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Zusammenfassung

Obstruktive Schlafapnoe (OSA) ist ein haufiges Krankheitsbild, das mit einer deutlichen
Beeintrachtigung der Lebensqualitat sowie einer Erhéhung des Risikos fiir die Entste-
hung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen einhergeht. Der Goldstandard zur Diagnose von
OSA ist die Polysomnographie, doch deren begrenzte Verfiigbarkeit tragt zur ausge-
pragten Unterdiagnostizierung der Krankheit bei. Das Ziel dieser Dissertation ist die Er-
forschung von Zusammenhangen zwischen OSA und retikulierten Thrombozyten (reti-
culated platelets, RP), zellkernlosen Vorformen der reifen Thrombozyten mit residualer
RNA. Wahrend bereits unterschiedliche Einflisse von OSA auf Thrombozyten bekannt
sind, wurde eine Untersuchung des RP-Anteils bei OSA-Erkrankten zuvor nicht be-
schrieben. Retikulierte Thrombozyten kommen zusatzlich als Biomarker zur Ergédnzung
der OSA-Diagnostik in Frage. 78 Studienteilnehmende dieser Fall-Kontroll-Studie der
Schlafambulanz des LMU-Klinikums Miinchen wurden anhand des Apopnoe-Hypopnoe-
Index (AHI) einer Experimentalgruppe aus 63 OSA-Erkrankten und einer Kontrollgruppe
aus 15 Gesunden zugeteilt. Daraufhin wurden die retikulierten Thrombozyten mithilfe
von Thiazol-Orange (TO) und anti-CD-41-Antikérpern markiert und mittels Durchflusszy-
tometrie bestimmt. Die OSA-Kennwerte AHI und DI (Desaturationsindex) korrelieren mit
dem prozentualen Anteil der RP (AHI: r = 0,698**; DI: r = 0,545**) sowie den absoluten
RP-Werten (AHI: r = 0,520**, DI: r = 0,487**). OSA-Erkrankte wiesen signifikant héhere
prozentuale (Median = 17,20%, IQA = 7,50%) und absolute RP-Werte (Median
39.980/ul, IQA = 20.420/ul) auf als gesunde Personen der Kontrollgruppe (Median
8,56%, IQA = 7,37%; Median = 18.800/ul, IQA = 26.600/ul). Es wurde ein Cut-off-Wert

von 12,7% flr den Anteil der retikulierten Thrombozyten als Biomarker flir OSA ermittelt,

welcher mit einer Sensitivitdt von 84,1% und einer Spezifitdt von 80,0% einhergeht.
Wichtige Limitationen der Studie bestanden in der geringen Anzahl an gesunden Kon-
trollpersonen und der unzureichenden Standardisierung der RP-Bestimmung in der
Durchflusszytometrie. Vor einem klinischen Einsatz sind weitere Studien notwendig, die
den Einsatz dieses Biomarkers in Populationen mit einer geringeren OSA-Pravalenz pri-
fen. Der erstmals beobachtete Anstieg des Anteils thrombogener, unreifer Thrombozy-
ten gibt weitere Einsichten in die pathophysiologische Rolle von Thrombozyten bei OSA

und der Entstehung kardiovaskularer Folgeerkrankungen.



Abstract

Obstructive sleep apnea (OSA) is a common condition associated with a significant re-
duction in quality of life as well as an increased risk of developing cardiovascular disease.
The gold standard for diagnosing OSA is polysomnography, but its limited availability
contributes to the severe underdiagnosis of the disease. The aim of this dissertation is
to investigate the relationship between OSA and reticulated platelets (RP), immature
platelets with residual RNA. While various effects of OSA on thrombocytes are already
known, an increased proportion of RP in OSA patients has not been previously de-
scribed. Additionally, reticulated platelets may be a potential biomarker to improve diag-
nosis of OSA prior to performing polysomnography. 78 study participants of this case-
control study of the sleep clinic of the LMU Klinikum Munich were assigned to an exper-
imental group of 63 OSA patients and a control group of 15 healthy subjects based on
the apopnea-hypopnea index (AHI). Subsequently, reticulated platelets were stained us-
ing thiazole orange (TO) and anti-CD-41 antibodies and determined by flow cytometry.
OSA indices AHI and DI (desaturation index) correlated with the percentage of RP (AHI:
r=0.698**; DI: r = 0.545**) and absolute RP levels (AHI: r = 0.520*, DI: r = 0.487**).
OSA patients showed significantly higher percentages of RP (median = 17.20%, IQR =
7.50%) as well as absolute RP values (median = 39,980/l, IQR = 20,420/ul) than healthy
subjects in the control group (median = 8.56%, IQR = 7.37%; median = 18,800/ul, IQR
= 26,600/ul). A cut-off value of 12.7% for the percentage of reticulated platelets as a
biomarker for OSA was determined, which was associated with a sensitivity of 84.1%
and a specificity of 80.0% for OSA. Important limitations of the study were the small
number of healthy control subjects and the insufficient standardization of RP determina-
tion in flow cytometry. Further studies testing the use of this biomarker in populations
with lower OSA prevalence are needed before clinical use can be considered. The in-
crease in the proportion of thrombogenic immature platelets observed for the first time
provides further insight into the pathophysiological role of platelets in OSA and the de-

velopment of cardiovascular sequelae.
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1. Einleitung

1.1  Obstruktive Schlafapnoe (OSA)

1.1.1 Einfuhrung in das Krankheitsbild

Die obstruktive Schlafapnoe (OSA) ist durch das Auftreten von nachtlichen Atemausset-
zern nach teilweisem oder vollstandigem Kollaps der oberen Atemwege gekennzeichnet
und gilt als die haufigste Form der schlafbezogenen Atemstérungen (Kline, 2016). Die
pharyngealen Obstruktionen fihren zu einer Reduktion (Hypopnoe) oder einem vollstan-
digen Aussetzen (Apnoe) des Atemflusses und dadurch zur Entstehung einer intermit-
tierenden Hypoxamie (IH). Diese obstruktiven Ereignisse gehen haufig mit einer als
Arousal bezeichneten kortikalen Weckreaktion einher, die eine Fragmentierung der phy-
siologischen Schlafarchitektur zugunsten flacherer Schlafstadien bewirkt (Shahveisi et
al., 2018).

Zusatzlich zu einem lauten, unregelmafligen Schnarchen mit Atemaussetzern berichten
viele Betroffene Uber eine stark gesteigerte Tagesschlafrigkeit (excessive daytime slee-
piness, EDS) und Erschépfung als Folge des nicht erholsamen Schlafes (Prasad et al.,
2018). Weitere haufige Symptome sind kognitive Beeintrachtigungen wie Konzentrati-
onsschwache und Reizbarkeit, depressive Verstimmung, morgendliche Kopfschmerzen,
Libidoverlust und Nykturie (Osman et al., 2018).

Der pharyngeale Kollaps entsteht allgemein durch ein Ungleichgewicht von dilatierenden
und obstruierenden Faktoren. Ein Grofteil der Patient*innen weist pradisponierende
anatomische Faktoren auf, sodass bereits im Wachzustand eine erhdhte Muskelaktivitat
der pharyngalen Dilatoren notwendig ist, um die Atemwege offen zu halten. Diese ana-
tomische Vulnerabilitat fihrt dann zu Obstruktionen, wenn es zu einer schlafbezogenen
Reduktion der Muskelaktivierung kommt (White, 2005). Weitere Faktoren, welche die
Entstehung von OSA begiinstigen, sind eine niedrige Schwelle fir das Auftreten von
respiratorischen Arousals sowie eine geringe ventilatorische Stabilitat bei der Reaktion

auf Blutgasveranderungen (Osman et al., 2018).

Das mittlere Manifestationsalter des Schlafapnoesyndroms liegt zwischen 45 und 55 und

tritt bei Frauen etwa 10 Jahre spater auf (Konietzko, 1998). Epidemiologische Untersu-

chungen der Wisconsin Sleep Cohort Studie schatzten die OSA-Pravalenz auf 9% bei
1



Frauen und 24% bei Mannern. Unter Einbezug des Kriteriums der excessive daytime
sleepiness (EDS) wurde in dieser Studie das Vorliegen eines obstruktiven Schlafapnoe-
Syndroms (OSAS) definiert, welches bei 2% der Frauen und 4% der Manner vorlag
(Young et al., 1993).

Es existieren zahlreiche bekannte Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer obstruktiven
Schlafapnoe. Einer der wichtigsten ist das mannliche Geschlecht, welches in populati-
onsbasierten Studien ein 1,5-3fach erhdhtes Risiko flir OSA bewirkt (Lee et al., 2008;
Young et al., 1993). Aulerdem gilt Adipositas, welche bei ca. 70% aller OSA-Erkrankten
vorliegt (Wolk et al., 2003), als einer der wichtigsten Risikofaktoren. Dieser Zusammen-
hang wird unter anderem auf die verstarkte Fetteinlagerung in Halsstrukturen, einge-
schrankte pulmologische Kapazitaten sowie endokrinologische Veranderungen bei Adi-
positas zurlickgefiihrt (Konietzko, 1998; Young et al., 2002). Weitere Risikofaktoren fiir
OSA sind Besonderheiten der kraniofazialen Anatomie, der Konsum von Alkohol und
Nikotin, Nasenverstopfung, Menopause sowie eine erhdhte Chemorezeptorsensitivitat
bei der Atmungsregulation (Ryan & McNicholas, 2010; Young et al., 2002). Ein polyge-
netischer Einfluss unter anderem auf die Entstehung der pradisponierenden kraniofazi-
alen Morphologie erscheint sehr wahrscheinlich, wahrend die Rolle monogenetischer
Faktoren auf die Entstehung von OSA noch weitestgehend unklar bleibt (Kent et al.,
2010).

1.1.2 Diagnostik und Definitionen

Bei Verdacht auf OSA wird zunachst durch eine gezielte Anamnese, klinische Untersu-
chung sowie die Auswertung von Fragebdgen, wie dem STOP-BANG-Fragebogen (s.
Anhang) und der Epworth Sleepiness Scale (ESS, s. Anhang), die Wahrscheinlichkeit
fur das Vorliegen von OSA eingeschatzt. Hierbei wird auf das Vorhandensein von Symp-
tomen, Risikofaktoren und Komorbiditaten der obstruktiven Schlafapnoe geprift. Darauf-
hin kann der Verdacht auf OSA unter Beurteilung der Pratest-Wahrscheinlichkeit,
Komorbiditaten und Ressourcen zunachst mithilfe von ambulanten Polygraphie-Syste-
men geprift werden, welche bei hoher Pratest-Wahrscheinlichkeit fur den diagnosti-
schen Nachweis eingesetzt werden koénnen (,S3-Leitlinie Nicht erholsamer
Schlaf/Schlafstérungen — Kapitel ,Schlafbezogene Atmungsstérungen®, 2017). Die defi-
nitive Diagnostik setzt jedoch meist die Durchflihrung einer Polysomnographie in einem
Schlaflabor voraus. Hierbei wird wahrend des Schlafs eine 12-Kanal-Messung aufge-
zeichnet, die ein Elektroenzephalogramm (EEG), Elektrookulogramm (EOG), Elektromy-

ogramm (EMG), eine Pulsoxymetrie, ein Schnarchmikrofon, eine Pulsoxymetrie sowie

2



eine Messung des Atemflusses, der Atemexkursionen und der Kdrperposition beinhaltet
(McNicholas, 2008).

In der Polygraphie oder Polysomnographie lasst sich bei OSA definitionsgemal ein er-
héhter Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) feststellen. Der AHI berechnet sich aus der Summe
der auftretenden Apnoen und Hypopnoen pro Stunde Schlafzeit. Eine Apnoe liegt vor,
wenn es zu einem Abfall des Atemflusses = 90% firr eine Dauer von mindestens 10
Sekunden kommt. Eine Hypopnoe liegt vor, wenn es zu einer Reduktion des Atemflus-
ses 2 30% fur mindestens 10 Sekunden, verbunden mit einem Absinken der arteriellen
Sauerstoffsattigung um 3% oder einem EEG-Nachweis von Arousals kommt (Berry et
al., 2012). Zusatzlich aulern sich die Apnoephasen in einem erhéhten Desaturationsin-
dex (DI), der die Anzahl der Sauerstoffentsattigungen von mindestens 3% welche mehr
als 10 Sekunden andauern pro Stunde angibt. Der Referenzbereich flir Gesunde liegt
bei < 5 relevanten Sauerstoffentsattigungen pro Stunde Schlaf (Rashid et al., 2020).
OSA kann ab einem AHI = 5/h in Verbindung mit einer typischen klinischen Symptomatik
oder relevanten Komorbiditat diagnostiziert werden; bei einem AHI = 15/h liegt eine OSA
definitionsgemal auch bei asymptomatischen Patient*innen vor (,S3-Leitlinie Nicht
erholsamer Schlaf/Schlafstérungen — Kapitel ,Schlafbezogene Atmungsstérungen®,
2017). OSA kann daraufhin in die Schweregrade leichte OSA (AHI 5-15/h), mittelgradige
OSA (AHI 15-30/h) und schwere OSA (AHI = 30) eingeteilt werden (Sateia, 2014).

1.1.3 Komorbiditaten und Risiken von OSA

Eine unbehandelte obstruktive Schlafapnoe gilt als Risikofaktor fiir die Entstehung von
arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2 sowie kardiovaskularen Folgeerkrankun-
gen wie koronare Herzkrankheit, Herzinsuffizienz, kardiale Arrhythmien, pulmonale Hy-
pertonie, Schlaganfall und vaskulare Demenz (Floras, 2018; Kasai et al., 2012; Konecny
et al., 2014; Reutrakul & Mokhlesi, 2017b; Sharma & Culebras, 2016).

OSA gilt als haufigster sekundarer Risikofaktor fir eine arterielle Hypertonie; insbeson-
dere therapieresistente Formen sind haufig mit OSA assoziiert (Floras, 2018). Wahrend
bei ca. 20-40% aller Patient*innen mit arterieller Hypertonie gleichzeitig eine OSA vor-
liegt, erhdht sich der Anteil bei Patient*innen mit therapieresistenter arterieller Hyperto-
nie sogar auf 71% (Konecny et al., 2014; Phillips & O’driscoll, 2013).



Eine Vielzahl von Studien beschreibt weiterhin einen Zusammenhang zwischen OSA
und gesteigerter Insulinresistenz, gestdrtem Glukosehaushalt und einem erhéhten Ri-
siko fir Diabetes mellitus Typ 2, welches auch BMI-unabhangig besteht (Aronsohn et
al., 2010; Hamilton & Naughton, 2013; Reutrakul & Mokhlesi, 2017b).

Wahrend Adipositas, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2 und Vorhofflimmern
bereits eigenstandige Risikofaktoren flir weitere kardiovaskulare Erkrankungen darstel-
len, zeigen sich auch unabhangige Effekte durch OSA. Erkrankte weisen ein 3,1fach
erhohtes Risiko fur das Auftreten von Schlaganfallen auf (Floras, 2018) und die OSA-
Pravalenz bei Patient*innen, die einen Schlaganfall erlitten, liegt bei Uber 60% (Parra et
al., 2000). Dieser Effekt konnte auch unabhangig vom BMI und dem Vorliegen von arte-

rieller Hypertonie oder Vorhofflimmern bestatigt werden (Yaggi et al., 2005).

Bei Untersuchungen der Sleep Heart Health Study (Gottlieb et al., 2010) und darauffol-
genden Metaanalysen (Loke et al., 2012) zeigte sich auRerdem ein geschlechtsabhan-
giger Zusammenhang zwischen OSA und koronarer Herzkrankheit sowie Herzinsuffizi-
enz. Wahrend OSA einen unabhangigen Pradiktor flr Herzinsuffizienz und koronare
Herzkrankheit bei Mannern unter 70 Jahren darstellte, konnte der gleiche Effekt bei

Frauen nicht bestatigt werden (Gottlieb et al., 2010).

Die Vielzahl an kardiovaskularen Erkrankungen, fiir deren Entstehung und Progression
OSA einen Risikofaktor darstellt, duf3ert sich unter anderem in einer Erhéhung der kar-
diovaskularen Mortalitat sowie Gesamtmortalitdt bei schwerer OSA (Fu et al., 2017;
Marin et al., 2005).

1.1.4 Sympathikus, oxidativer Stress und Komorbiditaten von OSA

Eine Vielzahl von Forschungsarbeiten fihrt diese hohe kardiovaskulare Morbiditat bei
OSA auf einen erhéhten Sympathikotonus sowie einen gesteigerten Zustand von oxida-
tivem Stress sowie dauerhafter, wenn auch niedriggradiger, Inflammation zurlck, die
zusammenwirkend eine endotheliale Dysfunktion und Atherosklerose beglnstigen
(Lavie, 2009).

Durch intermittierende Hypoxien (IH) wahrend der Apnoephase kommt es zu einer
Chemorezeptor-vermittelten Aktivierung des Sympathikus, die mit einer gesteigerten Zir-
kulation von Katecholaminen sowie einer Aktivierung des RAAS-Systems einhergeht
und auch nach Wegfallen des hypoxischen Stimulus anhalt (Phillips & O’driscoll, 2013).

Diese chronische Aktivierung begiinstigt Gber einen erhdhten Gefalwiderstand und va-



skuldres Remodeling das Entstehen von arterieller Hypertonie und anderen OSA-asso-
ziierten Erkrankungen (Baranchuk et al., 2010; Bradley & Floras, 2009; Loke et al., 2012;
Salman et al., 2020). Die gesteigerte Sympathikusaktivitat iibt weiterhin Einflisse auf die
Regulation des Glukosehaushaltes aus, sodass eine Bedeutung fliir den Zusammenhang
von OSA und Diabetes mellitus Typ 2 vermutet wird (Reutrakul & Mokhlesi, 2017b).

Neben den Sympathikus-vermittelten Einflissen wird OSA zunehmend als eine Erkran-
kung verstanden, die maRgeblich durch einen Zustand von oxidativem Stress charakte-
risiert ist. Oxidativer Stress beschreibt ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und
Verbrauch von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxidanionen und Reakti-
ven Stickstoffspezies (RNS) wie Peroxynitrit (Badran et al., 2014). Diese Radikale besit-
zen wichtige physiologische Funktionen als humorale Signalstoffe, fliihren jedoch im
Ubermald durch die Modifikation von Membranen, Lipiden, Proteinen und DNA zu Zell-
und Gewebeschadigungen (Lavie, 2009). Eine Vielzahl von Studien konnte bei OSA-
Erkrankten erhdhte Biomarker der Lipidperoxidation, Proteincarbonylation und DNA-Oxi-
dation nachweisen, welche als Marker fiir oxidativen Stress gelten (Barcel¢ et al., 2000;
Kizawa et al., 2009; Lavie et al., 2004; Vatansever et al., 2011; Yamauchi et al., 2005).

Abbildung 1 zeigt, wie intermittierende Hypoxien exzessive Reduktionsreaktionen in Mi-
tochondrien sowie die Aktivierung der NADPH-Oxidase und Xanthinoxidase in Phagozy-

ten und Endothelzellen ausloésen, wodurch vermehrt ROS und RNS entstehen.



Abbildung 1
Die Rolle von oxidativem Stress bei obstruktiver Schlafapnoe
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Anmerkung. In Anlehnung an Badran et al., 2014. Intermittierende Hypoxien (IH) l16sen
eine gesteigerte Produktion von ROS und RNS aus, die in einer selbstverstarkenden

Kaskade zur Schadigung von DNA, Proteinen und Lipiden fiihrt.

Der Hauptvertreter aus der Gruppe der ROS ist das Superoxidanion, welches selbst-
standig die Formation weiterer ROS und RNS wie Hydroxylradikale, Wasserstoffperoxid
und Peroxynitrit verursacht (Lavie, 2009). Letzteres entsteht durch die Reaktion von Su-
peroxidanionen mit dem endothelialen Vasodilatator Stickstoffmonoxid (NO), einem es-
senziellen Faktor fUr eine intakte vaskulare Funktion und Reaktivitat (Arnold et al., 1977;
Ignarro et al., 1987; Varadharaj et al., 2015). Bei OSA-Erkrankten kommt es zusatzlich
zur Neutralisierung von NO zu einer reduzierten Expression und Dysfunktion der NO-
produzierenden endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), sodass die NO-
Bioverfligbarkeit am Endothel sinkt (Badran et al., 2014; Varadharaj et al., 2015).

Oxidativer Stress wirkt tiber eine direkte Schadigung von Zellen und Molekiilen sowie
Uber indirekte Mechanismen wie die Senkung der NO-Bioverfiigbarkeit am Endothel und
eine Aktivierung von inflammatorischen Signalwegen als ein hauptursachlicher Faktor
bei der Entstehung endothelialer Dysfunktion (Badran et al., 2014). Diese stellt die fru-
heste vaskulare Veranderung in OSA-Modellen dar und gilt als Pradiktor fir die Progres-
sion von kardiovaskularen Erkrankungen in der Gesamtpopulation (Varadharaj et al.,

2015). In Verbindung mit den haufig komorbiden Faktoren des metabolischen Syndroms



bei OSA (Castaneda et al., 2018) erklart dieses Modell die Entstehung von Atheroskle-

rose und das erhdhte Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen bei OSA.

1.1.5 Therapie der OSA

Die obstruktive Schlafapnoe wird in den meisten Fallen mit einer néachtlichen Uberdru-
ckatmung (continuous positive airway pressure, CPAP) behandelt. Die Aufrechterhal-
tung eines erhdhten Druckniveaus von ca. 4 - 15mbar in den oberen Atemwegen stellt
die effektivste verfligbare Malinahme zur Behandlung der Atemstérungen dar (Ballester
et al., 1999). Die Indikation fiir eine CPAP-Therapie wird in Abhangigkeit von den Symp-
tomen, Begleiterkrankungen und Ergebnissen der Polysomnographie gestellt. Bei einem
AHI = 15/h besteht eine klare Therapieindikation; bei einem AHI von 5-15/h kann bei
gleichzeitigem Bestehen von Symptomen oder Begleiterkrankungen auch eine CPAP-
Therapie indiziert sein (,S3-Leitlinie Nicht erholsamer Schlaf/Schlafstérungen —

Kapitel ,Schlafbezogene Atmungsstérungen*, 2017).

Eine konsequente Anwendung der CPAP-Therapie fuhrt neben einer Verbesserung der
Tagesschlafrigkeit, Lebensqualitat und neurokognitiven Symptomen (Cao et al., 2017)
auch zu einer Senkung des Blutdrucks (Haentjens et al., 2007). Es konnte gezeigt wer-
den, dass die CPAP-Therapie erhdohtem oxidativen Stress und Inflammation bei OSA
entgegenwirkt (Alonso-Fernandez et al., 2009; Arias et al., 2008; Carpagnano et al.,
2003; Schulz et al., 2000). Auch die erhohte kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat
bei OSA kann durch die CPAP-Therapie reduziert und sogar normalisiert werden (Fu et
al., 2017; Marin et al., 2005; Qureshi et al., 2015; Sharma & Culebras, 2016).

Die Verringerung des Korpergewichts gilt als eine wichtige Therapiemalinahme bei adi-
posen Patient*innen, da eine Gewichtszunahme bzw. Gewichtsabnahme mit einer Pro-
gression bzw. Regression der Krankheitsaktivitat einhergeht (Young et al., 1993, 2002).
Aulerdem sollten OSA-Erkrankte informiert werden, dass der Konsum von Alkohol zu
einem erhéhten AHI, verstarktem Schnarchen und einer weiteren Stérung der Schlafar-
chitektur filhren kann (Burgos-Sanchez et al., 2020). Wahrend von einem Zusammen-
hang zwischen Rauchen und einem erhéhten Risiko fiir OSA ausgegangen wird, besteht
nur eine unzureichende Datenlage fir die Annahme, dass eine Nikotinkarenz OSA po-

sitiv beeinflusst (Krishnan et al., 2014).

Zusatzlich kann bei leichter und mittelgradiger OSA sowie bei jenen Betroffenen mit

schwerer OSA, die eine CPAP-Therapie ablehnen, der Einsatz von Unterkieferprotrusi-



onsschienen als Ersatz fir eine CPAP-Therapie in Betracht gezogen werden. Ein weite-
rer Therapieansatz betrifft die Lageabhangigkeit von OSA, da sich bei vielen Patient*in-
nen ein erhoéhter AHI in Rickenlage zeigt. Bei leicht- bis mittelgradiger OSA kann bei
erwiesener Lageabhangigkeit mithilfe unterschiedlicher Verfahren eine Vermeidung der
Rickenlage eingesetzt werden, wenn andere Therapien wie die CPAP-Therapie nicht
ausreichend toleriert werden (,S3-Leitlinie Nicht erholsamer Schlaf/Schlafstérungen —
Kapitel ,Schlafbezogene Atmungsstorungen®, 2017). Weiterhin existiert eine Vielzahl
chirurgischer Verfahren, welche das Ziel verfolgen, Obstruktionen zu reduzieren oder zu
beseitigen. Zum Einsatz kommen unter anderem Tonsillektomien, Uvulopalatopharyngo-
plastiken und Osteotomien sowie Neurostimulationsverfahren des Nervus hypoglossus
(Steffen et al., 2021). Diese und weitere Verfahren sollten stets im Einzelfall und unter
Beurteilung der individuellen Anatomie geprift werden und kommen vor allem bei CPAP-
Intoleranz zum Einsatz (,S3-Leitlinie Nicht erholsamer Schlaf/Schlafstérungen —

Kapitel ,Schlafbezogene Atmungsstorungen®, 2017).

1.2 Retikulierte Thrombozyten: Entstehung und Bedeutung

In dieser Dissertation werden Einfllisse der obstruktiven Schlafapnoe auf Thrombozyten,

insbesondere die Subpopulation der retikulierten Thrombozyten untersucht.

1.2.1 Thrombozyten und Thrombopoese

Thrombozyten sind scheibenférmige, zellkernlose Zellen von 1-3um Durchmesser, die
neben der Hamostase und Wundheilung spezielle Funktionen bei der Angiogenese, In-
flammation und Immunitat erfillen (Machlus & Italiano, 2013). Sie zirkulieren etwa flr 5-
11 Tage im Blut, bis sie schliellich in der Leber, Lunge und Milz abgebaut werden
(Jelkmann, 2010). Sie entstehen aus den Megakaryozyten, spezifischen polyploiden
Progenitorzellen im Knochenmark, die durch Endomitose, eine Zellkernteilung ohne Zell-
teilung, groRe Mengen an Protein und Zellmaterial generieren (Hoffmann, 2014). Nach
der Reifung der Megakaryozyten kommt es zur Abschniirung mehrerer tubularer Forts-
atze, der Proplattchen, aus denen pro Megakaryozyt insgesamt etwa 5000 Thrombozy-
ten entstehen (Hoffmann, 2014; Machlus & Italiano, 2013). Die Megakaryozyten entste-
hen ihrerseits aus pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen, ein Prozess, der von
Thrombopoetin (TPO) reguliert wird und in Bedarfssituationen um ein Vielfaches be-

schleunigt werden kann (Hoffmann, 2014).



1.2.2 Retikulierte Thrombozyten: Morphologie und Funktion

Am Ende der Thrombopoese werden unausgereifte Thrombozyten aus dem Knochen-
mark in die Peripherie freigelassen, die als retikulierte Thrombozyten (reticulated plate-
lets = RP) bezeichnet werden. Diese groReren, zellkernlosen Vorformen unterscheiden
sich dadurch von nicht-retikulierten, das heif3t adulten Thrombozyten, dass RP Uber die
Fahigkeit einer residualen Proteinbiosynthese verfligen, da sie noch Granula mit mRNA

sowie Zellorganellen fur die Proteinbiosynthese enthalten (siehe Abbildung 2).
Abbildung 2

Transmissionselektronenmikroskopie von nicht-retikulierten und retikulierten Throm-
bozyten

A Non-reticulated platelets Reticulated platelets B Rough endoplasmatic reticulum C Golgi apparatus

Anmerkung. Quelle: Hille et al., 2020. Morphologie von nicht-retikulierten Thrombozyten
und retikulierten Thrombozyten (A), mit Nachweis der fiir Proteinbiosynthese- und Modi-
fikation notwendigen Zellorganellen: raues Endoplasmatisches Retikulum (B) und Golgi-
Apparat (C)

Ein weiteres Merkmal der retikulierten Thrombozyten ist eine vermehrte Expression der
Oberflachenproteine P-Selektin, Glykoprotein Ib und llb/llla sowie eine erhohte intrazel-
luldare Thromboxan-A2-Konzentration, sodass davon ausgegangen wird, dass RP uber
ein hoheres thrombogenes Potential verfigen (Guthikonda et al., 2008; Meintker &
Krause, 2020).

Vor der Maturation in adulte Thrombozyten besitzen RP eine geringe Zirkulationsdauer
von weniger als einem Tag und Konzentrationsanstiege der Subpopulation lassen sich
bereits 2-3 Tage vor dem Anstieg der reifen Thrombozyten feststellen (Hoffmann, 2014).
Aufgrund des friihzeitigen Anstiegs und der kurzen Lebensspanne kommt den RP, ana-
log zu den Retikulozyten der Erythropoese, eine Bedeutung als Marker der Thrombopo-

ese zu (Dusse & Freitas, 2014).



1.2.3 Retikulierte Thrombozyten: Nachweismethoden und Einsatzgebiete

Bei der Erstbeschreibung der retikulierten Thrombozyten 1969 durch Ingram und
Coopersmith wurde noch Methylenblau benutzt, um die neu entdeckten Zellen, die da-
mals nach akutem Blutverlust in Beagle-Hunden beobachtet wurden, anzufarben
(Ingram & Coopersmith, 1969). Seit 1990 hat sich die Farbung der RP mit dem Fluores-
zenzfarbstoff Thiazol-Orange (TO) bewahrt, der durch die Bindung an residuale mRNA
eine Bestimmung der RP mithilfe der Durchflusszytometrie ermdglicht (Kienast &
Schmitz, 1990a).

Thiazol-Orange ist ein Cyanin-Farbstoff, der an Nukleinsauren bindet und daraufhin eine
3000fache Verstarkung der Fluoreszenz bewirkt (Harrison et al., 1997). TO besitzt viele
Eigenschaften, die es zu einem geeigneten Fluoreszenzfarbstoff bei der Darstellung von
RP in der Durchflusszytometrie machen. TO wird durch Licht mit einer Wellenlange von
488nm angeregt, wie es durch die Argonlaser in Durchflusszytometern produziert wird;
aulRerdem kann TO Zellmembranen Ubertreten, ohne dass ein Permeabilisationsschritt
notwendig ist (Harrison et al., 1997). Die Einflihrung der durchflusszytometrischen Be-
stimmung der RP mithilfe von Thiazol-Orange sowie die Entwicklung kommerzieller Ana-
lysatoren flhrte dazu, dass der Nutzen der RP-Bestimmung bei unterschiedlichen klini-
schen Fragestellungen wie etwa bei der Differentialdiagnostik von Thrombozytopenien

erforscht wurde (s. Tabelle 1).
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Tabelle 1
Klinische Studien zu Einsatzgebieten der retikulierten Thrombozyten

Einsatzgebiet Zielsetzung

Thrombozytopenie Differenzierung von hyper- und hypoproliferativen
Thrombozytopenien

Evaluation der Thrombopoese nach Chemothera-
pie
Evaluation der Thrombopoese nach Transplanta-

tion von Knochenmark oder peripheren hamatopo-
etischen Stammzellen

Management von Thrombozytentransfusionen
Akutes Koronarsyndrom (ACS) Pradiktion des Outcomes

Monitoring von Thrombozytenaggregationshem-

mern
Ischdmischer Schlaganfall Pradiktion des Outcomes
Infektion Pradiktion und Diagnose von Sepsis

Anmerkung. In Anlehnung an Hoffmann, 2014; Meintker & Krause, 2020.

Wahrend das Potential von RP als nicht-invasiver Marker bei unterschiedlichen Krank-
heitsbildern bestatigt werden konnte, zeigten sich auch Limitationen, unter anderem
durch grof3e Variationen in den Nachweismethoden und Referenzwerten, die einen brei-
ten klinischen Einsatz verhinderten (Hoffmann, 2014; Meintker & Krause, 2020). Seitdem
wurden Einflussfaktoren bezliglich Typ und Konzentration der eingesetzten Fluorophore,
Inkubationszeit, Fixation und der Auswertung der Durchflusszytometrie identifiziert und
ein zweidimensionaler Gating-Prozess etabliert (vgl. Kapitel 2.10), um eine hohere Re-

produzierbarkeit zu erreichen (Hoffmann, 2014; Meintker & Krause, 2020).

1.3 OSA und retikulierte Thrombozyten — Relevanz und
Plausibilitat

OSA ist ein haufiges Krankheitsbild, das unbehandelt einen mafigeblichen, negativen
Einfluss auf die gesundheitsbezogene Lebensqualitat der betroffenen Patient*innen aus-

Ubt (Young et al., 2002). Das Ausmal} von Symptomen wie der deutlich erhdhten Tages-

schlafrigkeit und kognitiven Einschrankungen wird beispielsweise dadurch deutlich, dass

11



ein starker Zusammenhang zwischen OSA und vermehrten Verkehrsunfallen und ar-
beitsbezogenen Unfallen besteht (Aldrich, 1989; Barbé et al., 1998; Lindberg et al.,
2001). Eine umfassende Studienlage belegt die Rolle von OSA als einen entscheiden-
den Risikofaktor fiir arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und weitere Herz-Kreislauf-
Erkrankungen. Doch trotz der weitreichenden medizinischen Konsequenzen fanden
Young et al. (1997) bei einer Population mit Zugang zu medizinischer Versorgung, dass
93% der Frauen und 82% der Manner mit moderater bis schwerer OSA nicht diagnosti-
ziert wurden. Auch aus 6konomischen Gesichtspunkten zeigt sich die Dringlichkeit, OSA
umfassender zu diagnostizieren und zu behandeln. Eine Studie durch Kapur et al. (1999)
schatzte die Kosten, die durch nicht-diagnostizierte OSA in den USA entstehen, auf 3,4
Milliarden US-Dollar pro Jahr. Diese Untersuchungen zeigen, dass mit Blick auf die hohe
OSA-Pravalenz ein zu niedriges gesellschaftliches und medizinisches Bewusstsein flr

OSA besteht und dass die Erhéhung der Diagnoserate eine hohe Dringlichkeit besitzt.

In einer 2022 veroffentlichten Studie der Arbeitsgruppe Petzold et al zu den Einflissen
von neutrophilen Granulozyten auf die Entstehung von retikulierten Thrombozyten zeigte
sich, dass durch oxidativen Stress die Produktion von unreifen Thrombozyten angeregt
wird (Petzold et al., 2022). Da oxidativer Stress ein charakteristisches Merkmal von OSA
ist, wurde im Rahmen dieser Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie untersucht,
ob OSA-Erkrankte erhohte RP-Werte aufweisen. Vorlaufige Ergebnisse in dieser Ko-
horte mit einer niedrigen Fallzahl gaben Hinweise, dass tatsachlich eine Verschiebung
der Thrombozytenpopulation zugunsten jlingerer Spezies stattfindet und dass ein Zu-

sammenhang zwischen dem Anteil der RP und dem AHI-Wert besteht.

Aufgrund dieser Vorergebnisse wird in dieser Dissertation untersucht, ob ein Einfluss der
obstruktiven Schlafapnoe auf die Subpopulation der retikulierten Thrombozyten nachge-

wiesen werden kann (s. Kapitel 1.4).

Diverse Studien haben sich bereits mit dem Einfluss von OSA auf Thrombozyten ausei-
nandergesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass es bei OSA unter Einfluss von Sympa-
thikus, oxidativem Stress und Inflammation zu einer lUbermaRigen Aktivierung von
Thrombozyten kommt (s. Kapitel 4.3.2). Dies konnte unter anderem anhand der Throm-
bozyten-Indizes MPV (mean platelet volume) sowie PDW (platelet distribution width) ge-
zeigt werden, welche Male fiir die GroRenverteilung der Thombozyten darstellen. Da es
bei der Aktivierung der Thombozyten zu einer morphologischen Veranderung von der
diskoiden Grundform zu einer spharischen Form sowie zur Formation von Pseudopodien
kommt, sind aktivierte Thrombozyten im Durchschnitt gréRer. Daher gelten MPV und

PDW als reprasentativ fir die Thrombozytenaktivierung (Vagdatli et al., 2010). Es konnte
12



gezeigt werden, dass die Parameter MPV und PDW mit OSA-Kennwerten wie dem AHI
und DI einerseits sowie mit der Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen und Di-
abetes mellitus anderseits korrelieren (Kanbay et al., 2013a; Kodiatte et al., 2020; Nena
et al., 2012). Wahrend Varol et al. (2011) eine Reduktion der MPV-Werte bei Patient*in-
nen mit schwerem OSA nach CPAP-Therapie fanden, konnten andere Studien zwar eine
Reduktion der PDW unter CPAP-Therapie feststellen, aber einen Einfluss auf MPV nicht
bestatigen (Cortik et al., 2016). Auch bei der Bestimmung humoraler Marker der Throm-
bozytenaktivierung wie P-Selektin, sCD40L sowie Membran-derived microparticles
(PMP) konnte ein erhdhtes Niveau unter OSA-Erkrankten sowie ein Einfluss der CPAP-

Therapie auf diese Marker festgestellt werden (Gabryelska et al., 2018).

Genauere Mechanismen, welche bei OSA-Erkrankten die Thrombozyten beeinflussen,
sind noch Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Diskussion (s. Kapitel 4.3.2). Insbe-
sondere ist ein Zusammenhang zwischen retikulierten Thrombozyten und OSA, der auf-
grund der oben erwahnten Vorarbeit vermutet werden kann, in der Literatur bisher nicht

beschrieben.

Die Erforschung des Zusammenhangs zwischen OSA und RP koénnte zu einem besse-
ren Verstandnis der Einflisse von OSA auf die Thrombozyten beitragen. Da RP auler-
dem durch ein hohes thrombotisches Potential gekennzeichnet sind (Guthikonda., 2008;
Meintker & Krause, 2020), kdnnte dieser Zusammenhang auch weitere Erklarungen fir

das gehaufte Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen bei OSA-Erkrankten bieten.

1.4 Zielsetzung der Dissertation

In dieser Dissertation wird der vermutete und bisher nicht beschriebene Zusammenhang

zwischen OSA und einer Erhéhung der retikulierten Thrombozyten untersucht.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass bei OSA-Erkrankten ein positiver Zusammen-
hang zwischen Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) und Desaturationsindex (DI) einerseits
und den prozentualen sowie absoluten Werten der retikulierten Thrombozyten ander-
seits besteht (Hypothese 1). Weiterhin wird die Hypothese gestellt, dass OSA-Erkrankte
signifikant hdhere RP-Werte aufweisen als Kontrollpatient*innen, bei denen kein OSA
vorliegt (Hypothese 2). Es wird geprift, ob anhand der RP-Werte eine Zuordnung zu
unterschiedlichen OSA-Schweregaden moglich ist. Auflerdem soll untersucht werden,
ob Einflussfaktoren auf diesen vermuteten Zusammenhang identifiziert werden kénnen.

Weiterhin soll ein Zusammenhang zwischen den retikulierten Thrombozyten und dem
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bereits intensiv erforschten MPV-Wert untersucht werden, der sowohl als Marker fiir

OSA als auch fur kardiovaskulare Folgeerkrankungen gilt.

SchlieRlich besteht ein weiteres Primarziel dieser Dissertation in der Frihevaluation von
retikulierten Thrombozyten als Biomarker bei obstruktiver Schlafapnoe. Ein solcher Bio-
marker kénnte die Diagnostik von OSA unterstlitzen, indem er dazu beitragt, die Wahr-
scheinlichkeit fiir das Vorliegen von OSA vor Durchflihrung einer Polysomnographie ein-
zuschatzen. Denn obwohl die Polysomnographie im Schlaflabor ein wichtiges und aus-
sagekraftiges diagnostisches Mittel ist, handelt es sich um eine zeitaufwendige und teure
Untersuchung (Medical Advisory Secretariat, 2006), die nicht immer verfiigbar ist und
eine Hurde fir Betroffene darstellen kann. Daher stellt die Priifung von Biomarkern fiir
die Erganzung der OSA-Diagnostik ein wichtiges Ziel dar, um der beschriebenen Unter-
diagnostizierung entgegenzuwirken. Doch obwohl bereits zahlreiche Biomarker fiir den
Einsatz bei OSA untersucht wurden, zeigten diese allesamt relevante Limitationen (s.
Kapitel 4.3.2), sodass bisher kein Biomarker klinischen Einsatz findet (Shih & Malhotra,
2011).

Durch Shih und Malhotra (2011) wurden Kriterien aufgestellt, die den diagnostischen
Nutzen neuer Biomarker speziell bei obstruktiver Schlafapnoe beurteilen. Anhand dieser
Kriterien soll evaluiert werden, ob RP die notwendigen Eigenschaften aufweisen, um die
Diagnostik von OSA zu unterstitzen. Hierzu soll geprift werden, ob ein Cut-off-Wert
gefunden werden kann, der bei Einsatz in der klinischen Praxis genutzt werden kann,
um das Risiko einer OSA-Erkrankung zu beurteilen und die Notwendigkeit fir die Durch-

fihrung einer Polysomnographie einzuschatzen.

Die Erforschung des Zusammenhangs von OSA und retikulierten Thrombozyten soll zu-
sammenfassend weitere Einblicke in die Einflisse von OSA auf die Thrombozyten sowie
die Struktur der verschiedenen Subpopulationen ermoéglichen. Durch die Evaluation von
RP als Biomarker bei OSA soll aulterdem gepruft werden, ob die Bestimmung der RP-

Werte das Potential besitzt, den diagnostischen Prozess bei OSA zu unterstiitzen.
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2. Material und Methoden

2.1 Studienkollektiv, Ein- und Ausschlusskriterien

Die Untersuchungen wurden bei erwachsenen, einwilligungsfahigen Patient*innen aus
der schlafmedizinischen Ambulanz der Medizinischen Klinik und Poliklinik V des LMU
Klinikums Minchen durchgefiihrt. Zusatzlich wurden 8 weitere Patient*innen aus der all-
gemeinen und pneumologischen Ambulanz in die Studie eingeschlossen, bei denen
durch eine klinische Anamnese und Untersuchung sowie eine ambulante Polygraphie

das Vorliegen einer schlafbezogenen Atemstérung ausgeschlossen wurde.

Alle einwilligungsfahigen Patient*innen, welche die regularen Sprechstunden der Ambu-
lanzen in dem Zeitraum vom 1.10.2019 bis zum 1.11.2020 besuchten, wurden, sofern
keine Ausschlusskriterien vorlagen, gezielt auf eine Studienteilnahme angesprochen.
Ausschlusskriterien waren dann erfillt, wenn der/die Patient/in aktuell, oder zu einem
frheren Zeitpunkt innerhalb der letzten 10 Jahre mit einer CPAP-Therapie behandelt
wurde. Dieses Kriterium wurde nicht erfiillt, wenn der/die Patient/in lediglich an maximal
3 Nachten in den letzten Monaten eine CPAP-Therapie einsetzte, um die Nutzung der
CPAP-Maske zu testen. Weitere Ausschlusskriterien fir eine Studienaufnahme waren
eine aktive Tumorerkrankung, hamatologische Erkrankungen und die aktuelle Einnahme
von Chemotherapeutika oder weiteren Medikamenten, welche die Hamatopoese beein-

flussen konnten.

Patient*innen, bei denen der/die behandelnde Arzt/Arztin anhand der Polysomnographie
das Vorliegen einer zentralen Schlafapnoe diagnostizierte, wurden ebenfalls von der

weiteren Studienteilnahme ausgeschlossen.

Ein Ausschluss aus der weiteren Auswertung nach Studienaufnahme erfolgte dann,
wenn die Ergebnisse der schlafmedizinischen Untersuchung, insbesondere der Apnoe-
Hypopnoe-Index oder Desaturationsindex nicht vorlagen, bspw. wenn Studienteilneh-
mende nicht zur schlafmedizinischen Untersuchung erschienen sind. Auch wenn die Er-
gebnisse der Blutanalysen, insbesondere der retikulierten Thrombozyten nicht vorlagen,
erfolgte ein nachtraglicher Ausschluss von den weiteren Analysen. Dies war etwa dann
der Fall, wenn es zu Fehlern bei der Durchfiihrung des Staining-Protokolls kam, sodass

eine durchflusszytometrische Auswertung nicht moglich war.
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2.2 Ethik und Einwilligung

Bei der Studie handelt es sich um ein Projekt des LMU Klinikums Campus Innenstadt,
Medizinische Klinik und Poliklinik V, in Kooperation mit dem LMU Klinikum Campus
GroRhadern. Alle Patient*innen und Proband*innen wurden umfassend und verstandlich
Uber die studienbezogenen MalRnahmen und Ziele arztlich aufgeklart und das schriftliche
Einverstandnis wurde dokumentiert. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Studie wurde
der Ethikkommission vorgelegt, die am 23.01.2020 die ethisch-rechtliche Unbedenklich-

keit zuerkannte (Referenznummer 19-797).

2.3 Anamnese und klinische Untersuchung

Bei allen Studienteilnehmenden wurde eine detaillierte Anamnese und korperliche Un-
tersuchung durchgefihrt. Hierbei wurde explizit nach dem Vorliegen von Symptomen
schlafbezogener Atemstérungen, kardiovaskularen Risikofaktoren, KérpergroRe und
Gewicht zur Ermittlung des BMI, Vorerkrankungen sowie nach den gegenwartig einge-
nommenen Medikamenten gefragt. Aullerdem wurden der systolische und diastolische

Blutdruck und die Herzfrequenz bestimmt.

2.4 Auswertung der Fragebogen

Die Studienteilnehmenden wurden gebeten, die beiden Fragebégen STOP-BANG und
Epworth Sleepiness Scale (ESS) zu beantworten (s. Anhang).

241 STOP-BANG-Fragebogen

Der STOP-BANG-Fragebogen wurde als einfach durchzuflihrende Screening-Untersu-
chung zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer OSA entwickelt
(Nagappa et al., 2015). Der Test besteht aus subjektiven Parametern (STOP) sowie de-
mographischen Parametern (BANG) und wurde in dieser Studie in der aktualisierten
Version nach Chung F et al. eingesetzt. Das Akronym STOP-BANG bezieht sich auf die
Fragebogen-ltems: snoring history, tired during the day, observed stop of breathing while
sleeping, high blood pressure, BMI = 35 kg/m? age = 50 years old, neck circumference
= 43cm in men /2 41cm in women, male gender. Werden 0-2 Fragen mit ja beantwortet
liegt nach dem aktualisierten STOP-BANG-Fragebogen ein niedriges Risiko fir eine
OSA vor, bei 3-4 mit ja beantworteten Fragen liegt ein mittleres Risiko vor. Ein hohes

Risiko flir OSA liegt gemaR® dem Fragebogen vor, wenn 5-8 Fragen mit ja beantwortet
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wurden, oder mindestens 2 der 4 ersten Fragen mit ja beantwortet wurden und zuséatzlich
entweder das mannliche Geschlecht, ein erhéhter Nackenumfang oder ein BMI =
35kg/m? vorliegen (Chung et al., 2014).

2.4.2 Epworth Sleepiness Scale (ESS)

Die Epworth Sleepiness Scale (ESS) ist ebenfalls ein einfach einzusetzender, verbrei-
teter Fragebogen, der anhand der subjektiven Einschatzung der Wahrscheinlichkeit, in
8 taglichen Situationen einzuschlafen, ein Mal fur die Tagesschlafrigkeit beziehungs-
weise excessive daytime sleepiness bietet. Der Test wurde urspringlich 1990 fir den
Einsatz bei unterschiedlichen Krankheiten wie etwa Narkolepsie entworfen; in dieser
Studie wurde die Uberarbeitete Version von 1997 eingesetzt (M. Johns & Hocking,
1997).

Das Ziel der ESS ist es, anhand von alltaglichen Situationen wie z.B. Sitzen, Lesen,
oder dem Warten im Auto wahrend einer Verkehrspause die situtional sleep propensity
(SSP), das heildt die Ubliche Schlafrigkeit wahrend diesen potenziell schlafférdernden
Situationen, zu messen. Hierzu wird die Wahrscheinlichkeit, in diesen Situationen ein-
zuschlafen, anhand einer 4-stufigen Likert-Skala (0, 1, 2 und 3) retrospektiv einge-
schéatzt, sodass eine Gesamtpunktzahl von 0-24 erreicht werden kann. Das Ergebnis
soll eine Objektivierung der average sleep propensity (ASP), das heil3t der durch-

schnittlichen Schlafrigkeit in alltaglichen Situationen, erméglichen (Johns MW, 2003).

Die Normalwerte der ESS liegen zwischen 0-10 Gesamtpunkten; Werte zwischen 11-
24 kennzeichnen excessive daytime sleepiness. Zur Interpretation der Ergebnisse des
ESS wird folgende Einteilung empfohlen: 0-5 Lower Normal Daytime Sleepiness, 6-10
Higher Normal Daytime Sleepiness, 11-12 Mild Excessive Daytime Sleepiness, 13-15
Moderate Excessive Daytime Sleepiness, 16-24 Severe Excessive Daytime Sleepiness
(Johns, 2022).

2.5 Polygraphie und Polysomnographie

Fir die Diagnostik und somit fir die Zuordnung zur Experimental- bzw. Kontrollgruppe
wurden zunachst ambulante Polygraphien und im Anschluss teilstationar durchgefiihrte
Polysomnographien eingesetzt. Die Polygraphien wurden teilweise im Schlaflabor der
Medizinischen Klinik und Poliklinik V erstellt und befundet und teilweise auswartig tber

das Personal der zuweisenden Schlaflabore.
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Bei der Polygraphie wurden die nachtliche Sauerstoffsattigung, der Atemfluss, die At-
mungsanstrengung, die Herzfrequenz sowie die Kdrperlage aufgezeichnet. Hierdurch
werden unter anderem Apnoephasen identifiziert, sodass nach standardisierten Techni-
ken durch technisches Personal der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI), der Desaturations-

index (DI) und andere respiratorische Kennwerte ermittelt werden kénnen.

Bei Patient*innen mit einem auffalligen Polygraphieergebnis oder Hinweisen auf das
Vorliegen einer SBA wurde zusatzlich eine Polysomnographie eingesetzt. Die Polysom-
nographien wurden alle im Schlaflabor der Medizinischen Klinik und Poliklinik V unter
der Uberwachung durch medizinisches Personal und mittels des PSG-Systems ,ALICE-

LE* erstellt und ausgewertet.

Im Rahmen dieser Aufzeichnungen wurden eine nasale und orale Atemflussmessung,
thorakale und abdominale Atemexkursionsmessungen sowie eine Pulsoxymetrie durch-
gefuihrt. Zusatzlich wurde ein kontinuierliches Elektroenzephalogramm, Elektromyo-
gramm und Elektrookulogramm abgeleitet. Anhand dieser Werte kénnen neben einer
genauen Bestimmung der respiratorischen Parameter wie des AHI und DI unter ande-
rem auch die Schlafdauer mit reduzierter Sauerstoffsattigung (SpO2 < 90%) sowie die

Struktur der Schlafphasen analysiert werden.

2.6 Studiendesign und Studienprotokoll

Es handelt sich um eine Fall-Kontroll-Studie, bei der Patient*innen, bei denen eine ob-
struktive Schlafapnoe diagnostiziert wurde sowie eine Kontrollgruppe von Studienteil-
nehmenden, bei denen eine obstruktive Schlafapnoe ausgeschlossen werden konnte,

untersucht wurden.

Die Experimentalgruppe mit 63 Probanden bestand aus allen eingeschlossenen Pati-

ent*innen der Schlafambulanz mit bisher nicht behandelter OSA.

Die Kontrollgruppe bestand aus 15 Studienteilnehmenden, bei denen eine obstruktive
Schlafapnoe ausgeschlossen werden konnte. Hierzu zahlten 7 Patient*innen, die im
Rahmen der routinemafigen Schlafambulanz aufgenommen wurden sowie 8 Studien-
teilnehmenden aus den allgemeinen und pneumologischen Ambulanzen, bei denen kein

Verdacht auf eine obstruktive Schlafapnoe bestand.

Die Zuordnung der Studienteilnehmenden zur Kontroll- bzw. Experimentalgruppe wurde
gemal den ICSD-3 Leitlinien zur Diagnose von OSA durchgefihrt (s. Abbildung 3). Hier-
bei wird die Diagnose OSA gestellt, wenn ein AHI = 15/h oder ein AHI zwischen 5-15/h
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in Kombination mit einer typischen Symptomatik oder relevanten klinischen Komorbiditat
gegeben ist (,S3-Leitlinie Nicht erholsamer Schlaf/Schlafstérungen —

Kapitel ,Schlafbezogene Atmungsstoérungen', 2017).

Bei allen Studienteilnehmenden wurde nach einer gezielten Anamnese und klinischen
Untersuchung eine ambulante Polygraphie durchgefiihrt oder eine auswartig durchge-
fuhrte Polygraphie ausgewertet. Wenn diese einen unauffalligen AHI-Wert < 5/h zeigte
und kein weiterer Verdacht auf eine schlafbezogene Atemstérung (SBA) bestand, wur-
den die Studienteilnehmenden der Kontrollgruppe zugeordnet. Studienteilnehmende,
die einen AHI zwischen 5-15/h und keine weiteren Hinweise auf eine SBA aufwiesen,

wurden ebenfalls der Kontrollgruppe zugeordnet.

Studienteilnehmende mit einem AHI zwischen 5-15/h, bei denen Symptome oder rele-
vante Komorbiditaten einer obstruktiven Schlafapnoe vorlagen sowie Studienteilneh-
mende mit einem AHI = 15 in der Polygraphie wurden fiir mindestens eine, jedoch regu-
lar Gber zwei Nachte, mittels Polysomnographie untersucht. Die Studienteilnehmenden,
die hierbei einen AHI < 5 aufwiesen, wurden ebenfalls der Kontrollgruppe zugeordnet.
Studienteilnehmende, die in der Polysomnographie einen AHI = 5 in Verbindung mit ei-
ner klinischen Symptomatik oder einen AHI = 15 zeigten, wurden geman der S3-Leitlinie
als OSA-erkrankt diagnostiziert und der Experimentalgruppe zugeordnet. Eine weitere
Aufteilung der Experimentalgruppe erfolgte daraufhin in “Mild“: AHI 5-15, ,Moderat”: AHI
15-30 sowie ,Schwer”: AHI = 30. Abbildung 3 veranschaulicht den beschriebenen Algo-
rithmus zur Zuordnung der Studienteilnehmenden zur Experimentalgruppe bzw. Kon-

trollgruppe.
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Abbildung 3

Zuordnung der Studienteilnehmenden zur Experimentalgruppe bzw. Kontrollgruppe

Gesamtmenge der
Studienteilnehmenden
n=78
v
[ Polygraphie ]

AHI<5 AHI 215

AHI-Wert?

AHI 5-15

Klinische
Symptome?

nein

[ Polysomnographie ]-7

Kontrollgruppe Experimentalgruppe
n=15 AHI 2 15 oder n=63

AHI > 5 + klinische

Symptome

2.7 Blutentnahme und Transport

Nach der Zuordnung zur Experimentalgruppe oder Kontrollgruppe erfolgte bei den Stu-
dienteilnehmenden eine kubitale Blutentnahme im Rahmen der Routinebestimmungen.
Hierbei wurden zusatzlich zu der Blutabnahme im Rahmen der regularen klinischen Ver-
sorgung der Schlafambulanz insgesamt ca. 20 ml Citratblut abgenommen, welches fiir

die Bestimmung der retikulierten Thrombozyten bendtigt wurde.

Die Blutproben wurden daraufhin im Labor des Klinikum GroRhadern gemaf einem Stai-
ning-Protokoll (siehe Kapitel 2.9) fur retikulierte Thrombozyten vorbereitet und in der

Durchflusszytometrie ausgewertet.
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2.8 Materialien und experimentelle Methoden

Tabelle 2

Materialien, Geréate und Software

Name Hersteller CAS-Nummer
Allgemeine Materialien
Phosphate buffered saline (PBS) Polysciences, Inc 19540-A
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich 30525-89-4
15 ml Konisches Zentrifugenrohr- .
chen, Polypropylen Corning Falcon
50 ml Konisches Zentrifugenrohr- ,
chen, Polypropylen Corning Falcon
Pipette 0,5-10 ul Eppendorf
Pipette 10-100 ul Eppendorf
Pipette 100-1000 ul Eppendorf
Pipettenspitzen Eppendorf
Antikorper und Fluorophore
Thiazol-Orange (TO) Sigma-Aldrich 107091-89-4
Anti-Human-CD41:RPE Bio-Rad MCA467PE

Geriéte und Software

Centrifuge 5804 R
FacsCanto Il Cell Analyzer
Minishaker MS1 Vortex
Kaluza

Flowjo

Eppendorf

BD BioSciences
lka

BD

TreeStar, Inc.
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2.9 \Vorbereitung der Proben fir die Durchflusszytometrie

Die Markierung der RP sowie das Gating-Protokoll wurden analog zu bereits publizierten
Protokollen (Hedley et al., 2015a; Wu et al., 2015) unter Einsatz von Thiazol-Orange
(TO) und anti-CD41-Antikdrpern durchgefiihrt. Dieses Protokoll basiert auf dem Einsatz
von jeweils zwei FACS-Proben pro Patient; eine TO-markierte Messprobe sowie eine
Referenzprobe, die kein TO enthalt und die fiir die Bestimmung des Zielbereiches be-

nutzt wird.

Hierzu wurden 20 pl des Citratbluts in einem Zentrifugenréhrchen mit 500 ul 1%-PFA-
Lésung vermischt und flr 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die Zellen fir
die Durchflusszytometrie zu fixieren. Danach wurden die Zentrifugenréhrchen mit PBS
aufgefillt und anschlieBend zentrifugiert. Der Uberstand wurde so abgekippt, dass etwa

200 pl der Probe enthalten blieben, die daraufhin mit einer Pipette vermischt wurden.

Anschlielend wurden jeweils 100 ul der zentrifugierten Probe in zwei FACS-Réhrchen
transferiert. Zu beiden FACS-Réhrchen wurde 1 pl anti-CD-41-RPE Antikérper hinzuge-
fugt. Zu einem der FACS-Rd&hrchen, der spateren Messprobe, wurden daraufhin 100 pl
Thiazol-Orange mit einer Konzentration von 250 ng/ml hinzugegeben. Zu dem anderen
FACS-Roéhrchen, der Referenzprobe, wurden stattdessen 100 pyl PBS hinzugegeben.
Anschlieffend wurden beide Proben fiir 30 Minuten in einem lichtgeschlitzten Bereich
bei Raumtemperatur gelagert. Nach einer weiteren Zugabe von 500 uyl PBS zu beiden
Proben wurde die durchflusszytometrische Auswertung an einem FacsCanto Il Cell Ana-

lyzer, BD Biosciences, durchgefihrt.

2.10 Durchflusszytometrie: Methoden und Gating-Strategie

Bevor die RP in der Messprobe bestimmt werden konnten, wurde in der Referenzprobe
der Zielbereich identifiziert, der als CD-41/TO- positiv definiert wird, in dem sich erwar-
tungsgeman die Zellpopulation der retikulierten Thrombozyten (RP) abzeichnet (s. Ab-
bildung 4).

Durch das erste Gate, das auf einem Diagramm von SSC-A und FSC-A markiert wurde,
wurden die Zellpopulationen, die sich im unteren linken Bereich finden, selektiert. In die-
sem Bereich bilden sich unter anderem die Thrombozyten ab, die ein geringeres SSC-A
und FSC-A Signal als z.B. bestimmte Leukozytenpopulationen produzieren (Givan,
2001).

22



Im nachsten Gating-Schritt wurden die Doubletten ausgeschlossen, d.h. Events, die
durch die gleichzeitige Messung von mehreren Partikeln verursacht werden, da sie zu
schnell nacheinander durch den Analysepunkt getreten sind und daher nicht differenziert
werden konnten. Da hierdurch der weitere Gating-Prozess gestort wird, wurden die
Doubletten in einem Diagramm aus FSC-W und FSC-A herausgefiltert, sodass nur Sin-
gletten, also durch ein einzelnes Partikel verursachte Events, tbrigblieben. Nun wurden
in einem Plot aus SSC und anti-CD-41-RPE-Signal die CD-41 negativen Zellen wie etwa

Erythrozyten von der CD-41-positiven Thrombozytenpopulation abgegrenzt.

Anschlielend wurde in einem Diagramm aus TO- und anti-CD41-RPE-Signal ein Gate
markiert, das die oberen 1% der Thrombozyten der PBS-Kontrollprobe einschlief3t, die
demnach die starkste TO-Autofluoreszenz ohne vorherige Markierung mit TO aufweisen
(Givan, 2001). Hierdurch wird ein TO-positiver Referenzbereich definiert, der eine zuver-
lassige Bestimmung der RP im TO-markierten Testréhrchen erlaubt (Hedley et al.,
2015b).

Nachdem der positive Zielbereich bei der PBS-Kontrolle gesetzt wurde, wurde zuletzt
die Testprobe nach den gleichen Schritten analysiert. Im markierten Zielbereich fanden
sich nun die Zellen, die eine hoheres TO-Fluoreszenzsignal als 99% der Thrombozyten
der unmarkierten Kontrollprobe aufwiesen. Diese, als TO-positiv definierte Zellpopula-
tion, stellt die retikulierten Thrombozyten dar, da diese aufgrund ihres erhdhten Gehalts
an Nukleinsauren nach TO-Markierung ein verstarktes Fluoreszenzsignal produzieren
(Matic et al., 2001). Abbildung 4 zeigt die Durchfiihrung der Gating-Strategie an einer

beispielhaften Studienprobe.
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Abbildung 4

Gating-Strategie bei der durchflusszytometrischen Darstellung von retikulierten Throm-
bozyten

Referenz

Testwert

Anmerkung. AB SSC-A gegen FSC-A: Kleine Zellpopulationen inkl. Thrombozyten wer-
den abgegrenzt von groRReren Zellen z.B. Leukozyten sowie Debris. CD FSC-W gegen
FSC-A: Gating der Singletten EF CD41-Signal gegen TO-Signal: CD41-positive Zellen
wie Thrombozyten werden unter Ausschluss von CD41-negativen Zellen wie z.B. Eryth-
rozyten markiert. G CD41-Signal gegen TO-Signal: In der Referenzprobe wird der TO-
positive Zielbereich im Vergleich zu den 1% der Thrombozyten mit dem starksten TO-
Autofluoreszenzsignal definiert. H CD41-Signal gegen TO-Signal: In der Messprobe wird
der Testwert der retikulierten Thrombozyten in dem definierten Bereich ermittelt (hier:
25,2%).

2.11 Statistische Methoden

Die Daten aus den Anamnesegesprachen wurden protokolliert und durch bereits vor-

handene klinische Daten erganzt.

Neben biographischen Daten wurden folgende Informationen der Studienteilnehmenden

erfragt, dokumentiert und in der weiteren statistischen Analyse beriicksichtigt:

Allgemeine Daten: Name, Geburtsdatum, Alter, Geschlecht, Gewicht, Grofe, Body-
Mass-Index (BMI)
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Kardiovaskulare Risikofaktoren: Diabetes mellitus, Nikotinabusus (hier definiert als: re-
gelmaRiger Zigarettenkonsum aktuell oder innerhalb der letzten 3 Jahren), arterielle Hy-
pertonie, positive Familienanamnese auf kardiovaskulare Erkrankungen im Alter von un-

ter 70 Jahren, Dyslipidamie

Relevante Komorbiditaten: Ausgesuchte Komorbiditaten wurden erhoben, die entweder
als OSA-assoziiert gelten oder einen potenziellen Einflussfaktor auf RP darstellen kénn-
ten. Erhoben wurde das Vorliegen von: kardialen Arrhythmien (z.B. Vorhofflimmern, Vor-
hofflattern), koronarer Herzkrankheit, zerebrovaskularen Ereignissen (z.B. Schlaganfall),

pneumologischen Vorerkrankungen (z.B. COPD, Asthma bronchiale)
RegelmaRige Einnahme von verschreibungspflichtigen Medikamenten

Auswertung der Fragebdgen: Aktualisierter STOP-BANG Fragebogen, Epworth Sleepi-
ness Scale (ESS)

Ergebnisse der Polygraphie und Polysomnographie: Apnoe-Hypopnoe Index (AHI), De-
saturationsindex (DI), Schlafdauer mit reduzierter Sauerstoffsattigung (SpO2 < 90%),
Total Sleeping Time (TST). Bei Vorliegen zweier Polysomnographie-Ergebnisse wurde
der Mittelwert der jeweiligen Werte gebildet und fiir die weiteren Analysen verwendet.
Da die eingesetzten Polygraphie-Gerate die SpO2 < 90%-Dauer sowie die Total Slee-
ping Time (TST) nicht angeben, fehlt dieser Wert bei einem Teil der Studienteilnehmen-

den.

Blutwerte: Gesamtzahl der Thrombozyten, Mittleres Thrombozytenvolumen (MPV), Ge-
samtzahl der retikulierten Thrombozyten, prozentualer Anteil der retikulierten Throm-

bozyten, Leukozyten

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm IBM SPSS (Statistical
Package for Social Sciences, SPSS Inc, Chicago, IL) Statistics 26.

Die Beschreibung der Studienpopulation erfolgt unter Angabe von absoluten bzw. rela-
tiven Haufigkeiten sowie der Mittelwerte (M) mit Standardabweichung (SD). Bei nicht-
normalverteilten Daten wird die Verteilung der Daten durch Median und Interquartilab-
stand (/QA) beschrieben. Es wurden alle erhobenen Daten analysiert; Ausrei3er wurden
als alle Werte mit einem korrespondierenden Z-Wert aulerhalb des Referenzbereiches
zwischen -2 und 2 definiert und angegeben. Es wurden keine Ausreil3er ausgeschlos-
sen. p-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet (*), p-Werte < 0,01 als hochsignifi-
kant (**). Zusatzlich wurden in einigen Fallen 95%-Konfidenzintervalle (95%-K/) angege-

ben.
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Die Prifung der Normalverteilung erfolgte durch visuelle Inspektion der jeweiligen His-

togramme bzw. Q-Q Plots sowie durch Einsatz des Shapiro-Wilk-Tests.

Einleitend wurde die Hypothese aufgestellt, dass bei OSA-Erkrankten ein positiver Zu-
sammenhang zwischen Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) und Desaturationsindex (D) ei-
nerseits und den prozentualen sowie absoluten Werten der retikulierten Thrombozyten

anderseits besteht (Hypothese 1).

Fir die Untersuchung von Zusammenhangen zwischen den OSA-Kennwerten AHI und
DI einerseits und den Werten der RP anderseits wurde eine Korrelationsanalyse fir
nicht-parametrische Daten mithilfe der Rangkorrelation nach Spearman durchgeftihrt.

Hierbei wird der Rangkorrelationskoeffizient r mit Signifikanz p angegeben.

Anschlielend wurde eine bivariate Regressionsanalyse durchgefiihrt, um zu untersu-
chen welcher Anteil der Streuung der prozentualen und absoluten Werte der RP durch
den AHI bzw. DI erklart werden kann. Hierbei werden der F-Wert und dessen Freiheits-
grade, der Regressionskoeffizient 3 und der Wert von ¢, die Signifikanz p, die Modellgiite

als korrigiertes R? sowie die Effektstarke f? nach Cohen (1992) angegeben.

Die zweite Hypothese dieser Dissertation lautet, dass OSA-Erkrankte signifikant héhere
RP-Werte aufweisen als Studienteilnehmende der Kontrollgruppe, bei denen keine OSA

vorliegt (Hypothese 2).

Bei der Analyse von Unterschieden zwischen nicht-normalverteilten Daten wie den pro-
zentualen und absoluten RP-Werten innerhalb der Experimentalgruppe und der Kontroll-
gruppe wurde der Mann-Whitney-U-Test flr unverbundene Stichproben angewandt. Die
Ergebnisse der Mann-Whitney-U-Tests flr unverbundene Stichproben werden als Medi-
ane der beiden Gruppen sowie U-Werte mit asymptomatischer Signifikanz und der Ef-

fektstarke r nach Cohen (1992) angegeben.

Weiterhin erfolgte eine Aufteilung der Experimentalgruppe in die 3 OSA-Schweregrade
“Mild“: AHI 5-15, ,Moderat®: AHI 15-30 und ,,Schwer”: AHI = 30. Um zu untersuchen, ob
sich die Werte der RP zwischen diesen Gruppen sowie der Kontrollgruppe unterschei-
den, wurde der Kruskal-Wallis-Test flir unabhangige Stichproben eingesetzt. Die Ergeb-
nisse der Kruskal-Wallis-Tests werden unter Bestimmung der Chi-Quadrat-Werte sowie
der Signifikanz p angegeben. Um zu identifizieren, welche Gruppen sich signifikant un-
terscheiden, wurde als Post-hoc Test der Dunn-Bonferonni-Test durchgefuihrt; die Er-

gebnisse werden als z-Wert und Signifikanz p angegeben.

Zur Analyse des moglichen Einflusses weiterer Faktoren wurde eine multiple Regressi-
onsanalyse durchgefiihrt. Bei den untersuchten méglichen Einflussfaktoren handelt es
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sich neben dem Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) um Alter, Geschlecht, BMI, kardiovasku-
lare Risikofaktoren, die Einnahme von Medikamenten sowie das Vorliegen von pneumo-
logischen Komorbiditaten. Aufgrund der Multikollinearitat zwischen den nachtlichen
Atemwerten wurden die Variablen DI und SpO2 < 90% nicht in das Regressionsmodell
eingeschlossen. Auch hier werden der F-Wert und dessen Freiheitsgrade, die Regressi-
onskoeffizienten B und die Werte von {, die Signifikanzen p, die Modellgiite als korrigier-

tes R2sowie die Effektstarke f? nach Cohen (1992) angegeben.

Abschlief3end soll in dieser Dissertation eine Frihevaluation von RP als Biomarker fur
die Diagnostik von OSA erfolgen. Um zu beurteilen, inwieweit die Bestimmung der RP
das Vorliegen einer obstruktiven Schlafapnoe voraussagen kann, wurde eine receiver

operating characteristic Kurve (ROC-Kurve) ausgewertet.

Zur Beurteilung der Modellgiite des ROC-Modells wurde die area under the curve (AUC)
bestimmt. Eine AUC von 1 beschreibt ein bestmdgliches Modell, dass immer zutreffend
zwischen gesund und erkrankt unterscheiden kann; ein Modell mit einer AUC von 0,5
hingegen entscheidet mit einer 50:50 Wahrscheinlichkeit richtig. Die Koordinatenpunkte,
das heiflt die jeweiligen Testwerte mit zugehoriger Sensitivitat und 1-Spezifitat der ROC-

Kurve, kdnnen dem Anhang entnommen werden.

Fir die Ermittlung eines optimalen Cut-off-Wertes wurde der Testwert mit dem maxima-
len Youden-Index identifiziert, der als Sensitivitat + Spezifitat - 1 definiert ist (Perkins &
Schisterman, 2006). Der Youden-Index berechnet den Punkt im ROC-Modell, der am
weitesten von der Chance-Diagonale entfernt ist und daher die effektivste Trennung der

beiden Gruppen ermdglicht.

Einen alternativen optimalen Cut-off-Wert bietet der closest to (0,1), der den Testwert
beschreibt, der am nachsten zur oberen linken Ecke der ROC-Kurve liegt. Dieser Wert

kann bestimmt werden durch:

min [y/(1 — Sensitivitat)? + (1 — Spezifitat)?] (Perkins & Schisterman, 2006)
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3. Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Studienpopulation

3.1.1 Aufteilung der Studienpopulation

Im Zeitraum vom 01.10.2019 bis 01.03.2021 wurden insgesamt 78 Studienteilnehmende
in die Studie aufgenommen, die sich in den Sprechstunden der schlafmedizinischen und
allgemeinen Ambulanzen des LMU Klinikums Muinchen, Medizinische Klinik und
Poliklinik V, vorgestellt haben. Anhand des zuvor beschriebenen Algorithmus wurden 63
Studienteilnehmende der Experimentalgruppe, bestehend aus Patient*innen mit neu
diagnostizierter bzw. zuvor nicht-behandelter OSA, zugeordnet. Die Kontrollgruppe
bestand aus 15 Studienteilnehmenden, bei denen eine schlafbezogene Atemstérung
ausgeschlossen werden konnte. Hierzu zahlten 7 Patient*innen der Schlafambulanz
sowie 8 zusatzliche Proband*innen aus den allgemeinen und pneumologischen
Ambulanzen, die sich fur eine Studienteilnahme bereit erklarten und bei denen das

Vorliegen von OSA ausgeschlossen wurde.

Im Folgenden wird das Studienkollektiv anhand von soziodemographischen bzw.
klinischen Faktoren charakterisiert und die Ergebnisse der Schlaflaboruntersuchungen

sowie der Blutanalysen beschrieben.

Tabelle 3 zeigt die Verteilung der soziodemographischen und klinischen Daten (Alter,
Geschlecht, BMI, Ergebnis der Fragebdgen, kardiovaskulare Risikofaktoren,
Komorbiditaten) innerhalb der gesamten Studienpopulation sowie als Vergleich der

Experimental- und Kontrollgruppe.
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Tabelle 3

Soziodemographische und klinische Daten

Parameter Gesamt Experimental- Kontroll-
gruppe gruppe

Alter, Mittelwert (SD) 53,9 (13,3) 56,7 (10,8) 42,1 (16,7)
Mannlich, n (%) 55 (70,5) 45,0 (71,4) 10,0 (66,7)
Weiblich, n (%) 23 (29,5) 18,0 (28,6) 5,0 (33,3)
BMI, Mittelwert (SD) 29,7 (6,3) 30,9 (6,3) 25,0 (4,2)
RegelmaRige Medikation, n (%) 45,0 (57,7) 40,0 (63,5) 5,0 (33,3)
ESS, Median (/IQA) 7 (10) 8 (11) 3(1)
STOP-BANG, Median (/QA) 3(1) 3(0) 1(0)
Diabetes mellitus, n (%) 16,0 (20,5) 16,0 (25,4) 0 (0)
Arterielle Hypertonie, n (%) 44,0 (56,4) 42,0 (66,7) 2,0 (13,3)
Pos. Familienanamnese, n (%) 19,0 (24,4) 16,0 (25,4) 3,0 (20,0)
Nikotinabusus, n (%) 37,0 (47,4) 29,0 (46,0) 8,0 (53,3)
Dyslipidamie, n (%) 28,0 (35,9) 27,0 (42,8) 1(6)
Koronare Herzkrankheit, n (%) 9,0 (11,5) 9,0 (14,3) 0 (0)
Kardiale Arrhythmie, n (%) 5,0 (6,4) 5,0 (7,9) 0 (0)
Pneumologische Vorerkrankung, 21,0 (26,9) 18,0 (23,1) 3,0 (20,0)
n (%)

Zerebrovaskulare Ereignisse, n 3,0 (3,8) 3,0 (4,7) 0 (0)

(%)

3.1.2 Soziodemographische Struktur

Die Studienteilnehmenden waren zwischen 25 und 84 Jahren alt (M = 53,9 Jahre, SD =
13,3 Jahre); es zeigte sich ein alterer Altersdurchschnitt in der Experimentalgruppe (M =
56,7 Jahre, SD = 10,8) gegeniiber der Kontrollgruppe (M = 42,1 Jahre, SD = 16,7).

Insgesamt bestand die Studienpopulation aus 55 Mannern (70,5%) und 23 Frauen
(29,5%). Die Geschlechterverteilung innerhalb der beiden Gruppen war &hnlich
(Experimentalgruppe: 71,4% Manner und 28,6% Frauen; Kontrollgruppe 66,7% Manner
und 33,3% Frauen).
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Der durchschnittliche BMI innerhalb der Experimentalgruppe betrug 30,9 kg/m? (SD =
6,3 kg/m?) und lag damit im Bereich der Adipositas Grad 1; der durchschnittliche BMI in
der Kontrollgruppe betrug 25,0 kg/m? (SD = 4,2 kg/m?), was dem Ubergangsbereich
zwischen Normalgewicht und Praadipositas entspricht (WHO, 1998).

3.1.3 Auswertung der Fragebogen

Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse der Epworth Sleepiness Scale (ESS), nach der eine
Aufteilung anhand der Gesamtpunktzahl in die funf Gruppen ,Jower normal®, ,higher
normal‘, ,mild excessive daily sleepiness®, ,moderate excessive daily sleepiness* und

.severe excessive daily sleepiness” durchgefuhrt wurde.

Abbildung 5

Ergebnisse des ESS-Fragebogens
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20|
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5

lower normal higher normal  mild EDS* moderate severe EDS*

Anzahl der Studienteilinehmenden

Tagesschlafrigkeit

Anmerkung. n = 60, * excessive daytime sleepiness. Nicht abgebildet: 18 Fragebogen
wurden nicht oder fehlerhaft ausgefullt.

Insgesamt lagen die Ergebnisse von 60 Personen vor, 18 Fragebdgen wurden nicht oder
fehlerhaft ausgefillt. Die meisten Studienteiinehmenden zeigten niedrig- oder
hochnormale Werte (n = 38), wahrend 19 Studienteilnehmende das Kriterium fir
excessive daytime sleepiness mit einem ESS-Punktewert von Uber 10 erfiillten. Die

Ergebnisse von 12 Studienteilnehmenden fielen unter die Kategorie severe excessive
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daytime sleepiness (ESS-Punktewert zwischen 16-24). Der Median der ESS-Punkizahl
in der Experimentalgruppe lag bei 8 (/QA = 11) und damit im Bereich ,higher normal",
wahrend sich der Median in der Kontrollgruppe bei 3 (/QA = 1) und damit im Bereich

Jower normal” befand.

Abbildung 6 zeigt die Aufteilung der Studienteilnehmenden nach dem Risikoprofil fiir das
Vorliegen einer OSA anhand der Ergebnisse des aktualisierten STOP-Bang-

Fragebogen.

Abbildung 6

Ergebnisse des aktualisierten STOP-BANG-Fragebogen
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STOP-BANG-Punktewert

Anmerkung. n = 48. Nicht abgebildet: 30 Fragebogen wurden nicht oder fehlerhaft aus-
gefullt.

Insgesamt lagen die Ergebnisse von 48 Personen vor, 30 Fragebdgen wurden nicht oder
fehlerhaft ausgefillt. Die Auswertung ergab bei 9 Personen ein niedriges Risiko, bei 7
Personen ein moderates Risiko und bei 32 Personen ein hohes Risiko fiir das Vorliegen
einer OSA. Der Median in der Experimentalgruppe lag bei 3 (IQA = 0) was einem hohen
Risiko entspricht; der Median in der Kontrollgruppe lag bei 1 (IQA = 0), was einem

niedrigen Risiko fir das Vorliegen einer OSA entspricht.
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Die Tagesschlafrigkeit, gemessen durch die Gruppenzugehdrigkeit in der ESS,
korrelierte signifikant mit dem AHI (r = 0,264, p = 0,047) und DI (r = 0,295, p = 0,26),
aber nicht mit der SpO2 < 90% (r= 0,170, p = 0,259). Ein héherer Punktewert im STOP-
BANG-Fragebogen ging mit einem hoéheren AHI (r = 0,443, p = 0,002), DI (r = 0,553, p
< 0,001) und einem héheren OSA-Schweregrad (r = 0,505, p < 0,001) einher.

3.1.4 Kardiovaskulare Risikofaktoren in der Studienpopulation

Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse der Erhebung der kardiovaskularen Risikofaktoren
Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, positive Familienanmnese fir kardiovaskulare

Erkrankungen, Dyslipidamie und Nikotinabusus in der gesamten Studienpopulation.

Abbildung 7

Kardiovaskulére Risikofaktoren in der Studienpopulation
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Diabetes mellitus

arterielle Hypertonie

Familienanamnese positiv*

Dyslipidamie

!

Nikotinabusus**

Hja mnein munbekannt

Anmerkung. * positive Familienanamnese fur kardiovaskulare Erkrankungen (im Alter
von unter 70 Jahren), ** regelmaBiger Zigarettenkonsum aktuell oder innerhalb der letz-
ten 3 Jahre.n =78

Die am haufigsten vertretenden kardiovaskuldren Risikofaktoren unter allen

Studienteilnehmenden waren arterielle Hypertonie (n = 44, 56,4%) und Nikotinabusus (n

= 37, 47,4%). Diabetes mellitus war in der Studienpopulation mit 19 Fallen sehr haufig
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vertreten; es fanden sich dabei alle 19 Falle in der Experimentalgruppe (vgl. Tabelle 3).
Auch die Risikofaktoren arterielle Hypertonie (66,7% der Experimentalgruppe, 13,3% der
Kontrollgruppe) sowie Dyslipidamie (42,8% der Experimentalgruppe, 6% der
Kontrollgruppe) lagen deutlich haufiger in der Experimentalgruppe vor. Hierbei ist zu
bemerken, dass 25 (32,1%) der Studienteilnehmenden keine Angabe zum Vorliegen
einer Dyslipidamie machen konnten. Auch die Frage nach dem Vorliegen einer positiven
Familienanamnese fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen in der Familie konnte bei 38
(48,7%) der Studienteilnehmenden nicht klar beantwortet werden. Wahrend eine positive
Familienanamnese fir Herz-Kreislauferkrankungen mit 25,4% innerhalb der
Experimentalgruppe gegentber 20,0% in der Kontrollgruppe haufiger bestand, war ein
aktueller oder vergangener Nikotinabusus mit 53,3% in der Kontrollgruppe haufiger als

in der Experimentalgruppe mit 46,0% vertreten.

3.1.5 Komorbiditaten in der Studienpopulation

Abbildung 8 zeigt die Haufigkeit folgender Komorbiditaten in der gesamten Studienpo-
pulation: koronare Herzkrankheit, kardiale Arrhythmien, zerebrovaskulare Ereignisse

und pneumologische Vorerkrankung.
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Abbildung 8
Komorbiditédten in der Studienpopulation
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Koronare Herzkrankheit

Kardiale Arrhythmien*

Zerebrovaskuldre Ereignisse**

Il

Pneumologische Vorerkrankung***

Hja Mnein unbekannt

Anmerkung. * bekannte Herzrhythmusstérung (z.B. Vorhofflimmern, Vorhofflattern), **
vorbekanntes zerebrovaskulares Ereignis (z.B. Schlaganfall), *** chronische Lungener-
krankungen (z.B. chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen (COPD), Asthma bronchi-
ale).n=78

Bei den haufigsten Vorerkrankungen unter den Studienteilnehmenden handelte es sich
um pneumologische Vorerkrankungen (n = 21, 26,9%) sowie koronare Herzkrankheit (n
=9, 11,5%). Kardiale Arrhythmien (n = 5, 6,4%) sowie zerebrovaskulare Ereignisse (n =
3, 3,8%) lagen hingegen selten vor. Mit Ausnahme der pneumologischen Vorerkrankun-
gen (23,1% der Experimentalgruppe gegeniber 20,0% der Kontrollgruppe) traten alle
weiteren 18 dokumentierten Komorbiditaten in der Experimentalgruppe auf. Zusammen-
fassend fanden sich sowohl kardiovaskulare Risikofaktoren als auch die untersuchten

Komorbiditaten haufiger in der Experimentalgruppe (vgl. Tabelle 3).

3.2 Ergebnisse der schlafmedizinischen Untersuchungen und
Blutwerte

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der schlafmedizinischen Untersuchung,
insbesondere die Werte des Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) und Desaturationsindex (Dl)

innerhalb der gesamten Studienpopulation, der Experimentalgruppe sowie der
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Kontrollgruppe dargestellt (sieche Tabelle 4). AuRBerdem wird die Verteilung der
retikulierten Thrombozyten, der Gesamtthrombozytenzahl und des mittleren
Thrombozytenvolumens (MPV) beschrieben und Zusammenhange zwischen den
einzelnen Blutwerten beschrieben. Weiterhin werden Zusammenhange der nachtlichen
Atemwerten und retikulieten Thrombozyten zu einigen klinischen und

soziodemographischen Werten aufgezeigt.

Tabelle 4
Nachtliche Atemwerte und Blutwerte

Parameter Gesamt Experimental- Kontroligruppe
gruppe

Néchtliche Atemwerte

AHI [n/h], Median 25,7 (36,7) 34,1 (34,2) 3,3 (4,6)
(IQA)

DI [n/h], Median 20,3 (35,3) 28,8 (36,9) 2,3 (2,5)
(IQA)

SpO2 < 90% [min], 9,2 (13,7) 10,4 (14,2) 0,19 (0,29)
Median (/QA)

TST* [min], Mittel- 263,5 (70,6) 267,9 (71,0) 206,6 (34,2)
wert (SD)

Blutwerte

Thrombozyten 246,2 (58,3) 2429 (56,5) 257,8 (65,1)
[x1000/ul], Mittel-
wert (SD)

Anteil der RP [%)], 15,75 (8,57) 17,20 (7,50) 8,56 (7,57)
Median (/QA)

RP absolut 37,47 (19,62) 39,98 (20,42) 18,80 (26,61)
[x1000/pl], Median

(IQA)

MPV* [fl], Mittel- 10,52 (0,93) 10,52 (0,99) 10,49 (0,65)
wert (SD)

Leukozyten 6,55 (1,82) 6,65 (1,79) 6,20 (1,94)

[1000/ul], Mittel-

wert (SD)

Anmerkung. * total sleeping time, ** mean platelet volume
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3.2.1 Apnoe-Hypopnoe-Index (DI) und Desaturationsindex (DI): Verteilung

und Zusammenhange

Abbildung 9 zeigt die Verteilung des Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) innerhalb der

gesamten Studienpopulation, der Experimentalgruppe sowie der Kontrollgruppe.

Abbildung 9

Verteilung des Apnoe-Hypopnode-Iindex (AHI) in der Studienpopulation

1290 129,0

(e} o
1250 |
1089 1089
—_ o (o]
i 100,0
]
x
[
T 750 |
j =
£
[ 1]
o
c
&
% 50,0
[}
o
=
2' 250
12,35
o]
of ——
Gesamt Experimentalgruppe Kontrollgruppe

Anmerkung. n =78

In der gesamten Studienpopulation betrug der Median des AHI 25,7/h (IQA = 36,7/h) mit
einem Maximum von 129,0/h und einem Minimum von 0,3/h. In der Experimentalgruppe
betrug der Median des AHI 34,1/h (IQA = 34,2/h) und in der Kontrollgruppe 3,3/h (IQA =
4,6/h).

Die AHI-Werte innerhalb der Experimentalgruppe sowie Kontrollgruppe zeigten keine
Normalverteilung im Shapiro-Wilk-Test (p < 0,01 in der Experimentalgruppe, p = 0,014
in der Kontrollgruppe), sodass bei der weiteren Auswertung im Zusammenhang mit dem
AHI nicht-parametrische Tests eingesetzt wurden.

Anhand des AHI wurde die Experimentalgruppe weiterhin in die Gruppen ,milde OSA*
(AHI 5-15/h), ,moderate OSA* (AHI 15-30/h) und ,schwere OSA* (AHI = 30/h) eingeteilt.
Abbildung 10 zeigt die Aufteilung der Studienpopulation in die Zugehdrigkeit zur
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Kontrollgruppe oder Experimentalgruppe, welche anhand der genannten 3

Schweregrade weiter unterteilt wurde.

Abbildung 10

Aufteilung der OSA-Erkrankten in 3 Schweregrade
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Anmerkung. Milde OSA: AHI 5-15/h, Moderate OSA: AHI 15-30/h, Schwere OSA: AHI =
30/h

Bei 5 Studienteilnehmenden wurde eine ,milde OSA* diagnostiziert (AHI 5-15/h); bei 24
wurde eine ,moderate OSA* (AHI 15-30/h) diagnostiziert. Die groRte Unterguppe (n =
34) stellt die Gruppe ,schwere OSA® (AHI = 30/h) dar.

Abbildung 11 zeigt nun die Verteilung des Desaturationsindex (DI) innerhalb der

gesamten Studienpopulation, der Experimentalgruppe sowie der Kontrollgruppe.

37



Abbildung 11

Verteilung des Desaturationsindex (Dl) in der Studienpopulation
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In der gesamten Studienpopulation betrug der Median des DI 20,3/h (/QA = 35,3/h) mit
einem Maximum von 152,2/h und einem Minimum von 0,1/h. In der Experimentalgruppe
betrug der Median 28,8/h (/QA = 36,9/h), in der Kontrollgruppe lag er bei 2,3/h (IQA =
2,5/h).

Die DI-Werte innerhalb der beiden Gruppen zeigten keine Normalverteilung im Shapiro-
Wilk-Test (p < 0,01 in der Experimentalgruppe, p = 0,03 in der Kontrollgruppe), sodass

im Zusammenhang mit dem DI ebenfalls nicht-parametrische Tests eingesetzt wurden.

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter und dem AHI (r =
0,06, p = 0,569) oder dem DI (r = 0,05, p = 0,65). Dies unterscheidet unser
Studienkollektiv von zuvor beschriebenen Studien, in denen ein Zusammenhang
zwischen den nachtlichen Atemwerten und dem Alter beschrieben ist (Leppanen et al.,
2017).

Im Vergleich der medianen nachtlichen Atemwerte in Abhangigkeit vom Geschlecht
mittels Mann-Whitney-U-Test zeigt sich, dass Manner analog zu vorherigen Studien
(Terry Young et al., 2002b) héhere Werte (AHI = 28,7; DI = 25,0) aufwiesen als Frauen
(AHI = 18,1; DI = 16,9). Diese Unterschiede erwiesen sich jedoch nicht als signifikant
(AHI: U=484,5 p=0,10; DI: U= 461,5, p = 0,06).
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Es bestand aber ein deutlicher sowie signifikanter Zusammenhang zwischen dem BMI
und den Werten AHI (r = 0,451, p < 0,001), DI (r= 0,591, p < 0,001), und SpO2 < 90%
(r=0,400, p = 0,001) sowie dem OSA-Schweregrad (r = 0,442, p < 0,001).

3.2.2 Retikulierte Thrombozyten: Verteilung und Zusammenhange

Abbildung 12 zeigt die Verteilung des prozentualen Anteils der retikulierten
Thrombozyten an der Gesamtpopulation der Thrombozyten sowie der absoluten Anzahl

der retikulierten Thrombozyten unter allen Studienteilnehmenden.

Abbildung 12

Verteilung der der retikulierten Thrombozyten in der Studienpopulation

50,00 5 100,00 -
8 %8784
4130 a °
S — 40,00 : © 80,00 28
t X 38,70 s
[N (] -
=k E‘g
— E. 30,00 == 832 60,00
(=]
2o 3=
- 00
SE ES
26 20,00 - 40,00
Ze 2
Q
< 2
10,00 3 20,00
-
J (V] —1
(4

Anmerkung. links: Anteil der retikulieten Thrombozyten [%], n = 78. rechts: absolute
Werte der retikulierten Thrombozyten [x1000/pl], n = 69.

Der Median des prozentualen Anteils an retikulierten Thrombozyten in der gesamten
Studienpopulation betrug 15,75% (IQA = 8,57%) mit einem Maximum von 41,30% und

einem Minimum von 3,98%.

Der Median der absoluten Werte der retikulierten Thrombozyten in der gesamten
Studienpopulation betrug 37,47 (IQA = 19,62) [x1000/ul] mit einem Maximum von 93,75
[x1000/ul] und einem Minimum von 8,18 [x1000/ul].
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Eine Analyse der Ausreiler, definiert als die Messwerte mit einem Z-Wert auRerhalb des
Referenzbereiches -2 bis 2, wurde durchgefihrt und in Abbildung 12 dargestellt. Bei dem
prozentualen RP-Wert lieRen sich so 2 Ausreil3er feststellen mit den jeweiligen Werten
von 38,7% sowie 41,3% (Z-Wert = 3,11 und 3,47). Bei den absoluten RP-Werten
handelte es sich um die 3 absoluten RP Werte von mehr als 79,04 [x1000/ul] (Z-Wert
2,33; 2,83 sowie 3,16). Diese Ausreilder wurden in den weiteren Analysen nicht ausge-

schlossen.

Innerhalb der beiden Gruppen zeigte sich im Shapiro-Wilk-Test keine Normalverteilung
des prozentualen Anteils der RP (Experimentalgruppe: p = 0,002, Kontrollgruppe: p =
0,047) oder der absoluten Anzahl der RP (Experimentalgruppe: p = 0,003,
Kontrollgruppe: p = 0,042), sodass auch im Zusammenhang mit RP nicht-parametrische

Tests eingesetzt wurden.

Es zeigten sich moderate bzw. schwache Korrelationen zwischen dem prozentualen
Anteil der RP und den Komorbiditaten arterielle Hypertonie (r = 0,341, p = 0,002),
Herzrhythmusstérungen (r= 0,262, p = 0,21) und Diabetes mellitus (r= 0,309, p = 0,006).

3.2.3 Gesamtthrombozytenzahl und mittleres Thrombozytenvolumen

(MPV): Verteilung und Zusammenhéange

In diesem Kapitel werden die Verteilung der Thrombozytenzahl und des mittleren Throm-
bozytenvolumen (mean platelet volume, MPV) sowie Zusammenhange zu weiteren kli-
nischen Daten und den RP beschrieben. Bei 9 Studienteiinehmenden wurden diese
Werte nicht erhoben, sodass die Ergebnisse von 69 Studienteilnehmenden ausgewertet

werden konnten.

Die Gesamtwerte der Thrombozyten lagen in der Studienpopulation zwischen 98.000/ul
und 409.000/pl (M = 246.173/pl, SD = 58.295/pl).

Das mittlere Thrombozytenvolumen (MPV) [fl] lag in der Studienpopulation zwischen
8,30 und 14,00 (M = 10,51fl, SD = 0,93fl).

Es zeigte sich eine moderate Korrelation zwischen den Gesamtwerten der Thrombozy-
ten und dem Geschlecht (r = 0,314, p = 0,009). Ein Zusammenhang zu den nachtlichen
Atemwerten AHI, DI oder SpO2 < 90% bestand nicht. Wahrend die Thrombozytenge-
samtzahl mit den absoluten Werten der RP erwartungsgemafl moderat korreliert (r =
0,390, p < 0,001), zeigte sich kein Zusammenhang zu dem prozentualen Anteil der RP.
Es bestand jedoch ein negativer, moderater Zusammenhang zwischen der Thrombozy-
tengesamtzahl und MPV (r=- 0,304, p = 0,011).
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Neben diesem negativen Zusammenhang zur Thrombozytengesamtzahl korrelierte der
MPV-Wert positiv mit dem AHI (r= 0,289, p = 0,016) und DI (r = 0,318, p = 0,008). Eine
Korrelation zu der Schlafdauer mit reduzierter Sauerstoffsattigung (SpO2 < 90%) fand
sich nicht. AuRerdem korrelierte MPV schwach mit dem prozentualen Anteil der retiku-
lierten Thrombozyten (r= 0,244, p = 0,043). Ein Zusammenhang zwischen MPV und den
absoluten RP-Werten bestand nicht (r = 0,071, p = 0,563).

3.3 Zusammenhange zwischen OSA und retikulierten

Thrombozyten (Hypothese 1)

In dieser Dissertation wurde die Hypothese 1 aufgestellt, dass ein positiver Zusammen-
hang zwischen Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) und Desaturationsindex (DI) einerseits
und den prozentualen sowie absoluten Werten der retikulierten Thrombozyten ander-

seits besteht (Hypothese 1).

Tabelle 5 zeigt Korrelationen zwischen den nachtlichen Atemwerten AHI, DI und SpO2

< 90% und den prozentualen und absoluten Werten der retikulierten Thrombozyten.

Tabelle 5

Korrelationen zwischen den néchtlichen Atemwerten und den retikulierten Thrombozy-

ten
AHI DI Sp02 < RP % RP absolut
90%
AHI ,8817 ,698” ,652" ,520”
DI ,8817 766" ,545” 487"
Sp02 = - - - .
,698 ,766 374 ,285
90%
RP % 652" ,545” 374" ,832"
RP absolut ,520” 487" 285 ,832"

Anmerkung: *p < 0,05, **p < 0,01. Der AHI, DI und SpO2 < 90% korrelieren erwartungs-

gemal} stark untereinander, genauso wie die relativen und absoluten RP-Werte.
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3.3.1 Der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) und die retikulierten

Thrombozyten zeigen eine starke Korrelation

Die Werte des Apnoe-Hypopnoe-Index zeigen eine positive Korrelation zu dem prozen-
tualen Anteil der retikulierten Thrombozyten an der Gesamtpopulation (r = 0,698, p <
0,001) und zu den absoluten Werten der retikulierten Thrombozyten (r = 0,520, p <

0,001; vgl. Tabelle 5). Dies entspricht jeweils einer starken Korrelation (Cohen, 1992).

Abbildung 13

Abhéngigkeit der RP-Werte vom Apnoe-Hypopnoe-Index
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Anmerkung. links: AHI und Anteil der retikulierten Thrombozyten [%], n = 78, korrigiertes
R?= 0,307, rechts: AHI und absolute Werte der retikulierten Thrombozyten [x1000/pl], n
=69, korrigiertes R2= 0,195.

Die bivariate Regressionsanalyse ergab, dass der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) einen
Einfluss auf den prozentualen Anteil der retikulierten Thrombozyten hat (F (1,76) =
35,089, p < 0,001). Der geschéatzte Effekt bei Anstieg des Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI)
um 1/h entspricht einem Anstieg des prozentualen Anteils der retikulierten Thrombozy-
ten um 0,145% (B = 0,145, t = 5,942, p < 0.001). Durch den AHI lieRen sich 30,7% der
Varianz des prozentualen Anteils der retikulierten Thrombozyten erklaren (korrigiertes
R2=0,307). Dies entspricht mit f* = 0.67 einem starken Effekt (Cohen, 1992).

Auch auf die absoluten Werte der retikulierten Thrombozyten fand sich ein Einfluss des
AHI (F (1,67) = 17,475, p < 0,001). Der geschatzte Effekt bei Anstieg des AHI um 1/h
liegt bei einer Zunahme der retikulierten Thrombozyten um 284/ul (8 = 0,284, t = 4,180,
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p < 0,001). Durch den AHI lielken sich 19,5% der Varianz der absoluten Werte der reti-
kulierten Thrombozyten erklaren (korrigiertes R? = 0,195). Dies entspricht mit 2= 0,49
einem starken Effekt (Cohen, 1992).

3.3.2 Der Desaturationsindex (DI) und die RP-Werte zeigen eine moderate

bis starke Korrelation

Auch die Werte des Desaturationsindex (D) zeigen in dieser Studienpopulation eine po-
sitive Korrelation (vgl. Tabelle 5) zu dem prozentualen Anteil der retikulierten Throm-
bozyten (r = 0,545, p < 0,001), was einer starken Korrelation entspricht. Weiterhin be-
statigte sich eine positive Korrelation zu den absoluten Werten der retikulierten Throm-

bozyten (r = 0,487, p < 0,001); dies entspricht einer moderaten Korrelation (Cohen,
1992).

Abbildung 14

Abhéngigkeit der RP-Werte vom Desaturationsindex
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Anmerkung. links: AHI und Anteil der retikulierten Thrombozyten [%], n = 78, korrigiertes
R?= 0,236, rechts: AHI und absolute Werte der retikulierten Thrombozyten [x1000/ul], n
=69, korrigiertes R?= 0,137.

Die bivariate Regressionsanalyse zeigte, dass der Desaturationsindex (DI) einen Ein-
fluss auf den prozentualen Anteil der retikulierten Thrombozyten hat (F (1,76) = 24,148,
p < 0,001). Der geschéatzte Effekt beim Anstieg des DI um 1/h entspricht einem Anstieg
des Anteils der retikulierten Thrombozyten um 0,116% (B = 0,116, t = 4,914, p < 0,001).
Durch den DI lieBen sich 23,6% der Varianz des prozentualen Anteils der retikulierten
Thrombozyten erklaren (korrigiertes R?=0,236). Dies entspricht mit 2= 0.56 einem star-
ken Effekt (Cohen, 1992).
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Auch auf die absoluten Werte der retikulierten Thrombozyten zeigte sich ein Einfluss des
Desaturationsindex (F (1,67) = 11,808, p < 0,001). Der geschatzte Effekt beim Anstieg
des DI um 1/h liegt bei einem Anstieg der retikulierten Thrombozyten um 216/ul (B =
0,216, t = 3,436, p = 0,001). Durch den DI lieRen sich 13,7% der Varianz der absoluten
Werte der retikulierten Thrombozyten erklaren (korrigiertes R?= 0,137). Dies entspricht
mit 2= 0,39 einem mittleren Effekt (Cohen, 1992).

3.3.3 Die Schlafdauer unter reduzierter Sauerstoffsattigung (SpO2 < 90%)

und die RP-Werte zeigen eine moderate bzw. milde Korrelation

Die Schlafdauer unter reduzierter Sauerstoffsattigung (SpO2 < 90%) korreliert sowohl
positiv mit dem prozentualen Anteil der retikulierten Thrombozyten (r= 0,374, p <0,001),
was einem moderaten Effekt entspricht, als auch mit den absoluten Werten der retiku-
lierten Thrombozyten (r = 0,285, p = 0,005), was einem milden Effekt entspricht (Cohen,
1992; vgl. Tabelle 5).

3.4 OSA-Erkrankte weisen hohere RP-Werte als Gesunde auf
(Hypothese 2)

Die zweite Hypothese, die in dieser Dissertation geprift werden soll, lautet, dass OSA-

Erkrankte signifikant h6here RP-Werte aufweisen als gesunde Kontrollpersonen.
Hierzu wurde der Mann-Whitney-U-Test flr unverbundene Stichproben eingesetzt.

Die Studienteilnehmenden innerhalb der Experimentalgruppe wiesen signifikant héhere
prozentuale Werte der RP (Median = 17,20%, IQA = 7,50%) auf als Studienteilnehmende
in der Kontrollgruppe (Median = 8,56%, IQA = 7,37%; U = 110,000, p < 0,001). Dies
entspricht mit r = 0,52 nach Cohen (1992) einem starken Effekt.

Auch bei den absoluten Werten der RP zeigten sich signifikant héhere Werte innerhalb
der Experimentalgruppe (Median 39.980/ul, /QA 20.420/ul) als in der Kontrollgruppe
(Median 18.800/ul, IQA 26.600/ul; U = 159,000, p < 0,001). Dies entspricht mit r = 0,43
nach Cohen (1992) einem mittleren Effekt. Abbildung 15 zeigt einen Vergleich der Werte

der retikulierten Thrombozyten in der Kontroll- und Experimentalgruppe.
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Abbildung 15

Vergleich der retikulierten Thrombozyten in Kontroll- und Experimentalgruppe
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Anmerkung. links: Anteil der retikulierten Thrombozyten [%], n = 78. rechts: absolute
Werte der retikulierten Thrombozyten [x1000/ul], n = 69.

3.5 Vergleich der retikulierten Thrombozyten bei

unterschiedlichen OSA-Schweregraden

Anhand des AHI wurde die Experimentalgruppe in die Gruppen ,milde OSA* (AHI 5-
15/h), ,moderate OSA* (AHI 15-30/h) und ,schwere OSA* (AHI = 30/h) eingeteilt (vgl.
Abbildung 10). In diesem Abschnitt wird untersucht, ob sich die prozentualen Anteile der
retikulierten Thrombozyten zwischen den 3 Schweregraden unterscheiden. Hierzu
wurde der Kruskal-Wallis-Test fur unverbundene Stichproben eingesetzt. Zum
spezifischen Gruppenvergleich wurde die Bonferonni-Korrektur als Post-hoc-Test

eingesetzt.

Der Kruskal-Wallis-Test ergab, dass sich der Anteil der retikulierten Thrombozyten an
der Gesamtpopulation zwischen den unterschiedlichen OSA-Schweregraden unter-
scheidet (Chi-Quadrat (2) = 15,035, p < 0,001).

Der Post-hoc-Test zeigt, dass ein signifikanter Unterschied lediglich zwischen den Grup-
pen ,moderate OSA* und ,schwere OSA* besteht (z = - 3,844, p < 0,001). Zwischen den
Gruppen ,milde OSA* und ,moderate OSA* sowie zwischen ,milde OSA“ und ,schwere
OSA" zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der RP-Werte. Abbildung 16 ver-
gleicht die Verteilung der RP-Werte in Abhangigkeit vom Schweregrad.
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Abbildung 16
Vergleich der retikulierten Thrombozyten innerhalb der 3 OSA-Schweregrade
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Anmerkung. Lediglich zwischen den Gruppen ,moderate OSA* und ,schwere OSA* be-
steht ein signifikanter Anstieg des prozentualen Anteils der RP; eine stetige Zunahme
der Werte bei steigendem Schweregrad bestatigte sich nicht.

3.6 Identifikation moglicher Einflussfaktoren auf RP-Werte

Um mogliche weitere Einflussfaktoren auf die retikulierten Thrombozyten in dieser Stu-

dienpopulation zu analysieren, wurde eine multiple Regressionsanalyse durchgefihrt.

Da die schlafmedizinischen Parameter stark untereinander korrelieren (r = 0,7), besteht
Multikollinearitat, was eine Verletzung der Voraussetzungen fir lineare Regression dar-
stellt (Schneider, 2007). Deswegen werden die nachtlichen Atemwerte DI und SpO2 <
90% nicht in dieses Regressionsmodell eingeschlossen, sondern lediglich der AHI als

Hauptuntersuchungsparameter.

Zur Analyse moglicher Einflussfaktoren wurden neben dem Apnoe-Hypopnoe-Index
(AHI) der Einfluss von Alter, Geschlecht, BMI, kardiovaskularen Risikofaktoren, Ein-

nahme von Medikamenten sowie von pneumologischen Komorbiditaten untersucht.

Die multiple Regressionsanalyse (siehe Anhang) zeigte, dass neben dem AHI als starks-
tem Einflussfaktor (B = 0,427, p = 0,009) auch das Alter (B = 0,356, p = 0,019) und der
Body-Mass-Index (B = 0,329, p = 0,042) einen Einfluss auf den Anteil der retikulierten
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Thrombozyten hatte (F = 4,15, p = 0,001). Die Einnahme von Medikamenten sowie das
Vorliegen von kardiovaskularen Risikofaktoren oder pneumologischen Vorerkrankungen
zeigten keinen signifikanten Einfluss.

Durch das Regressionsmodel mit den Variablen AHI und den genannten vermuteten
Einflussfaktoren konnte 47,7% der Varianz des Anteils der retikulierten Thrombozyten

erklart werden, was nach Cohen (1992) mit 2= 0,91 einem starken Effekt entspricht.

3.7 Bestimmung eines optimalen Cut-off-Wertes

Zuvor konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen RP und AHI besteht
und dass OSA-Erkrankte hthere RP-Werte aufwiesen als gesunde Kontrollpersonen. In
diesem Kapitel wird anhand einer ROC-Kurve getestet, ob RP-Werte genutzt werden
kénnen, um die Zugehdrigkeit zur Experimentalgruppe bzw. Kontrollgruppe festzustellen

und somit das Vorliegen einer OSA unter den Studienteilnehmenden vorauszusagen.

Abbildung 17 zeigt die ROC-Kurve zur Pradiktion von OSA anhand des Anteils der reti-
kulierten Thrombozyten. Die AUC betrug 0,884 (p < 0,001, 95%-Konfidenzintervall:
0,796 - 0,974) dies entspricht mit einem Wert zwischen 0,8 - 0,9 einem ,guten“ Modell
(Mandrekar, 2010).

Abbildung 17

ROC-Kurve fiir die Pradiktion von OSA durch die prozentualen RP-Werte
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Anmerkung. AUC (area under the curve) = 0,884. Die diagonale Bezugslinie reprasen-
tiert ein Modell ohne pradiktive Eigenschaften (AUC 0,5), das zufallig zwischen erkrankt
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und gesund entscheidet. Der Graph im oberen linken Quadranten reprasentiert die Sen-
sitivitat und Spezifitat unterschiedlicher Grenzwerte fiir den Anteil der RP.

Mithilfe des Youden-Index und des closest to (0,1) wurden zwei Verfahren eingesetzt,

um einen geeignet Cutoff-Wert zu bestimmen (siehe Kapitel 2.11).

Der maximale Youden-Index J = 0,641 fur die prozentualen Werte der retikulierten

Thrombozyten lag bei einem Wert von 12,7% vor.

Der closest to (0,1)-Wert von 0,255 fand sich ebenfalls bei dem RP-Wert von 12,7%,

sodass der Wert mit dem hdchsten Youden-Index und der closest to (0,1) identisch sind.

Bei Einsatz des Cut-off-Wertes von 12,7% flr den prozentualen Anteil der RP wurden
OSA-Erkrankte mit einer Sensitivitdt von 84,12% und einer Spezifitat von 80% erkannt

(siehe Anhang).

Abbildung 18 zeigt die ROC-Kurve flir den Einsatz der absoluten RP-Werte als Pradiktor
fir OSA. Die AUC betrug 0,804 (p < 0,001, 95%-Konfidenzintervall 0,677 - 0,930); dies
entspricht mit einem Wert zwischen 0,8 - 0,9 ebenfalls einem ,guten® Modell
(Mandrekar, 2010).

Abbildung 18
ROC-Kurve fiir die Pradiktion von OSA durch die absoluten RP-Werte
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Anmerkung. AUC (area under the curve) = 0,804. Die diagonale Bezugslinie reprasen-
tiert ein Modell ohne pradiktive Eigenschaften (AUC 0,5), das zufallig zwischen erkrankt
und gesund entscheidet. Der Graph im oberen linken Quadranten reprasentiert die Sen-
sitivitat und Spezifitat unterschiedlicher Grenzwerte fiir die absoluten Werte der RP.
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Der maximale Youden-Index J von 0,489 fir die absoluten Werte der retikulierten Throm-

bozyten lag bei einem Wert von 24,48 [x1000/ul] vor.

Der closest to (0,1) Wert von 0,415 ergab sich ebenfalls bei dem RP-Wert von 24,48
[x1000/ul]. Somit waren der Cut-Off-Wert mit dem héchsten Youden-Index und der clo-

sest to (0,1) erneut identisch.

Bei Einsatz des absoluten RP-Wertes 24,48 [x1000/pl] als Cut-Off-Wert wurden OSA-

Erkrankte mit einer Sensitivitat von 88,89% und einer Spezifitat von 60% erkannt.
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4. Diskussion

41 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Dissertation wurde erstmalig die Rolle von retikulierten Thrombozyten (RP) im
Zusammenhang mit obstruktiver Schlafapnoe (OSA) untersucht. Hierzu wurden die Po-
lysomnographien und Polygraphien von 78 Studienteilnehmenden ausgewertet und eine
durchflusszytometrische Bestimmung der retikulierten Thrombozyten durchgefiihrt. Es
erfolgte eine Aufteilung in eine Experimentalgruppe aus OSA-Erkrankten und eine Kon-

troligruppe aus Studienteilnehmenden, bei denen OSA ausgeschlossen werden konnte.

Es konnte gezeigt werden, dass der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) und der Desaturati-
onsindex (DI) mit der Hohe der retikulierten Thrombozyten zusammenhangen. Die ge-
nannten OSA-Kennwerte korrelieren mit dem prozentualen Anteil der RP (AHI: r =
0,698**; DI: r = 0,545**) sowie den absoluten RP-Werten (AHI: r = 0,520**; DI: r =
0,487**). In der Regressionsanalyse zeigte sich aulierdem, dass der AHI dazu geeignet
ist, die prozentualen Werte der retikulierten Thrombozyten vorauszusagen (R?= 0,307).
OSA-Erkrankte zeigten signifikant héhere prozentuale (Median = 17,20%, IQA = 7,50%)
und absolute RP-Werte (Median = 39.980/ul, IQA = 20.420/ul) als gesunde Studienteil-
nehmende (Median = 8,56%, /IQA = 7,37%; Median = 18.800/ul, IQA = 26.600/ul). Es
zeigte sich eine Abhangigkeit der RP-Werte vom OSA-Schweregrad; eine klare Zuord-

nung zum OSA-Schweregrad anhand der RP-Werte war jedoch nicht mdglich.

Es wurde ein Cut-off-Wert von 12,7% flr den Anteil der retikulierten Thrombozyten er-
mittelt, anhand dessen OSA-Erkrankte von gesunden Kontrollpatient*innen unterschie-
den werden kdnnen. Bei Einsatz dieses Cut-off-Wertes wurden OSA-Erkrankte mit einer

Sensitivitat von 84,1% und einer Spezifitat von 80,0% erkannt.

4.2 Diskussion der Methoden

Bei dieser Studie handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Studie, an der 63 OSA-Erkrankte
und 15 Kontrollpersonen teilnahmen. Alle Patient*innen, welche die Schlafambulanz
wahrend des Studienzeitraums besuchten, wurden auf die Bereitwilligkeit zur Stu-
dienteilnahme angesprochen. Dartiber hinaus wurden 8 Patient*innen aus den allgemei-
nen und pneumologischen Ambulanzen eingeschlossen, bei denen kein Verdacht auf
eine schlafbezogene Atemstérung bestand. Neben der Ablehnung der Studienteilnahme

war der haufigste Grund fir die Nichtteilnahme eine zu haufige Anwendung der CPAP-
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Therapie vor Studieneinschluss. Andere Ausschlusskriterien, wie das Vorliegen hama-
tologischer Erkrankungen oder die Einnahme hamatologisch wirksamer Medikamente,

wurden nur in Einzelfallen erfillt.

Die Zuordnung zur Experimentalgruppe der OSA-Erkrankten bzw. zur Kontrollgruppe
erfolgte anhand der aktuellen Leitlinien zur Diagnostik von OSA und beinhaltete die Be-
ricksichtigung des AHI sowie der klinischen Symptomatik und Komorbiditaten. Andere
Studien definierten teilweise alle Personen als OSA-erkrankt, die einen AHI = 5 aufwie-
sen (Reutrakul & Mokhlesi, 2017a) und bericksichtigten damit nicht, dass Personen mit
einem AHI zwischen 5-15 ohne klinische Symptome oder typische Komorbiditat nicht die
aktuellen  OSA-Diagnosekriterien  erfullen  (,S3-Leitlinie  Nicht  erholsamer

Schlaf/Schlafstérungen — Kapitel ,Schlafbezogene Atmungsstérungen®, 2017).

Wahrend der Studie zeigte sich, dass nur bei wenigen Studienteilnehmenden der
Schlafambulanz eine obstruktive Schlafapnoe ausgeschlossen werden konnte. Es be-
stand demnach eine sehr hohe Pravalenz von OSA in diesem vorselektierten Studien-
kollektiv aus Patient*innen der Schlafambulanz einer universitaren Klinik. Ein Grund da-
fur kdnnte sein, dass der Grofteil der Studienteilinehmenden schon aufgrund des klini-
schen Verdachts der zuweisenden Arzt*innen oder sogar wegen einer auswartig durch-
geflhrten Polygraphie in die Schlafambulanz Gberwiesen wurde. Dies fuhrte dazu, dass
nur 7 Patient*innen ohne OSA aus der Schlafambulanz eingeschlossen werden konnten.
Um einen aussagekraftigen Vergleich der retikulierten Thrombozyten zwischen OSA-
Erkrankten und Gesunden zu erméglichen, wurden 8 weitere Studienteilnehmende aus
den weiteren Ambulanzen eingeschlossen. Daher ist die Kontrollgruppe (n = 15) deutlich
kleiner als die Experimentalgruppe (n = 63) und nicht vollstandig reprasentativ fur die
gewinschte Zielpopulation, das heif3t fir den Einsatz bei Patient*innen, bei denen der
Verdacht auf eine OSA-Erkrankung besteht. AulRerdem wurde bei einem Teil der Kon-
troligruppe nur eine Polygraphie zum Ausschluss von OSA durchgefiihrt, da eine ange-
schlossene Polysomnographie im Schlaflabor nicht notwendig war, wenn ein AHI < 5
vorlag. Dadurch fehlten bei diesen Studienteilnehmenden die Schlafdauer mit reduzier-
ter Sauerstoffsattigung (SpO2 < 90%) und die Total Sleeping Time (TST), welche von
den ambulanten Polygraphie-Systemen nicht aufgezeichnet werden. Auffallend zeigte
sich aullerdem eine geringe TST in der Kontrollgruppe von 206,6 Minuten, sodass eine
eingeschrankte Aussagekraft aufgrund der kurzen Schlafdauer besteht. Dies kdnnte da-
rauf zurtickzuflhren sein, dass gesunde Kontrollpersonen haufiger mit einem ambulan-
ten Polygraphiesystem untersucht wurden, welches keine Aufzeichnung der TST er-

laubt. AulRerdem sind Studienteilnehmende der Kontrollgruppe seltener zu einer zweiten
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Nacht im Schlaflabor erschienen, in der aufgrund der Gewdhnung an die Messsituation

haufig eine langere Total Sleeping Time erreicht werden konnte.

Der weitere Vergleich der Experimentalgruppe und Kontrollgruppe zeigt, dass die Kon-
trollgruppe durch eine deutlich jingere Altersstruktur sowie eine geringere Anzahl von
kardiovaskularen Risikofaktoren und Komorbiditaten charakterisiert war (s. Kapitel 3.1).
Um den Einfluss dieser Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auf die RP abzu-
schatzen, wurden weitere mogliche Einflussfaktoren auf die RP anhand einer multiplen
Regression ausgewertet. Hier zeigte sich, dass aufler dem AHI als starkstem Einfluss-
faktor (B = 0,427) auch das Alter (8 = 0,356) und der Body-Mass-Index (B = 0,329) als
Einflussfaktoren wirken. Da der BMI und das Alter in der Experimentalgruppe im Durch-
schnitt hdher waren, kdnnen sie als mogliche Confounder gewirkt haben. Eine Mdglich-
keit zur Kontrolle hierflr in zukiinftigen Studien kdnnte die Durchfihrung eines Matchings

von BMI und Alter sein.

Die Bestimmung der retikulierten Thrombozyten erfolgte in der Durchflusszytometrie un-
ter Einsatz von Thiazol-Orange (TO) und anti-CD41-Antikérpern analog zu beschriebe-
nen Protokollen (Hedley et al., 2015a; Wu et al., 2015). Hierbei wurden jeweils zwei
FACS-Proben pro Patient eingesetzt; eine TO-markierte Messprobe sowie eine weitere
Referenzprobe, die kein TO enthalt und als Maf} fir das Signal durch TO-Autofluores-
zenz dient. Durch das Gating wurde der CD-41/TO- positive Zielbereich identifiziert, in-

dem sich die Zellpopulation der retikulierten Thrombozyten (RP) abzeichnet.

Kienast et al. beurteilten TO als einen geeigneten Farbstoff flir den Nachweis von RP,
da es durch Licht mit der Wellenlange der eingesetzten Argon-Laser angeregt wird und
ein starkes Fluoreszenzsignal bei der Bindung von RNA auslést (Kienast & Schmitz,
1990b). Die durchflusszytometrische Auswertung bei Einsatz von Thiazol-Orange ist je-
doch mit Schwierigkeiten bezlglich der Spezifitdt und Reproduzierbarkeit behaftet, die
bereits einem routinemafigen Einsatz der RP in unterschiedlichen Einsatzgebieten im
Weg stand (Hoffmann, 2014; Meintker & Krause, 2020). Es fehlt weiterhin eine vollstan-
dige Standardisierung der Methode und es werden unterschiedliche Vorgaben bezlglich
den eingesetzten Farbstoffen und Testbedingungen wie Temperatur und Inkubationszeit

angewandt (Hedley et al., 2015a).

Ein Problem bei der Farbung mit Thiazol-Orange besteht in der nicht-spezifischen Bin-
dung an a-Granula (Robinson et al., 1998). Leichte Konzentrationsunterschiede von TO

oder verlangerte Inkubationszeiten kdnnen zu einem starken Anstieg des Fluoreszenz-
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signales fuhren, was eventuell auf das Entstehen einer Anfarbung der a-Granula zurtick-
zufuhren ist (Kienast & Schmitz, 1990a). Robinson et al. konnten zeigen, dass ein Degra-
nulationsschritt nach Stimulation der Thrombozyten mit thrombin receptor activating pep-
tide (TRAP) das TO-Signal, das durch Bindung im Bereich der a-Granula entsteht, redu-

zieren kann (Robinson et al., 1998).

In dem Staining-Protokoll dieser Arbeit war vorgesehen, dass die FACS-Analysen nach
einer Inkubationszeit von 30 Minuten stattfinden, was leider nicht immer erfiillt werden
konnte. Wahrend Kienast et al. einen deutlichen Anstieg des TO-Signals erst ab einer
Inkubationsdauer von 2,5 Stunden beobachteten (Kienast & Schmitz, 1990a), zeigten
sich wahrend dieser Studie bereits bei leicht verlangerten Inkubationszeiten hohere RP-
Werte. Ein genaueres Einhalten der Inkubationszeit oder auch das Einsetzen von TRAP
hatte vermutlich zur Messung niedriger RP-Werte geflihrt und kdnnte eine Erklarung fir
die insgesamt hohen RP-Werte sein, die in dieser Studie beobachtet wurden. In zukinf-
tigen Studien sollte die Dauer bis zur FACS-Auswertung dokumentiert und in die Analy-
sen mit einbezogen werden, um die Auswirkung des zeitlichen Faktors beurteilen kdn-

nen.

Die Auswertung der FACS-Ergebnisse erfolgte mithilfe der Flowjo Software von
Treestar, Inc. Eine Verblindung in Form einer Auswertung der Daten durch eine Person,
die die klinischen Daten der Studienteilnehmenden nicht kannte, konnte nicht durchge-
fuhrt werden. Daher kann ein potenzielles Bias bei der Auswertung der Daten nicht aus-
geschlossen werden. Es wurde ein Cut-off Wert von 1% innerhalb der Referenzprobe
gesetzt; andere Studien wahlten neben 1% auch einen Cut-off Wert von 5% (Hedley et
al., 2015b).

Es zeigt sich, dass weiterhin keine hinreichende Standardisierung des RP-Nachweises
hinsichtlich der genauen Testbedingungen besteht. Zum Einsatz eines Cut-off-Wertes
fur einen Biomarker bei OSA ist jedoch eben diese Standardisierung der Referenzberei-
che notwendig. Eine Moglichkeit besteht in dem Einsatz von hamatologischen Analysa-
toren, z.B. dem Sysmex-XE 5000 oder CELL-DYN Sapphire von Abbott, die eine auto-
matische Bestimmung der RP bei akzeptabler Prazision ermdglichen (Meintker et al.,
2013).

Zusammenfassend zeigten sich relevante Limitationen dieser Studie. Aufgrund der ge-
ringen Anzahl an Kontrollpersonen, die innerhalb der Schlafambulanz eingeschlossen

wurden konnten, wurden Studienteilnehmende aus den weiteren Ambulanzen einbezo-
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gen. Mégliche Confounder stellten hierbei der BMI und das Alter der Studienteilnehmen-
den dar. Eine Verblindung bei der Auswertung der FACS-Ergebnisse war nicht moglich.
Eine unzureichende Standardisierung und Reproduzierbarkeit der durchflusszytometri-
schen Auswertung der RP stellen Hindernisse dar, welche mdglicherweise durch den

Einsatz automatischer Analysatoren vermieden werden konnten.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 OSA geht mit einer Erhohung der retikulierten Thrombozyten einher

In diesem Studienkollektiv aus 63 OSA-Erkrankten und 15 Gesunden konnte ein Zusam-
menhang zwischen den nachtlichen respiratorischen Ereignissen, gemessen an AHI, DI
und der Schlafdauer mit reduzierter Sauerstoffsattigung (SpO2 < 90%), und einer Erho-

hung der retikulierten Thrombozyten im Blut gezeigt werden.

Der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) korreliert mit dem prozentualen Anteil der retikulierten
Thrombozyten an der Gesamtpopulation (r = 0,698, p < 0,001) sowie den absoluten
Werten der retikulierten Thrombozyten (r = 0,520, p < 0,001). Durch den AHI (8 = 0,145)
lieBen sich 30,7% der Varianz des prozentualen Anteils der retikulierten Thrombozyten
erklaren (korrigiertes R? = 0,307; 2 = 0.67).

Der Desaturationsindex (DI) korreliert mit dem prozentualen Anteil der retikulierten
Thrombozyten (r = 0,545, p < 0,001) sowie den absoluten Werten der retikulierten
Thrombozyten (r = 0,487, p < 0,001). Durch den DI (B = 0,116) lieen sich 23,6% der
Varianz des prozentualen Anteils der retikulierten Thrombozyten erklaren (korrigiertes
R?=0,236, = 0.56).

Die Schlafdauer mit reduzierter Sauerstoffsattigung (SpO2 < 90%) korreliert mit dem
prozentualen Anteil der retikulierten Thrombozyten (r = 0,374, p < 0,001) sowie den ab-
soluten Werten der retikulierten Thrombozyten (r = 0,285, p = 0,005).

Diese Ergebnisse bestatigen Hypothese 1, das heil’t es wird verifiziert, dass ein positiver
Zusammenhang zwischen den Krankheitsparametern von OSA und der Héhe der reti-

kulierten Thrombozyten besteht.

Der starkste Zusammenhang zeigte sich zwischen dem Apnoe-Hypopnoe-Index und
dem prozentualen Anteil der retikulierten Thrombozyten. Doch auch der Desaturations-

index (DI) sowie die Schlafdauer mit reduzierter Sauerstoffsattigung (Sp02<90%) korre-
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lieren deutlich mit den RP-Werten. Dies legt nahe, dass nicht nur die Anzahl der respi-
ratorischen Ereignisse, sondern auch die Haufigkeit und das Ausmal’ der Entsattigun-
gen relevant sind. Dieser Effekt war bei der Analyse der prozentualen RP-Werte ausge-
pragter als bei den absoluten RP-Werten. Eine Ursache hierfir kénnte sein, dass der
Einfluss anderer Faktoren auf die Gesamtzahl der Thrombozyten bei der Auswertung

der relativen RP-Werte reduziert wird.

Auch Hypothese 2 konnte durch die Ergebnisse bestatigt werden. Bei OSA-Erkrankten
fand sich ein signifikant hdherer prozentualer RP-Anteil (Median = 17,20%, IQA =7,50%)
als bei gesunden Kontrollpersonen (Median = 8,56%, IQA = 7,37%; U = 110,000, p <
0,001). Auch die absoluten RP-Werte innerhalb der Experimentalgruppe waren signifi-
kant héher (Median = 39.980/ul, IQA = 20.420/pl) als in der Kontrollgruppe (Median =
18.800/ul, IQA = 26.600/ul; U = 159,000, p < 0,001; vgl. Abbildung 15).

Eine multiple Regressionsanalyse wurde durchgefiihrt, um weitere Einflussfaktoren auf
RP zu identifizieren. Hierbei bestatigte sich der AHI als starkster Einflussfaktor (B =
0,427). Weitere signifikante Einflussfaktoren waren das Alter (8 = 0,356) und der BMI (B
=0,329). Der Einfluss von Alter und BMI auf RP wurde bereits durch andere Autoren/Au-
torinnen beschrieben; die Daten dieser Dissertation unterstitzen die bereits verdffent-

lichten Ergebnisse (Goudswaard et al., 2021; Hoffmann et al., 2013).

Das Vorliegen anderer Faktoren wie zum Beispiel pneumologischer Vorerkrankungen
zeigte keinen signifikanten Einfluss. Urspriinglich bestand die Vermutung, dass pneumo-
logische Vorerkrankungen, die analog zu OSA mit einer Hypoxie einhergehen kénnen,
ebenfalls ein Stimulus fiir die RP-Entstehung sein kénnten. Dies bestatigte sich anhand
dieser Daten nicht, sodass eine Hypoxie vermutlich nicht alleinige Ursache der erhéhten
RP-Werte ist oder die vertretenen Vorerkrankungen nicht mit einer relevanten Hypoxie
einhergingen. Um die genannte Vermutung genauer zu prifen, sollten in weiteren Un-
tersuchungen die Art und Schwere der pneumologischen Vorerkrankung genauer be-
rucksichtigt werden, um zu beurteilen, ob die vorliegenden Krankheiten mit einer rele-
vanten nachtlichen Hypoxie einhergehen. Bei der genaueren Differenzierung und Aus-
wertung der RP bei Patient*innen mit z.B. fibrotischen Lungenerkrankungen, chronisch-
obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD) oder pulmonaler Hypertonie, kdnnte neben
dem Einfluss der Hypoxie auch die Rolle der Inflammation auf die RP untersucht werden.
Hierflrr sollten krankheitsspezifische Marker als MaR} fir die Schwere und die Wahr-

scheinlichkeit fir das Entstehen von nachtlicher Hypoxie einbezogen werden.
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Ein Zusammenhang zwischen RP und OSA wurde bisher nicht in der Literatur beschrie-
ben. Zuvor wurden RP als Marker fur die Evaluation anderer Krankheitsbilder untersucht
(s. Tabelle 1), wie zur Evaluation der Thrombopoese bzw. von Thrombozytopenien und
zur Pradiktion des Outcomes bei Sepsis, Schlaganfall und akutem Koronarsyndrom
(Hoffmann, 2014).

Die dargestellten Ergebnisse erganzen das Verstandnis der Rolle von thrombozytaren
Faktoren bei OSA und sind von besonderer Relevanz, da RP (ber ein hdéheres throm-
bogenes Potential verfligen (Guthikonda et al., 2008; Meintker & Krause, 2020). Dies
kdonnte ein weiterer Faktor sein, um die deutlich erhdhte Pravalenz von kardiovaskularen

Erkrankungen bei OSA zu erklaren.

4.3.2 OSA und retikulierte Thrombozyten: Mechanismen und aktueller

Forschungsstand

In Kapitel 1.3. wurden bereits einige bekannte Auswirkungen von OSA auf die Morpho-
logie und Funktion von Thrombozyten aufgezeigt. Im Folgenden soll dargestellt werden,
wie es zur Aktivierung von Thrombozyten bei OSA kommt, um mdgliche Ursachen fir
den beobachteten Anstieg der RP zu diskutieren. Abbildung 19 zeigt das Zusammenwir-
ken von Sympathikus, oxidativem Stress und Inflammation bei der Aktivierung von

Thrombozyten.
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Abbildung 19
Mechanismen der Aktivierung von Thrombozyten bei OSA
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Anmerkung. In Anlehnung an Gabryelska et al., 2018. Durch eine Aktivierung des Sym-
pathikus und die Entstehung von oxidativem Stress und Inflammation entsteht eine per-
sistierende Aktivierung von Thrombozyten bei OSA. Eine Aktivierung neutrophiler Gra-
nulozyten im Knochenmark unter oxidativem Stress und steriler Inflammation bewirkt
einen Anstieg der retikulierten Thrombozyten.

Der erhohte Sympathikotonus bei OSA, welcher durch nachtliche Arousals und intermit-
tierende Hypoxien (IH) verursacht werden kann, wurde mit der Entstehung zahlreicher
Komorbiditaten von OSA wie arterieller Hypertonie assoziiert (s. Kapitel 1.1.4). Dartiber
hinaus beeinflusst eine vermehrte Ausschittung von Katecholaminen die Thrombozyten,
denn Noradrenalin wirkt als direkter Aktivator von Thrombozyten (Larsson et al., 1994;
Phillips & O’driscoll, 2013).

Oxidativer Stress ist ein wichtiger Faktor bei der Entstehung endothelialer Dysfunktion
und kardiovaskularer Erkrankungen bei OSA (s. Kapitel 1.1.4). Darlber hinaus sind Ein-
flisse von oxidativem Stress auf Thrombozyten bekannt. Das Superoxidanion, welches
als Hauptvertreter der ROS gilt, kann eine Thrombozytenaktivierung bewirken
(Freedman, 2008). Wie in Kapitel 1.1.4 beschrieben, sinkt bei OSA die NO-Bioverflig-
barkeit am Endothel (Badran et al., 2014; Varadharaj et al., 2015).. Dies fuihrt zusatzlich
zu einer reduzierten NO-abhangigen Hemmung der Thrombozytenaktivierung, Expres-
sion thrombozytarer Oberflachenproteine wie P-Selektin und endothelialer Thrombozy-

tenadhasion (Cheung et al., 1997; Yoneyama et al., 2002).
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Ein weiterer relevanter Faktor fiir die Aktivierung von Thrombozyten ist die Entstehung
von Inflammation. ROS fiihren Uber eine gesteigerte Expression von inflammatorischen
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB zu einer proarteriosklerotischen Kaskade, die eine Zir-
kulation von Adhé&sionsmolekilen und Zytokinen beinhaltet (Lavie, 2009). AuRerdem
fuhrt der Kollaps der oberen Atemwege bei OSA durch mechanische lrritation zu einem
lokalen Entziindungsprozess, der auch systemisch wirksam sein kann (Gabryelska et
al., 2018). Eine weitere Ursache von Inflammation bei OSA besteht in der hohen Pra-
valenz von Adipositas, welche zur Entstehung proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-
a und IL-6 fuhrt (Corgosinho et al., 2020). Diese Zytokine kdnnen eine weitere Aktivie-

rung der Thrombozyten bewirken (Theofilis et al., 2021).

So beglinstigt das Zusammenspiel aus Sympathikus, oxidativem Stress und Inflamma-
tion eine persistierende Thrombozytenaktivierung bei OSA-Erkrankten (Gabryelska et
al., 2018). Méglicherweise spielen diese Mechanismen auch eine Rolle als Ausldser fir
den Anstieg der retikulierten Thrombozyten. Eine Veranderung der Thrombozytenpopu-
lation zugunsten jlingerer, thrombogener Spezies kdnnte einen weiteren Weg der Akti-

vierung des thrombozytaren Systems bei OSA darstellen.

Hinweise in der aktuellen Literatur, welche die Beobachtung einer Vermehrung der RP
in OSA unterstitzen, finden sich unter anderem im MPV-Wert. Dieser Thrombozytenin-
dex wird als Marker von OSA sowie kardiovaskularer und metabolischer Komorbiditaten
von OSA angesehen (Kanbay et al., 2013b). Die Erhéhung des MPV in OSA wird darauf
zurlickgefihrt, dass aktivierte Thrombozyten ein grofieres Volumen haben, sodass ein
erhdhtes MPV die verstarkte Thrombozytenaktivierung widerspiegeln koénnte
(Gabryelska et al., 2018). Mdglicherweise spielt auch hier eine Vermehrung der retiku-
lierten Thrombozyten eine Rolle. Da MPV ein Maf fur die ThrombozytengréRe ist und in
Tieren und Menschen gezeigt wurde, dass RP groRer als reife Thrombozyten sind,
konnte die Erhdhung des MPV in OSA auch teilweise einen erhéhten Anteil der RP re-
prasentieren (Hamad et al., 2021). Diquattro et al. fand bereits einen Zusammenhang
(R? = 0.619) zwischen RP und einem erhéhten MPV (Diquattro et al., 2009). Dieses
Ergebnis bestatigt sich innerhalb der in dieser Dissertation untersuchten Population. Es
bestand eine signifikante Korrelation zwischen den prozentualen RP-Werten und MPV
(r=0,244, p < 0,05). Des Weiteren bestatigte sich der vorbeschriebene positive Zusam-
menhang zwischen MPV und AHI (r= 0,289, p < 0,05) und der negative Zusammenhang
zwischen MPV und der Gesamtzahl der Thrombozyten (r = - 0,304, p < 0,05; Hoffmann
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et al., 2013). Dieser gegensatzliche Effekt auf MPV bei steigenden absoluten Throm-
bozytenwerten kénnte eine Ursache sein, dass MPV und die absoluten RP-Werte in die-

ser Dissertation keine signifikante Korrelation zeigten.

Ein weiterer Hinweis in der Literatur, der das Vorliegen erhéhter RP-Werte in OSA un-
terstiitzt, besteht darin, dass sich bei OSA-Erkrankten erhdhte P-Selektin-Werte zeigten
(Gabryelska et al., 2018). Dieses Zelladhasionsmolekil wird mit der Entstehung von
Atherosklerose in Verbindung gesetzt (Burger & Wagner, 2003). Durch die geringere
NO-Bioverfiugbarkeit bei OSA kommt es auch zu einer verstarkten Expression von P-
Selektin (Cheung et al., 1997; Yoneyama et al., 2002). Retikulierte Thrombozyten sind
ebenfalls durch eine vermehrte Expression von P-Selektin gekennzeichnet (Meintker &
Krause, 2020). Eine Erh6hung des RP-Anteils kdnnte also eine weitere Ursache fir die
bekannte Erhéhung der P-Selektin-Werte bei OSA sein. Dies kdnnte ein zusatzlicher
Mechanismus sein, Uber den hohe RP-Werte die Entstehung von Atherosklerose in

OSA-Erkrankten begunstigen.

Weitere Erklarungen zu mdglichen Mechanismen der Aktivierung von retikulierten
Thrombozyten finden sich in Untersuchungen der Arbeitsgruppe Petzold et. al zu den
Einflissen von neutrophilen Granulozyten auf Megakaryozyten durch ,plucking®, eine
direkte Interaktion, bei der das Wachstum und die Freisetzung von Proplattchen aus
Megakaryozyten stimuliert wird (Petzold et al., 2022). Nach CXCR4-CXCL12-gesteuer-
ter Migration der neutrophilen Granulozyten in das Knochenmark wird hierbei tiber NOX-
2 abhangige ROS die finale Phase der Freisetzung unreifer Thrombozyten reguliert.
Uber diese Mechanismen kénnten neutrophile Granulozyten eine essenzielle Rolle bei
der Verschiebung von Thrombozytenpopulationen zugunsten jingerer Spezies in einem
Umfeld von steriler Inflammation und oxidativem Stress einnehmen. OSA gilt als eine
Erkrankung, deren Pathophysiologie maRgeblich durch diese Faktoren gekennzeichnet
ist. Daher erscheint es plausibel, dass der in dieser Dissertation beschriebene Anstieg
von retikulierten Thrombozyten bei OSA teilweise durch die Einflisse von neutrophilen
Granulozyten auf die Thrombopoese vermittelt sein kénnte. Wahrend andere bekannte
Regulatoren der Thrombopoese wie Zytokine teilweise Uber genetisch vermittelte Pro-
zesse Einfluss nehmen, handelt es sich bei diesem Mechanismus vermutlich um eine
kurzfristigere Moglichkeit der Aktivierung der Thrombozyten. Weitere Untersuchungen
sind notwendig, um eine gesteigerte Freisetzung von retikulierten Thrombozyten vermit-
telt Gber neutrophile Granulozyten bei OSA-Patient*innen zu belegen. Aufgrund der be-
schriebenen erhdhten Thrombogenitat und der geringeren Sensibilitat gegenuber

Thrombozytenaggregationshemmern (Guthikonda et al., 2008; Meintker & Krause,
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2020) stellen diese Mechanismen weitere therapeutische Ansatze dar, um der erhdhten

Pravalenz kardiovaskularer Erkrankungen bei OSA entgegenzuwirken.

4.4 Sind retikulierte Thrombozyten als Biomarker fur OSA

geeignet?

4.41 Biomarker in OSA: Relevanz und aktueller Forschungsstand

Ein weiteres Primarziel dieser Dissertation besteht in der Evaluation der retikulierten
Thrombozyten als Biomarker fir OSA. Der Goldstandard fir die Diagnostik von OSA
besteht in der Durchfiihrung einer Polysomnographie. Dies geht jedoch mit einem hohen
Zeitaufwand und hohen Kosten einher, da fiir die Untersuchung ein Aufenthalt im Schiaf-
labor mit Betreuung der Patient*innen und die Auswertung der Ergebnisse durch ausge-
bildetes Personal notwendig sind. Dies fuhrt aktuell zu langen Wartezeiten auf Polysom-
nographien (McNicholas, 2008), was eine Hurde fur Betroffene bedeuten kann und die
Zeit bis zur Diagnosestellung verlangert. Aufgrund der hohen Pravalenz und massiven
Unterdiagnostizierung von OSA (Young et al., 1997) kann eine zu geringe Verfugbarkeit
von Polysomnographien zu einer unzufriedenstellenden medizinischen Versorgung von
OSA-Erkrankten fihren. Eine Alternative bietet der Einsatz von Polygraphie-Heimsyste-
men, wodurch eine Verringerung der Kosten und eine héhere Verfiigbarkeit erreicht wer-
den kann. Ein grofl3er Nachteil dieser Systeme ist jedoch, dass es haufig zu Messprob-
lemen kommt, wodurch die Ergebnisse nicht auswertbar sind und somit dennoch eine
Polysomnographie notwendig wird. AulRerdem werden beim Einsatz von ambulanten Po-
lygraphien die Schlafphasen nicht aufgezeichnet, sodass es zu falsch niedrigen Ergeb-
nissen kommen kann und der Bezug der respiratorischen Werte auf den Schlaf er-
schwert ist (McNicholas, 2008).

Aktuell werden als Screening-Verfahren die OSA-Fragebdgen ESS und STOP-BANG
eingesetzt, die auch in dieser Arbeit erhoben wurden. Diese zeigen aber relevante Limi-
tationen. Die ESS misst zwar die subjektive Tagesschlafrigkeit, doch der Fragebogen
wurde nicht flr den Einsatz bei der Diagnostik von OSA validiert (Fleming et al., 2018b)
und hat nur eine geringe Sensitivitdt von 66% (Rosenthal & Dolan, 2008). Der STOP-
BANG-Fragebogen hingegen zeigt bei einem Cut-off-Wert = 3 eine hohe Sensitivitat von
84%, jedoch nur eine geringe Spezifitat von 56,4% (Chung et al., 2016). Bereits 2017
betonte die American Academy of Sleep Medicine (AASM) daher die Notwendigkeit fir
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aussagekraftigere Screening-Instrumente, darunter auch im Blut nachweisbare Biomar-

ker.

Der Einsatz eines Biomarkers kénnte der Unterdiagnostizierung von OSA entgegenwir-
ken, indem Patient*innen flr die Polysomnographie selektiert werden, die ein erhdhtes
Risiko fir OSA aufweisen. AuRerdem stellt ein Biomarker einen objektiven Parameter
dar, was einen Vorteil gegenuber subjektiven Fragebdgen bedeutet. Zahlreiche Biomar-
ker wurden bereits im Zusammenhang mit OSA vorgeschlagen und gepriift, doch alle
zeigten bisher Limitationen, die einem klinischen Einsatz im Wege standen (Fleming et
al., 2018a; Montesi et al., 2012). Im folgenden Abschnitt werden ausgewahlte Biomarker

vorgestellt, die zuvor fir den Einsatz bei OSA in Betracht gezogen wurden.

Ein Grofteil der Biomarker, die bisher fiir den Einsatz bei OSA in Betracht gezogen wur-
den, gelten als Marker von Inflammation, Metabolismus oder von oxidativem Stress.
Dadurch erfiillen diese Marker das Kriterium der Plausibilitdt, da sie vermutlich eng mit
wichtigen pathophysiologischen Vorgangen der obstruktiven Schlafapnoe verbunden

sind.

Eine Erhéhung von Entziindungsparametern wie IL-6, TNFa und CRP konnte nach
Schlafentzug bei gesunden Studienteiinehmenden nachgewiesen werden (Patel et al.,
2009). Ein wichtiger Storfaktor ist hierbei das weit verbreitete Vorliegen von Adipositas,
da auch Adipozyten die proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-6 produzieren
(Montesi et al., 2012). Steiropolus et al. konnten jedoch zeigen, dass TNFa-Werte bei
OSA-Erkrankten auch im Vergleich zu gesunden adipdsen Kontrollpersonen erhéht wa-
ren (Steiropoulos et al., 2010). Wahrend einige Studien einen signifikanten Abfall von
Entziindungsparametern wie CRP, Lipoproteinen, Homozystein und TNFa nach einer
CPAP-Therapie beschreiben (Arias et al., 2008; Steiropoulos et al., 2007), bestatigte
sich dieser Effekt in einer weiteren randomisierten kontrollierten Studie nicht (Kohler et
al., 2009). Ein allgemeines Problem bei dem Einsatz von Entziindungsparametern als
Biomarker fir OSA besteht darin, dass Entziindungswerte bei unterschiedlichsten
Krankheitsbildern erhéht sein kénnen, so auch bei der unter OSA-Erkrankten weit ver-
breiteten Adipositas (Montesi et al., 2012).

Bei metabolischen Parametern, die als Biomarker diskutiert wurden, handelt es sich auf-
grund des engen Zusammenhanges zwischen OSA und Diabetes mellitus meist um Pa-
rameter des Glukosestoffwechsels. Aronsohn et al. konnten 2010 einen BMI-unabhan-
gigen Anstieg von HbA1c bei OSA-Erkrankten zeigen, dessen Ausmall vom OSA-

Schweregrad abhing. So wiesen Patient*innen eine Erhéhung des HbA1c von 1,49% bei
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milder OSA, von 1,93% bei moderater OSA und 3,69% bei schwerer OSA auf. Dieser
Befund konnte auch bei Studienteilnehmenden ohne Diabetes oder Glukosetoleranzsto-
rung bestatigt werden (Aronsohn et al., 2010). Da OSA und Diabetes mellitus haufig
zusammen und in Kombination mit Adipositas auftreten, konnte sich der HbA1c bisher
nicht klar als nitzlicher Biomarker durchsetzen und wird aktuell hauptsachlich fir die

Diabetes mellitus-Uberwachung bei OSA-Erkrankten eingesetzt (Montesi et al., 2012).

Zu den untersuchten Biomarkern aus dem Bereich des oxidativen Stresses zahlen 8-
Isoprostan, ein Marker fir Lipidoxidation, 8-OHdG, ein Marker fir oxidativen Stress an
Nukleinsauren sowie Stickstoffmonoxid (NO). Carpagnano et al. konnten erhéhte 8-lsop-
rostan-Level in morgendlichen Atemkondensaten von OSA-Erkrankten feststellen, die
sich nach CPAP-Therapie deutlich reduzierten (Carpagnano et al., 2002). Peres et al.
konnten diesen Zusammenhang zwischen AHI und 8-Isoprostan-Spiegel bestatigen
(Peres et al., 2020). Die Ausscheidung von Isoprostanen zeigte eine Abhangigkeit vom
OSA-Schweregrad und bestand unabhangig vom BMI. Auch der Marker 8-Hydroxy-2-
deoxyguanosin (8-OHdG) zeigte einen hoheren Plasmaspiegel und eine héhere Aus-
scheidung bei OSA-Erkrankten. Auch hier kam es zu einem Absinken der Werte unter
CPAP-Therapie (Orru et al., 2020). Auch bestimmte NO-Exhalationswerte wie der maxi-
male NO-Atemwegsfluss (J'awNO) waren bei schwerer OSA erhdht und zeigten einen
Abfall unter CPAP-Therapie (Dang-Thi-Mai et al., 2021).

Ein weiterer vielversprechender OSA-Biomarker, der in erhéhter Konzentration unter
OSA-Erkrankten nachgewiesen werden konnte, ist Cystein. Dieser Zusammenhang be-
statigte sich sowohl unter adipdsen als auch nicht-adipdsen Studienteilnehmenden.
Nach 6-monatiger CPAP-Therapie zeigte sich auch hier eine signifikante Abnahme der
Cysteinwerte (Cintra et al., 2011).

Die genannten Biomarker weisen unterschiedliche Starken auf, wie den Einbezug in
wichtige pathophysiologische Mechanismen von OSA, das Ansprechen auf eine CPAP-
Therapie und die Unabhangigkeit von moglichen Einflussfaktoren wie Adipositas. Den-
noch konnte bisher keinem dieser Biomarker ein ausreichender diagnostischer Nutzen
nachgewiesen werden, der einen routinemafligen klinischen Einsatz begrindete
(Fleming et al., 2018a; Montesi et al., 2012).
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4.4.2 Evaluation des Anteils der retikulierten Thrombozyten als
Biomarker bei OSA

Mithilfe einer ROC-Analyse wurde ermittelt, dass der prozentuale Anteil der RP (AUC =
0,884) besser zur Pradiktion von OSA geeignet ist als die absolute Anzahl der retikulier-
ten Thrombozyten (AUC = 0,80).

Tabelle 6 zeigt, dass die in dieser Studienpopulation ermittelte AUC der prozentualen
und absoluten RP Werte fiir die Pradiktion von OSA hoéher als die AUC anderer beispiel-

hafter Biomarker und klinischer Parameter ist (Fleming et al., 2018b).

Tabelle 6

Vergleich zwischen retikulierten Thrombozyten und anderen beispielhaften Biomarkern

Biomarker AUC 95% - Kl

Prozentualer Anteil der RP 0,88 0,80 -0,97
RP-Werte absolut 0,80 0,68 -0,93
HbA1c + CRP + EPO 0,78 0,71-0,86
HbA1c 0,68 0,61-0,76
CRP 0,72 0,63 -0,81
IL-6 0,63 0,54 -0,72
Alter 0,63 0,54 - 0,72
BMI 0,78 0,71-0,85
Halsumfang 0,74 0,67 — 0,81
Systolischer Blutdruck 0,59 0,45-0,72
Diastolischer Blutdruck 0,51 0,40 - 0,62
STOP-BANG 0,70 0,61-0,80
ESS 0,53 0,42 - 0,64

Anmerkung. In Anlehnung an: Fleming et al., 2018.

Durch Shih und Malhotra wurden Kriterien aufgestellt, anhand derer Biomarker fiir OSA
evaluiert werden kénnen (Shih & Malhotra, 2011). Ein idealer Biomarker weise demnach
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eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fir OSA auf. Es soll eine Dosis-Wirkung-Beziehung
bestehen und eine Korrelation zur Schwere der Krankheit, um eine Einschatzung des
Schweregrades anhand der Hohe des Biomarkers zu ermdglichen. Weiterhin soll eine
effektive Therapie den Biomarker beeinflussen, sodass ein Therapiemonitoring méglich
ist. Als viertes Kriterium soll der Biomarker in einen wichtigen kausalen Mechanismus
bei der Pathophysiologie von OSA eingebunden sein, sodass er ein mogliches Ziel fir
neue Therapien bietet. Schliel3lich soll eine Pradiktion des kardiovaskularen Risikos
durch den Biomarker mdglich sein und eine Beeinflussung des Biomarkers zu einem
niedrigeren kardiovaskularen Risiko fiihren (Shih & Malhotra, 2011). Montesi et al. nen-
nen als weitere Gitekriterien fir OSA-Biomarker die einfache und preiswerte Messbar-
keit und die Mitwirkung bei mehreren unterschiedlichen pathophysiologischen Vorgan-
gen von OSA (Montesi et al., 2012). Im Folgenden soll geprtft werden, ob der prozentu-

ale Anteil der RP die genannten Kriterien als Biomarker fir OSA zufriedenstellend erflllt.

Zur Beurteilung des diagnostischen Nutzens von retikulierten Thrombozyten als Biomar-
ker bei OSA wurden die Sensitivitdt und Spezifitat fiur die Diagnose von OSA ermittelt.
Als optimaler Cut-off-Wert wurde ein RP-Wert von 12,7% bestimmt, welcher mit einer
Sensitivitat von 84,1% und einer Spezifitdt von 80,0% fir das Erkennen von OSA ver-

bunden ist.

Bei einer Sensitivitat von 84,1% wird der Grol3teil der OSA-Erkrankten anhand dieses
Cut-off-Wertes erkannt. Eine Spezifitat von 80% bedeutet eine Falsch-Positiv-Rate von
20%, sodass nur jede flinfte Polysomnographie auf Basis dieses Biomarkers unnotig
durchgefihrt wirde. Der Anteil der RP als Biomarker zeigt demnach eine Sensitivitat,
die dem STOP-BANG-Test entspricht, bei zugleich hdherer Spezifitat. Diese Ergebnisse
sind sogar einer Kombination der diskutierten Biomarker HbA1c, CRP und EPO mit einer
Sensitivitat von 81% und Spezifitdt von 60% Uberlegen (Fleming et al., 2018b). Hierbei

ist jedoch auf die beschriebenen Limitationen zu verweisen (siehe Kapitel 4.2).

Das Kriterium einer Dosis-Wirkung-Beziehung sowie eines Zusammenhangs zwischen
der Hohe des Biomarkers und dem OSA-Schweregrad kann als teilweise erflllt angese-
hen werden. Es zeigte sich eine enge Korrelation zwischen dem AHI und den RP-Werten
(r=10,698, p <0,001). AuRerdem wurde bestatigt, dass sich der Anteil der RP zwischen
den unterschiedlichen OSA-Schweregraden unterscheidet (Chi-Quadrat (2) = 15,035, p
< 0,001). Ein signifikanter Unterschied bestand jedoch nur zwischen den Gruppen ,mo-
derate OSA® und ,schwere OSA* (z = - 3,844, p < 0,001). Zwischen den Gruppen ,milde
OSA* und ,moderate OSA*“ sowie zwischen den Gruppen ,milde OSA“ und ,schwere

OSA* zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der RP-Werte. Somit zeigte sich eine
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Dosis-Wirkung Beziehung zwischen AHI und RP, aber eine eindeutige Zuordnung zu

einem OSA-Schweregrad anhand der RP-Werte war nicht méglich.

Ein Ansprechen der RP auf eine Therapie wurde in dieser Dissertation nicht gepruft. Ein
Absinken der RP-Werte unter CPAP-Therapie wirde die Ergebnisse dieser Arbeit unter-
stlitzen und den diagnostischen Wert von RP in OSA erhéhen. Auch kann aktuell nicht
beurteilt werden, inwieweit retikulierte Thrombozyten in einen oder mehrere pathophysi-
ologische Prozesse involviert sind. Méglicherweise bewirken die bekannten Einflisse
auf Thrombozyten in OSA wie der Sympathikus, oxidativer Stress, Inflammation und Adi-
positas auch eine Erhéhung der retikulierten Thrombozyten. Um dies zu beurteilen sind

jedoch weitere Untersuchungen notwendig.

Ein weiteres Kriterium fir einen idealen Biomarker bei OSA betrifft das Vorliegen eines
Zusammenhanges zur Entstehung von Folgeerkrankungen. Es zeigten sich
Korrelationen zwischen dem prozentualen Anteil der RP und den Komorbiditaten
arterielle Hypertonie (r= 0,341, p = 0,002), Herzrhythmusstérungen (r = 0,262, p = 0,21)
und Diabetes mellitus (r = 0,309, p = 0,006). Diese Beobachtungen sind jedoch
wahrscheinlich auch darauf zurtickzufiihren, dass diese Komorbiditaten deutlich haufiger
in der Experimentalgruppe vorlagen (siehe Kapitel 3.1.5). Dadurch kénnen weitere
Faktoren, welche die Experimentalgruppe kennzeichnen, wie ein hdherer AHI, BMI und
ein héheres Alter fur die beobachteten Zusammenhange verantwortlich sein. Andere
Studien konnten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen RP und kardiovaskularen
Erkrankungen wie dem akuten Koronarsyndrom und zerebrovaskularen Erkrankungen
zeigen (Hannawi et al., 2018; Lakkis et al., 2004). Aulerdem wird RP ein héheres throm-
bogenes Potential gegeniber reifen Thrombozyten zugeschrieben (Meintker & Krause,
2020) und sie kénnten eine Ursache fir erneute thrombotische Ereignisse unter doppel-
ter Thrombozytenaggregationshemmung mit Aspirin und Clopidogrel sein (Armstrong et
al., 2017). Weitere Untersuchungen sind notwendig, um zu klaren, welche kardiovasku-
laren Erkrankungen mit retikulierten Thrombozyten in Verbindung stehen und ob eine
Beeinflussung der retikulierten Thrombozyten eine mégliche Therapiemalinahme dar-

stellen konnte.

Das letzte Kriterium flr Biomarker von OSA betrifft die einfache und preiswerte Durch-
fuhrbarkeit der Bestimmung des Biomarkers. Die Bestimmung der RP in dieser Arbeit
mithilfe der Durchflusszytometrie kann als aufwandig betrachtet werden und weist den
Nachteil der fehlenden Standardisierung auf. Unterschiede in den Referenzbereichen
der RP zwischen Laboren stehen der Anwendung eines einheitlichen Cut-off-Wertes im
Wege. Durch den Einsatz von Analysatoren wie dem Sysmex-XE 5000 oder CELL-DYN
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Sapphire von Abbott kdnnte ein hoheres Mald and Vergleichbarkeit Giber unterschiedliche

Labore und eine einfachere und giinstigere Bestimmung der RP erreicht werden.

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit, dass die Bestimmung der retikulier-
ten Thrombozyten ein wichtiges Instrument fir das Screening auf darstellen kdnnten.
Die ermittelte Sensitivitat von 84,1% und Spezifitat von 80,0% missen sich noch in wei-
teren Studien, insbesondere in weniger vorselektierten Kohorten, bestatigen. Zukiinftige
Studien sollten unter anderem eine gréRere Anzahl an gesunden Kontrollen einschlie-
Ren, eine Verblindung bei der Auswertung der FACS-Ergebnisse einsetzen und eine
gréRere Vergleichbarkeit der Experimental- und Kontrollgruppe gewahrleisten. Wenn
sich diese Ergebnisse bestatigen, kbnnten RP ein wichtiges Screening-Tool zur Risi-

kostratifizierung fiir OSA vor der Durchflihrung einer Polysomnographie sein.

Die vielversprechenden Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass retikulierte Throm-
bozyten einen Zusammenhang mit OSA aufweisen und dass ihnen ein wichtiger diag-
nostischer Nutzen zukommen kénnte. Bevor ein klinischer Einsatz erwogen werden
kann, sind noch weitere Studien notwendig, die diese Ergebnisse bestatigen und unter-
suchen, welche Mechanismen den beobachteten Anstieg von RP bei OSA-Erkrankten
vermitteln. Von besonderem Interesse sind auRerdem der Einfluss der CPAP-Therapie
auf die retikulierten Thrombozyten sowie mdgliche Zusammenhange zwischen RP und
kardiovaskularen Folgeerkrankungen von OSA. Dies kdnnte zu einem besseren Ver-
stéandnis der Rolle von Thrombozyten bei OSA und der Identifikation weiterer Einsatzge-

biete der retikulierten Thrombozyten beitragen.
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