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Wykaz stosowanych skrotéw

AASM
AHI

BiPAP

BMI
CAMs
CBS
COX-2
CPAP

CRP
ELAM-1

E-sel
ESS
HIFs-1

HOMA-IR
hsCRP
ICAM-1

IL-1
IL-6
IL-8
INF-y
L-sel
MPC-1

NF-xB
OBS
ODI
OGTT

American Academy of Sleep Medicine

ang. Apnoea-Hypopnoe Index — indeks bezdechéw i splycen
oddychania

ang. Bi-Level Positive Airway Pressure — aparat do oddychania
pod zmiennym dwupoziomowym dodatnim ci$nieniem

ang. Body Mass Index — indeks masy ciala

ang. Cell Adpesion Molecules — czasteczki adhezyjne

centralny bezdech senny

enzym cyklooksygenaza-2

ang. Continuous Positive Airway Pressure — aparat do oddychania
pod stalym dodatnim ci$nieniem — tzw. proteza powietrzna
ang. C-Reactive Protein — biatko C-reaktywne

ang. Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule — czasteczka ad-
hezji leukocytéw do srédblonka-1

E-selektyna

ang. Epworth Sleepiness Scale — skala senno$ci Epworth

ang. Hypoxia-Inductible Factors-1 — czynniki indukujace hi-
poksje -1

ang. Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance —
wskaznik insulinoopornosci

ang. high sensitivity C-Reactive Protein — biatko C-reaktywne
wysokiej czulosci

ang. Intracellular Adhesion Molecule-1 — czasteczka adhezji
mie¢dzykomérkowe;j-1

interleukina 1

interleukina 6

interleukina 8

interferon gamma

L-selektyna

ang. Monocyte Chemoattractant Protein-1 — biatko chemotak-
tyczne monocytow -1

ang. Nuclear Factor B — czynnik jadrowy kB

obturacyjny bezdech senny

ang. Oxygen Desaturation Index — indeks desaturacji

ang. Oral Glucose Tolerance Test — doustny test obciazenia glu-
koza



NREM

PAI-1

PBMC

P-sel
PSG
RDI

RFA
RFT
RNS
ROS
SO
TAS
TBARS

TNF-a
TNFR
VCAM-1
VEGF

xL-sel
ZOCS

stadia snu wolnych ruchéw gatek ocznych (NREM 1, NREM2,
NREM3)

ang. Plasminogen Activation Inhibitor-1 — inhibitor aktywato-
ra plazminogenu-1

ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells — jednojadrzaste ko-
moérki krwi obwodowej

P-selektyna

polisomnografia

ang. Respiratory Disturbance Index — indeks zaburzeri oddy-
chania

ang. Rapid Eye Movements — faza snu szybkich ruchéw galek
ocznych

reaktywne formy azotu

reaktywne formy tlenu

ang. Reactive Nitrogen Species — reaktywne formy azotu

ang. Reactive Oxygen Species — reaktywne formy tlenu
wysycenie hemoglobiny tlenem

ang. Total Antioxidant Status — catkowity stan antyoksydacyjny
ang. Thiobarbituric Acid-Reacting Substances — substancje re-
agujace z kwasem tiobarbituranowym

ang. Tumor Necrosis Factor-o. — czynnik nekrotyczny guza alfa
receptor TNF

ang. Vascular Adpesion Molecule — czasteczka adhezji komér-
kowej naczyni-1

ang. Vascular Endothelial Growth Factor — $rédblonkowy na-
czyniowy czynnik wzrostu

ekspresja genu dla L-selektyny

zaburzenia oddychania w czasie snu



1. Wprowadzenie

A sen? Ach ten swiat cichy, gluchy, tajemniczy

Zycie duszy, czyz nie jest warte badat ludzi!

K16z jego miejsce zmierzy, kto jego czas zliczy!

Trwozy sig czlowiek Spiqcy — Smieje sig, gdy si¢ zbudzi.
Medrcy mowiq, ze sen tylko przypomnienie —

Medrey przekleci!

Adam Mickiewicz, Dziady — 1] cz¢s¢ — Prolog

Chociaz zainteresowanie snem istnialo od dawna i jego tajemnice intry-
gowaly badaczy od wielu wiekéw [96], to jednak dopiero ostatnie dekady
przyniosty mozliwo$¢ blizszego poznania tego fizjologicznego stanu, ktéry
zajmuje tak znaczacy cz¢$¢ naszego zycia. Juz nieaktualne jest wige dalsze
zdanie narodowego wieszcza z prologu III cz¢$ci Dziaddw:

Ciemnosci kryjg ziemig i lud we snie lezy,
Lecz dlaczego spig ludzie, zZaden z nich nie bada.

To whasnie w ostatnich latach udalo si¢ scharakteryzowa¢ i podda¢ sku-
teczniejszemu lekarskiemu postgpowaniu zaburzenia snu, a przynajmniej
ich znaczaca cze¢s¢, zwigzang z zaburzeniami oddychania. Prébuje si¢ takze
okresli¢ relacje zaburzen snu do objawdéw $wiadczacych o jego patologii,
a Zwiqzanych ze stanem czuwania. Nadcis$nienie tetnicze, zaburzenia rytmu
serca, ranne béle glowy, depresja, zaburzenia osobowosci i inne zostaly sko-
jarzone z patologia dotyczaca snu.

Sen jest stanem, w ktérym trwamy przez niemalze jedng trzecia naszego
zycia. W 1932 roku Walter Hess pisal: Mechanizm wypoczynku podczas snu
Jest gleboko utajony i nie w petni go jeszcze rozumiemy. O jego istnieniu wiemy
cokolwick tylko na podstawie wtdrnych objawdw, choé stanowi on istotg snu.
Whtaczenie narzqdéw zmystow, znieruchomienie migsni, zahamowanie proce-
sow psychicznych — sq to zjawiska drugorzedne, choc sprzyjajace procesom od-
nowy w tkankach [78]. Po osiemdziesi¢ciu latach to spostrzezenie wydaje si¢
by¢ nadal istotne, niewiele zostaly zmodyfikowane wyobrazenia dotyczace
znaczenia snu. Sen jest niezbedny dla przywrécenia sprawnosci organizmu,



oszczedza ograniczone zasoby energii lub chroni organizm przed wezesnym
zuzyciem, albo stanowi ochrong przed stresem [23].

Zaburzenia snu moga nieraz by¢ grozne dla zycia, bardzo jednak cze-
sto mogg odbiera¢ ludziom jego rado$¢ bedac Zrédlem powaznej patologii.
Wsréd bogatej patologii snu wyréznia si¢ zaburzenia zwiazane z dyssom-
niami, parasomniami oraz zaburzenia snu zwiazane z innymi zdrowotnymi
zaburzeniami, najczgdciej neurologicznymi badz psychiatrycznymi. Szcze-
gblne znaczenie w podejmowanych badaniach maja zaburzenia oddychania
podczas snu, a szczegdlnie wsréd nich najczestsze schorzenie, jakim jest
obturacyjny bezdech senny.

Pierwsze doniesienie w poznariskiej prasie medycznej o zespole bezdechu
sennego znalazto si¢ w ,Nowinach Lekarskich” z 1993 roku [59], pierwszy
opis pacjenta leczonego skutecznie z tego powodu ukazal si¢ w tymze cza-

sopi$mie w roku 1995 [39].

1.1. Zespot bezdechu sennego — definicje, podziat

Zespdt bezdechu sennego (okreslany nieraz jako zespdt bezdechu w czasie
snu lub zespdt bezdechu $rédsennego) jest stanem patologii oddychania
podczas snu, polegajacym na pojawianiu si¢ nawracajacych epizodéw bez-
dechéw lub splycen oddychania. Towarzyszy mu chrapanie oraz hipoksemia
z nastgpujacymi wybudzeniami, prowadzace do fragmentacji snu umniej-
szajacych jego jakos$¢é. Niszczona jest w ten sposdb tzw. architektura snu.

Jako bezdech okresla si¢ przerwe w oddychaniu trwajaca co najmnie;j
10 sekund (sygnal toru oddychania musi wynosi¢ ponizej 10% referencyj-
nej amplitudy). Jako splycenie oddychania okresla si¢ redukeje przepltywu
o co najmniej 30%, z desaturacja o co najmniej 4%. W praktyce klinicz-
nej uzywa si¢ okreslenia apnoea-hypopnoe index (AHI — indeks bezdechéw
i sptycert oddychania) opisujacy liczb¢ zaburzed w ciagu godziny, bedaca
wyktadnikiem nasilenia zaburzed oddychania podczas snu. Uzywa si¢ tak-
ze pojecia respiratory disturbance index (RDI), okreslajacego ilo$¢ zaburzen
oddychania w czasie godziny snu. Dodatkowo — dla okreslenia liczby de-
saturacji podczas godziny — uzywa si¢ okreslenia oxygen desaturation index
(ODI) [43, 83, 129, 161, 233].

Zespdt bezdechu sennego jest jednym z elementéw grupy schorzen
okreslanych jako zaburzenia oddychania podczas snu. Stanowia one grupe
choréb, ktére wymieniono w tabeli 1.1. zgodnie z migdzynarodowg klasy-



fikacja opublikowana przez American Academy of Sleep Medicine (AASM)
[6, 7]. W tabeli 1.2. przedstawione zostaly definicje zwigzane z zaburzenia-
mi oddychania podczas snu.

W grupie zaburzeni oddychania podczas snu gléwnym problemem kli-
nicznym jest obturacyjny bezdech senny, ktérego wybrane aspekty podda-
wane sg niniejszej analizie.

Tabela 1.1. Uproszczony podzial zaburzen oddychania w czasie snu (ZOCS), zgodnie
z miedzynarodowa klasyfikacja opublikowana przez American Academy of Sleep Medicine
(AASM) [6]

Centralny Bezdech Senny (CBS)
Obturacyjny Bezdech Senny (OBS)
Zespot hipowentylagji / hipoksemii w czasie snu
Zespot hipowentylacji / hipoksemii w czasie snu zwigzany z innymi chorobami
Inne zaburzenia oddychania w czasie snu

ViAW =

Tabela 1.2. Zaburzenia oddychania podczas snu — definicje [6, 43, 83]

— przerwa w oddychaniu trwajaca co najmniej 10 sekund;
sygnat musi wynosi¢ ponizej 10% referencyjnej amplitudy
— obnizenie ci$nienia w jamie nosowej o > 30% przy
pomiarze za pomoca przetwornika cisnieniowego na
Hypopnoe - sptycenie poziomie nozdrzy przednich, trwajace co najmniej 10's,
oddychania ktéremu towarzyszy obnizenie wysycenia krwi tetniczej
tlenem (5,0,) o = 4% w porownaniu do S O, w okresie
poprzedzajacym epizod
Apnoea/Hypopnoe Index |- liczba bezdechéw i sptycen oddychania w ciggu godziny
(AHI) — wyktadnik nasilenia zaburzen oddychania podczas snu

Apnoea - bezdech

1.2. Obturacyjny bezdech senny (OBS)

OBS zwiazany jest z nawracajacymi epizodami catkowitego zapadania (ap-
nea — bezdechy) lub zwezenia gérnych drég oddechowych (hypopnoe — sply-
cenie oddychania), ktére dokonujg si¢ na poziomie gardla, na ktérym — za
wyjatkiem tylnej $ciany — brakuje sztywnego podparcia, przy zachowaniu
ruchéw klatki piersiowej i brzucha. Powtarzajace si¢ sekwencje zdarzen
zwigzane sg z niedotlenieniem oraz — cz¢sto nieuswiadomionymi — przebu-
dzeniami. Wzrost napigcia mig$ni gérnych drég oddechowych i gwaltowne
otwieranie si¢ gardta powoduja wzmozong wibracje tkanek migkkich, ktéra
objawia si¢ chrapaniem [6, 43, 161].
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1.2.1. Epidemiologia

Przyjmuje sig, ze czgsto$¢ wystgpowania OBS w populacji dorostych wynosi
ok. 4% ws$réd mezczyzn oraz ok. 2% wsréd kobiet [226]. W zaleznosci
od przyjetych kryteriéw wyniki prac ukazuja, ze tagodna posta¢ choroby
moze dotyczy¢ od 3 do 28%, a posta¢ umiarkowana od 1 do 14% popu-
lagji [15, 18, 19, 70]. Sugeruje sig, ze istotnymi zaburzeniami oddychania
podczas snu obciazonych jest ok. 15% dorostego spoteczenistwa [224, 225].
W polskim badaniu epidemiologicznym, obejmujacym 676 badanych (przy
przyjeciu jako kryterium schorzenia AHI > 10 i przy potwierdzeniu wyni-
ku skali sennosci Epworth co najmniej 11 punktéw), rozpoznano OBS
u 7,5% badanych. Potwierdzenie uzyskano niemalze czterokrotnie cz¢sciej
u mezezyzn niz u kobiet [160].

1.2.2. Objawy kliniczne

Wsréd objawéw klinicznych istotne znaczenie nalezy przywiazywaé do
wzmozonej sennosci w ciggu dnia. Obecne s3 przerwy, stwierdzane w od-
dychaniu podczas snu, chrapanie niemalze u wszystkich chorych, wzmo-
zona aktywno$¢ motoryczna nocna, przebudzenia w czasie snu, poranne
béle gtowy, nokturia, napady duszno$ci w nocy, zmiany osobowosci oraz
pogorszenie funkeji intelektualnych [118, 121, 183, 195, 227]. W tabeli
1.3. przedstawione zostaly objawy z podzialem na dzienne i nocne.

Wsréd nastgpstw OBS wymienia si¢ nastgpstwa medyczne, takie jak
nadci$nienie tetnicze [49, 128, 159, 172], chorobe niedokrwienna serca
[81, 152], zaburzenia rytmu serca (ze zwigkszonym ryzykiem naglego zgo-
nu) [128, 197], policytemig, niewydolnos¢ serca [189], zwigkszone ryzyko
udaréw moézgu [11, 127, 149, 150, 197, 220, 221], uposledzenie libido

Tabela 1.3. Objawy dzienne i nocne obturacyjnego bezdechu sennego [43]

Objawy dzienne

Objawy nocne

Wzmozona sennos¢

Poranne bdle gtowy

Zmniejszenie napedu zyciowego
Pogorszenie funkgji intelektualnych
Obnizenie zdolnosci koncentracji
Zaburzenia depresyjne

Chrapanie

Bezdechy w trakcie snu

Sen nieprzynoszacy wypoczynku
VWzmozona aktywno$é motoryczna
Wybudzenia nocne

Uczucie dusznosci zwigzane

z wybudzeniami

Nokturia

Zmniejszona potencja

Zaburzenia rytmu serca




i impotencje¢ [92], pogorszenie funkeji intelektualnych, zmiany osobowo-
$ci. OBS to takze wypadki komunikacyjne spowodowane zasnigciem za
kierownicg [206], trudnosci funkcjonowania w rodzinie i wéréd bliskich,
trudnosci w utrzymaniu pracy zawodowej (podejrzenie o lenistwo) [57,
77,180, 207]. OBS jest chorobg z istotnymi konsekwencjami dotyczacymi
nie tylko pacjentéw, ale wplywa takze na bezposrednie otoczenie rodzinne,
majac takze wymiar szerszy, spoleczny.

1.2.3. Rozpoznawanie

W diagnostyce zaburzeri oddychania podczas snu ztotym standardem po-
stgpowania jest — zgodnie z wytycznymi American Academy of Sleep Me-
dicine — wykonanie badania polisomnograficznego u pacjenta, u ktérego
istnieje podejrzenie takiej patologii. Istnieja cztery klasy urzadzen diagno-
stycznych, w praktyce badani naukowych korzysta si¢ z urzadzen klasy 1 —
pelna polisomnografia (PSG) wykonywana w pracowniach snu badz klasy 2
— przy uzyciu polisomnografii przenosnej (niedozorowanej), ktéra posiada
co najmniej 7 kanaléw, w tym wszystkie potrzebne do oceny struktury snu
i oddychania [31, 83, 98].

Badanie poprzedzone jest szczegélowym wywiadem z wypelnieniem
kwestionariusza zaburzeri oddychania w czasie snu, uzupelnionego o ska-
le sennosci (najczgéciej skala sennosci Epworth) i badanie przedmiotowe
[85]. W badaniu fizykalnym niezwykle czgstym objawem jest otytos¢ badz
nadwaga.

Ograniczone znaczenie majg aparaty klasy 3 (rejestrujace co najmniej 4
zmienne, w tym wysitek oddechowy, przeplyw powietrza oraz utlenowanie
krwi) oraz — tym wigksze — klasy 4 wykonujace badania, podczas ktérych

Tabela 1.4. Kryteria rozpoznawania obturacyjnego bezdechu sennego (wg American Aca-
demy of Sleep Medicine oraz European Respiratory Society) [6]

Niezbedne jest spetnienie kryterium A lub B oraz C

A | Wzmozona sennos¢ dzienna trudna do wyttumaczenia innymi czynnikami

Obecnosé co najmniej 2 czynnikow sposrod ponizszych:
- uczucie duszenia lub dfawienia w nocy

B |- wybudzenia podczas snu

- sen nie dajacy wypoczynku

- uposledzona zdolnos¢ koncentracji

Co najmniej 5 epizodéw zaburzen oddychania podczas snu w ciggu godziny
C | (dotyczy bezdechow, sptycen oddychania, przebudzen zwigzanych z wysitkiem
oddechowym)

11
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rejestruje si¢ nie wigcej niz dwie zmienne. Aparaty klasy 3 odgrywa¢ moga
istotng role w przypadku klinicznie istotnego ryzyka OBS z duzym nasile-
niem typowych objawéw. Nie zapewniajg one jednakze rejestracji faz snu
(31, 83, 98].

Na rycinie 1.1. przedstawiono obraz cigzkich zaburzen obturacyjnych
w zapisie polisomnograficznym, a na rycinie 1.2. fragment prawidlowego
zapisu polisomnogramu.

W tabeli 1.4. przedstawione zostaly kryteria rozpoznawania OBS, na-
tomiast w tabeli 1.5. — klasyfikacja stopnia ci¢zkosci OBS w zaleznosci od
AHI (apnoea-hypopnoe index, tj. indeks bezdechéw oraz splyceri oddycha-
nia w czasie godziny snu) oraz sennosci dziennej.

Oprécz nasilenia wskaznika AHI oraz nasilenia sennosci dziennej bierze
si¢ pod uwagg inne czynniki, takie jak stopien niedotlenienia krwi t¢tniczej
w czasie snu, nasilenie fragmentacji snu oraz wspoélistnienie choréb serca
(7,17, 73].

Przy podejrzewaniu OBS nalezy bra¢ pod uwagg czynniki ryzyka, jakimi sa:
otylo$¢ (szczegélnie gérnych czesci ciata),

— obwdd szyi powyzej 43 cm u mezczyzn,

— ple¢ meska,

- wiek — czgsto$¢ wystgpowania OBS zwigksza si¢ z wiekiem [143, 175],

- nieprawidlowosci anatomiczne twarzoczaszki,

— palenie papieroséw,

- spozywanie alkoholu,

- spozywanie lekéw nasennych,

— zaburzenia endokrynologiczne — akromegalia, hypotyroidyzm [169,

210],

- genetyczne predyspozycje (zespét Downa, Prader-Willi, Pierre Robin)

(43, 84, 232].

Tabela 1.5. Klasyfikacja stopnia cigzkosci OBS w zaleznosci od AHI (apnoea-hypopnoe
index, tj. indeks bezdechdéw oraz splycen oddychania w czasie godziny snu) oraz sennosci

dziennej [6]

AHI 5-15
kagodny zasypianie w sytuacjach wymagajacych niewielkiej uwagi
(np. czytanie, ogladanie telewizji)

AHI 16-30
Umiarkowany zasypianie w sytuacjach wymagajacych wiekszej uwagi
(np. zebrania, koncerty, przedstawienia)

AHI > 30

Ciezki zasypianie w sytuacjach wymagajacych duzej koncentracji
(np. rozmowa, positek, kierowanie pojazdem)




(E3EY

i L. Yau SN L P [t 4 1

2200 0 0000 o100 000 0300 000 0500 05

EmblaPSG CalTest » X
30,005 P - 4 30,008
i o i i s e
B S S P | RS, ) .
02 T S T N 0 it pE 0 PN N g b g P P e SV

108em

180em

-
T 4 b | EmblaPsG CalTest {EmbPSG f EmblaResp 4 al »

Im s b - ] Im 0s,
0 020830 w2 s oot oz o208

Flou_CU fyg (35,525) 7 J'-l I N Capnea obstrmwe [ Apnea Obstrusive (3L.1621] [ Apnes Obstrustive M2.15:1] (42 FEo)
B AMAL
e e e '1( W
us )

Dasaturatmn [Desaturation (33,705} [19]] 4 5 5 g 3 [Dessturation (25,405 [17]] - De;aturatmr\ [Desaturation (28,005) [14]] = & 2 ¢ ¢ o [Desaturation (41,405} [22]] (Al A0s) [22]

Thorax.

v
T 4 > | Operions [ EbiaFsG CalTest { EnbiaPsG ) EmblaRess [ Palysomnsarapny Repor { | « | 1 i
I 4 dam I En 2 UM

Rycina 1.1. Obraz sugerujacy cigzkie zaburzenia obturacyjne w zapisie polisomnograficz-
nym pacjenta z Kliniki Pulmonologii, Onkologii i Alergologii Pulmonologicznej. Przy-
ktadowy zapis 30-sekundowy badania polisomnograficznego u pacjenta z obturacyjnym
bezdechem sennym okreslajacy fazy snu (elektrookulografia, elektroencefalografia, elek-
tromiografia). Ponizej — w 3-minutowym odcinku okreslajacym czynnosci oddechowe —
zwracaja uwage cztery epizody znaczacych obnized wysycenia hemoglobiny tlenem po-
twierdzone w badaniu pulsoksymetrycznym, jako wyraz zaprzestania przepltywu powietrza
przez czujniki przy zachowaniu jednoczesnym ruchéw klatki piersiowej i brzucha. Zazna-
czony jest czas poszczegdlnych desaturacji (desaturations) oraz bezdechéw obturacyjnych
(apnea obstructive). U géry schematu znajduje si¢ tzw. hipnogram ukazujacy przekrojowo
stadia snu pacjenta podczas nocy badania.
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Rycina 1.2. Fragment prawidlowego zapisu polisomnogramu ze zbioréw Kliniki Pul-
monologii, Onkologii i Alergologii Pulmonologicznej. W gérnej partii (pod tzw. hip-
nogramem, czyli przekrojowym schematem okreslonych stadiéw snu) zapis tzw. epoki
— 30-sekundowy zapis odprowadzen umozliwiajacych identyfikacje stadiéw snu (elektro-
okulografia, elektroencefalografia, elektromiografia). Ponizej — w 3-minutowym odcinku
okreslajacym ,,cze$¢ oddechowa” badania — zapis prawidtowy. Wysycenie hemoglobiny
tlenem (saturacja) nie ulega istotnym zmianom, zachowane sg przeplywy przez drogi od-
dechowe, ruchy klatki piersiowej i brzucha.



Na rycinie 1.3. zostal przedstawiony mezczyzna z cigzka postacia obtu-
racyjnego bezdechu sennego, diagnozowany i leczony od ok. 10 lat w Kli-
nice Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej Uniwersyte-
tu Medycznego w Poznaniu.

Rycina 1.3. Mezczyzna z cigzka postacia obturacyjnego bezdechu sennego w Klinice Pul-
monologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej Uniwersytetu Medycznego w Po-
znaniu.

1.2.4. Postepowanie

Strategia postgpowania w OBS zalezna jest od stopnia nasilenia oraz innych
czynnikéw warunkujacych kontekst sytuacji, a takze mozliwosci zapropo-
nowania skutecznych metod leczenia. U wszystkich pacjentéw niezbedne
jest zachowanie profilakeyki zwiazanej z:

- spaniem w odpowiedniej pozycji (unikanie spania na wznak) [67],

- redukcjg masy ciata w przypadku otylosci czy nadwagi [26, 154],

— unikaniem czynnikéw nasilajacych (alkohol, leki uspokajajace) [98].
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Rozwazane jest ponadto leczenie przy uzyciu protez powietrznych — apa-
ratu do oddychania pod stalym dodatnim ci$nieniem CPAP — ang. continu-
ous positive airway pressure (leczenie z wyboru) lub aparatu do oddychania
z dwupoziomowym dodatnim ci$nieniem BiPAP — ang. bi-level positive air-
way pressure (stosowany przy ztej tolerancji CPAP w szczegdlnych wskaza-
niach) [97, 136, 137, 201].

W wyborze opcji leczenia rozwaza si¢ — po weryfikacji laryngologicz-
nej — leczenie operacyjne korygujace gérne drogi oddechowe (m.in. UPPP
— uwulopalatofaryngoplastyka), a takze stosowanie aparatéw ortodontycz-
nych utrzymujacych droznos$¢ gérnych drég oddechowych, np. przesuwa-
jacych zuchwe ku przodowi [164]. Stad kazdy pacjent z OBS powinien
przej$¢ wnikliwa oceng laryngologiczna. W tabeli 1.6. przedstawiona zosta-
ta strategia terapeutyczna OBS.

Waznym elementem postgpowania jest ponadto réznicowanie wzmo-
zonej sennosci dziennej z konieczno$cia wykluczenia zespotu przewlekle-
go zmeczenia, uzaleznienia lekowego i alkoholowego, nocnych napadéw
padaczkowych, napadowej sennosci (narkolepsja). Nalezy bra¢ pod uwage
kontekst cukrzycy, akromegalii, niedoczynnosci tarczycy, dystrofii mig$nio-
wej, depresji czy histerii [164].

Tabela 1.6. Strategia terapeutyczna zespotu obturacyjnego bezdechu sennego (za: McNi-
cholas W. Sleep apnoea syndrome, Breath 2005;1,219-227, w modyfikacji wlasnej) [129]

— oddychanie przy uzyciu aparatu z dodatnim ci$nieniem (CPAP)
(tzw. proteza powietrzna) jako postepowanie z wyboru
- inne terapie w przypadku ztej tolerancji powyzszej:

Postac . o .
: a) do rozwazenia ortezy przesuwajace zuchwe ku przodowi;
umiarkowana N . .
oraz ciezka b) zabiegi chirurgiczne na gérnych drogach oddechowych w wybranych

przypadkach oraz jako postepowanie ostatecznego wyboru
— aktualne zalecenia dotyczace redukcji masy ciata, unikania podczas snu
pozycji na wznak oraz zachowania higieny snu

— oddychanie przy uzyciu aparatu z dodatnim cisnieniem (CPAP)
(tzw. proteza powietrzna) przynosi efekty, jednakze w Izejszych
zaburzeniach oddychania gorsza tolerancja leczenia oraz mniejsza
subiektywna korzysc

— aktualne zalecenia dotyczace redukcji masy ciata, unikania podczas snu

Posta¢ pozycji na wznak oraz zachowania higieny snu

fagodna oraz | - do rozwazania ortezy przesuwajace zuchwe ku przodowi; moga byc¢

umiarkowana | w wybranych przypadkach alternatywa do uzywania protezy powietrznej

— zabiegi chirurgiczne na gornych drogach oddechowych moga przynies¢
korzys¢ w wybranych sytuacjach — konieczno$¢ indywidualnie
podejmowanych decyzji (szczegdlnie u pacjentéw chrapiacych
z niewielkimi zaburzeniami podczas snu)

- proponowane w przesztosci leczenie farmakologiczne zostato zarzucone




1.3. Elementy patogenezy OBS

W powstawaniu OBS istotng rol¢ odgrywaja zaburzenia strukturalne gér-
nych drég oddechowych (przero$nigte migdatki podniebienne, duzy jezyk,
dtugi jezyczek, wady podniebienia migkkiego, duze faldy jezykowo-gardto-
we i gardtowo-podniebienne, opadajaca naglo$nia, cofnicta zuchwa, prze-
rost matzowin nosowych i skrzywiona przegroda nosa — zazwyczaj wsp6tist-
nieje wigcej czynnikéw), a takze hypotonia mig$niowa [43, 233].

W OBS dochodzi do przerwania przeplywu powietrza na poziomie gar-
dfa. Drozno$¢ gardla zalezy od réwnowagi dwéch czynnikéw: ujemnego
ci$nienia w gardle w czasie wdechu, zblizajacego $ciany tej czgsci gérnych
drég oddechowych ku sobie oraz przeciwdzialajacego zapadaniu si¢ $cian
gardta miesni rozszerzajacych je. Réwnowaga uzalezniona jest w duzej
mierze od trzeciego czynnika: anatomicznego. Do OBS dochodzi whasnie
w przypadku zachwiania tej réwnowagi [185, 186, 187, 192].

W patofizjologii OBS istotne znaczenie majg epizody niedotlenienia ma-
jace swoje konsekwencje fizjologiczne, a takze zaburzenie architektury snu
wynikajace z nawracajacych przebudzen (arowsals). Na rycinie 1.4. ukazano

CZYNNIKI KONSEKWENCIE KONSEKWENCIE
PIERWOTNE FIZJOLOGICZNE KLINICZNE
St -
Pogiebianiesnu [ w lamwm:inm — I!:wokomofn?ﬁa
CZYNNIKI
PREDYSPONUJACE Bradykardia zatokowa . Nagle zgon
- ! Skurcze przedwczesne 5 AL
¢ Nadci$nienie
Ujemne ciénienie - Bezdech — ZweZenie naczyn plucnych ——» Ni plucne
w drogach
¥ |—» Zwezenie systemowe naczyn ———» Nadciénienie tetnicze
'
10z, Teo: -
PH| g Przewlekia
Retencja CO: — hipowentylacja
A
Wybudzenie —
- funk
ze snu Dysfunkcja mézgowa Sannas -
Oslabienie intelektualne
[T*  Zaburzenia osobowosci
] L, Zaburzenia | | Zmiany zachowania
Powrdt architektoniki snu
przeplywu
—»  Wzmozona ruchliwosé »  Sennie przynoszacy
! nocna odpoczynku

Powrdt do snu

Rycina 1.4. Sekwencje wplywu czynnikéw pierwotnych na konsekwencje fizjologiczne
i kliniczne przy istnieniu czynnikéw predysponujacych w OBS [za: 158].
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sekwencje wplywu czynnikéw pierwotnych na konsekwencje fizjologiczne
i kliniczne przy istnieniu czynnikéw predysponujacych w OBS.

1.4. Powikfania sercowo-naczyniowe i metaboliczne
w obturacyjnym bezdechu sennym

Nie podlega zakwestionowaniu, ze OBS jest waznym czynnikiem ryzyka
sercowo-naczyniowego [50, 64, 125, 126, 224]. Dysponujemy wieloma
danymi potwierdzajacymi wplyw OBS na rozwdj i przebieg choréb serco-
wo-naczyniowych, cho¢ w sytuacji istnienia wielu wspdlnych czynnikéw
ryzyka poznanie zaleznoséci wydaje si¢ by¢ utrudnione [22, 66, 128].

Wsréd sercowo-naczyniowych nastgpstw OBS wymienia si¢ przede
wszystkim nadci$nienie tetnicze [49, 128, 159, 172], chorobe niedokrwien-
na serca [81, 152, 153], zaburzenia rytmu serca [128, 197], policytemie,
niewydolno$¢ serca [189], a takze zwigkszone ryzyko udaréw mézgu [11,
127, 148, 149, 197, 220, 221].

Badania kliniczne ukazaly, ze nadci$nienie te¢tnicze moze dotyczy¢ na-
wet polowy pacjentéw z OBS, jak u niemalze polowy pacjentéw z nadci-
$nieniem t¢tniczym sugeruje si¢ istotne zaburzenia obturacyjne oddychania
w czasie snu [107, 114, 131]. Wiele badan ukazuje jednak niezaleznosé¢
relacji miedzy potwierdzonym polisomnograficznie OBS a nadci$nieniem
tetniczym [108, 142, 155].

Sugerowane mechanizmy pokazujace zwiazki OBS z nastgpstwami ser-
cowo-naczyniowymi zostang ukazane w dalszej cz¢sci opracowania.

OBS powoduje wystapienie takze zaburzelt metabolizmu glukozy. Powta-
rzajaca si¢ hipoksemia prowadzaca do hipoksji tkankowej oraz wybudzenia
powoduja aktywacje: ukladu wspélczulnego, tkanki ttuszczowej (ze wzro-
stem wydzielania leptyny, TNF-o oraz IL-6), a takze osi podwzg6rze—przy-
sadka—kora nadnerczy, co prowokuje zwickszenie wydzielania kortyzolu.
Pobudza to glikogenolize, glukoneogenezg, lipoliz¢, powoduje wzrost steze-
nia wolnych kwaséw thuszczowych oraz wydzielanie glukagonu. Dochodzi
do rozwoju insulinoopornosci, uposledzenia tolerancji glukozy i cukrzycy.
Zwiazki te zostaly potwierdzone w badaniach klinicznych [24, 162, 167].
Poniewaz istnieje Scisty zwiazek OBS oraz cukrzycy II typu z otylodcia,
niezwykle trudno jest okresli¢ niezalezny od otylosci wplyw tego najczest-
szego zaburzenia oddychania podczas snu na cukrzyce i odwrotnie [38].



W zwiazku z tym niezwykle cenne bylyby w przysztosci badania okreslajace
zaburzenia gospodarki weglowodanowej u nieotylych chorych z OBS.

1.5. Poszukiwanie elementéw wiazacych obturacyjny
bezdech senny z powiktaniami sercowo-
-naczyniowymi i metabolicznymi

Zwiazek migdzy OBS oraz schorzeniami sercowo-naczyniowymi, a tak-
ze metabolicznymi porusza szerokie grono zaréwno specjalistéw zajmu-
jacych si¢ zagadnieniami zaburzen oddychania podczas snu, jak i lekarzy
rodzinnych, na co dzied spotykajacych si¢ z pacjentami obarczonymi tymi
schorzeniami. W kilkunastu ostatnich latach prébowano dokonywa¢ po-
glebionej analizy czynnikéw wplywajacych zaréwno na rozwéj OBS, jak
i konsekwencji z nim zwiazanych.

Wystepowanie chordb sercowo-naczyniowych u pacjentéw z OBS jest
niezwykle czeste. Trzeba dodatkowo zaznaczy¢, ze wykladniki OBS s cze-
ste u pacjentéw z patologia sercowo-naczyniows. Potwierdza si¢ ten typ
zaburzen oddychania podczas snu u okoto 30% pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym, u ok. 70% pacjentéw z nadci$nieniem tg¢tniczym opornym,
u ok. 50% pacjentéw z migotaniem przedsionkéw, u okoto 30% pacjentéw
z chorobg niedokrwienng serca [109, 115], a takze — w kontekscie patologii
metabolicznej — u okoto 50% os6b z cukrzyca typu drugiego.

Jednym z mozliwych wytlumaczed powyzszych faktéw jest potwierdze-
nie, ze OBS oraz choroby sercowo-naczyniowe maja istotne wspélne czyn-
niki ryzyka, takie jak ple¢ meska, wiek, otytos¢, siedzacy tryb zycia [128].
Dodatkowo jednak wypada podejmowal refleksje, w jakiej mierze OBS
moze prowadzi¢ do zaburzen sercowo-naczyniowych, a takze metabolicz-
nych.

Szlaki patofizjologiczne wydaja si¢ by¢ modyfikowane w sposéb nieko-
rzystny przez OBS w kontekscie patofizjologii choréb sercowo-naczynio-
wych badZ metabolicznych. Zwiazane one sg z:

— pobudzaniem ukfadu wspétczulnego,
— zmianami ci$nienia tetniczego krwi,
- stresem oksydacyjnym,

- zapaleniem systemowym,

- wzmozong opornoscia na insuling,
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- dyslipidemia,
- dysfunkcjg srédblonkéw [109].

U pacjentéw z OBS dochodzi do aktywacji neutrofili oraz monocytéw
ze wzmozeniem produkeji reaktywnych form tlenu (ROS — ang. reactive
oxygen species), a takze czynnikéw adhezyjnych oraz cytokin, w tym inter-
leukiny 6 (IL-6) oraz TNF-a (ang. tumor necrosis factor) [109].

Sprzeczne sa doniesienia odnosnie stezent we krwi biatka C-reaktywnego
(CRP). W badaniach Yokoe i wsp. [223] oraz Lui i wsp. [116] stwierdzano
wzrost stezen CRP zalezny od nasilenia patologii, ktére normalizowalo si¢
po zastosowaniu leczenia przy uzyciu protezy powietrznej (CPAP — ang.
continuous positive airway pressure) [223]. W innych badaniach nie znale-
ziono takiej prawidlowosci [27, 205].

Uzyskane dowody potwierdzaja, ze OBS wplywa na procesy sprzyjajace
rozwojowi miazdzycy i choréb sercowo-naczyniowych, natomiast korekta
patologii zwigzana z leczeniem schorzenia moze odwréci¢ ten proces. Po-
twierdzono, ze stosowanie CPAP wplywa modyfikujaco na przebieg nadci-
$nienia tetniczego i zaburzenia rytmu serca [128], zmniejsza ryzyko choro-
by niedokrwiennej serca [71, 152], zmniejsza ryzyko nawrotéw epizodéw
udaru mézgu [127]. Prowadzi ponadto do poprawy parametréw wydolno-
$ci serca wplywajac na jej przebieg [89, 122, 123].

Mozliwo$¢ uzyskania poprawy nie ma jednoznacznego wymiaru w przy-
padku modyfikacji szlakéw zaburzen gospodarki weglowodanowej, gdyz
w nielicznych badaniach randomizowanych nie potwierdzono poprawy in-
sulinoopornosci pod wpltywem leczenia aparatem CPAP [46, 99, 211].

W OBS — jak si¢ uwaza w ostatnich latach — istotne znaczenie maja pro-
cesy zapalenia. Schorzenie to jest zwigzane z obecnoscia zwigkszonych stezen
wielu sposréd mediatoréw wlaczonych w procesy nie tylko zapalenia, ale tak-
ze stresu oksydacyjnego oraz prokoagulacyjnego i trombolitycznego [117].
Stad w kontekscie OBS rozwaza si¢ zagadnienia zwigzane z aspektami:

1. zapalenia,
2. stresu oksydacyjnego oraz
3. prokoagulacyjnym i trombolitycznym.

Na uwalnianie mediatoréw wplywaja nawracajace epizody niedotlenie-
nia, a takze wybudzenia charakterystyczne dla OBS [10, 102, 103, 104,
105]. Skutki tej patologii moga prowadzi¢ do rozwoju zaréwno choréb
sercowo-naczyniowych, jak i patologii metabolicznej zwiazanej z OBS

(66, 198].

Cho¢ udalo si¢ uchwyci¢ kilka sposréd elementéw patogenetycznych 1a-
czacych OBS z patologia sercowo-naczyniows, wymagane sa badania okre-



Slajace precyzyjnie udzial poszczegélnych czynnikéw mogacych ponosié
odpowiedzialno$¢ za wzajemne relacje thumaczace powigzania i formutowad
mechanizmy. Na rycinie 1.5. przedstawiono propozycje¢ powiazan miedzy
czynnikami sprawczymi w OBS, mechanizmami posrednimi i elementami
wzmozonego ryzyka choréb sercowo naczyniowych.

OBS zwiazany jest z nawracajaca hipoksja powiazang z okresowymi
przywréceniami wlas’ciwej oksygenacji, co stanowi podstawowy element
powodujacy powstawanie dysfunkcji organizmu. Proces ten moze mieé
zwiazek z aktywizacja czynnikéw transkrypcyjnych wlaczonych w proces
zapalenia. W badaniach zwiazanych z niedotlenieniem udalo si¢ potwier-
dzi¢ role dwéch sposréd tych czynnikéw: czynnika jadrowego kappa (ang.
nuclear factor — NF-xB) oraz czynnikéw indukujacych hipoksje (ang. Aypo-
xia-inductible factors — HIFs [140].

W badaniach in vitro potwierdzono, ze tak jak NF-kB jest aktywowa-
ny przez nawracajaca hipoksje, tak HIFs aktywowany jest przez hipoksje¢
utrwalona [177, 178]. W jakiej mierze te eksperymentalne modele znajdu-
ja zastosowanie w OBS, pozostaje kwestig do wyjasnienia.

Czynnik jadrowy kappa jest okresleniem zespotu czynnikéw transkryp-
cyjnych zlozonych z szeregu biatek (np. p50, p52, p65), ktére aktywowa-
ne sg przez wielorakie czynniki, takie jak cytokiny zapalne czy reaktywne
formy tlenu. Aktywowany NF-«B przenosi si¢ do jadra, gdzie dochodzi do
aktywacji transkrypcji réznorodnych genéw odpowiedzialnych za proces
zapalenia [193]. To wlasnie aktywacja NF-kB prowadzi do powstania pro-

ELEMENT PIERWOTNY = MECHANIZMY POSREDNIE =>» RYZYKO SERCOWO-NACZYNIOWE

0BS Aktywacja wspétczulna NADCISNIENIE TETNICZE
- wazokonstrykcja
Hipoksemia - Wyﬁzit k;_techolamin NIEWYDOLNOSC SERCA
Reoksygenacja - tachykardia - dysfunkcja skurczowa
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CHOROBA NIEDOKRWIENNA SERCA
Zmiany koagulacyjne
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- oporno$¢ insulinowa

Rycina 1.5. Propozycja powiazani migdzy czynnikami sprawczymi w OBS, mechanizmami
posrednimi i elementami wzmozonego ryzyka choréb sercowo-naczyniowych (za: Sham-
suzzaman A., Gersh B., Sommers V.: Obstructive sleep apnea. Implications for cardiac and

vascular disease. J.A.M.A. 2003; 290: 1906-1914) [190].
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duktéw potencjalnie wlaczanych w patogeneze¢ schorzeri sercowo-naczy-
niowych lub metabolicznych [135, 193]. Wsréd czynnikéw powstajacych
w tym mechanizmie nalezy wymienié:

- cytokiny oraz chemokiny (np. TNF-a, INF-y , IL-1, IL-6, IL-8),

— czynniki transkrypcyjne (np. TNFR p55, E-selektyna, P-selektyna,

TNEFR p55, TNFR p75),

— receptory i biatka powierzchniowe (np. p65 RelA, NF-«kB p50),
- inne czynniki (np. PAI-1, COX-2, angiotensynogen).

HIF-1 [140] jako czynnik transkrypcyjny indukowany jest przez prze-
wlekla przerywana hipoksje. Aktywuje transkrypcje genéw kodujacych
biatka zwickszajace doptyw tlenu do komérek badZ adaptuje metabolizm
komérkowy do zmniejszonej jego podazy [140, 141]. W OBS potwierdzo-
no obecno$¢ zwickszonych stezed dwoch sposréd substancji zaleznych od
HIF-1. Pierwsza z nich jest VEGF (ang. vascular endothelial growth fac-
tor), kolejng natomiast erytropoetyna. Zwickszenie stezen VEGF korelu-
je dobrze ze stopniem nasilenia zaburzei oddychania podczas snu [216],
a takze ulega normalizacji podczas leczenia przy uzyciu protezy powietrzne;j
(CPAP) [101]. Ste¢zenia VEGF sa podwyzszone takze u pacjentéw z otyto-
$cig i nadci$nieniem tetniczym [65]. U pacjentéw z omawianymi zaburze-
niami podczas snu potwierdzono zwigkszenie stezent erytropoetyny w po-
réwnaniu z odpowiednia grupa kontrolng wylacznie w nocy [212], cho¢
w czasie dnia st¢zenie nie byto zmienione [178].

Potwierdzono, ze tkanki odpowiadaja na przej$ciowg hipoksje w rézno-
raki sposéb. NF-«kB jest gléwnie aktywowany w komérkach srédblonka
oraz tkance ttuszczowej, natomiast HIF-1 odgrywa podstawowa role na
poziomie zatoki szyjnej [66, 140].

Na rycinie 1.6. przedstawiono sugerowane zwiazki migdzy OBS, zapale-
niem, stresem oksydacyjnym, zaburzeniami koagulacyjnymi oraz ryzykiem
choréb sercowo-naczyniowych zwigzanych z OBS.

W dalszej czgéci Wprowadzenia przedstawionych zostanie kilka uwag
dotyczacych selektyn jako przykladu czasteczek adhezyjnych wlaczonych
w proces zapalenia, ktére — jako jedne z wielu — moga mie¢ znaczenie w pa-
tologii dokonujacej si¢ w OBS, a takze wybranych wykladnikéw stresu
oksydacyjnego. Dla porzadku warto takze wspomnie¢ o trzecim spo$réd
elementéw (oprécz zapalenia, stresu oksydacyjnego), mogacym stanowid
problem w kontekscie OBS — czynnikach prokoagulacyjnych i tromboli-
tycznych [119, 165].

Potwierdzono w przesztosci, ze czynniki te zwigzane sg z dysfunkcja
$rédblonka oraz rozwojem miazdzycy [47]. Stgzenia inhibitora aktywatora
plazminogenu-1 (PAI-1 — ang. plasminogen activator inhibitor-1) sa u pa-
cjentéw z OBS podwyzszone w poréwnaniu z grupg kontrolng [218, 231].
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Rycina 1.6. Sugerowane zwiazki miedzy OBS, zapaleniem, stresem oksydacyjnym, zaburzenia-
mi koagulacyjnymi oraz ryzykiem choréb sercowo-naczyniowych zwiazanych z OBS (za: Lurie
A.: Obstructive sleep apnea in adults: inflammation, oxidative stress and procoagulant thrombotic
activity in adults with obstructive sleep apnea. Adv. Cardiol. 2011; 46: 45-61) [119].

Uzyskano ponadto zmniejszenie jego stezenia po dwutygodniowym lecze-
niu metodg CPAP [217]. Watpliwos$¢ jednak budzi fake, ze stgzenia PAI-1
byly podobne u 0séb z OBS oraz w grupie kontrolnej po uwzglednieniu
zalezno$ci zwiazanej z ci$nieniem tetniczym krwi oraz BMI [165].

Stezenie fibrynogenu we krwi bylo podwyzszone u pacjentéw z OBS
w poréwnaniu z grupa kontrolng [200], cho¢ w grupie pacjentéw z OBS
ze wspélistniejacymi schorzeniami sercowo-naczyniowymi bylo podobne
w poréwnaniu z grupa bez OBS [179]. Ponadto terapia przy uzyciu CPAP
zmniejszata [34] badZ nie wplywala [171] na st¢zenia fibrynogenu.

Stwierdzono ponadto zwickszone stezenia czynnika krzepnigcia VII
u pacjentéw z OBS z nadwaga badz otyloscia oraz z nadci$nieniem, kté-
re zmniejszalo si¢ po zastosowaniu terapii CPAP [32]. Natomiast bada-
nia stezen D-dimeréw u pacjentéw z OBS nie przyniosly jednoznacznych
wynikéw [130, 217, 218, 219]. Stad mechanizmy laczace OBS ze stanem
wzmozonej krzepliwosci pozostaja przedmiotem koniecznej dalszej analizy.

Nalezy takze rozstrzygnal, czy stezenia P-selektyny jako wyktadnika
aktywacji plytek koreluja ze stopniem nasilenia OBS. W jednym z badan
uzyskano takie potwierdzenie [145], jednakze w kolejnym badaniu dane
nie potwierdzily tej hipotezy [171].
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1.6. Selektyny jako czasteczki adhezyjne wtaczone
w proces zapalenia

Pozostaje przedmiotem badan, w jakiej mierze w procesach patologicznych

zwigzanych z OBS wlaczone sg poszczegélne wykladniki stanu zapalnego.

Przykladem ich sg czasteczki adhezyjne (CAMs — ang. cell adhesion molecu-

les), zwane czgsto adhezynami, stanowiace integralna cze$¢ biatek blon ko-

moérkowych i spelniajace kryteria bialek receptorowych. Posrednicza w od-
biorze informacji ze srodowiska zewnetrznego, a nastgpnie jej przeksztatca-
niu i przekazywaniu w formie sygnatu do réznych struktur komérkowych.

Utrzymujg one w stanie fizjologii cigglo$¢ tkankowa, zapewniaja wymiang

sygnaléw oraz biorg udzial w procesach naprawczych. Biorg takze udzial

w regulacji waznych funkeji wewnatrzkomérkowych, takich jak réznicowa-

nie, proliferacja, migracja i apoptoza. Wystepuja w dwéch gléwnych posta-

ciach: jako proteiny transblonowe badz rozpuszczalne. Wsréd glikoprotein
uznanych jako adhezyny wyrézniamy:

— czasteczki immunoglobulinopodobne (a wéréd nich m.in. czastki adhe-
zji migdzykomérkowej — ICAM (ang. intracellular adhesion molecule),
czastki adhezji komérkowej naczyn — VCAM (ang. vascular cell adhesion
molecules),

- kadheryny,

- integryny,

- selektyny oraz

- czasteczki CD44.

Kazde z nich odgrywaja istotng — wlasciwa sobie — role¢ w pelnieniu
funkcji zwiazanej z adhezja komoérek oraz katalizowaniem reakcji miedzy-
komoérkowych [75, 79, 100, 113, 196].

Selektyny sa grupa molekut adhezyjnych odgrywajacych istotng role
w inicjacji wigzania leukocytéw i plytek krwi z powierzchnia srédblonka.
Adhezja z udzialem selektyn polega na zachodzacych szybko i cyklicznie
procesach adhezji i deadhezji, ktérych wynikiem jest ,toczenie si¢” leuko-
cytéw po powierzchni §rédblonka. Po tym wlasnie rolowaniu (ang. rolling),
jako wstepnym etapie adhezji, dochodzi do trwalego wigzania jako etapu
nastgpnego, zachodzacego wskutek dziatania odpowiednich integryn.

Wyréznia si¢ trzy rodzaje glikoprotein okreslanych jako selektyny. Wy-
rézniamy:

— selektyne leukocytarng — L (L-selektyna) obecna na powierzchni leuko-
cytéw, a po ich stymulacji uwalniang i przechodzaca w forme rozpusz-
czalna,



— selektyne endotelialng — E (E-selektyna) — znajdujaca si¢ w stymulowa-
nych komérkach $rédblonka, wystepujaca w powigzaniu z ogniskami
zapalnymi oraz

- selektyng plytkowa — P (P-selektyna) — magazynowang w strukturach
komorek $rédblonka.

Wszystkie powyzsze selektyny skfadaja si¢ z trzech czgéci, okreslanych
domenami:

- lektynopodobnej (fragment zewnatrzkomérkowy),

- transblonowej oraz

— wewnatrzkomédrkowe;j.

To wlasnie charakter kazdej z tych trzech domen determinuje przypo-
rzadkowanie oraz funkcje. Zasadnicza rola selektyn jest udzial w migracji
leukocytédw przez $ciang naczyn krwiono$nych podczas toczacego si¢ proce-
su zapalnego [30, 163]. Proces ten okresla si¢ jako diapedeze [90, 208].

Jednym z podstawowych wyzwan badad nad OBS wydaje si¢ by¢ zwré-
cenie uwagi na rolg selektyn jako ogniwa odgrywajacego role w patologii.

1.7. Stres oksydacyjny

Tlen — bedac podstawowym pierwiastkiem niezbednym do przebiegu pro-
ceséw zyciowych — potrzebny jest do oddychania, co wiaze si¢ z uzyskiwa-
niem niezbednej energii. Ten Zyciodajny pierwiastek ma takze swoje drugie
oblicze — poprzez toksyczne formy tlenu i ciag wywolywanych przez nie re-
akgji — stwarza zagrozenie organizmom tlenowym. Reaktywne formy tlenu
(RFT, ang. ROS — reactive oxygen species) sa produktami kolejnych stopni
redukeji czasteczki tlenu.

RFT sg nieustannie produkowane w naszym organizmie, zwigkszenie ich
produkeji mozliwe jest zwhaszcza w przypadku niewlasciwego utlenowania
tkanek. Bronigc si¢ przed niekorzystnym dziataniem pochodnych tlenu, ko-
moérki wyksztalcily szereg mechanizméw ochronnych w stosunku do wol-
nych rodnikéw tlenowych — reakeji wolnorodnikowych: tzw. system anty-
oksydacyjny. Mechanizmy antyoksydacyjne sa nieustannie konfrontowane
w obliczu czynnikéw nasilajacych stres oksydacyjny [14, 37, 72, 112].

Nawracajaca hipoksja w OBS sprzyja produkeji reaktywnych form tle-
nu (RFT, ang. ROS — reactive oxygen species) oraz reaktywnych form azotu
(RFA, ang. RNS — reactive nitrogen species). Z tej wigc racji pojawito si¢
w literaturze stwierdzenie, ze OBS jest schorzeniem ,,opartym” na znaczacej
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komponencie udziatu stresu oksydacyjnego — ,an oxydative stress disor-
der” [102, 103, 104]. Ten aspekt OBS jest w ostatnich latach przedmiotem
analiz oraz préb dokonywania syntez [10, 105]. RFT powoduja bowiem
aktywacj¢ czynnikéw transkrypeyjnych (w tym NF-kB) wplywajac na pro-
dukcje mediatoréw prozapalnych oraz zwigkszenie aktywnosci komérek
zapalenia. To wlasnie moze prowadzi¢ do dysfunkeji srédblonkéw i by¢
ogniwem taczacym OBS z powiklaniami sercowo-naczyniowymi przypisy-
wanymi zaburzeniom oddychania podczas snu [10, 102, 104].

Wsréd reaktywnych form istotnych w patogenezie stresu oksydacyjnego

najwazniejszymi sa:

- nadtlenek wodoru (H,0,),

— anionorodnik ponadtlenkowy (*O,"),
- tlenek azotu ("NO) oraz

- nadtlenoazotyn (ONOO").

Wymienione powyzej substancje powstaja w strukturach organizmu,
szczegblnie komérkach $rédblonka, migsni gladkich, a takze w komér-
kach krwi krazacej. RFT oraz RFA wplywaja na system sygnatéw miedzy-
komérkowych modyfikujac funkcjonowanie komérek [72]. Doprowadza
to — w przypadku przewagi nad mechanizmami antyoksydacyjnymi — do
utlenienia i zniszczenia, nekrozy badz apoptozy [188]. To z kolej moze pro-
wadzi¢ do zapalenia oraz dysfuncji srédblonkéw. Tlenek azotu przechodzac
w nadtlenoazotyn prowokuje powstawanie zaburzed mitochondrialnych,
zniszczenie DNA oraz biatek. Powoduje peroksydacje lipidéw oraz urucha-
mia kaskadg zapalenia. Prowadzi¢ to moze — w skrajnych przypadkach — do
$mierci komérki [124].

Istotne wydaje si¢ poznanie powyzszych mechanizméw w kontekscie
OBS, zwlaszcza przy sugerowanej wzmozonej produkcji RFT oraz RFA
w przypadku nawracajacych cykléw spadku oraz wzrostu wysycenia hemo-
globiny tlenem [52, 103].

Stopieni nasilenia stresu oksydacyjnego zalezy od indywidualnych moz-
liwosci obrony przeciw szkodliwemu dzialaniu wolnych rodnikéw. W ak-
tywnosci przeciwutleniajacej osocza biora udzial: kwas moczowy (35-65%),
biatka (10-50%), witamina C (prawie 14%) i witamina E (prawie 7%).
Ocena aktywnosci poszczegdlnych antyoksydantéw osocza jest niezwykle
ztozona [14]. W zwigzku z tym praktycznym klinicznie moze by¢ ozna-
czanie catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej osocza obejmujacej m.in.
hydrofobowe i hydrofilowe zwiazki.



2. Zatozeniai cel badan

Obturacyjny bezdech senny jako schorzenie o znaczeniu zaréwno oso-
bistym, dotyczacym do$¢ duzej grupy ludzi, w przewadze mezczyzn, jak
i spofecznym, intryguje badaczy i klinicystéw w wielorakich aspektach.
Jednym z nich — szczegdlnie w ostatnich latach — jest okreslenie jego relacji
do schorzen wspélistniejacych oraz z nim zwiazanych.

Wiadomo, ze istnieje niezalezny zwigzek obturacyjnego bezdechu sen-
nego z wieloma nastgpstwami o charakterze sercowo-naczyniowym oraz
metabolicznym. Stwierdzono, ze waznym problemem pozostaje okreslenie
proceséw mogacych rzutowaé na rozwdj tych nastgpstw, w tym szczegdlnie
ogniw posrednich patogenezy zmian.

Jako ogniwo posrednie, wynikajace z zaburzen utlenowania krwi i nie-
dotlenienia tkankowego oraz wybudzen powodujacych modyfikacje lub
zniszczenie tzw. architektury snu, sugeruje si¢ role elementéw patogenezy
zwigzanych przede wszystkim z procesami przewleklego zapalenia oraz stre-
sem oksydacyjnym, co prowadzi min. do dysfunkcji srédblonkéw. Waz-
nymi czynnikami oznak patologii na wczesnym etapie zmian s3 miedzy
innymi selektyny.

Nadal niewyjasniony jest wplyw stopnia zaawansowania zmian w OBS
na stopien nasilenia patologii wybranych mechanizméw posrednich, a tak-
ze mozliwosci ich unikniecia w przypadku optymalnego leczenia obturacyj-
nego bezdechu sennego.

Poniewaz byloby watpliwe etycznie obserwowanie naturalnego przebie-
gu rozwoju obturacyjnego bezdechu sennego wraz z jego nieuchronnymi
nastgpstwami, nalezy stworzy¢ model badawczy odwzorowujacego rézne
stopnie nasilenia obturacyjnych zaburzeri oddychania podczas snu. Dla za-
pewnienia optymalnego modelu istotne byloby utworzenie poréwnywal-
nych grup pacjentéw pod wzgledem podstawowych cech klinicznych oraz
parametréw antropometrycznych, z wykluczeniem — w mozliwie dostepny
sposéb — cukrzycy oraz stanéw przedcukrzycowych przy obserwowanym
réznym stopniu nasilenia zaburzen oddychania.

Konsekwencjg przeprowadzanych badart moze by¢ okreslenie potencjal-
nie odwracalnych elementéw procesu rozwoju patologii wspélistniejacych
z OBS, szczegblnie w kontekscie mozliwosci zaproponowania skutecznego
postepowania.
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Cel gtéwny
Na podstawie przedstawionych powyzej przestanek jako cel pracy okre-
Slono dokonanie oceny wplywu stopnia ci¢zkosci obturacyjnego bezde-

chu sennego na wybrane wykladniki nasilenia proceséw patogenetycznych
z uwzglednieniem selektyn i stresu oksydacyjnego.

Cele szczegétowe

Cele szczegbtowe sformutowano nastgpujaco:

1. Analiza stezert we krwi czasteczek adhezyjnych — selektyn oraz ekspresji
genu dla L-selektyny u pacjentéw w réznych stopniach nasilenia obtu-
racyjnego bezdechu sennego oraz poréwnanie z grupa oséb bez rozpo-
znanych zaburzent oddychania w czasie snu.

2. Ocena wybranych parametréw stresu oksydacyjnego u chorych z réz-
nym stopniem nasilenia obturacyjnego bezdechu sennego, a takze po-
réwnanie z grupg oséb bez rozpoznanych zaburzeni oddychania w czasie
snu.

3. Okreslenie ewentualnej przydatnosci diagnostycznej tych biomarkeréw
do klasyfikacji ciezkosci OBS.



3. Materiat i metody

3.1. Grupa badana

Badanie objeto 100 mezezyzn, w wieku od 34 do 64 lat, zakwalifikowanych
do diagnostyki obturacyjnego bezdechu sennego w Pracowni Zaburzen Od-
dychania podczas Snu Katedry i Kliniki Pulmonologii, Alergologii i Onko-
logii Pulmonologicznej w ramach pobytu w Oddziale Pulmonologii, Aler-
gologii i Onkologii Pulmonologicznej Szpitala Klinicznego Przemienienia
Pariskiego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Po-
znaniu, w czasie od 1 pazdziernika 2010 roku do 30 wrze$nia 2012 roku.

Pacjenci wyrazili $wiadoma, pisemna zgod¢ na proponowany zakres
badan. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetyki przy
Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu uchwala nr 740/10 z dnia 2 wrze-
$nia 2010 roku.

Kryterium kwalifikacji do pobytu szpitalnego i badania bylo kliniczne
podejrzenie OBS podjete na podstawie wywiadu zebranego przez lekarza od
pacjenta oraz cz¢sto 0s6b z otoczenia domowego, z uwzglednieniem analizy
charakterystycznych objawéw, schorzen wspélistniejacych, przeprowadzo-
nego badania przedmiotowego.

Kryteria wylaczenia stanowily: przewlekte choroby zapalne, choroby
nowotworowe, przewlekfa choroba nerek, przewlekle choroby watroby, cu-
krzyca, przebyty udar mézgu, przebyty zawal migénia sercowego, stwier-
dzane choroby naczyn obwodowych, niewydolno$¢ oddychania i serca.
Z badania wylaczono osoby palace papierosy (wsrdéd nich 24 osoby to byli
palacze). W celu uniknigcia odmiennoéci zwiazanych z plcia do badania
wiaczono tylko mezczyzn.

3.2. Schemat badania

Pacjent przyjety do Pracowni zostal poddany ogélnej ocenie stanu klinicz-
nego w badaniu podmiotowym i przedmiotowym ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem aspektéw charakterystycznych dla podejrzewanego schorzenia.
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Przeprowadzono test doustnego obciazenia glukoza (OGTT), zgodnie
z zaleceniami. Z dalszego etapu wykluczono osoby ze $wiezo wykryta cu-
krzyca (glikemia na czczo > 7,0 mmol/l dwukrotnie lub glikemia w 2 godz.
po obciazeniu glukoza > 11,1 mmol/l) oraz stanami przedcukrzycowymi:
nieprawidtows glikemia na czczo (5,6-6,9 mmol/l) oraz uposledzong tole-
rancja glukozy (glikemia na czczo < 7,0 mmol/l i glikemia w 120° 7,8-11,0
mmol/l) [8, 9, 229, 230].

W trakcie kwalifikacji do badania przeanalizowano uzyskane wyniki ba-
dan biochemicznych w surowicy krwi: kreatynina, AspAt, AlAt, bilirubina,
s6d, potas. Osoby z podejrzeniem patologii dyskwalifikowano z dalszych
etapow.

Nastepnie pacjenci zostali poddani rutynowemu w diagnostyce OBS ba-
daniu polisomnograficznemu (PSG).

Przeprowadzenie badania polisomnograficznego pozwolito wyodrebni¢
grupy badanych bez obturacyjnego bezdechu $rédsennego (grupa poréw-
nawcza) oraz z réznym stopniem nasilenia patologii w oparciu o obowia-
zujacy klasyfikacje choroby z podziatem na fagodna, umiarkowany i cigzka
(OBS-1, OBS-2 oraz OBS-3) [6, 7].

Pacjentéw poddano pobraniu krwi do badan laboratoryjnych scharakte-
ryzowanych ponizej zgodnie z obowigzujacymi procedurami.

Dodatkowo u pacjentéw wykonywano rutynowe badania czynnosciowe
uktadu oddechowego, w tym spirometrie, pletyzmografi¢ i dyfuzje gazéw
dla tlenku wegla (przy uzyciu aparatu Jaeger 2005) oraz gazometri¢ krwi
wio$niczkowej dla wykluczenia powaznych zaburzed czynno$ciowych.

Ostatecznie utworzono grupy: poréwnawcza o liczebnosci 24 oséb,
OBS-1 o liczebnosci 24 0séb, podobnie w grupie OBS-2 — 24 osoby, nato-
miast w grupie OBS-3 — 28 oséb.

3.3. Metody badawcze

3.3.1. Ocena stanu klinicznego pacjenta

Ocena stanu klinicznego pacjenta zostala dokonana w oparciu o wywia-
dy oraz badanie przedmiotowe wynikajace ze standardéw postepowania
podczas hospitalizacji wg kwestionariusza historii choroby obowigzujace;j
w Katedrze i Klinice Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonolo-
gicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, z uwzglednieniem aspek-



téw schorzen wspélistniejacych i prowadzonej terapii. Dokonano ponadto
pomiaréw obwoddéw szyi, talii, masy ciata, wzrostu. Wyliczono wskaznik
masy — BMI. Zmierzono warto$¢ skurczowego (SBP — ang. systolic blood
pressure) i rozkurczowego (DBP — ang. diastolic blood pressure) cisnienia
tetniczego krwi, dwukrotnie na ramieniu konczyny gérnej lewej, po 15-
-minutowym odpoczynku w pozycji siedzacej.

Dokonano oceny sennosci dziennej przy uzyciu odpowiedniej skali sen-
nosci Epworth (Epworth Sleepiness Scale — ESS), skfadajacej si¢ z 8 pytan
o mozliwo$¢ zasnigcia w konkretnych sytuacjach zyciowych [87]. Badani
mieli mozliwo$¢ wyboru jednej z odpowiedzi: zero oznaczalo, ze zasniecie
jest niemozliwe, jeden — male, dwa — $rednie, a trzy — wysokie prawdopo-
dobieristwo zasnigcia w sytuacjach typowych. Skala zostala przedstawiona
w tabeli 3.1. Suma punktéw moze wynosi¢ od 0 do 24. Nasilong sennos¢
dzienng rozpoznaje sig, jesli suma odpowiedzi wynosi co najmniej 11 punk-

téw [86, 87].

Tabela 3.1. Skala sennosci Epworth

Brak | Mate | Srednie | Duze
© M (2) (3)

1. Siedzac lub czytajac

2. Ogladajac telewizje

3. Siedzac w miejscu publicznym, np. w teatrze, na
zebraniu, w kosciele

4. Podczas godzinnej jazdy autobusem, koleja lub
samochodem jako pasazer

. Po potudniu, lezac

. Podczas rozmowy, siedzac

. Po obiedzie, siedzac w spokojnym miejscu

| N | o~ U»n

. Prowadzac samochdéd np. podczas kilkuminutowego
oczekiwania w korku

Suma punktow:

3.3.2. Ocena polisomnograficzna

Ocena zaburzeni oddychania podczas snu zostata dokonana przez wykona-
nie pelnej polisomnografii przy uzyciu aparatu klasy 1, spelniajacego kry-
teria obowigzujace w diagnostyce zaburzed oddychania podczas snu [31,
68, 83, 97]. Pacjenci byli poddani badaniu nocnemu przy uzyciu jednego
z trzech pozostajacych do dyspozycji Kliniki aparatéw EMBLA S4000 —
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Remlogic z oprogramowaniem Somnologica Studio 5.0. (USA) — aparaty
wyprodukowano w latach 2008, 2009 oraz 2011.

Chory mial moznos¢ spania w kazdej pozycji tak, aby sen byl w jak naj-
mniejszym stopniu zaklécony.

Dokonano analizy manualnej stadiéw snu — weryfikujac zapis uzyskany
automatycznie — okreslajac je na podstawie poszczegélnych jednostek zapi-
su PSG, zwanych epokami, analizowanymi w trwajacych 30 s fragmentach.
Jesli wykladniki wiecej niz jednego stadium snu byly obecne w epoce, przy-
pisano to stadium, ktére przewazalo w danym fragmencie [83, 166, 194].

Przeprowadzajac interpretacj¢ czynnosci oddechowej dokonano analizy
zapisu z przedstawionych ponizej czujnikéw:

1. czujnika termistorowego do rejestracji przeptywu powietrza przez usta

i przez nos (pozwalajacego na wykrycie bezdechéw),

2. kaniuli nosowej do pomiaru ci$nienia nosowego (pozwalajacego na wy-
krycie bezdechéw i sptyconego oddechu),

3. czujnika do wykrywania ruchéw oddechowych klatki piersiowej,

4. czujnika do wykrywania ruchéw oddechowych brzucha,

5. czujnika pulsoksymetrycznego do rejestracji wysycenia krwi t¢tniczej

tlenem (S O,),

6. czujnikéw elektrokardiografii,
7. czujnika pozycji ciata.

Bezdechy oraz sptycenia oddychania byly klasyfikowane zgodnie z obowia-
zujacymi standardami opisanymi powyzej. Uzyto indeksu bezdechéw i sply-
ceni oddychania parametru (AHI) jako wykladnika umozliwiajacego podziatu
pacjentéw na grupy. Dokonano podzial na pacjentéw z OBS fagodnym przy
AHI 5-15, umiarkowanym przy AHI 16-30 oraz ci¢zkim przy AHI > 30 [6,
71. Odpowiednio oznaczono grupy jako OBS-1, OBS-2 oraz OBS-3.

3.3.3. Badania laboratoryjne we krwi obwodowej

W trakcie pobytu pacjenta dokonano rutynowych oznaczed we krwi: mor-
fologii krwi obwodowej (przy uzyciu analizatora Advia 2120i firmy Sie-
mens), hsCRP, stezen glukozy, cholesterolu, cholesterolu-HDL, triglicery-
déw (przy uzyciu analizatora Dimension EXL with LM firmy Siemens),
a takze gazometrii krwi wlo$niczkowej (przy uzyciu aparatu RapidLab 1240
firmy Siemens) wedlug odpowiednich szpitalnych procedur.

Krew pobierano z okolicy zgiecia tokciowego do trzech probéwko-
strzykawek (zestawy Monovette, Sarstedt, Niemcy), w ilosci okoto 16 ml
kazdorazowo, dla uzyskania krwi petnej EDTA, krwi pelnej heparynizo-
wanej oraz surowicy. Krew pelna EDTA postuzyla do oceny morfologii



krwi obwodowej oraz do izolacji PBMC (ang. peripheral blood mononuclear
cells — jednojadrzastych komérek krwi obwodowej). Osocze krwi hepary-
nizowanej przeznaczono do oznaczenie st¢zeri glukozy, parametréw lipido-
wych, catkowitego stanu antyoksydacyjnego (ang. rotal antioxidant status,
TAS) i produktéw peroksydacji lipidéw (ang. thiobarbituric acid-reacting
substances, TBARS). Cz¢$¢ surowicy natychmiast zamrozono w temp.
-25°C dla oznaczenia st¢zenia insuliny, stezenia L-selektyny, P-selektyny
i E-selekeyny.

Stezenie insuliny mierzono metoda immunoenzymatyczng przy uzyciu
odczynnikéw firmy BioSource (Nivelles, Belgia) i czytnika mikroplytek
Sunrise™ firmy Tecan Group Ltd (Minnedorf, Szwajcaria), z czulocia
analityczna 0.15 mU/l. Wspétczynniki zmiennosci (ang. coefficients of va-
riation, CV), wewnatrzseryjnej i migdzyseryjnej, wynosity odpowiednio:
3.8% i 4.5%. Wskaznik insulinoopornosci HOMA-IR (ang. homeostasis
model assessment of insulin resistance) — [mmol-mU-1] wyliczono ze wzoru:

HOMA-IR =G 0’ xIns/ 22,5.

3.3.4. Oznaczanie stezen selektyn

Oznaczono wyktadniki poczatkowych etapéw aterogenezy — stezenie cza-
stek adhezyjnych w surowicy, pochodzacych ze §rédblonka (E-selektyna),
z leukocytéw (L-selektyna) i plytek krwi (P-selektyna) — metodami immu-
noenzymatycznymi (zestawy odczynnikowe ELISA firmy R&DSystems,
czytnik mikroplytek SunriseTM Tecan).

3.3.5. Ocena ekspresji genu kodujacego L-selektyne
w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej (PBMC)

Badania zostaly przeprowadzone na komérkach PBMC (ang. peripheral

blood mononuclear cells), uzyskanych z krwi obwodowej pobranej na EDTA

poprzez wirowanie w gradiencie gestosci Ficollu, a nastepnie zamrozonych

w temperaturze -80°C wedtug ponizej przedstawionych procedur:

1. izolacja catkowitego RNA, przeprowadzona wg zmodyfikowanej meto-
dy Chomezynskiego-Sacci [35],

2. reakcja odwrotnej transkrypcji (RT PCR, ang. Reverse Transcription
PCR) — synteza cDNA (przy uzyciu odczynnikéw Roche Diagnostics),

3. ocena ekspresji genu kodujacego L-selektyne metodg PCR w czasie rze-
czywistym z wykorzystaniem sond hydrolizujacych typu TagMan (Ro-
che Diagnostics).
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1. Izolacja RNA

Catkowity RNA izolowano wedlug zmodyfikowanej metody Chomczy1i-

skiego i Sacchi [35]. Jednojadrzaste komérki krwi obwodowej (PBMC, ang.

peripheral blood mononuclear cells) poddano lizie mieszaning fenolu i izotio-

cyjanianu guanidyny (1ml) (TRI, Sigma-Aldrich, Deisenhofer, Germany).

Do préb dodawano nastepnie chloroform w objetosci réwnej 1/5 objetosci

odczynnika TRI (200 pl). Przygotowane w ten sposéb préby wytrzasano

i inkubowano na lodzie przez 5 minut. Po inkubacji préby wirowano przez

15 minut, w temperaturze 4°C, 15000 x g. W wyniku wirowania préby

rozdzielaly si¢ na trzy warstwy:

1. faz¢ wodna (zawierajaca RNA),

2. faze posrednig (interfaze z cienka warstwag DNA) oraz

3. faz¢ fenolowo-chloroformowa zawierajacg biatko i struktury subkomér-
kowe.

Do dalszej izolacji pobierano 500 pl fazy wodnej i przenoszono do no-
wych probéwek. RNA wytracano przez dodanie izopropanolu w stosunku
objetosciowym 1:1. Przygotowane w ten sposéb préby umieszczano w za-
mrazarce w temperaturze -80°C. Po uplywie 24 godz. probéwki wirowano
przez 15 minut w temperaturze 4°C, 15000 x g. Po odwirowaniu usuwano
supernatant, a powstaly osad RNA przemywano dwukrotnie przy uzyciu
schfodzonego 75% etanolu, wirowano przez 15 minut w temperaturze 4°C,
15000 x g, a nastgpnie suszono. Wysuszony osad RNA rozpuszczano w 10
pl wody dejonizowanej, wolnej od RNaz. Tak przygotowany RNA wyko-
rzystywano jako matryce do syntezy cDNA w procesie odwrotnej trans-
krypcji, do ktérej uzyto 1 pg catkowitego RNA.

Do analizy ilo$ciowo-jakosciowej prob RNA uzyto pomiaru spektrofo-
tometrycznego.

2. Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w 1,5 ml probéwkach (Ep-
pendorf). Calg procedur¢ wykonywano pod komora laminarng na lodzie.
Objetos¢ RNA, jaka wzigto do przepisania na cDNA poszczegélnych préb
przeliczono na 1 pg. Do RNA znajdujacego si¢ w probéwce dodawano 4
pl ANTP (2,5 mM kazdego dNTP), 1 pl oligo(dT)23 (0,5 pg/pl) oraz 0,5
pl wody dejonizowanej. Probéwke wytrzasano, krétko wirowano i umiesz-
czano na 5 minut w 65°C w termobloku (Eppendorf-thermomixer com-
fort, Niemcy), w celu denaturacji RNA. Nastepnie probéwke umieszczano
w lodzie na 2 minuty, wirowano, ponownie umieszczano w lodzie i do-
dawano nast¢pujace skfadniki: 4 pl pigciokrotnie st¢zonego buforu First



Strand Buffer (Invitrogen), 2 pl DTT 0,1 M (Invitrogen), 0,5 ul odwrotnej
transkryptazy SuperScriptTM II Reverse Transcriptase 200 U/pl (Invitro-
gen) oraz 0,25 pl inhibitora rybonukleaz Rnase OUT 40 U/l (Invitrogen).
Probéwke wytrzasano, a nastgpnie krétko wirowano i umieszczano w ter-
mobloku. Syntez¢ cDNA przeprowadzano przez 50 minut w temperaturze
37°C. Nastgpnie probéwki umieszczano na 15 minut w drugim termoblo-
ku w 65°C w celu zatrzymania reakcji. Uzyskany cDNA stuzyl jako matry-
ca do reakcji RQ-PCR (ang. real-time quantitative PCR).

3. Amplifikacja cDNA w czasie rzeczywistym

Poziom ekspresji genu L-selektyny zostal oznaczony technikq RQ-PCR za
pomocg aparatu LightCycler 480 Instrument (Roche) oraz oprogramowa-
nia LightCycler Software 1.5. Powstawanie produktéw PCR monitorowa-
no poprzez pomiar sygnatu fluorescencji emitowanej przez sondy zastoso-
wane w reakcji (Tabela 3.2.). Uzycie swoistych sond hydrolizujacych (typu
1agMan), znakowanych fluorescencyjnie, umiejscowionych pomiedzy para
starteréw PCR, rozwiazuje problem nieswoistosci fluorescencyjnej obecnej
przy zastosowaniu barwnika SYBR Green 1. W metodzie 7agMan wykorzy-
stuje si¢ swoista dla amplifikowanego fragmentu DNA sond¢, wyznakowang
na koncach czasteczkami fluorochroméw. Na koricu 5 sondy znajduje si¢
barwnik reporterowy, a na konicu 3’ czasteczka wygaszajaca fluorescencje.
Kiedy sonda jest nienaruszona, wygaszacz znajdujacy si¢ blisko reportera
wygasza jego fluorescencje. Podczas reakeji PCR sonda zostaje zdegradowa-
na dzigki aktywnosci 5’ nukleazowej polimerazy. Rozdzial obu fluorochro-
méw umozliwia emisje fluorescencji przez reporter. Wzrost fluorescencji
monitorowany jest po kazdym zakoriczonym cyklu elongacyjnym. Poziom
fluorescencji jest wprost proporcjonalny do ilosci powstajacego produktu.
Reakeje RQ-PCR prowadzono na plytkach 96-dotkowych. Do poszcze-
gélnych dotkéw naniesiono odpowiednio po 1 pl ¢cDNA, 1 pl startera
5—3’ oraz startera 3’—5’, a takie 1 pl sondy komplementarnej do se-
kwencji danego genu. Do kazdego dotka naniesiono wéwczas 7 pl miesza-
niny reakcyjnej, ktérej sklad byl nastepujacy:
- 5 pl LigthtCycler 480 Probes Master,
- 2pulHO.
Reakcja RQ-PCR obejmowata nastepujace etapy:
- denaturacja wstgpna: 95° C, 10 min. (aktywacja polimerazy),
— oznaczenie ilo$ciowe ekspresji genéw (50 cykli),
- denaturacja: 95° C, 10 sek. (rozdzielenie nici DNA),
- przylaczanie starteréw: 60° C, 30 sek.,
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- wydluzanie starteréw (synteza nici komplementarnej): 72° C, 1 sek.,
- chlodzenie aparatu.

Wyniki oznaczen ilosciowych badanych cDNA normalizowano wzgle-
dem standardu wewngtrznego, czyli cDNA genu konstytutywnego (ang.
house-keeping gene), ktérego ekspresja jest wzglednie stata i nie podlega re-
gulacji pod wplywem czynnikéw zewngtrznych. Jako standard wewnetrz-
ny zastosowano cDNA genu kodujacego dehydrogenaze aldehydu 3-fo-
sfoglicerynowego (GAPDH, ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase).
Ekspresja genu dla L-selektyny znormalizowana wzgledem GAPDH (xL-
-sel*10%), z powodu rozproszenia wynikdéw, zostala réwniez przedstawiona
w formie logarytmu, log (xL-sel*10?).

Tabela 3.2. Startery i sondy wykorzystane w reakcji RQ-PCR

cDNA Amplikon Startery F (forward) i R (reverse)
L-selectin _ F: S’ ATTTCGCCCCTCATTTATCC 3’
sonda 23 R: 5’CCTCAGAAAAGACAAAAAGCTGA3’
GAPDH M2 F: 5’CGTAGCTCAGGCCTCAAGAC 3’
sonda 23 R: 5’GCTGCGGGCTCAATTTATAG 3’

3.3.6.0znaczanie parametroéw stresu oksydacyjnego

Oznaczono wybrane parametry stresu oksydacyjnego: stezenie catkowite-
go stanu antyoksydacyjnego (Total Antioxidant Status, TAS) osocza oraz
stezenie produktéw peroksydacji lipidéw w osoczu (TBARS) — metodami
spektrofotometrycznymi.

Metoda oznaczania TBARS w osoczu oparta byla na reakeji kwasu tio-
barbiturowego z dialdehydem malonowym, produktem peroksydacji lipi-
déw. Osoczowe produkty peroskydacji lipidéw mierzone byly jako stezenie
substancji reagujacych z kwasem tiobarbituranowym wg metody Okhawy
[148, 222]. Oznaczenia przeprowadzano przy uzyciu odczynnikéw firmy
Sigma na spektrofotometrze Specord M40. Wspétczynniki zmiennosci
(CV), wewnatrzseryjnej i migdzyseryjnej, dla pomiaréw TBARS wynosity
odpowiednio 1,8% i 3,7%.

Calkowity stan antyoksydacyjny oznaczano metoda kolorymetryczna,
stosujac zestaw odczynnikowy Randox Total Antioxidant Status (firmy
Randox Laboratories Ltd Wielka Brytania) na spektrofotometrze Statfax™
1904 Plus (Awareness Technology, Inc., USA).

Metoda opierasi¢ nareakcji ABTS (2,2°-Azyno-di-[3-etylobenzotiazoliny
siarczan]) z peroksydaza (metmioglobina) i H,O,. Produktem tej reakcji



jest kationorodnik ABTS**. Antyoksydanty obecne w dodanej prébce oso-
cza hamuja reakcje, a stopient zahamowania reakcji barwnej jest proporcjo-
nalny do st¢zenia przeciwutleniaczy w badanej prébie.

Kontrole dokladnosci i powtarzalnosci prowadzono uzywajac surowic
kontrolnych: Randox Total Antioxidant Control. Wspétczynniki zmienno-
$ci (CV), wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej, dla pomiaréw TAS wynosily
odpowiednio 1,5% i 3,8%.

Badania z zakresu oznaczenia selektyn oraz wykladnikéw stresu oksy-
dacyjnego przeprowadzono w Zakladzie Biochemii Klinicznej i Medycyny
Laboratoryjnej Katedry Chemii i Biochemii Klinicznej Uniwersytetu Me-
dycznego w Poznaniu.

Badanie z zakresu biologii molekularnej (ocena ekspresji genu koduja-
cego L-selektyne w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej (PBMC)
wykonano w Katedrze i Zakladzie Histologii i Embriologii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu.

3.4. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw zostala przeprowadzona przy
uzyciu programu Statistica 10.0 (StatSoft Inc., USA). We wszystkich te-
stach jako istotng statystycznie uznano warto$¢ p < 0,05.

W calej badanej populacji oraz grupach dla badanych parametréw prze-
prowadzono weryfikacje rozkladu normalnego przy uzyciu testu Shapiro-
Wilka. Wobec braku potwierdzenia rozkladu normalnego do kolejnych
analiz statystycznych zastosowano testy nieparametryczne. Wszystkie anali-
zowane dane przedstawiono w postaci mediany oraz pierwszego i trzeciego
kwartyla [134].

Poréwnanie parametrédw miedzy wieloma badanymi grupami wykony-
wano metodami analizy wariancji testem Kruskala-Wallisa oraz metoda
wielokrotnych poréwnar, post hoc, testem Dunna. Dla zbadania istotno-
$ci réznicy pomiedzy dwoma grupami uzywano testu U Mann-Whitney’a.
Korelacje oceniano w oparciu o przyjete przez Spearmana wartosci krytycz-
ne. Site zwigzku miedzy zmiennymi klasyfikowano na podstawie wartosci
wspolczynnika korelacji jako nikla R < 0,0; stabg 0,1 < R < 0,3; przecigtng
0,3 < R < 0,5; wysoka 0,5 < R < 0,7; bardzo wysoka 0,7 < R < 0,9; prawie
pelng 0,9 < R < 1 [199]. Przeprowadzono analizg regresji wielokrotne;.
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4. Wyniki badan

Na podstawie badania polisomnograficznego dokonano podziatu pacjen-
téw na grupy. Bezdechy oraz splycenia oddychania — klasyfikowane zgod-
nie z obowiazujacymi standardami — uzyto w formule indeksu bezdechéw
i splycen oddychania parametru (AHI) jako wykladnika umozliwiajacego
podzial pacjentéw.

Dokonano podzialu na pacjentéw z OBS tagodnym przy AHI 5-15,
umiarkowanym przy AHI 16-30 oraz ciezkim przy AHI > 30 [6, 7]. Od-
powiednio oznaczono grupy jako OBS-1, OBS-2 oraz OBS-3. Grupe po-
réwnawczg (P) stanowily osoby, u ktérych nie potwierdzono OBS, cho¢
prowadzono diagnostyke w jego kierunku w zwigzku z zaistnialtym podej-
rzeniem.

W trakcie kwalifikacji do badania cz¢$¢ 0s6b z rozpoznanym OBS pre-
zentowala podwyzszone wartosci ci$nienia tetniczego. Zalecono dalsze mo-
nitorowanie i leczenie nadci$nienia tetniczego pod opieks lekarza rodzin-
nego. Nadci$nienie t¢tnicze rozpoznano uprzednio w grupie P — u 4/24
pacjentéw (16,7%), grupie OBS-1 u 9/24 pacjentéw (37,5%), w grupie
OBS-2 u 10/24 pacjentéw (41,7%), a w grupie OBS-3 u 16/28 pacjentéw
(57,1%).

4.1. Charakterystyka badanych grup

Charakterystyke grup badanych, tj. pacjentéw z réznym stopniem nasilenia
OBS oraz grupy poréwnawczej bez rozpoznania schorzenia przedstawiono
w tabelach 4.1. oraz 4.2.

Poréwnujac grupy pacjentéw P, OBS-1, OBS-2 oraz OBS-3 nie stwier-
dzono réznic w zakresie wieku, talii, BMI, ci$nienia krwi skurczowego oraz
rozkurczowego.

Badane grupy réznily si¢ obwodem szyi (p = 0,0257); najwyzsze warto-
$ci obserwowano w grupie OBS-3 w poréwnaniu z grupa OBS-1 (w tescie
Dunna: p = 0,0097).

Ponadto nie stwierdzono réznic dotyczacych zaréwno czasu snu oraz
czasu czuwania podczas badania PSG, podobnie odsetek poszczegélnych



Tabela 4.1. Charakterystyka badanych grup oraz ich poréwnanie. Wyniki przedstawiono
jako mediang oraz zakres mi¢dzykwartylowy. Grupy: P — poréwnawcza (n = 24); OBS-1
(AHI — 5-15) (n = 24); OBS-2 — AHI (16-30) (n = 24); OBS-3 (AHI — > 30) (n = 28)

P OBS-1 OBS-2 OBS-3
n=24 n=24 n=24 n=28
. 53,5 57,0 55,5 54,5
Wiek [lat] (44,0-60,0) | (48.0-605) | (52,0-595) | (41,5-60,5)
27,9 287 31,0 31,1
BMI [kg/m’] (26,2-32,3) (27,0-31,9) | (281-32,7) (28,1-34,4)
o 2 41 PP 43
Obwodszyilem] | (44743 (40-43)* (41-44) (42-45)"
- 100 100 102 108
Obwédalii[em] | 93 10g) (93-110) (98-110) (100-113)
4 5 9 11
ESS (2-6) (4-7) (5-11) (7-14)
A 23 8,0 21,2 51,1
(1.7-3.5) (7.0-11.6) | (18.0-253) | (37.3-648)
130 132 130 138
SBP [mmHg] (122-140) (120-140) (130-140) (130-148)
80 80 80 80
DBP [mmHe] (75-87) (80-90) (80-90) (80-85)
1,94 1,98 3,68 2,84
hsCRP [mg/1] (0,91-2,23)% | (0,93-3,81) | (1,86-5,20)% | (1,66-4,06)
6,23 6,32 6,48 7,14
9 ’ ’ 5 )
WBC [10°/1] (5,39-7,90) (574-6,94) | (5,47-7,10) (5,98-7,60)
G0 [mmol] 5,03 515 5,38 5,33
(4,89-525)% | (4,88-546) | (5,12-549) | (520-5,56)
o 5,98 6,11 6,22 6,15
G120°[mmol/] | 5 4 89y (5.50-6,79) | (5.63-7,19) (5,72-6,86)
s 0" [mU] 19,9 20,1 16,2 242
(162-240) | (168-262) | (13,5-19.8)* | (20,3-32,2)
HOMA-IR 4,25 4.72 3,91 5,86
[mU- mmol-12] (3.50-558) | (3,54-628) | (2L99-4.67)% | (4,70-7,04)"
€ o] 4,98 5,05 5,02 5,09
(417-547) | (451-590) | (4,40-594) | (4.21-5,96)
1,56 1,31 1,83 1,45
TG [mmol/l] (1,10-1,86) (0,97-1,88) |  (0,96-2,07) (1,06-2,29)
132 1,18 1,07 1,04
HDL-CLmmol/l] | g 46 qis5ye 6 | (1,03-139) | (0,86-1,24)% | (0,88-1,15)%"
] 2,78 2,92 3,30 3,16
LDL-ClmmolT 5 )3 3 2¢) (2,42-3,88) | (2,75-3,90) (2,31-3,99)

Objasnienia: BMI — wskaznik masy ciala (ang. body mass index); ESS — skala sennosci Epworth; AHI
— indeks bezdechéw i splycen oddychania (ang. apnoea-hypopnoe index) — zréznicowanie wynikajace
z metodyki badania; SBP — ci$nienie krwi skurczowe; DBP — ci$nienie krwi rozkurczowe; hsCRP
— stezenie biatka C-rektywnego wysokiej czutosci w surowicy; WBC — liczba leukocytéw we krwi;
G-0’ i G-120’ — glikemia w 0’ i 120 min. OGTT (ang. ora/ glucose tolerance test); HOMA-IR ang.
homeostasis model assessment of insulin resistance — wskaznik insulinoopornosci; stgzenia w surowicy
krwi: T-C — stezenie cholesterolu catkowitego; TG — triglicerydéw ; HDL-C — cholesterolu HDL,
LDL-C - cholesterolu LDL. Zaznaczono istotne statystycznie réznice przy p < 0,05: *, **.
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Tabela 4.2. Charakterystyka zapiséw parametréw snu w oparciu o badanie polisomnogra-
ficzne (EMBLA §4000) w badanych grupach oraz ich poréwnanie. Wyniki przedstawiono
jako mediane oraz zakres miedzykwartylowy. Grupy: P — poréwnawcza (n = 24); OBS-1
(AHI — 5-15) (n = 24); OBS-2 (AHI — 16-30) (n = 24); OBS-3 (AHI — > 30) (n = 28)

P OBS-2 OBS-2 OBS-3
n=24 n=24 n=24 n=28
AHI 2.3 8,0 21,2 51,1
(17-35) | (69-117) | (18.0-25,3) | (37.3-64.8)
. . 263 311 249 279
catiowity czas snulmin] | 555 376 | (264-327) | (174-307) | (229-350)
% czasu snu/czas 67,6 64,1 57,4 65,6
badania (52,6-75.8) | (59,3-782) | (40,5-68,7) | (57,9-81,1)
catkowity czas czuwania 138 163 198 132
[min] (76-192) (92-202) | (141-240) (75-198)
% czasu czuwania/ czas 32,4 35,9 42,6 34,4
badania (242-47.4) | (21,9-407) | (31,3-59,4) |  (18,9-42,1)
. 122 9,8 17,2 7.6
NREM 1 [%] (2,8-18,9) | (5,1-148) | (10,4-22,4) |  (3,1-17,1)
. 52,0 49,5 49,9 02,7
NREM 2 [%] (36,9-58,0) | (259-57,5) | (39,0-62,0) | (28,2-55,1)
. 16,9 21,8 15,9 322
NREM 3 [%] (10,6-257) | (102-40,3) | (9.7-23,4) | (15,2-57,2)
. 143 17 11,9 13
REM [%] (5,6-20,6) | (42-19,3) | (5.1-204) |  (3,6-15,0)
iSO 94,4 93,7 93,4 92,7
O, (93,5-96,00* | (92,3-95,0) | (91,2-94,5) | (90,5-93,9)
<O 88,0 85,0 82,0 79,5
O, (85,0-90,0)%, | (84,0-89,5) | (77,0-85,0)%| (67,0-84.5)"
o 0 0 3,0 4,3 13,3
% czasu SaOZ <90% (0_2‘5)*'#:@ (0_2»9):}::5::{/\ (0,4—6,1)* (3’0_41 Y0)>}<>}:y>l<>]<:i<

Objasnienia: AHI ang. apnoea-hypopnoe index — indeks bezdechéw i splyceri oddychania — zrézni-
cowanie wynikajace z metodyki badania; NREM 1, NREM 2, NREM 3, REM - odsetek poszcze-
golnych stadiéw w strukeurze snu podczas badania; srednia S O, — $rednie wysycenie hemoglobiny
tlenem podczas badania; minimalne S O, — minimalne wysycenie hemoglobiny tlenem podczas ba-
dania; % czasu S O, < 90 % — odsetek czasu snu z wysyceniem hemoglobiny tlenem ponizej 90%.
Zaznaczono istotne statystycznie réznice przy p < 0,05: *, **, ***,



aktywnosci (snu i czuwania) nie réznit si¢. Miedzy grupami nie stwierdzo-
no ponadto réznic zwiazanych z odsetkiem poszczegdlnych faz i stadiéw
snu (NREM1, NREM2, NREM3, REM).

Mimo ze do badania kwalifikowano tylko osoby z prawidlowa, tj. w za-
kresie warto$ci referencyjnych, liczbg leukocytéw (WBC) w morfologii krwi
obwodowej i stgzeniem hsCRP < 9mg/l, badane grupy réznily si¢ stezeniem
biatka C-reaktywnego (p = 0,0402) z najwyzsza mediang hsCRP w grupie
OBS-2 w odniesieniu do grupy poréwnawczej (test Dunna: 0,0203).

W zakresie parametréw gospodarki lipidowej nie obserwowano réz-
nic w stgzeniach T-C, TG, LDL-C. Badane grupy réznily si¢ stezeniem
HDL-C (p = 0,0033), ktére obnizalo si¢ systematycznie poczawszy od gru-
py P przez OBS-1, OBS-2 do OBS-3 C z istotnymi statystycznie réznicami
w tescie Dunna: miedzy OBS-2 a grupa poréwnawcza (p = 0,020) oraz
OBS-3 a grupg poréwnawczg (p = 0,0015).

W zakresie parametréw gospodarki weglowodanowej zaobserwowano
zwickszanie si¢ glikemii na czczo (p = 0,0154), poczawszy od grupy po-
réwnawczej do OBS-3, z istotng statystycznie réznica pomiedzy grupa P
a OBS-3 (test Dunna: p = 0,0082). Osoby badane nie réznily si¢ steze-
niami glikemii w 120 min. Zaobserwowano réznice w stezeniu insuliny
na czczo (p = 0,0033), najwyzsze warto$ci w grupie OBS-3 w poréwnaniu
z OBS-2 (w tescie Dunna: p = 0,0004). Podobna tendencj¢ zaobserwowa-
no w przypadku HOMA-IR — najwyzsze wartosci stwierdzono w grupie
OBS-3 w poréwnaniu z grupg OBS-2 (w tescie Dunna: p = 0,0005).

Z zalozeni pracy wynikaja réznice w wartosciach parametréw polisom-
nograficznych oraz skali senno$ci Epworth. AHI byto podstawa podziatu
na grupy badane.

Badane grupy réznily si¢ $rednig S O, wykazujac tendencje do obniza-
nia si¢ (p = 0,0047) z najnizszym w OBS-3 w poréwnaniu z grupa P (test
Dunna — p = 0,0030).

Badane grupy réznity sic minimalna S O, (p < 0,0001) z progresywnym
obnizaniem od grupy P ku grupie OBS-3: z istotnymi statystycznie réz-
nicami w te$cie Dunna obserwowanymi dla OBS-2 (p = 0,0085), OBS-3
(p < 0,0001) w poréwnaniu z grupa P oraz OBS-3 w poréwnaniu z OBS-1
(p = 0,0004).

Badane grupy réznily si¢ odsetkiem czasu SaO2 < 90% (p < 0,0001)
z progresywnym narastaniem od grupy P ku grupie OBS-3: z istotny-
mi statystycznie réznicami w te$cie Dunna obserwowanymi dla OBS-2
(p = 0,0069), OBS-3 (p < 0,0001) w porédwnaniu z grupa P oraz OBS-3
w poréwnaniu z OBS-1 (p < 0,0001).
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4.2. Poréwnania miedzy badanymi grupami

Poréwnanie wynikéw badan stezeri selektyn, ekspresji genu kodujacego
L-selektyne oraz wykladnikéw stresu oksydacyjnego zawarte zostato

w tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Charakterystyka wynikéw badan selektyn i parametréw stresu oksydacyjnego
w badanych grupach oraz ich poréwnanie miedzy grupami. Wyniki przedstawiono jako

mediang oraz zakres migdzykwartylowy. Grupy

: P — poréwnawcza (b = 24); OBS 1 (AHI

—5-15) (n = 24); OBS 2 (AHI (16-30) (n = 24); OBS3 (AHI - > 30) (n = 28)

P OBS-1 OBS-2 OBS-3
n=24 n=24 n=24 n=28
1458,5 1773,2 2233,0
sl gy | (11288 (1446,5- (1848,5- (239383723 be 0
seling 1674,6) 2231,4) 2671,6)
3,60 21,72 44,48 77,14
x L-sel / 102 (1 80-8,17) | (6,03-38,50) | (21,64-72,15) | (28,70-141,00)
8,31 21,26 22,60 33,55
E-sel [ng/ml] (5 27 15 82) (15,60-24,53) (16 67- 26,66) | 26,38-40.74)
43,55 51,46 59,88 72,18
P-sel [ng/ml] | (33,61-49,92) | (39,69-73,78) | (42,90-78,81) | (44,45-83,79)
4,34 5,18 9,18
TBARS :
[ummol/I] (2:42-5,54) (7,49-11.93)
1,46 1,23 1,14
TAS ’
ool “;ﬁf’\ 1 55) (1,11;1,39) (1, 21%::1;[:\”27)
AHI 2,3 8,0 21,2 51,1
(1,7-3,5) (6.9-11,7) (18,0-25,3) (37.3-64,8)

Objasnienia: L-sel — st¢zenie selektyny L w surowicy; x L-sel — ekspresja genu dla L-selektyny; P-sel
— stezenie P-selektyny; E-sel — stezenie E-selektyny; TBARS — ang. thiobarbituric reacting substances
— stezenie substancji reagujacych z kwasem tiobarbituranowym; TAS — ang. total antixidant status —

catkowity stan antyoksydacyjny osocza; AHI ang. apnoea-hypopnoe index —

indeks bezdechéw i sply-

cel oddychania — zréznicowanie wynikajace z metodyki badania. Zaznaczono istotne statystycznie
réinice przy p < 0,05: *, **, Hrx orrr ok

4.2.1. Wyniki badan stezen selektyn

Poréwnania dotyczace stezen selektyn miedzy grupami przedstawiono na

rycinach 4.1, 4.2, 4.3.




Badanie zwiazane z okre$leniem stezenia L-selektyny w surowicy po-
twierdzito wzrastanie stgzen w poszczegblnych grupach (p < 0,0001).
Obserwowano statystycznie istotng réznicg miedzy grupami OBS-3 oraz
OBS-2 w odniesieniu do grupy poréwnawczej: dla OBS-3 — p < 0,0001,
dla OBS-2 — p = 0,0009. W odniesieniu OBS-3 w stosunku do OBS-1 p
wynosito < 0,0001.

Badanie zwiazane z okresleniem stezenia E-selektyny w surowicy po-
twierdzito wzrastanie stgzen w poszczegdlnych grupach (p < 0,0001). Ob-
serwowano statystycznie istotna réznice miedzy grupami OBS-3, OBS-2
oraz OBS-1 w odniesieniu do grupy pordéwnawczej: dla OBS-3 — p <
0,0001, dla OBS-2 — p = 0,0001 dla OBS-1 — p = 0,0035. W odniesieniu
OBS-3 do OBS-2 p wynosito < 0,0141, a w odniesieniu do OBS-1 p wy-
nosito 0,0016.

Badanie zwigzane z oznaczeniem st¢zenia P-selektyny w surowicy po-
twierdzito wzrastanie stgzenn w poszczegélnych grupach (p < 0,0014). Ob-
serwowano statystycznie istotng réznice miedzy grupami OBS-3 i OBS-2
w poréwnaniu z grupg poréwnawcza: dla OBS-3 — p = 0,0007, dla OBS-2
— p wynosifo 0,0348.

4.2.2. Wyniki badan oceny ekspresji genu kodujacego L-selektyne
w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej (PBMC)

Badanie zwiazane z okresleniem ekspresji genu dla L-selektyny potwierdzi-
Yo wzrastanie ekspresji w poszczegdlnych grupach (p < 0,0001) — przedsta-
wiono na rycinie 4.4.

Obserwowano statystycznie istotng réznice miedzy grupami OBS-3,
OBS-2 oraz OBS-1 w odniesieniu do grupy poréwnawczej: dla OBS-3 — p
< 0,0001, dla OBS-2 - p < 0,0001, dla OBS-1 — p = 0,0095. W odniesie-
niu OBS-3 do OBS-1 p wynosilo 0,0103.

4.2.3. Wyniki badan parametrow stresu oksydacyjnego

Poréwnania w tym zakresie przedstawiono na rycinach 4.5. oraz 4.6.

Badanie zwigzane z okresleniem calkowitego stanu antyoksydacyjnego
(TAS) osocza ukazalo zmniejszanie si¢ stezen w poszczegblnych grupach
(p < 0,0001). Obserwowano statystycznie istotng réznicg miedzy grupami
OBS-3, OBS-2 oraz OBS-1 w odniesieniu do grupy poréwnawczej: dla
OBS-3 — p < 0,0001, dla OBS-2 — p = 0,0015, dla OBS-1 - p = 0,0152.
W odniesieniu OBS-3 do OBS-1 p wynosito 0,0179.
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Kruskal-Wallis test p<0,0001.
6000
5000
E 4000 S
£
T 3000 o
=
o o
;,$ 2000 . ‘
1000
L Min-Max
0 ] 25%-75%
P OBS-1 OBS-2 OBS-3 5 Median value
Badane grupy
L-sel:
Kruskal-Wallis test, p = 0,0000. Dunn test, p =:
P OBS-1 OBS-2 OBS-3
P 0,1539 0,0000 0,0000
OBS-1 0,1539 0,0593 0,0000
OBS-2 0,0000 0,0593 0,2493
OBS-3 0,0000 0,0000 0,2493

Rycina 4.1. Porédwnanie stezen L-selektyny w surowicy miedzy badanymi grupami P,
OBS-1, OBS-2, OBS-3: testem Kruskala-Wallisa (rycina) i post hoc testem Dunna (Tabe-
la). Liczebno$¢ grup: P (n = 24), OBS-1 (n = 24), OBS-2 (n = 24), OBS-3 (n = 28).
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Kruskal-Wallis p<0,0001.
60
50
E‘ 40
2 1 o
g 30
c
)
: ; o
20 —‘—
’ |
10 o R
_ 1 I Min-Max
0 L1 25%-75%
P OBS-1 OBS-2 OBS-3 P Median value
Badane grupy
E-selektyna:
Kruskal-Wallis test, p = 0,0000. Dunn test, p =:
P OBS-1 OBS-2 OBS-3
P 0,0035 0,0003 0,0000
OBS-1 0,0035 1,0000 0,0016
OBS-2 0,0003 1,0000 0,0141
OBS-3 0,0000 0,0016 0,0141

Rycina 4.2. Poréwnanie stgzen E-selektyny w surowicy migdzy badanymi grupami P,
OBS-1, OBS-2, OBS-3: testem Kruskala-Wallisa (rycina) i post hoc testem Dunna (Tabe-
la). Liczebno$¢ grup: P (n = 24), OBS-1 (n = 24), OBS-2 (n = 24), OBS-3 (n = 28).



Kruskal-Wallis test p=0,0014
140
120 T
100 T .
E
2 80
© (m]
3 60
< o
3 o
@ o
o 40
20 ] B —
I Min-Max
0 L1 25%-75%
P OBS-1 OBS-2 OBS-3 P Median value
Badane grupy
P-selektyna:
Kruskal-Wallis test, p = 0,0014. Dunn test, p =:
P OBS-1 OBS-2 OBS-3
P 0,1932 0,0348 0,0007
OBS-1 0,1932 1,0000 0,6505
OBS-2 0,0348 1,0000 1,0000
OBS-3 0,0007 0,6505 1,0000

Rycina 4.3. Porédwnanie stezen P-selektyny w surowicy miedzy badanymi grupami P,
OBS-1, OBS-2, OBS-3: testem Kruskala-Wallisa (rycina) i post hoc testem Dunna (Tabe-
la). Liczebno$¢ grup: P (n = 24), OBS-1 (n = 24), OBS-2 (n = 24), OBS-3 (n = 28).
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Kruskal-Wallis test p<0,0001
280
240
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‘8 160
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0 o : | 1 25%-75%
P OBS-1  OBS-2  OBS-3 O Median value
Badane grupy
xL-sel:
Kruskal-WVallis test, p < 0,0001. Dunn test, p =:
P OBS-1 OBS-2 OBS-3
P 0,0095 0,0000 0,0000
OBS-1 0,0095 0,2081 0,0103
OBS-2 0,0000 0,2081 1,0000
OBS-3 0,0000 0,0103 1,0000

Rycina 4.4. Poréwnanie ekspresji genu L-selektyny (xL-sel) miedzy badanymi grupami P,
OBS-1, OBS-2, OBS-3: testem Kruskala-Wallisa (rycina) i post hoc testem Dunna (Tabe-
la). Liczebno$¢ grup: P (n = 24), OBS-1 (n = 24), OBS-2 (n = 24), OBS-3 (n = 28).



Kruskal-Wallis p<0,0001
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TAS [mmol/l]
S
[m]

1,0 1
0,8 -
0,6
I Min-Max
04 L1 25%-75%
’ P OBS-1 OBS-2 OBS-3 P Median value
Badane grupy
TAS:
Kruskal-Wallis test, p < 0,0001. Dunn testp =:
P OBS-1 OBS-2 OBS-3
P 0,0152 0,0015 0,0000
OBS-1 0,0152 1,0000 0,0179
OBS-2 0,0015 1,0000 0,1254
OBS-3 0,0000 0,0179 0,1254

Rycina 4.5. Poréwnanie stezen TAS w osoczu miedzy badanymi grupami P, OBS-1,
OBS-2, OBS-3: testem Kruskala-Wallisa (rycina) i post hoc testem Dunna (Tabela). Li-
czebno$¢ grup: P (n = 24), OBS-1 (n = 24), OBS-2 (n = 24), OBS-3 (n = 28).



Kruskal-Wallis test p<0,0001
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0 [ 25%-75%
P OBS-1 OBS-2 OBS-3 D Median value
Badane grupy
TBARS:
Kruskal-Wallis test, p < 0,0001. Dunn test, p =:
P OBS-1 OBS-2 OBS-3
P 1,0000 0,0000 0,0000
OBS-1 1,0000 0,0016 0,0000
OBS-2 0,0000 0,0016 0,3722
OBS-3 0,0000 0,0000 0,3722

Rycina 4.6. Poréwnanie stgzen TBARS w osoczu migdzy badanymi grupami P, OBS-1,
OBS-2, OBS-3: testem Kruskala-Wallisa (rycina) i post hoc testem Dunna (Tabela). Li-
czebnos$¢ grup: P (n = 24), OBS-1 (n = 24), OBS-2 (n = 24), OBS-3 (n = 28).
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Badanie zwiazane z okre§leniem st¢zenia produktéw peroksydaciji lipi-
déw w osoczu (TBARS) potwierdzito wzrastanie stezen w poszczeg6lnych
grupach (p < 0,0001). Obserwowano statystycznie istotng réznic¢ migdzy
grupami OBS-3 oraz OBS-2 w odniesieniu do grupy poréwnawczej: dla
OBS-3 — p < 0,0001, dla OBS-2 — p < 0,0001. W odniesieniu OBS-3 do
OBS-1 p wynosito <0,0001, a OBS-2 do OBS-1 p wynosito 0,0016.

4.3. Korelacje w badanych grupach oraz analiza regres;ji
wielokrotnej

Przeprowadzono korelacje stezer selektyn E, P, L, ekspresji genu L-selektyny
oraz parametrow stresu oksydacyjnego z wszystkimi przedstawianymi para-
metrami antropometrycznymi, metabolicznymi oraz uzyskanymi w trakcie
badania polisomnograficznego, w badanej populacji 76 0séb z obturacyj-
nym bezdechem sennym (OBS-1 + OBS-2 + OBS-3) oraz w kazdej bada-
nej grupie oddzielnie. Istotne statystycznie wyniki analizy zaprezentowano
w tabelach 4.4-4.8.

Ponadto obliczono wzajemne korelacje kluczowych parametréw (stezenia
selektyn, parametry stresu oksydacyjnego oraz ekspresja genu L-selektyny)
w badanej populacji 76 0s6b z OBS (OBS-1 + OBS-2 + OBS-3) oraz w kaz-
dej badanej grupie oddzielnie. Wyniki przedstawiono w tabeli 4.9.

Zwraca uwage ujemna korelacja TAS i P-selektyny w grupie OBS-1 oraz
dodatnia korelacja TBARS z L-selektyna w grupie OBS-2. Jedynie grupa
poréwnawcza oraz grupa OBS-1 prezentowaly dodatnig korelacje migdzy
stezeniem i ekspresja L-selektyny. W grupie OBS-3 zaobserwowano kilka
zaleznodci dla selektyn E, P, L: odwrotna korelacje TAS z L-selektyna, i mie-
dzy TAS a TBARS oraz dodatnie korelacje pomiedzy produktami peroksy-
dacji lipidéw a zaréwno E, jak i P-selektyna. Z tych korelacji na szczegdlng
uwage zastuguje silny zwigzek TBARS i E-selektyny (R = 0,83).

Przeprowadzono analiz¢ regresji wielokrotnej dla sprawdzenia, czy ist-
niejg zmienne korelujace z poszczegélnymi selektynami oraz markerami
stresu oksydacyjnego, niezaleznie od pozostalych zmiennych. Wspétczyn-
nik B okresla sil¢ i kierunek zaleznosci, R2 wyjasnia odsetek zmiennosci,
a R okresla wielko$¢ zaleznosci liniowe;j.



Tabela 4.4. Wybrane korelacje pomiedzy st¢zeniem E-selektyny w surowicy a parametra-
mi snu, antropometrycznymi i laboratoryjnymi w badanych grupach: B, OBS-1, OBS-2,
OBS-3 i w calej populacji OBS (OBS 1+2+3). Zaznaczono istotne statystycznie korelacje
podajac wspdlczynnik korelacji Spearmana R oraz warto$¢ p jako R/p; ns — nieistotne

statystycznie

) ) : OBS
P OBS-1 OBS-2 OBS-3 (142+3)
- 0,91 0,64
E-sel & AHI ns ns ns /<0,0001 | /<0,0001
0,33
E-sel & ESS ns ns ns ns /0.0068
: 0,49 0,79 0,60
E-sel & ODI ns ns /0,0140 | /<0,0001 | /< 0,0001
. -0,43
E-sel & $r. SO, ns ns ns 70,0233 ns
_ . -0,46
E-sel & min. § O, ns ns ns 70,0134 ns
E-sel & ns ns ns 0,56 0,37
% <90%s,0, /10,0020 /10,0020
E-sel & BMI ns ns ns ns ns
E-sel & obwaod ns ns ns 0,48 0,39
szyi /0,0094 /0,0011
E-sel & G-0’ / 00b44249 ns ns ns ns
: Py 0,45 0,71 0,35
E-sel & G120 ns /0,0284 | /0,0001 ns /0,0029

Objasnienia: ér. S O, — srednie wysycenie hemoglobiny tlenem podczas badania; min. § O, — mini-
malne wysycenie hemoglobiny tlenem podczas badania; % S O, < 90% — odsetek czasu snu z wysy-
ceniem hemoglobiny tlenem ponizej 90%; BMI — wskaznik masy ciala (ang. body mass index); ESS
— skala sennosci Epworth; AHI — indeks bezdechéw i splyceri oddychania (ang. apnoea-hypopnoe
index); ODI (ang. oxygen desaturation index) — indeks desaturacji; G-0" i G-120" — glikemia w 0’
i 120 min. OGTT (ang. oral glucose tolerance test).
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Tabela 4.5. Wybrane korelacje pomiedzy stezeniem P-selektyny w surowicy a parametrami
snu, antropometrycznymi i laboratoryjnymi w grupach: P, OBS-1, OBS-2, OBS-3 i w ca-
fej populacji OBS (OBS 1+2+3). Zaznaczono istotne statystycznie korelacje podajac wspot-
czynnik korelacji Spearmana R oraz warto$¢ p jako R/p; ns — nieistotne statystycznie

) ) : OBS
P OBS-1 OBS-2 OBS-3 (142+3)
- 0,72 0,50 0,38
P-sel & AHI ns /< 0,0001 ns /0,0067 | 70,0013
P-sel & BMI ns ns ns ns ns
P-sel & obw. szyi ns ns ns ns 0,31
-2 /0,0101
P-sel & obw. talii / 0()"6‘4221 ns ns ns ns
P-sel & HDL-C / (_)(,)643?;8 ns ns ns ns

Objasnienia: BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index); AHI — indeks bezdechéw i splycert
oddychania (ang. apnoea-hypopnoe index); HDL- C — cholesterol HDL.

Tabela 4.6. Wybrane korelacje pomiedzy stezeniem L-selektyny w surowicy a parametra-
mi badanymi snu, antropometrycznymi i laboratoryjnymi w badanych grupach: P, OBS-1,
OBS-2, OBS-3 i w calej populacji OBS (OBS 1+2+3). Zaznaczono istotne statystycznie
korelacje podajac wspétczynnik korelacji Spearmana R oraz wartos$¢ p jako R/p; ns — nie-
istotne statystycznie

P OBS-1 OBS-2 OBS-3| OBS (1+2+3)
L-sel & AHI ns ns ns ns 0,61/<0,0001
L-sel & ODI ns ns ns ns 0,56 / < 0,0001
L-sel &$r. SO, ns ns -0,61/0,0156 | ns -0,38/0,0016
L-sel & min. SO, ns ns ns ns -0,32/0,0077
L-sel & <90%s,0, ns ns 0,62/0,0168 ns 0,44/0,0003
L-sel & BMI ns ns 0,50/0,0122 | ns 0,41/0,0003
L-sel & obw. szyi ns ns ns ns 0,36 /0,0025
L-sel & obw. talii ns ns 0,57/0,0268 ns 0,45/0,0002
L-sel & WBC 105039 | 700084 s ns | 0,37/0,0023
L-sel & HDL-C ns ns ns ns -0,32/0,0064

Objasnienia: $r. S O, — érednie wysycenie hemoglobiny tlenem podczas badania; min. S O, — mi-
nimalne wysycenie hemoglobiny tlenem podczas badania; % S O, < 90 % — odsetek czasu snu
z wysyceniem hemoglobiny tlenem ponizej 90%; BMI — wskaznik masy ciala (ang. body mass index);
AHI - indeks bezdechéw i splycei oddychania (ang. apnoea-hypopnoe index); ODI (ang. oxygen
desaturation index) — indeks desaturacji; HDL- C — cholesterol HDL.



Tabela 4.7. Wybrane korelacje pomiedzy ekspresja genu L-selektyny w PBMN a para-
metrami badanymi snu, antropometrycznymi i laboratoryjnymi w badanych grupach: P,
OBS-1, OBS-2, OBS-3 i w calej populacji OBS (OBS 1+2+3). Zaznaczono istotne staty-
stycznie korelacje podajac wspétezynnik korelacji Spearmana R oraz warto$¢ p jako R/p;
ns — nieistotne statystycznie

p 0oBS-1 0BS-2 oBs3 | OB 3
xL-sel & AHI ns ns ns ns / O(?b40008
xL-sel & ODI ns ns ns ns / 0(32)30906
xL-sel & BMI ns ns ns ns ns
xL-sel & WBC / 00"070007 ns ns ns ns
xL-sel & T-C ns / 0(?’043277 ns ns ns

Objasnienia: BMI — wskaznik masy ciala (ang. body mass index); AHI — indeks bezdechéw i splycerd
oddychania (ang. apnoea-hypopnoe index); ODI (ang. oxygen desaturation index) — indeks desaturacji;
WBC - liczba leukocyéw we krwi; T- C — cholesterol catkowity.
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Tabela 4.8. Wybrane korelacje pomiedzy markerami stresu oksydacyjnego a parametrami snu, an-
tropometrycznymi i laboratoryjnymi w badanych grupach: P, OBS-1, OBS-2, OBS-3 oraz w calej
populacji OBS (OBS 1+2+3). Zaznaczono istotne statystycznie korelacje podajac wspétczynnik
korelacji Spearmana R oraz warto$¢ p jako R/p; ns — nieistotne statystycznie

P OBS-1 OBS-2 OBS-3 OBS (1+2+3)
-0,48
TAS & AHI ns ns ns ns /<0.0001
-0,36
TAS & ODI ns ns ns ns 10,0015
-0,60 -0,32
TAS & ESS ns 10,0020 ns ns 10,0078
TAS & min. S O, ns ns 0,59/0,0193 ns ns
TAS & BMI ns ns ns ns ns
. -0,38 -0,36
TAS & obw. szyi ns ns ns /0.0438 10,0024
TAS & HDL-C ns -0,52/0,0090 ns ns ns
0,81 0,96 0,82
TBARS & AHI ns ns /0,0003 | /<0,0001 | /<0,0001
0,36
TBARS & ESS ns ns ns ns 10,0024
0,67 0,71
TBARS & ODI ns ns ns /< 0.,0001 /< 0,0001
TBARS &3$r.S O, ns ns ns ns -0,36/0,0030
TBARS & min. S O, ns ns ns ns -0,42/0,0004
1/;85\2\3‘;(5302 ns ns ns ns 0,47 /0,0001
TBARS & %REM 0,45
A ns ns ns 10,0236 ns
0,91 0,85 0,41
TBARS &BMI /<0,0001| /<0,0001 ns ns /0,0003
. 0,41 0,43 0,45 0,52
TBARS &obw.szyi |4 0480 | 10,0367 ns 10,0155 | /<0,0001
. 0,65 0,56 0,40
TBARS & obw. talii 10,0006 10,0042 ns ns 10,0007
TBARS & CRP / 0%5245 . ns ns s ns
. 0,57 0,43 0,41
TBARS &G0 /0,0034 | /0,0378 | /0,048 ns ns
TBARS 0,53
& HOMA-IR /0,0084 ns ns ns ns

Objasnienia: ér. S O, — $rednie wysycenie hemoglobiny tlenem podczas badania; min. S O, — minimalne
wysycenie hemoglobiny tlenem podczas badania; % S O, < 90% — odsetek czasu snu z wysyceniem he-
moglobiny tlenem ponizej 90%; BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index); ESS — skala sennosci
Epworth; AHI — indeks bezdechéw i sptycen oddychania (ang. apnoea-hypopnoe index); ODI (ang. oxygen
desaturation index) — indeks desaturacji; G-0'- glikemia w 0’; HOMA-IR ang. homeostasis model asses-
sment of insulin resistance — wskaznik insulinoopornosci; HDL- C — cholesterol HDL, CRP - st¢zenie
biatka C-rektywnego wysokiej czutosci (hsCRP) w surowicy.



Tabela 4.9. Korelacje wzajemne kluczowych parametréw w badanych grupach: P, OBS-1,
OBS-2, OBS-3 i w calej populacji OBS (OBS 1+2+3). Zaznaczono istotne statystycznie
korelacje podajac wspdtczynnik korelacji Spearmana R oraz warto$¢ p jako R/p; ns — nie-
istotne statystycznie

P OBS-1 OBS-2 OBS-3 OBS (1+2+3)
- . 0,43
L-sel & E-sel ns ns ns ns /0,0001
L-sel & P-sel ns ns ns ns ns
L-sel & xL-sel 0,69 0,52 0,54
seloxtse /0,0002 | /0,0084 ns ns /<0,0001
xL-sel & E-sel ns ns ns ns ns
xL-sel & P-sel ns ns ns ns ns
- - 0,43
E-sel & P-sel ns ns ns /0.0206 ns
-0,49 -0,42
TAS & L-sel ns ns ns /0.0082 /0.0002
TAS & E-sel ns ns ns ns ns
TAS & P-sel ns / (_)06‘;‘(‘)5 ns ns ns
TAS & xL-sel ns ns ns ns ns
-0,45 -0,39
TAS & TBARS ns ns ns /0.0174 /0.0004
- 0,51 0,58
TBARS & L-sel ns ns 70,0106 ns /< 0.0001
- 0,83 0,59
TBARS & E-sel ns ns ns /< 0.0001 /< 0.0001
- 0,44 0,32
TBARS & P-sel ns ns ns 70,0181 /0,0047
- 0,33
TBARS & xL-sel ns ns ns ns /0.0039
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W odniesieniu do L-selektyny: w grupie OBS (1+2+3) wspélczynnik
AHI okazat si¢ znaczacym czynnikiem dodatnio korelujacym, niezaleznie
od pozostalych (korelacje zaznaczone w tabeli 4.6), ze st¢zeniem L-selektyny
(B 0,656; R2 0,44; R 0,66). W duzym stopniu liniowa zmiana AHI wyja-
$nita blisko 44% zmiennos¢ stezenia L-sel w badanej grupie oséb. Pozostate
56% zmienno$ci L-sel moglo by¢ spowodowane innymi czynnikami lub
nieliniowymi zaleznosciami.

W odniesieniu do E-selektyny: w grupie OBS-2 sposréd parametréw
korelujacych z E-sel. analiza regresji wskazata warto$¢ G-120" korelujaca
niezaleznie od pozostatych czynnikéw (B 0,51; R2 50; R 0,52). Zmiana
glikemii w 120 minucie testu doustnego obciazenia glukoza moze wyjasnié
w 50% zmienno$¢ stezenia E-selektyny w funkgji liniowe;j.

W grupie OBS-3 parametry AHI (B 0,787; R2 0,866; R 0,93) i $red-
nia nocna saturacja (B 0,499; R2 0,866; R 0,93) korelowaly dodatnio ze
stezeniem E-selektyny niezaleznie od pozostalych (Tabela. 4.4.) Liniowa
zmiana warto$ci AHI i §rednia saturacja wyjasnily w 86% zmienno$¢ E-sel
w badanej grupie.

W populacji OBS (1+2+3) wspélczynnik AHI (B 0,853; R2 0,694; R
0,83) i stezenie G-120" (B 0,203; R2 0,694; R 0,83) dodatnio korelowaty
z E-sel, usprawiedliwiajac 69% zmiennos¢ stezenia E-selektyny.

W odniesieniu do TAS: w populacji OBS (1+2+3) wspélczynnik AHI
(B -0,82; R2 0,363; R 0,603), niezaleznie od pozostatych predykatoréw
(Tabela. 4.8.) korelowal odwrotnie ze st¢zeniem TAS osocza, wyjasniajac
36% jego zmiennosci.

W odniesieniu do TBARS: BMI wykazalo dodatnig liniowg korelacje,
niezalezng od pozostalych zmiennych, w grupie poréwnawczej ( 0,84; R2
0,92; R 0,969) i grupie OBS-1 (B 0,612; R2 0,58; R 0,76), usprawiedli-
wiajac zmienno$¢ stezenia TBARS w tych grupach odpowiednio w 94%
i 61%. Natomiast AHI korelowalo dodatnio, liniowo (R > 0,9) z produk-
tami peroksydacji lipidéw w grupie OBS-3 (B 1,0; R2 0,919 R 0,957)
oraz w calej populacji pacjentéw z obturacyjnym bezdechem sennym OBS
1+2+3 (B 0,916; R2 0,811; R 0,90), a zmiennos¢ AHI w tych sytuacjach
mogla wyjasni¢ blisko 92% i 81% zmiennosci stezenia TBARS.

W przypadku stezert P-selektyny oraz ekspresji genu L-selektyny analiza
regresji wielokrotnej nie wykazata obecnosci czynnika predykcyjnego kore-
lujacego niezaleznie od pozostalych zmiennych.



4.4. Charakterystyka pacjentéw o najwickszym stopniu
nasilenia zaburzen oddychania w czasie snu

W trakcie analizy wynikéw zwrécono uwage na duzy rozrzut st¢zed E-
selektyny, P-selektyny, TBARS oraz ekspresji genu L-selektyny w grupie
OBS-3. Z uwagi na ten fakt przeprowadzono podzial grupy pacjentéw
OBS-3 na dwie podgrupy: 3A z AHI 31-50 oraz 3B z AHI powyzej 51,
kazdej o liczebnosci 14 oséb. Dokonano charakterystyki poréwnawczej pa-
rametréw istotnych obu podgrup analogicznie jak w przypadku podstawo-
wych grup badanych, kt6rg zawarto w tabelach 4.10., 4.11. oraz 4.12.

Analiza poréwnawcza wykazala brak réznic dla nast¢pujacych parame-
tréw: BMI, obwodu talii, ci$nienia skurczowego i rozkurczowego krwi,
hsCRP, WBC, stezen glikemii, insuliny, HOMA-IR oraz oznaczanych
parametréw gospodarki lipidowej. W zakresie badari laboratoryjnych nie
stwierdzono takze réznic dotyczacych ekspresji genu dla L-selektyny, stezen
L-selektyny w surowicy oraz TAS. Nie stwierdzono ponadto réznic w wy-
nikach badania skali sennosci Epworth.

W podgrupie OBS-3B w poréwnaniu z OBS-3A zaobserwowano staty-
stycznie istotny zmniejszony catkowity czas snu (p = 0,0487) oraz zmniej-
szony udziat czasu snu w stosunku do czasu badania (p = 0,0138), zmniej-
szony udziat snu REM w strukturze snu (p = 0,0338), obnizona srednia S O,
podczas snu (p = 0,0364) oraz udzial czasu S O, ponizej 90% (p = 0,0123).
Stwierdzono istotnie statystycznie zwickszony obwdd szyi (p = 0,0121).

W zakresie okreslanych stezen w surowicy potwierdzono — poréw-
nujac podgrupe OBS-3B w stosunku do OBS-3A — zwigkszone stgzenia
E-selektyny (p < 0,0001), P-selektyny (p = 0,0169) oraz TBARS (p <
0,0001).

Na rycinie 4.7. przedstawiono poréwnanie dotyczace stezett E-selektyny,
natomiast na rycinie 4.8. dotyczace stezerin TBARS.
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Talela 4.10. Porédwnanie podgrup pacjentéw o najwigkszym stopniu nasilenia zaburzen od-
dychania w czasie snu testem U Mann-Whitney. Wskazano réznice istotne statystycznie
pomiedzy OBS-3A i OBS-3B. Wyniki przedstawiono jako median¢ oraz zakres miedzy-
kwartylowy. Grupy: OBS-3 (AHI - >30) (n = 28); OBS-3A (AHI 31-50) (n = 14); OBS-3B

(AHI > 50) (n = 14)

OBS-3 OBS-3A OBS-3B Ui

n=28 n=14 n=14 Whitney
Wiek [lata] 54,5 (41,5-60,5) | 57,5 (53,0-62,0) | 47,5 (40,0-56,0) -
BMI [kg/m?] 31,1(28,1-34,4) | 29,4 (27,7-33,3) | 31,6 (28,4-35,9) -
Obw. szyi[em] | 43 (42-45) 43 (41-43) 44 (44-46) | p=10,0121
Obw. talii[cm] | 108 (100-113) | 106 (100-112) | 110 (100-118) -
ESS 11(7-14) 9 (7-11) 12 (11-16) -
AHI 51,1 (37.3-64,8) | 37,3 (35.8-41,0) | 64,8 (60,3-68,5) T> fﬁggg‘f
SBP [mmHg] 138 (130-148) | 136 (120-145) | 138 (130-148) -
DBP [mmHg] 80 (80-85) 80 (80-80) 80 (80-90) -
hsCRP [mg/l] | 2,84 (1,66-4,06) | 3,21 (1,51-3,93) | 2,66 (1,72-6,95) -
WBC[10°/] | 7,14 (5,98-7,60) | 7,25 (6,34-7,58) | 6,67 (5,72-7,99) -
G-0'[mmol/l] | 5,33 (5,20-5,56) | 5,45 (5,14-5,56) | 5,31 (5,24-5,57) -
G-120" [mmol/l] | 6,15 (5,72-6,86) | 6,48 (5,91-6,87) | 6,52 (5,70-6,88) -
Ins-0' [mU/] | 24,2 (20,3-32,2) | 21,4 (17,8-27,7) | 25,1 (21,3-33,7) -
HOMA-IR 5,86 (4,70-7,04) | 5,03 (4,35-6,77) | 5,95 (5,02-7,40) -
T-C[mmol/l] | 5,09 (4,21-5,96) | 5,36 (4,30-6,00) | 4,69 (4,21-5,96) -
TG[mmoll] | 1,45 (1,06-2,29) | 1,45 (1.06-1,97) | 1,51 (1,02-2,38) -
HDL-C [mmol/I] | 1,04 (0,88-1,15) | 1,03 (0,88-1,11) | 1,09 (0,85-1,15) -
LDL-C [mmol/I] | 3,16 (2,31-3,99) | 3,59 (2,17-4,35) | 2,79 (2,51-3,68) -

Objasnienia: BMI — wskaznik masy ciala (ang. body mass index); ESS — skala sennosci Epworth; AHI
ang. apnoea-hypopnoe index — indeks bezdechéw i splycert oddychania; SBP — ciénienie krwi skurczo-
we; DBP — ci$nienie krwi rozkurczowe; hsCRP — stezenie biatka C-rektywnego w surowicy; WBC
— liczba leukocytéw we krwi; G-0’ 1 G-120" — glikemia w 0’ i 120 min. OGTT (ang. oral glucose
tolerance test); HOMA-IR ang. homeostasis model assessment of insulin resistance — wskaznik insuli-
noopornosci; stezenia w surowicy krwi: T-C — stezenie cholesterolu catkowitego; TG — triglicerydéw;
HDL- C - cholesterolu HDL, LDL-C — cholesterolu LDL.



Tabela 4.11. Poréwnanie podgrup pacjentéw o najwickszym stopniu nasilenia zaburzen
oddychania w czasie snu testem U Mann-Whitney. Wskazano réznice istotne statystycznie
pomigdzy OBS-3A i OBS-3B. Charakterystyka zapiséw snu w oparciu o badanie polisom-
nograficzne (EMBLA S4000) w badanych grupach — OBS ci¢zki z podgrupami. Wyniki
przedstawiono jako mediang oraz zakres migdzykwartylowy. Grupy: OBS-3 (AHI - > 30)
(n = 28); OBS-3A (AHI - >30-50) (n = 18); OBS-3B (AHI — > 50) (n = 14)

OBS-3 OBS-3A OBS-3B test
n=28 =14 =14 U Mann-Whitney
AHI 51,1 37,3 64,85 7 zalozenla
(37.3-64.8) | (35.8-41.0) | (60,3-68,5) | p < 0,0001
catkowity czas snu 279 304 229 _
[min] (229-350) | (264-358) | (188-318) | P~ 00487
% czasu snu 65,6 73,0 58,2 ~ 00138
/ czas badania (57,9-81,1) | (61,4-86,3) | (42,8-73,9) P=5
catkowity czas 132 106 164 B
czuwania [min] (75-198) (60-166) (107-208)
% czasu czuwania 34,4 27,0 41,8 ~ 00138
/ czas badania (18,9-42,1) | (13,7-38,6) | (26,1-57,2) P=5
. 7.6 6,1 7.6
NREM 1 [%] 3,1-17,1) | GI-17,1) | (2,9-17.3) -
. 4,7 438 37,9
NREM 2 [%] (28,2-55,1) | (33,9-56,9) | (17,9-53,6) -
. 32,2 27,4 46,4
NREM 3 [%] (152-57,2) | (14.8-49,1) | (15,1-64,7) -
. 13 13,4 3,6 _
REM [%] (3.6-150) | (7.8-16,4) | (0,0-12,4) | P=0.0338
L 92,7 93,4 91,9 B
$rednia 5,0, (90,5-93,9) | (91,9-94,7) | (86,3-93,0) | P~ 00364
- 79,5 81,5 71,9 _
minimalne 5,0, (67,0-84,5) | (78,0-87,0) | (62,0-82,0) | P~ 0:0300
. . 133 5.2 28,4 _
% czasu SO, < 90 % (3,0-41,0) (0,8-152) | (11,4-66,6) p=0,0123

Objasnienia: AHI ang. apnoea-hypopnoe index —

indeks bezdechéw i sptyceri oddychania; NREM 1,

NREM2, NREM 3, REM — odsetek poszczegélnych stadiéw snu podczas badania; §rednia S O, —

$rednie wysycenie hemoglobiny tlenem podczas badania; minimalne S O, — minimalne wysycenie
hemoglobiny tlenem podczas badania; % czasu SO, < 90 % — odsetek czasu snu z wysyceniem

hemoglobiny tlenem ponizej 90%.
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Tabela 4.12. Poréwnanie podgrup pacjentdéw o najwickszym stopniu nasilenia zaburzen
oddychania w czasie snu testem U Mann-Whitney w ujeciu wynikéw badar selektyn oraz
parametréw stresu oksydacyjnego. Wskazano réznice istotne statystycznie pomiedzy OBS-
-3A i OBS-3B. Wyniki przedstawiono jako mediane oraz zakres miedzykwartylowy. Gru-
py: OBS-3 (AHI - > 30) (n = 28); OBS-3A (AHI - > 30-50) (n = 14); OBS-3B (AHI - >
50) (n = 14)

OBS-3 OBS-3A OBS-3B test
n=28 n=14 n=14 U Mann-Whitney
2843,2 3038,1
2872,7 ’ '
L-sel [ng/ml] * (2399.7- (2380.9- .
@3903-34780) G000 e
el /107 77,14 61,5 98,62 )
(2870-141,00) | (32,6-141,0) = (24,73-141,0)
33,55 26,38 40,74
Esellng/mi] |5 38°40,74) | (20,34-30,37) | (35,61-46,03) | P <0001
] 72,18 47,04 80,80 B
Psellng/mll | 44 45 8379) | (43,15-73,74) | (57,36-104,54) P~ 00169
TBARS 9,18 7,49 11,92
[ummol/I] (7,49-11,93) | (6,36-825) | (9,98-12,45) & P <0:0001
1,14 1,20 1,16
TASImmolT| g 012127y | (1,08-1,28) | (0,92-1,18) -
AHI 51,1 37.3 64,85 2 zaloZenla
(37.3-64.8) | (35.8-410) | (60.3-68,5) | p<0,0001

Objasnienia: L-sel — stezenie selektyny L w surowicy; x L-sel — ekspresja genu dla L-selektyny; P-sel
— stezenie P-selektyny; E-sel — stezenie E-selektyny; TBARS — ang. thiobarbituric reacting substances
— stezenie substancji reagujacych z kwasem tiobarbituranowym; TAS — ang. total antixidant status
— calkowity stan antyoksydacyjny osocza; AHI ang. apnoea-hypopnoe index — indeks bezdechéw
i splyceni oddychania.
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E-sel:
Kruskal-Wallis test, p < 0,0000. Dunn test, p =:
P OBS-1 OBS-2 OBS-3A OBS-3B
P 0,0059 0,0005 0,0001 0,0000
OBS-1 0,0059 1,0000 1,0000 0,0000
OBS-2 0,0005 1,0000 1,0000 0,0004
OBS-3A 0,0001 1,0000 1,0000 0,0525
OBS-3B 0,0000 0,0000 0,0004 0,0525

Rycina 4.7. Poréwnanie stezen E-selektyny w surowicy miedzy badanymi grupami oraz
podgrupami: B, OBS-1, OBS-2, OBS-3A i OBS-3B: testem Kruskala-Wallisa (rycina)
i post hoc testem Dunna (Tabela). Liczebnos¢ grup: P (n = 24), OBS-1 (n = 24), OBS-2
(n =24), OBS-3A (n = 14) i OBS-3B (n = 14).
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Podgrupy OBS na tle pozostatych badanych grup
TBARS:
Kruskal-Wallis test, p < 0,0001. Dunn test, p =:
P OBS-1 OBS-2 OBS-3A OBS-3B
P 1,0000 0,0000 0,0003 0,0000
OBS-1 1,0000 0,0027 0,0131 0,0000
OBS-2 0,0000 0,0027 1,0000 0,0269
OBS-3A 0,0003 0,0131 1,0000 0,0952
OBS-3B 0,0000 0,0000 0,0269 0,0952

Rycina 4.8. Poréwnanie stgzet TBARS w osoczu miedzy badanymi grupami oraz podgru-
pami: P, OBS-1, OBS-2, OBS-3A i OBS-3B: testem Kruskala-Wallisa (rycina) i post hoc
testem Dunna (Tabela). Liczebno$¢ grup: P (n = 24), OBS-1 (n = 24), OBS-2 (n = 24),
OBS-3A (n = 14) i OBS-3B (n = 14).



5. Dyskusja

Motywem do podjecia przedstawianych badai byl nadal niewyjasniony
wplyw obturacyjnego bezdechu sennego na stopien nasilenia patologii
wybranych mechanizméw posrednich. Waznym wiec zadaniem stalo si¢
stworzenie modelu badawczego odwzorowujacego rézne stopnie nasilenia
obturacyjnych zaburzert oddychania podczas snu w grupach odpowiednich
pacjentéw pod wzgledem podstawowych cech klinicznych oraz parametréw
antropometrycznych, wykluczajac — w mozliwie dostgpny sposéb — zabu-
rzenia gospodarki weglowodanowe;.

Jako przedmiot badan przyjeto dokonanie oceny wplywu stopnia cigz-
kosci obturacyjnego bezdechu sennego na wybrane wykladniki nasilenia
proceséw patogenetycznych z uwzglednieniem selektyn oraz stresu oksy-
dacyjnego.

Dokonano analizy stezeri we krwi czasteczek adhezyjnych — selektyn oraz
ekspresji genu dla L-selektyny u pacjentéw w réznych stopniach nasilenia
obturacyjnego bezdechu sennego oraz poréwnano ja z grupg oséb bez roz-
poznanych zaburzei oddychania w czasie snu. Dokonano oceny wybranych
parametréw stresu oksydacyjnego u chorych z réznym stopniem nasilenia
obturacyjnego bezdechu sennego, a takze poréwnania z grupa oséb bez
rozpoznanych zaburzelt oddychania w czasie snu. Ponadto podj¢to prébe
okreslenia ewentualnej przydatnosci diagnostycznej tych biomarkeréw do

klasyfikacji cigzkosci OBS.

Podczas badania dokonano poréwnania wybranych parametréw w trzech
odpowiednich ilo$ciowo grupach chorych z obturacyjnym bezdechem sen-
nym. Dokonano odniesienia do grupy poréwnawczej os6b, u ktérych — choé¢
nie rozpoznano istotnych klinicznie zaburzeri oddychania podczas snu —
wezesniej stawiano takie podejrzenie kierujac je do badania wstgpnego kwa-
lifikujacego do pobytu szpitalnego, a nastgpnie do badania polisomnogra-
ficznego i procedur z nim zwiazanych, co wynikalo z protokotu badania.

Kwalifikacja do prowadzonych badan wymagata zachowania niezwyklej
starannosci zwiazanej z koniecznoscia uzyskania odpowiednich grup pa-
cjentéw, u ktdrych na uzyskiwane wyniki nie wplywalyby czynniki modyfi-
kujace, takie jak otylos¢ czy zaburzenia gospodarki weglowodanowej. Wy-
daje sig, ze niezwykle istotnym elementem przeprowadzonego badania byla
whasnie kwalifikacja pacjentéw nieobarczonych istotnymi zaburzeniami go-
spodarki weglowodanowej. Potwierdzajg to wyniki badan przedstawianych
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we wezesniejszych pracach, na ktére wplyw mialy zaburzenia gospodarki
weglowodanowej [213, 214, 215].

Do badan zakwalifikowano grupy pacjentéw: P — poréwnawcza — bez
parametréw polisomnograficznych potwierdzajacych obturacyjny bezdech
senny oraz 3 grupy chorych z potwierdzonym rozpoznaniem OBS. Gru-
py chorych zostaly podzielone wedlug stopnia ci¢zkosci choroby zgodnie
z obowiazujacymi zasadami kwalifikacji [6, 7]: OBS-1 ze schorzeniem la-
godnym, OBS-2 ze schorzeniem umiarkowanym, OBS-3 ze schorzeniem za-
kwalifikowanym jako cigzkie. Grupy te nie réznily si¢ pod wzgledem wieku,
talii, BMI, ci$nienia skurczowego oraz rozkurczowego krwi. To pozwolito
na spelnienie podstawowego warunku zapewniajacego uzyskanie wynikéw
badan laboratoryjnych bez wplywu powyzej wymienionych czynnikéw.

Nadci$nienie tetnicze rozpoznawano uprzednio u czegéci pacjentéw:
w grupie P —u 4/24 pacjentéw (16,7%), w grupie OBS-1 u 9/24 pacjentéw
(37,5%), w grupie OBS-2 u 10/24 pacjentéw (41,7%), w grupie OBS-3
u 16/28 pacjentéw (57,1%). Wydaje si¢, ze odsetek ten nie odbiegal zna-
czaco od sugestii badaczy okreslajacych czgsto$¢ wystepowania nadcisnienia
tetniczego pacjentéw z OBS [107, 114, 131]. Grote i wsp. stwierdzili, ze
prawdopodobieristwo wystgpowania nadcisnienia tetniczego wzrasta wraz
ze zwigkszaniem si¢ AHI. U pacjentéw do 50. roku zycia, przy prawdopo-
dobiedstwie wynoszacym dla AHI < 5 — 1, ryzyko przy AHI 10-19 wynosi
3,2, przy AHI 20-40 — 3,3, a przy AHI powyzej 40 — 7,1. Zdecydowanie
mniejsze bylo ryzyko u pacjentéw starszych. Dla pacjentéw powyzej 50.
roku zycia prawdopodobiefstwo wynosito odpowiednio: przy AHI 10-19
— 1,4, przy AHI 20-40 — 1,5, a przy AHI powyzej 40 — 2,7 [74].

Wsréd wyznacznikéw antropometrycznych, okre§lanych w badaniu,
jedynym czynnikiem wykazujacym zréznicowanie grup z OBS okazal si¢
obwdd szyi, najwickszy w grupie cigzkiego OBS w poréwnaniu z grupa
OBS fagodnego. Potwierdza to spostrzezenia, ze zwickszony obwéd szyi
moze by¢ brany pod uwagg jako jeden z elementéw oceny klinicznej pod-
czas kwalifikacji do badania polisomnograficznego [61, 76]. W praktyce
klinicznej ocenia si¢ tzw. skorygowany obwéd szyi, z uwzglednieniem do-
dawania do obwodu szyi okreslonej w centymetrach wartosci: 4 przy nad-
ci$nieniu t¢tniczym, 3 przy nawykowym chrapaniu oraz 3 przy nocnym
duszeniu i dfawieniu. Jesli uzyskany wynik wynosi powyzej 48, ryzyko OBS
okreslane jest jako duze [62]. Postugujac si¢ regulg skorygowanego obwodu
szyl zaproponowano nawet uproszczony algorytm postgpowania diagno-
stycznego [60].

Petniejsza prawidlowa metodologicznie interpretacj¢ uzyskanych wyni-
kéw badan laboratoryjnych umozliwia fakt, ze nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic dotyczacych zaréwno czasu snu oraz czasu czuwania



podczas badania PSG migdzy badanymi grupami. Podobnie odsetek po-
szczegdlnych aktywnosci w trakcie badania (tj. snu i czuwania) nie réznit
si¢. Miedzy grupami nie stwierdzono takze réznic zwigzanych z odsetkiem
poszczegdlnych stadiéw snu (NREM 1, NREM 2, NREM 3, REM).
Warto zwréci¢ uwage na stosunkowo niski odsetek czasu snu podczas wy-
konywanego badania — odniesiony do czasu calonocnej rejestracji. Podob-
ne trudnosci wystgpuja podczas wykonywania badai polisomnograficznych
w warunkach szpitalnych, czgsto zmienionych w poréwnaniu z normalnym
odpoczynkiem nocnym pacjentéw w warunkach domowych [6].

Mimo ze do badania kwalifikowano tylko osoby z prawidlowa, tj. w za-
kresie wartosci referencyjnych, liczbg leukocytéw (WBC) w morfologii
krwi obwodowej i stgzeniem hsCRP < 9mg/l, co z duzym prawdopodo-
biedstwem wykluczalo ostry proces zapalny badz inny stan patologiczny,
to badane grupy réznily si¢ stezeniem biatka C-reaktywnego z najwyzsza
mediang hsCRP w grupie OBS-2 w odniesieniu do grupy poréwnawczej.

W przesztoséci sugerowano, ze w OBS dochodzi¢ moze do podwyzszenia
wyktadnikéw zapalenia. Biatko ostrej fazy CRP syntetyzowane jest w wa-
trobie, poddajac si¢ regulacji IL-6 [20]. Podwyzszenie jego stezen jest uwa-
zane za czynnik ryzyka sercowo-naczyniowego, cho¢ taka rola byta réwniez
kwestionowana [48].

Niektére sposrédd przeprowadzonych w przeszlosci badan sugerowaly
zwigzek CRP z nasileniem patologii OBS [116, 223], jednakze inne wyniki
nie potwierdzaly takiego zwiazku [1, 27, 177, 191, 179]. W Wisconsin
Sleep Cohort Study — na prébie 907 uczestnikéw badania — réwniez nie
potwierdzono zalezno$ci miedzy stezeniami CRP a OBS [205].

Takze préby okreslenia wplywu terapii CPAP na obnizenie stezethn CRP
przyniosty dyskusyjne wyniki [1, 223]. W badaniu Philipsa z roku 2007
podczas krétkotrwalego wycofania si¢ z terapii CPAP zauwazono wzrost
aktywnosci wspéltczulnej bez wzrostu stezert CRP oraz IL-6 [157]. Nalezy
jednak podkresli¢, ze w badaniu Kohlera i wsp. — w grupach po okoto 50
pacjentéw z OBS umiarkowanym badZ ci¢zkim — nie potwierdzono wply-
wu terapeutycznego badz subterapeutycznego leczenia przy uzyciu CPAP
na stezenie CRP. Nie uzyskano zmniejszenia stezet markeréw zapalenia
po 4 tygodniach leczenia. Dotyczyto to parametréw takich jak CRED, II-6,
a takze INF-y oraz adiponektyna [94]. Czterotygodniowy czas leczenia przy
uzyciu CPAP nie wydaje si¢ mie¢ korzystnego wplywu na profil przeciw-
zapalny. Mozna przypuszczal, ze czas terapii byl zbyt krétki. Ten problem
wymaga nadal wyjasnienia.

Powyzsze dane sugeruja, ze ze wzgledu na wyst¢powanie innych scho-
rzen, zwlaszcza cukrzycy badz chordb ukladu krazenia wéréd uczestnikéw
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cytowanych badari, mozna przypuszczaé, ze podwyzszone stezenia CRP
w czeéel sposrdd nich moglo by¢ zwigzane bardziej z wymienionymi sytu-
acjami klinicznymi niz z patologia OBS.

Podwyzszenie stezenia hsCRP w grupie pacjentéw z OBS umiarko-
wanym w przeprowadzonym badaniu moze unaocznia¢ ztozony kontekst
sytuacyjny pacjentéw z OBS. Nalezy uznaé je jednak za element kontro-
wersyjny w kontekscie szerszych rozwazan oraz wyrazanych w poprzednich

badaniach watpliwosciach. [1, 27, 94, 116, 157, 177, 191, 179, 223].

Mimo zachowanej dbalosci i starannej kwalifikacji oséb poréwnywal-
nych pod wzgledem parametréw antropometrycznych i metabolicznych,
w tym wykluczeniu pacjentéw z dysglikemia (szczegély w rozdziale 2), roz-
poznanie réznych stopni nasilenia OBS ujawnilo tendencje¢ do zmniejsza-
jacych sie stezeni cholesterolu we frakcji HDL — z najbardziej zaznaczonym
efektem w grupie OBS-3. Stanowi¢ to moze potwierdzenie sugestii badaczy
upatrujacych w OBS niezalezny czynnik ryzyka choréb sercowo-naczynio-
wych [50, 64, 125, 126, 224]. Male st¢zenia HDL-C stanowig silny, nie-
zalezny i negatywny czynnik predykcyjny ryzyka przedwczesnego rozwoju
miazdzycy i choréb sercowo-naczyniowych [44], a wzrost HDL-C 0 2 7,5%
wraz z obnizeniem LDL-C do wartosci docelowych < 2,0 mmol/l (ponizej
~80 mg/dl), byly minimalnym warunkiem do regresji blaszki miazdzycowej
w metaanalizie czterech badad interwencyjnych, w ktérych zastosowano
wewnatrznaczyniowe badanie ultrasonograficzne do oceny zmian objetosci
blaszki miazdzycowej [141]. Wiadomo jednak, ze w sytuacji istnienia wielu
czynnikéw ryzyka poznanie prostych zaleznosci wydaje si¢ by¢ niezwykle
utrudnione [22, 66, 128].

Cho¢ w procesie kwalifikacji do badan przeprowadzono test doustnego
obciazenia glukoza (OGTT) i z dalszego etapu wykluczono osoby ze $wiezo
wykryta cukrzyca oraz stanami przedcukrzycowymi (nieprawidlows glike-
mig na czczo badz uposledzong tolerancjg glukozy), w zakresie parametréw
gospodarki weglowodanowej zaobserwowano zwickszanie si¢ glikemii na
czczo poczawszy od grupy poréwnawczej do OBS-3, z istotna statystycznie
réznica pomigdzy grupa P a OBS-3. Osoby badane nie réznily si¢ jed-
nak stezeniami glikemii w 120 minucie testu. Obserwowano takze réznice
w stezeniu insuliny na czczo, najwyzsze wartosci w grupie OBS cigzkiego
w poréwnaniu z OBS umiarkowanym (OBS-2). Podobng tendencje za-
obserwowano w przypadku HOMA-IR. Najwyzsze wartosci stwierdzono
w grupie OBS-3 w poréwnaniu z grupag OBS-2. Powyisze stwierdzenia nie
wskazujg na uchwytne klinicznie cechy patologii, jednak thumacza podej-
mowane w przesztosci i kontynuowane badania dotyczace kontekstu OBS



zwigzanego z zaburzeniami metabolizmu glukozy. Potwierdzono bowiem
wezesniej, ze powtarzajace si¢ niedotlenienia prowadzace do hipoksji tkan-
kowej oraz charakterystyczne dla OBS wielokrotnie nawracajace wybudze-
nia powoduja aktywacje¢ uktadu wspélczulnego, tkanki ttuszczowej, a takze
osi podwzgdrze—przysadka—kora nadnerczy, co zwicksza wydzielanie ste-
roidéw. W konsekwencji prowadzi to do pobudzenia glikogenolizy, glu-
koneogenezy, lipolizy, a takze powoduje wzrost st¢zenia wolnych kwaséw
ttuszczowych oraz wydzielanie glukagonu. W badaniach klinicznych w gru-
pie chorych z OBS potwierdzono zwiazki tego stanu chorobowego z roz-
wojem insulinoopornosci, stanéw przedcukrzycowych czy cukrzycy [24,
162, 167]. Relacja OBS oraz cukrzycy II typu z otyloscig jest tak istotna,
ze w praktyce niezwykle trudno jest oceniaé niezalezny od otylosci wplyw
OBS na cukrzyce i odwrotnie [38]. W zwiazku z tym niezwykle cenne beda
wyniki dalszych badan okre§lajacych zaburzenia gospodarki weglowodano-
wej u chorych z zaburzeniami oddychania podczas snu bez nadwagi badz
otytosci.

Z zalozenn pracy wynikaly réznice w warto$ciach parametréw polisom-
nograficznych (AHI) oraz skali sennosci Epworth, co pozwolito na podziat
pacjentéw na grupy badane. Zwigkszanie si¢ skali patologii zwiazanej z za-
burzeniami oddychania podczas snu potwierdzily zaobserwowane réznice
sredniej S O,, wykazujac tendencje do obnizania si¢ w poszczegélnych gru-
pach z najnizszym w OBS ci¢zkim w pordéwnaniu z grupa poréwnawcza.
Potwierdzily je réwniez stwierdzane réznice minimalnej S O,z progresyw-
nym obnizaniem od grupy poréwnawczej ku grupie bezdechu obturacyj-
nego ciezkiego. Kolejnym potwierdzeniem nasilania si¢ zaburzeri w miare
wzrostu stopnia nasilenia OBS byly réznice czasu podczas snu z wysyce-
niem hemoglobiny tlenem (S O,) < 90%. Obnizenie to podobnie narastato
od grupy kontrolnej ku grupie OBS ci¢zkiego.

Dane te — potwierdzajace narastajace nasilenie patologii zaburzen oddy-
chania podczas snu w poszczegdlnych grupach — stanowig istotnie podloze
dla prawidtowej interpretacji omawianych ponizej zaburzen zwiazanych ze
stezeniami selektyn, wynikéw badania molekularnego zwigzanego z eks-
presja genu dla L-selektyny oraz wybranych wykladnikéw stresu oksyda-
cyjnego w kontekscie kwalifikacji chorych do poszczegdlnych stopni cigz-
kosci OBS.
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5.1. Stezenia selektyn w surowicy i ich zaleznosci
od nasilenia obturacyjnego bezdechu sennego

W ostatnich latach badacze zwrécili uwagg na selektyny jako przyktad cza-
steczek adhezyjnych mogacych stanowi¢ istotny element patogenetyczny
w kontekscie dziatania proaterogennego, stad w badaniu podjgto si¢ préby
blizszego zapoznania si¢ z tym aspektem w odniesieniu do zaburzen oddy-
chania podczas snu.

Leukocyty inicjujg przyleganie monocytéw do komérek $rodblonka,
ktéry bierze udzial w wydzielaniu licznych mediatoréw zapalenia, takich
jak TNF-a, IL-1, chemokiny, takie jak IL-8, a takze MCP-1 oraz czasteczek
adhezyjnych, takich jak ICAM-1 czy selektyny. Ekspresja czasteczek adhe-
zyjnych oraz chemokin powoduje rekrutacje makrofagéw, réznicujacych sie
z monocytéw [91, 151].

W warunkach prawidlowych krazace leukocyty sa odporne na interak-
cje z komérkami $rédblonka. Dopiero pod wplywem roznych czynnikéw
stymulujacych, wlaczajac w to zapalenie, infekcje, hipercholesterolemie,
epizody hipoksemii i reoksygenacji, czasteczki adhezyjne i cytokiny mody-
fikuja zaréwno komérki krwi, jak i komérki srédblonka. Ekspresja czaste-
czek adhezyjnych jest $cisle regulowanym procesem, ktéry ulatwia relacje
migdzy komérkami krwi i §rédblonka. Te whasnie interakcje sprzyjaja przy-
leganiu do $rédblonka.

Selektyny, takie jak: L-selektyna w leukocytach, E-selektyna w komér-
kach $rédblonka oraz P-selektyna w plytkach krwi, ulatwiaja wiec pola-
czenie migdzy leukocytami a komérkami $rédblonka. Trwale polaczenie
mediowane jest przez integryny [102].

Jednym z pierwszych elementéw dziatania miazdzycotwdrczego jest wha-
$nie uwalnianie adhezyn, ktére toruja przyleganie krazacych leukocytéw do
komérek srédblonka [63]. Procesy te zaleza od kaskady zdarzert mediowa-
nych przez rodzing czasteczek adhezyjnych obecnych i prezentujacych si¢
na powierzchni komérek $rédblonka [2, 138].

Do komérek $rédblonka, komérek miesni gladkich oraz makrofagéw
tkankowych przylegaja takie adhezyny, jak VCAM-1, ICAM-1 oraz E-
selektyna [111, 144]. Wyzej wymienione czasteczki adhezyjne wspomagajg
toczenie si¢ (rolling) monocytéw i limfocytéw, przyleganie ich oraz prze-
z§rédblonkowsq migracje [3, 16, 69, 120].

Potwierdzono, ze czastki adhezyjne maja charakter predykcyjny w sto-
sunku do przysztego ryzyka sercowo-naczyniowego w populacji os6b zdro-
wych [82, 170], a takze sa zwiazane z wyktadnikami patologii u 0séb z udo-
kumentowanymi chorobami sercowo-naczyniowymi [21].



Uwalnianie czastek adhezyjnych jest scymulowane przez prozapalne cyto-
kiny, jak réwniez wykladniki stresu oksydacyjnego [173, 174, 181, 182].

W kilku badaniach opisano zwiazki ekspresji czasteczek adhezyjnych
z subpopulacjami leukocytéw oraz komérkami srédblonka w OBS [51,
53, 54, 55, 102, 110]. Obserwowany wzrost stezefi adhezyn u pacjentéw
z OBS w poréwnaniu z grupami kontrolnymi dotyczyl:

- ICAM-1 [147, 209],

VCAM-1 [146, 209],

E-selektyny [56] oraz

L-selektyny [146].

Niestety niektére z powyzszych badaid nie mialy prawidlowo dobra-
nej grupy kontrolnej, nie uwzglednialy chociazby otytosci brzusznej [25,
80,146]. Z kolei badanie Ogha i wsp. z roku 1999, w ktérym stwierdzo-
no podwyzszenie stgzen ICAM-1, VCAM-1 oraz L-selektyny u pacjentéw
z OBS, dotyczylo wylacznie 7 pacjentéw z OBS oraz 6 pacjentéw z grupy
kontrolnej [146]. Badanie natomiast EI-Solh w i wsp. obejmowato 30 oséb
z przewlekla niewydolnoscia wiedcowa, w tym 15 pacjentéw z OBS oraz
15 bez zaburzeni oddychania podczas snu. Uzyskano w nim podwyzszenie
stezen ICAM-1, VCAM-1 oraz E-selektyny [56].

W tym miejscu trzeba zaznaczy¢, ze zamiar prowadzenia badania wla-
snego zwigzany byl m.in. z zapewnieniem wlasciwych grup badanych,
umozliwiajacych poréwnanie przy braku zréznicowania zwiazanego z pa-
rametrami klinicznymi, w tym antropometrycznymi. Ponadto do badania
wiasnego wlaczono wigksza grupe pacjentéw.

W trakcie przeprowadzonych badad wilasnych potwierdzono istotne
zmiany stezen selektyn: E, P oraz L, a takze zmiany ekspresji genu koduja-
cego L-selektyne w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej (PBMC)
oznaczonej w technice biologii molekularnej.

Badanie L-selektyny w surowicy potwierdzito wzrastanie stgzen w po-
szczegblnych grupach OBS wraz ze wzrostem nasilenia patologii zaburzen
oddychania podczas snu. Obserwowano statystycznie istotng réznice mie-
dzy pacjentami z zaburzeniami ci¢zkimi w stosunku do pacjentéw z OBS
tagodnym oraz z grupa poréwnawcza. Podobng relacje stwierdzano migdzy
OBS umiarkowanym a grupa poréwnawcza. Tendencja zwigzana ze wzro-
stem stezeri L-selektyny w surowicy okazala si¢ jednoznaczna.

W badaniu El-Solh i wsp. (2002) nie zaobserwowano tendencji wzrostu
stezed L-selektyny u pacjentéw z OBS [56]. We wczesniejszym badaniu
Ohga i wsp. (1999) stwierdzono podwyzszenie tych stezen, jednakze wy-
niki badania zostaly zakwestionowane ze wzgledu na malg grupe badanych
pacjentéw [146].
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W badaniu wlasnym uzyskano takze — analogiczne do oznaczen st¢zen
L-selektyny — wyniki dotyczace wzrostu stezen E-selektyny w surowicy: po-
twierdzono wzrastanie stgzenn E-selektyny w poszczegélnych grupach OBS
wraz z nasileniem stopnia obturacyjnych zaburzeri oddychania podczas
snu. Warto zwrdci¢ uwage, ze statystycznie istotne réznice obserwowano
zasadniczo migdzy wszystkim grupami (za wyjatkiem réznicy migdzy OBS
fagodnym a umiarkowanym). Zréznicowanie stezenn E-selektyny w po-
szczegdlnych grupach okazalo si¢ najbardziej wyraziste. Ponadto znaczaca
réznica miedzy stezeniami E-selektyn z grup OBS cigzkiego i umiarkowa-
nego stata si¢ impulsem do przeprowadzenia dodatkowego podziatu grupy
OBS-3 na dwie podgrupy, mimo stosunkowo nieduzej ich liczebnosci. Wy-
niki z tym zwigzane zostana oméwione w dalszej czgsci dyskusji.

Nalezy zaznaczy¢, ze podczas weze$niej prowadzonych badan — chod stwier-
dzano wzrost stezeni E-selektyny w grupach pacjentéw z OBS w poréwnaniu
z grupa bez zaburzed oddychania [41] — nie stwierdzono obserwowanego
w obecnym badaniu istotnego statystycznie wzrostu dotyczacego pacjentéw
z cigzkim OBS. Obecnie potwierdzono istnienie znamiennej dodatniej ko-
relacji miedzy stezeniem tej selektyny a wskaznikiem bezdechéw i splycen
oddychania (AHI). Podobnej korelacji nie udalo si¢ potwierdzi¢ wezesnie;.

W jednym z badan stwierdzono podwyzszenia stezert E-selektyny, a jej
warto$ci znaczaco korelowaly z obnizaniem si¢ parametru ODI [232].
Podobne relacje w tym badaniu potwierdzono w kontekscie czasteczki
ICAM-1.

Powyzsze wyniki odpowiadaja rezultatom badai Yun i wsp. (2010),
w ktérych stwierdzono ponadto pogrubienie blony wewngtrznej i $rodko-
wej tetnicy szyjnej (ang. carotid intima-media thickness — IMT) [228].

Z kolei w badaniu El-Solh i wsp. (2002) st¢zenie E-selektyny w surowicy
u pacjentéw z OBS bylo zwigkszone w grupie pacjentéw z OBS w poréw-
naniu z grupa kontrolng oraz korelowalo dodatnio ze stopniem nasilenia
zaburzeri oddychania wyrazonym parametrami: AHI oraz ODI [56].

Warto podkresli¢, ze badanie Chin i wsp. potwierdzito korzystny wplyw
4—6-tygodniowej terapii przy uzyciu CPAP na uzyskanie zmniejszenia ste-
zeni E-selektyny u pacjentéw z OBS [33]. Jesli nawet bezposredni mecha-
nizm tego efektu nie zostal okreslony, to jednak sugeruje to potencjalng
mozliwo$¢ uzyskania odwracalnego wplywu na nast¢pstwa zwiazane z roz-
wojem zmian metabolicznych.

Badanie zwigzane z oznaczeniem st¢zenia P-selektyny w surowicy po-
twierdzito wzrost st¢zeri w grupach OBS umiarkowanego oraz cigzkiego



w stosunku do grupy poréwnawczej. Nie obserwowano jednak istotnych
statystycznie réznic migdzy poszczegdlnymi grupami chorych z OBS.

W badaniach podejmujacych préby okreslenia w OBS stanu zwigzanego
z wykladnikami krzepnigcia i trombolizy brano pod uwage P-selektyng,
zwigzana z czynnikami plytkowymi. W badaniu O’Brien’a i wsp. uzyskano
potwierdzenie, ze st¢zenia we krwi P-selektyny, jako wykfadnika aktywa-
¢ji plytek, koreluja ze stopniem nasilenia OBS [145]. We wczesniejszym
jednak badaniu Robinsona i wsp. z roku 2004 nie potwierdzono tej hipo-
tezy. Poddanie pacjentéw leczeniu CPAP przez miesiac nie spowodowalo
bowiem zmniejszenia stezeni tej selektyny. Autorzy badania poddali wiec
w watpliwo$¢ wniosek o zwiazku stezeri P-selektyny ze stopniem nasilenia
OBS [171]. Mozna jednak zastanowi¢ si¢, czy leczenie przy uzyciu dodat-
niego ci$nienia nie byto prowadzone zbyt krétko.

Corsonello i wsp. postulowali, ze podwyzszone ste¢zenia P-selektyny
wynikaja z otylosci i podwyzszonych stezen leptyny, ktéra aktywuje plyt-
ki krwi, a nie jest skutkiem wplywu zaburzed oddychania podczas snu
(45, 157].

Nalezy podkresli¢, ze w badaniach Yun i wsp. stwierdzono podwyzszo-
ne stezenia P-selektyny, jednakze nie potwierdzono korelacji miedzy jej
stezeniem a nasileniem zaburzel wyrazanych w formie AHI, jak réwniez
z wyktadnikami pogrubienia blony wewng¢trznej i srodkowej tetnicy szyj-
nej [228].

Przeprowadzone badanie wlasne potwierdzito wyniki badaii Minogu-
chi i wsp. z roku 2007, w ktérym zaobserwowano podwyzszone stezenia
P-selektyny w grupach pacjentéw z umiarkowanym i cigzkim OBS. W ba-
daniu tym potwierdzono u pacjentéw z tymi stopniami nasilenia zabu-
rzent oddychania podczas snu czgstsze wystgpowanie powikfan zwiazanych
z niedokrwieniem moézgu, potwierdzonych w badaniu rezonansu magne-
tycznego. Dodatkowo stezenie P-selektyny byto wyzsze w grupie pacjentéw
z OBS ze zmianami stwierdzanymi w osrodkowym uktadzie nerwowym
w poréwnaniu z pacjentami z OBS bez tych zmian. Na uwage zastuguje
fakt, ze prowadzone trzymiesigczne leczenie przy uzyciu protezy powietrz-
nej (CPAP) zmniejszylo istotnie statystycznie st¢zenie P-selektyny u pa-
cjentéw z umiarkowanym i cigzkim OBS [133].

W poréwnaniu do prowadzonych uprzednio badan [40] zaobserwowano
bardziej wyraziste zréznicowanie, potwierdzajac istotna statystycznie rézni-
c¢ nie tylko miedzy OBS cigzkim a grupa bez potwierdzanych zaburzen, ale
takze miedzy grupg OBS stopnia umiarkowanego w odniesieniu do grupy
poréwnawczej.
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5.2. Ekspresja genu kodujacego L-selektyne
w jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowe;j
(PBMC) i zaleznos¢ od nasilenia obturacyjnego
bezdechu sennego

Niewatpliwie nowym elementem przeprowadzonego badania bylo zasto-
sowanie techniki biologii molekularnej dla oceny ekspresji genu dla L-
selektyny. Ta dokonana po raz pierwszy ocena potwierdzita wzrost ekspresji
w poszczegblnych grupach wraz ze wzrastaniem nasilenia zaburzeni oddy-
chania podczas snu. Nie stwierdzano jedynie statystycznie istotnych réznic
migdzy OBS stopnia tagodnego oraz umiarkowanego, mimo wyraznie ob-
serwowanej tendencji wzrostowe;j.

Podobnie jak w przypadku L-selektyn, zwrécono uwage na znaczacy
rozrzut ekspresji genu kodujacego L-selektyne w obrebie grupy z ciezkim
OBS, co stalo si¢ dodatkowym asumptem do podzialu tej grupy na dwie
podgrupy: z zaburzeniami obturacyjnymi ci¢gzkimi (OBS-3A) oraz bardzo
ciezkimi (OBS-3B).

W przypadku okreslenia ekspresji genu dla L-selektyny uzyskano ogél-
na tendencje, analogiczng jak w przypadku oceny stezent L-selektyny, za
wyjatkiem istotnej statystycznie réznicy takze miedzy grupa OBS lagod-
nego w stosunku do grupy poréwnawczej. Oznaczanie ekspresji genu dla
L-selektyny moze by¢ zatem czulym testem réznicujacym osoby z zabu-
rzeniami fagodnymi z osobami niedemonstrujacymi istotnych klinicznie
zaburzent oddychania podczas snu. Podobny wynik réznicujacy uzyskano
jedynie w przypadku poréwnania grupy OBS-1 z grupa pordéwnawcza
w przypadku stezeri E-selektyny.

Jednym z elementéw dyskusji jest zwrécenie uwagi na wybrane korela-
cje. Trzeba zwréci¢ uwage, ze w przeprowadzonym badaniu uzyskano wy-
soko dodatnig korelacje¢ w calej grupie wszystkich pacjentéw z OBS migdzy
stezeniami E-selektyny a indeksem bezdechéw i splycen oddychania oraz
— analogicznie — indeksem desaturacji. Korelacja ta — E-selektyny oraz AHI
— byta w stopniu pelnym w grupie pacjentéw z OBS cigzkim.

Podobnie silng zalezno$¢ stwierdzono w grupie pacjentéw z OBS cigz-
kim miedzy stezeniem E-selektyny a odsetkiem czasu spedzanego przez pa-
cjentéw z saturacja ponizej 90%.



Uzyskano wysoka korelacje dotyczaca grupy OBS-3 oraz OBS-1 miedzy
stezeniem P-selektyny a AHI. Biorac jednak pod uwage cala grupe pacjen-
téw z OBS — korelacje okreslono jako przecigtna.

W' przeprowadzonym badaniu uzyskano wysoko dodatnia korelacje
w calej grupie wszystkich pacjentéw z OBS miedzy st¢zeniami L-selektyny
a indeksem bezdechéw i splycen oddychania oraz — analogicznie — indek-
sem desaturacji.

Korelacje migdzy ekspresjq genu L-selektyny w PBMN w calej grupie
pacjentéw z OBS z AHI okazaly si¢ przecigtne, stabsze niz analogicznie
w kontekscie relacji z L-selektyna.

W przypadku L-selektyny uzyskano w grupie pacjentéw z OBS umiar-
kowanym (OBS-2) wysoka korelacje ujemng ze $rednig saturacja hemoglo-
biny w trakcie snu, odsetkiem czasu spedzonego z saturacja ponizej 90%
oraz obwodem talii i BMI.

Nalezy zwréci¢ uwage na stosunkowo duza site powiazan — korelacji
dodatnich — miedzy okresleniem stgzert L-selektyny a ekspresja genu L-
selektyny w PBMN w grupie wszystkich pacjentéw z OBS oraz w OBS
tagodnym i grupie poréwnawcze;.

Nalezy podkresli¢, ze nowatorskie w pracy jest zastosowanie oznaczania
ekspresji genu dla L-selektyny oraz fakt ukazania w pracy wielu korelacji —
jak zaznaczono powyzej.

W zwiazku z licznymi watpliwosciami oraz sprzecznymi wynikami ba-
dan dotyczacych oznaczanych czasteczek selektyn, najbardziej przekonu-
jace byloby uzyskanie potwierdzenia zmian stezeri tych adhezyn podczas
prowadzonej terapii OBS [10, 33].

5.3. Wyktadniki stresu oksydacyjnego i ich zaleznosci od
nasilenia obturacyjnego bezdechu sennego

W literaturze powraca okreslenie obturacyjnego bezdechu sennego jako
patologii opartej potencjalnie na stresie oksydacyjnym [103]. W zwiazku
z cyklicznymi zmianami wysycenia hemoglobiny tlenem oraz hipoksemii
dochodzi do zaburzenia réwnowagi miedzy powstawaniem reaktywnych
form tlenu a skuteczno$cia mechanizméw antyoksydacyjnych [184]. Ra-

73



74

portowano szereg parametréw bedacych markerami stresu oksydacyjnego
u pacjentéw z OBS [168, 202, 203, 204]. Stad — jak wspominano powyzej
— stres oksydacyjny brany jest pod uwagg jako czynnik posredni w rozwoju
konsekwencji OBS [10, 95, 103, 104, 105].

W przeprowadzanym badaniu uzyto oznaczen st¢zen substancji reaguja-
cych z kwasem tiobarbituranowym jako wykfadnika nasilenia stresu oksy-
dacyjnego. Jest on jednym z parametréw istotnych dla oceny nasilenia stre-
su oksydacyjnego obok oznaczanych st¢zen 8-izoprostanu [10].

W przeprowadzonym badaniu, zwigzanym z okresleniem stezenia pro-
duktéw peroksydacji lipidéw w osoczu (TBARS), potwierdzono wzrastanie
stezed w poszczegblnych grupach. Zaobserwowano statystycznie istotng
réznicg migdzy grupami bezdechu cigzkiego oraz fagodnego w odniesieniu
do grupy poréwnawczej. Potwierdzono takze réznice stezen TBARS mie-
dzy OBS umiarkowanym oraz fagodnym.

Takze w innych badaniach dokonywano préb oceny stezen TBARS
w osoczu jako wykfadnika peroksydacji lipidéw [13, 106]. Wzrost ich ste-
zenia obserwowano w badaniu Barcello i wsp u pacjentéw z OBS w poréw-
naniu z grupg kontrolng [13]. Zmniejszenie tego wyktadnika peroksydacji
obserwowano po zastosowaniu terapii CPAP [13, 106]. Potwierdzenie tego
zjawiska uzyskano takie w kolejnych badaniach ostatnich lat (Jurado-Ga-
mez i wsp.), uzyskujac zmniejszenie stezei po trzymiesigcznym leczeniu
przy uzyciu CPAP [88].

Nie stwierdzono réznic dotyczacych stezen TBARS miedzy pacjentami
z OBS oraz bez zaburzert oddychania podczas snu w innym z badad. Nie
uwzgledniano jednak w tym badaniu stopnia nasilenia zaburzen, a grupa
kontrolna mogla budzi¢ pewne zastrzezenia zwigzane z brakiem wykonania
badan snu [5].

Podobnie zasadniczo nie potwierdzono znaczacych réznic stezent wyklad-
nikéw stresu oksydacyjnego migdzy pacjentami z OBS oraz grupa kontro-
Ing w ciekawym badaniu, w ktérym parametry stresu oksydacyjnego oraz
peroksydacji lipidéw okreslano przed rozpoczeciem badania, nastgpnie po
czterech godzinach badania polisomnograficznego bez leczenia, a nast¢pnie
po czterech godzinach leczenia optymalnego CPAP. Jedynymi stwierdzany-
mi réznicami bylo zmniejszanie si¢ wyktadnikéw stresu oksydacyjnego po

leczeniu CPAP [202].

Waznym elementem badari nad stresem oksydacyjnym byly préby zwia-
zane z oznaczaniem 8-izoprostanu. W prowadzonych wczesniej badaniach
uzyskano potwierdzenie wzrostu stgzen 8-izoprostanu w grupie 31 pacjen-
téw z OBS w pordéwnaniu z 15 pacjentami grupy kontrolnej, nie réznia-



cych si¢ wiekiem, plcia i BMI [4]. Stezenia tego wykladnika stresu oksy-
dacyjnego obnizyly si¢ znaczaco po zastosowaniu 12-tygodniowej terapii
CPAP o charakterze optymalnym, jednakze nie obnizyly si¢ w przypad-
ku stosowania CPAP o ci$nieniach nieoptymalnych [4]. Wyzsze stezenia
8-izoprostanu byly potwierdzone takze u pacjentéw z OBS w mieszaninie
wydechowej powietrza [28, 29] w porédwnaniu z pacjentami o podobnej
BMI grupy kontrolnej. Stezenia te ulegly obnizaniu podczas terapii przy
uzyciu CPAP [29, 132].

Wsréd innych rozpatrywanych w przesztosci parametréw wymienié na-
lezy réwniez stezenie we krwi homocysteiny, ktdre zmniejszato sie po zasto-
sowaniu leczenia CPAP w niewielkiej grupie 15 pacjentéw [12]. W innych
badaniach okreslajacych st¢zenia homocysteiny w OBS nie stwierdzono
istotnych zaleznosci [12, 176, 203].

Waznym elementem oceny pozostaje okreslenie tzw. potencjatu antyok-
sydacyjnego, ktérego zmniejszenie sugerowane bylo u pacjentéw z OBS.
W opisywanej pracy dokonano okreslenia zdolno$ci antyoksydacyjnej,
wynikajacej z mechanizméw zewnatrzkomérkowych — caltkowitego stanu
antyoksydacyjnego osocza (TAS — ang. total antioxidant status). Stanowi
on sume aktywnosdci bialek (np. metaloprotein takich jak ceruloplazmi-
na, transferryna i albumina) i antyoksydantéw drobnoczasteczkowych (np.
wit. E, C, A) osocza.

W przeprowadzonym badaniu dokonano oceny catkowitego stanu anty-
oksydacyjnego (TAS) w osoczu. Potwierdzono zdecydowane zmniejszanie
si¢ jego zdolnosci w poszczegdlnych grupach nasilenia zaburzent oddychania
podczas snu. Obserwowano statystycznie istotng réznice miedzy wszystkim
stopniami nasilenia OBS a grupa poréwnawcza, ponadto migdzy OBS cigz-
kim i fagodnym.

W poprzednio przeprowadzonych i opublikowanych badaniach autor
opracowania podobnie potwierdzit [41, 42] zmniejszone st¢zenia TAS
w grupach fagodnego oraz umiarkowanego OBS, jednak bez zaznaczonych
réznic w wartosciach TAS migdzy grupami pacjentéw o réznym stopniu
nasilenia patologii.

Obnizony potencjal antyoksydacyjny stwierdzany byl juz poprzednio
w grupach oséb otytych z OBS [12, 36] i byl odwracalny podczas stosowa-
nia terapii CPAP [12]. Podobnie w badaniach Faure i wsp. (2008) potwier-
dzono zmiany w rozkladzie albumin u pacjentéw z OBS (jako pierwszorze-
dowych elementéw systemu antyoksydacyjnego), ktére ulegly poprawie po
zastosowaniu terapii CPAP [58].
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Korelacje parametréw stresu oksydacyjnego z tradycyjnymi czynnika-
mi ryzyka sercowo-naczyniowego wskazuja na podobieristwo metaboliczne
OBS-1 oraz grupy P. W grupach tych stres oksydacyjny wydaje si¢ by¢
uwarunkowany obwodem talii, BMI czy glikemig na czczo. Korelacja do-
datnia o wysokiej sile zostata zauwazona migdzy TBARS a warto$cia BMI
w grupach: poréwnawczej oraz OBS lagodnego. Jedynie w grupie OBS-1
zaobserwowano ujemna korelacje TAS z HDL-C, co moze $wiadczy¢
o mozliwosciach uzupetniania si¢ réznych mechanizméw antyoksydacyj-
nych w osoczu.

Wsréd okreslanych korelacji parametréw stresu oksydacyjnego oraz
selektyn warto zwréci¢ uwage na wysoka sile zwiazku miedzy stezeniem
TBARS a selektynami: E-selektyna oraz L-selektyna w grupie wszystkich
pacjentéw z OBS, za ktére to zalezno$ci moga by¢ odpowiedzialne kore-
lacje w poszczegdlnych grupach: TBARS i L-selektyna w grupie OBS-2
i bardzo silna korelacja TBARS z E-selektyna w grupie OBS-3. W grupie
poréwnawczej oraz z zaburzeniami fagodnymi istnieje znaczaca korelacja
miedzy ekspresjg L-selektyny w PBMC a stezeniem biatka (L-selektyny)
W SUrowicy.

Mimo wzrostu ekspresji L-selektyny w OBS-1 pacjenci z fagodnymi za-
burzeniami podczas snu wydaja si¢ zachowywa¢ mechanizmy regulatoro-
we, co nie przeklada si¢ na statystycznie istotne réznice stezent L-selektyny
w surowicy. Etap tagodnych zaburzen wydaje si¢ nie przeszkadza¢ w utrzy-
maniu regulacji komérki na dotychczasowym poziomie zabezpieczajacym
przed wzrostem st¢zenia tej selektyny. Takich zaleznosci nie obserwowano
juz w grupach z zaburzeniami umiarkowanymi i cigzkimi. Rozwazajac ne-
gatywny wplyw OBS na st¢zenie i ekspresje L-selektyny wypada stwierdzi¢,
ze uwidoczniony jest w spos6b znaczacy od etapu OBS-2.

Przeprowadzona analiza regresji wielokrotnej — przy dokonywaniu oce-
ny dla calej grupy pacjentéw z OBS — dla omawianych stezent L-selektyny
oraz E-selektyny, a takze TAS i TBARS, ukazala, ze dla wszystkich tych
parametréw wspotczynnik AHI byl gléwnym predyktorem korelujacym
niezaleznie od pozostatych.

W przypadku analizy prowadzonej dla pacjentéw poszczegélnych grup
(OBS-1, OBS-2, OBS-3) nie wykazywano zmiennej korelujacej niezalez-
nie. Jedynie w grupie OBS-3 liniowe zwigkszanie wskaznika AHI okazato
si¢ niezaleznym predyktorem w stosunku do stezert E-sel oraz TBARS.

Analiza dotyczaca wigkszej grupy pacjentéw ukazuje wickszy wplyw
AHI na zaburzenia metaboliczne, opisywane w przedstawianej pracy, i pod-
kresla rol¢ AHI jako czynnika wyrazajacego nasilenie okreslanej patologii
metaboliczne;.



W stosunku do L-selektyny i P- selektyny analiza regresji nie wykazata
zmiennych korelujacych niezaleznie od pozostalych. Ponadto w przypadku
grupy poréwnawczej oraz OBS-1 BMI okazat si¢ by¢ niezaleznym predyk-
torem st¢zenia TBARS w osoczu. W poczatkowych etapach patologii zwia-
zanej z zaburzeniami oddychania podczas snu by¢ moze BMI wydaje si¢
mieé szczegblne znaczenie.

Poréwnania wykladnikéw stresu oksydacyjnego, st¢zenia selektyn i eks-
presji L-selektyny miedzy badanymi grupami oraz obserwowane korelacje
dowodza szczegdlnego znaczenia obturacyjnego bezdechu sennego umiar-
kowanego jako momentu przelomowego w nasileniu zaburzeri wybranych
parametréw biochemicznych. Kolejny stopnien cigzkosci (OBS-3) cha-
rakteryzowal si¢ szczegélnym wplywem patologii oddychania na st¢zenie
E-selektyny oraz produktéw peroksydacji lipidéw.

5.4. Zagadnienia zwigzane z sugestiami dotyczacymi
klasyfikacji obturacyjnego bezdechu sennego

W trakcie analizy wynikéw zwrécono uwage na duzy rozrzut stezern E-
selektyny, P-selektyny, TBARS oraz ekspresji genu L-selektyny w grupie
OBS-3. Z uwagi na ten fakt przeprowadzono podzial grupy pacjentéw
OBS-3 na dwie podgrupy: 3A z AHI 31 — 50 oraz podgrupy 3B z AHI
powyzej 51, cho¢ liczebnos¢ kazdej z podgrup okazala si¢ stosunkowo nie-
wielka. Dokonano charakterystyki poréwnawczej parametréw istotnych
obu podgrup, analogicznie jak w przypadku podstawowych grup bada-
nych. Analiza poréwnawcza wykazala brak réznic dla podstawowych istot-
nych parametréw. W podgrupie OBS-3B okreslonej jako bezdech bardzo
ciezki w poréwnaniu z podgrupa OBS-3A okreslonej jako bezdech cigzki,
zaobserwowano — co istotne — obnizong srednia SaO, podczas snu oraz
udziat czasu SaO, ponizej 90%. W grupie ciezszych pacjentéw wyraznie
widoczne byly gorsze parametry jakosci snu. Stwierdzono istotnie staty-
stycznie zwigkszony obwdd szyi. W zakresie okreslanych stezet w surowicy
potwierdzono — poréwnujac podgrupe OBS-3B w stosunku do OBS-3A —
zwickszone stezenia E-selektyny, P-selektyny oraz TBARS.

Spostrzezenie to — potwierdzajace istotne ,,odbicie metaboliczne” — moze
sta¢ si¢ asumptem do rozwazenia modyfikacji klasyfikacji OBS. Obecnie
obowiazujaca klasyfikacja dzielagca OBS na lagodny, umiarkowany i ci¢z-
ki, wynikajaca z aspektéw klinicznych, powinna by¢ rozpatrywana w kon-
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tekécie wydzielenia wéréd grupy pacjentéw z OBS postaci cigzkiej (AHI:
31-50) oraz bardzo cigzkiej (przy AHI > 50), z racji istotnych statystycznie
réznic parametréw metabolicznych zwiazanych z wynikami badari wybra-
nych czasteczek adhezyjnych oraz wyktadnikéw stresu oksydacyjnego. Wy-
maga to prowadzenia dalszych badani potwierdzajacych takie podejrzenie
i sugestie.

Na analize wykladnikéw patologii wplywajacych na rozwéj powiktan
w OBS w znaczacym stopniu wplywaja zmienne, jakimi sa: otyto$¢, zabu-
rzenia gospodarki weglowodanowej, stosowane leki, choroby sercowo-na-
czyniowe. Powoduje to utrudnienia w okresleniu i interpretacji znaczenia
niezaleznych czynnikéw ryzyka zwiazanych z mechanizmami posrednimi
poddawanymi badaniom w rozwiazywaniu zaleznosci miedzy obturacyj-
nym bezdechem sennym a jego pochodnymi. Implikuje to konieczno$é
prowadzenia dalszych badani z uwzglednieniem choréb wspdétistniejacych
u pacjentéw z OBS, a takze identyfikacj¢ markeréw zapalenia w uwzgled-
nianiu ryzyka sercowo-naczyniowego i metabolicznego zwigzanego z roz-
wojem OBS.

Ogromnego wysitku wymaga stworzenie grup przydatnych dla uzyska-
nia rozstrzygnie¢, na ile stwierdzane patologie wynikajg z istoty OBS, a na
ile zwiazane sa ze schorzeniami wynikajacymi z otylosci — obesity related
disorders.

Wymagane jest takze — co wydaje si¢ sprawg niezwykle istotng — okresle-
nie wpltywu terapii CPAP na mechanizmy zapalne i metaboliczne. Ocena
zmian badanych parametréw podczas terapii przy uzyciu protez powietrz-
nych staje si¢ najlepszym asumptem do ukazania ich faktycznego wplywu
na patologie zwiazane z OBS. Staloby si¢ to ponadto weryfikacja kliniczng
terapii CPAP w kontekscie patologii metabolicznej.

Bedzie to jednak zwigzane z olbrzymim nakladem pracy dla uzyskania
wiarygodnych wynikéw badan, gdyz niezwykle pracochfonny — w tym cza-
sochlonny — jest aspekt prowadzonych badari w laboratoriach snu na ca-
tym $wiecie: wymaga prowadzenia zmudnych badan polisomnograficznych
i wnikliwej oceny klinicznej, a takze wzigcia pod uwagg wszelkich — bardzo
réznorodnych — uwarunkowarn.



6. Whioski

. U chorych z obturacyjnym bezdechem sennym zwickszajace si¢ stezenia
badanych selektyn oraz zmiany parametréw stresu oksydacyjnego po-
twierdzaja udzial tych zwigzkéw w patobiochemii schorzenia.

. Nasilenie zaburzed badanych mechanizméw posrednich wzrasta wraz ze
stopniem ci¢zkosci zaburzert oddychania w czasie snu.

. Przeprowadzone badania dowodza szczegblnego znaczenia umiarko-
wanego stopnia obturacyjnego bezdechu sennego jako przetomowego
w nasileniu zmian wybranych parametréw biochemicznych.

. W stworzonym modelu badawczym nasilenie peroksydacji lipidéw, be-
dace wyktadnikiem stresu oksydacyjnego, jest uwarunkowane gléwnie
patologia obturacyjnego bezdechu sennego i moze by¢ czynnikiem pre-
dykcyjnym wezesnych etapéw dysfunkeji srédbtonka.

. W lagodnej postaci obturacyjnego bezdechu sennego nasilenie wykfad-
nikéw stresu oksydacyjnego modyfikowane jest tradycyjnymi czynnika-
mi ryzyka sercowo-naczyniowego.

. Konieczne wydaje si¢ prowadzenie dalszych badan stezen selektyn i eks-
presji genéw dla selektyn oraz wyktadnikéw stresu oksydacyjnego u cho-
rych na obturacyjny bezdech senny z oceng wplywu leczenia przy uzyciu
aparatéw do stalego dodatniego ci$nienia, co pozwoli na dalsza weryfi-
kacje¢ udziatu badanych parametréw w przebiegu schorzenia.

. Na podstawie stwierdzenia znaczacego zréznicowania w zakresie bada-
nych parametréw w grupie pacjentéw z cigzkim obturacyjnym bezde-
chem sennym sugeruje si¢ konieczno$¢ modyfikacji klasyfikacji z wyréz-
nieniem grupy pacjentéw o najwickszym stopniu zaburzen — jako OBS
bardzo ciezki.
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8. Streszczenie

Obturacyjny bezdech senny (OBS), jako przyklad najczestszego z zaburzen
oddychania w czasie snu, jest zwigzany z wieloma niekorzystnymi nastep-
stwami o charakterze zaréwno osobistym, jak i spotecznym. Jest stanem pato-
logii oddychania podczas snu, polegajacym na pojawianiu si¢ nawracajacych
epizodéw bezdechéw lub splyceri oddychania, zwigzanych z utrudnieniem
przeplywu powietrza na poziomie gardla, zazwyczaj przy wspdlistnieniu
sprzyjajacych uwarunkowan anatomicznych czy czynnosciowych. Towarzy-
szy mu hipoksemia oraz wybudzenia. OBS jest jednym z czynnikéw ryzyka
sercowo-naczyniowego. Dysponujemy wicloma danymi potwierdzajacymi
wplyw OBS na rozwdj i przebieg choréb sercowo-naczyniowych oraz me-
tabolicznych, cho¢ w sytuacji istnienia wielu wspdlnych czynnikéw ryzyka
poznanie tych zaleznosci jest utrudnione i niepelne.

Obecnie uwaza sig, ze w patogenezie OBS istotne znaczenie majg pro-
cesy zapalenia i stresu oksydacyjnego. Rozwazana jest takze rola czynnikéw
prokoagulacyjnych i trombolitycznych. Schorzenie to jest zwigzane z obec-
noscia zwickszonych stezerd wielu sposréd mediatoréw powyzszych stanéw
patologicznych, ktérych rola jako mechanizméw posrednich jest sugerowa-
na w patogenezie nastgpstw OBS.

We wprowadzeniu do rozprawy umieszczono zarys zagadnien lezacych
u podfoza podejmowanej w badaniach tematyki. Przedstawiono uwagi do-
tyczace selektyn jako przyktadu czasteczek adhezyjnych wlaczonych w pro-
ces zapalenia i wybranych wykladnikéw stresu oksydacyjnego, ktére — jako
jedne z wielu — moga mie¢ znaczenie w patologii dokonujacej si¢ w OBS.

Motywem do podjecia przedstawianych badan byl nadal niewyjasniony
wplyw cigzkosci klinicznej OBS na nasilenie patologii wybranych mecha-
nizméw posrednich.

Celem pracy bylo dokonanie oceny wplywu stopnia ci¢zkosci obturacyj-
nego bezdechu sennego na wybrane wykfadniki nasilenia proceséw patoge-
netycznych z uwzglednieniem selektyn oraz stresu oksydacyjnego.

Badanie obj¢to 100 mezczyzn, w wieku od 34 do 64 lat, zakwalifikowa-
nych do diagnostyki OBS w Pracowni Zaburzed Oddychania podczas Snu
Katedry i Kliniki Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologiczne;j
w Poznaniu.

Kryterium kwalifikacji do badania bylo kliniczne podejrzenie OBS.
Kryteria wylaczenia stanowily: przewlekte choroby zapalne, choroby nowo-
tworowe, przewlekla choroba nerek, przewlekle choroby watroby, cukrzyca,
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przebyty udar mézgu, przebyty zawal mig$nia sercowego, stwierdzone cho-
roby naczyn obwodowych, niewydolno$¢ oddychania i serca. Wykluczono
osoby ze $wiezo wykryta cukrzyca oraz stanami przedcukrzycowymi: nie-
prawidtowy glikemia na czczo oraz uposledzong tolerancja glukozy, a takze
palacych papierosy.

U chorych zakwalifikowanych do badania przeprowadzono ogdlng
oceng stanu klinicznego oraz sennosci dziennej przy uzyciu skali senno-
$ci Epworth. Dla okredlenia zaburzen oddychania podczas snu wykonano
pelng polisomnografi¢ (PSG) za pomocy aparatu klasy 1: EMBLA S4000
— Remlogic z oprogramowaniem Somnologica Studio 5.0. Dokonano ana-
lizy manualnej zapiséw calonocnego badania weryfikujac zapis uzyskany
automatycznie.

Na podstawie wynikéw badania polisomnograficznego wyodr¢bniono 4
grupy badanych ze wzgledu na wskaznik bezdechéw i splycert oddychania
(AHI — ang. apnoea—hypopnoe index): 1) grupa poréwnawcza o liczebnosci
24 0s6b bez zaburzeni oddychania podczas snu, 2) grupa pacjentéw z OBS
fagodnym z AHI 5-15 (OBS-1) — 24 osoby, 3) grupa z OBS umiarkowa-
nym z AHI 16-30 (OBS-2) — 24 osoby oraz 4) grupa z OBS ci¢zkim z AHI
powyzej 30 (OBS-3) — 28 oséb.

W trakcie pobytu pacjentéw w Klinice dokonano takze rutynowych
oznaczen we krwi wedtug odpowiednich szpitalnych procedur. Oznaczono
wykladniki poczatkowych etapéw aterogenezy — stezenie czastek adhezyj-
nych w surowicy, pochodzacych ze §rédblonka (E-selektyna), z leukocytéw
(L-selektyna) i plytek krwi (P-selektyna) — metodami immunoenzymatycz-
nymi (zestawy odczynnikowe ELISA firmy R&DSystems, czytnik mikro-
plytek SunriseTM Tecan).

Zbadano ekspresje genu kodujacego L-selektyne w jednojadrzastych
komérkach krwi obwodowej (PBMC — ang. peripheral blood mononuclear
cells): izolacje catkowitego RNA, syntez¢ cDNA dzigki reakcji odwrotne;j
transkrypcji (RT PCR — ang. reverse transcription PCR). Nastgpnie okre-
$lono ekspresje genu kodujacego L-selektyn¢ metoda PCR w czasie rze-
czywistym z wykorzystaniem sond hydrolizujacych typu TagMan (Roche
Diagnostics).

Oznaczono wybrane parametry stresu oksydacyjnego w osoczu: st¢zenie
catkowitego stanu antyoksydacyjnego (TAS — ang. rotal antioxidant status)
oraz produktéw peroksydacji lipidéw (TBARS — ang. thiobarbituric acid-
-reacting substances — substancje reagujace z kwasem tiobarbituranowym) —
metodami spektrofotometrycznymi przy uzyciu zestawéw odczynnikowych.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw zostata przeprowadzona przy
uzyciu programu Statistica 10.0 (StatSoft Inc., USA). We wszystkich te-
stach jako istotng statystycznie uznano warto$¢ p < 0,05. W calej badane;j



populagji oraz grupach dla badanych parametréw przeprowadzono weryfi-
kacje rozkladu normalnego przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Wobec braku
potwierdzenia rozkladu normalnego do kolejnych analiz statystycznych za-
stosowano testy nieparametryczne. Poréwnanie parametréw miedzy wie-
loma badanymi grupami wykonywano metodami analizy wariancji testem
Kruskala-Wallisa oraz metoda wielokrotnych poréwnan, post hoc, testem
Dunna. Dla zbadania istotnosci réznicy pomi¢dzy dwoma grupami uzy-
wano testu U Mann-Whitney’a. Korelacje oceniano w oparciu o przyjete
przez Spearmana warto$ci krytyczne. Przeprowadzono analizg regresji wie-
lokrotnej.

Poréwnujac grupy pacjentéw P, OBS-1, OBS-2 oraz OBS-3 nie stwier-
dzono réznic w zakresie wieku, obwodu talii, BMI. Ponadto nie stwierdzo-
no réznic dotyczacych istotnych parametréw PSG, poza umozliwiajacymi
podziat badanych na grupy badane.

W badaniu zwigzanym z okresleniem st¢zeni selektyn: L, E oraz P w su-
rowicy w poszczegdlnych grupach obserwowano tendencj¢ wzrostowa wraz
ze zwigkszaniem stopnia nasilenia zaburzeri oddychania. Podobnie badanie
zwigzane z okresleniem ekspresji genu dla L-selektyny potwierdzito wzra-
stanie ekspresji w poszczegdlnych grupach.

W zakresie parametréw stresu oksydacyjnego badanie catkowitego stanu
antyoksydacyjnego (TAS) osocza wykazalo zmniejszanie stezelt w poszcze-
gblnych grupach, badanie okreslajace stezenia produktéw peroksydacji lipi-
déw w osoczu (TBARS) potwierdzito ich zwigkszanie si¢ wraz z nasilaniem
si¢ stopnia zaburzen oddychania.

Przeprowadzono korelacje stezeri selektyn E, P, L, ekspresji genu
L-selektyny oraz parametréw stresu oksydacyjnego z badanymi parametra-
mi antropometrycznymi, metabolicznymi oraz uzyskanymi w trakcie bada-
nia polisomnograficznego. Ponadto okreslono wzajemne zaleznosci migdzy
kluczowymi parametrami (st¢zenia selektyn, parametry stresu oksydacyjne-
go oraz ekspresja genu L-selektyny).

W trakeie analizy wynikéw zwrécono uwage na duzy rozrzut st¢zeni E-
selektyny, P-selektyny, TBARS oraz ekspresji genu L-selektyny w grupie
OBS-3. Z uwagi na ten fakt przeprowadzono podzial grupy pacjentéw
OBS-3 na dwie podgrupy: 3A z AHI 31-50 oraz 3B z AHI powyzej 51,
kazda o liczebnosci 14 oséb. W zakresie okreslanych stezert w surowicy
potwierdzono — poréwnujac podgrupe OBS-3B w stosunku do OBS-3A
— wzrost stezei E-selektyny oraz P-selektyny w surowicy oraz TBARS
W 0S0CZU.

Nast¢pnie oméwiono uzyskane wyniki przedstawiajac ich interpretacje.
Dokonano przegladu badan zwiazanych z poruszanymi aspektami zaburzen
w OBS. Zwrécono uwage na nowatorskie oznaczenia ekspresji genu dla
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L-selektyny, szczegdtowe okreslenie korelacji badanych kluczowych para-
metrow.

Waznym elementem rozprawy stalo si¢ stworzenie modelu badawcze-
go odwzorowujacego rézne stopnie nasilenia obturacyjnych zaburzeri od-
dychania podczas snu w grupach odpowiednich pacjentéw pod wzgledem
podstawowych cech klinicznych oraz parametréw antropometrycznych.

Przedstawiono wnioski. U chorych z obturacyjnym bezdechem sennym
zwigkszajace si¢ stezenia badanych selektyn oraz zmiany parametréw stresu
oksydacyjnego potwierdzaja udzial tych zwiazkéw w patobiochemii scho-
rzenia. Nasilenie zaburzedn badanych mechanizméw posrednich wzrasta
wraz ze stopniem ci¢zkosci zaburzert oddychania w czasie snu.

Przeprowadzone badania dowodza szczegdlnego znaczenia umiarkowa-
nego stopnia obturacyjnego bezdechu sennego jako przelomowego w na-
sileniu zmian wybranych parametréw biochemicznych. W stworzonym
modelu badawczym nasilenie peroksydacji lipidéw, bedace wykladnikiem
stresu oksydacyjnego, jest uwarunkowane gtéwnie patologia obturacyjnego
bezdechu sennego i moze by¢ czynnikiem predykcyjnym wezesnych eta-
péw dysfunkeji srédblonka. W tagodnej postaci obturacyjnego bezdechu
sennego nasilenie wykladnikéw stresu oksydacyjnego modyfikowane jest
tradycyjnymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego.

Konieczne wydaje si¢ prowadzenie dalszych badan st¢zen selektyn i eks-
presji genéw dla selektyn oraz wykladnikéw stresu oksydacyjnego u cho-
rych na obturacyjny bezdech senny z oceng wplywu leczenia przy uzyciu
aparatéw do statego dodatniego ci$nienia, co pozwoli na dalsza weryfikacje
udzialu badanych parametréw w przebiegu schorzenia.

Na podstawie stwierdzenia znaczacego zréznicowania w zakresie badanych
parametréw w grupie pacjentéw z ci¢zkim obturacyjnym bezdechem sen-
nym sugeruje si¢ konieczno$¢ modyfikacji klasyfikacji z wyréznieniem grupy
pacjentéw o najwickszym stopniu zaburzen — jako OBS bardzo cigzki.



9. Summary

Obstructive Sleep Apnea (OSA) — the most common breathing sleep disor-
der — is connected with many personal and social effects. OSA is a condi-
tion of breathing pathology during sleep, and is characterized by the recur-
rent episodes of apneas or hypopneas, caused by upper airway obstruction,
usually with coexisting conductive anatomical or functional conditions.
OSA is connected with hypoxemia and periods of arousals. OSA is a car-
diovascular risk factor. Even though there are many data linking OSA to
the development of cardiovascular and metabolic disorders, the assessment
of the relationships between them is difficult, because of many shared risk
factors.

In recent years, it is postulated that inflammatory processes, oxidative
stress, and also possibly pro-coagulative and thrombolytic factors are linked
to OSA. Elevated concentrations of the multiple mediators of the above
pathologic conditions are associated with OSA. They are suggested as cau-
sative agents in complications arousing from OSA.

The background information for the subject of this study was outlined
in the introduction. This included a review of selectins as the example of
adhesion molecules involved in inflammatory process, which — as one of
many — can be important in OSA pathology, as well as chosen parameters
of oxidative stress.

Currently the relationship between the severity of OSA and levels of se-
lectins and oxidative stress is unknown. The aim of this study was therefore
to assess the influence of OSA severity on the pathogenic parameters of
selectins and oxidative stress.

100 men, aged 34—64, with a clinical suspicion of OSA, referred for te-
sting in the Sleep Laboratory of Department of Pulmonology, Allergology
and Respiratory Oncology, were enrolled into this study. All participants
gave informed consent. The study protocol was approved by the institutio-
nal Bioethical Committee.

Patients were excluded from the study if they had a history of: chronic
heart disease, cancer, chronic kidney disease, chronic liver disease, diabetes
mellitus, stroke, heart attack, respiratory failure or heart failure. Patients
were also excluded if they were diagnosed with diabetes or pre-diabetic
conditions: elevated fasting glycemia or impaired glucose tolerance on ad-
mission screening.
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The patients admitted to the Sleep Laboratory underwent a physical
exam, and their day time sleepiness was estimated by the Epworth Sleepi-
ness Scale. They underwent a full-night monitoring by a polysomnogra-
phic system class I: EMBLA S4000-Remlogic with the computer software:
Somnologica Studio 5.0. The manual analysis of the full-night’s records was
done to verify the automatic record.

The study population was divided based on their apnea-hypopnea index
(AHI). 24 patients were classified with mild OSA (OSA-1) with an AHI
5-15; 24 patients were classified with moderate OSA (OSA-2) with an
AHI 16-30; and 28 patients were classified with severe OSA (OSA-3) with
an AHI above 30. Patients with a normal AHI index (24 people) served as
the comparative group.

During the hospitalization, routine blood testing was performed. Mar-
kers of early stages of atherogenesis — plasma levels of adhesion molecules
originating from endothelium (E-selectin), leucocytes (L-selectin) and pla-
telets (P-selectin) were measured using immunoenzymatic methods (ELI-
SA method —R&D systems, and a microplater reader Sunrise TM Tecan).

The estimation of the expression of the L-selectin coding gene in peri-
pheral blood mononuclear cells (PBMC) was conducted using: total RNA
isolation, cDNA synthesis in reverse transcription PCR. The analysis of the
L-selectin expression was conducted using PCR method in real time with
hydrolyzing probes type TagMan (Roche Diagnostics).

Plasma parameters of oxidative stress were also measured. These inclu-
ded: Total Antioxidant Status (TAS) and the products of lipid peroxidation
in plasma (thiobarbituric acid-reacting substances (TBARS). The measure-
ments were conducted using spectrophotometric methods.

Statistical calculations were performed using Statistica 10.0 program
(StatSoft, USA). In all the tests p < 0.05 was taken as an indicator of stati-
stical significance. Shapiro-Wilka’s test was used to check the normality of
distribution in the whole studied population and in the studied groups of
patients. Due to the fact that the normality of distribution was not con-
firmed, non-parametric test were used in further statistical analysis. The
comparison of parameters between many studied groups was conducted
with methods of variance analysis — Kruskal-Wallis test and the multiple
comparisons method, post hoc, Dunn test. U Mann-Whitney test was used
to assess the significance of differences between two groups. The correla-
tions were assessed based on the critical values adopted by Spearman.

There were no significant differences in age, waist circumference and
BMI between the groups: C, OSA-1, OSA-2 and OSA-3. There were also
no other differences in the polysomnographic parameters except for those
allowing for severity classification.



The results of the study showed that levels of L, E, and P selectins incre-
ased with increases in the severity of sleep distrubances. The increase in the
L-selectin gene expression in the studied groups was confirmed.

The study also assessed the relationship between oxidative stress and
OAS severity. There was a decrease in total antioxidant status (TAS) and
the increase in the concentrations of lipid peroxidation products (TBARS)
as the degree of sleep disturbance increased.

The correlation between levels of E selectins, P selectins, L-selectins,
L-selectin gene expression, parameters of oxidative stress and anthropome-
tric, metabolic, polysomnographic data was performed. The inter correla-
tions of the key parameters (selectin levels, oxidative stress parameters and
L-selectin gene expression) was assessed.

Data analysis revealed large differences in the E-selectin, P-selectin,
TBARS and the L-selectin gene expression among members of the OSA-3
group. Due to this fact, OSA-3 group patients were divided into two sub-
groups, each of 14 patients. Group 3A comprised patients with an AHI
31-50 and 3B with an AHI above 51. The OSA-3B group had higher
concentrations of E-selectin, P-selectin in serum and TBARS in plasma
compared to OSA-3A group.

Thereafter, the obtained results and their interpretation was presented.
Other studies on the relationship between inflammatory markers and OSA
were reviewed. Special attention was paid to innovatory estimation of L-
selectin gene expression and detailed determination of the studied key pa-
rameter’s correlations.

An important methodological aspect of this study is the fact that clinical
features and anthropometric parameters were similar among patients with
differing degrees of OSA.

From these studies we found that patients with OSA have increased
concentrations of selectins and parameters of oxidative stress, which sug-
gest the influence of these substances in the disease pathobiochemistry. The
increase in the studied mediator mechanism disturbances is correlated with
the greater sleep-related breathing disturbances.

The conducted studies prove that moderate OSA is a turning point in
the increase of disturbances of the studied biochemical parameters. The
severity of lipid peroxidation — which is oxidative stress parameter- is ma-
inly conditioned by the OSA pathology and may be a predictive factor of
manifestation of the early stages of endothelial dysfunction. In mild OSA
the intensity of parameters of oxydative stress are modified by traditional
cardiovascular risk factors.

Further studies of selectin concentrations, L-selectin gene expression
and the markers of oxidative stress in patients with OSA are necessary and
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should include the effect of CPAP treatment. This would allow further
verification of the role of selectins and parameters of oxidative stress in the
pathogenesis of OSA.

Since significant differences in levels of selectins and parameters of oxi-
dative stress were found in the patients with severe OSA, we suggest that
the OSA classification be modified to create a separate group of patients
with the most severe degree of disturbances — a very severe OSA.
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