Verwendung der Hotstar Taq

Prozess Zeit Temperatur in °C Anzahl
Initiale Denaturierung 15min 95 1
Denaturierung 0,45min 94

Annealing 0.45min 45-65 30
Elongation 45sec 72

Finale Elongation 10min 72 1
Kiihlschritt forever 12

Tab. 8: PCR-Reaktionsgemisch fiir den Gradienten von Exons 1 und 3

Ingredienten Pro Strip und Pat. in in ul
HPLC-Wasser 9,3

PCR-Puffer 10x 2,5

Q-Solution 5x 5

Primer 1&2 (je 10pmol) je2,5

dNTPs (je 10mmol) 1

Hotstar Taq (5U/ul) 0,2

DNA (~ 50ng/ul) 2

Summe 25
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Tab. 9: PCR-Reaktionsgemisch fiir den Gradienten von Exon 2

Ingredienten

Pro Strip und Pat. in in ul

HPLC-Wasser

14,3

PCR-Puffer 10x 2,5
Primer 1&2 (je 10pmol) je 2,5
dNTPs (je 10mmol) 1
Hotstar Taq (5U/ul) 0,2
DNA (~ 50ng/pl) 2
Summe 25

Tab. 10: Ubersicht iiber die verwendeten Primer fiir die 3 kodierenden Exons des PHOX2B-Gens

Exon 1

Vorwdrts 1F: GGCATCTCATAGGAGGCTTTT
Riickwdrts 1R: AATTACCCCTCCCTGCAATC
Exon 2

Vorwdrts 2F: GCCGTATGACCTGACCTTG
Riickwadrts 2R: CCAGGACTTSGAATTTCACC

Exon 3 aussen

Vorwdrts

3-1F: AGAACTTGGGCCACCCTAAC

Riickwarts

3-2R: ACAAAGCCTTGGGCCTACC

Exon 3 innen

Vorwdrts 3-1R: GAGCCCAGCCTTGTCCAG

Riickwdrts 3-2F: AAGAGGCCAAGAGCACTGAC

Amplimere Grofie,bp Anlagerungstemperatur in °C
Exon 1 329 56,6-59,2

Exon 2 260 57

Exon 3 aussen 627 (EX3 gesamt) 55,4

Exon 3 innen 55
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a) Exon 1

Fiir Exon 1 wurde fiir jeden Patienten eine PCR angesetzt.

Tab. 11: PCR-Reaktionsgemisch fiir Exon 1

Ingredienten Pro Strip und Patient in ul
HPLC-Wasser 14,8

PCR-Puffer 10x 5

Q-Solution 5x 15

Primer 1r (10pmol) 5

Primer 1f (10pmol) 5

dNTPs (je 10mmol) 1

Hotstar Taq (5U/ul) 0,2

DNA (~ 50ng/pl) 4

Summe 50

Der Ansatz wurde auf Eis hergestellt, im Vortexer gemischt, auf Strips verteilt und zentri-
fugiert. AnschlieBend wurde er bei den mittels Gradienten vorher ermittelten Temperaturen

von 56,6°C und 59,2°C in den MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler gestellt.

b) Exon 2

Tab. 12: PCR-Reaktionsgemisch fiir Exon 2

Ingredienten Pro Strip und Patient in ul
HPLC-Wasser 29,8

PCR-Puffer 10x 5

Primer 2r (10pmol) 5

Primer 2f (10pmol) 5

dNTPs (je 10mmol) 1

Hotstar Taq (5U/ul) 0,2

DNA (~ 50ng/pl) 4

Summe 50
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Die Reaktion wurde auf Eis durchgefiihrt, gevortext, auf die Strips verteilt und zentrifu-
giert. Dann wurde der Ansatz bei einer Annealingtemperatur von 57°C in den Mastercycler

epgradient S von Eppendorf gestellt.

c) Exon 3

Da Exon 3 eine sehr GC-reiche Region aufgrund des Repeats enthélt, war, wie bei Matera
et al. 2004 beschrieben, die Verwendung von RocheKit erforderlich.

Fiir jeden Patienten wurde eine PCR auf 50ul angesetzt.

Tab. 13: PCR-Schritte bei Verwendung des GC- rich RocheKits

Prozess Zeit Temperatur in °C Anzahl
Initiale Denaturierung 3min 95 1
Denaturierung 30sec 95

Annealing 30sec 55,4 30
Elongation 45sec 68

Finale Elongation 7min 68 1
Kiihlschritt forever 12

Entsprechend der RocheKit Anleitung wurden die PCR in zwei Schritte aufgeteilt:

Tab. 14: Erstes Reaktionsgemisch der PCR von Exon 3

Ingredienten Pro Strip und Patient in ul
HPLC-Wasser 8

GC rich resolution solution (5M) 10

Primer 3-1f (10pmol) 5

Primer 3-2r (10pmol) 5

dNTPs (je 10mmol) 1

DNA (~ 50ng/pl) 6

Summe 35
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Tab. 15: Zweites Reaktionsgemisch der PCR von Exon 3

Ingredienten Pro Strip und Patient in ul
HPLC-Wasser 4

GC rich reaction buffer 5x 10

Taq (2U/pl) 1

Summe 15

Dann wurde der Inhalt beider Cups zusammenpipettiert und im Vortexer gemischt. Die
Verteilung auf die Strips erfolgte auf Eis. AnschlieBend wurden die Strips kurz zentrifu-
giert und bei einer Annealingtemperatur von 55,4°C in den MJ Research PTC-200 Peltier
Thermal Cycler gestellt.

IV.  Agarosegelelektrophorese

Man verwendet die Gelelektrophorese, um DNA nach ihrer Ladung und GroBe aufzutren-
nen. Da PCR-Produkte auch geladen sind, ldsst sich der Erfolg der Ampli-
fizierungsreaktion mit Hilfe dieser Methode gut liberpriifen.

Agarose ist ein aus Meeresalgen gewonnenes Polysaccharid. Beim Aufkochen in TBE-
Puffer 16st es sich auf und verwandelt sich beim Abkiihlen in ein Gel. Dabei entstehen Po-
lysaccharid-Doppelhelices, die durch Aggregation ein dichtes Netzwerk bilden.

Das Prinzip der Elektrophorese beruht auf der durch die angelegte Spannung hervorgeru-
fenen Wanderung der negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA im elektrischen Feld
zur Anode. Die Gelmatrix sorgt fiir die die Auftrennung der Fragmente nach Grofe. Thre
Laufstrecke ist umgekehrt proportional zum Logarithmus der Lidnge der Fragmente. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist unter Anderem von der Linge und Konformation der
DNA abhéngig. Um die ungefdhre Lange der Fragmente zu bestimmen, ldsst man einen
Standard mitlaufen. Damit die in Banden aufgetrennten Fragmente {iberhaupt sichtbar
werden, wird dem Gel der Floureszenzfarbstoff Ethidiumbromid beigemischt. Das Wirk-
prinzip ist wie folgt: Das Ethidiumbromid interkaliert zwischen den Basen der DNA und

erscheint unter UV-Licht orangerot, so dass Banden sichtbar werden.
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Fiir die Kontrolle der PCR und Bestimmung der DNA-ProduktgroBen verwendete man
1,5%ige (w/v) Gele. Um ein 1,5% Agarosegel fiir DNA-Produktgrofle von 0,2-3kb herzu-
stellen, wurden 7,5g SeaKem® LE Agarose (Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf)
in 500ml 1xTBE (89 mmol/l Tris pH 7,6; 89 mmol/l Borsdure; 2,5 mmol/l EDTA) durch
mehrmaliges Aufkochen aufgelost. Eine Horizontal-Gel-Elektrophorese-Kammer (Har-
nischmacher Labortechnik, Arnsberg) wurde mit der Agarose und 5ul Ethidiumbromid
(Img/ml) luftblasenfrei gefiillt. In die Kammer wurde vorher eine Taschenschablone am
oberen Rand der Kammer (Kathodenseite) eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde das
Gel mit 1IxXTBE —Puffer iiberschichtet und die Schablone entfernt. Diese Losung wurde bei

60°C 1n einem Wasserbad aufbewahrt.

Es wurden 2ul PCR mit 1pl Bromphenolblau-Ladepuffer aufgetragen und bei 126V ca.
10min lang aufgetrennt, wobei diese aufgrund ihrer negativen Gesamtladung von der Ka-
thode zur Anode wanderten. Als Lingenstandard wurden 3pul des GeneRuler™ 100bp
DNA ladder (0,5pg/pl) von Fermentas mitgefiihrt. Zur Detektierung stand das UV-Licht-
Kamerasystem (Multilmage® Light Cabinet, Alpha Innotech Corporation, San Leandro,
USA) zur Verfiigung, womit die Ergebnisse photographisch festgehalten wurden. Der Ver-
gleich der einzelnen Banden des PCR-Produktes mit den Banden des mitgefiihrten Stan-
dards im Gel erlaubte eine ungefihre GroBeneinteilung und Uberpriifung der PCR-
Produkte.

V. Aufreinigung der PCR-Produkte

Nach der PCR mussten die PCR-Produkte aufgereinigt werden. Die Aufreinigung erfolgte,
je nach Starke des PCR-Produktes bei der Gelelektrophorese, auf drei Wegen.

1. Aufreinigung mit MinElute PCR Purification Kit

a) Verfahren und Vorgehensweise

Diese Methode wurde bei besonders schwachen Signalen verwendet. Alle Schritte wurden

entsprechend der Anleitung des Herstellers ausgefiihrt:
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Tab. 16: Vorgehen bei der Aufreinigung mit MinElute PCR Purification Kit
50ul PCR und 500pul Puffer PB im Eppendorfgefdl mischen und dann

auf MinElute-Séule pipettieren

2. | Imin bei 13000U/min zentrifugieren, Bodenrest verwerfen

750ul Puffer PE hinzugeben -> 1min bei 13000U/min zentrifugieren,

Durchfluss verwerfen

4. | Sdule in sauberes Eppendorfgefil iiberfithren

17ul dest. Wasser hinzugeben und 1min stehen lassen ->Imin bei

13000U/min zentrifugieren

b) Vorgehen bei der Aufreinigung von Exon 3

Bei Exon 3 wurden, um ein spezifisches Produkt zu erhalten, die Hauptbanden von den
mehreren Hintergrundbanden getrennt. Dafiir wurde ein dickeres Gel hergestellt, womit
man mit jeweils 50ul PCR und 5ul Bromphenolblau-Ladepuffer eine Gelelektrophorese
durchgefiihrt hat. Anschlieend hat man die gewiinschten Banden unter der UV-Lampe mit
Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten und in einzelne Eppendorf-Gefae tiberfiihrt. Die

weiteren Schritte verliefen gemif der Anleitung des Herstellers:
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Tab. 17: Vorgehen bei der Aufreinigung von Exon 3 mit dem Qiagen Gel Extraction Kit

1. | 100ul Gel im Cup + 300pl Buffer QG
2. |Bei 50°C 10min inkubieren, jede 2-3min schiitteln
3. | 100ul Isopropanol hinzugeben

Ins MinElute column iiberfithren ->1min bei 14000U/min zentifugieren,
4. | Durchfluss verwerfen

500ul QG hinzugeben -> 1min bei 14000U/min zentrifugieren, Durchfluss
5. |verwerfen

750ul PE hinzugeben -> Imin bei 14000U/min zentrifugieren, Durchfluss ver-
6. |werfen

Imin bei 14000U/min zentrifugieren und Sdule dann in ein sauberes Eppen-
7. |dorfgefal tiberfithren

17ul Wasser hinzugeben -> 1min stehen lassen -> Imin bei 14000U/min zent-
8. [rifugieren

2. Aufreinigung mit Millipore

Die Standardaufreinigung der PCR-Produkte erfolgte gemaf3 Tab. 18 mit Millipore.

Tab. 18: Protokoll der Arbeitsschritte bei der Aufreinigung mit Millipore

1.

50ul HPLC-Wasser und dann dieselbe Menge des PCR-Produktes

in die Vertiefung der Millipore Platte geben

2. | 15min lang mit der Vakuumpumpe bei ca. 30mmHg absaugen
4. |die Platte 20min lang bei 800rpm auf dem Thermomixer mixen
5. |30pul aufgereinigten Produktes herauspipettieren und in ein sauberes Cup geben
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VI.  Sequenzierungsreaktion nach Sanger

Die Sequenzierung wurde nach der Sanger-Methode unter Verwendung des BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Kits durchgefiihrt. Der Ablauf dhnelt prinzipiell dem einer
gewOhnlichen PCR. Man braucht einen Sequenzierungsprimer, das o.g. Kit, HPLC-Wasser

und ein Template.

BigDye® enthélt die vier jeweils unterschiedlich floureszent markierten Didesoxynucleo-
tide (ddNTPs), die sich nur insofern von dNTPs unterscheiden, als dass sie am 3°-
Kohlenstoff keine Hydroxylgruppe besitzen, so dass an dieser Stelle keine Phosphodiester-
Bindung gebildet wird, also keine Kettenverldngerung stattfinden kann.

Wenn man nun alle Ingredienten zusammen gibt und in den Cycler stellt, wird die DNA
zuerst denaturiert, so dass sich der Primer an den ihm komplementdren Einzelstrang anla-
gern kann. Dieser Primer kennzeichnet die Region, die fiir die Sequenzierung bestimmt ist.
Dann verléngert die Polymerase den Strang mit Hilfe der vorhandenen dNTPs. Da sie nicht
zwischen dNTPs und ddNTPs differenzieren kann, werden die letzteren, die in einer viel
geringeren Anzahl vorhanden sind, nach dem Zufallsprinzip eingebaut, so dass die Ketten-

abbriiche zufillig stattfinden.

Tab 19: Ablauf der Sequenzier-PCR

Temperatur Zeit Prozess
95°C 10 sec Denaturierung der DNA
55°C 10 sec Annealing des Oligonukleotid-Primers
DNA-Synthese mit Kettenabbruch durch Einbau eines
60°C 4 min ) ) )
fluoreszierenden Didesoxynukleotids

Diese PCR-Sequenzen lassen sich nun mittels Kapillargelelektrophorese auftrennen und
mit einem Floureszenz-Detektor basenspezifisch identifizieren. Die dadurch erhaltenen

Sequenzen kdnnen dann mit speziellen Computerprogrammen, wie ,,Seqgman ausgewertet
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und die Sequenzen mit Vorlagen aus Datenbénken abgeglichen werden (In Anlehnung an

Strachan 1996, Molekulare Humangenetik; Spektrum Lehrbuch und Brown 1999, Geno-

mes).

Abb. 4: Ablauf einer Sequenzierung nach Sanger und Detektion mittels Kapillarelektrophorese
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1. Sequenzier-PCR

Um mit der Sequenzierung fortzufahren, setzte man erneut eine Sequenzier-Reaktion an,
wofiir man das BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit verwendete. Das Reaktions-
gemisch betrug 10pul und man verwendete das aufgereinigte PCR-Produkt als Template.
Fiir jeden Patienten wurden 2 Ansétze (einmal mit dem Vorwirts- und einmal mit dem
Riickwirts-Primer) angesetzt. Bei Exon 3 hat man 4 PCR pro Patient angesetzt, da es auf-
grund der nicht vorhandenen Auswertbarkeit von Sequenzen tiber 500bp zusitzlich zu den
externen auch interner Primer bedarf (1f, 2f, Ir, 2r), um den ganzen Bereich auswerten zu

konnen. Jede PCR wurde entsprechend der Beschreibung in Tab. 20 angesetzt:

Tab. 20: Sequenzier-Reaktion

Ingredienten Pro Reaktion in ul
HPLC-Wasser 3
BigDye® 3.1 2
Sequenzierungspuffer 5x 1

Aufgereinigts PCR-Produkt (~ 100ng/ul) 3,5
Jeweiliger Primer (10pmol/ul) 0,5

Summe 10

Der Ansatz wurde auf Eis hergestellt, gevortext und kurz zentrifugiert.

Das Programm umfasste bei Exon 1 und Exon 2 25 Zyklen mit folgenden Stufen: 10sec —
95°C, 10sec - 55°C, 4min - 60°C.

Bei Exon 3 wurde eine Optimierung auf folgende Werte vorgenommen: 20sec — 97°C,

15sec - 55°C, 4min - 60°C.

Dieser Zyklus wurde 25mal wiederholt. Im Anschluss musste eine Aufreinigung der Se-
quenzier-Produkte vorgenommen werden, um die iiberschiissigen floureszenzmarkierten

dNTPs heraus zu 10sen.
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2. Aufreinigung der Sequenzier-Produkte

Die Sequenzen wurden mit dem Millipore System aufgereinigt.

Die Vertiefungen in der Metallplatte wurde mit Sephadex™ 6-50 ultrapure fine DNA Gra-
de komplett gefiillt und der Uberstand verworfen. Dann wurde die Platte auf eine Multi-
screen HV-Platte (MSHVN4510) geschoben und abgeklopft, bis sich das komplette Pulver
in der Multiscreen Platte befand. Nun wurde in jede Pore 300ul Wasser pipettiert und die
Sephadex Séule wird 3h bei Raumtemperatur quellen gelassen. Die Platte wird bei 910rcf
Smin lang zentrifugiert. Jetzt wurden die Sequenzierungs-PCR auf die Sephadex Siule
pipettiert. Anschlieend wurde wieder bei 910rcf Smin lang zentrifugiert und die Reaktion
in der Detection Plate (Abgene Ab100) unter der HV-Platte aufgefangen. Im letzten Schritt
gab man zu Zwecken der VolumenvergrofSerung 10ul HPLC-Wasser zu jeder Reaktion.

Die Reaktion wurde mit dem Kapillarsequenzer 3+30 aufgetrennt.

VII. Statistik

Bei allen Auswertungen wurde zunéchst der arithmetische Mittelwert der Messwerte bzw.
Zidhlergebnisse bestimmt.
Nach Errechnen der Mittelwerte wurde fiir alle Ergebnisse der Versuchsreihen zusitzlich

die Standardabweichung ermittelt.

. 1 N s
5% = (x; — )
1

N-1:¢

=

Abb. 6: Formel zur Bestimmung der Standardabweichung.

Messwerte X1...Xn: Xi 1=1....n
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D. Ergebnisteil

Wie schon erwihnt, wurde die Sequenz des PHOX2B-Gens von insgesamt 33 Patienten,
von denen 18 mit dem zentralen, 11 mit dem gemischten Schlafapnoesyndrom, 2 mit der
priméren alveoldren und 2 mit der sekundéren alveoldren Hypoventilation diagnostiziert
wurden, mittels PCR auf das Vorliegen von Mutationen, insbesondere auf eine Polyalanin-

Repeat-Verldngerung im Exon 3 untersucht.

I Klinik

Die zu erfassenden Parameter waren Alter, Geschlecht, BMI, die drei Schlafphasen (REM,
Tiefschlaf und Wachphase) und die Schlafeffizienz. Auerdem wurden die minimale und
die mittlere Sauerstoffsittigung miteinbezogen. Die wichtigsten Parameter waren der Ap-
noe-Hypopnoe-Index (AHI) und der Sauerstoft-Entséttigungsindex (ODI), sowie die Ge-
samtanzahl der zentralen Apnoen pro Schlafdauer. Der Apnoeindex (Al) wurde hinzuge-
nommen, um die Zahl der Apnoen von den Hypopnoen zu differenzieren und um die Di-
agnose ,,Schlafapnoe* zu bestétigen.

Zusitzlich zu den o.g. Parameter wurden die jeweiligen Vorerkrankungen betrachtet, um

mogliche Risikofaktoren nachzuweisen.
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Ubersicht tiber klinischen Daten
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z.Ap.: Gesamtanzahl der zentralen Apnoen/Schlafdauer

Al: Apnoe-Index, AHI: Apnoe-Hypopnoe-Idex, ODI: Oxygen Desaturation Index

Mit. Satt.: Mittlere O2-Séttigung, min. Sétt.: Minimale O2-Sittigung

Tab. 22: Ubersicht iiber die Vorerkrankungen der Patienten

Pat.-
Nr. |m/w | Alter | Diagnose | Vorerkrankung
Hirnstamminfarkt, RR, Hypercol., Parkinson,
2342 m |73 zentral | COPD, resp. Globalinsuf.
2419 |m |61 zentral Hirnstammencephalitis, RR, Diabetes mellitus
2466 |lm |67 gemischt | Leukoencephalopathie, Pseudobulb.para.
2489 Im |50 gemischt | Adipositas, RR
2507 |m |74 zentral Mediainfarkt 1i, RR, DM, Hypercholesterindmie
2511 |m |46 zentral HMSN X (hereditdre moto-sens. Neuropathie)
2692 m |83 gemischt | Epilepsie, RR, Leukoenc.pat., Vorhofflimmern
2706 |lm |64 zentral | Adipositas
3236 |m |49 p.a.H. RR, Hyperlipiddmie, Vorhofflimmern, Migrine
3265 |w |32 gemischt | Adipositas per magna, Herzinsuffizenz
3338{m |70 |gemischt |RR, Adipositas, Hyperlipiddmie, Herzinfarkt
3381 |m |75 gemischt | RR, Vorhofflimmern, Insult
3388 |m |78 zentral | Normaldruckhydrocephalus, RR
COPD, Hyperlipiddmie, atypische Angina pec-
3398 |w |45 p.a.H. toris
3410 m |68 zentral | Insult, RR, Adipositas, Hypercholesterinimie
3412|\m |79 zentral |RR
Chron.Schmerzsyndrom ->Morphin, Herzinsuf-
fizienz, Hypercholesterindmie & -
3424 |\w |73 zentral  |triglyzerdiddmie, DM
Insult, RR, COPD, Hypercholesterindmie, Herz-
3459 |m |45 gemischt |insuf.
3463 |m |52 s.a.H. (Muskeldystrophie) Glykogenose Typ II, RR
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3517 |m |48 s.a.H. Kyphoskoliose
3579 |m |59 |gemischt | Adipositas, Hyperchol./trigly., RR
RR, Hyperlipiddmie, Mediainsult li, Herzinsuf-
3602 |m |68 zentral | fizienz
4061 |lm |62 zentral | Insult, Hypercholesterindmie
4063 |m |68 gemischt | Insult, RR, DM
4080 |lm |66 zentral |RR
4083 |m |65 zentral | Herpes-Encephalitis
4084 m |61 gemischt | Hypercholesterindmie, Vorhofflimmern
4091 fm |38 gemischt | Epilepsie, Adipositas
4092 |m |73 zentral | Basilarisembolie,RR,Hypercol.
4093 |m |70 zentral | Insult
4094 m |51 zentral | Hyperlipiddmie, Adipositas
4095 |m 80 zentral Mediateilinfarkt li, Vorhofflimmern
4158 |m |68 zentral | Epilepsie, Mediainfarkt re
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1. Geschlechterverteilung

Unter den Patienten gab es 9,1% Frauen (n=3) und 90,9% Mainner (n=30). Diese waren

folgendermaf3en aufgeteilt:
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Krankheiten

Abb. 7: Geschlechterverteilung unter den Patienten

Tab. 23: Verhiltnis von Krankheit und Geschlecht

CSA GSAS p-a.H. s.a.H.
w 5,6% (n=1) 9,1% (n=1) 50% (n=1) 0
m 94,4% (n=17) 90,9% (n=10) 50% (n=1) 100% (n=2)
gesamt 100% (n=18) 100% (n=11) 100% (n=2) 100% (n=2)

2. Alter

Die Altersverteilung in den unterschiedlichen Gruppen, nach Geschlecht aufgetrennt, war

folgendermaf3en:
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Tab. 24: Ubersicht iiber die Altersverteilung

CSA GSAS p-a.H. s.a.H.
gesamt (SD) 67,7 (£9,16) 58,9 (£15,92) 47 (£2,83) 50 (0)
m (SD) 67,4 (£9,35) 61,6 (£14,19) 49 (0) 50 (0)
w (SD) 73 (0) 32 (0) 45 (0) 0(0)
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Abb. 8: Altersverteilung der Patienten. Dargestellt sind der jeweilige Mittelwert und die Standard-

abweichung

3. BMI

Da das Verhiltnis von Korpergewicht und —Grofie mit dem Auftreten der Schlafapnoen
korrelieren, wurde der Body-Mass-Index mit erfasst. Er errechnet sich aus dem Quotienten
des Korpergewichts einer Person in Kilogramm und dem Quadrat der Kdrpergrofie in Me-
tern (Gewicht/ GroB3e? [kg/m?]). Die normalen Werte liegen bei Frauen zwischen 20 und 25

und bei Méannern zwischen 19 und 24.
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Tab 25: Ubersicht iiber die BMI-Verteilung

CSA GSAS p-a.H. s.a.H.
BMI 28,27 35,04 26,25 17,35
Standardabweichung + 5,05 + 13,67 +1,2 +5,3
Body-Mass-Index
60
50
40
E :
: - I :
20
10 )
0
CSA GSAS p.a.H. s.a.H.
Krankheiten

Abb. 9: Die BMI-Verteilung der Patienten. Dargestellt sind der jeweilige Mittelwert und die Stan-

dardabweichung.

4. Schlafphasenverteilung

Tab. 26: Ubersicht iiber die Schlafparameter

CSA GSAS p-a.H. s.a.H.
REM (SD) 11,57 (£5,45) |[13,08 (£6,26) |24,55(¢1,2) |11,4(£7,07)
Tiefschlaf (SD) 20,07 (+10,5) 19,89 (+7,73) |21,6 (£3,39) |26,6 (+20,22)
Wach (SD) 18,96 (£11,18) |22,42 (+17,53) |[15,7 (¥21,5) |[14,25(£12,94)
Schlafeffizienz
(SD) 73,21 (£15,91) |71,41 (£23,33) |93,7 (¥2,4) 81 (£12,73)
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Schlafphasen
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Abb. 11: Die Schlafphasen der Patienten mit Standardabweichung
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Abb. 12: Die Schlafeffizienz der Patienten. Dargestellt sind der jeweilige Mittelwert und die Stan-

dardabweichung.
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5. Atmungsparameter

Die Atemparameter — AHI, Al und die Anzahl der zentralen Apnoen sind essentiell fiir die

Diagnose von Schlafapnoe-Syndromen, insbesondere des CSAS, weswegen sie im Folgen-

den dargestellt werden.

Tab. 27: Ubersicht {iber die Atemparameter

CSA (n=18) GSAS (n=11) |p.a.H. (n=2) |s.a.H.(n=2)
AHI (SD) 47,99 (£28,27) |44,01 (£24,77) |6,95 (£2,19) |9,5 (£0,71)
AI (SD) 26,37 (£22,02) |40,84 (£29,47) |7,65 (%1,2) |4,8 (£0,85)
Zahl zentraler Apnoen
pro Schlafzeit (SD) 98,94 (£175,44) 49,27 (#46,2) |7,5(%0,71) |1,5(x0,71)
Atmungsparameter
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Abb. 13: Relevante Atmungsparameter der Patienten. Dargestellt sind der jeweilige Mittelwert und
die Standardabweichung.
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6. Sauerstoffsittigung

Tab. 28: Ubersicht {iber die Sittigungs- bzw. Entsittigungsparameter
CSA (n=18) GSAS (n=11) |p.a.H. (n=2) |s.a.H. (n=2)
ODI/h (SD) 33,87 (+28,82) 130,55 (+18,36) |4 (+0,42) 0,85 (£0,07)

mittlere Sattigung

(SD) 92,03 (£2,45) |89,34 (+4,31) |90,5 (+2,12) |89 (x1,41)

minimale Sittigung

(SD) 78,83 (£7,25) | 74,45 (£13,05) [81,5 (+4,95) |86 (£1,41)
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Abb. 14: Der ODI der Patienten. Dargestellt sind der jeweilige Mittelwert und die Standardabwei-

chung.
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Sauerstoffsattigung
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Abb. 15: Mittlere und minimale Sauerstoffsittigungen der Patienten in Prozent. Dargestellt sind

der jeweilige Mittelwert und die Standardabweichung.

Aufgrund der Relevanz der Sauerstoffsittigung bzw. Entséttigung wurden die Mittelwerte
des ODI mittels des nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests fiir zwei unverbundene
Stichproben mit dem Programm PASW Statistics 18 untereinander verglichen. Der Test
dient zu Ermittlung der Signifikanz der Ubereinstimmungen zweier Verteilungen. Die
Nullhypothese Ho besagt, dass die Mittelwerte sich nicht signifikant, d.h. mit einer iiberzu-
falligen Wahrscheinlichkeit voneinander unterscheiden. Die Alternativhypothese Hi steht
fiir einen signifikanten Unterschied. Wenn der im Test ermittelte Wert o < 0,05 ist, kann
die Ho zugunsten der Hi abgelehnt werden und das Ergebnis bzw. der Unterschied gilt als
statistisch signifikant. In den untenstehenden Tabellen steht der Begriff ,,Signifikanz* fiir a
und somit entsprechen sich die jeweiligen Werte. Die signifikanten Werte sind rot mar-

kiert.
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Tab 29: Mann-Whitney-U-Test Vergleich CSA und s. a. H.

Riénge
Krankhei- Mittlerer
ten N Rang Rangsumme
ODI di CSA 18 11,50 207,00
m gaH. 2 1,50 3,00
€ Gesamt 20
n
si
0
n
1
Statistik fiir Test"
ODI
Mann-Whitney-U ,000
Wilcoxon-W 3,000
Z -2,268
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,023
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,011°

a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: Krankheiten

Tab 30: Mann-Whitney-U-Test Vergleich GSAS und p. a. H.

Rénge
Krankheiten Mittlerer
N Rang Rangsumme

ODI di GSAS 11 8,00 88,00

m p.aH. 2 1,50 3,00

€ Gesamt 13

n

si

0

n

1
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Statistik fiir Test”
ODI
Mann-Whitney-U ,000
Wilcoxon-W 3,000
Z 2,174
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,030
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,026*
a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: Krankheiten
Tab 31: Mann-Whitney-U-Test Vergleich CSA und GSAS
Riénge
Krankheiten Mittlerer
N Rang Rangsumme
ODI di CSA 18 14,83 267,00
m GSAS 11 15,27 168,00
© Gesamt 29
n
si
0
n
1
Statistik fiir Test"
ODI
Mann-Whitney-U 96,000
Wilcoxon-W 267,000
Z -,135
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,893
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,912°

a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: Krankheiten
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Tab 32: Mann-Whitney-U-Test Vergleich GSAS und s. a. H.

Riinge
Krankheiten Mittlerer
N Rang Rangsumme
ODI di GSAS 11 8,00 88,00
m gaH. 2 1,50 3,00
¢ Gesamt 13
n
si
0
n
1
Statistik fiir Test”
ODI
Mann-Whitney-U ,000
Wilcoxon-W 3,000
Z -2,174
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,030
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,026°

a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: Krankheiten

Tab 33: Mann-Whitney-U-Test Vergleich p. a. H. und s. a. H.

Riénge

Krankhei- Mittlerer

ten N Rang Rangsumme
ODI di p.a.H. 2 3,50 7,00

m s.aH. 2 1,50 3,00

© Gesamt 4

n

si

0

n

1
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Statistik fiir Test”
ODI
Mann-Whitney-U ,000
Wilcoxon-W 3,000
Z -1,549
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,121
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,333%
a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.
b. Gruppenvariable: Krankheiten
Tab 34: Mann-Whitney-U-Test Vergleich CSA und p. a. H.
Riénge
Krankhei- Mittlerer
ten N Rang Rangsumme
ODI di CSA 18 11,28 203,00
m p.a.H. 2 3,50 7,00
€ Gesamt 20
n
si
0
n
1
Statistik fiir Test”
ODI
Mann-Whitney-U 4,000
Wilcoxon-W 7,000
Z -1,764
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,078
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,095°

a. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

b. Gruppenvariable: Krankheiten
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7. Pravalenz der Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines CSAS

Die Erfassung der Vorerkrankungen ist wichtig, um zu sehen, welche pradisponierenden

Faktoren fiir die Entstehung des Schlafapnoe-Syndroms urséchlich sein konnten. Im Fol-

genden werden die Vorerkrankungen in Gruppen eingeteilt. Herz-Kreislauf beinhaltet Hy-

pertonie, sowie Vorhofflimmern, Herzinsuffizienz, Koronare Herzkrankheit und Herzbe-

schwerden jeglicher Art. Fettstoffwechselstorung enthélt Adipositas, Hypercholesterindmie

und Hypertriglyzeridédmie.

Tab. 35: Ubersicht iiber die prozentuale Einteilung der Vorerkrankungen

CSA GSAS p-a.H. s.a.H.

Schlaganfall 50% (n=9) 27,3% (n=3) |0 0
Encephalitis 11,1% (n=2) |0 0 0
Leukencephalopathie 0 18,2% (n=2) |0 0
Fettstoftfwechselstorung | 44,4% (n=8) | 63,4% (n=7) | 100% (n=2) |0
Herz-Kreislauf-

Erkrankungen 61,1% (n=11) [72,7% (n=8) | 100% (n=2) |50% (n=1)
Medikamente(Morphium) | 5,6% (n=1) 0 0 0
Parkinson 5,6% (n=1) 0 0 0
Epilepsie 5,6% (n=1) 18,2% (n=2) |0 0
Muskel/Skelett-

Erkrankungen 5,6% (n=1) 0 0 100%(n=2)
Diabetes mellitus 16,7% (n=3) |9,1% (n=1) |0 0
Hydrocephalus 5,6% (n=1) 0 0 0
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II. Analyse ermittelter Sequenzvarianten

Die Sequenzen konnten zu Zwecken der Mutations — und Polymorphismen-Analyse des
PHOX2B-Gens, mithilfe des Programms ,,Segman® miteinander und mit einer Referenzse-
quenz verglichen werden. Diese Methode ermdglicht die Ermittlung von Sequenzvariatio-
nen bei einzelnen Patienten. Wenn es sich um einen einzelnen Basenaustausch handelt,
lasst sich dieser mithilfe der Datenbank dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) tiberpriifen.
Wenn diese Sequenzverdnderung in der SNP Datenbank aufzufinden ist, handelt es sich
um einen Polymorphismus. Er stellt eine Sequenzverdnderung dar, die bei einigen Indivi-
duen einer Population vorhanden ist, jedoch keine pathologischen Folgen nach sich zieht.
In der Datenbank wird allen bekannten SNPs eine Referenznummer zugeordnet. Bei eini-
gen findet man auch Angaben iiber die Allelfrequenz, die die Héaufigkeit der einzelnen Al-
lele in der entsprechenden Population angibt.

In der vorliegenden Arbeit wurden auf der Suche nach moglichen Mutationen und Poly-
morphismen Exonsl, 2 und 3 des PHOX2B-Gens sequenziert. Ein besonderer Schwer-
punkt wurde auf Exon 3 gelegt, da dort, wie schon erwihnt, in vielen Studien Abweichun-

gen von der Normalsequenz gefunden worden sind.

III. Ergebnisse der Mutationsanalyse

Das Patientenkollektiv bestand aus 33 Probanden, von denen 18 diagnostisch zum zentra-
len SAS, 11 zum gemischten SAS, 2 zur priméren alveoldren und 2 zur sekundiren alveo-
laren Hypoventilation eingeordnet werden konnten. Bei der Sequenzanalyse des PHOX2B-
Gens, wurde ein stummer Polymorphismus gefunden, der jedoch keinen Aminosdureaus-
tausch zur Folge hatte, da der Basenaustausch nicht in der ersten, sondern in der dritten
Position des Tripletts stattgefunden hatte. Der Polymorphismus 870 C>A, p.P290P wurde
bei NCBI als bekannt identifiziert und trigt die Referenznr. rs17885864. Er wurde erstma-
lig von Matera et al. 2004 beschrieben. Der Polyalaninrepeat selbst stellt einen ,,delefi-
on/insertion polymorphism* mit unbekannter Allelfrequenz dar und trigt die Referenznr.

rs17879189.
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Pozition: 1 5. 111kb
| 16|50 | lﬁlﬁﬂ | lﬁl?U | 16|80 | 16|90 |
’Translate ’ Congensus GOGGAGACTCACTACCCCGACATCTACACTCGGGAGGAGCTGGCCCTRALG

Phox 2B-geniM003524, seq( l=5089)
PhoxZB-ExZaurr. seq(l=550)
wFli_213-PhoxExzR-3398. abl (28308)

GCGGAGACTCACTACCCCGACATCTACACTCGGGAGGAGCTGRCCCTRALD
GCGGAGACTCACTACCCCGACATCTACACTCGGGAGGAGCTGRCCCTRALD

il W

GCGGAGACTCACTACCCLGL ATCTCCTCGGGAGGAGCTGGCCCTGAAG

Tl 1

wE03-176-FhoxExiF-3265. abl (28-324) -

GCGGAGACTCACTACCCCGACATCTACACTCGGGAGGAGCTORCCCTRALD

G

GCGGAGACTCACTACCCCGACATCTACACTCGGGAGGAGCTGGCCCTRALR

wA09-176-PhoxExz2F-3265. abl (27-323) —

Abb. 16: Direktsequenzierung (PHOX2B, Exon 2), unauffillige Sequenz von Patienten 3398 und
3265. Der Rote Pfeil steht fiir die Riickwérts-Richtung, der griine fiir die Vorwiérts-Richtung.

Von primdrem Interesse flir diese Arbeit war die Linge des Polyalanin-Repeats. Diese
wurde auf folgendem Wege bestimmt: Es wurde die Anfangssequenz GGCGGC des Re-
peats aufgesucht. Dann wurde die Anzahl der Alanine (GCX) bis zum Ende des Repeats
durchgezéhlt. Die Hetero- bzw. Homozygotie wurde bestimmt, indem man die Sequenz
des Partnerstrangs auf derselben Linge (iiberall dort, wo zwei Peaks zu finden waren)
identifizierte und den unteren Peak statt des oberen mitberechnete. Auf diese Weise erhiel-
ten wir als Ergebnis, dass alle Patienten bis auf drei, heterozygot waren. Patienten 3398

und 3381 waren homozygot 20/20 und Patient 2489 war homozygot 9/9.
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Tab. 36: Ubersicht iiber die Repeatlingen

Pat.-Nr. Repeatlinge
2342 9+20
2419 9+20
2466 9+20
2489 9+9
2507 9+20
2511 9+20
2692 9+20
2706 9+20
3236 9+20
3265 9+20
3338 9+20
3381 20+20
3388 9+20
3398 20+20
3410 9+20
3412 9+20
3424 9+20
3459 9+20
3463 9+20
3517 9+20
3579 9+20
3602 9+20
4061 9+20
4063 9+20
4080 9+20
4083 9+20
4084 9+20
4091 9+20
4092 9+20
4093 9+20
4094 9+20
4095 9+20
4158 9+20
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Position: 3125

5,089

| SUFU | 30|30 | 30|4U | 30‘50 | 3D|ED | 30‘70 | 3D|BD | 30‘90 | 31|DD | 31‘10 | 31|20

}Ttanslate }Consensus

CCCRHARRrhACCCO0CARRRET B CLAR ARCAGEGEC GOC G DR RRLAR HoC AGL RECROC AR ST TRGCKA o CHGE oS T ThRIT R R TRGH 6L

Phox2B-Ex3, seq(1:516)

wEx3-2-3517-H03 263, abl{32:150]

PhaxZB-qel 0030 seg o506y, =
VEx3-1E-3517-201_ 263, ab1 | 260370)

L

L

siuple Repeat. eq(1x65) =

CLCGRRAGR GAACCCGGCARGS5C o R AGCAG AGC DL BEC L CELEC AR AL RRCORCEELARLEELAGLORLORLAGCTBRACEE TRRCTR GOCTOR0M0C

CEEGGGAGGEGMEEEGGCMGGGEGGEGEAEEAGEAGLWLWL&GEEGEGGEAULUL;LUL;LNL;L bNAGMNGGETGEGGMGMGGMMﬂMGWHJGMMM

CCCGRRAGR GAACCCGGCARGS5C GO R AGCAG AGC DL BECEE L CELEECARC AL ERCERCEELARLEELAGLORLOREAGCTBRACEE TRRCTR GOCTOR00C

th.lhhdm ,\.Hhuul. 1,Lnahmmnmnmu mmmlmx

REPARY A

il Ll
[ CCRERARGLGAACCCORC AL GRGE RECECART AGLABCGOCRRCERC CELHRCARE GRL G0 GCTRRARGC THEC TRL AECTONT GENCCTCNENENGCHNMNGHTCCCE

R B NN NS NS RO E SRR

Abb. 17: Direktsequenzierung (Phox2B, Exon 3), exemplarische Darstellung des Polyalanin-

Repeats von Pati

ient 3517.

Tab. 37: Sequenzvariante des rs17885864 im PHOX2B-Gen

Pat.-Nr. Diagnose |Exonl |Exon2 |Exon3

2342 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P homozygot
2419 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot
2466 GSAS - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot
2489 GSAS - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot
2507 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot
2511 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot
2692 GSAS - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot
2706 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot
3236 p.a.H. - - ¢.870 C>A p.P290P homozygot
3265 GSAS - - -

3338 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot
3381 GSAS - - -
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3388 GSAS - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot

3398 p-a.H. - - -

3410 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P homozygot

3412 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot

3424 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot

3459 GSAS - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot

3463 s.a.H. - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot

3517 s.a.H. - - c.870 C>A p.P290P heterozygot

3579 GSAS - - c.870 C>A p.P290P heterozygot

3602 CSA - - c.870 C>A p.P290P heterozygot

4061 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot

4063 GSAS - - -

4080 CSA - - -

4083 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P homozygot

4084 GSAS - - -

4091 GSAS - - -

4092 CSA - - -

4093 CSA - - ¢.870 C>A p.P290P heterozygot

4094 CSA - - -

4095 CSA - - -

4158 CSA - - -

Polymorphismus Probandenanzahl

c.870 C>A,

p-P290P GSAS (n=11— CSA (n=18— |p.a.H.(n=2— |s.a.H. (n=2—
33,3%) 54,5%) 6,1%) 6,1%)

homozygot 0 16,6% (n=3) 50% (n=1) 0

heterozygot 54,5% (n=6) 61,1% (n=11) |0 100% (n=2)

Tab 38: Anteile der jeweiligen Gruppen
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Position: 96

| 32IDU | 32‘10 | 32‘20 | 32‘30
P Translate | Consensus GEATTCGCTTGEGGEGEGETCCOMITTCGECAGCGTCCTATCETTCGCT
PhoxZ2B-genWMO03924, seq(l>=5083) | GGATTCGCTTGGGGGTCCJCTTCGCCAGCGTCCTATCTTEGCT
PhoxZB-Ex3surr. seq(l>=850] | G GATTCGCTTGGG6G6GTCCJCITTCGCCAGECGTCCTATCTTEGCT
w Ex3-1£-3579-D08_Z263. abl(22>=614) —
G GALTTCGCTTGGGEGGTCCQAIT TCGCCAGCGTCCTATCTTCGCT
o Ex3-1f-2489-A08_263. ahl(24»=517) —

G GLTTCGCTTGEGEGGETCCOAITTE G c CAGECGTC o TATCTTCGLET

wH1l_260-Phox-Ex3-2R-3265.abl1({21=593) <

G GLTTCGCTTGEGEGGETCCOCITTEGCCAGCGTCCTATCTTCGET

e H10_260-Phox-Ex3-2R-3396.abl(24=579) <

G GATTCGCTTGEGGGGETCLC T TCGCCAGCGTCCTATCTTCGLET

[l G

PhoxZB-Ex3.seq(1>=516) | GGATTCGCTTGGGGGTEC C [ TCGCCAGCGTCECCTATCTTCGCT
T Ex3-2Zr-3236-B06_Z263.abl(l1>522) —
G GAL4TTCGCTTGEGGEGGTC QAT TCGCCAGCOCGTCCTATETTECGET
T Ex3-Zr-2342-H06_Z263.abl(20>522) —

amy

G GiLTTCGCTTGGGGGETC Q] T TCGCCAGCGTCCTATCTTCGET

Abb. 18: Direktsequenzierung (PHOX2B, Exon3), exemplarische Darstellung des SNP
rs17885864. Sichtbar innerhalb der Markierung. Man sieht sowohl die Basenabfolge CCC, wie
auch CCA, die beide fiir die Aminsosdure Prolin kodieren, somit ergibt sich ein stummer Poly-
morphismus. Da die A- und C-Peaks z.B. bei Patienten 3579 und 2489 untereinander liegen, han-
delt es sich um eine heterozygote Variante. Bei Pat. 3236 und 2342 liegen einzelne A-Peaks vor,
also sind sie homozygot.

Zum Vergleich sieht man, dass bei Patient 3265 und 3398 die normale Basenfolge CCC vorliegt,

da nur ein C-Peak vorhanden ist. Somit ergibt sich hier kein Polymorphismus.

Tab. 39: Farb- und Abkiirzungsverzeichnis zu den Abb. der Direktsequenzierung

Farbe Base Abkiirzung
Blau Cytosin C
Schwarz Guanin G
Griin Adenin A
Rot Thymin T
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E. Diskussion

L. Auswertung der erfassten Parameter

Bei der Betrachtung der in dieser Studie erfassten demographischen, klinischen und poly-
somnographischen Parameter fallt auf, dass sich diese iiberwiegend mit den Literaturanga-
ben decken.

Die Geschlechterverteilung zeigt, dass die Méanner in allen Krankheitsgruppen eine deutli-
che Mehrheit bilden und insgesamt 90,9% ausmachen. Beim zentralen Schlafapnoe-
Syndrom sind 94,4% Ménner und beim gemischten bilden sie 90,9%, was sich auch mit
den Literaturangaben deckt, da besonders beim obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom das
maénnliche Geschlecht iiberwiegend betroffen ist (Caylak 2009). Bei den beiden Gruppen
der alveoldren Hypoventilation ist es aufgrund der geringen Probandenzahl nicht so deut-
lich, aber auch bei den Patienten mit primérer alveoldrer Hypoventilation, also mit LO-
CHS, das ja zum CCHS gehort, weill man, dass der Anteil der betroffenen Ménner iiber-
wiegt (Amiel et al. 2009).

Wenn man das Alter betrachtet, so sicht man ebenfalls die von der Literatur beschriebenen
Angaben, dass mit dem steigenden Alter die Privalenz von jeglichen schlatbezogenen St6-
rungen zunimmt, es sind ndmlich 50% aller iiber 65-Jahrigen betroffen. Punjabi (2008)
schreibt, dass in einer Studie 70% der Méanner und 56% der Frauen zwischen 65 und 99
Jahren an einem OSAS litten, mit definiertem AHI >10. Beim CSA ist jeder 4. iiber 60
betroffen (http://www.awo-dillenburg.de/book/export/html/143). So ist das von uns regist-
rierte Durchschnittsalter von CSA 67,7 mit einer Standardabweichung von = 9,16 Jahren
und von GSAS 58,9 mit einer Standardabweichung von + 15,92 Jahren, den Angaben ent-
sprechend. Bei der p. a. H. sind die Patienten wesentlich jiinger, da sich die Erkrankung im
jungen bis mittleren Alter duBert. Dieses sieht man auch am Durchschnittsalter von 47 mit
einer Standardabweichung von £ 2,83 Jahren. Die s. a. H. kann prinzipiell in jedem Alter
auftreten, da es darauf ankommt, wann es zu der Grunderkrankung kommt. In unserem Fall

betrug das Durchschnittsalter 50 Jahre.

Das Gewicht, welches iiber den Body-Mass-Index erfasst wird, spielt bekanntlich eine fiih-

rende Rolle als Risikofaktor beim CSAS und OSAS. Patel et al. (2008) bewiesen in ihrer
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Studie, dass Ubergewicht (BMI >2,5kg/m? iiber dem Normalwert bei Minnern bzw.
1,8kg/m? bei Frauen) zu verkiirzter Schlafdauer von unter 5 Stunden und zur Schlafapnoe
fiihrt. Auch viele andere Studien bestitigen die Assoziation mit Adipositas als Risikofak-
tor. Bei unseren Patienten lag der Durchschnitts-BMI der CSA-Patienten bei 28,7kg/m?
mit einer SD von £ 5,05. Der BMI der GSAS-Patienten war um einiges hoher, nédmlich
35,04kg/m? mit einer SD von + 13,67. Dieses ist damit vereinbar, dass die Assoziation von
Adipositas mit dem OSAS besser belegt ist als die mit dem CSAS. Der BMI bei den Pati-
enten mit p. a. H. ist mit 26,25kg/m? und einer SD von + 1,2 nicht wesentlich erho6ht, da
Adipositas bei diesem Krankheitsbild auch keinen Risikofaktor darstellt. Der BMI der Pa-
tienten von s. a. H. ist mit 17,35kg/m? sogar unterdurchschnittlich. Dieses lésst sich da-
durch erkldren, dass Muskelatrophie und Bewegungseinschrankung durch Skelettdeformi-

tidten Gewichtsverlust zur Folge haben konnen.

Wenn man die Schlafparameter aller Gruppen betrachtet, so siecht man, dass die Schlafeffi-
zienz bei allen nicht optimal ist, da der Schlaf fragmentiert ist und durch hiufige Arousals
unterbrochen wird. Auffillig ist, dass sowohl die Schlafeffizienz sowie auch die Zusam-
mensetzung der Schlafphasen sich in zwei Gruppen aufgliedern lassen. Bei CSA und
GSAS ist der Schlaf wesentlich ineffizienter und es wurden wesentlich lingere Wachpha-
sen registriert. Bei p. a. H. und s. a. H. ist die Schlafarchitektur positiver, da die Atemsto-
rungen nur eine milde Form haben. Die p. a. H. zeichnet sich generell durch eine abge-
schwichte Form aus und die s. a. H. hat die Atemstorung als Folge einer muskuldren und
skeletteren Erkrankung. Der Anteil des REM-Schlafes variiert entsprechend des Krank-
heitsbildes.

Bei der Analyse der Atemparameter richtet sich das Interesse insbesondere auf den AHI
und die Anzahl der zentralen Apnoen. Dabei sieht man, dass alle von uns erfassten AHI >5
liegen, was die Schwelle zum physiologischen Wert darstellt. Genauso wie bei der Schlaf-
architektur sieht man auch hier einen wesentlich deutlicher ausgeprigten Schweregrad
beim CSA und GSAS (47,99 + 28,27 bzw. 44,01 £+ 24,77) wihrend die beiden anderen
Gruppen leicht pathologische Werte aufweisen (6,95 + 2,19 bzw. 9,5 £ 0,71). Die Anzahl
der zentralen Apnoen entspricht ebenfalls der jeweiligen Erkrankung und ist somit beim

reinen CSA mit 98,94 + 175,44 am hochsten, gefolgt von der gemischten Form mit
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49,27 + 46,2. Bei der milden priméren Hypoventilation betrdgt sie 7,5 + 0,71 und bei der
sekundéren gibt es so gut wie gar keine zentralen Apnoen (1,5 = 0,71).

Die Betrachtung der Sauerstoffsittigungswerte zeigt, dass es in keiner Krankheitsgruppe
zu relevanten mittleren Sittigungsabfillen gekommen ist. Die mittlere Sauerstoffsittigung
liegt bei allen um 90%, was zu Literaturangaben passen wiirde, die insbesondere beim
CSA von keinen starken Entsdttigungen sprechen (Yumino et al. 2007). Trotzdem ist der
ODI wie die vorherigen Parameter auch, beim CSA und GSAS wesentlich hoher als bei
der primdren und sekundiren alveoldren Hypoventilation (33,87 + 28,82 bzw. 30,55 +
18,36 gegen 4 + 0,42 bzw. 0,85 + 0,07), was darauf hinweist, dass es doch zu relevanten

Entséttigungen gekommen sein muss, die unter der mittleren Séttigung lagen.

1I. Analyse der Risikofaktoren

Wie schon in der Einleitung beschrieben, gibt es eine ganze Reihe von pradisponierenden,
wenn nicht sogar ursidchlichen Faktoren, die zu einem CSA fiithren konnen. Im Ergebnisteil
wurden diese in Gruppen zusammen gefasst, um die Auswertung zu erleichtern.

Ein sehr wichtiger Faktor, der beim CSA mit 50% und beim GSAS mit 27,3% représentiert
war, ist Schlaganfall. Dieses ist verstindlich, wenn man bedenkt, dass dieser die Zentren
der Atemregulation befallen konnte. Der Zusammenhang zwischen Schlaganfillen und mit
dem Schlaf verbundenen Atemstorungen, insbesondere zentralen Apnoen wurde schon
vielfach untersucht und bestitigt. Z.B. kamen Hermann et al. (2009) in ihrer Studie zu dem
Ergebnis, dass bei 50-70% der Patienten mit akutem ischdmischem Schlaganfall Schlafap-
noen, definiert mit einem AHI >10, auftreten. Hierbei fand CSA sich besonders bei bilate-
ralen Insulten mit Bewusstseinstriibung und/oder Herzversagen. Die betroffenen Gebiete
beinhalteten meist Zentren autonomer Regulation, wie z.B. die Insula und den Thalamus.
Bei diesen Patienten trat im Verlauf eine Besserung ein. Was den Schweregrad des Schlag-
anfalles betrifft, so fand sich keine Korrelation zum Auftreten von SAS. Interessanterweise
fanden NorAdina et al. (2006) heraus, dass Diabetes mellitus und vorausgegangener Niko-
tinkonsum wichtige Risikofaktoren fiir die Entstehung eines SAS (AHI >15) infolge eines
Insultes darstellen. Dies fiihrten sie auf mehrere Faktoren zuriick. Bei Diabetes konnte es
zum einen infolge von autonomer Neuropathie zu Verdnderungen der zentralen Chemore-

zeptoren kommen. Zum Anderen konnte die kardiovaskuldre Dysfunktion, die oft bei
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Diabetes auftritt und Linksherzversagen zur Folge hat, dafiir verantwortlich sein, dass die
verldngerte Kreislaufzeit zu Verzogerungen der Feedback-Kreisldufe von CO2 und Sauer-
stoff fiihrt, wobei hier die Chemorezeptoren im Gehirn und Herz betroffen sein konnten.
Was das Rauchen betrifft, so wird der Effekt damit erklart, dass dabei die endothelabhéin-
gige Vasodilatation nicht mehr erreicht werden kann. Diabetes war mit 16,7% unter den

CSA-Patienten und mit 9,1% unter den GSAS-Patienten vorzufinden.

Auch die Rolle einer Encephalitis bedarf keiner besonderen Erkldrung, da auch hier die
Zentren der Atemregulation befallen werden konnen. Von unseren Patienten wiesen 11,1%
der CSA-Gruppe eine Virusencephalitis in der Krankengeschichte auf, wobei der Hirn-
stamm betroffen war. Diese Kondition wurde z.B. von Thalhofer et al. (2007) erwihnt.
Auch die Rolle der vom zur Gattung der Polyomaviren gehdrendem JC-Virus hervorgeru-
fenen Leukoencephalopathie, an der 18,2% der GSAS-Patienten erkrankt waren, lésst sich
genauso durch den Befall von autonomen Zentren erkldren. Da dies jedoch eine Erkran-
kung des ganzen ZNS ist, kdnnen auch motorische Stérungen auftreten, was zu einem

OSAS-Bild aufgrund von kollabierenden Atemwegen, fithren kann.

Die wichtige Rolle von Adipositas wurde bereits erwéhnt. Auch im vorliegenden Patien-
tenkollektiv spiegelt sich dieser Faktor sehr stark wieder: 44,4% der CSA-, 63,4% der
GSAS-, und alle Patienten mit p. a. H. litten an Adipositas, Hypertriglyzeriddmie und/oder
Hypercholesterindmie. Die hohere Privalenz in der GSAS-Gruppe lésst sich wieder durch

die stiarkere Assoziation von Adipositas und OSAS erkléren.

Auch der Faktor Herz-Kreislauf ist nicht minder relevant. 61,1% der CSA-, 72,7% der
GSAS-, alle p. a. H. und einer von 2 s. a. H.-Patienten wiesen hierbei Auffilligkeiten auf.
Dabei wurden in diese Gruppe Hypertonie, Herzinsuffizienz, Angina pectoris und Vorhof-
flimmern eingeordnet. Auch dieser Faktor wurde schon von vielen Studien belegt. Z.B.
haben Bitter et al. (2009) erstmals festgehalten, dass neben dem schon bekannten OSA,
CSA sehr oft bei Patienten mit AF vorkommt. Von allen Patienten mit AF, hatten 74% ein
SAS (AHI >5). Davon waren 43% OSA und 31% CSA. Die Betroffenen mit CSA wiesen
einen hoheren systolischen pumlonalarteriellen Druck, einen hdheren Durchmesser des

linken Ventrikels, einen hoheren AHI und einen niedrigeren PCO2 als OSA-Patienten auf.
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Man erklért sich das vermehrte Auftreten von CSA bei AF mit der aus dem Vorhofftlim-
mern resultierenden diastolischen Dysfunktion, die zu einem erhohten pulmonalkapilldren
Druck fiihrt.

Ulrich et al. (2008) beschéftigten sich mit dem Zusammenhang zwischen pulmonaler Hy-
pertension und auftretenden Schlafapnoen und fanden heraus, dass dieser Faktor sehr stark
mit einer verminderten Schlafeffizienz von 70%, Sauerstoffsittigungen <90% und mit
zentralen Apnoen vergesellschaftet ist. Yumino et al. (2007) fiihrten eine Studie durch, in
der Patienten mit Linksherzversagen auf das Vorliegen von SAS untersucht wurden. Dabei
wurde eine klare Assoziation mit der Cheyne-Stokes-Atmung augenscheinlich. Diese Pati-
enten zeigten sich hypokapnisch, mit einem nah an der Apnoeschwelle liegendem PCO:2
und einer Neigung zu Hyperventilation. Dieses ldsst sich mit der Stimulation der pulmona-
len Rezeptoren durch die Lungenstauung erkldren. Die Sensitivitit der Chemorezeptoren

ist dabei erhoht, die cerebrale Perfusion vermindert und es kommt zu vermehrten Arousals.

Die beschriebenen Faktoren — Fettstoffwechselstorungen, Hypertension und Diabetes mel-
litus bilden zusammen das metabolische Syndrom, welches als ein ausschlaggebender Ri-
sikofaktor angesehen werden kann. Dieses wurde unter anderem von Jean-Louis et al.

(2008) untersucht und insbesondere fiir OSAS, aber auch fiir SAS allgemein bestétigt.

Wie schon erwihnt, kommt es bei bestimmten Medikamenten, insbesondere bei Opiaten zu
zentralen Schlafapnoen. In unserem Kollektiv fand sich eine Patientin mit diesem urséchli-
chen Faktor. Sie erhielt aufgrund eines chronischen Schmerzsyndroms eine Morphin-

Therapie und zeigte 535 zentrale Apnoen in der beobachteten Schlafperiode.

Von den neuromuskuldren bzw. skelettdren Erkrankungen war ein Patient mit CSA und
alle aus der Gruppe der sekundéren alveoldren Hypoventilation betroffen. Der CSA-Patient
litt an der hereditéren moto-sensorischen Neuropathie, die auch als Charcot-Marie-Tooth-
Syndrom (CMT) bezeichnet wird. Dematteis et al. (2001) fanden, dass pharyngeale Neu-
ropathie das Bindeglied zwischen dem CMT und einem erhdhten Risiko eines schweren
SAS darstellt. Bei den Patienten zeigten sich periodische Entséttigungen in Verbindung mit

zentralen Apnoen. Dabei trat vermehrt Hyperkapnie auf. Verdnderte Chemosensitivitit und
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inaddquate Atemantwort auf CO2 konnten auch einen wichtigen Pathomechanismus dar-
stellen.

Die Patienten mit s. a. H. litten an Muskeldystrophie aufgrund von einer Glykogenose Typ
IT (adulte Form des Morbus Pompe) und Kyphoskoliose. Bei der Glykogenose Typ II
kommt es aufgrund von einer defekten lysosomalen a-Glukosidase zu Glykogenablagerun-
gen in der Muskulatur, wobei besonders die Atemmuskulatur und die rumpfnahe Skelett-
muskulatur betroffen sind. Aus diesem Krankheitsbild und der verédnderten Lungenlage bei
der Kyphoskoliose erklédren sich die Atemschwierigkeiten. Eckert et al. (2007) erwéhnen in
ihrer Arbeit den Zusammenhang zwischen Myopathien und Kyphoskoliose und hyperkap-
nischem CSA. Auch Kryger et al. (1991) beschreiben das Auftreten eines CSA bei zwei
Schwestern (25 und 33 Jahre alt) mit einer angeborenen Muskeldystrophie und Kyphosko-
liose. Betont wird hierbei, dass das Ausmal} der Atemstorung weit iiber das einer reinen
Muskeldystrophie hinausging, so dass diese nicht als einzige Ursache dafiir in Betracht

kommen konnte.

III.  Auswertung der genetischen Analyse

Wie bereits erwéhnt, war der Grund fiir die Sequenzierung des PHOX2B-Gens die in zahl-
reichen Studien bestétigte Tatsache, dass dieses bestimmte Verdnderungen in Exon 3 auf-
weist, die sich unter anderem im Krankheitsbild eines CCHS bzw. LO-CHS, aber auch
Tumoren des sympathischen Nervensystems bemerkbar machen. Am hiufigsten waren es
heterozygote Mutationen, die zu Verlingerungen des 20 Polyalanin-Repeats auf +5 bis +13
Alanine fiihrten. Es fanden sich aber auch zahlreiche andere Mutationen und ein von Ma-
tera et al. 2004 beschriebener stummer Polymorphismus 870 C>A, p.P290P. Bei uns fan-
den sich keine Repeatverdnderungen und keine Mutationen, aber der schon bekannten Po-
lymorphismus. Dieser war bei den CSA-Patienten in 61,1% hetero- und in 11,1% homozy-
got. Von den GSAS-Patienten waren 54,5% heterozygot. Einer von den p. a. H.-Patienten
wies eine homozygote Variante auf und von den s. a. H.-Patienten waren beide heterozy-
got.

Wie schon in der Einleitung beschrieben, spielt der Transkriptionsfaktor Phox2b als Pro-
dukt des Gens eine zentrale Rolle in der Entwicklung des autonomen, aber auch zentralen

Nervensystems. In allen autonomen Ganglien sowie auch im Nebennierenmark findet die
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Expression statt. Die einzige Ausnahme bilden die sympathischen prigangliondren Neuro-
ne des Riickenmarks und Motoneurone der Atemmuskulatur, da diese in ihrem Transkrip-
tionscode mehr den somatischen Motoneuronen dhneln (Dubreuil et al. 2009, Amiel et al.
2009). Besonders wichtig ist die Expression von PHOX2B aber im retrotrapezoiden Nuk-
leus (RTN), welcher COz2-sensible Neuronen enthélt und somit den Ort des Atemantiebes
darstellt, und in einer ihn iiberlappenden parafazialen respiratorischen Neuronengruppe
(pFRQG), die fiir die Herstellung des Atemrhythmus in einigen Situationen, wie z.B. bei der
Geburt, verantwortlich ist (Dubreuil et al. 2009). Andere wichtige Expressionsorte sind das
Ganglion nodosum, welches die Zellkorper der pulmonalen Dehnungsrezeptoren enthilt,
das Ganglion petrosum, welches den Karotiskdrper innerviert und im Nukleus tractus soli-
tarius, welcher chemo- und barosensorische Information verarbeitet (Dubreuil et al. 2009).
Auch der pre-Botzinger Komplex, welcher eine zentrale Komponente in der Generierung
des Atemrhythmus darstellt, und einige pontine und medullire Nuklei, von denen ein
atemmodulierender Einfluss bekannt ist, weisen PHOX2B-positive Neurone auf. Versuche
mit Knockout-Méusen wurden dadurch erschwert, dass die homozygoten Null-Mutanten
schon in uteri an Herzversagen verstarben. Heterozygote Mutanten wiesen verschieden
starke Ausprigungen von Atemstorungen auf. Dubreuil et al. (2009) beschreiben auch die
sogenannte ,,specialized chemorezeptor theory™, die dadurch bestitigt wird, dass Mutatio-
nen im PHOX2B-Gen die Zentren der CO2-Sensitivitdt ausschalten, ohne dabei andere
atemrelevante Zentren zu beeintrichtigen. Solche COz2-sensible Zentren sind insbesondere
der RTN und die Raphe-Kerne, hierbei insbesondere die serotonergen, die sich alle auf der
Vorderseite der Medulla oblangata befinden. Versuche mit Knockout-Méausen haben ge-
zeigt, dass sich bei Mutanten keine Antwort auf Hyperkapnie ausldsen lie, dass die arte-
rielle Sauerstoffsittigung niedrig war und dass die Anzahl der PHOX2B-exprimierenden
Neurone im RTN um 85% vermindert war. Die Raphe-Kerne jedoch waren vollkommen
unauffillig (Dubreuil et al. 2009). Aulerdem war die Schlafapnoe-Zeit um das 6-fache
erhoht und die Atemfrequenz im Schlaf um 20% vermindert (Amiel et al. 2009).

Wie schon beschrieben, iiberlappt der RTN mit der pFRG, die fiir die Generierung des
Atemrhythmus zustindig und auch PHOX2B-postiv ist. Sie ist an das pre-Botzinger-Zent-
rum gekoppelt und verantwortlich fiir die aktive Exspiration. Nachgewiesenerweise éndern
der RTN sowie auch die pFRG ihre Funktion mit dem Ubergang von der perinatalen zur

erwachsenen Periode des Lebens, wodurch die starke Vermutung geduflert werden kann,
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dass PHOX2B fiir das Einsetzen der Atmung bei der Geburt verantwortlich sein konnte.
Dieses wird dadurch gestiitzt, dass das Neugeborene in schweren Féllen des CCHS keiner-
lei Atemantrieb zeigt (Amiel et al. 2009).

Dubreuil et al. (2009) haben auch in Bezug auf die evolutionsgenetische Entwicklung eine
hochst interessante Vermutung geduBlert. Auffallig ist, dass PHOX2B an Stellen der auto-
nomen Atemregulation exprimiert wird, die phylogenetisch dlter ist als die somatische
Atemkontrolle, wie z.B. die respiratorische Muskulatur, die ja PHOX2B-negativ ist. Bei
der Betrachtung der Informationsfortleitung iiber arterielle Sauerstoff- und CO2-Konzent-
rationen, zeigt sich eine ununterbrochene Kette aus vier Gliedern, die alle PHOX2B
exprimieren — Glomus caroticum, Ganglion petrosum, Nucleus tractus solitarius und der

RTN.

Ziel dieser Arbeit war es, bei klinisch und polysomnographisch bestitigten CSA-, GSAS-,
p- a. H.- und s. a. H.-Patienten mogliche Verdnderungen der genetischen Sequenz des pai-
red-like homeobox 2b-Gens zu finden, einem Gen, das bisher nur im Zusammenhang mit
der Pathogenese von CCHS, LO-CHS, Morbus Hirschsprung und Tumoren des sympathi-
schen Nervensystems genannt wurde.

Es lieBen sich, bis auf den schon beschriebenen stummen Polymorphismus 870 C>A,
p-P290P, in keinem der drei kodierenden Exons Abweichungen finden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten vorerst keinen Hinweis auf eine das zentrale Schla-
fapnoe-Syndrom krankheitsverursachende Mutation im PHOX2B-Gen geben oder die Di-
agnose der priméren alveoldren Hypoventilation bzw. des LO-CHS auf genetischer Ebene
bestitigen. Das negative Ergebnis schlieit die Diagnose LO-CHS bei diesen beiden Patien-
ten jedoch nicht aus, da nur ein Teil der betroffenen Patienten eine Mutation aufweist. Bei
der Analyse dieser Arbeit sollte man auch bedenken, dass das Patienkollektiv zu klein war,
um eine definitive Aussage tiber den moglichen Zusammenhang zwischen PHOX2B und
dem CSA machen zu kénnen. Eine grofere Patienanzahl wiirde das Ergebnis der Untersu-
chung erheblich verschirfen. Weiterhin wire es sinnvoll, die Auswahlkriterien fiir die
CSA-Patienten einzuschranken, indem man typische Risikofaktoren wie Schlaganfall oder
Herzinsuffizienz ausschlieft. Dadurch wiirde man die Wahrscheinlichkeit, eine genetische

Ursache zu finden, wesentlich erh6hen.
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IV.  Maogliche weitere Kandidatengene fiir das zentrale Schlafapnoe-Syndrom

Da in dieser Arbeit leider kein Hinweis auf eine Assoziation zwischen CSA mit Verdnde-
rungen vom PHOX2B-Gen gefunden werden konnte, werden im Folgenden weitere Kan-
didatengene, die als Ursache fiir das CSA in Betracht kommen konnten, diskutiert. Diese
konnten auch als AnstoB fiir weitere Arbeiten in diesem Bereich dienen.

Die ausgewihlten Gene beziehen sich auf die Faktoren Schlaf- und Atemkontrolle, sowie
Ubergewicht. Die anderen Risikofaktoren wurden ausgeschlossen, da z.B. beim Schlagan-
fall noch keine genetischen Ursachen gefunden werden konnten (Matarin et al. 2009) und
die Betrachtung moglicher Kandidatengene fiir Herzversagen und Vorhofflimmern den

Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirde.

1. Maogliche Kandidatengene fiir die Atemkontrolle

Wie schon im Verlauf dieser Arbeit beschrieben, ist die Atemkontrolle sehr komplexen
Prozessen unterworfen, fiir die viele verschiedene Gene zustindig sind. In Folgenden soll
auf einige, besonders wichtige eingegangen werden.

Das RET-Protoonkogen gehdrt zur Familie der Cadherine und kodiert fiir eine der Rezep-
tor-Tyrosinkinasen, die fiir die Signaliibertragung in der Zelle beziiglich von Wachstum
und Differenzierung verantwortlich sind. Das Gen spielt eine Schliisselrolle in der Ent-
wicklung der Neuralleiste und ist sehr der onkogenetischen Aktivierung durch zytogeneti-
sche Verdnderungen unterworfen. Die Assoziation zwischen dem sogenannten Haddad
Syndrom (CCHS mit Morbus Hirschsprung) mit Mutationen im RET Protoonkogen wurde
schon in vielen Studien bestitigt. Fitze et al. (2003) bestétigen diesen Zusammenhang
ebenfalls und fiigen hinzu, dass es auflerdem Patienten mit CCHS ohne Morbus Hirsch-
sprung gibt. Dazu beschreiben sie eine Patientin mit CCHS und Epilepsie jedoch voll-
kommen ohne intestinale Beschwerden. Bei der Analyse ihrer RET-Sequenz fand sich ein
Austausch C>A in Position ds +54 in Intron 12, welchen die Betroffene von ihrem asymp-
tomatischen Vater vererbt bekommen hatte und ihr gesunder Bruder ebenfalls aufwies.
Daraus lésst sich vermuten, dass das RET-Onkogen auch direkt an der Atemkontrolle bzw.
der Chemosensibilitit der Rezeptoren beteiligt ist. Offensichtlich sind Mutationen aber

unterschiedlich penetrant.
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Der brain derived neutrophic factor (BDNF) und der glial cell line-derived neutrophic
factor (GDNF) sind beide Liganden der RET-Tyrosinkinase und auch sie konnten poten-
tielle Kandidaten darstellen, da beide fiir die Entwicklung der peripheren chemoafferenten
Neurone, die flir den Hypoxie bedingten Atemantrieb sorgen, verantwortlich und im Karo-
tiskorper exprimiert sind. BDNF und GDNF-Mutationen fiithren zu erhdhter Apoptoserate
der Neurone, zum Verlust der synaptischen Kraft und Plastizitét, aber auch zu schwerer
Atemdepression, zum Auftreten von Apnoen und zur Funktionseinschrinkung der chemo-
afferenten Rezeptoren (Katz 2003).

Vom Endothelin converting enzyme 1 (ECE1) ist ebenfalls eine Assoziation mit Morbus
Hirschsprung, aber insbesondere auch mit Herzdefekten und autonomischer Dysfunktion
bekannt. Dieses Gen ist an der proteolytischen Prozessierung von Endothelin-Vorformen
in biologisch aktive Peptide beteiligt. Was das Endohelin (ET-1) selbst betrifft, welches fiir
die Vasokonstriktion verantwortlich ist, so beschéftigten sich Kuwaki et al. (1999) mit sei-
ner Funktion im Herz-Kreislauf- und Atmungssystem. Thre Versuche mit Knockout-Mau-
sen von ET-1 und seinen Rezeptoren haben beeindruckende Ergebnisse gezeigt. Die Mut-
anten wiesen eine arterielle Hypertonie auf. AuBBerdem war der PCO2 deutlich hoéher und
der PO2 deutlich niedriger als bei den gesunden Méusen. Die Experimente haben gezeigt,
dass es zu einer Sympathikus-Aktivierung kam, wihrend eine adidquate reflektorische Va-
gusaktivierung als Antwort auf Hypoxie und Hyperkapnie ausblieb. Aus den eben be-
schriebenen Beobachtungen ldsst sich eindeutig schlieBen, dass das ET-1 eine wichtige
Rolle in der zentralen neuronalen Regulation von Blutkreislauf und Atmung spielt.

Yue et al. (2005) untersuchten das Serotonin-Transporter-Gen (5-HTT) bei 104 Patienten
mit Schlafapnoe-Syndrom und fanden, dass diese eine signifikant hohere Allelfrequenz
vom Allel 10 aufwiesen als die gesunde Kontrollgruppe. Dieses weist auf eine direkte Ver-
bindung zur Pathogenese des SAS hin.

Auch die Kaskade der Transkriptionsfaktoren HASH-1-PHOX2A-PHOX2B konnte als
mogliche storanfallige Stelle hinzugezogen werden, da sie eine wichtige Rolle in der Ent-
wicklung von definitiv und transient noradrengergen Neuronen spielt. De Pontual et al.
(2003) fiihrten eine Serie von Experimenten mit HASH-1 Knockout-Méusen durch und
fanden, dass die Anzahl der noradrenergen Neurone signifikant abnahm. AuBlerdem wer-
den in dieser Arbeit 3 Patienten mit CCHS und heterozygoten HASH-1 Substitutions-

Mutationen im hochst konservativen Sequenzbereich, was eine Ahnlichkeit zu
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PHOX2B-Mutationen zeigt. Die Ergebnisse dieser Studie und die Tatsache, dass HASH-1
im zentralen wie im peripheren Nervensystem exprimiert wird, weisen darauf hin, dass
dieses Gen an der autonomen Atemkontrolle beteiligt sein und durch Modifizierung der
noradrengergen Neurone in der frithen Entwicklung des Stammhirns zum Phénotyp des
CCHS fiihren konnte.

De Geus et al. (2005) beschreiben eine offensichtliche Heritabilitdt von Atemmustern, da
der Vergleich von Geschwistern gezeigt hat, dass die Atemfrequenz sich tagsiiber zu 40-
50%, im Schlaf aber zu 81% deckt. In dieser Studie wird ebenfalls die verstirkte Trans-
kription von bestimmten Genen wéhrend der Nacht beschrieben. Die Suche nach fiir die
nichtliche Atmung verantwortlichen Genen, zeigte eine Konzentrierung auf in drei Loci —
10926, 3q27 und 22q12. Die groBite Ansammlung von Genen fand sich in auf 10g26, wel-
cher GFRA1, ADORA2L, FGR2, EMX2 und HMX2 als respiratorisch verantwortliche
Gene enthélt. Auf 3q27 befanden sich die HTRC3-Serotoninrezeptor-Gene und auf 22q12
ADORA2A-Adenosinrezeptor-Gene. Alle diese Gene kdnnten in kiinftigen Studien noch
genauer untersucht werden.

Auch Champagnat et al. (2009) beschiftigten sich mit Genen, die einen Einfluss auf die
Atemkontrolle ausiiben. Dabei betonen sie, dass die Homeobox-Gene (Hox-Gene) eine
fiihrende Rolle in der anteroposteriorer Strukturierung des Rhombencephalons und in der
friihen Entwicklung des Neuralrohres spielen. Diese Hypothese wird durch eine ganze
Reihe mit Genen dieser Gruppe durchgefiihrten Mausexperimenten bestétigt. Dabei fand
sich, dass die Inaktivierung von Zinkfinger-Protein Krox20 (beim Menschen entsprechend
early growth response 2 (EGR2)) die pFRG-Aktivitdt, d.h. den Atemrhythmus, eliminiert
wobei bei den neugeborenen Maiusen lebensbedrohliche Apnoen im Wechsel mit sehr
niedriger Atemfrequenz auftraten. Kompletter Atemausfall trat auf, wenn das pre-Bétzin-
ger-Zentrum betroffen und somit kein Atemantrieb vorhanden war. Hoxa2-Mutanten, bei
denen die embryonale Entwicklung des Pons gestort war, prisentierten sich mit verédnder-
tem inspiratorischem Muster, jedoch weder mit Apnoen noch mit verdnderter Atemfre-
quenz. Dasselbe Bild zeigte sich auch bei PHOX2A-Knockouts, bei denen die Anzahl der
chemoafferenten Neurone im Ganglion petrosum verdndert war. Dies wurde durch Elimi-
nierung der Acetylcholinesterase und durch Verabreichen von Retinsdure am 7. Entwick-

lungstag erreicht. Retinsdure fiihrte zu verdnderter Pons-Entwicklung.

71



E. Diskussion

Interessanterweise wiesen die so behandelten Méuse eine Art Cheyne-Stokes-Atmung auf,
die sich in einem periodischen, hyperpnoeischen Atemmuster duflerte. All das ist rich-
tungsweisend dafiir, dass Hox-Gene die passenden Kandidaten sein konnten.

Branchi et al. (2005) erwidhnen auch die wichtige Rolle des MafB-Gens, welches die Ent-
wicklung der Neurone der Rhythmogenese im pre-Bétzinger-Zentrum zu beeinflussen
scheint. Neugeborene Knockout-Méuse verstarben nach wenigen Minuten mit Zyanose
und ausgedehnten Apnoen, die nur durch kurzandauernde Schnappatmung unterbrochen
waren.

Allem Anschein nach spielen auch Kalium-Kanéle bzw., die fiir sie kodierenden Gene,
auch eine Rolle in der Atemregulation. Miuse mit mutierten sduresensitiven Kalium-Ka-
nilen (TASK-1) zeigten eine reduzierte Atemantwort auf Hypoxie und Hyperkapnie. Die
Praparation des Karotiskdrpers mit dem dazugehorigen Nerven présentierte auch ernied-
rigte Potentiale als Antwort auf die o.g. Umstidnde und zwar um 49% bei Hypoxie und um
68% bei Hyperkapnie. Diese Ergebnisse weisen auf eine Rolle in der Atemkontrolle durch
periphere Chemorezeptoren hin (Trapp et al. 2008). Auch TASK-2 sind mafgeblich in die
Atemkontrolle involviert. Gastreau et al. (2010) entdeckten interessanterweise, dass diese
Kalium-Kanéle nur in wenigen Hirnstamm-Nuclei, inclusive der retrotrapezoiden Region,
aufzufinden sind. Auffillig war aulerdem, dass alle TASK-2-positiven Neurone in CCHS-
Patienten mit PHOX2B-Mutationen verloren waren. Knockout-Méuse zeigten eine Hyper-
sensitivitdt zu niedrigen CO2-Levels, so dass sie zu Hyperventilation neigten. Zusétzlich
dazu fehlte die Langzeit-Hypoxie-bedingte Atemdepression wihrend die akute Ateman-
triebssteigerung durch den Karotiskdroer vorhanden war. Die bei der Préparation vom
Hirnstamm und Riickenmark ebenfalls fehlende neuronale Antwort auf Anoxie lie eine
zentral bedingte Ursache des Phénotyps vermuten. Aufgrund der o.g. Beobachtungen pos-
tulierten Gastreau et al. (2010) Die Hypothese, dass TASK-2 einerseits fiir die Stabilisie-
rung des Membranpotentials der Chemorezeptoren verantwortlich ist und andererseits ein
wichtiger Faktor fiir die zentrale O2-Chemorezeption. Die physiologische Atemdepression
als Antwort auf Hypoxie liee sich auf diese Weise damit erkldren, dass die bei Hypoxie
entstehenden Sauerstoff-Radikale zu einer Aktivierung der TASK-2 fiihren, die dann ihrer-

seits die RTN-Neurone ausschalten.
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Die o.g. Gene bieten nur einen kleinen Einblick in das komplexe System der Atemregula-
tion und zeigen, dass man fiir die Erkldrung von Atemstdrungen viele verschiedene Gene

und Faktoren in Betracht zichen muss.

2. Maoégliche Kandidatengen fiir Adipositas

Ubergewicht, sowie das Metabolische Syndrom an sich, stellt einen sehr relevanten Risiko-
faktor fiir die Entstehung eines CSA dar, was man auch schon bei der Betrachtung des
BMI und des Anteils an Hypertonie- und Diabeteskranken im Patientenkollektiv sieht. Aus
diesem Grund werde ich im Folgenden auf einige wichtige Details, insbesondere auf die
genetischen Hintergriinde eingehen.

Familien und Zwillingsstudien haben gezeigt, dass genetische Faktoren zusétzlich zu Um-
welteinfliissen zu 40-70% an der individuellen Auspriagung der Adipositas beteiligt sind
und im Verlauf der Zeit wurden viele genetische Loci gefunden, von denen mindestens 15
eindeutig mit der Entstehung des Ubergewichts assoziiert sind. Besondere Bedeutung fan-
den die Gene fiir den melanocortin 4 receptor (MC4R), die prohormone convertase 1/3
(PCSK1), den schon erwidhnte BDNF und den S-adrenergic rezeptor 3 (ADRB3) (Loos
2009).

MC4R wird in vielen Bereichen des ZNS exprimiert und spielt eine zentrale Rolle bei der
Nahrungsaufnahme und Energichomoostase. Seltene Mutationen in diesem Gen sind die
héufigste Ursache fiir schwere kindliche Adipositas.

PCSK1 kodiert fiir ein Enzym, das Vorldufer der am Energie-Metabolismus beteiligten
Hormone, in die biologisch aktive Form iiberfiihrt. Mutationen fithren ebenfalls zu kindli-
chem Ubergewicht.

BDNF ist neben seinen anderen Funktionen, in Essverhalten, Gewichtsregulation und Hy-
peraktivitdt involviert. Mutationen sind, genauso wie bei den vorherigen Genen selten,
fiihren jedoch zu Esssucht und extremem Ubergewicht.

Die Arg64Trp Variante des ADRB3-Gens war das erste Gen, welches mit Adipositas asso-
ziiert worden ist. Es ist in die Lipolyse und Thermogenese involviert. Mittlerweile wurden
weitere relevante Gene entdeckt. Eins davon ist das 2007 von drei grofen, voneinander
unabhéngigen Studien gefundene fat mass and obesity associated gene (FTO). Interessan-

terweise wurden im ersten Intron dieses Gens einige mit Diabetes Typ II assoziierte
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Polymorphismen gefunden (Loos 2009). Die Risikoallelfrequenz des FTO betrédgt bei Eu-
ropdern 63%, 16% sind sogar homozygot dafiir. Untersuchungen haben jedoch ergeben,
dass der Einfluss des verinderten FTO durch entsprechende Anderung der Lebensweise
gemindert werden kann. FTO gehort zur Familie der Nonhdm-Dioxygenasen und kodiert
fiir eine 2-Oxoglutarat abhingige Nukleinsidure-Demethylase, die die Demethylierung von
3-Methylthymin in einstringiger DNA katalysiert. Es wird verbreitet im Gehirn exprimiert,
insbesondere aber im Hypothalamus, welcher das energetische Gleichgewicht reguliert.
Das Auftreten von Risikoallelen fiihrt zu einer Appetitsteigerung, reduziertem Sattigungs-
gefiihl und somit zu erhohter Nahrungsaufnahme. Versuche mit Knockout-Méusen haben
gezeigt, dass das Fehlen von FTO zu Gewichtsreduktion und Sympathikusaktivierung
fiihrt. Interessanterweise ist die spontane Bewegungsaktivitdt vermindert, die Nahrungs-
aufnahme aber erhoht (Loos 2009). Dies deutet darauf hin, dass das FTO-Gen den Korper-
bau durch Kontrolle des Energieverbrauchs beeinflusst.

Kennedy et al. (2010) haben eine sehr interessante Studie durchgefiihrt, indem sie mogli-
che Kandidatengene fiir das metabolische Syndrom im Mausmodell priiften. Knockout-
Mause fiir Leptin und den Leptin-Rezeptor bestitigten die schon bekannte Schliisselrolle
des Leptins im Stoffwechsel. Sie litten an Fresssucht, extremer Adipositas und Hypergly-
kdamie, die sich im Verlauf zu Insulinresistenz und Diabetes entwickelte. Schon 4 Wochen
alte Mduse waren iibergewichtig und ihr Koérperwachstum sistierte auch bis zu 12 Monaten
nicht. Der Cholesterinspiegel war erhoht, jedoch aufgrund von erhéhtem HDL, was zu
einem Schutz vor Artherosklerose fiithrte. Diese Beobachtung lisst sich aber leider nicht
bei Menschen mit Leptindefekten machen. Zuséitzlich waren bei den Mausen Infertilitét
sowieso Storungen der Hypothalamus-Hypohyse-Nebennieren-Achse und Schilddriisen-
Achse zu vermerken. Die néichste Serie der Knockout-Méuse hatte eine Agouti-Protein-
Deffizienz. Das Agouti-Protein kompetitiert im Gehirn mit dem anorexigenic factor a-
melanocyte stimulating hormone (MSH) um die Bindung an den Melanokortin-4-Rezep-
tor(MC4R). Diese Miuse spiegelten Ubergewicht aufgrund Esssucht und Bewegungsman-
gel wieder. Die Ergebnisse waren dhnlich den Leptin-Knockouts. Zusétzlich zeigten diese
Maiuse ein erhohtes Entartungsrisiko. Die MC4R-Mutanten wiesen anormales Fressver-
halten, welches sich in einem voll ausgeprigten Metabolischen Syndrom &duf3erte.

Die Modulation des Neuropeptid Y fiihrte zu einer verstidrkten Triglyzerid-Produktion der
Leber, die in einer VLDL-Sekretion resultierte. Auch weitere Knockout-Modelle mit
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mutieren Apolipoprotein E-, LDL- und dem in Adipozyten produziertem Adiponectin-
Genen zeigten den erwiinschten Effekt einer Adipositas, aber auch der anderen Auspré-
gungen des Metabolischen Syndroms.

Offensichtlich sind die metabolischen Effekte aber auch an die Atmung gekoppelt, denn
Volgin et al. (2006) fanden heraus, dass chronisch-intermittierende Hypoxie, wie die bei
SAS-Patienten, zur Aktivierung der Stoffwechsels fiihrt, an der adrenerge, leptinerge und
inflammatorische Wege beteiligt sind. Dieses konnte ein Hinweis dafiir sein, dass Leptin
nicht nur fiir die Appetitregulation verantwortlich ist, sondern auch die Atemregulation
beeinflusst.

Ein noch als letztes genannter Kandidat sollte unbedingt noch, die ebenfall in der eben
erwihnten Arbeit, beschriebene Janus-Kinase (JAK/STAT) sein. Diese gehort zu den Ty-
rosinkinase-Rezeptoren und spielt als Signalgeber und Aktivator der Transkription vieler
Stoffwechselwege eine wichtige Rolle in der hypothalamischen Stoffwechselkontrolle.

Die JAK wird in den hinteren Hypothalamus-Neuronen exprimiert und ihre Aktivierung in
Zellen, die Neuropeptid Y, Pripro-Orexin und Proopiomelanocortin synthetisieren, ist lep-
tingesteuert. Aus diesem Grund kommt es auch zu einem Funktionsverlust der JAK in Lep-
tin-Knockout, was auch weitere, mit den gerade aufgelisteten Stoffen verbundenen Stérun-
gen, nach sich zieht. Da Orexin und Melanin-konzentrierendes Hormon (MCH) nicht nur
in den Metabolismus, sondern auch in die Schlafkontrolle involviert sind, kommt es bei
Mutationen der JAK sowie auch des Leptins, auch in diesem Bereich zu Pathologika. Ore-
xin- und MCH-synthetisierende Neurone exprimieren nicht nur die JAK, sondern auch
02A- adrenerge Rezeptoren, deren Bedeutung ebenfalls néher untersucht werden sollte, da
ihre Ligand-Bindungsfihigkeit in genetisch adipdsen Méusen vermindert ist und sich diese

Rezeptoren in besonderem Ausmass im posterioren Hypothalamus finden.

Die beschriebenen Gene bilden wieder nur einen kleinen Teil der tatsdchlichen Moglich-
keiten ab, da sie sich auf die relevanteste Information beschrinken. Ein besonderes Au-
genmerk sollte auf die Gene mit doppelter Funktion, wie die von Leptin, Orexin und Mela-
nin-konzentrierendem Hormon geworfen werden, da diese eine Assoziation zu der Schlaf-

und Atemkontrolle darstellen.
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3. Kandidatengene fiir den Schlaf

Viele Schlafstérungen, wie Narkolepsie, OSAS und das Restless-Legs-Syndrom wurden
bereits in Studien auf mogliche genetische Hintergriinde untersucht und dabei ist es auch
gelungen, einige bedeutende Gene auszumachen. Zwillingsstudien haben ergeben, dass
53% des Schlafverhaltens, wie z.B. das Einschlaf- und Durchschlafvermdgen, vererbt wer-
den, was die Wichtigkeit von genetischen Faktoren unterstreicht (Caylak 2009).

Besonders die Narkolepsieforschung hat, zumindest in Tierversuchen, dazu beigetragen,
wichtige Gene fiir die Schlafregulation zu entdecken. Die Orexine (Hypocretine) spielen
dabei eine Schliisselrolle. Wie schon erwihnt, befinden sich die Orexin-synthetisierenden
Neurone im lateralen Hypothalamusanteil, welcher den Nukleus suprachiasmaticus enthlt,
und sind fiir die Regulation des energetischen Gleichgewichtes, aber auch des Wachzu-
standes verantwortlich. Im Nucleus chiasmaticus werden die von den retinalen Ganglien-
zellen geschickten Signale verarbeitet. In diesen befindet sich das Melanopsin, welches die
Lichtsignale transduziert (Raizen et al. 2006). Das Hypocretin-Gen (HCRT) ist auf Chro-
mosom 17q21-22 lokalisiert (Caylak 2009, Raizen et al. 2006).

Auch auf dem Locus 4p13-g21 fanden sich mogliche Kandidatengene. Das sogenannte
CLOCK-Gen (circadian locomotor output cycles kaput gene) und das GABRB1-Gen (-
aminobutyric acid receptor f1-gene) scheinen fiir die Erhaltung des zirkadianen Rhythmus
verantwortlich zu sein, den Mutationen fithren unter anderem zu Verschiebungen der
Schlafphasen (Raizen et al. 2006, Caylak 2009).

Ein anderes wichtiges Gen wurde bei der Erforschung des Vorverlagerten-Schlafphasen-
Syndroms entdeckt. Dabei schlafen die Betroffenen sehr frith (19h) ein und wachen ent-
sprechend friih (4.30h) auf. Der Grund fiir diese Schlafphasenverschiebung scheint eine
Mutation im hPER2-Gen (human period 2 peptide) auf Chromosom 2 zu sein. Diese wurde
bis jetzt bei nur einer Familie gefunden. Die anderen Betroffenen scheinen eine andere
Ursache zu haben. Bei der gefundenen Mutation wird die Phosphorylierung des PER-
Protein durch die Kaseinkinase 16 verhindert, die normalerweise zum Abbau des PER fiih-
ren wiirde. Das stabile Protein fiihrt nun zu verkiirztem zirkadianem Rhythmus. Versuche
mit Drosophila melanogaster Fliegen zeigten entsprechende Symptomatik des Advanced-
sleep-phase —Syndroms. Ausser dem PER2 gibt es beim Menschen auch PER1 und 3, die
ebenfalls durch CLOCK aktiviert werden und den zirkadianen Rhythmus regulieren und

durch eigene wie auch durch die Mutationen der entsprechenden Kaseinkinasen gestort
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sein konnen (Taheri et al. 2002, Raizen et al. 2006). Raizen et al. (2006) haben aullerdem
in Versuchen mit Drosophila-Fliegen herausgefunden, dass der Transkriptionsfaktor CREB
(cyclic adenosine monophosphate response element binding protein) ebenfalls eine Rolle
im Schlaf-Wach-Rhythmus zu spielen scheint, da Mutanten sich mit Hypersomnie préisen-
tierten wéhrend eine stindige Aktivierung des CREB zu vermindertem Schlaf fiihrte.
CREB wird durch Lichtsignale aktiviert und fiihrt dann selbst zu einer Suppression der
CLOCK und dem ebenfalls an diesen Prozessen beteiligten BMALI1 (brain and muscle
Arnt-like protein 1), so dass dadurch auch die PER-Expression inhibiert wird (Wulff et al.
2009).

Der zirkadiane Rhythmus an sich, ist an drei physiologische Variablen gekoppelt — den
Schlaf, die Korperkerntemperatur und die Melatonin-Sekretion, so dass man prinzipiell
auch diese Bereiche fiir eine genetische Untersuchung hinzuziehen konnte (Raizen et al.
2006). Einen weiteren Kandidaten stellt, wie schon erwihnt, die offensichtliche Verbin-
dung zum Melanin-konzentrierenden Hormon (MSH) dar, welches fiir Essverhalten, Ener-
gichaushalt und nun wahrscheinlich auch fiir die Schlafregulation verantwortlich ist. So
prasentierten sich MCH-Rezeptor Typl- Knockout-Méuse mit einem Hypersomnie-
Phinotyp (Wulff et al. 2009).

Die erwéhnten Faktoren, die zu einem gesunde Schlaf beitragen bzw. seine Storung auslo-

sen konnen, sind, wie man aus der o.g. Beschreibung sehen kann, noch nicht ausreichend

erforscht und bieten somit viele Moglichkeiten fiir kiinftige Arbeiten.
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V. Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte bei den untersuchten Patienten keinen Nachweis fiir eine
Verbindung zwischen der Diagnose des zentralen Schlafapnoe-Syndroms sowie des Late-
onset-CHS mit moéglichen Sequenzverdnderungen des paired-like homeobox 2b-Gens er-
bringen. Bei einem Grofteil des untersuchten Patientenkollektivs fand sich der schon be-
schriebene stumme Polymorphismus 870 C>A, p.P290P, der jedoch keine pathologischen
Folgen nach sich ziehen kann. Um eine abschlieBende Aussage beziiglich des PHOX2B als
Kandidatengen fiir das CSA machen zu konnen, wére ein grofleres Patientenkollektiv und
einschrinkende Ausschlusskriterien notwendig. Zu diesem Zeitpunkt der Datenlage muss
man jedoch das PHOX2B als genetische Ursache fiir das zentrale Schlafapnoe-Syndrom
ausschlieBen. Das Fehlen von Mutationen bei den Patienten mit der Diagnose LO-CHS,
deckt sich mit den Literaturangaben, da nicht alle Betroffenen eine Sequenzvariation auf-

weisen.

Das zentrale Schlafapnoe-Syndrom ist eine Krankheit, die aufgrund des Einflusses ver-
schiedenster Faktoren, wie Vorerkrankungen, Umwelteinfliissen, Entwicklungsfaktoren
und multiplen Genen sehr komplex gestaltet wird. Die Genetik des CSA ist bis jetzt nur
sehr wenig erforscht und bietet somit ein breites Feld fiir kiinftige Studien, in denen der
Einfluss moglicher Kandidatengene auf die Pathogenese der Erkrankung gepriift werden
muss.

In der vorliegenden Arbeit wurde neben der Untersuchung des Kandidatengens PHOX2B,
eine Auswahl von besonders vielversprechenden anderen Kandidatengenen vorgeschlagen,
die es erlauben konnten, ein Licht auf die genetischen Hintergriinde des zentralen Schlaf-
apnoe-Syndroms zu werfen. Dieses soll einen Beitrag zum Thema der Genetik des CSA

und zum Fortschritt seiner Erforschung leisten.
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