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Streszczenie

Wstep
Obturacyjny bezdech senny (OBS) jest przewlekia chorobg ukladu oddechowego

charakteryzujaca sie nawracajgcymi przerwami w oddychaniu podczas snu spowodowanymi
zapadaniem si¢ gérnych drog oddechowych. Szacuje sig, ze na OBS o umiarkowanym i cigzkim
nasileniu choruje okoto 23% kobiet 49% mezczyzn. Jednym z typowych nastgpstw bezdechow
i splycen oddychania jest nawracajgca przewlekla hipoksja, ktéra moze wplywac na zmiany w
transkrypcji genéw, jak réwniez powodowa¢ potranslancyjne modyfikacje bialek.

Glownym czynnikiem odpowiedzialnym za homeostazg metabolizmu tlenu jest czynnik
indukowany hipoksemig 1 (HIF-1), sktadajacy si¢ z dwdch podjednostek: a i . Podjednostka
HIF-1a jest tlenowrazliwa, w warunkach normoksji ulaga szybkiej degradacji, natomiast
stabilizuje sie podczas hipoksji. Dane dotyczace HIF-1la w OBS sa ograniczone i W znacznej
wiekszosci sg oparte na modelu zwierzgcym choroby. Sugeruja one, ze nawracajaca przewlekla

hipoksja moze powoduje wzrost stezenia HIF-1a.

Cel

Celem pracy byta ocena i analiza zaleznosci stgzenia biatka HIF-la w surowicy krwi
obwodowej oraz ekspresji HIF-1a na poziomie mRNA w populacji pacjentéw chorych na OBS
i w grupie os6b zdrowych z uwzglgdnieniem wpltywu jednorazowego leczenia aparatem CPAP
(ciagle dodatnie ci$nienie powietrza). Oceniona zostata réwniez warto$é predykeyjna stezenia

biatka HIF-1a w surowicy krwi obwodowej w diagnostyce OBS.

Materiaty i Metody

Do badania zostato wlaczonych 84 pacjentéw. Badanie zostalo podzielone na 2 czgsci:
przekrojows (n=84) i obserwacyjng (n=16). W czgsci przekrojowej, wszyscy pacjenci zostali
poddani polisomnografii (PSG) diagnostycznej 1 na podstawie zostali przydzieleni do jednej z
dwoch grup: grupa OBS (n=60) i grupa kontrolna (n=24). Probki krwi zostaly pobrane
pacjentom wieczorem (21:00-22:00) przed i rano (6:00-7:00) po badaniu PSG. 16 pacjentow,
ktorzy zostali zakwalifikowani do leczenia aparatem CPAP, wlaczono do czgéci obserwacyjnej
badania, w ktérej zostali poddani jednorazowej terapii CPAP pod kontrola PSG. Od pacjentéw
ponownie zostaly pobrane probki krwi tak jak w czesei przekrojowej. Stezenie biatka HIF-1a
w surowicy zostaly oznaczone przy uzyciu testOw immunoenzymatyczrnych ELISA. Natomiast,

ocene ekspresji mRNA HIF-1a wykonano za pomogg real-time PCR.



Wyniki

W badaniu przekrojowym mediana st¢zenia biatka HIF-la w surowicy krwi byla istotnie
wyzsza u pacjentéow z OBS w poréwnaniu grupy kontrolnej, zaréwno w wieczornym (1490,1
(IQR 396,8 — 1008,1) vs. 727 (IQR 329,0 - 968,9); p<0,001)), jak i porannym (1368,9 (IQR
1122,2 —2010,6) vs. 702,1 (IQR 1021,6 - 2095,7); p<0,001)) pobraniu krwi. Roéwnoczesnie nie
zaobserwowano réznicy pomiedzy wieczornym i porannym pobraniem. Nie wykazano réznic
w ekspresji mRNA HIF-1a pomigdzy grupa OBS 1 grupa kontrolng, zar6wno w wieczornym
(3,16 (IQR 0,38 — 5,28) vs. 2,00 (IQR 1,05 — 3,36); p=0,381)), jak i porannym pobraniu (2,21
(IQR 0,20 — 4,39) vs. B 2,78 (IQR 1,79 — 3,80); p=0,414). Nie zaobserwowano réwniez roznic
w wieczornej i porannej ekspresji mRNA HIF-1a.

Wieczome i poranne stezenie biatka HIF-1a korelowato z nasileniem choroby (odpowiednio
r=0,375, p<0,001 i r=0,362, p<0,001). Wykazano rowniez korelacje pomiedzy wieczornym i
porannym stezeniem biatka HIF-1a z liczbg desaturacji podczas snu (odpowiednio 1=0,384,
p<0,001 i r=0,433, p<0,001) i z minimalng saturacjg podczas badania PSG (odpowiednio r=-
0,297, p=0,006 i r=-0,250, p=0,022).

Pole pod krzywa dla porannego stgzenia biatka HIF-1a, jako markera OBS wyniosto 0,841
(95% CI 0,753-0,929; (p<0,001). Na podstawie indeksu Youdena wyznaczono poziom odcigcia
porannego stezenia biatka HIF-1a, ktére wyniosto 1055,6 pg/ml, o nastgpujacych wartosciach
diagnostycznych: czulos¢ 80%, swoistos¢ 83%, pozytywna warto$¢ predykcyjna 92% i
negatywna warto$¢ predykcyjna 63%.

W badaniu obserwacyjnym nie zaobserwowano réznicy pomiedzy wieczornym, a porannym
stezeniem biatka HIF-1a w surowicy krwi (986,6 (IQR 539,6 —2323,2) vs. 1151,8 (IQR 631,1
— 2129,1); p=0,352), ani mRNA HIF-1u (3,35 (IQR 2,66 — 5,25), vs. 4,20 (IQR 2,36 — 5,77);
p=0,733) po jednorazowym leczeniu aparatem CPAP.

Whioski

Istnieja réznice w stezeniu biatka HIF-1a w surowicy krwi obwodowej pomiedzy populacja
pacjentéw chorych na OBS, a grupg 0s6b zdrowych, ktérym nie towarzyszg roznice w ekspresji
HIF-1a na poziomie mRNA. Co wiecej, istnieje zaleznos¢ pomigdzy stgzeniem biatka HIF-1a
w surowicy krwi obwodowej, a nasileniem OBS w badanej grupie pacjentéw, w
przeciwienstwie do ekspresji HIF-1a na poziomie mRNA. Poranne stezenie biatka HIF-1a
moze by¢ potencjalnym markerem w diagnostyce OBS. Jednorazowe leczenie aparatem CPAP

nie ma wplywu na stezenie bialka HIF-1a w surowicy krwi obwodowej w populacji pacjentow

chorych na OBS, ani na ekspresj¢ HIF-1a na poziomie mRNA.



English Summary

Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) is a chronic condition that is characterised by recurrent pauses
in breathing during sleep, caused by collapse of upper airway. It is estimated that moderate and
severe OSA affects approximately 23% women and 49% men. One of typical complications of
OSA is recurrent intermittent hypoxia, which might cause modifications of gene transcription
as well as posttranslational protein modification. The main factor responsible for oxygen
metabolism homeostasis is hypoxia inducible factor 1 (HIF-1), comprised of 2 subunits: a i B.
Subunit HIF-1a is oxygen sensitive, and in normoxia, it is subject to degradation, while it
stabilizes in hypoxic environment. Data regarding HIF-la in OSA is limited and in vast
majority is based on animal model of the disorder. It suggests that recurrent intermittent

hypoxia, causes increase in HIF-1a protein.

Aim

The aim of the study was the investigation of HIF-1a serum protein level and mRNA HIF-1a
expression in OSA patients and healthy control group including assessment of the effect of one
night CPAP (continuous positive air pressure) therapy. Additionally, diagnostic value of HIF-

1o serum protein level in OSA diagnosis was assessed.

Materials and Methods
Eighty-four individuals were enrolled in the study. The study was divided into 2 parts: cross-

sectional (n=84) and observational (n=16). In cross-sectional part, all patients underwent
polysomnography (PSG) examination and based on the results were divided into two groups:
OSA group (n=60) and control group (n=24). Peripheral blood was collected in the evening
(9:00-10:00 pm) before and in the morning (6:00-7:00 am) after the PSG. Sixteen patients, who
qualified for CPAP therapy, were included in observational study, in which they underwent one
night CPAP treatment during PSG. Similarly, blood samples were collected as in cross-
sectional part of the study. HIF-la serum protein level was measured using ELISA

immunoenzyme testing, while HIF-1a mRNA expression was assessed by real-time PCR.



Results
In cross sectional part of the study a median of HIF-la serum protein concentration was

significantly higher in OSA patients compared to control group, both in the evening (1490,1
(IQR 396,8 — 1008,1) vs. 727 (IQR 329,0 - 968,9); p<0,001)), and in the morning (1368.,9 (IQR
11222 — 2010,6) vs. 702,1 (IQR 1021,6 - 2095,7); p<0,001)) blood samples. There was no
difference between evening and morning HIF-1a serum protein level. No differences were
observed in HIF-1a mRNA expression between OSA group and control group, both in the
evening (3,16 (IQR 0,38 — 5,28) vs. 2,00 (IQR 1,05 — 3,36); p=0,381)), and in the morning
(2,21 (IQR 0,20 — 4,39) vs. B2,78 (IQR 1,79 — 3,80); p=0,414) blood samples. There was no
difference between evening and morning HIF-1a mRNA expression.

Evening and morning HIF-1a serum protein level correlated with severity of the disorder
(respectively r=0,375, p<0,001 and r=0,362, p<0,001). Additionally, evening and morning HIF-
la serum protein level correlated with number of desaturation during sleep (respectively
r=0,384, p<0,001 and r=0,433, p<0,001) and with minimal saturation during PSG examination
(respectively r=-0,297, p=0,006 and r=-0,250, p=0,022).

Area under the curve for morming HIF-1a serum protein level, as a diagnostic factor for OSA
was 0,841 (95% CI 0,753-0,929; (p<0,001). Based on Youden index cut off point for morning
HIF-1a serum protein level was set at 1055,6 pg/ml, and had following predictive parameters:
sensitivity 80%, specificity 83%, positive predictive value 92% and negative predictive value
63%.

In observational part of the study, no differences were observed between evening and morning
HIF-1a serum protein level (986,6 (IQR 539,6 — 2323,2) vs. 1151,8 (IQR 631,1 — 2129,1);
p=0,352), and between evening and morning HIF-1a mRNA expression (3,35 (IQR 2,66 —
5,25), vs. 4,20 (IQR 2,36 — 5,77); p=0,733) following one night CPAP treatment.

Conclusions

Differences in HIF-1a serum protein level between OSA and control group were observed, but
were not present in HIF-1a mRNA expression. Furthermore, there was a positive correlation
between OSA severity and HIF-1a serum protein level, but not HIF-1la mRNA expression.
Moming HIF-1a serum protein level might be a potential diagnostic marker in OSA diagnosis.

One night CPAP treatment does not influence neither HIF-1a serum protein level, nor HIF-1a

mRNA expression.



