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1 Bevezetés

Az obstruktiv alvasi apnoe (OSA) egy gyakori betegség,
melyet alvas kdzben a felsd 1égutak részleges, vagy teljes
kollapszusa, ennek kovetkeztében Ilétrejové atmeneti
1égzéskimaradasok (apnoe) jellemeznek. Az apnoe-k
intermittdld hipoxidhoz ¢és szén-dioxid retencidhoz
vezetnek, valamint ébredést (arousal) provokalnak. OSA-
ban az apnoe és ébredés valtakozasa miatt a szervezetben
végbemend biologiai folyamatokban is megfigyelhetd
cirkadian ritmus  felborul, ami hosszabb tavon
fennmaradva fokozza a sziv- és érrendszeri, a
metabolikus és a kognitiv betegségek kialakulasanak és
progressziojanak  kockdzatat.  Ennek  hatterében
feltehetden részben a hipoxids ¢és reoxigenizacios
epizodok altal a sejtekben kivaltott oxidativ stressz,
részben a kozvetleniil, valamint kozvetett hatasok altal
beinditott gyulladasos kaszkad és citokin termelés allhat.
Ezek a reakciok lokalisan és szisztémdasan egyarant
megfigyelhetdek. Ebbdl kifolyolag a léghti és szisztémas
gyulladds pontos megértése  OSA-ban  Kritikus
jelentdséggel bir, hiszen ezek a tényezdk hozzajarulnak a
tarsbetegségek kialakulasahoz. Mindezek miatt a PhD
munkdm soran a léguti (kilégzett szén-monoxid) és a
szisztémds (keringd survivin ¢és mikrovezikulak)
gyulladas szerepét vizsgaltam.



2 Célkitiuzések

1. A kilégzett szén-monoxid (eCO) vizsgalata esti és
reggeli idépontokban a nem dohanyos OSA-s
betegek ¢s kronikus 1éguti betegségben nem
szenvedod kontroll populécio korében.

2. A plazma mikrovezikulak (MV) szintjének napi
valtozdsanak elemzése OSA-ban szenvedd
betegeknél és kontroll alanyoknal.

3. A plazma survivin szintjének vizsgalata OSA-S
betegek korében, kiegészitve annak ¢&jszakai
valtozasaival és a  kapott  eredmények
Osszehasonlitdsa a betegség stlyossagaval.

3 Modszerek

3.1 A vizsgalati protokollok

A kilégzett szén-monoxid szintjének mérését célzo
vizsgalatunkba 159 onkéntest vontunk be, akik OSA
alapos gyantjaval érkeztek a Semmelweis Egyetem
Pulmonoldgiai Klinikdjara, ¢€és korabban semmilyen
terapidban nem részesiiltek, kronikus léguti betegségiik
korabbrol ismert volt. Felvettik a résztvevok
anamnézisét ¢és dohdnyzédsi szokasait, kitoltotték az
Epworth almossagi skalat és a feliigyelt alvasvizsgalat
eldtt este és utdn masnap reggel megmértiik a kilégzett
szén-monoxid szintjiiket.

A mikrovezikuldk szintjében bekovetkezé valtozasok
vizsgélatdhoz 18 OSA-s és 9 egészséges egyént vontunk
be a vizsgdlatba. Az alvasi apnoe diagnozisat teljes
éjszakas,  feligyelt  poliszomnografiaval ~ (PSG)



allapitottuk meg, a résztvevok egyike sem hasznalt
pozitiv 1égiti nyomadst biztositd terapias késziiléket.
Minden résztvevotdl esetén 5 elore meghatarozott
idOpontban vénas vért vettiink, valamint elvégeztiik naluk
a felligyelt alvasvizsgalatot.

A survivin szintet 45 OSA-s és 31 kontroll betegben
mértiik. A résztvevoknél anamnézis felvételt, vérnyomas
mérést, valamint a feliigyelt alvasvizsgalat el6tt este és
utan reggel vénas vérvételt végeztiink a plazma survivin
szintjének meghatdrozasahoz. A diagnézis frissen kertilt
megallapitasra, az apnoe-hipopnoe index (AHI) alapjan
enyhe, kozepes és stlyos OSA csoportokat hoztunk Iétre,
¢s a betegeket a testtomeg index alapjan elhizott és nem
elhizott csoportra osztottuk.

3.2 Alvasvizsgalatok

A vizsgalatainkban résztvevok este 9 és reggel 6 ora
kozott feliigyelt alvasvizsgalaton estek at az alvas alatti
légzészavar pontos tipusdnak és  sulyossaganak
megallapitasa céljabol. A diagnozishoz a kilégzett szén-
monoxid szintjének vizsgalatanal kardiorespiratorikus
poligrafiat (Somnoscreen Plus Tele RC, Somnomedics
GMBH Németorszag) a mikrovezikuldk és a survivin
plazmaszintjének vizsgalata soran poliszomnografiat
(Somnoscreen Plus Tele PSG Somnomedics GmbH,
Németorszag) hasznaltunk, minden esetben a vonatkozo
iranyelveknek ~ megfeleléen. A kardiopulmonalis
eseményeket manualisan értékeltik az  Amerikai
Alvastarsasdg (AASM) iranyelve alapjan. A rogzitett
adatok alapjan az AHI-t, az oxigén deszaturacios indexet
(ODI), a légzészavar indexet (RDI), a teljes alvasi id6t
(TST), az alvasperiodust (SPT), a TST90% -ot, a
minimalis szaturaciot (minSat) és az aurosal indexet (Al)
hasznaltuk az OSA sulyossadganak megallapitasdhoz.



3.3 Kilégzett szén-monoxid mérése

A kilégzett szén-monoxidot egy kereskedelemben
kaphato eszkozzel (Pico Smokerlyzer, Bedfont Scientific
Ltd.,, Egyesilt Kirdlysag), a gyartdo eldirasaival
megegyezOen mértiik. A vizsgalatban résztvevd alanyok
mély  1élegzetvételt  kovetéen 15  masodpercig
visszatartottdk a  1élegzetiiket, majd  egyenletes
sebességgel a késziilékbe I¢legeztek. A miiszer
meghatarozta a kilégzett szén-monoxid szintet, valamint
megbecsiilte a vér karboxihemoglobin szadzalékos
aranyat. Az eredményeink kiértékeléséhez csak a
kilégzett szén-monoxid adatokat hasznaltuk fel.

3.4 A mikrovezikulak mérése

A vizsgalat soran vett vérmintdkat azok levételét
kovetden  azonnal  feldolgoztuk.  Centrifugéalassal
vérlemezke-mentes plazmat (PFP) hoztunk létre, amit
aliquotokra osztottuk és —80 ° C-on taroltuk. A mintakat
kiolvasztast kovetden foszfattal pufferolt sooldatban (1:
500) higitottuk és a kiillonbozé sejt eredeti MV-k
azonositasara fluorokrom-konjugalt ~ monoklonalis
antitestekkel festettiik, végiill FACSCalibur flow
citométer (BD  Biosciences, San Jose, USA)
alkalmazaséaval vizsgaltuk.

Az abszoluit MV-szam meghatarozasahoz PKH26
referencia mikrogyongyoket (Sigma—Az Aldrich Co., St.
Louis, USA) hasznaltunk. A hattér fluoreszcenciat az
izotipus-kontroll ~ antitesthez hasonlitottuk. Minden
antitest a BD Biosciences Pharmingen-t6l (San Jose, CA,
USA) szarmazott.



3.5 Plazma survivin mérések

A plazma survivin szinteket meghatarozasdhoz a
mintakat a vérvételt kovetden 2 oran beliil feldolgoztuk,
majd centrifugaltuk. A plazmat elvalasztottuk és -70 °C-
on taroltuk. A survivin mérésére kereskedelmileg
beszerezhetd ELISA kiteket (DSV00, R&D Systems,
Abingdon, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltunk. A plazma
survivin szintjét duplikdtumban mértiik, ezek atlagat
hasznaltuk.

3.6 Statisztikai elemzések

Vizsgalatainkban a statisztikai elemzéseket a GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, US)
programmal végeztiik.

A kilégzett szén-monoxid szint mérésekor az adatok
normalitasadt a Kolmogorov-Smirnov teszttel elemeztiik.
A klinikai jellemzoket az ANOVA ¢és a post-hoc
Bonferroni tesztekkel, mig a csoportokat a chi-négyzet és
Fisher tesztekkel hasonlitottuk Ossze. A kilégzett szén-
monoxid szintet Mann-Whitney és Wilcoxon (parositott,
nem parametrikus) tesztekkel hasonlitottuk Ossze, a
csoportok tekintetében a Kruskal-Wallis és Dunns post
hoc teszteket hasznaltuk. A kilégzett szén-monoxid ¢és a
klinikai valtozok kozotti kapcsolat felmérésére a
Spearman-tesztet alkalmaztuk.

A mikrovezikuldk szintjének vizsgdlatanal a csoporton
beliili valtozasokat ismételt méréses ANOVA-t kovetd
Bonferroni  post hoc  teszttel elemeztik. A
mikrovezikulak napi valtozasainak csoportok kozotti
Osszehasonlitasara kétiranyat ANOVA tesztet, az egyes
idépontokban kapott eredmények Osszehasonlitisahoz ez
kovetéen végzett Bonferroni post hoc tesztet
alkalmaztunk. A mikrovezikulak koncentraciéit az idd



fliggvényében fejeztiik ki, és minden egyes alanyra
kiszamitottuk a gorbe alatti teriileteket a koncentracio-idé
gorbe (AUC) vonatkozésaban. A napi variabilitas
mértéke/nagysaga ¢és az OSA sulyossaga kozotti
kapcsolat értékeléséhez az AUC értékeket korrelaltattuk
a PSG soran regisztralt klinikai valtozokkal.

A plazma survivin szint meghatarozasakor az adatok
normalitasat Kolmogorov-Smirnov teszttel értékeltiik. A
klinikai jellemzdket az OSA ¢és a kontrollcsoport kdzott t-
teszt, Mann-Whitney ¢és a chi-négyzet teszttel
hasonlitottuk 0Ossze. A plazma survivin szintjének
Osszehasonlitasat a két csoport kozott minden idépontban
Mann-Whitney teszttel végeztiik, a plazma survivin szint
esti  és reggeli valtozdsaithoz Wilcoxon tesztet
hasznaltunk. A survivin koncentricid és a klinikai,
vizsgaltuk. A Kruskal-Wallis  tesztet  kovetden
alkalmazott Dunn tesztet hasznaltuk a plazma survivin
szintek  Osszehasonlitaisdhoz az  OSA  sllyossag
figgvényében. Az elhizott és nem elhizott OSA-
csoportban a plazma survivin koncentracidit a nem
elhizott kontrollokéval Kruskal-Wallis-tesztet kovetd
Dunn-teszttel hasonlitottuk Ossze. A hipoxias és nem-
hipoxias OSA alcsoportokat Mann-Whitney teszttel
hasonlitottuk ossze.

4  Eredmények

4.1 A kilégzett szén-monoxid szintek Osszevetése a
nem dohanyos OSA és a kontroll csoport
résztvevoiben

Nem talaltunk kiilonbséget az eCO-szintekben a nem

dohanyos OSA ¢és a kontroll csoport résztvevoi kozott



sem este, sem reggel (1. abra). Ezzel 6sszhangban az
estétdl reggelig tortént valtozasok egyik csoportban sem
voltak szignifikansak.

1. abra. A kilégzett szén-monoxid szintek az OSA és
kontroll csoportokban.
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Az OSA csoport részvevoit sulyossag szerint enyhe (AHI
5-14,9/6ra), kozepes (AHI 15-29,9/6ra) és sulyos (AHI
> 30/6ra) csoportra osztva a kiilonbséges tendenciézusan
nagyobbak voltak este, emellett ekkor szignifikans
kiilonbséget taldltunk az enyhe és sulyos OSA csoport
kozott (2. abra).



2. abra. A kilégzett szén-monoxid szintek az OSA
sulyossaga szerint.
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Az abran az este mért kilégzett CO-szinteket az atlag +
SD értek szerint dbrazoltuk.

4.2 Az eCO-szintek osszehasonlitisa nem dohanyos,
ex-dohanyos és aktiv dohianyos OSA-s
betegekben

A nem dohidnyos OSA-s betegekhez hasonlitva

szignifikansan magasabbnak taldltuk az este mért eCO

szintet az ex-dohanyosokban és az aktiv dohanyosokban

(3. abra).



3. abra. A kilégzett szén-monoxid szintek a nem
dohanyos, ex-dohédnyos ¢és aktiv dohanyos OSA-s
résztvevokben.
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Az abran az esti kilégzett CO-szint atlag + SD értékét
jelenitettiik meg.

4.3 A kronikus léguti betegségben szenvedd, illetve
nem szenvedd OSA-s betegek eredményeinek
osszehasonlitasa

Az asztmas ¢és OSA-s betegek esti eCO-szintje

tendencidjaban magasabb volt a nem dohdnyos OSA-s

betegekhez képest. A COPD-ben szenvedd OSA-S
betegek eCO-szintje mind este, mind reggel magasabb

volt a nem dohanyos OSA-s csoporthoz viszonyitva (4.

abra).



4. abra. A kilégzett szén-monoxid szint kapcsolata a
kronikus 1éguti betegséggel.

p<0,01
40~ f J

w
e

Kilégzett CO (ppm)
N
o

10+ —
O | e ] —
] 2 2
\o \o e
K ) 906 60%
o s &
& ¥ S
S
e@

Az abran az esti kilégzett CO-szintek atlag £ SD értékét
jelenitettiik meg.

4.4 A keringé mikrovezikulak diurnalis valtozasai a
kiilonb6z6 csoportokban

A CD41+ és az Annexin V+ MV értékek szignifikans
valtozast mutattak OSA-ban (mindkét esetben p <0,01) a
kontroll csoporthoz képest (p = 0,65 és p = 0,47). Az
OSA-s betegekben a tobbi mérési iddponthoz viszonyitva
mind a CD41+, mind az Annexin V+ MV szint 17: 00-
kor volt szignifikansan (p <0,05) magasabb (5. abra).



5. abra. A CD41+ (A) és az Annexin V+ (B)
mikrovezikuldk diurnalis valtozasa OSA-s betegekben,
illetve egészséges egyéneknél.

g

400
-o- OSA

-+ Kontroll

-#- OSA
- Kontroll

g

CD41a+ MV (1/nL)
g

Annexin V+ MV (1/nL)
N
>
S

=]
>

T T T T T r T T T T
11:00 17:00  21:00 01:30  06:00 11:00 17:00 21:00 01:30  06:00

*: p <0,05 vs. kontroll. Az 4bran az adatokat atlag +
SEM-ben jelenitettiik meg.

45 A CPAP  Kkezelés hatasa a  keringd
mikrovezikulakra
Két honapos CPAP kezelést kovetden a CD41+ ¢és az
Annexin V+ MV-k diurnalis valtozasa mérsékl6dott a 2
honapos CPAP-kezelést kovetden. A kezeletlen OSA-S
betegekben 17 orakor megfigyelt mikrovezikula cstcs
szignifikdnsan cs6kkent 2 hodnapos CPAP-terapia
hatasara (CD41+ és az Annexin V+ MV-k esetén
egyarant p <0,05, 6. abra).



6. abra. A CPAP kezelés hatasa a CD41+ (A) és az
Annexin V+ (B) mikrovezikuladk diurnalis valtozasara
OSA-ban szenved6 betegekben.
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* p <0,05 CPAP el6tt vs. CPAP utan. Az é4bran az
adatokat atlag £ SEM-ben jelenitettiik meg.

46 A plazma survivin szintek csoportok kozotti
osszehasonlitasa és Kkorrelacioja a klinikai
valtozokkal

Az OSA-s csoportban alacsonyabb plazma survivin

szintet talaltunk mind este (p <0,01), mind reggel (p =

0,02) a kontroll csoporthoz hasonlitva. Az OSA-s

betegekben estétdl reggelig nem kovetkezett be valtozas

a plazma survivin koncentracioban (p = 0,79), szemben a

kontrollokban reggel tapasztalt csokkent szintekkel. (p
<0,01, 7. abra).



7. abra. A plazma survivin szintje este és reggel OSA-ban
¢s a kontroll csoportban.
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A plazma survivin koncentracidja szignifikansan
alacsonyabb volt az OSA-ban este (* p <0,05) és reggel
(* p <0,05). A plazma survivin szintje estétol reggelig
szignifikdnsan csokkent a kontroll csoportban (* p
<0,05), mikézben OSA fennalldsa esetén nem valtozott
(p=0,79).

4.7 A plazma survivin szintje az OSA silyossaga
fiiggvényében

Szignifikdns kiilonbséget taldltunk a sulyos OSA

alcsoport és a kontroll csoport survivin koncentracid

kozott. (p <0,05 mindkét idépontban, 8.abra).



8. abra. A plazma survivin szintje ¢és az OSA
sulyossaganak kapcsolata.
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Szignifikéans kiilonbség volt a plazma survivin szintjeiben
a vizsgalatban résztvevok négy alcsoportja kozott este (p
= 0,01, A panel) és reggel (p = 0,04, B panel), illetve
szignifikans kiilonbség mutathatd ki a sulyos OSA-s
betegek ¢és a kontroll csoportok kézott (* mind p <0,05).



4.8 Az elhizas hatasa

A kontroll csoporthoz viszonyitva mind a nem elhizott,
mind az elhizott OSA-s betegek plazma survivin szintje
alacsonyabb volt (mindketté p <0,05), mig nem volt
kiilonbség az elhizott és nem elhizott OSA-s betegek
tekintetében (p> 0,05, 9. abra).

9. 4dbra. A plazma survivin szintje az elhizott és nem
elhizott OSA-s, valamint a és a kontroll csoportban.
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Szignifikdnsan magasabb volt a plazma survivin
koncentraci6 a nem elhizott kontroll  csoport
résztvevéiben a nem elhizott és az elhizott OSA-s
betegekhez képest (* mindkettd p <0,05), mikdzben nem
mutathatd ki kiilonbség a két OSA-s (nem elhizott vs.
elhizott) betegcsoport kozott (p> 0,05).



5 Kovetkeztetések

5.1 Kilégzett szén-monoxid szintek obstruktiv alvasi
apnoeban

e A Kkilégzett szén-monoxid sulyos OSA-ban
szenvedo betegekben megemelkedik

e A potencidlis napszaki valtozdsok miatt a
kilégzett szénmonoxid mérések iddpontjat
standardizalni kell.

5.2 A plazma mikrovezikuldk szintjének napszaki
valtozasa és az obstruktiv alvasi apnoe
stulyossaga kozotti osszefiiggés

e Jelentés napi ingadozast tapasztalhatd a
vérlemezke eredetli és az Annexin V+ MV-k
esetében, 17 orai csuccsal.

e A diurnalis ingadozas mértéke Osszefligg az OSA
sulyossagaval ¢és CPAP kezelés hatasara
mérséklddik.

e A potencidlis napszaki valtozdsok miatt a
mikrovezikula mérések idépontjat standardizalni
kell

53 A plazma survivin szintje obstruktiv alvasi
apnoeban

e Obstruktiv alvasi apnoeban csokken a plazma
survivin  szintje, ami Osszefliggést mutat a
betegség sulyossagaval.

e A plazma survivin csokkenését magas CRP érték
kiséri, ami egyiittesen a gyulladas fokozodasara
utal.
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