Vermehrte Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen
aus neutrophilen Granulozyten bei obstruktiver
Schlaf-Apnoe : EinfluB einer CPAP-Therapie

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Humanmedizin

der Justus-Liebig-Universitat GieBen

vorgelegt von Siamak Mahmoudi
aus Shiraz (lran)

GieBBen 2009



Aus dem Zentrum fir Innere Medizin, Medizinische Klinik Il
des Universitatsklinikums GieBen / Marburg, Standort GieBBen

(Direktor : Prof. Dr. W. Seeger)

Gutachter :

Prof. Dr. Richard Schulz

PD Dr.Matthias Heckmann

Tag der Disputation : 09.12.2009



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung Seite
1.1. Obstruktive Schlaf-Apnoe 1-4
1.2. Sauerstoffradikale 4-5
1.3. Fragestellung 5-6

2. Patienten und Methode

2.1. Patienten 7

2.2. Polysomnographie 7-12
2.3. CPAP-Therapie 12
2.4. Messung des oxidativen Burst von neutrophilen Granulozyten 13-15
2.5. Statistik 15

3. Ergebnisse

3.1. Patientencharakteristika 16-17

3.2. Freisetzung von Sauerstoffradikalen vor CPAP-Therapie 17-18

3.3. Freisetzung von Sauerstoffradikalen nach CPAP-Therapie 19-20



4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

4.2. Einflussfaktoren der Messergebnisse

4.3. Mogliche Quellen des oxidativen Stress bei OSA

4.4. Oxidativer Stress in der Pathogenese der

OSA-assoziierten Herz-Kreislauferkrankungen

4.5. Klinische Bedeutung der Ergebnisse

5. Zusammenfassung

6. Englische Zusammenfassung

7. Literatur

8. Ehrenwortliche Erklirung

9. Danksagung

10. Originalpublikation

Seite

21

21-22

23

24-25

25

26

27

28-34

35

36

37



1. Einleitung

1.1. Obstruktive Schlaf-Apnoe

Bei der obstruktiven Schlaf-Apnoe (OSA) handelt es sich um eine schlafbezogene
Atmungsstorung mit hidufiger als fiinfmal pro Stunde auftretenden Atempausen von
mehr als zehn Sekunden Dauer bei gleichzeitig fortdauernder Aktivierung der
Inspirationsmuskulatur (Duchna, 2006). Bei der Apnoe ist der Atemfluf3 definitions-
gemill komplett unterbrochen, bei der Hypopnoe ist er um mindestens 50% im
Vergleich zur Normalamplitude der Atmung reduziert. Zur Beurteilung der Schwere
des Krankheits-bildes wird der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) angegeben, d.h. die
Anzahl der Apnoen und Hypopnoen pro Stunde Schlaf. Ein AHI < 5/h gilt als nicht
pathologisch, wihrend ein AHI von 5-15/h als leichtgradige OSA, ein AHI von 15-
30/h als mittelgradige OSA und ein AHI > 30/h als schwere OSA bezeichnet werden

konnen.

Ursache der OSA ist der repetitive Kollaps der oberen Atemwege, meistens auf dem
Niveau des Oropharynx. Der wesentliche priadisponierende Faktor ist die Adipositas,
die iiber eine Einlagerung iiberschiissigen Fettgewebes eine Einengung des Pharynx
bewirkt. Andere anatomische Faktoren konnen ebenfalls eine Rolle spielen (Retro-
gnathie, Makroglossie z.B. bei Akromegalie und Hypothyreose, vergro3erte Tonsillen
bei Kindern und Jugendlichen). Weitere &tiologische Faktoren sind ménnliches
Geschlecht, zunehmendes Alter, bei Frauen die Postmenopause sowie Alkoholgenuf3

und Gebrauch von Sedativa (White, 2005).

Apnoen und Hypopnoen fiihren zu einer verminderten alveoldren Ventilation mit
konsekutivem Abfall des Sauerstoffpartialdruckes und Anstieg des Kohlendioxid-
partialdruckes. Dies bewirkt eine Sympathikusaktivierung mit Anstieg von Herzfre-
quenz und Blutdruck im groBen und kleinen Kreislauf. Weiterhin finden sich durch

die vermehrten Atemanstrengungen Negativierungen des intrathorakalen Druckes.



In der Summe 16sen die genannten Verdnderungen dann eine zentralnervose Aktivie-
rung (sogen. Arousal) aus, die meistens von den Patienten nicht bewuft wahrge-
nommen wird. Das Arousal bewirkt eine Tonuszunahme der oropharyngealen
Muskulatur und dadurch eine Beseitigung der Obstruktion. Bei Wiedereroffnung des
zuvor kollabierten Pharynx tritt Schnarchen auf und es folgt eine Hyperventilation
von etwa drei bis sechs Atemziigen. Durch die Weckreaktionen resultiert eine
Schlaffragmentierung mit Suppression der Tiefschlafphasen NREM 3 und 4 sowie
Verringerung des REM-Schlafes.

Die Haufigkeit der OSA in der erwachsenen, im erwerbsfihigen Alter stehenden
Bevolkerung wird mit 2% der Frauen und 4% der Minner angegeben. Minner sind
also insgesamt hiufiger als Frauen von der Erkrankung betroffen, nach der
Menopause gleichen sich die Privalenzen bei beiden Geschlechtern aber weitgehend

an. Der Erkrankungsgipfel liegt in der 5. bis 6. Lebensdekade (Young, 2002).

Die Leitsymptome des OSAS sind lautes und unregelméBiges Schnarchen, néchtliche
Atemstillstinde und gesteigerte Tagesmiidigkeit. Weitere mogliche Symptome sind
Nykturie, morgendliche Kopfschmerzen, neurokognitive Dysfunktion und depressive
Verstimmung. Die exzessive Tagesmiidigkeit kann eine erhohte Unfallgefahr
bewirken. SchlieBlich leiden OSA-Patienten iiberdurchschnittlich hiufig an kardio-
und zerebrovaskuldren Folgeerkrankungen, die wesentlich fiir die erhohte Mortalitit
von unbehandelten Patienten mit hohergradiger OSA (AHI > 30/h) verantwortlich
sind (Schulz, 2006). Da in der vorliegenden Arbeit hierauf der Fokus liegt, sollen

diese Komplikationen der OSA im folgenden detaillierter besprochen werden.

Im Schlaf kommt es wie bereits erwihnt bei der OSA zur Entwicklung von Apnoe-
synchronen Blutdruckspitzen, soda im 24-h-Langzeit-EKG ein Ausbleiben der
physiologischen Blutdruckabsenkung beobachtet werden kann (sogen. non-dipping).
Am Tage persistieren bei 40 bis 60% der betroffenen Patienten erhohte Blutdruck-
Werte.



Epidemiologische Studien ergaben, da3 die Odds Ratios fiir die Entwicklung einer
systemarteriellen Hypertonie mit zunehmendem AHI ansteigen (Peppard, 2000).
Aufgrund der vorliegenden Daten ist die OSA mittlerweile als eine der héufigsten
Ursachen der sekundidren arteriellen Hypertonie in Leitlinien zur Hypertonie

anerkannt (Chobanian, 2003).

Auch im kleinen Kreislauf kommt es bei der OSA im Schlaf zu repetitiven
Druckanstiegen. Bei circa einem Viertel der OSA-Patienten ist auch am Tage eine
pulmonalarterielle Hypertonie nachzuweisen. Hervorgehoben werden muf3, daf3 die
pulmonale Hypertonie bei der OSA in der Regel aber nur gering ausgeprigt ist und
folglich nur wenige dieser Patienten an einem klinisch manifesten Cor pulmonale

leiden (Schulz, 2005).

OSA-Patienten weisen eine akzelerierte Atherosklerose auf, wie Messungen der
Intima-Media-Dicke an der A. carotis communis gezeigt haben. Dieser sonographisch
bestimmbare Surrogat-Marker der Atherosklerose ist bei OSA-Patienten im Vergleich
zu Kontrollpatienten ohne OSA erhoht (Schulz, 2005). Die Folgekrankheiten der
Atherosklerose - koronare Herzerkrankung (KHK) inklusive Myokardinfarkt und
zerebrovaskulidre Erkrankungen einschlieBlich Hirninfarkt - sind bei der OSA folglich
hiufig anzutreffen. Die Priavalenzrate der KHK bei der OSA betrigt 20-30%, einen
zuriick-liegenden Schlaganfall findet man bei 5-10% der OSA-Patienten.
Epidemiologische Studien sprechen - wie bei der arteriellen Hypertonie - fiir einen
kausalen Zusammenhang zwischen OSA und KHK beziehungsweise Schlaganfall
(Shahar, 2001; Arzt 2005). Myokardiale Ischdmien konnen bei der OSA nicht nur
durch die Begiinstigung atherosklerotischer Gefia3verdnderungen entstehen, sondern
auch durch die nédchtliche Hypoxie infolge Verminderung des myokardialen
Sauerstoffangebots. Auch die Entstehung von Schlaganfillen im Rahmen der OSA
mull muktifaktoriell verstanden werden. So konnen Schlaganfille auch durch die
OSA-assoziierte arterielle Hypertonie oder Herzrhythmusstérungen wie Vorhof-

flimmern ausgelost werden.



OSA-Patienten leiden in 5-10% der Fille an einer Linksherzinsuffizienz. Mogliche
Bindeglieder zwischen OSA und Linksherzinsuffizienz sind die arterielle Hypertonie
und die KHK. Zu beriicksichtigen sind in diesem Zusammenhang auch die negativ
inotropen Effekte der zum Teil erheblichen intrathorakalen Druckschwankungen im

Rahmen der nédchtlichen Apnoen.

Die Diagnose der OSA wird im Schlaflabor mit einer polysomnographischen
Untersuchung gesichert. Goldstandard der Therapie ist die sogen. CPAP-Therapie
(continuous positive airway pressure), eine nicht-invasive Maskenbeatmung mit
konstantem positiven Druck. Einzelheiten zur Polysomnographie und zur CPAP-

Therapie konnen dem Methodik-Teil dieser Arbeit entnommen werden.

1.2. Sauerstoffradikale

Freie Radikale sind Atome oder Molekiile, die ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen aufweisen und infolgedessen ein ausgeprigte chemische Reaktivitit
besitzen (Droge, 2002). In Abhéngigkeit ihres zentralen Atoms erfahren freie
Radikale (RONS) per definitionem eine Zuordnung in reaktive Sauerstoff - (reactive
oxygen species, ROS) oder Stickstoffverbindungen (reactive nitrogen species, RNS).
0,-Radikale konnen iiber verschiedene Enzyme generiert werden. Hierzu zédhlen im
wesentlichen Enzyme der mitochondrialen Atmungskette, die Xanthinoxidase und
NADPH-Oxidasen. NADPH-Oxidasen sind die wichtigste Quelle der ROS-Bildung
im vaskuldren System. Sie finden sich in zirkulierenden Zellen (neutrophile
Granulozyten) und in residenten Zellen der GefdBwand (Endothelzellen, glatte
Muskelzellen). NADPH-Oxidasen katalysieren die folgende chemische Reaktion, die

die Bildung des Superoxidanionradikals bewirkt :

NAD(P)H + 2 O,— NAD(P)" + H" +2 Oy



Im Organismus herrscht unter physiologischen Bedingungen ein Gleichgewicht
zwischen Radikalenbildung und - abbau. Findet jedoch eine vermehrte Freisetzung
von Sauerstoffradikalen statt und / oder weisen die korpereigenen Schutzsysteme wie
antioxidative Vitamine (Vitamin A, C und E) und Enzyme (Superoxiddismutase,
Glutathion-Peroxidase, Himoxygenase etc.) Defizite auf, treten durch die Radikalen
Schidigungen auf (= oxidativer StreB3), was u.a. auch ursédchlich fiir die Entstehung

kardiovaskulédrer Erkrankungen gesehen wird (Halliwell, 1993).

Freie O,-Radikale oxidieren LDL-Cholesterin, wodurch der Atherosklerose-Prozess
begiinstigt wird (Rice-Evans, 1993). Weiterhin reagieren sie mit dem vom Endothel
produzierten Vasodilatator Stickstoffmonoxid (NO) unter der Bildung von
Peroxynitrit (Darley-Usmar, 1995). Dadurch wird die Bioverfiigbarkeit von NO
reduziert und es resultiert eine Einschrinkung der endothel-abhingigen Vasodilatation
(sogen. endotheliale Dysfunktion). Auch hieriiber kann die Atherosklerose begiinstigt
werden, es konnen aber auch eine arterielle Hypertonie und / oder eine Herzin-
suffizienz entstehen. Weitere bedeutsame vaskulidre Effekte freier O,-Radikale sind
die gesteigerte Expression von endothelialen Adhisionsmolekiilen (Fraticelli. 1996),
eine Forderung der Thrombozytenaktivierung und - aggregation (Iuliano, 1997) und
die Bildung der vasokonstriktiv wirkenden Isoprostane (Patrono, 1997). SchlieBlich
werden pro-inflammatorisch wirkende und Hypoxie-abhingige Transkriptions-

faktoren unter dem Einfluf} freier O,-Radikale aktiviert (NFKB, HIF1-alpha).

1.3. Fragestellung

Wie bereits erwihnt leiden OSA-Patienten hiufig an kardiovaskuldren Erkrankungen.
Die hierfiir verantwortlichen pathophysiologischen Mechanismen sind jedoch noch
unzureichend aufgeklidrt. Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dal
unbehandelte OSA-Patienten unter einem erhohten oxidativen Stress leiden, der - wie
im vorangehenden Abschnitt dargestellt - wesentlich an der Entstehung kardiovasku-

larer Erkrankungen beteiligt ist.



So ist es vorstellbar, da} die mit der OSA assoziierte zyklische nichtliche Hypoxie
verschiedene Zellen des vaskuldren Systems dieser Patienten zur Produktion von
Sauerstoffradikalen stimuliert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden als eine
mogliche Population von Zielzellen neutrophile Granulozyten untersucht. Neutrophile
Granulozyten konnen durch eine Aktivierung ihrer NADPH-Oxidase freie
Sauerstoffradikale freisetzen (sogen. oxidative Burst). Dieser Vorgang spielt z.B. eine
Rolle bei der Abwehr bakterieller Erreger, aber auch beim myokardialen Ischdmie-
Reperfusions-Schaden, der in gewisser Weise in Analogie zur nidchtlichen Hypoxie /
Reoxygenation im Rahmen der OSA gesehen werden kann (Korthuis, 1993; Valen,
1993). Die Fragestellung dieser Arbeit war somit, ob der oxidative Burst neutrophiler
Granulozyten bei unbehandelten OSA-Patienten im Vergleich zu Patienten ohne
schlafbezogene Atmungsstorung gesteigert ist. Weiterhin sollte untersucht werden, ob
die postulierten Veridnderungen unter einer addquaten CPAP-Therapie im kurz-und

langfristigen Verlauf reversibel sind.



2. Patienten und Methodik

2.1. Patienten

Eingeschlossen wurden 18 Patienten mit polysomnographisch gesicherter Diagnose
einer OSA. Das Spektrum an Begleiterkrankungen, die Medikation sowie ein evtl.
bestehender Nikotinkonsum wurden anamnestisch erfat. Wihrend des Aufenthalts
im Schlaflabor wurde der Blutdruck in Ruhe um 6.00 h, 12.00 h, 16.00 h und 20.00 h
in liegender Position gemessen. Eine arterielle Hypertonie wurde diagnostiziert, falls
dabei der Blutdruck mindestens zweimal Werte von 140/80 mm Hg {iiberstieg oder
falls bereits ein medikamentds behandelter Hypertonus bestand. Bei jedem Patienten
wurden daruber hinaus die Niichtern-Serumkonzentrationen fiir Kreatinin, Cholesterin
und Glukose bestimmt. Weiterhin wurden zwei Kontrollgruppen ohne schlafbezogene
Atmungsstorung untersucht. Die erste Kontrollgruppe setzte sich aus 10 Patienten mit
einem Bronchialkarzinom zusammen, die beziiglich ihrer Komorbidititen mit den
OSA-Patienten gematcht waren. Die zweite Kontrollgruppe bestand aus 10 jungen,

gesunden nichtrauchenden Normalpersonen.

2.2. Polysomnographie

Uber insgesamt drei Nichte erfolgte im Schlaflabor der Medizinischen Klinik II eine
Polysomnographie. Unter Polysomnographie versteht man die kontinuierliche
Ableitung von Biosignalen im Schlaf, in der Regel unter Uberwachungsbedingungen.
Als MefBeinheit diente das Computersystem SIDAS GS der Firma IfM GmbH,
Wettenberg. Ableitung und Auswertung der polysomnographischen Parameter
erfolgten standardisiert nach den Richtlinien der Deutschen Gesellschaft fiir
Schlafforschung und Schlafmedizin (DGSM). Wihrend der ersten Nacht wurde eine
diagnostische Polysomnographie durchgefiihrt, in den darauffolgenden beiden

Néchten wurde eine CPAP-Therapie eingeleitet (siehe weiter unten).



Zur Verringerung des Hautwiderstandes an den Stellen, an denen die EOG-, EMG-
und EEG-Sensoren angelegt werden, bedarf es einer Vorbehandlung der Haut.
Zunichst wird die Haut mit Alkohol gereinigt. Um die Dicke der Hornschicht zu
reduzieren, wird mit einem Wattetupfer eine EEG-Paste aufgetragen und verrieben,
die anschlieBend mit Alkohol wieder entfernt wird. Es ist dabei zu beachten, dal} die
tiefen, kapillarisierten Hautschichten nicht verletzt werden. Die von uns verwendete
EEG-Paste enthilt Tylose C30 1,5 g, Propylenglykol 5,0 g, Sorbinsdure 0,1 g,
Kaliumsorbat 0,1 g, Kaliumhydrogentartrat 1,0 g, Natriumchlorid 12,0 g, Bimsstein
25,0 g und Aqua purificata ad 100,0 g. Auf die so priparierte Haut konnen die
Einmalelektroden aufgeklebt werden. Bei allen Elektroden muf3 auf einen moglichst
geringen Haut-Elektroden-Ubergangswiderstand (< 10 kOhm) geachtet werden. Sollte
nach Anlegen bei einzelnen Elektroden eine Impedanz > 10 kOhm gemessen werden,
miissen diese Elektroden neu geklebt werden. Bei der Impedanzpriifung ist immer die

Indifferenzelektrode (Neutral) gegen die abzuleitende Elektrode zu messen.

Bei der Langzeitregistrierung des Schlafes werden verschiedene Kanéle abgeleitet, die
im folgenden ndher besprochen werden sollen. Zur Ableitung des Elektrookulo-
gramms (EOG) wird jeweils eine Elektrode seitlich neben dem linken und rechten
Auge befestigt (ein Zentimeter oberhalb des linken lateralen Augenrandes sowie ein
Zentimeter unterhalb des rechten lateralen Augenrandes). Auf dem erstem Kanal wird
das Potential der Elektrode EOG1 und auf dem zweiten Kanal wird dasjenige der
Elektrode EOG2 registriert. Als Referenz dient eine neutrale Elektode am Mastoid.
Registriert werden Spannungen, die durch Bewegungen des Auges als elektrischem
Dipol in diesen Elektroden induziert werden. Dadurch werden die typischen schnellen
Augenbewegungen des REM-Schlafes sowie das langsame Augenrollen des Stadiums
NREMI erkannt. Das Elektromyogramm (EMG) dient der Erfassung der Verdnde-
rung des Muskeltonus. Dies hat z.B. bei der Erkennung der Muskelatonie des REM-
Schlafes und von periodischen Beinbewegungen eine Bedeutung. Eine bipolare
Ableitung der Region iiber dem M. submentalis wird standardisiert verwendet
(EMG1). Die beiden EMG2-Elektroden werden auf dem M. tibialis anterior links und

rechts plaziert.



Durch das Elektroencephalogramm (EEG) wird der Grad der zentralnervisen
Aktiviertheit erfallit. Die EEG-Elektroden werden nach dem internationalen 10-20
System an den Positionen C3/A2 und C4/A1 positioniert. Die Elektrode C3 wird nach
20% der Strecke zwischen Cz und linkem Mastoid befestigt und auf die Elektrode M2
(auf dem linken Mastoid) bezogen. Die Elektrode C4 wird entsprechend nach 20% der
Strecke zwischen Cz und rechtem Mastoid positioniert und auf die Elektrode M1 (auf
dem rechten Mastoid) bezogen. Das EEG wird zusammen mit dem EOG und EMG

fiir die Bewertung der Schlafstadien benétigt.

Der kardiovaskulidre Aspekt des Schlafes wird routineméBig ausschlieBlich mit Hilfe
des Elektrokardiogramms (EKG) erfat. Wegen der hoheren Potentialdifferenzierung
im mV-Bereich ist vor dem Aufkleben der EKG-Elektroden keine Hautvorbereitung
notwendig. Die negative Elektrode wird im zweiten rechten Interkostalraum para-
sternal, die positive Elektrode an der Herzspitze positioniert. Diese Elektrodenanord-
nung ist an die Brustwandableitung Nehb A angelehnt und kann mit der

Extremitidtenableitung II nach Einthoven verglichen werden.

Die thorakoabdominellen Atembewegungen werden induktionsplethysmographisch
gemessen. Hierzu werden zwei Giirtel, einer in Hohe der Mamillen, der andere in
Hohe des Bauchnabels so befestigt, daf} sie nur leicht vorgedehnt sind. Der Atemfluf3
kann mit thermosensitiven Sensoren an Mund und Nase gemessen werden. Diese
Sensoren messen die Temperaturunterschiede zwischen dem kilteren inspiratorischen
und dem wérmeren exspiratorischen Luftstrom. Eine noch sensitivere Methode zur
Atemflussmessung ist die Staudruckmessung mittels einer Nasenkaniile. Diese wurde
zum Zeitpunkt der Studie in unserem Schlaflabor jedoch noch nicht eingesetzt. Mit
Hilfe der Pulsoximetrie werden die arterielle Sauerstoffsittigung (SaO,) und die
Pulsfrequenz gemessen. Der Sensor wird am Finger appliziert, wobei die Leuchtdiode
auf dem Nagelbett, die Photodiode gegeniiber auf der Fingerbeere mit Klebestreifen
befestigt werden. Die Aufzeichnung von Schnarchgerduschen erfolgt qualitativ mit

Hilfe eines in der Fossa jugularis befestigten Mikrophons.



Die Schlafpolyyraphie

5 Videolberwachung
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Abbildung 1

Schema der im Rahmen der Polysomnographie abgeleiteten Parameter.
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Die Kabel aller oben genannten Elektroden und MeBgerite werden in den dafiir
vorgesehenen Anschliissen einer Box verankert, die der Patient um den Hals trdgt. In
dieser Box befindet sich auch ein Lagesensor zur Registrierung der Korperposition.
Weiterhin dient die Patientenanschlulbox der Vorverstirkung und Weiterleitung der

gemessenen Biosignale.

Zur Uberwachung der Patienten im Dunkeln wird eine Infrarotkamera eingesetzt.
Weiterhin sind die Rdume mit einer Gegensprechanlage ausgestattet, durch die sich
sowohl der Patient als auch das iiberwachende Personal verstindlich machen kénnen.
Eine speziell geschulte Nachtwache mufl wihrend der gesamten Zeit der
Polysomnographie anwesend sein, um auf Alarme reagieren zu konnen, um
dekonnektierte Sensoren in ihrem Sitz zu korrigieren und um den Patienten bei der

Einleitung einer nicht-invasiven Beatmung zu betreuen.

Um Artefakte zu erkennen und eine einwandfreie Aufzeichnung zu gewihrleisten, ist
ein sogen. Biosignaltest zu Beginn der Registrierung im Wachzustand erforderlich.
Die EEG-Kanile werden mit folgendem Kommando getestet : entspannt liegen, die
Augen schlieBen (1-2 Minuten) : Nachweis von Alphawellen. Augen Offnen :
Verschwinden der Alphawellen. Dies ist hilfreich zur Definition von Wachzeiten
wihrend der Nacht sowie zur Erkennung von Arousals. Beim EOG-Test werden
schnelle horizontale und vertikale Augenbewegungen ausgefiihrt. Er dient der
Bewertung der schnellen Augenbewegungen im REM-Schlaf. Der EMG-1-Kanal wird
durch mehrmaliges auf die Zihne Beien tiberpriift, der EMG2-Kanal durch Anziehen
der Fiie in Richtung Kopf. Die respiratorischen Kanile werden ebenfalls durch
verschiedene Kommandos getestet (normal Atmen, Hyperventilieren, Luftanhalten
ohne Atmungsaktivitit und mit Atmungsaktivitit). Zum Schluf} sollte der Patient laute
und leise Schnarchgerdusche simulieren. Es werden dabei verschiedene Auspri-

gungen obstruktiven Schnarchens dargestellt.
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Die Auswertung der Polysomnographie wurde visuell nach international festgelegten
Kriterien vorgenommen. Nichtliche Atmungsstorungen wurden aufgrund den
Vorschldgen einer Task Force der American Sleep Disorders Association klassifiziert
(ASDA, 1999). An respiratorischen Parametern wurden der AHI sowie die mittlere
Sa0; in %, die minimale SaO, in % und die SaO, unter 90% in % der gesamten
Schlafzeit bestimmt. Die Schlafstadien-Beurteilung erfolgte in 30 sec. Epochen nach
den von Rechtschaffen & Kales vorgeschlagenen Kriterien (Rechtschaffen & Kales,
1968). Die Arousal-Definition richtete sich nach den ASDA-KTriterien, d.h. es wurde
eine EEG-Aktivierung aus dem Schlaf heraus von mindestens 3 sec. Dauer gefordert
(ASDA, 1992). Die einzelnen Schlafstadien wurden in ihrer prozentualen Verteilung
erfalt (normal : 50-60% NREM 1+2, jeweils 20-25% NREM 3+4 sowie REM) und es
wurde ein Arousalindex erstellt (Anzahl der Arousals pro Stunde Schlaf, normal : 10-

15/h).

2.3. CPAP-Therapie

Die continuous poitive airway pressure (CPAP)-Beatmung ist die Standardtherapie
der OSA (Sullivan, 1981). Hierbei wird unter Spontanatmung iiber ein Schlauch-
system und eine Nasen - oder Nasen/Mundmaske ein kontinuierlicher positiver Druck
eingestellt, der zu einer pneumatischen Schienung der oberen Atemwege fiihrt. Die
Hohe des therapeutisch erforderlichen Drucks muf3 individuell unter polysomno-
graphischen Bedingungen ermittelt werden. In unserem Schlaflabor erfolgte iiber eine
Fernbedienung eine stufenweise, manuelle Hoch-Titration bis zum Erreichen des
sogen. minimal-effektiven CPAP-Druckes. Bei diesem Druck wird eine moglichst
komplette Elimination aller Atempausen und des Schnarchens in allen Korperlagen
und Schlafstadien erreicht (auch in Riickenlage und im REM-Schlaf). Mit der CPAP-
Therapie wird eine Normalisierung der Atmung und des Schlafes erzielt. Dies fiihrt zu
einer Besserung der Tagesmiidigkeit und der neurokognitiven Funktion der
betroffenen Patienten. SchlieBlich wirkt die CPAP-Therapie bei konsequenter Lang-
zeitanwendung kardioprotektiv und senkt somit die kardio-und zerebrovaskuldre

Morbiditit und Mortalitit bei der OSA (Marin, 2005).
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2.4. Messung des oxidativen Burst von neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten verfiigen iiber membranstindige Rezeptoren, die nach
Bindung von Liganden unterschiedliche Funktionen wie Chemotaxis, Adhédrenz und
Phagozytose vermitteln. Die Besetzung der Rezeptoren fiir das bakterielle Tripeptid
N-Formyl-L-Methionyl-L-Leucyl-L-Phenylalanin (fMLP) und die Calcium-Ionophore
A23 fiihren iiber verschiedene Zwischenschritte zu einer Aktivierung der haupt-
sdchlich in der duBleren Zellmembran lokalisierten NADPH-Oxidase mit nachfolgen-
der Freisetzung von freien O,-Radikalen. Dieser Vorgang wird als oxidativer burst

bezeichnet.

Zur Messung des oxidativen burst wurde EDTA-antikoaguliertes, peripher-venoses
Blut von Kontroll - und OSA-Patienten verwendet. Die erste Blutprobe wurde
morgens um 7 Uhr direkt nach Beendigung der diagnostischen Polysomnographie
abgenommen. Weitere Blutentnahmen erfolgten in der OSA-Gruppe nach Einleitung
der CPAP-Therapie ebenfalls um 7 Uhr (nach zwei Nachten CPAP-Therapie und nach
einigen Monaten hiuslicher CPAP-Nutzung).

Die Labormethodik war bereits aus vorangehenden Studien etabliert (Grimminger,
1996). Zunichst wurden die neutrophilen Granulozyten aus den Blutproben nach der
Methode von Boyum durch Zentrifugation iiber einen Ficoll-Gradienten gewonnen.
Hierzu wurde das Blut zunédchst 1:2 mit PBS -/- verdiinnt. 35 ml dieses Gemisches
wurden nun vorsichtig mit einer sterilen 50 ml Polypropylene-Pipette (Falcom) auf 15
ml Ficoll-Losung, die zuvor in ein 50 ml-fassendes steriles Propylene-Rohrchen
(Falcon) vorgelegt worden war, aufgeschichtet. Danach erfolgte ein Zentrifugations-
schritt fiir 35 min. bei 400 x g. Die Zellisolation wurde standardmé@Big unter sterilen
Bedingungen und bei Raumtemperatur (20-25°C) durchgefiihrt; die Isolationsdauer
betrug durchschnittlich ca. zwei Stunden. Durch diese Zentrifugation iiber den Ficoll-
Gradienten bewirkt man eine Auftrennung von thrombozytenreichen Plasma,

mononucleédren Zellen (Mono- und Lymphocyten) und Granulo - und Erythrozyten.
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Die beiden letzen Zellpopulationen befinden sich in einer gemeinsamen Bande am
Boden des Rohrchens. Nach Absaugen des Plasmas und der mononucledren Zellen
erfolgte nun die Abtrennung der Erythrozyten von den PMN. Zunichst wurde die
Bande mit 10%-igem Polyvinylalkohol in NaCl gemischt (Verhéltnis 1:3) und 20
Minuten bei Raumtemperatur zur Sedimentation der Erythrozyten stehengelassen,
danach iiberpipettiert und bei 150 x g 10 min. zentrifugiert. Die Entfernung
verbleibender Erythrozyten erfolgte durch hypotone Lyse. Dazu wurden die Zellen in
18 ml aqua dest. resuspendiert. Nach einer Einwirkzeit von 20 sec. wurde die Lyse
durch Zusatz von 2 ml 10-fachem PBS-Konzentrat beendet. Zur vollstindigen
Reinigung der PMN von Ficoll-Riickstinden schlossen sich zwei Waschschritte in

PBS-/- (150 x g; 10 min.) an.

Zwischen den beiden Waschschritten erfolgte die Quantifizierung der Zellen durch
lichtmikroskopische Zdhlung mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer bei 400-facher
VergroBerung. Durchschnittlich lieBen sich aus 50 ml Blut ca. 10 x 10’ PMN
isolieren. Die Reinheit der isolierten Graulozyten wurde in regelméfigen Abstinden
tiber Differentialblutbilder kontrolliert; dabei ergab sich ein PMN-Anteil von 97%.
Mono - und Lymphozyten waren mit jeweils 1% vertreten; die restlichen Zellen
wurden als eosinophile und basophile Granulozyten identifiziert. Die Zellvitalitit
wurde mit Hilfe der Trypan-Blau-Ausschlu-Methode und der LDH-Freisetzung
tiberpriift, wobei 98% der PMN am Ende der Isolation vital waren. Die spontane
LDH-Freisetzung der PMN wurde auf die durch das Bienengift Mellitin hervorge-

rufene, absolute Enzymfreisetzung bezogen und lag immer unter 3%.

Nach dem letzen Waschschritt wurden die PMN in PBS +/+ aufgenommen, wobei die
Konzentration der Zellen auf 5 x 10° PMN/ml eingestellt wurde und das Proben-
volumen pro Ansatz jeweils 1 ml betrug. Fiir die Quantifizierung des Plittchen-
aktivierenden Faktors wurde dem Versuchspuffer 0,25% BSA zur extrazellulidren
Stabilisierung des Mediators zugesetzt. Die Stimulation erfolgte im Wasserbad bei

37°C unter regelméfBigem Schiitteln, um einer Aggregation der Zellen vorzubeugen.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion je nach dem anschlie3enden
Analytikverfahren durch Kiihlung auf 4°C und durch Zentrifugation bei 1200 x g
abgestoppt.

Die auf diese Weise isolierten neutrophilen Granulozyten wurden in vitro durch
Zugabe von fMLP und A23 zur Freisetzung von Superoxidanionen stimuliert. Die O,
° Produktion wurde schlieBlich iiber die durch Superoxiddismutase (SOD) hemmbare
Reduktion von Cytochrom C gemessen. Hierzu wurden die Proben paarweise ange-
setzt und 75 uM Cytochrom C zugegeben. Nur einem der Ansidtze wurde 10 pg/ml
SOD zugesetzt. Die Stimulation erfolgte bei 37°C im Wasserbad und wurde durch
Kiihlung auf Eis und anschlieBende Zentrifugation bei 4°C (1200 x g, 4 min) beendet.
Die Zelliiberstinde wurden photometrisch bei 546 nm (Absorptionsmaximum des
reduzierten Cytochrom C) analysiert, wobei jeweils die Extinktion gegen den SOD-
enthaltenden Parallelsatz gemessen wurde. Die granulozytidre O, ° Produktion konnte
unter Einbeziehung eines Extinktionskoeffizienten von 21 mM?' cm™ bei 1:1
Stochiometrie errechnet werden. Sie wurde schlieflich in nmol O,°/ 5 x 10° Zellen

angegeben.

2.5. Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert +/- SEM angegeben. Zum Vergleich der Superoxid-
Produktion der neutrophilen Granulozyten zwischen den drei Patientengruppen (OSA-
Gruppe, Kontrollgruppen 1 und 2) wurde der Kruskal Wallis-Test eingesetzt. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden dann mit dem Dunn-Test evaluiert,
einschlieBlich einer Alpha-Korrektur nach Holm. Die intraindividuellen Unterschiede
der Superoxidabgabe bei den OSA-Patienten vor und nach CPAP-Therapie wurden
mit Hilfe des Friedman-Tests beurteilt. SchlieBlich wurde iiberpriift, ob der oxidative
Burst mit dem Ausmal} der nichtlichen Hypoxie (ausgedriickt als SaO; < 90% in %
der TST) und dem AHI linear korrelierten. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als

signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Patienten-Charakteristika

Die Charakteristika der OSA-Patienten und der zweiten Kontrollgruppe sind in
Tabelle 1 miteinander verglichen. Alle untersuchten Patienten waren ménnlichen
Geschlechts. Die OSA-Patienten waren im Durchschnitt 12 Jahre jiinger und hatten
ein deutlich hoheres Korpergewicht. Da die Patienten der zweiten Kontrollgruppe alle
an einem Bronchialkarzinom litten, war hier der Anteil der Raucher hoher. Das
Spektrum kardiovaskuldrer und metabolischer Erkrankungen war hingegen in beiden
Gruppen gleich verteilt. Wie bereits erwihnt bestand die erste Kontrollgruppe aus
jungen, gesunden, nicht rauchenden Probanden (alles Minner, Alter : 30 +/- 3 Jahre,

BMI : 22,9 +/- 2,6 kg/m?) .

OSA Group Control Group 2
n 18 10
Sex, male/female 18/0 10/0
Age, yr* 51828 63.8 = 3.2
BMI, kg/m?* 33.2+1.9 25820
Peripheral WBC count, X 10%/pl* 7.4 =03 7.7 =06
Diabetes mellitus 2 (11%) —
Hypercholesterolemia 3(72%) 9 (90%)
Smoking 8 (449%) 8 (80%)
Chronic bronchitis 3(17%) 3 (30%)
Arterial hypertension 7 (399%) 4 (40%)
Coronary artery disease 1(6%) 1 (10%)
Cerebrovascular disease 1(6%) 1 (10%)
AHI, n/h* 53 +6 —
Sag, < 90% (percentage of TST)* 314 =59 1.5 =05
SaD2 mean, %" 896 = 1.1 942 + 2.3
Lowest Sag,, %* 65.6 = 3.7 87.0 =38

Definition of abbreviations: AHI = apnea-hypopnea index; BMI = body mass index;
Sag, = nocturnal oxygen saturation; TST = total sleep time; WBC = white blood cell.
* Values are means = SEM.

Tabelle 1
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Die OSA-Patienten hatten im Mittel eine deutlich ausgeprigte nédchtliche Atmungs-
storung mit schwerer Hypoxie und Storung der Schlafarchitektur. Alle Patienten
wurden effizient mit CPAP behandelt, wobei der mittlere Druck bei 10.0 +/- 0.6 cm
H,O0 lag. Nach einer mittleren follow-up Zeit von 4,8 +/- 0,6 Monaten wurden 10 der
18 OSA-Patienten nachuntersucht. Bei diesen Patienten waren im Verlauf keine
signifikanten Anderungen des BMI, des Blutdrucks oder anderer Charakteristika
aufgetreten. Alle hatten regelmiBig ihr CPAP-Gerit verwendet (Nutzungsdauer 5,5
+/- 0,5 h pro Nacht). Sie berichteten iiber eine Verbesserung der Tagesschlifrigkeit

und litten nicht unter relevanten Nebenwirkungen der Behandlung.

3.2. Freisetzung von Sauerstoffradikalen vor CPAP-Therapie

Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen nach in vitro Stimulation mit fMLP und A23
war am niedrigsten in der gesunden Kontrollgruppe (3.7 +/- 1.5 nmol O,° / 5 x 10°
Zellen). Die andere Kontrollgruppe hatte etwas hohere Werte (4.1 +/- 0.6 und 12.0 +/-
1.4nmol O,° 5x10° Zellen), diese Unterschiede waren aber statistisch nicht signifi-
kant. Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen nach Stimulation mit fMLP war bei den
unbehandelten OSA-Patienten im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen um den
Faktor 3-4 erhoht (14.1 +/- 1.5nmol O,° /5 x 10° Zellen, p jeweils < 0.01). Die O,°
Produktion nach Stimulation mit A23 war bei OSA ebenfalls signifikant hoher, aber
nicht so ausgeprigt wie nach fMLP (16.0 +/- 1.1 nmol 0,°2/ 5 x 10° Zellen, p < 0.01
im Vergleich zu Kontrollgruppe 1 und p < 0.05 im Vergleich zu Kontrollgruppe 2,
siche Abbildung 2). Die Konzentrationen der freien Sauerstoffradikale waren nicht
unterschiedlich zwischen OSA-Patienten mit oder ohne kardiovaskuldre Erkrank-
ungen (fMLP : 13.6 +/- 2.6 vs. 14.1 +/- 2.1, A23 : 16.4 +/- 1.4 vs. 15.9 +/- 1.7 nmol
0,°/5x 10° Zellen). Bei Betrachtung der individuellen Daten bestand fiir die Werte
nach fMLP-Stimulation fast keine Uberschneidung zwischen der OSA-Gruppe und
den beiden Kontrollgruppen, was fiir die Werte nach A23-Stimulation hingegen nicht
zutraf. Signifikante Korrelationen zwischen dem OSA-Schweregrad (AHI, Ausmal}

der nichtlichen Desaturationen) und der Hohe des oxidativen burst bestanden nicht.
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Abbildung 2

Oxidativer Burst neutrophiler Granulozyten nach Stimulation mit fMLP (A) und A23
(B) bei OSA-Patienten (gefiillte Kreise) und Kontroll-Patienten ohne OSA (Kontrolle
1 : gesunde Probanden, leere Kreise, Kontrolle 2 : Bronchialkarzinom-Patienten, leere
Rechtecke). Die Daten sind als Mittelwert + SEM und individuelle Werte angegeben.
*p <0.05, ** p <0.01, ns : nicht signifikant.
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3.3. Freisetzung von Sauerstoffradikalen nach CPAP-Therapie

Bereits nach 2 Néichten CPAP-Therapie nahm die Freisetzung von Sauerstoffradikalen
bei allen Patienten mit OSA signifikant ab. Verglichen mit den Werten vor Einleitung
der CPAP-Therapie wurde die Radikalen-Produktion nach Stimulation mit fMLP im
Mittel um 43% reduziert (8.1 +/- 1.5 nmol O,°/ 5 x 10° Zellen, p < 0.01), nach
Stimulation mit A23 um 16% (13.7 +/- 1.1 nmol O,° /5 x 10° Zellen, p = 0.09). Zum
Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung war die mittlere O, °-Freisetzung in der OSA-
Gruppe dann mit derjenigen beider Kontrollgruppen vergleichbar (fMLP : 5.5 +/- 0.6,
A23 11.0 +/- 2.3 nmol O,° /5 x 10° Zellen). Die Reduktion der O, °-Konzentration
unter Bezugnahme auf die Werte vor CPAP war jetzt fiir die Stimulation mit fMLP
61% (p < 0.01) und fiir diejenige mit A23 33% (p = 0.07, siche Abbildung 3).

Zur Kontrolle wurde der oxidative burst der neutrophilen Granulozyten bei 2 der 10
gesunden Kontrollpersonen zusdtzlich nach einer Nacht mit CPAP-Beatmung

gemessen. Hierbei zeigte sich keine Verdnderung der Messwerte.
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Abbildung 3

Oxidativer Burst neutrophiler Granulozyten nach in vitro Stimulation mit fMLP und
A23 bei 18 OSA-Patienten vor und nach 2 Nachten CPAP-Therapie sowie bei 10
Patienten nach 4,8 Monaten Follow-up (n = 10). Die Daten sind als Mittelwert +/-
SEM und als individuelle Werte angegeben. * p < 0.05; ** p <0.01.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals festgestellt werden, dal die Freisetzung
von Sauerstoffradikalen aus neutrophilen Granulozyten bei unbehandelten Patienten
mit OSA im Vergleich zu Kontrollen ohne nichtliche Atmungsstorung deutlich erhoht
war. Weiterhin wurde gezeigt, dal die Radikalenproduktion bereits nach 2 Néchten
CPAP-Therapie signifikant abnahm und im Verlauf noch weiter bis auf Werte

reduziert wurde, die jetzt mit denjenigen der Kontrollen vergleichbar waren.

In den folgenden Abschnitten sollen zundchst mogliche Fehlerquellen unserer Unter-
suchungsergebnisse diskutiert werden, bevor auf die Bedeutung der gemachten
Beobachtungen fiir die OSA und die hiermit assoziierte kardiovaskuldre Morbiditit
und Mortalitit eingegangen wird. Dies geschieht im Kontext mit nachfolgenden
Studien, die zusammen mit den hier vorgestellten Daten dazu gefiihrt haben, dal3 der
oxidative Stress bei der OSA mittlerweile als wesentlicher pathogenetischer Faktor
fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen bei diesen Patienten angesehen

wird.

4.2. Einflussfaktoren der Messergebnisse

Viele Faktoren konnen die Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus neutrophilen
Granulozyten beeinflussen und miissen bei der Wertung der dargestellten Ergebnisse
beriicksichtigt werden. Zunehmendes Alter ist mit erhohten oxidativen Stref3
verbunden (Chaves, 1998). Rauchen fiihrt ebenfalls zu einer vermehrten Radikalen-
produktion (Jay, 1986). Die chronisch-obstruktive Bronchitis und das Bronchial-
karzinom sind schlielich auch mit oxidativem Stref} in Verbindung gebracht worden

(Repine, 1997; Jaruga, 1994).
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Die Patienten der zweiten Kontrollgruppe litten alle unter einem Bronchialkarzinom,
die Mehrheit von ihnen rauchte und sie waren durchschnittlich &lter als die OSA-
Patienten. Trotzdem war der oxidative Burst dieser Patienten geringer als bei den
OSA-Patienten. Insofern sind die gefundenen Unterschiede in der Radikalfreisetzung
zwischen dieser Kontrollgruppe und den OSA-Patienten moglicherweise als noch

signifikanter zu bewerten.

Weiterhin konnte spekuliert werden, dall die relativ hohe kardiovaskuldre Ko-
Morbiditiat der OSA-Patienten per se einen vermehrten oxidativen Stress verursacht
haben konnte. Jedoch waren kardiovaskuldre Erkrankungen gleich hdufig bei der
OSA-Gruppe und der zweiten Kontrollgruppe anzutreffen. Weiterhin lag innerhalb
der OSA-Gruppe kein Unterschied in der Radikalenproduktion zwischen Patienten
mit und ohne kardiovaskulidre Erkrankungen vor. SchlieBlich spricht die Tatsache, dal3
es unter CPAP-Therapie bei den OSA-Patienten (nicht aber bei 2 Normalprobanden)
zu einer deutlichen Abnahme der O, ° - Freisetzung aus den neutrophilen Granulo-

zyten kam dafiir, daf} unsere Beobachtungen durch die OSA selbst verursacht wurden.

Eine mogliche Limitation unserer Studie ist, da die gesunden Kontrollen jiinger
waren als die OSA-Patienten, wodurch zumindest teilweise die niedrigeren Werte des
oxidativen Burst bei diesen Probanden erkldart werden konnten. Es wire wohl
wiinschenswert gewesen, diese Gruppe mit der OSA-Gruppe beziiglich Alter und
Gewicht zu matchen. Weiterhin fehlt in unserem Studiendesign ein longitudinaler
Kontrollarm, der die Radikalenfreisetzung aus Leukozyten bei Gesunden im weiteren

zeitlichen Verlauf noch einmal untersucht hitte.

SchlieBlich ist eine gewisse Verzerrung der Ergebnisse durch EinfliiBe der indivi-
duellen Didt moglich. In der Nahrung enthaltene Antioxidantien wie die Vitamine A,
C und E konnen den oxidativen Strell durch Abfangen von freien Sauerstoffradikalen
vermindern (Cao, 1998). Die Patienten unsere Studie nahmen aber keine definierte

Diit zu sich.
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4.3. Mogliche Quellen des oxidativen Stress bei OSA

In dieser Studie wurden erstmals neutrophile Granulozyten als potentielle Quellen des
oxidativen Stresses bei OSA beschrieben. Diese Zellen sorgen als unspezifische
Abwehr bei angemessener Stimulation fiir eine addquate Produktion von
Superoxidanionen zur Abtotung pathogener Keime. Eine vermehrte Freisetzung von
reaktiven Sauerstoffmetaboliten aus Granulozyten findet sich bei Erkrankungen, die
aufgrund einer entziindlichen Genese - unabhingig davon, ob akut oder chronisch
verlaufend oder ob infektios oder autoimmun bedingt - zu einer Akkumulation und
Aktivierung dieser Zellen fiithren. Solche Erkrankungen lagen bei den untersuchten
Patienten aber nicht vor, so daB8 wir postulieren, daB die ndchtliche zyklische Hypoxie
den oxidativen Burst der Granulozyten aktivierte. In diesem Zusammenhang sollte
erwdhnt werden, dall eine israelische Arbeitsgruppe zwei Jahre nach unserer
Originalpublikation dhnliche Ergebnisse publizierte. In dieser Studie wurden die

neutrophilen Granulozyten mit PMA stimuliert (Dyugovskaya, 2002).

AuBer zirkulierenden neutrophilen Granulozyten konnten auch noch andere, in dieser
Studie nicht untersuchte Zellen zu einem erhohten oxidativen Strel bei OSA
beitragen. Dazu zihlen in erster Linie Endothelzellen. Das Endothel konnte unter den
Einfliilen von apnoe-assozierter Hypoxie / Reoxygenation und Scherkriften vermehrt
O, Radikale produzieren. Glatte Muskelzellen der GefdBwand konnten mittels ihrer

eigenen NADPH-Oxidase ebenfalls Sauerstoffradikale abgeben.

Nicht-zelluldre Quellen konnten auch zu einem erhohten oxidativen Stre3 bei OSA
fiihren. Es ist bekannt, da} die OSA mit erhohtem Plasmaspiegel von Adrenalin und
Noradrenalin einhergeht (Carlson, 1993). Diese Katecholamine konnen iiber eine
Autooxidation eine Bildung von Sauerstoffradikalen bewirken (Miller, 1996).
SchlieBlich wurde berichtet, daf die fiir die OSA charakteristische REM-Schlaf-

Deprivation tierexperimentell den oxidativen Stref} steigert.
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4.4. Oxidativer Stress in der Pathogenese der OSA-assoziierten Herz-Kreislauf-

Erkrankungen

Da freie Sauerstoffradikale wie eingangs beschrieben eine wichtige Rolle bei
Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen einschlielich der Arteriosklerose spielen,
konnte die beobachtete vermehrte Freisetzung von O, Radikalen das héufige
Vorkommen dieser Erkrankungen bei OSA erkldren. Dabei wird von uns der folgende
pathophysiologische Zusammenhang vorgeschlagen : unter Hypoxie / Reoxygenation
wird die Adhdrenz von neutrophilen Granulozyten am Endothel gesteigert und die
Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen getriggert. Diese Radikale schidigen direkt
das Endothel und stimulieren die Proliferation glatter Muskelzellen. Die Aggregation
von Plittchen und Erythrozyten wird gefordert. Schlielich wird der Metabolismus
vasoaktiver Substanzen durch freie Sauerstoffradikale beeinflusst. Stickstoffmonoxid,
der am stéirksten vasodilatativ wirkende Mediator des Endothels, wird zu Peroxynitrit
abgebaut. Die Synthese des gleichfalls gefdBerweiternd wirkenden Prostacyclins wird
gehemmt. Auf der anderen Seite werden Isoprostane, die Vasokonstriktoren
darstellen, nicht-enzymatisch aus Arachidonsidure gebildet. SchlieBlich wird die
Lipidperoxidation gesteigert, was zur Bildung von sogen. Schaumzellen fiihrt.
Insgesamt wird des vaskulidre Milieu unter dem EinfluBl von Sauerstoffradikalen von
prokoagulatorischen und vasokonstriktiven Kréften dominiert, was schlieBlich durch

anatomische Verianderungen der GefaBwand selbst fixiert werden kann.

Viele der angefiihrten Verdanderungen sind bei der OSA bereits beschrieben worden
und unterstiitzen somit unsere oben genannte Hypothese. Die Thrombozyten-
Aggregation ist bei OSA erhoht (Bokinsky, 1995). Die Prostacyclin/Thromboxan-
Ratio im Urin ist erniedrigt (Krieger, 1991). Isoprostane sind im Blut und im Exhalat
von OSA-Patienten erhoht gefunden worden (Carpagnano, 2003). Unsere eigene und
eine Arbeitsgruppe aus Hongkong konnten unabhingig voneinander zeigen, dal} die
Plasmaspiegel der Stickstoffmonoxid-Derivate Nitrit und Nitrat bei OSA im
Vergleich zu Gesunden vermindert sind (Schulz, 2000; Ip, 2000).
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Der NO-Mangel bei unbehandelter OSA korreliert zudem mit dem Ausmall der
endothelialen Dysfunktion dieser Patienten (Ohike, 2005). Weiterhin wurde gezeigt,
daBl OSA-Patienten eine erhohte Lipid-und DNS-Oxidation aufweisen (Barcelo, 2000;
Lavie, 2004; Yamauchi, 2005). Um dieses Bild zu komplettieren existieren Daten, die
fiir ein Defizit von Antioxidantien bei OSA sprechen (Christou, 2003; Barcelo, 2006).
Wichtig ist, dal auch diese Studien eine Reversibilitidt der Biomarker-Verdanderungen

nach CPAP-Therapie fanden.

4.5. Klinische Bedeutung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben das Verstindnis zum pathophysio-
logischen Zusammenhang zwischen OSA und kardiovaskuldren Erkrankungen
wesentlich erweitert, moglicherweise haben sie aber auch eine klinische Bedeutung.
So konnte ausgehend von der Beobachtung eines erhohten oxidativen Stresses
vermutet werden, daf} antioxidative Substanzen oder Medikamente die kardiovasku-
lare Morbiditdt und Mortalitét bei der OSA senken konnen. Dies konnte vor allem fiir
solche Patienten eine Rolle spielen, die eine CPAP-Therapie nicht tolerieren und non-
compliant sind. Eine erste in diese Richtung deutende Studie wurde spiter von
unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Es wurde beschrieben, daB3 das antioxidativ
wirksame Vitamin C eine Besserung der Endothelfunktion von unbehandelten OSA-
Patienten bewirkt (Grebe, 2006). Untersucht werden muf3 allerdings noch, ob dieser
protektive Effekt von Vitamin C sich auch fiir kardiovaskulidre Endpunkte bei diesen

Patienten darstellen 148t.
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5. Zusammenfassung

Die obstruktive Schlaf-Apnoe (OSA) ist mit einer erhohten kardiovaskuldren
Morbiditdat und Mortalitdt assoziiert. Freie Sauerstoffradikale spielen eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese kardiovaskuldrer Erkrankungen. Hypothetisch konnte die
mit der OSA verbundene Hypoxie-Reoxygenation iiber eine Produktion von

Sauerstoffradikalen zu einem erhohten oxidativen Stref} fithren.

Bei 18 OSA-Patienten (Alter : 52 +/- 2.8 Jahre, BMI 33.2 +/- 1.9 kg/m2, AHI 53 +/-
5.7/h) wurde die Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen aus isolierten neutro-
philen Granulozyten nach in vitro-Stimulation mit fMLP und A23 bestimmt. Die
Radikalenproduktion wurde iiber die durch Superoxid-Dismutase hemmbare
Reduktion von Cytochrom ¢ gemessen. Blutproben wurden vor und nach 2 Nichten
CPAP-Therapie sowie nach einer Nachbeobachtungszeit von fast 5 Monaten
abgenommen. 10 junge, gesunde Probanden sowie 10 Bronchialkarzinom-Patienten
ohne OSA aber mit einem vergleichbaren Spektrum kardiovaskuldrer Erkrankungen

dienten als Kontrollgruppen.

Vor CPAP war die Freisetzung von Sauerstoffradikalen bei OSA im Vergleich zu
beiden Kontrollgruppen signifikant erhoht. Es fanden sich keine Unterschiede
zwischen OSA-Patienten mit und ohne kardiovaskuldre Erkrankungen. Eine effektive
CPAP-Therapie bewirkte eine sofortige und anhaltende Reduktion der Radikalen-

Konzentration bei allen Patienten mit OSA.

In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dafl die OSA mit vermehrtem
oxidativen Strel verbunden ist. Die gesteigerte Freisetzung von freien Sauerstoff-
radikalen konnte zur Entstehung kardiovaskuldrer Folgeerkrankungen bei OSA
wesentlich beitragen. Die CPAP-Therapie konnte durch Reduktion dieses oxidativen
Stref die Entwicklung und Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen bei OSA

verhindern.
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6. Englische Zusammenfassung

Enhanced release of superoxide from polymorphonuclear neutrophils in obstructive

sleep apnea - impact of Continuous Positive Airway Pressure Therapy

Obstructive sleep apnea (OSA) is associated with increased cadiovascular morbidity
and mortality. Free oxygen radicals have been implicated in the pathogenesis of
cardiovascular disorders. Therefore, we aimed to test the hypothesis that increased
oxidative stress constitutes one underlying mechanism for the connection between

OSA and cardiovascular disease.

In 18 patients with OSA, the release of superoxide from polymorphonuclear neutron-
phils was determined after stimulation with the bacterial tripeptide formylmethionyl-
leucylphenylalanine (fMLP) and the calcium ionophore A23. Superoxide production
was measured as superoxide dismutase-inhibitable reduction of cytochrome c. Blood
samples were obtained before and after two nights of CPAP therapy and after 4.8 +
0.6 mo of follow-up. Ten healthy young volunteers and 10 lung cancer patients

without OSA but a similar spectrum of comorbidity served as controls.

Before CPAP, neutrophil superoxide generation was markedly enhanced in OSA
when compared with both control groups. Effective CPAP therapy led to a rapid and

long-lasting decrease of superoxide release in OSA.

In conclusion, OSA is linked with a “priming” of neutrophils for enhanced respiratory
burst. The increased superoxide generation, which might have major impact on the
development of cadiovascular disorders, is virtually fully reversed by effective CPAP

therapy.
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Enhanced Release of Superoxide from
Polymorphonuclear Neutrophils in

Obstructive Sleep Apnea

Impact of Continuous Positive Airway Pressure Therapy

RICHARD SCHULZ, SIAMAK MAHMOUDI, KATJA HATTAR, ULF SIBELIUS, HORST OLSCHEWSKI,
KONSTANTIN MAYER, WERNER SEEGER, and FRIEDRICH GRIMMINGER

Division of Pulmonary and Critical Care Medicine, Department of Internal Medicine, Justus-Liebig-University, GieRen, Germany

Obstructive sleep apnea (OSA) is associated with increased cardio-
vascular morbidity and mortality. Free oxygen radicals have been
implicated in the pathogenesis of cardiovascular disorders. There-
fore, we aimed to test the hypothesis that increased oxidative
stress constitutes one underlying mechanism for the connection
between OSA and cardiovascular disease. In 18 patients with OSA
the release of superoxide from polymorphonuclear neutrophils
was determined after stimulation with the bacterial tripeptide
formylmethionylleucylphenylalanine (fMLP) and the calcium iono-
phore A23. Superoxide production was measured as superoxide
dismutase-inhibitable reduction of cytochrome c. Blood samples
were obtained before and after two nights of CPAP therapy and
after 4.8 = 0.6 mo of follow-up. Ten healthy young volunteers and
10 lung cancer patients without OSA but a similar spectrum of co-
morbidity served as controls. Before CPAP, neutrophil superoxide
generation was markedly enhanced in OSA when compared with
both control groups. Effective CPAP therapy led to a rapid and
long-lasting decrease of superoxide release in OSA. In conclusion,
OSA is linked with a “priming” of neutrophils for enhanced respi-
ratory burst. The increased superoxide generation, which might
have major impact on the development of cardiovascular disor-
ders, is virtually fully reversed by effective CPAP therapy.

Obstructive sleep apnea (OSA) is associated with cardiovas-
cular morbidity such as arterial hypertension, coronary artery
disease, and cerebrovascular disease (1). It is thought that
these disorders account for the increased mortality observed
in OSA (2); however, the causal relationship between OSA and
cardiovascular disease remains to be clearly established (3).

Free oxygen radicals are highly reactive molecules playing
pivotal roles in the pathophysiology of such different diseases
as neurodegenerative disorders, chronic inflammatory disease,
and cancer (4). Free oxygen radicals are also supposed to
make important contributions to the development of cardio-
vascular disease (5, 6). This has, for example, been shown for
the process of ischemia/reperfusion injury in coronary artery
disease. Under these conditions, polymorphonuclear neutro-
phils are activated, with decreasing tensions of oxygen being
considered as one of the triggers, to adhere to the endothe-
lium and to release free oxygen radicals. The enhanced free
radical generation contributes to postischemic cellular injury
and extension of infarct size (7-9).
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In OSA repeated collapse of the upper airways occurs dur-
ing sleep. Consequently, cyclical alterations of arterial oxygen
saturation are observed, with oxygen desaturation developing
in response to apneas followed by resumption of oxygen satu-
ration during hyperventilation. This phenomenon has been re-
ferred to as hypoxia/reoxygenation and may to some extent be
compared with the sequelae in ischemia/reperfusion, although
overall changes being by far not so drastic. However, even mi-
nor abnormalities related to the hypoxia/reoxygenation events
may be of interest against the background that these events
may occur frequently and over long time periods in untreated
patients with OSA.

On the basis of these considerations, it was hypothesized
that OSA may be linked with increased oxidative stress (10).
This issue has already been addressed in a previous study by
Mins and coworkers, who investigated oxidative burst of neu-
trophils recovered from nasal lavage and blood of 24 patients
with OSA (11). These authors measured the conversion rate
of radiolabeled dihydrorhodamine elicited by incorporation of
Escherichia coli bacteria by neutrophils. It was found that in
OSA neither the number of blood neutrophils nor their oxida-
tive burst activity was altered when compared with healthy
controls. However, the test employed in this study delineates
only the bactericidal activity of neutrophils, being unable to
measure oxidative burst in response to other, i.e., nonbacterial
stimuli. Furthermore, this method cannot directly quantify the
concentrations of free oxygen radicals released from neutro-
phils.

To overcome these methodologic limitations, we aimed to
determine the release of superoxide from circulating neutro-
phils of patients with OSA undergoing ex vivo challenge by
the bacterial tripeptide formylmethionylleucylphenylalanine
(fMLP) and the calcium ionophore A23. These substances
represent well-established and powerful stimuli of superoxide
production from neutrophils irrespective of the eventual trig-
ger. Even more important, through measurement of superox-
ide dismutase-inhibitable reduction of cytochrome c, exact
quantification of neutrophil superoxide generation is made pos-
sible (12).

METHODS

Patients

Eighteen consecutive patients with a polysomnographically verified
diagnosis of OSA were investigated. Before participation, all patients
had given informed written consent and the study protocol had been
approved by the local ethics committee.

In all patients serum creatinine (normal, < 1.2 mg/dl), total choles-
terol (normal, < 200 mg/dl), and fasting blood glucose levels (normal,
< 110 mg/dl) were measured. Furthermore, peripheral white blood
cell counts were determined (normal, 4-10 X 10%ul). The patients
were asked about their regular medications and smoking habits. The
medical history of each patient was evaluated with special reference
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to the presence of cardiovascular disease (i.e., arterial hypertension,
coronary artery disease, and cerebrovascular disease). Blood pressure
at rest was measured at fixed time intervals during the stay of the pa-
tients in the sleep laboratory (at 6:00 A.m., noon, 4:00 p.m., and 8:00
p.M.). Arterial hypertension was diagnosed if blood pressure values
exceeded 140/90 mm Hg during at least two different measurements
or if there was known and medically treated hypertension. Patients
with ongoing systemic infection were excluded from the study.

Ten healthy nonsmoking volunteers were taken as the first control
group (all males, mean age 30 = 3 yr, body mass index [BMI] 22.9 =
2.6 kg/m?). Ten patients without OSA and who were hospitalized be-
cause of lung cancer served as the second control group.

Among the control subjects, OSA was excluded by a negative his-
tory of sleep-related symptoms (i.e., snoring, witnessed apneas, exces-
sive daytime sleepiness) and by overnight pulse oximetry recordings.
The characteristics of the OSA group and the second control group
are summarized in Table 1.

Polysomnography

Polysomnography was performed on three consecutive nights. The
electroencephalogram (electrodes at positions C3-A2 and C4-Al of
the international 10-20 system), electrooculogram, and electromyo-
gram of the submandibular and pretibial muscles were simultaneously
recorded. Ventilatory airflow at the nose and mouth was registered
with thermistors. The breathing movements of the chest and abdomen
were monitored by inductive plethysmography. The arterial oxygen
saturation (Sap,) was measured transcutaneously with pulse oximetry
at the finger tip of the patient. Finally, an electrocardiogram was ob-
tained. All data were registered on a computerised polysomnograph
with capability for analog registration (Sidas GS; IfM GmbH, Wetten-
berg, Germany). Analysis of sleep stages was performed manually at
30-s intervals according to the criteria of Rechtschaffen and Kales.

An obstructive apnea was diagnosed if complete cessation of oro-
nasal flow occurred in the presence of thoracoabdominal breathing
movements. If neither oronasal flow nor breathing efforts of the chest
and abdomen could be detected this was scored as a central apnea.
Hypopnea was defined as a reduction of the respiratory amplitude by
greater than 50% with regard to the preceding effort signals.

All apneas and hypopneas were required to have a duration of at
least 10 s. The apnea—hypopnea index (AHI) was obtained by divid-
ing the total number of apneas and hypopneas through the total sleep
time. An AHI of more than 10 per hour of sleep was considered as di-
agnostic of OSA.

During the first night a diagnostic study was performed. After the
confirmation of the diagnosis of OSA, continuous positive airway pres-
sure (CPAP) therapy was applied to all patients during the second
night (Somnotron 4; Weinmann, Hamburg, Germany). Over the third

TABLE 1

PATIENT CHARACTERISTICS OF THE OSA GROUP
AND THE SECOND CONTROL GROUP

OSA Group Control Group 2
n 18 10
Sex, male/female 18/0 10/0
Age, yr* 51.8+28 63.8 = 3.2
BMI, kg/m?* 33.2+1.9 25.8 + 2.0
Peripheral WBC count, X 10%/ul* 7.4 +0.3 7.7 = 0.6
Diabetes mellitus 2 (11%) —
Hypercholesterolemia 13 (72%) 9 (90%)
Smoking 8 (44%) 8 (80%)
Chronic bronchitis 3 (17%) 3 (30%)
Arterial hypertension 7 (39%) 4 (40%)
Coronary artery disease 1 (6%) 1 (10%)
Cerebrovascular disease 1 (6%) 1 (10%)
AHI, n/h* 53+ 6 —
Sag, < 90% (percentage of TST)* 31.4+59 1.5+05
Sap, mean, %* 89.6 = 1.1 942 + 2.3
Lowest Sag,, %* 65.6 = 3.7 87.0 = 3.8

Definition of abbreviations: AHI = apnea-hypopnea index; BMI = body mass index;
Sag, = nocturnal oxygen saturation; TST = total sleep time; WBC = white blood cell.
* Values are means = SEM.

night all patients slept with the final titrated pressure to assure ade-
quate elimination of all apneas, hypopneas, and snoring.

After various times of CPAP use at home (range, 43-239 d), 10 of
the 18 patients with OSA were reexamined in our sleep laboratory.
Compliance with CPAP therapy was evaluated by the readings of the
built-in time counter of the CPAP machine. Good compliance was de-
fined as CPAP use for at least 5 h per night during 5 d of the week.
During the control night, the adequacy of the initially chosen CPAP
was checked. It was increased if snoring or apneas persisted; other-
wise it was kept constant or decreased if possible.

Measurement of Superoxide Release from Neutrophils

Peripheral venous blood samples were obtained at 7:00 a.m. from the
patients with OSA and the control subjects. In the patients with OSA
this was done before and after the initiation of CPAP treatment (i.e.,
after the first two nights of CPAP therapy and at follow-up). Blood
samples were withdrawn in EDTA-prepared tubes and immediately
forwarded for neutrophil isolation.

Before isolation of polymorphonuclear neutrophils (PMNSs), the
EDT A-anticoagulated blood was centrifuged in a Ficoll-Paque (Phar-
macia, Uppsala, Sweden) gradient, erythrocytes were sedimented
with polyvinyl alcohol (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Germany),
and residual erythrocytes were removed by hypotonic lysis. Cells were
washed twice (150 X g, 10 min, 4° C) and resuspended in phosphate-
buffered saline (298 mM) with Ca?* and Mg?* (PBS) at a final con-
centration of 5 X 10%/ml. Cell purity was > 98% (Pappenheim stain-
ing) and cell viability was > 96% (trypan blue exclusion) throughout.

Isolated PMNs were stimulated to produce superoxide anions
(O,7) by adding the bacterial tripeptide fMLP and the calcium iono-
phore A23 to the probes. O, generation was measured as superoxide
dismutase-inhibitable reduction of cytochrome c¢ as described (12).
Duplicate reaction mixtures containing PMNs (5 X 10%ml) and 75
wM ferricytochrome ¢ were incubated at 37° C in the presence or ab-
sence of superoxide dismutase (10 pg/ml). PMN O, production was
finally expressed as nanomoles of O, per 5 X 10® PMNs.

Statistical Analysis

All data are given as means = SEM. For comparison of superoxide re-
lease between the three different patient groups (OSA group, and
control groups 1 and 2), the Kruskal-Wallis test was employed. The
intergroup differences were then evaluated by the Dunn test, includ-
ing an « correction according to Holm.

Within the OSA group, the intraindividual differences between su-
peroxide release before CPAP therapy, after two nights of CPAP
therapy, and at follow-up were evaluated by the Friedman test. Subse-
quently, to control the familywise error rate, the Holm procedure as
modified by Schafer was used.

Finally, it was tested if the superoxide concentrations were linearly
correlated with the degree of nocturnal oxygen desaturation (as ex-
pressed as Sag, < 90%, as a percentage of total sleep time) as well as
the AHI. A p value of < 0.05 was considered to be significant.

RESULTS

Patient Characteristics

As shown in Table 1, the patients with OSA were on average
12 yr younger than the patients of the second control group.
Furthermore, they were markedly obese, whereas the controls
were not overweight. The peripheral white blood cell count
was within the normal range for all patients. A high percent-
age of the patients with OSA and of the patients in control
group 2 had hypercholesterolemia. All patients had normal se-
rum creatinine concentrations and only two patients with
OSA had mild diabetes mellitus. As the patients of the second
control group all suffered from lung cancer, the percentage of
smokers was higher than in the OSA group. The spectrum of
cardiovascular morbidity was similar in both groups. As al-
ready mentioned, the first control group was composed of heal-
thy nonsmoking young volunteers.
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Polysomnographic Data

The patients with OSA had moderate to severe sleep-disor-
dered breathing, with marked nocturnal oxygen desaturation
and disturbed sleep architecture (Table 1). All patients were
efficiently treated by nasal CPAP, with the mean pressure set
at 10.0 = 0.6 cm H,0. The mean duration of the follow-up pe-
riod was 4.8 = 0.6 mo. Of the 10 patients who were reevalu-
ated after that time, there was no significant change in BMI,
blood pressure, or blood parameters except for one patient,
who had lost weight.

All patients had regularly used their CPAP device (average
usage time, 5.4 = 0.5 h per night). They reported improvement
of daytime sleepiness and did not suffer from serious side ef-
fects of CPAP therapy. In the patient who had lost weight the
CPAP pressure was reduced by 2 cm H,O, whereas in the re-
maining patients it was kept constant.

Superoxide Release before CPAP

The superoxide release in response to fMLP and A23 stimula-
tion was lowest in the young healthy control group (3.7 = 0.5
and 9.3 = 1.5 nmol of O, per 5 X 10° PMNSs, respectively).
The other control group showed modestly higher superoxide
levels (4.1 = 0.6 and 12.0 = 1.4 nmol of O,” per 5 X 10°
PMNSs); however, these differences did not reach significance.
In contrast, fMLP-stimulated superoxide release was mark-
edly increased in the patients with untreated OSA when com-
pared with both control groups (14.1 = 1.5 nmol of O, per 5 X
10% PMNs, p < 0.01 for each comparison; multiplicative factor,
3.4-3.8; Figure 1A). O,  production after stimulation with
A23 was also significantly elevated in OSA, but to a some-
what lesser extent (16.0 = 1.1 nmol of O, per 5 X 10° PMNs,
p = 0.01 when compared with control group 1 and p = 0.05
when compared with control group 2; multiplicative factor,
1.4-2.1; Figure 1B). The superoxide levels were not different
between OSA patients with and without cardiovascular dis-
ease (fMLP, 13.6 = 2.6 versus 14.1 = 2.1 nmol of O, per 5 X
108 PMNs; A23, 16.4 + 1.4 versus 15.9 = 1.7 nmol of O, per
5 X 10° PMNs; data not shown).

The same was true for patients with and without hypercho-
lesterolemia (fMLP, 13.8 = 1.7 versus 15.0 = 3.9 nmol of O,
per 5 X 10% PMNs; A23, 16.4 = 1.2 versus 16.0 = 2.5 nmol of
O, per 5 X 10° PMNs; data not shown). When looking at in-
dividual data, there was virtually no overlap between the OSA
group and the control groups with regard to fMLP-elicited su-
peroxide release (only two patients with OSA had O, con-
centrations comparable to the highest levels measured in the
control subjects). In contrast, superoxide release in response
to A23 showed a significant overlap of single values between
OSA and non-OSA patients. Superoxide levels in OSA were
weakly correlated with the degree of nocturnal oxygen desatu-
ration (r = 0.42) and the AHI (r = 0.38); however, this was not
significant.

Superoxide Release after CPAP

After only two nights of CPAP therapy, superoxide release
was reduced in almost all patients with OSA. When compared
with the data obtained before CPAP initiation, superoxide
generation in response to fMLP challenge was reduced by
43% (to 8.1 = 1.5 nmol of O, per 5 X 10° PMNs, p < 0.01;
Figure 2A) and to A23 challenge by 16% (to 13.7 = 1.1 nmol
of O, per 5 X 10° PMNs, p = NS; Figure 2B). At follow-up,
the superoxide concentrations were further reduced to levels
now comparable to those of both control groups (fMLP, 5.5 =
0.6 nmol of O, per 5 X 10% PMNs; A23, 11.0 = 2.3 nmol of
O, per 5 X 10° PMNs). The average reduction in superoxide

concentrations with regard to the pre-CPAP values was 61%
after fMLP (p < 0.01) and 33% after A23 (p = 0.05).

In two healthy volunteers, superoxide release was also
measured after a night with CPAP set a pressure of 8 cm H,0.
In these subjects, no significant change in superoxide produc-
tion was observed after CPAP application.

DISCUSSION

Among subjects with untreated OSA the release of superox-
ide from circulating neutrophils was markedly enhanced when
compared with the control subjects. After only two nights of
CPAP therapy superoxide release was significantly reduced in
almost all patients with OSA. Continuous CPAP therapy even
resulted in near-normal levels of superoxide release in the
OSA patients with long-term follow-up.

Before discussing these observations, one might wonder
why there was virtually no difference between superoxide lev-
els in the control groups. First, this might be due to compart-
mentalized neutrophil activation in control group 2. Smoking,
chronic bronchitis, and lung cancer will primarily lead to neu-
trophil activation within the airways and the lungs, which will
not be evident when measuring superoxide release from circu-
lating neutrophils (13-15). Second, when considering the im-
pact of cardiovascular disease on superoxide generation from
neutrophils, the activity of the disease process is of major im-
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Figure 1. Superoxide release from polymorphonuclear neutrophils (ex-
pressed as nanomoles of O, per 5 X 10° PMNs) after stimulation with
fMLP (A) and A23 (B) in patients with untreated OSA (closed circles)
and the control groups (control group 1: healthy volunteers, open cir-
cles; control group 2: patients without OSA, rectangles). All data are
given as means = SEM and as individual values. The SEM is not de-
picted if it is so small that it would be obscured by the symbol repre-
senting the mean value. *p < 0.05, **p < 0.01, ns, nonsignificant.
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Figure 2. Superoxide release from polymorphonuclear neutrophils (ex-
pressed as nanomoles of O, per 5 X 108 PMNs) after stimulation with
fMLP (A) and A23 (B) in 18 patients with OSA before and after two
nights of CPAP therapy and in 10 patients at follow-up. All data are
given as means = SEM and as individual values. *p < 0.05; **p <
0.01.

portance. Only in unstable angina, myocardial infarction, and
uncontrolled hypertension has the oxidative burst of blood
neutrophils been found to be significantly enhanced (8, 9, 16,
17). If there is no persistent myocardial ischemia and if blood
pressure is adequately regulated by antihypertensive drugs, as
was the case for the patients of control group 2, intravascular
oxidative stress can be expected to be low.

In comparison with both control groups, the patients with
OSA were characterized by markedly enhanced neutrophil su-
peroxide generation. This and the rapid decline in neutrophil
superoxide release on onset of CPAP therapy clearly deny the
view that differences in underlying morbidity might be respon-
sible for the widely divergent superoxide production in non-
OSA and OSA patients. A final argument for the validity of
our results is the fact that, in contrast to the patients with
OSA, CPAP therapy had no significant impact on superoxide
release in two healthy volunteers undergoing a night of CPAP
ventilation.

In contrast to our own findings, in the earlier study by
Mins and coworkers the neutrophil oxidative burst was not
increased in OSA (11). Apart from the already mentioned
methodologic limitations of this study, it might be possible
that a bias resulted from the time of blood sampling. Miins
and colleagues did not state at which time they obtained the
blood specimens. However, if blood was not withdrawn in the
morning shortly after awakening, the oxidative burst might er-
roneously have been determined to lie in the normal range. In

our study measurements of superoxide release from neutro-
phils were carried out at 7:00 A.m. throughout, i.e., at a time
when the cells had just been exposed to apnea-related hypox-
emia.

In our opinion it is unlikely that the enhanced release of su-
peroxide from circulating neutrophils is due to local activation
of these cells in the upper airway mucosa of patients with
OSA. First of all, there is no real mucosal inflammation in
OSA but merely mechanical irritation, which presumably will
not lead to activation of leukocytes. Furthermore, if neutro-
phil bursting occurs in the pharyngeal tissue this phenomenon
will remain localized and not be evident when measuring re-
lease of radicals from cells derived from the systemic circula-
tion.

The present study did not address the signaling events un-
derlying the enhanced readiness of neutrophils from patients
with OSA to respond with superoxide generation. It is inter-
esting that the phenomenon was observed for both fMLP- and
calcium ionophore challenge; however, the differences were
more prominent for the ligand-mediated stimulation. This find-
ing may suggest changes in the upstream signaling cascade in
the neutrophils rather than changes in the leukocyte NADPH
oxidase itself as underlying mechanism(s).

“Priming” of neutrophils is known to occur on in vivo and
in vitro incubation with lipopolysaccharides or proinflamma-
tory cytokines, resulting in enhanced responsiveness including
respiratory burst to a second inflammatory challenge (18). We
are not aware of any study addressing whether such priming
might also be provoked by periodic changes in oxygen or car-
bon dioxide tensions, as occurs under conditions of OSA. The
fact that superoxide concentrations were not significantly re-
lated to the degree of nocturnal oxygen desaturation argues
against blood gas alterations as the primary triggers of super-
oxide generation in OSA. Alternatively, mediators second-
arily arising in the patients with OSA might be involved in
neutrophil priming. Two of these substances are tumor necro-
sis factor and interleukin 6, which are potent triggers of radical
release from PMNs and that have been reported to be ele-
vated in OSA (19, 20). Regardless of the mechanism(s) in-
volved, the alteration of the leukocyte responsiveness does,
however, clearly occur in vivo and is not “transported” by the
plasma fraction in the blood sample, as the neutrophils were
isolated from the other blood constituents before undergoing
ionophore or fMLP challenge.

The presently observed neutrophil priming for an en-
hanced respiratory burst might well be related to pathophysio-
logical sequelae occurring in patients with OSA. The in-
creased superoxide release might induce the expression of
vascular adhesion molecules, the proliferation of vascular
smooth muscle cells, and the aggregation and activation of
platelets (21-23). In addition, low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol is oxidized under the influence of superoxide and
incorporated into macrophages, thus forming foam cells (24).
Finally, nitric oxide, the main vasodilator released from the
endothelium, is broken down to peroxynitrite (25). All these
events have been implicated in the pathogenesis of atheroscle-
rosis, known to take place with enhanced rapidity in OSA, and
at least some of them have already been described in these pa-
tients (26-28).

CPAP therapy has been shown to have beneficial effects on
long-term survival of patients with OSA (2). The rapid and
long-lasting reduction in superoxide release from neutrophils
after the institution of CPAP might constitute one mechanism
through which this form of therapy prevents the development
and progression of cardiovascular morbidity and mortality in
OSA.
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In conclusion, markedly enhanced readiness of neutrophils
to respond with superoxide generation to different stimuli was
noted in patients with OSA, rapidly reversible on onset of
CPAP therapy. The exact mechanisms underlying such “prim-
ing” of neutrophils for enhanced respiratory burst under con-
ditions of OSA remain to be further elucidated. However, this
finding may be relevant to the increased cardiovascular mor-
bidity observed in patients with OSA. Furthermore, CPAP
therapy, by reducing this oxidative stress both in the short and
long term, might prevent the emergence and progression of
cardiovascular disease in OSA.
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