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POPIS OZNAKA I KRATICA

AASM — Americka akademija za medicinu spavanja (engl. American Academy of Sleep
Medicine)

AHI — apneja/hipopneja indeks (engl. Apnea-Hypopnea Index)

B-ALP — kostani izoenzim alkalne fosfataze (engl. Bone-Specific Alkaline Phosphatase)
BMD - kostana mineralna gustoc¢a (engl. Bone Mineral Density)

BMP — kostani morfogenetski proteini (engl. Bone Morphogenetic Proteins)

BMU - temeljna viSestani¢na jedinica (engl. Basic Multicellular Unit)

CLIA — imunokemijska kemiluminiscencija

CPAP - uredaj za potpomognuto disanje kontinuiranim pozitivnim tlakom u gornjim diS$nim
putovima (engl. Continuous Positive Airway Pressure)

CTX - C— terminalni telopeptid kolagena tipa I

DXA — dvo-energetska apsorpciometrija (engl. Dual-Energy X-ray Absorptiometry)

ECLIA — metoda elektrokemiluminiscencije (engl. Electrochemiluminescent Immunoassay)
ESRS — Europsko drustvo za istrazivanje spavanja (engl. European Sleep Research Society)
ESS — Epworthova ljestvica pospanosti (engl. Epworth Sleepiness Scale)

FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. Fibroblastic Growth Factor)

HbAlc — glikirani hemoglobin Alc (engl. Glycosylated Hemoglobin Alc)

HIF — hipoksija inducibilni ¢imbenik (engl. Hypoxia-Inducible Factor)

HPA — hipotalamo hipofizno-nadbubrezna osovina (engl. Hypothalamic—Pituitary—Adrenal
AXis)

HS-QCT - kvantitativna kompjuterizirana tomografija visoke rezolucije (engl. High
Resolution Quantitative Computed Tomography)

IGF — inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta (engl. Insuline Like Growth Factor)

IL — interleukini (engl. Interleukins)



IOF — Medunarodna Fondacija za Osteoporozu (engl. International Osteoporosis Foundation)
ITM — indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index)

MAD - udlaga koje pomice donju ¢eljust u prednji polozaj (engl. Mandibular Advancement
Device)

MAP — multivarijabilni upitnik predikcije apneje (engl. Multivariable Apnea Prediction
Questionnaire)

M-CSF — makrofagni Cinitelj stimulacije kolonija (engl. Macrophage Colony-Stimulating
Factor)

NO - dusikov oksid (engl. Nitric Oxide)

OCST - izvanbolni¢ko monitoriranje spavanja (engl. Out of Center Sleep Testing)

ODI - indeks desaturacije kisika (engl. Oxygen Desaturation Index)

OPG - osteoprotegerin (engl. Osteoprotegerin)

OSA — opstrukcijska apneja tijekom spavanja (engl. Obstructive Sleep Apnea)

P1CP — C- terminalni propeptid kolagena tipa I (engl. Procollagen Type I C-terminal
Propeptide)

PINP — N- terminalni propeptid kolagena tipa I (engl. Procollagen Type I N-terminal
Propeptide)

PDGF — trombocitni ¢imbenik rasta (engl. Platelet Derived Growth Factor)

PG — poligrafija (engl. Polygraphy)

PSG — polisomnografija (engl. Polysomnography)

PSQI — Pitsburski indeks kvalitete spavanja (engl. Pittsburgh Sleep Quality Index)

PTH - paratireoidni hormon (engl. Parathyroid Hormone)

QCT — kvantitativna kompjuterizirana tomografija (engl. Quantitative Computed Tomography)
QUS — kvantitativni ultrazvuk (engl. Quantitative Ultrasound)

RAAS - renin-angiotenzin-aldosteron sustav (engl. Renin—Angiotensin—-Aldosterone System)



RANK - receptor aktivator jezgrinog ¢imbenika «B (engl. Receptor Activator of Nuclear
Factor kB)

RANKL - ligand receptora aktivatora jezgrinog ¢imbenika kB (engl. Receptor Activator of
Nuclar Factor kB Ligand)

RDI - indeks respiracijskih poremecaja (engl. Respiratory Disturbance Indeks)

REM - stadij brzih pokreta o¢iju (engl. Rapid Eye Movement)

RERA - budenja povezana s respiratornim naporom (engl. Respiratory Effort Related
Arousals)

SCN —suprahijazmatska jezgra (engl. Suprachiasmatic Nucleus)

STOP-BANG — akronim za; Hrkanje, Umor, Zamijeceni prestanci disanja, PoviSeni arterijski
tlak-Indeks tjelesne mase, Dob, Opseg vrata, Spol (engl. Snoring, Tiredness, Observed apnea,
Pressure- Body mass index, Age, Neck circumference, and Gender)

SZO — Svjetska Zdravstvena Organizacija (engl. World Health Organisation)

TBS — indeks trabekularne kosti (engl. Trabecular Bone Score)

TGF- B — transformiraju¢i ¢imbenik rasta-p (engl. Transforming Growth Factor- )

TNF — tumor nekrotiziraju¢i ¢cimbenik (engl. Tumor Necrosis Factor)

TRACP - tartatat-rezistentna kisela fosfataza (engl. Tartrate-Resistant Acid Phosphatase)
TRD — podizac jezika (engl. Tongue Retaining Device)

UARS - sindrom povecanog otpora gornjeg diSnog puta (engl. Upper Airway Resistance
Syndrome)

VEGEF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor)

WHR — omjer struka i bokova (engl. Waist-To-Hip Ratio)
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1. UVOD
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1.1. Poremecaji disanja tijekom spavanja

Poremecaji disanja tijekom spavanja oznacavaju skupni pojam za kronicna stanja
karakterizirana patoloskim obrascima disanja tijekom spavanja, koja rezultiraju umorom i
smanjenom sposobno$¢u obavljanja dnevnih funkcija (1,2). Mogu se podijeliti u tri glavne
skupine: sindrom apneje tijekom spavanja, sindrom hipoventilacije tijekom spavanja i

sekundarni poremecaji disanja tijekom spavanja (Tablica 1).

Tablica 1. Klasifikacija poremecaja disanja tijekom spavanja

SINDROM APNEJE TIJEKOM SPAVANJA

Opstrukcijska apneja tijekom spavanja
Centralna apneja tijekom spavanja
Cheyne-Stokesovo disanje

Periodi¢no disanje na visinama

Apneja izazvana lijekovima (tzv. jatrogena apneja)

SINDROM HIPOVENTILACIJE TIJEKOM SPAVANJA

Hipoventilacija izazvana pretilo§¢u

Hipoventilacija povezana s neuromisi¢énim bolestima

SEKUNDARNI POREMECAJI DISANJA TIJEKOM SPAVANJA

Kroni¢na opstruktivna pluéna bolest (KOPB)
Astma
Idiopatska pluéna fibroza

Deformacije kraljeznice

Prema: McNicholas WT. Sleep-related breathing disorders: 1. Nosological classification,
definitions, epidemiology. U: Bassetti C, Pogas Z, Peigneux P, ur. Sleep Medicine Textbook.
Regensburg: European Sleep Research Society; 2014:215-20.
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Hrkanje je zasebni poremecaj tijekom spavanja koji ima znatnu ucestalost u populaciji.
Studije opisuju prevalenciju hrkanja od 9-50% muskaraca i 4-17% Zena (2,3). Isto tako, hrkanje
se povezuje i s pove¢anom pospanoscu tijekom dana, a smatra se da je razlog u uskoj vezi sa
sindromom poveéanog otpora gornjeg diSnog puta (engl. Upper Airway Resistance Syndrome,
UARS) (2,4,5). UARS je karakteriziran smanjenjem promjera gornjeg diSnog puta, pove¢anim
inspiracijskim naporom uz budenja, te prekomjernom dnevnom pospanoscu, ali bez ispunjenja
kriterija za opstrukcijsku apneju tijekom spavanja (engl. Obstructive Sleep Apnea, OSA).
Sukladno tome, ne postoji znac¢ajno smanjenje zasi¢enosti hemoglobina kisikom, te se smatra

rizicnim ¢imbenikom i prijelaznim stanjem prije nastanka OSA-e (2,5-7).

1.2. Opstrukcijska apneja tijekom spavanja
1.2.1. Definicija i rizi¢ni ¢imbenici

OSA predstavlja ucestali, kroni¢ni poremecaj disanja tijekom spavanja koji je
karakteriziran ponavljaju¢im epizodama djelomicne (hipopneja) ili potpune (apneja)
opstrukcije gornjih diSnih puteva unato¢ prisutnim naporima respiracijske muskulature da
uspostavi normalan protok zraka (2,8). Opstrukcije su uobicajeno pracene desaturacijom
oksihemoglobina, te se prekidaju epizodama kratkih budenja koja posljedi¢no uzrokuju
fragmentaciju normalnog tijeka spavanja i smanjuju koli¢inu sporovalnog i REM (engl. Rapid
Eye Momevent) stadija spavanja (9,10). Pacijenti se najceS¢e prezentiraju glasnim hrkanjem,
epizodama prestanka disanja tijekom spavanja, prekomjernom dnevnom pospanoscéu i
umorom, te kroni¢nim nedostatkom energije (8,11).

Iako to€an uzrok opstrukcije nije dovoljno poznat, u pacijenata s OSA-om ¢esto postoji
narusenost ravnoteze anatomskih struktura orofarinksa i hipofarinksa, $to dovodi do smanjene
prohodnosti diSnog puta (12-14). Takoder, poremecena neuralna aktivacija misi¢a dilatatora

gornjeg diSnog puta, mali volumen pluc¢a, nakupljanje tekucine u gornjim diSnim putevima i
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posljedi¢ni edem, te nestabilna respiracijska kontrola takoder uvelike predisponiraju nastanku
poremecaja (11,15-17). Brojni su ¢imbenici ukljuc¢eni u kompleksnu patofiziologiju nastanka
OSA-e, ali jedan od najznacajnijih je zasigurno pretilost (18,19). Smatra se da nakupljanje
masti u strukturama gornjeg diSnog puta poput uvule, jezika i mekog nepca, dodatno suzavaju
njegov promjer i onemogucavaju normalno disanje tijekom spavanja (20,21). Samim time,
pacijenti s OSA-om tipi¢no imaju veci opseg vrata kao posljedicu deponiranja masti, te
istrazivanja pokazuju da je opseg vrata bolji prediktor nastanka OSA-e od indeksa tjelesne
mase (ITM) (22). Vaznost tjelesne mase kao rizicnog ¢imbenika za nastanak OSA-e potvrduje
i podatak koji govori da povecéanje tjelesne mase od 10% povecava rizik za OSA-u Sest puta
(23).

Prevalencija OSA-e linearno raste s dobi do razdoblja izmedu 60 i 65 godina, nakon
Cega slijedi plato, s kona¢nim 2-3 puta ve¢im rizikom za nastanak OSA-e u populaciji od 65
godina u odnosu na osobe srednje dobi (24-27). Isto tako, brojne studije su istakle muski spol
kao dodatni ¢imbenik rizika za nastanak bolesti, te omjer dijagnosticirane OSA-e od 2:1
naspram zenskog spola u opcoj populaciji (25). Iako jo$ nisu do kraja poznati to¢ni razlozi
takvog omjera, vaznu ulogu u tome ima predispozicija za faringealni kolaps koja se razlikuje
ovisno o spolu, centralni respiracijski poticaj, te razlike u koncentracijama spolnih hormona
(28,29). Pokazalo se da androgeni poti¢u kolabiranje gornjeg diSnog puta, dok progesteron
utjeCe na snazniji ventilacijski odgovor na opstrukciju (2,30). Sukladno tome, OSA je ucestalija
u Zena postmenopauzalne dobi, iako se Cak 1 sama trudnoca pokazala rizikom za smanjeni
protok zraka u gornjim diSnim putevima (31,32). Cjelokupno gledajuc¢i, OSA u Zena cesce je
prezentirana atipi¢nim simptomima, poput depresije 1 nesanice, te imaju loSiju prognozu u
odnosu na muskarce (25,33).

U brojne rizi¢ne ¢imbenike koji povecavaju predispoziciju nastanka OSA-e spadaju i

genetske predispozicije, puSenje, konzumacija alkohola, uzimanje sedirajucih lijekova,
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kraniofacijalne malformacije, nazalna kongestija, etnicka pripadnost, arterijska hipertenzija,
sr¢ano zatajenje, Marfanov sindrom, akromegalija, hipotireoza, neuroloski poremecaji i

kroni¢no zatajenje bubrega (8,11,34,35).

1.2.2. EpidemioloSke znacajke

lako procjena ucestalosti OSA-e ovisi o dijagnostickim kriterijima, etnic¢koj
pripadnosti, dobi, te ostalim specificnim znacajkama promatrane populacije, ukupna
prevalencija bolesti je u znacajnom porastu (36). Prva studija koja je procijenila prevalenciju
OSA-e bila je Wisconsin Sleep Cohort Study Young i sur. iz 1993. godine u kojoj je OSA
utvrdena u 4% muskaraca i 2% Zena srednje dobi (37). Daljnja istrazivanja koja su uslijedila
potvrdila su inicijalne rezultate (38,39), ali se posljednjih godina prevalencija znatno povecala.
Tako su Peppard i sur. u razdoblju od 2007. do 2010. godine utvrdili da 14% muskaraca i 5%
Zena ispunjavaju minimalne kriterije za dijagnozu OSA-e (36), dok je recentno kohortno
istrazivanje HypnoLaus, napravljeno na uzorku od 3043 ispitanika iz opée populacije, pokazalo
da ¢ak 49,7% muskaraca 1 23,4% zena ima OSA-u, potvrdenu cjelono¢nim polisomnografskim
ispitivanjem (40). Veliki porast prevalencije OSA-e u drustvu se najviSe pripisuje produljenju
zivotnog vijeka, ali 1 sve vecoj svjetskoj epidemiji prekomjerne tjelesne mase i pretilosti (41).
Pokazalo se da zemlje s najviSim stopama pretilosti isto tako imaju 1 najvecu prevalenciju
OSA-e, te se zbog toga pretpostavlja nastavak istog trenda 1 u buduénosti (42,43). Vazno je
napomenuti da unato¢ visokoj prevalenciji 1 razvoju novih tehnika za dijagnozu OSA-e, u

velikog broja pacijenata ona ostaje neprepoznata, i to posebice u Zenskoj populaciji (25).
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1.2.3. Klinic¢ka slika OSA-e

Najces¢i noéni simptomi koje pacijenti s OSA-om razviju su glasno hrkanje tijekom
spavanja, te epizode zamijeCenih prestanaka disanja od strane ukucana koji su praceni
respiracijskim naporima, guSenjem, dahtanjem, budenjem, znojenjem, hiperventilacijom i
pomicanjem tijela (8,11,44). Ipak, treba imati na umu da toan udio osoba koje hréu s
dijagnosticiranom OSA-om pokazuje znacajnu varijabilnost, te da zbog visoke osjetljivosti, ali
niske specifi¢nosti, smanjuje vjerojatnost pozitivne dijagnoze OSA-e u osoba koje ne hréu (44).

Izuzev no¢nih simptoma, OSA pacijenti tijekom vremena razviju i spektar dnevnih
posljedica, od Cega je najznaCajnija i najceS¢a prekomjerna pospanost tijekom dnevnih
aktivnosti (8,11,45). Cesto se moZe i predvidjeti zbog polaganog i kroniénog tijeka, a pacijenti
opisuju izrazit dnevni umor, nisku razinu energije i slabo fokusiranje na dnevne zadatke (8,11).
Pospanost se javlja kao posljedica poremecene arhitekture spavanja i Cestih budenja, te su
pacijenti zbog toga podlozni i usporenju cjelokupnih kognitivnih funkcija i produljenju
vremena reakcije. (9,45). Samim time, pacijenti s OSA-om imaju povecani rizik za nastanak
prometnih nesreca i profesionalnih nesre¢a na radu (46-48). Nadalje, popratni simptomi OSA-e
mogu ukljucivati i jutarnje, stezuce, bifrontalne glavobolje, grlobolju, nikturiju, promjene
raspoloZenja, poremecaje spolnih funkcija te depresiju (44,49,50). Simptomi su zajednicki za
oba spola, iako Zene ¢eSc¢e pate od jutarnjih glavobolja, nesanice i popratne depresije u odnosu

na musSkarce (33).
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1.2.4. Dijagnosticke metode

1.2.4.1. Anamneza i klinicki pregled

Kvalitetna anamneza je kljuan prvi korak u dijagnozi OSA-e, a mora obuhvacati
detaljan razgovor o svim simptomima i tegobama, pojavi poremecaja disanja tijekom spavanja
u obitelji, te podatke o ostalim popratnim bolestima i koriStenju lijekova. Vazan segment
ispitivanja je i heteroanamneza ukucana, najces¢e bracnih supruznika, koji mogu detaljnije
navesti i opisati no¢ne tegobe pacijenata, kao Sto su prestanak disanja, respiracijski napor i
hrkanje (51).

Klinicki pregled se naj¢esce sastoji od prikupljanja antropometrijskih mjera (tjelesna
masa i visina, opseg struka, vrata i bokova), te mjerenja arterijskog tlaka. Posebnu vaznost
moze imati i pregled otorinolaringologa, buduci da se u pacijenata s OSA-om moze pronaci
povecanje mekih struktura orofarinksa, te se mogu primijetiti neke od anatomskih nepravilnosti
ili tvorbi poput nosnih polipa i hipertrofi¢énih adenoidnih vegetacija, koje mogu zahtijevati i

kirursko lijecenje (8,14,51).

1.2.4.2. Upitnici za probir

Zbog visoke ucestalosti bolesti i vaznosti pravovaljane dijagnoze, razvijeno je nekoliko
razli¢itih validiranih upitnika koji se mogu koristiti kao metoda kojom se mozZe probrati
populacija s najve¢om vjerojatnosti i rizikom obolijevanja od OSA-e. Upitnici se mogu koristiti
kao nadopuna anamnezi i klini€kom pregledu, a studije su pokazale da imaju najvecu vrijednost
u onoj populaciji koja je ve¢ iskusila neke od simptoma poremecaja disanja tijekom spavanja
(52).

Medu najceSc¢e koristene upitnike za procjenu rizika za razvoj OSA-e spadaju STOP,
te njegova prosirena inacica, STOP-BANG upitnik (engl. The Snoring, Tiredness, Observed

apnea, high blood Pressure-Body mass index, Age, Neck circumference, and Gender,
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STOP-BANG) (52-55). Ukoliko ga wusporedujemo s ostalim koriStenim upitnicima,
STOP-BANG postize najbolje dijagnosticke performanse, te se preporucava upotrebljavati u
svakodnevnoj klinickoj praksi. Nadalje, upitnik nam moze pruziti informacije o rizi¢nim
ispitanicima koje je uputno proslijediti na daljnju obradu i definitivno dijagnosticiranje OSA-e
(52-55).

Upitnik koji se takoder koristi u svakodnevnoj klini¢koj praksi je i Epworthova ljestvica
pospanosti (engl. Epworth Sleepiness Scale, ESS), koja procjenjuje razinu prekomjerne
pospanosti u uobi¢ajenim dnevnim situacijama, koja je najcesci prateci simptom OSA-e. Tako
je pacijente s povecanim stupnjem dnevne pospanosti uputno poslati na daljnju dijagnostiku
(55-57).

Ostali upitnici za probir pacijenata koji se isto tako mogu koristiti u klinickoj praksi su
i Pitsburski indeks kvalitete spavanja (engl. Pittsburgh Sleep Quality Index, PSQI), SACS zbroj
(engl. Sleep Apnea Clinical Score, SACS), Berlinski upitnik, te MAP upitnik (engl.

Multivariable Apnea Prediction Questionnaire, MAP) (55,58-60).

1.2.4.3. Cjelonocna polisomnografija

Cjelono¢na laboratorijska polisomnografija (PSG) predstavlja zlatni standard u
dijagnostici poremecaja disanja tijekom spavanja. Sastoji se od mjerenja visestrukih fizioloskih
funkcija tijekom spavanja 1 biosignala uz video nadzor. Tako je u PSG ukljuceno:
elektroencefalografija (EEG), -elektrookulografija (EOG), elektrokardiografija (EKG),
elektromiografija (EMG) miSi¢a donje Celjusti 1 goljeni¢nog misi¢a, mjerenje protoka zraka
kroz nos, pulsna oksimetrija, pra¢enje pokreta abdomena i1 prsnog kosa te jaCina i trajanje
hrkanja (61). Analizom prikupljenih podataka odreduju se parametri koji su vazni pri dijagnozi

bolesti, kao Sto su epizode opstrukcijske, centralne ili mjeSovite apneje, epizode hipopneje, te
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budenja povezana s respiracijskim naporom (engl. Respiratory Effort Related Arousals, RERA)
(62,63).

Prema definiciji, apneja oznacava potpuni prestanak protoka zraka kroz diSne putove u
trajanju od najmanje 10 s, dok hipopneja oznacava smanjenje protoka zraka za >30 % u trajanju
od minimalno 10 s, uz pratece budenje i/ili smanjenje saturacije arterijske krvi kisikom (SpO»)
za >3 %. RERA oznacava respiracijske epizode u trajanju od najmanje 10 s koje su povezane
s povecanim respiracijskim naporom i budenjem, ali ne zadovoljavaju kriterije apneje niti
hipopneje (62,63). Osnovni polisomnografski kriterij prema kojem se definira konac¢na
dijagnoza i stupanj tezine OSA-e je apneja-hipopneja indeks (engl. Apnea-Hypopnea Index,
AHI). AHI indeks oznacava zbroj epizoda apneje i hipopneje, podijeljenih prema pojedinom
satu spavanja (epizode/sat). Prema tome, dijagnoza OSA-e u asimptomatskoj odrasloj
populaciji bez komorbiditeta vezanih uz OSA-u je postavljena ukoliko je AHI > 15 epizoda/sat,
ili u populaciji s izrazenim simptomima ili komorbiditeteima ukoliko je AHI > 5 epizoda/sat.
Nadalje, prema AHI indeksu, OSA se moze podijeliti u 3 razli¢ita stupnja bolesti. Tako blaga
OSA oznacava AHI > 5-14,9 epizoda/sat, umjerena OSA AHI > 15-29,9 epizoda/sat, a teska
OSA AHI > 30 epizoda/sat (64,65). Izuzev AHI indeksa kao osnovnog alata za stupnjevanje
OSA-e, u klinickim ispitivanjima 1 klinickoj praksi koristi se 1 indeks respiracijskih poremecaja
(engl. Respiratory Disturbance Index, RDI), koji pri izraCunu uz epizode apneje i hipopneje
uzima u obzir i RERA dogadaje prema satu spavanja. Prema RDI indeksu OSA se istovjetno
moze podijeliti na tri razli¢ita stupnja teZine bolesti (64,65).

Kao alternativa PSG ispitivanju u dijagnosticiranju OSA-e, moze se koristiti
respiracijska poligrafija (PG), koja ne ukljuc¢uje odredene neurofizioloske 1 kardiopulmonalne
varijable, te stoga ne spada u zlatni standard dijagnostike (66). Nadalje, u klinickoj praksi se
koristi i1 izvanbolni¢ko monitoriranje spavanja (engl. Out of Center Sleep Testing, OCST), koje

PSG kriterije vrednuje prema satu monitoriranja (67), te poluno¢na polisomnografija, koja u
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prvom ciklusu spavanja postavi dijagnozu OSA-e putem PSG snimanja, a u drugoj polovici
spavanja provodi terapiju kontinuiranim pozitivnim tlakom zraka (engl. Continuous Positive
Airway Pressure, CPAP) (68). U novije, dostupnije, jednostavnije i jeftinije metode dijagnoze
OSA-e spada prijenosno monitoriranje, u kojima se koriste uredaji za kuénu uporabu koji na

jednostavniji nacin mogu postaviti dijagnozu (69,70).

1.2.5. Lijecenje OSA-e

U lije¢enju OSA-e se moze koristiti nekoliko razli¢itih metoda, ali su cesto prvi korak
u slucajevima blaze bolesti higijensko-dijetetske mjere koje ukljucuju promjenu Zivotnog stila,
povecanje tjelesne aktivnosti, gubitak na tjelesnoj masi, njegovanje higijene spavanja, te
izbjegavanje konzumacije alkohola i lijekova koji djeluju kao miorelaksansi (71,72).

Ostali modaliteti lije¢enja ukljucuju polozajnu terapiju, koja moze biti ucinkovita
ukoliko se zastoj disanja javlja pretezito u polozaju spavanja na ledima, te se za izbjegavanje
tog polozaja mogu koristiti razli¢ita pomagala i jastuci (73). Kirurski zahvati u lijeCenju OSA-e
obuhvacaju ispravljanje anatomskih nepravilnosti mekog ili koStanog tkiva u podruc¢ju gornjeg
diSnog puta, a mogu se koristiti 1 kao svojevrsna priprema za konzervativno lijeCenje (74).
Nadalje, metoda lijeCenja intraoralnim udlagama sve vise se koristi, a ukljucuje udlage koje
podizu donju Celjust (engl. Mandibular Advancement Devices, MAD) 1 one koje podizu jezik u
odgovarajuci polozaj (engl. Tongue Retaining Devices, TRD) (75-77). Terapija udlagama se
preporucuje u pacijenata koji su iskusili nuspojave ili su imali loSu suradljivost u koriStenju
CPAP uredaja, zlatnog standarda u lijeCenju OSA-e (78,79).

Istrazivanja su potvrdila da je CPAP terapija naju¢inkovitiji nacin lijeCenja OSA-e, te
da smanjuje sve dnevne i no¢ne simptome bolesti. CPAP radi na principu kontinuiranog
isporucivanja pozitivnog tlaka zraka tijekom koriStenja putem razlicitih vrsta maski, te na takav

nacin sprjecava kolaps gornjih diSnih putova i1 osigurava njihovu prohodnost. Takoder,
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lijecenje CPAP uredajem poboljSava kardiometabolicke i neurokognitivne funkcije pacijenata,
normalizira poremecéenu arhitekturu spavanja, i preporucuje se kao prva linija lijeenja u
pacijenata s umjerenom i teSkom OSA-om (51,78,79). Glavni problemi u koriStenju ovog
uredaja su nesuradljivost pacijenata, a prema smjernicama ga je uputno koristiti Sto dulje

tijekom spavanja svake no¢i, ali najmanje u vremenskom periodu od 4 sata (78,79).

1.2.6. Komplikacije i popratne bolesti

OSA je patofizioloski povezana s mnogim komplikacijama i prate¢im bolestima, ali
ipak uz razmjerne individualne varijacije i ovisnost o stupnju i duljini trajanja bolesti (32).
Velike promjene intratorakalnog tlaka, intermitentna hipoksija, fragmentacija spavanja i
kortikalna mikro-budenja pokrecu citavu kaskadu patofizioloskih mehanizama koji uzrokuju
sustavne kardiometabolicke i neurokognitivne poremecaje (8,11).

OSA je u dosadasnjim studijama povezana s povecanim rizikom za nastanak brojnih
kardiovaskularnih komplikacija, od ¢ega su najznacajniji hipertenzija, sr€ana ishemija,
cerebrovaskularni inzult, aritmije, te sr€ano zatajenje (80-84). SrediSnju ulogu u razvoju
neZeljenih vaskularnih ishoda ima endotelna disfunkcija, povecana aktivnost simpatickog
ziv€anog sustava, oksidacijski stres i sistemska upala (8,11,85-87). Naime, cikli¢ki obrasci
hipoksije dovode do stvaranja kisikovih radikala, smanjenja dostupnosti duSikovog oksida
(engl. Nitric Oxide, NO) te prokoagulacijskog ucinka, §to u kombinaciji s aktivacijom
sustavnog upalnog odgovora wuzrokuje povecanu krutost arterija, ubrzani razvoj
aterosklerotskih plakova i visoki kardiovaskularni morbiditet i mortalitet (82,88-90). Prema
dosadasnjim istrazivanjima, smatra se da je prevalencija arterijske hipertenzije u pacijenata s
OSA-om izmedu 36,5% 1 53,6%, a izuzev povecCane simpatiCke aktivnosti i endotelne
disfunkcije, u mehanizme nastanka ubrajaju se i povecane razine endotelina-1, hiperaktivacija

renin-angiotenzin-aldosteron sustava (RAAS), hiperleptinemija i hiperinzulinemija (91,92).

11
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Od ostalih kardiovaskularnih posljedica, akutni u¢inci OSA-e povezuju se i s padom sistolicke
funkcije lijeve 1 desne klijetke, te visokim rizikom od razvoja atrijske fibrilacije 1 ostalih
poremecaja sréanog ritma, poput atrioventrikularnih blokova, ventrikularnih ekstrasistola i
ventrikularnih tahikardija (83).

Brojna  provedena  istrazivanja  pokazala su  nedvojbenu  povezanost
metaboli¢ko-endokrine disfunkcije i OSA-e. Tako su OSA i intermitentna hipoksija znac¢ajno
povezani sa nastankom inzulinske rezistencije, intolerancije glukoze i razvoja Secerne bolesti
tipa 2, dok pacijenti sa Se¢ernom bolesti imaju losiju glikemijsku regulaciju ukoliko imaju
pridruzenu i OSA-u (93,94). Takoder, tezina OSA-e, procijenjena AHI indeksom, povezana je
s incidencijom Secerne bolesti, te s vrijednosti gliciranog hemoglobina Alc (Hbalc), jednim
od najvaznijih pokazatelja regulacije glukoze (93,94). Smatra se da prevalencija OSA-e u
pacijenata sa Se¢ernom bolesti iznosi ¢ak do 75%, $to dodatno govori o vaznosti tih pridruzenih
bolesti, te vaznosti pravovremenog probira (93-95). Izuzev poremecaja glikemijskih
vrijednosti, studije su pokazale da pacijenti s OSA-om imaju i znacajno vise vrijednosti
triglicerida, te izravnu povezanost s razvojem metabolickog sindroma, zbog ¢ega neki autori
OSA-u smatraju kao njegovu integralnu sastavnicu (96).

Ono $to dodatno pogorSava cjelokupnu metabolicku homeostazu u pacijenata s
OSA-om je i1 razvoj opceg upalnog odgovora, te modulacijski u¢inak na autonomni zZiv¢ani
sustav i hipotalamo-hipofizno-nadbubreznu osovinu (engl. Hypothalamic—Pituitary—Adrenal
Axis, HPA). Poremec¢aj HPA osovine dovodi do patoloskih obrazaca lucenja kortizola koji
mogu negativno utjecati na glikemijske vrijednosti, ali i na niz ostalih neuroendokrinih
komplikacija (97,98). Nadalje, poremec¢aj HPA osovine utjece na povecano luc¢enje proupalnih
citokina, ali 1 na povecano oslobadanje adipokina, od kojih vaznu ulogu u odrzavanju

proupalnog stanja 1 poboljSanju inzulinske osjetljivosti ima leptin. Zbog navedenih ucinaka,
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leptin se smatra vaznim biomarkerom u patofiziologiji i lijeCenju poremecaja spavanja,
poglavito kao marker u¢inkovitosti CPAP terapije (99,100).

OSA kao klinicki entitet povezana je i s cijelim nizom dodatnih poremecaja, ukljucujuéi
hipotireozu, akromegaliju, pulmonalnu fibrozu, cerebrovaskularne bolesti, gastroezofagealni
refluks, nealkoholnu masnu bolest jetre, visu stopu perioperativnih komplikacija, te depresiju
(34,101-103). Osobe kojima je postavljena dijagnoza OSA-e imaju isto tako loSije
neurokognitivne funkcije, poremecaje paméenja, ucenja, pozornosti te izvrSnih funkcija, u
usporedbi s opéom populacijom (104,105). Cjelokupno gledajuéi, pacijenti s OSA-om imaju
smanjenu ukupnu kvalitetu Zivota, te, prema studiji Young i sur., povecanje rizika od smrtnog
ishoda od svih uzroka u usporedbi sa zdravom populacijom 3,8 puta (106).

U posljednje vrijeme, neka od najnovijih istrazivanja su pruzila dokaze o povezanosti
OSA-eiporemecaja koStanog metabolizma, ali s dosta varijabilnosti u objavljenim rezultatima.
Tocna patofiziologija utjecaja OSA-e na koStani metabolizam i potencijalni razvoj osteoporoze

jos uvijek je nedovoljno razjasnjena.
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1.3. Kostani metabolizam i osteoporoza

1.3.1. Grada kosti i fiziologija kosStane pregradnje

1.3.1.1. Grada koStanog tkiva

Kostur ¢ovjeka predstavlja vitalno, dinamic¢no, visoko specijalizirano potporno tkivo s
jedinstvenim strukturnim i mehani¢kim svojstvima koje pruzaju strukturnu podrsku tijelu,
odreduje velic¢inu i oblik tijela, sudjeluje u pokretanju tijela u prostoru, te stiti unutarnje organe,
tjelesne Supljine i koStanu srz. Takoder, kostur je mineralizirana struktura koja se sastoji od
razliCitih stanica, krvnih zila, 1 kristala, te sluzi kao rezervoar i vazan ¢imbenik homeostaze
iona kalcija i fosfata (107,108). Odrasli, zdravi kostur sastoji se od dvije razlicite forme koStane
tvari koje se razlikuju u histoloskoj gradi: spuzvasta kostana tvar i kompaktna koStana tvar.
Iako su makroskopski i mikroskopski razliciti, oba tipa kosti identi¢na su u njihovoj kemijskoj
strukturi (109).

Kompaktna kosStana tvar prekriva povrSinu svih kostiju, te se zbog toga jo$ naziva i
kortikalni tip kosti. Sacinjava 80 % kostura ¢ovjeka, te je gusta, kompaktna, ima nizak stupanj
pregradnje i visoku otpornost na torziju i krvarenje. Kostano tkivo je poloZeno koncentricno
oko srediSnje mikroskopske strukture kosti, Haversovih sustava, koji sadrze krvne Zile, limfno
tkivo, Zivce 1 vezivno tkivo. Kortikalna kost ne sadrZi Supljine ispunjene koStanom srZi, ve¢ina
nje je kalcificirana 1 pruZza mehani¢ku snagu 1 zaStitu, te moZe posluziti u metabolickom
odgovoru ukoliko postoji mineralni deficit u organizmu (107,110).

Spuzvasta koStana tvar oblikuje koStane gredice (trabekule) razli¢itih dimenzija izmedu
kojih se nalazi hematopoetsko tkivo koStane srzi, te se zbog toga naziva jos 1 trabekularni tip
kosti. Nalazi se uglavnom na okrajcima dugih kostiju i u unutarnjim dijelovima zdjelice i
plocastih kostiju. Iako predstavlja 20% ukupne mase kostura, zbog specifi¢nosti rasporeda
kostanih gredica ima viSestruko ve¢i omjer ukupne povrsine s obzirom na sami volumen kosti

(107,110-112). Izuzev sadrzaja hematopoetskog tkiva, trabekularna kost razlikuje od
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kortikalne i1 prema tome Sto ima veci elasticitet, ima visi stupanj koStane pregradnje, te vecu
metabolicku funkciju. Ipak, ne smije se zanemariti veliki doprinos trabekularne kosti i na

mehanicku potporu i kvalitetu kostanog tkiva, posebice u kostima kao $to su kraljesci (112).

1.3.1.2. Strukturne komponente kosti

Strukturne komponente kosti ukljucuju ekstracelularni koStani matriks, te kolagenska
vlakna i stanice. KoStani matriks se sastoji od organskog dijela (30-40%), anorganskog ili
mineralnog dijela (60-70%) i vode. Anorganski dio graden je uglavnom od kalcijeva fosfata u
obliku kristala hidroksiapatita i ¢ini viSe od 95% anorganskog dijela matriksa, dok ostatak ¢ine
karbonatne, kloridne, fluoridne soli magnezija, natrija i ostalih metala. Organski dio graden je
pretezito od kolagena tipa I (90%), proteoglikana, glikoproteina, i ostalih ne-kolagenih proteina
poput osteokalcina, koStanog sijaloproteina, osteonektina i osteopontina (111,113). Kristali
hidroksiapatita daju rigidnost i ¢vrsto¢u kolagenu buduc¢i da su smjesteni na kolagenim
vlaknima, te izmedu i paralelno s njima. Iako uloga svih komponenti matriksa nije do kraja
razjasSnjena, danas je ipak poznato sudjelovanje brojnih proteina u diferencijaciji i proliferaciji
stanica koStanog sustava, te u apoptozi i koStanom modeliranju (109,114). Uz prisutnost
brojnih proteina, koStani matriks takoder sadrzi ¢imbenike rasta 1 citokine koji imaju vaznu
ulogu u lokalnom signaliziranju izmedu stanica i koStanoj pregradnji (115,116).

Kostane stanice koje se mogu naci u koStanom tkivu su osteoblasti, osteociti 1
osteoklasti. Medutim, blizina koStane srzi dovodi do izlaganja kosti utjecaju ostalih stanica
koje mogu imati vazne uloge u stvaranju osteogenicnih stanica 1 u regulaciji koStane pregradnje
(117). Osteoblasti su stanice odgovorne za proizvodnju, odlaganje i mineralizaciju komponenti
koStanog matriksa. Nalaze se na povrSinama koStanih gredica posloZzeni u nizovima, a
podrijetlo vezu iz pluripotentnih mezenhimalnih mati¢nih stanica koje imaju mogucnost

diferencijacije i u hondrocite, adipocite, mioblaste i fibroblaste (111,117). Izgradnja kosti
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zapocCinje stvaranjem kolagena tipa I, a nastavlja se stvaranjem i sazrijevanjem ostalog dijela
koStanog matriksa, te njegove mineralizacije. Navedeni procesi se u zdravom, odraslom
organizmu odvijaju otprilike jednakom brzinom, tako da se uspostavlja ravnoteza izmedu
stvaranja i mineralizacije matriksa (109,118). Brojni ¢cimbenici i citokini sudjeluju u normalnoj
funkciji osteoblasta djelujuéi na autokrini i parakrini nacin, a uklju¢uju inzulinu slican Cinitelj
rasta (engl. Insuline Like Growth Factor, IGF), trombocitni ¢imbenik rasta (engl.
Platelet-Derived Growth Factor, PDGF), ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. Fibroblastic
Growth Factor, FGF), koStane morfogenetske proteine (engl. Bone Morphogenetic Proteins,
BMPs), transformirajuéi ¢imbenik rasta-B (engl. Transforming Growth Factor-f, TGF-p),
glukokortikoide, te 1,25 dihidroksi vitamin D. Osteoblasti takoder imaju receptore i za
paratireoidni hormon (PTH), hormone Stitanjace, inzulin, prolaktin te za spolne hormone (118-
121). Nadalje, osteoblasti proizvode brojne produkte, od kojih su neki od njih vazni pokazatelji
osteoblasti¢ne aktivnosti, poput alkalne fosfataze, kolagena tipa I, te osteokalcina
(107,119,122). Na samom kraju proizvodnje kosStanog matriksa, oko 15% osteoblasta se
ukopava u njega, te diferencira u osteocite (109).

Osteociti su najbrojnije stanice koStanog tkiva, te imaju kljucnu ulogu u registriranju
mehanickih promjena u koStanom tkivu, pri ¢emu se regulira aktivnost osteoblasta 1 osteoklasta
u procesima koStane pregradnje. Povezani su medusobno, kao 1 s ostalim stanicama i koStanim
matriksom mrezom malih kanali¢a koji sadrze kosStanu ekstracelularnu tekuéinu (123).

Osteoklasti su velike stanice s multiplim jezgrama, bogate lizosomskim enzimima, ¢ija
je glavna bioloska uloga razgradnja koStanog tkiva. Glavni ¢imbenici koji reguliraju
diferencijaciju osteoklasta su receptor aktivator jezgrinog Cimbenika kB (engl. Receptor
Activator of Nuclear Factor kB, RANK), ligand receptora aktivatora jezgrinog ¢imbenika kB
(engl. Receptor Activator Of Nuclar Factor kB Ligand, RANKL), makrofagni cCinitelj

stimulacije kolonija (engl. Macrophage Colony-Stimulating Factor, M-CSF) i osteoprotegerin

16



Doktorska disertacija Marino Vilovi¢

(OPG) (124,125). Takoder, osteoblasti su vazni regulatori osteoklasti¢ne aktivnosti, i to
humoralnim putem stvaraju¢éi RANKL koji se veze na RANK na membrani prekursora
osteoklasta, 1 na takav nacin aktivirajuéi njegovu resorpcijsku aktivnost. Osteoblasti takoder
stvaraju 1 OPG, ¢Cija je uloga sprjeCavanje interakcije RANK-a i RANKL-a (125,126).
Osteoklasti su isto tako pokazali i interakciju s osteocitima, budu¢i da se mogu aktivirati
humoralnim putem preko estrogena i TGF-f (127), dok oSte¢enje osteocita potice aktivnost

osteoklasta u blizini lezije (128).

1.3.1.3. KosStana pregradnja

Kostane strukture predstavljaju izrazito aktivno tkivo koje je konstantno u procesu
remodeliranja tijekom cijelog Zivota. Na takav se nacin odgovara na mehanicke i metabolicke
zahtjeve organizma, te se aktiviranjem osteoblasta i osteoklasta odvija cijeljenje fizioloSkih
mikroskopskih kostanih oStecenja, ali i nastalih fraktura pri ¢emu novostvorena kost preuzima
mehanicko optere¢enje (107,109). Remodeliranje kosti predstavlja prilagodbu kostane
morfologije novim biomehani¢kim okolnostima tijekom Zivota, pri ¢emu ukupna kostana masa
ostaje ista. U zdravoj, odrasloj kosti, procesi koStane resorpcije i izgradnje su uskladeni u istom
prostoru i vremenu u obliku temeljne viSestani¢ne jedinice (engl. Basic Multicellular Unit,
BMU), a koStana resorpcija uvijek prethodi izgradnji 1 povecanoj aktivnosti osteoblasta
(109,111,126). U jednom ciklusu remodeliranja, najviSe vremena traje postupak stvaranja nove
kosti, koji moZe potrajati i preko 4 mjeseca, dok postupak resorpcije traje najvise 2 tjedna. Na
godisnjoj razini, oko 3 % kortikalne kosti je u procesu remodelacije, dok trabekularna kost ima
znatno visu stopu pregradnje uslijed vece povrSine u odnosu na volumen, te iznosi oko 25 %
(107,109,112).

Tijekom starenja moze do¢i do poremecaja procesa remodeliranja, pri ¢emu ukupan

broj aktivnih jedinica pregradnje moze biti povecan, te uslijed toga veca povrSina kosti ¢e biti
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u procesu resorpcije. Isto tako, moze do¢i do poremecaja u odnosu resorpcije i izgradnje, pri
¢emu Ce se stvoriti manja koli¢ina kostanog tkiva (129). Tako primjerice trabekularna kost
uslijed navedenih alteracija moze odgovoriti stanjivanjem koStanih pregrada, Sto je
karakteristi¢no za muskarce i nizak stupanj kostane pregradnje, dok se trabekularne perforacije
i erozije povezuju s visokim stupnjem kostane pregradnje, te su ¢es¢e u zena. U konacnici,
stanjivanje trabekula je vezano uz bolje odrzavanje kostane arhitekture i manji utjecaj na snagu
1 izdrzljivost kosti (111,130).

Proces kostane pregradnje je kompleksno reguliran putem sistemskih hormona,
mehanickih poticaja i lokalno stvorenih citokina i ¢imbenika rasta. PTH je najvazniji hormon
u homeostazi kalcija i fosfata, te ima snazan utjecaj na proces kostane resorpcije i oslobadanja
kalcija u krvotok. Takoder, odgovoran je i za aktivaciju 1,25 dihidroksi vitamina D (kalcitriol)
u bubrezima, hormona esencijalnog za reapsorpciju kalcija i fosfata iz probavnog sustava, te
odgovornog za koStanu mineralizaciju i anabolicke ucéinke na kost (131). Kalcitonin je
odgovoran za kocenje osteoklasti¢ne aktivnosti, ali su istrazivanja pokazala da je njegova
fizioloska uloga u koStanom sustavu minimalna. Hormon rasta ima klju¢nu ulogu u razvoju
koStanog sustava, te je preko sustava koStane izgradnje 1 resorpcije jedan od glavnih ¢imbenika
razvoja ukupne koStane mase u odraslih (131). Glukokortikoidi imaju stimulacijski i
inhibicijski uc¢inak na koStane stanice. Unato¢ tome §to potiCu sazrijevanje osteoblasta iz
mezenhimalnih mati¢nih stanica, ko¢e njihovu aktivnost 1 poti¢u rad osteoklasta. Hormoni
Stitnjace potiCu reakcije cjelokupne koStane pregradnje stimulirajuci aktivnost osteoblasta i
osteoklasta (131). Estrogeni su poznati Cuvari koStanog tkiva, te svoj utjecaj ostvaruju
preveniraju¢i nastanak osteoklasta, inhibiraju¢i njihov odgovor na RANKL. Takoder, estrogen
stimulira proliferaciju osteoblasta, te utjeCe na sintezu koStanog matriksa, hormonskih
receptora 1 lokalnih ¢imbenika poput OPG 1 TGF-f. Sukladno estrogenu, androgeni su kljucni

za koStani rast 1 razvoj, a njihovi receptori su prisutni u svim kosStanim stanicama (111,131).
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Izuzev sistemskih hormona koji, izmedu svojih ostalih uloga, imaju snazan utjecaj i na
kostano tkivo, remodeliranje se usmjerava putem brojnih lokalnih citokina i ¢imbenika rasta.
Tako koStanu resorpciju stimuliraju ¢imbenici poput interleukina 1 1 6 (IL-1, IL-6), tumor
nekrotizirajuéeg ¢imbenika (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF), PDGF-a i M-CSF-a, dok je
inhibiraju interleukin 4 (IL-4) i inteferon- y (IFN- y). Za proces stimuliranja koStane izgradnje

su odgovorni ¢imbenici poput IGF-a, TGF-$ i BMP-a (109,111,121,131).

1.3.2. Biomarkeri koStanog metabolizma

Proces kostane pregradnje je metaboli¢ki izrazito aktivan proces koji ukljucuje
aktivnost brojnih stanica i citokina. Tijekom godina se intenzivno istrazivalo podrucje
aktivnosti osteoblasta i osteoklasta, te njihova uloga i promjene plazmatskih koncentracija u
patofiziologiji bolesti koStanog sustava, od kojih je najznaCajnija 1 najzastupljenija
osteoporoza. Stoga su se postupno otkrivali i predstavljali specificni biomarkeri koji
predstavljaju razli¢ite dijelove koStane pregradnje, odnosno procese kosStane izgradnje i
resorpcije. Ukoliko promatramo njihovu funkciju, mozemo ih podijeliti na komponente
koStanog matriksa koji se oslobadaju u cirkulaciju tijekom procesa koStane pregradnje, te

enzime koji reflektiraju metabolicku aktivnost osteoblasta 1 osteoklasta (132) (Tablica 2).

1.3.2.1. Biomarkeri koStane izgradnje

Kostani izoenzim alkalne fosfataze (B-ALP)

Poznato je da razine ukupne alkalne fosfataze (ALP) mogu pokazati povezanost s
porastom ukupne aktivnosti koStane pregradnje, posebice u bolestima koje imaju izrazito
naglasenu aktivnost remodelacije (122). Ipak, B-ALP je enzim koji se specifi¢no izlucuje iz
osteoblasta, i to posebice u ranoj diferencijaciji stanica iz mezenhimalnih progenitora, te

snizava koncentracije inhibitora mineralizacije matriksa. Reflektira anabolicku koStanu
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aktivnost, te je u cirkulaciji prisutan proporcionalno s brojem osteoblasta. Ipak, uvijek se
rezultati moraju promatrati s posebnim oprezom ukoliko pacijenti imaju pridruZzenu jetrenu

bolest zbog krizne reakcije s jetrenom izoformom alkalne fosfataze (122,132).

Osteokalcin

Osteokalcin je pepdid s moguénosti vezivanja kalcija koji predstavlja najbrojniji
ne-kolageni protein koStanog tkiva. Budu¢i da ga izlucuju iskljucivo zreli osteoblasti i
odontoblasti, plazmatske razine su mu vezane iskljuivo uz kostanu aktivnost. Vecina
osteokalcina se ugraduje u kostani matriks, a samo mali udio osteokalcina se oslobada u
perifernu krv i izluCuje putem bubrega. Stoga pacijenti s bubreznim zatajenjem ¢esto imaju
povisene razine osteokalcina. Histomorfometrijska ispitivanja su prepoznala osteokalcin kao
specifi¢ni marker kostane izgradnje, a za kona¢nu posttranslacijsku y-karboksilaciju potreban

je vitamin K, §to mu povecéava kapacitet vezivanja hidroksiapatita (122,132).

N- i C- terminalni propeptidi kolagena tipa I (P1NP, P1CP)

Osteoblasti su odgovorni za izlu¢ivanje kolagena tipa I kao intaktne molekule koja
sadrzi PINP 1 P1CP propeptide koji se odcijepaju s prokolagenske molekule u kostani matriks
prije preslagivanja kolagenskih molekula u vlakna. Stoga su oba propeptida iskljucivi
biomarkeri koStane izgradnje 1 sekrecije kolagena tipa I, Sto je potvrdeno 1
histomorfometrijskim ispitivanjima (133). Unato¢ tome Sto kolagen tipa I nije specifi¢an
iskljucivo za kost, velika vec¢ina PINP-a i P1CP-a je koStanog podrijetla zbog tezine skeleta,
te visoke metabolicke aktivnosti koStanog tkiva. Iako oba propeptida imaju sli¢na svojstva,
PINP je bio predmet brojnih istrazivanja, te je preporucen od strane Medunarodnog Fonda za
Osteoporozu (engl. International Osteoporosis Foundation, IOF) kao biomarker izbora za

procjenu koStane izgradnje za koriStenje u klinickim istraZzivanjima (132). U cirkulaciji su
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prisutne dvije forme PINP-a — intaktni peptid i monomeri niske molekulske mase, koji se
takoder izlu¢uju bubrezima, te mogu biti poviSeni u pacijenata sa zatajenjem bubrezne funkcije

(122).

1.3.2.2. Biomarkeri koStane resorpcije

N- i C- terminalni telopeptidi kolagena tipa I (NTX, CTX)

Tijekom procesa kostane razgradnje, kostani kolagen se razgraduje putem osteoklasta,
a NTX i CTX su fragmenti telopeptidne regije, Sto rezultira njihovim oslobadanjem u
cirkulaciju proporcionalno s aktivnosti koStane resorpcije. Zanimljivo, CTX je produkt izravne
razgradnje kosti iskljucivo putem ostoklast-specificne proteaze katepsina-K, dok razgradnja
putem metaloproteinaza ili tripsina rezultira oslobadanjem krizno-vezanog telopeptida
kolagena tipa I (ICTP) (122,132,134). CTX se postupno podvrgava izomerizaciji prilikom koje
nastaje B-CTX, produkt koji je IOF preporucio za koriStenje u klinickim studijama kao najbolji
serumski marker koStane resorpcije (134). Za razliku od CTX-a, NTX je manje specifi¢an za
kost, najcesce se mjeri iz urina, ali i pokazuje manje promjene prilikom prac¢enja ucinkovitosti
antiresorptivne terapije u osteoporozi. Ostali produkti razgradnje kolagena tipa I ukljucuju

piridinoline, deoksipiridinoline, hidrolizin, te hidroksiprolin (122,132,135).

Tartatat-rezistentna Kisela fosfataza (TRACP)

TRACP se sintetizira u kostima, slezeni i plu¢ima, dok je podvrsta b izoenzima 5
(TRACPS5Db) najspecifi¢nija za osteoklaste. Najvise sluzi kao pokazatelj broja, a ne nuzno i
aktivnosti stanica, te je izuzetno nestabilna na sobnoj temperaturi i moze izgubiti aktivnost ¢ak
1 u smrznutim uzorcima. Buduéi da ne ovisi o izlu¢ivanju putem bubrega, moze biti jako

korisna kao marker koStane resorpcije u pacijenata s bubreznim zatajenjem (136).
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Tablica 2. Biomarkeri koStane pregradnje

Biomarker

Znacajke

Biomarkeri kosStane izgradnje

KoStani izoenzim alkalne fosfataze

Osteokalcin

C-terminalni propeptid kolagena tipa I

N-terminalni propeptid kolagena tipa I

Specifi¢ni produkt osteoblasta

Specificni produkt osteoblasta, visSe imunoreaktivnih
formi u krvi

Specificni produkt proliferirajucih osteoblasta i
fibroblasta

Specificni produkt proliferirajuc¢ih osteoblasta i
fibroblasta, dijelom ugraden u kostani matriks

Biomarkeri koStane razgradnje

Hidroksiprolin

Glicirani hidrolizin

Piridinolin

Deoksipiridinolin

Karboksiterminalni telopeptid kolagena tipa I

Aminoterminalni telopeptid kolagena tipa I

Helikoidalni peptid kolagena tipa I

Kostani sijaloprotein

Fragmenti osteokalcina

Tartatat-rezistentna Kisela fosfataza

Katepsini

Prisutan u novosintetiziranom i zrelom kolagenom tkivu

Stupanj gliciranosti varira, ovisno o vrsti tkiva (meko
tkivo / skeletno tkivo)

Prisutan isklju¢ivo u zrelom kolagenu, najveca
koncentracija u hrskavici i kosti

Prisutan isklju¢ivo u zrelom kolagenu, najveca
koncentracija u kosti

Kostanog podrijetla, B-izomerizacija se dogada
starenjem molekule kolagena

Kolagen tipa I koStanog podrijetla

Fragment koji nastaje degradacijom helikoidalnog dijela
kolagena tipa I

Glikoprotein povezan s funkcijom osteoklasta

Oslobadanje fragmentata tijekom resorpcije kosti
posredovane osteoklastima

Izoenzimi dominantni u osteoklastima

Enzimi odgovorni za degradaciju koStanog matriksa
putem osteoklasta, pokazatelj broja osteoklasta

Prema: Seibel MJ. Biochemical markers of bone turnover: part I: biochemistry and variability. Clin

Biochem Rev. 2005;26:97-122.
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1.3.2.3. Preanaliticka varijabilnost koStanih biomarkera

Najveci problem prilikom odredivanja i klinicke upotrebe biomarkera koStane
pregradnje je njihova znacajna intra-individualna i inter-individualna varijabilnost koja se
moze donekle smanjiti pravilnim prikupljanjem i1 pohranom uzoraka (122,134,135).
Preanaliticki ¢imbenici se tako mogu podijeliti na one koji se mogu kontrolirati, poput
cirkadijanih varijacija, unosa hrane, tjelesne aktivnosti te menstruacijskog ciklusa, i na one na
koje ne mozemo utjecati, poput demografskih varijabli, etnicke pripadnosti, trudnoée i
komorbiditeta (132,135). Treba uzeti u obzir da ¢e markeri pregradnje biti poviSeni u stanjima
poput tireotoksikoze, hiperparatireoidizma, akromegalije ili metastati¢ke bolesti kostiju, dok
¢e biti snizeni u stanjima poput hipotireoidizma, hipoparatireoidizma, terapije
kortikosteroidima, pretilosti i Secerne bolesti tipa 2 (132).

Pravilno prikupljanje uzoraka je klju¢no u odredivanju biomarkera kostane pregradnje.
Kostana resorpcija je najaktivnija u drugoj polovini no¢i, s najmanjim razinama markera u
popodnevnim i vecernjim satima. Stoga se svi prije navedeni markeri, ukljucujuéi i one kostane
izgradnje, moraju uzimati nakon cjelonoénog posta, izuzev PINP-a koji ne pokazuje
cirkadijane razlike, te je prihvatljiv 1 slucajni uzorak (132,135). Veli¢ina dnevnih kolebanja
razina markera moze iznositi ¢ak do 50%, a jo$ je viSa za pretrage koje se vrSe 1z uzoraka urina.
Uputno je izbjegavati tjelesnu aktivnost visokog intenziteta, te konzumaciju alkohola dan prije
uzorkovanja krvi. Nadalje, treba imati na umu da prijelomi ili ortopedske operacije u razdoblju
od godine dana mogu uzrokovati promjene koncentracija markera (122,132,135). Zbog znatne
bioloSke varijabilnosti, preporucuje se pazljivo uzorkovanje vodeci raCuna o uvjetima pohrane
i transporta. Primjerice, PINP i B-ALP su stabilniji od CTX-a ili osteokalcina, dok je CTX
stabilniji u uzorcima plazme u odnosu na uzorke seruma. Takoder, ukoliko se pacijenti
monitoriraju kroz odredeni period vremena, uvijek se mora uzimati identi¢ne tipove serumskih

ili plazmatskih uzoraka (132,135).

23



Doktorska disertacija Marino Vilovi¢

Unato¢ brojnim prednostima odredivanja koStanih biomarkera, oni nemaju
dijagnosticko znacenje u osteoporozi, unato¢ tome Sto poviSene razine mogu biti posljedica
ubrzane kostane resorpcije. Pomocu njih nije moguce predvidjeti koStanu masu, niti precizno
odrediti rizik od prijeloma, osim u starijoj Zenskoj populaciji. Stoga se najvise koriste kao
marker pracenja antiresorptivne terapije u lijeCenju osteoporoze i slicnih poremecaja

(122,132,134).

1.3.3. Osteoporoza

1.3.3.1. Klinicke i epidemioloske znacajke osteoporoze

Ostroporoza je metabolicka skeletna bolest karakterizirana smanjenom koStanom
masom i poremecajem mikroarhitekture i biomehanike kostanog tkiva (137,138). Posljedicno
se znacajno smanjuje ukupna kosStana kvaliteta i snaga, te se povecava stopa prijeloma, koji
predstavljaju najopasniju i najznacajniju klini¢ku posljedicu bolesti (139). NajceS¢a mjesta
prijeloma su podrucja kosti u kojima dominira trabekularna struktura: kraljeSci, podrucje kuka,
distalni dio podlaktice i proksimalni dio humerusa, te se smatra da ih se na godiSnjoj razini
dogodi >8,9 milijuna diljem svijeta (140). O ucestalosti i vaZnosti prijeloma govori istraZivanje
Kanis i sur., koje je pokazalo da zene od 50 godina imaju viSe od 40% vjerojatnosti da ¢e imati
prijelom na nekom od predilekcijskih mjesta, dok je ta vjerojatnost u muskaraca iste dobi preko
20% (141). Takoder, nedvojbeno je dokazano da su prijelomi povezani s povecanim
mortalitetom, morbiditetom i smanjenom kvalitetom Zivota pacijenata (139). Primjerice, u
slu€aju prijeloma kuka, ve¢ina smrtnih ishoda se dogodi u prvih 3-6 mjeseci od prijeloma, te
ih je 20-30 % povezano izravno sa samom frakturom (142). IstraZivanja su pokazala da je na
podrucju Europske Unije (EU) u 2010. godini bilo 43 000 smrtnih ishoda povezanih isklju¢ivo
s frakturama, dok je 50 % smrtnih ishoda u Zena, a 47 % u muskarca, bilo vezano uz prijelom

kuka (139).
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Osteoporoza se smatra jednom od najvaznijih epidemija 21. stoljeca, te se procjenjuje
da je dijagnosticirana u vise od 200 milijuna ljudi diljem svijeta (140). Rizik od osteoporoze
se povecava tijekom starenja, a najveci je u populaciji postmenopauzalnih zena. Na podrucju
EU, smatra se da 22 milijuna Zena i 5,5 milijuna muskaraca pati od osteoporoze, dok je ukupan
broj novih patoloskih prijeloma veci od 3,5 milijuna (139). Takoder, procjenjuje se da ¢e uslijed
promjena demografskih karakteristika stanovniStva, godiSnji broj prijeloma 2025. godine
porasti na 4,5 milijuna. Osteoporoza ima veliku vaznost buduéi da zahvaca populaciju diljem
svijeta, te predstavlja globalni zdravstveni, ali i financijski problem cjelokupnog zdravstvenog

sustava (139).

1.3.3.2. Rizicni cimbenici

Osteoporoza je u srzi inicirana nerazmjerom izmedu koStane resorpcije i izgradnje.
Moze se podijeliti na primarni tip, koji je povezan sa starenjem i manjkom spolnih hormona,
te na sekundarni tip koji nastaje kao posljedica druge bolesti (143). Razvoj i patofiziologija
nastanka osteoporoze predstavlja kompleksnu interakciju genetskih, metabolickih i okolisnih
¢imbenika koji u konacnici imaju utjecaj na koStanu biomehaniku (138). Brojni ¢imbenici
mogu ubrzati degradaciju koStane arhitekture, te se mogu podijeliti na one na koje mozemo
utjecati, te na one koji nisu podlozni promjenama (144).

Najvazniji ¢cimbenici na koje ne mozemo utjecati su starija dob, spol, rasna pripadnost,
povijest patoloSkih fraktura te obiteljsko naslijede, dok mozemo utjecati na prehranu, manjak
tjelesne aktivnosti, nizak I'TM, puSenje, unos alkohola i kave, te stres (144).

Istrazivanja su pokazala da zdrava prehrana koja ukljucuje namirnice bogatima
proteinima, mlijecni proizvodi, kalcije, vitamin D, voce i1 povrée ima pozitivan utjecaj na
kostano zdravlje, dok su visoko-kaloricne namirnice brze prehrane siromasne vitaminom K2

uz sedentarni nacin Zivota povezane s loSijim koStanim zdravljem. Takoder, umjerena i visoka
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konzumacija alkohola pozitivno korelira s paralelnim gubitkom kortikalne 1 trabekularne kosti,
te potpuna apstinencija od alkohola ima zastitno djelovanje na kosti (144,145). Nadalje,
istrazivanja su povezala pusenje i cigaretni dim s gubitkom koStane mase, i to putem povisenih
vrijednosti PTH, i snizenih razina kalcitriola i estrogena (146-148). Uzroci gubitka koStane
mase u zena generativne dobi su neredoviti menstruacijski ciklusi i ovulacijski poremecaji, te
trudnoca 1 dojenje koji uzrokuju prolazni poremecaj uslijed amenoreje i povecanih potreba
organizma za kalcijem. U starijoj zivotnoj dobi, nagli gubitak estrogena dovodi do vrlo brzog
gubitka koStane mase koji traje otprilike 10 godina, a potom se usporava (149).

Sekundarni uzroci osteoporoze ukljucuju hiperparatireoidizam, upalne bolesti poput
reumatoidnog artritisa, Secernu bolest, bubrezne bolesti, kardiovaskularne bolesti, demenciju,
hipogonadizam, maligne bolesti, te uporabu lijekova s utjecajem na koStanu homeostazu (144).
Upravo je terapija sintetskim glukokortikoidima najces$¢i uzrok sekundarne osteoporoze,
buduéi da inicijalno trajanje lijeCenja od 3 mjeseca uzrokuje 10-20 % gubitka koStane mase.
Glukokortikoidi inhibiraju stvaranje osteoblasta, povecavaju ekspresiju RANKL-a i snizavaju

ekspresiju OPG receptora, te na takav nacin povecavaju kostanu resorpciju (150).

1.3.3.3. Dijagnostika osteoporoze i rizik za prijelome

Prema kriterijima Svjetske Zdravstvene Organizacije (SZO), osteoporoza se
dijagnosticira denzitometrijskim mjerenjem 1 procjenom koStane mineralne gustoce (engl.
Bone Mineral Density, BMD), koja je minimalno 2,5 standardnih devijacija (SD) manja u
usporedbi s prosjecnom vrijednosti mladih zdravih osoba (T-score) (137). BMD oznacava
mjeru ko$tane mase prema jedinici volumena (VBMD — g/cm?) ili prema jedinici povriine
(aBMD — g/cm?), i moZe se mjeriti razli¢itim denzitometrijskim tehnikama. Najdostupnija i
najkvalitetnija metoda, s najkra¢im vremenom snimanja i najmanjom koli¢inom zracenja je

dvo-energetska apsorpciometrija (engl. dual-energy X-ray absorptiometry, DXA), te
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predstavlja zlatni standard u procjeni BMD-a (151). MoZe mjeriti mineralnu gustocu cijelog
skeleta, kao i gusto¢u podrucja najvise osjetljivih na prijelome (151). Budu¢i da uvjetuje 2-D
snimanje, mjeri prostornu gustocu kosti, te je mjerna jedinica g/cm?. Novija metoda snimanja
ukljucuje kvantitativnu kompjuteriziranu tomografiju (engl. Quantitative Computed
Tomography, QCT), koja otvara mogucnost volumetrijskog mjerenja kosStane gustoce i
odvojene analize kortikalne i trabekularne kosti (152). Nadalje, kvantitativna kompjuterizirana
tomografija visoke rezolucije (engl. High Resolution Quantitative Computed Tomography,
HS-QCT) povecava prostornu rezoluciju do mjere analiziranja pojedinacnih trabekula kosti, te
omogucava mjerenje njihovog broja, rasporeda i gustoce (152). Ostale potencijalne metode
mjerenja mineralne gustoée su radiografska denzitometrija, radiografska apsorpciometrija,
jedno-fotonska apsorpciometrija, dvo-fotonska apsorpciometrija, te ultrazvucna denzitometrija
kosti (151-153).

Izuzev uloge osnovnog kriterija za postavljanje dijagnoze osteoporoze, BMD vrijednost
predstavlja i vazan ¢imbenik rizika za razvoj patoloskih prijeloma. Tako brojne smjernice
koriste odredene BMD grani¢ne vrijednosti kao dio odluke o preporuci antiresorptivne terapije,
dok se takoder pokazalo da rizik za frakturu raste 2,6 puta za svako sniZavanje SD na podrucju
kuka (154). Uslijed nedostataka isklju¢ivog promatranja BMD vrijednosti kao osnove procjene
rizika za frakture, definirani su brojni klinicki 1 demografski ¢imbenici koji imaju znacajan
utjecaj na degradaciju koStanog tkiva (155). Tako za svaku vrijednost BMD-a, rizik za frakture
je znacajno veci u starijih osoba u odnosu na mlade posljedi¢no utjecaju dobi na koStani
metabolizam koji je neovisan o BMD-u (156). Zbog navedenog meduodnosa, kombinirano
promatranje BMD-a i1 dobi, kao i svih ostalih neovisnih klini¢kih ¢imbenika rizika znacajno
doprinosi povecanju raspona rizika koji se moze identificirati. Ostali klini¢ki ¢imbenici
ukljucuju spol, nizak ITM, prethodni prijelom, obiteljsku anamneza prijeloma, terapiju

glukokortikoidima, puSenje, konzumacija alkohola, reumatoidni artritis, nelijeCeni
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hipogonadizam, upalnu bolest crijeva, produljenu imobilizaciju, transplantaciju organa,
Secernu bolest, bolesti Stitnjace, KOPB i HIV infekciju (139,157). Pretpostavlja se da
sekundarni uzroci osteoporoze uzrokuju porast rizika za prijelome uslijed utjecaja na BMD
vrijednost, ali su izuzetak terapija glukokortikoidima, reumatoidni artritis i Seerna bolest koji
imaju utjecaj na frakture neovisan o BMD-u (139). Rizik za nastanak fraktura se moze
procjenjivati i putem markera koStane pregradnje, i to poglavito PINP-a i CTX-a (158).
Johansson i sur. su u meta-analizi pokazali da PINP i CTX imaju znacajnu povezanost s
rizikom budu¢ih prijeloma, i to najvise s prijelomom kuka (159).

Otkrivanjem rizi¢nih ¢imbenika za buduce prijelome razvijali su se i razli¢iti kalkulatori
rizika koji su integrirali vise ¢imbenika, ali najviSe koriSten i inkorporiran u brojne smjernice
je FRAX® alat, koji je od 2008. godine do danas rasiren u 64 zemlje, te je dostupan za 80%
ukupne svjetske populacije (139,160). FRAX® predstavlja kompjuterski algoritam koji na
temelju rizi¢nih ¢imbenika (dob, spol, ITM, prijasnja fraktura, obiteljska anamneza, pusenje,
terapija glukokortikoidima, reumatoidni artritis, sekundarna osteoporoza, unos alkohola) i
femoralne BMD vrijednosti izratunava 10-godiSnju vjerojatnost osteoporoticnog prijeloma
predilekcijskih mjesta (160). Najnoviji dodatak FRAX® alatu, koji dodatno poboljsava
algoritam 1 preciznost procjene rizika je i indeks trabekularne kosti (engl. Trabecular Bone

Score, TBS) (161).

1.3.4. Indeks trabekularne kosti

BMD vrijednost predstavlja vaznu komponentu u procjeni rizika za buduce frakture,
iako ima odredene nedostatke, a poremecaj ostalih koStanih komponenti takoder pridonosi
smanjenju cjelokupne kostane snage 1 moguénosti patoloskog prijeloma (162). Sama definicija
osteoporoze stavlja u fokus koStanu masu, koju prvenstveno mjerimo putem BMD vrijednosti,

ali 1 koStanu mikroarhitekturu, odnosno kostanu kvalitetu, za koju do nedavno nije postojao
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odgovaraju¢i nacin rutinskog klinickog mjerenja. Kostana kvaliteta ukljucuje jo§ i stupanj
kosStane pregradnje, geometriju kosti, akumulaciju mikro-oStecenja te razinu mineralizacije
matriksa (162,163). Od svih navedenih komponenti kostane kvalitete, posljednjih godina
najekstenzivnije su istrazivani novi nacini procjene kostane mikroarhitekture (162,163).

Zbog nedostatka procjene koStane kvalitete visok broj pacijenata nema dijagnozu
osteoporoze, ali su iskusili poveéanu fragilnost kostiju i posljedicne patoloske frakture.
Primjerice, zbog navedene niske osjetljivosti BMD-a u predvidanju prijeloma, istrazivanje
Kanis i sur. na zenama dobi od 50 godina pokazalo je da se ¢ak 96 % fraktura kraljeznice,
kuka, podlaktice ili proksimalnog humerusa dogada u osoba koje nemaju osteoporozu
definiranu prema smjernicama SZO (164). Nadalje, u kohortnoj studiji Sornay-Rendu i sur.
pokazano je da samo 44 % zabiljezenih prijeloma pripada Zenama s dijagnozom osteoporoze
(165), dok su Pasco i sur. zabiljezili rezultate od samo 14,5 % prijeloma ispitanica koje su imale
osteoporozu (166).

Metode s kojima je moguca procjena mikroarhitekture uklju¢uju HS-QCT, mikro-CT
(uCT), magnetsku rezonancu visoke rezolucije (MRI), multi-detektorsku kompjuteriziranu
tomografiju (MDCT) i MR spektroskopiju (162). Sve navedene pretrage su skupe, te izuzetno
tesko izvodive u svakodnevnom klinickom radu. Postoje jo§ dvije dostupnije metode analize
trabekularne arhitekture — kvantitativni ultrazvuk (engl. Quantitative Ultrasound, QUS), te
izraCunavanje TBS indeksa, §to predstavlja indirektnu mjeru trabekularne arhitekture, a
potrebna je samo nadogradnja standardnih DXA uredaja (162,167).

TBS predstavlja novo teksturalno mjerenje koje se eksploatira iz DXA snimki lumbalne
kraljeznice (L1-L4), ocjenjujuci varijacije sive razine piksela. Na takav nacin se posebnim
algoritmom 2-D snimka kraljeZnice projicira u 3-D strukturu trabekularne kosti (167,168).
Opcenito promatraju¢i, dobra struktura kosti oznatava homogenu DXA snimku s manje

varijacija 1 nizom amplitudom, te boljim TBS indeksom (169). Unato¢ svojim nedostacima, 1
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¢injenici da je TBS samo indirektna mjera trabekularne kosti, rezultati razlicitih in vitro i in
vivo studija su prikazali pozitivnu korelaciju TBS-a i preciznijih mjera trabekularne strukture
kosti. Usporedbom TBS indeksa i rezultata pCT-a na uzorcima kostiju kadavera s razli¢itih
anatomskih mjesta, TBS je pokazao znacajnu korelaciju s direktnim mjerama 3-D
mikroarhitekture kosti, ukljuujué¢i gustoéu povezanosti i broj trabekula, te omyjer
trabekularnog kostanog i tkivnog volumena (169-171). Nadalje, istrazivanja na pacijentima i
koristenje HS-QCT uredaja je takoder pokazalo povezanost TBS-a i razli¢itih parametara
trabekularne strukture kosti (172). Izracunavanje TBS indeksa analizom DXA snimki lumbalne
kraljeznice je moguce na vecini standardnih denzitometrijskih uredaja (Prodigy i Lunar iDXA,
GE Healthcare; Delphi, QDR 4500 i Discovery, Hologic) ¢ak i retrospektivno, ali potrebno je
imati odgovarajuéu programsku aplikaciju (TBS iNsight, Medimaps Group SA, Zeneva,
§Vicarska) (173). Jo$ nema koncensusa Sto bi to bila ,,normalna“ TBS vrijednost, ali su
proizvodaci predlozili sljedece grani¢ne vrijednosti u postmenopauzalnih Zena: degradirana
mikroarhitektura (<1,200); djelomi¢no degradirana mikroarhitektura (1,200 — 1,350);
normalan nalaz (>1,350) (174).

S klinickog stajaliSta, TBS indeks se moze koristiti za procjenu buduceg rizika za
frakture, 1 to neovisno o BMD vrijednosti, dok zajedno u kombinaciji mogu zna¢ajno povecati
broj pacijenata s bolje definiranim rizikom za nastanak prijeloma (172-174). Nadalje, moze
poboljsati obradu 1 lije¢enje pacijenata sa sekundarnom osteoporozom gdje kostana kvaliteta
viSe utjeCe na fragilnost kosti od koStane mase (175), te se moze koristiti za motrenje u€inaka
anti-resorptivnog ili anabolickog lijeCenja (176). Hans i sur. su proveli znacajnu klinicku
studiju, u kojoj su istrazivali ulogu TBS indeksa u razvoju prijeloma, na velikoj populaciji od
29.407 postmenopauzalnih Zena u Kanadskoj provinciji Manitobi. U razdoblju od 5 godina
pracenja, dogodilo se 1668 prijeloma, a rezultati su pokazali da su BMD i TBS bili jednako

dobri alati za njihovo predvidanje, te da je najbolja predikcijska vrijednost dobivena njthovom
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medusobnom kombinacijom (177). Slicni rezultati dobiveni su i na muskoj populaciji, u
kohorti od 3.620 ispitanika (178), te kona¢no u meta-analizi koja je obuhvacala ukupno 14
prospektivnih kohortnih studija i koja je isto tako dokazala da je TBS indeks znacajan prediktor
prijeloma neovisan o BMD vrijednosti, te FRAX upitniku (179).

Uloga TBS indeksa i mikroarhitekture kosti je istrazivana u brojnim poremecajima, te
se pokazalo da degradacija trabekularne kosti ima snazan utjecaj na porast rizika od fraktura u
pacijenata sa SeCernom bolesti, unato¢ ve¢im vrijednostima BMD-a (180). Nadalje, TBS indeks
se pokazao korisnim u dodatnoj evaluaciji patoloskih fraktura u pacijenata koji su na
dugotrajnoj terapiji glukokortikoidima, u hiperparatireoidizmu, reumatoidnom artritisu,
talasemiji, anoreksiji, Ehlers-Danlos sindromu, akromegaliji, te hemodijalizi (167). Ipak,
izuzev Secerne bolesti, ostala istrazivanja su ukljucivala mali broj ispitanika i pridruzenih
fraktura, te su dodatne studije potrebne za podrobniju analizu.

Kao §to je navedeno, unato¢ tome $to je uloga TBS indeksa i1 pridruzene
mikroarhitekture kosti istrazivana u brojnim poremecajima, na populaciji pacijenata s OSA-om
objavljena je samo jedna novija studija, koja je na malom uzorku populacije pokazala nizu TBS
vrijednost u odnosu na kontrolne ispitanike. Ipak, pacijenti su imali i pridruZzenu Se¢ernu bolest,

te je moguce da rezultati nuzno ne odrazavaju iskljucivi utjecaj OSA-e na TBS indeks (181).
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1.4. Poremecaji koStanog metabolizma i OSA

OSA i smanjena koStana masa su dva poremecaja znaCajne prevalencije u opcoj
populaciji koja konstantno pokazuju trend rasta i u budu¢nosti. Budu¢i da OSA uzrokuje brojne
metabolicke, hormonske 1 upalne poremecaje, znacajan je i moguci utjecaj na kostano tkivo i
razvoj osteoporoze, Sto je bio predmet viSe recentnih istrazivanja. Utvrdeno je da u
kompleksnoj patogenezi OSA-e i pridruzenih komplikacija postoji vise razli¢itih mehanizama
koji mogu utjecati na kostani sustav, ali su medusobno kontradiktorni, te jo$ nije usuglaseno
konacno jedinstveno stajaliste. Odredeni mehanizmi prisutni u OSA-i poticu resorpciju kosti,
dok s druge strane, takoder postoje 1 mehanizmi koji mogu djelovati na pojaCanu izgradnju

kostanog tkiva (Slika 1).
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Slika 1. Utjecaj OSA-e na kostani metabolizam — dosadaSnje spoznaje
HIF-10- hipoksija-inducibilni ¢imbenik 1a; VEGF- vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
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1.4.1. Dosada3nje spoznaje

1.4.1.1. OSA irazgradnja kosti

U odrasloj populaciji, osteoblasti i osteoklasti pokazuju ovisnost normalnog
funkcioniranja s regularnim cirkadijanim ritmom, te samim time bilo kakav poremecaj
ritmiCnosti ili kvalitete spavanja moze dovesti do njihove disfunkcije (182). Centar
cirkadijanog ritma se nalazi u hipotalamickoj suprahijazmatskoj jezgri (SCN), koja
komunikaciju s kostanim stanicama vrSi uglavnom putem glukokortikoida (183). OSA
izgledno moze narusiti cirkadijani ritam putem narusenog spavanja i izlozenosti znacajnijem
udjelu noénog svjetla, mijenjanjem transkripcije cirkadijanih proteina, te putem hipoksijskog
utjecaja na SCN jezgru i sekreciju melatonina (184-186).

Noc¢na hipoksija je jedna od osnovnih znacajki OSA-e, ali to¢an metabolic¢ki odgovor
skeleta u odrasloj populaciji jos nije do kraja utvrden. lako su brojne eksperimentalne studije
dokazale utjecaj hipoksije na resorpciju kosti i formiranje osteoklasta, moguce je da egzaktan
odgovor na hipoksiju ovisi o njezinom tipu i dugotrajnosti, te o znacajkama kosti (187).
Hipoksija utjeCe na kost putem hipoksija-inducibilnog ¢imbenika (HIF), proteina sa
zajedniCkom P podjedinicom, te jedinstvenom a jedinicom. HIF ¢imbenici su kljuéni u
adaptaciji 1 prezivljavanju stanica u hipoksijskim uvjetima, dok HIF-1la izravno stimulira
aktivnost osteoklasta, inhibira diferencijaciju osteoblasta, te blokira osteoanabolicki utjecaj
PTH na kost (188). Nadalje, hipoksija inducira nastanak acidoze i upale, dvaju stanja koja
poticu resorpciju kosti (187). Intermitentna no¢na hipoksija u OSA-i tako moZe uzrokovati
ponavljajucu ishemijsku ozljedu, koja stvara upalno 1 acidoti¢no mikrookruZzenje u kostanom
tkiva (187-189). Takoder, na animalnim modelima acidoza aktivira nastanak osteoklasta i
inhibira aktivnost osteoblasta (189,190). Nadalje, Cesto stanje koje se javlja usporedno s
hipoksijom je i oksidativni stres, koji je takoder povezan s koStanom resorpcijom 1 niskom

kostanom masom. Sukladno tome, niske razine antioksidansa povezane su s osteoporozom i
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poviSenim rizikom za nastanak fraktura (191,192). Pretpostavlja se da oksidacijski stres
izvrSava svoje ucinke putem izmjene strukture kolagena, stimuliranjem osteoklasta,
inhibicijom funkcije i diferencijacije osteoblasta, te facilitirajuéi resorptivni utjecaj PTH, IL-1
1 TNF-a na kost (193).

Leptin je hormon koji se takoder pokazao inhibitorom koStanog prirasta mase. Osjetljiv
je naizmjene cirkadijanog ritma, a najvise koncentracije su mu tijekom no¢i (187). Istrazivanja
na miSevima s nedostatkom leptina pokazala su prirast koStane mase, koji se ponovno smanji
naknadnom injekcijom leptina (194). Leptin regulira koStanu masu putem inhibicije lucenja
serotonina, $to kaskadom signalnih puteva u konacnici utjece na simpaticki ziv€ani sustav, ¢ija
je aktivnost u OSA pacijenata neovisno povecana (99,187). Zbirnim utjecajem leptina i
povecanog tonusa simpatickog zivéanog sustava inhibira se koStana izgradnja, dok poticanje
resorpcije kosti dovodi do niske koStane mase (99,100,187).

Isto tako, melatonin, koji ima znacajnu funkciju u spavanju i cirkadijanoj sinkronizaciji,
ima slozenu interakciju s koStanim sustavom. Neki animalni modeli pokazuju negativhu
korelaciju markera izgradnje kosti i melatonina, dok s druge strane melatonin remeti funkciju
osteoklasta smanjenjem induciranog oksidativnog stresa, te stimulira diferencijaciju
osteoblasta 1 sekreciju OPG-a (187,195). Sukladno brojnim povoljnim ucincima na kosStano
tkivo, izgledno je da poremecaj izluCivanja melatonina u OSA-i ima negativan utjecaj na
ukupnu koStanu masu i kvalitetu (187,195).

Poremecaj spavanja i OSA mogu dodatno utjecati na kostano zdravlje putem ucestalih
pridruzenih komorbiditeta kao $to su nedostatak vitamina D, hipogonadizam, pretilost,
inzulinska rezistencija, te kognitivni poremecaji (187,196). Aktivni vitamin D znacajno
korelira s BMD vrijednosti, te je prema rezultatima nekih studija snizen u OSA pacijenata u
odnosu na kontrolne ispitanike. OSA je takoder definirana kao uzro¢ni ¢imbenik centralnog

hipogonadizma, koji snizava koStanu masu induciranjem kostane resorpcije (187,196). lako je
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pretilost dugo smatrana zastitnim ¢imbenikom koStane snage uslijed pozitivnog utjecaja na
kostanu masu i BMD vrijednost, ipak se pokazala znac¢ajnim rizi¢nim ¢imbenikom za razvoj
fraktura, vjerojatno zbog razarajuceg utjecaja na kostanu kvalitetu (180,187,196). Cjelokupno
promatrajuci, budu¢i da su metabolicki i hormonalni poremecaji Cesti komorbiditeti koji
nastaju kao posljedica poremecaja spavanja, nije jednostavno specificno izolirati toan

patofizioloski mehanizam koji ih povezuje (187,196).

1.4.1.2. OSA iizgradnja kosti

Unato¢ brojnim ¢imbenicima koji pridonose hipotezi o Stetnom utjecaju znacajki
OSA-e na koStanu masu 1 arhitekturu, postoje i studije koje su prikazale kontradiktorne
rezultate. Almendros 1 sur. su prikazali oksidativni stres, upalu 1 endotelnu disfunkciju, jedne
od klju¢nih posljedica OSA-e, kao vazne ¢imbenike oslobadanja mati¢nih mezenhimalnih
stanica. Na takav nacin je moguce da mati¢ne stanice sluze kao reparativni mehanizam koji
uslijed odgovora na Stetne podrazaje uzrokuje diferencijaciju stanica u osteoblaste 1 endotelne
maticne stanice (197). Takoder, navedene teze su potvrdene na animalnom modelu
intermitentne hipoksije, u kojem se zabiljezilo znacajno oslobadanje mezenhimalnih stanica u
perifernu cirkulaciju (198).

Nadalje, Guner 1 sur. su istrazivali efekt kroni¢ne hipobari¢ne intermitentne hipoksije
na koStani metabolizam s posebnim naglaskom na ulogu dusikovog oksida (NO) (199). MiSeve
su podijelili u tri skupine, s tim da su prve dvije skupine bile izloZene navedenom tipu hipoksije,
ali je druga skupina bila 1 tretirana inhibitorom NO sintetaze. Rezultati su pokazali da su BMD
vrijednosti u tretiranim skupinama bile viSe u odnosu na polazne vrijednosti, kao i na
vrijednosti kontrolne skupine, i to znacajnije u skupini koja nije tretirana inhibitorom NO
sintetaze. Stoga navedeni rezultati podupiru tezu o zastitnom utjecaju intermitentne hipoksije

na kostano tkivo, u ¢emu ulogu ima i NO.
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Oishi i sur. su takoder istrazivali pozitivne ucinke intermitentne hipoksije na BMD
alveolarne kosti animalnih modela (200). Rezultati istrazivanja su pokazali da je nakon
izlaganja intermitentnoj hipoksiji u trajanju od 3 tjedna porasla aktivnost HIF-10a, vaskularnog
endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF), ALP i BMP-2 ¢imbenika, kao i sama BMD vrijednost.
Nalazi se mogu objasniti kompleksnom interakcijom HIF-1a i VEGF ¢imbenika, koji unato¢
stimuliraju¢em utjecaju na osteoklaste, imaju utjecaj i na oslobadanje mezenhimalnih stanica,
te proliferaciju i prezivljavanje osteoblasta (188).

Tocan utjecaj intermitentne hipoksije na kostani metabolizam je i danas nerijeSeno
pitanje koje zahtijeva daljnja istrazivanja. Vise studija je zabiljezilo moguci pozitivan utjecaj
intermitentne hipoksije na kostano tkivo, te ¢ak i potencijalnu primjenu u terapijske svrhe
skeletnih bolesti. Camacho-Cardenosa i sur. su u opSirnom sustavnom preglednom c¢lanku
analizirali 39 studija u kojima je istrazivan utjecaj kontinuirane i cikli¢ke hipoksije na razli¢itim
stani¢nim modelima, 3 studije koje su istrazivali jednake ucinke na animalnim modelima, te
10 studija koje su promatrale utjecaje ciklicke, kontinuirane i intermitentne hipoksije na
kostano zdravlje ljudi (201). Nakon opsezne analize, autori su zakljucili da razli¢iti modeli
hipoksijskog kondicioniranja vjerojatno imaju drugacije utjecaje na kostani metabolizam u in
vivo 1 in vitro modelima, te da cikli¢ka hipoksija ima najvece predispozicije za buducu klini¢ku

primjenu. Ipak, dodatne studije su i dalje potrebne, te konacna suglasnost nije postignuta.

1.4.2. Klinic¢ka istraZivanja

Nekoliko razli€¢itih vrsta klinic¢kih ispitivanja provedeno je na ispitanicima s OSA-om
u kojima se promatrala povezanost s promjenama koStanog metabolizma. Kao 1 u
eksperimentalnim studijama, rezultati su pokazali varijabilnost i zna¢ajna odstupanja. [ako jo$
nisu provedene studije koje su izravno ispitivale povezanost OSA-e i rizika od fraktura,

poznato je da ostali poremecaji spavanja mogu izazvati povecan rizik za promjene kostanog
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metabolizma (202,203). Takoder, Stone i sur. su prikazali povecanje prijeloma kuka u Zena s
prekomjernom dnevnom pospanosti koje ucestalo spavaju tijekom dana (204).

Yen i sur. i Chen 1 sur. su objavili dvije velike populacijske studije provedene u
kohortama OSA pacijenata u kojima su pronasli znacajnu povezanost bolesti s koStanom
resorpcijom i razvojem osteoporoze (205,206). Ipak, postoje druge klini¢ke studije koje nisu
pronasle nikakvu povezanost OSA-e i kosStane resorpcije (207), dok su Tng i sur. te Sforza i
sur. u svojim istrazivanjima pronasli vi§i BMD u OSA pacijenata u odnosu na zdrave kontrolne
skupine, podupiruéi tezu o zasStitnom ucinku intermitentne hipoksije na kostani metabolizam
(208,209). Upala i sur., te Eimar i sur. su u dvama sustavnim pregledima obuhvatili brojne
klini¢ke studije koje su se bavile navedenom problematikom, te su zakljucili da je povezanost
OSA-e i osteoporoze moguca, ali da se rezultati razlikuju s obzirom na vrste istrazivanja
(210,211). Ipak, treba naglasiti da se zakljucci direktne povezanosti OSA-e i osteoporoze
temelje isklju¢ivo na dvjema navedenim populacijskim studijama, te da ih treba interpretirati s

oprezom.

1.5. Matrix Gla protein

Matriks Gla Protein (MGP) je protein ovisan o vitaminu K podrijetlom iz
ekstracelularnog matriksa od priblizno 12 kDa, kojeg izlu¢uju uglavnom glatke miSi¢ne
stanice, hondrociti, endotelne stanice, i fibroblasti (212,213). Price i sur. su ga prvotno izolirali
iz koStanog matriksa, ali je otkrivena ekspresija i u srcu, krvnim Zilama i hrskavici (213,214).
Smatra se da ima znacajnu ulogu u normalnoj regulaciji koStanog i vaskularnog sustava, te da
je jedan od najsnaznijih prirodnih inhibitora kalcifikacije u ljudskom tijelu (213,215).

Vaskularna kalcifikacija je proces koji zapocinje u djetinjstvu, i za koji se dugo
vremena smatralo da predstavlja samo pasivno nakupljanje kalcija i fosfata u arterijskom zidu,

bez mogucnosti adekvatnog lijecenja. Ipak, u novije vrijeme dokazi govore u prilog
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kalcifikaciji kao aktivnom, kompleksnom procesu, €iji je kljuéni korak diferencijacija glatkih
misi¢nih stanica u osteoblasti¢ni fenotip (216). Takoder, poznato je da se kalcifikati pojacano
akumuliraju u stanjima kao Sto su Secerna bolest, oksidacijski stres i kroni¢no zatajenje
bubrega, te da su povezani s povisenim kardiovaskularnim morbiditetom i mortalitetom (213).

MGP ostvaruje svoj u¢inak putem nekoliko razli¢itih patofizioloskih mehanizama. Gla
rezidua ima snazan afinitet prema novostvorenim kristalima hidroksiapatita, te na takav nacin,
nakon fagocitoze kompleksa putem makrofaga, sprjecava akumulaciju kalcija u stijenci krvnih
zila. Nadalje, MGP direktno inhibira vezanje BMP-2 proteina na njegov receptor, i na takav
nacin sprjecava ekspresiju njegovih ucinaka (hondrogeneza, osteogeneza, diferencijacija
osteoblasta u arterijskoj stijenci), §to je dokazano u in vitro i in vivo studijama (217-219).

Za svoju potpunu biolosku aktivaciju, MGP mora biti podvrgnut y-karboksilaciji Gla
rezidue, i potom fosforilaciji rezidue serina, procesima koji su u potpunosti ovisni o vitaminu
K. Sukladno tome, deficijencija vitamina K vodi u inaktivaciju MGP-a i ubrzanja vaskularne
kalcifikacije, dok njegov unos djeluje reverzibilno na navedene procese (220).
Nekarboksilirana, nefosforilizirana forma MGP-a (dp-ucMGP) je njegova potpuno
inaktivirana forma, za koju je potvrdeno da direktno predstavlja razine cirkuliraju¢eg vitamina
K, a budu¢i da se ne nakuplja u stijenci arterija, smatra se ¢imbenikom rizika za kalcifikaciju
u nastanku (213,221). Tako se dp-ucMGP u brojnim studijama povezao s pove¢anom krutosti
arterija, pri ¢emu je izgledno da ima vaznu patofizioloSku ulogu (222). Istrazivanja su takoder
pokazala da su poviSene razine dp-ucMGP-a, uz dislipidemiju, pretilost i poremecaj tolerancije
glukoze, jedan od ucestalih rizi€nih ¢imbenika povezanih s nastankom aterosklerotskih
plakova (213).

Uloga dp-ucMGP-a je istraZzivana u mnogim klini¢kim studijama. Utvrdeno je da su
njegove razine povecane u kroni¢nom zatajenju bubrega, te da se dodatno povecavaju i pri

lije€enju hemodijalizom (223). Nadalje, istrazivanja su prikazala dp-ucMGP kao prediktora

38



Doktorska disertacija Marino Vilovi¢

pogorsanja renalne funkcije, nefrolitijaze, endotelne disfunkcije, te arterijske krutosti i
kalcifikacije u op¢oj populaciji (213,224,225). Takoder, pokazao je znacajnu povezanost s
vaskularnom kalcifikacijom i arterijskom krutosti u poremecajima kao Sto su Secerna bolest,
hipertenzija i sr¢ano zatajenje (213). Cjelokupno gledajuci, dp-ucMGP se moze smatrati novim
¢imbenikom rizika za kardiovaskularne bolesti, ali isto tako i ¢cimbenikom rizika za ukupni

kardiovaskularni mortalitet i morbiditet (213,226).

1.5.1. Matrix Gla protein i kostani metabolizam

MGP je vazan ¢imbenik kostanog metabolizma. Utvrdeno je da su njegove razine
povisene u procesu kostane izgradnje (227), te da progresija same vaskularne kalcifikacije
dovodi do gubitka koStane mase, povecane fragilnosti kosti, te povisene stope patoloskih
prijeloma (228,229). Isto tako, eksperimentalne studije su potvrdile da izostanak MGP-a na
animalnim modelima uzrokuje vaskularnu kalcifikaciju, oslabljenu funkciju osteoblasta i
osteopeniju (230,231).

Sukladno navedenom, mozZemo zakljuciti da je MGP potencijalna kljucna
patofizioloSka poveznica izmedu redukcije koStane mase, progresije vaskularne kalcifikacije 1
povecanog rizika za nastanak patoloskih fraktura (227-232).

Unatoc¢ tome §to je uloga MGP-a, i poglavito njegova inaktivnog oblika dp-ucMGP-a,
istrazivana u brojnim bolestima, jo§ dosad nije promatrana njegova uloga u odrasloj OSA

populaciji.
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2. CILJEVII HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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Glavni ciljevi istraZivanja su:
1. Utvrditi razlike u denzitometrijskim parametrima koStane mineralne strukture i
trabekularne strukture kosti u pacijenata s OSA-om u odnosu na kontrolnu skupinu
2. Utvrditi razlike u plazmatskim koncentracijama dp-ucMGP-a u pacijenata s OSA-om
u odnosu na kontrolnu skupinu

3. Ispitati povezanost denzitometrijskih parametara kostiju, dp-ucMGP-a i AHI indeksa

Sporedni ciljevi istrazivanja su:
1. Ispitati razlike u razinama biomarkera kostane pregradnje u pacijenata s OSA-om u
odnosu na kontrolnu skupinu
2. Ispitati povezanost biomarkera koStane pregradnje s razinama dp-ucMGP-a, AHI
indeksa i TBS indeksa
3. Odrediti dijagnosticke performanse dp-ucMGP i TBS testova
4. Ispitati razlike u vrijednostima TBS-a i dp-ucMGP-a u populaciji pacijenata s OSA-om

koji imaju ITM>30 kg/m? u odnosu na one kojima je ITM<30 kg/m?
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Hipoteze istraZivanja su:

1.

Vrijednosti TBS indeksa u pacijenata s OSA-om bit ¢e manja u odnosu na kontrolnu

skupinu zdravih ispitanika

Pacijenti s OSA-om imat ¢e znacajno viSe vrijednosti inaktivnog oblika MGP-a u

odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika

Pacijenti s OSA-om imat ¢e manje vrijednosti BMD-a u predjelu lumbalne
kraljeznice (L1-L4), ukupnog podrucja kuka i vrata bedrene kosti u odnosu na

kontrolnu skupinu zdravih ispitanika

OSA ispitanici s ITM>30 kg/m? imat ée nize vrijednosti TBS-a i viSe vrijednosti

dp-ucMGP-a u odnosu na ispitanike s ITM<30 kg/m?
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3. ISPITANICI I POSTUPCI
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3.1. Ispitanici
U istrazivanje su uklju¢ena 53 muska ispitanika kojima se OSA dijagnosticirala

cjelonoénom polisomnografijom za vrijeme redovnih pregleda u Centru za medicinu spavanja
u Splitu (Medicinski fakultet u Splitu i KBC Split), u razdoblju izmedu veljace 2017. i ozujka
2018. godine. Iz studije su sustavno iskljuceni ispitanici koji su ispunili neki od sljede¢ih
kriterija:

1) dijagnosticirana Sec¢erna bolest;

2) teska kardiovaskularna, neuroloska, psihijatrijska, pluéna ili bubrezna bolest;

3) maligna bolest;

4) akutna ili kroni¢na upalna bolest;

5) redovita upotreba lijekova koji mogu medudjelovati s koStanim metabolizmom

(bifosfonati, glukokortikoidi, tijazidi, kemoterapija, heparinska terapija, varfarin,

antiepileptici);

6) redovito koriStenje preparata kalcija ili vitamina D kao dodatka prehrani;

7) koriStenje sedativa ili narkotika;

8) zloupotreba alkohola ili droga;

9) koristenje bilo kojeg oblika terapije OSA-e prije ukljucenja u studiju;

10) zenski spol;

11) ITM > 37 kg/m?;

12) poznata bolest koStano-mineralnog sustava;

13) ispitanici stariji od 65 godina, te mladi od 20 godina.
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Pacijenti zenskog spola nisu ukljuceni u istrazivanje unato¢ znatno vecoj incidenciji
osteoporoze u zena (139). Razlozi koji su u pozadini odluke su niza incidencija OSA-e u
odnosu na muskarce (37,38,40), ali takoder i razlike u razinama hormona i na¢ina degradacije
kosti tijekom starenja koji su pod utjecajem spola. Isklju¢enjem zena iz studije smo omogudili
stvaranje homogenijih skupina sa $to manje mogucih odstupanja, te smo utjecaj spola na
povezanost izmedu promjena kostanih parametara i stupnja tezine bolesti sveli na minimum.
Isto tako, ispitanici s ITM vrijednosti veéom od 37 kg/m? takoder nisu uklju¢ivani u studiju
uslijed poznatog utjecaja tjelesne mase i nakupina masnog tkiva na rezultate TBS analize, te
mogucénosti pogresne interpretacije rezultata (167).

U kontrolnu skupinu ukljuceno je 50 zdravih, muskih ispitanika uskladenih po dobi,
antropometrijskim mjerama i zivotnim navikama s OSA pacijentima. Svi potencijalni
kontrolni ispitanici su nakon pristanka za sudjelovanje u studiji ispunili dva upitnika validirana
na hrvatskom jeziku u svrhu procjene rizika za nastanak OS A-e, budu¢i da nisu bili podvrgnuti
polisomnografskim ispitivanjima. ESS ispituje subjektivni osjecaj pospanosti u 8 odredenih
situacija tijekom normalnog dana, te se ponudeni odgovori boduju ocjenama od 0 do 3, pri
¢emu 0 - nema nikakvu potrebu za spavanjem, 1 - osjea laganu potrebu za spavanjem, 2 -
osjeca vecu potrebu za spavanjem, 3 - osjeca neodoljivu potrebu za spavanjem (57). Najveci
moguci zbroj bodova moze biti 24, a zbroj ve¢i od 9 predstavlja povecanje dnevne pospanosti
(Privitak 1). Sukladno tome, ispitanici s ukupnim ESS zbrojem >9 su iskljuceni iz studije.
STOP-BANG upitnik, kratki test probira visoke osjetljivosti i specificnosti, takoder je koriSten
za otkrivanje ispitanika s visokim rizikom za razvoj OSA-e (53). Upitnik se sastoji od 8 pitanja
koja se odnose na: 1) prisutnost hrkanja; 2) dnevni umor; 3) dijagnozu hipertenzije 4) epizode
prestanka disanja tijekom spavanja; 5) ITM >35 kg/m?; 6) dob >50 godina; 7) opseg vrata
>43 c¢m; 8) muski spol. Potvrdan odgovor na svako od pitanja iznosi jedan bod, a ispitanici s

rezultatom >3 u STOP-BANG upitniku su iskljuceni iz daljnjeg istrazivanja zbog povisenog
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rizika za razvoj bolesti (Privitak 2). Identi¢ni kriteriji iskljucenja primjenjivani su i na
kontrolnu skupinu ispitanika, te su svi ostali postupci izvedeni po istom protokolu kao u OSA

pacijenata ukljucenih u istrazivanje (Slika 2).

3.2. Postupci

3.2.1. Antropometrijska mjerenja

Svim ispitanicima koji su ukljuceni u istrazivanje je najprije uzeta detaljna anamneza, a
potom su izvrSena antropometrijska mjerenja. Tjelesna masa i visina izmjerene su koristeci
kalibriranu vagu i visinomjer (Seca, Birmingham, UK). ITM je izracunat kao tjelesna masa (kg)
podijeljena s visinom na kvadrat (m?). Osobe s ITM vrijednosti >30 kg/m? su kategorizirane
kao pretile, prema smjernicama SZ0O-a (233). Opseg struka je mjeren na srednjoj udaljenosti
izmedu donjeg ruba rebrenog luka te gornjeg ruba grebena ilija¢ne kosti, u stoje¢em uspravnom
polozaju, a opseg bokova mjeren je na najSirem promjeru oko glutealne regije. Omjer struka i
bokova (engl. Waist-To-Hip Ratio, WHR) je izraCunat dijeljenjem opsega struka s opsegom
bokova. Opseg vrata je mjeren u razini srednjeg dijela vratne kraljeznice, niZe od laringealne

prominencije s prednje strane vrata ispitanicima u stoje¢em uspravnom poloZaju.

3.2.2. Dnevne navike

Od svih ukljucenih ispitanika su uzete detaljne informacije o fizickoj aktivnosti,
pusenju, te dnevnom unosu kave. Fizicka aktivnost je definirana kao najmanje 30 minuta
kontinuirane tjelesne aktivnosti koja rezultira umjerenim umorom i/ili znojenjem. Nadalje,
ispitane su i dnevne navike unosa pojedinac¢nih, razli€itih alkoholnih pi¢a (pivo, vino, Zestoka
pica), ¢ija je ukupna unesena koli¢ina konvertirana u alkoholne jedinice (1 alkoholna jedinica
je ekvivalent 8 g etanola) (234). Navike unosa kalcija su procijenjene metodom 72-satnog

prisje¢anja. Dani detaljnog prisje¢anja obroka su bili nedjelja, ponedjeljak i utorak. Informacije
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o koli¢ini unesene hrane su unesene u dostupni kalkulator kalcija IOF-a (235), kojim su

obradene i zabiljezene ukupne dnevne koli¢ine unesenog kalcija putem hrane.

3.2.3. Polisomnografsko ispitivanje

Svi pacijenti u ispitivanoj skupini koji su ukljuceni u istrazivanje podvrgnuti su
cjelonoénom PSG ispitivanju u Centru za medicinu spavanja Split. Tijekom snimanja biljeze
se sljede¢i parametri: elektroencefalografija (EEG), -elektrookulografija (EOGQG),
elektromiografija (EMG) na bradi i tibijalnoj strani potkoljenice, protok zraka kroz nos, pulsna
oksimetrija, respiracijski napori u vidu pokretanja grudnih i trbusnih miSi¢a, te jacina
zvuka/glasnoca i trajanje hrkanja (Alice SLE, Philips Respironics, Eindhoven, Nizozemska).
Svi podatci su pohranjeni na osobnom racunalu, te analizirani prema medunarodno
prihva¢enim smjernicama Europskog drustva za istrazivanje spavanja (engl. European Sleep
Research Society, ESRS) i Americke akademije za medicinu spavanja (engl. American
Academy of Sleep Medicine, AASM). Prema navedenim smjernicama, pacijentima je
postavljena dijagnoza OSA-e ukoliko je njihov AHI indeks > 5 epizoda/sat (2,64).

Apneja je definirana kao potpuni prekid protoka zraka kroz respiracijske putove s
minimalnim trajanjem od 10 sekundi, dok je hipopneja definirana kao smanjenje protoka zraka
za >30 % od pocetne vrijednosti tijekom minimalno 10 sekundi, kombinirano sa prate¢im
budenjem 1/ili smanjenjem SpO> za >3 %. AHI indeks je definiran kao zbroj epizoda apneje i
hipopneje tijekom spavanja, podijeljenih prema pojedinom satu spavanja. Indeks desaturacije
kisika (ODI) je izracunat kao broj znacajnih desaturacija kisika (viSe od 3%) podijeljen s

brojem prospavanih sati.
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3.2.4. Uzorkovanje krvi i laboratorijske analize

Najvise 14 dana nakon inicijalne polisomnografije i dijagnoze OSA-e, iskusne
medicinske sestre su svim ukljucenim ispitanicima prikupljale uzorke krvi iz podlakticne vene
nakon 12-satnog posta. Svi uzorci krvi su dostavljeni i analizirani u istom laboratoriju, od
strane istog specijalista medicinske biokemije, koji nije bio upoznat kojoj skupini pojedini
uzorci pripadaju. Dio uzorka odmah je iskoriSten za analizu standardnih biokemijskih
parametara 1 parametara koStane pregradnje, dok je drugi dio bio centrifugiran, alikvotiran, i
pohranjen na -80° C do analize dp-ucMGP-a.

Razine kalcija, fosfora i alkalne fosfataze mjerene su rutinskim laboratorijskim
procedurama, kao i razine hormona s mogu¢im utjecajem na koStanu homeostazu - globulin
koji veze spolne hormone (engl. sex hormone binding globulin, SHBG), estradiol, progesteron,
testosteron i kortizol. Nadalje, B-CTx, PINP, intaktni paratireoidni hormon (iPTH) i
osteokalcin (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) analizirani su imunokemijskom
metodom elektrokemiluminiscencije (ECLIA), dok su za analizu B-ALP-a i 25-hidroksi
vitamina D (Immunodiagnostic Systems, Frankfurt, Njemacka) koriStene spektrofotometrijska
metoda 1 imunokemijska kemiluminiscencija (CLIA). Na kraju, CLIA metoda je koriStena i za
mjerenje plazmatskih razina dp-ucMGP-a, analiziranih putem IDS-iSYS InaKtif MGP seta
(Immunodiagnostic Systems, Frankfurt, Njemacka). Prema naputcima proizvodaca, intra-testni
koeficijent varijabilnosti (engl. Coefficient of Variation, CV) bio je 4,5%, a inter-testni CV bio

j€ 7,9%.
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3.2.5. Parametri koStane strukture

Nakon uzorkovanja krvi, ispitanici su obavili DXA snimanje kostiju na Zavodu za
endokrinologiju, dijabetes 1 bolesti metabolizma Klinike za unutarnje bolesti KBC-a Split.
Kostano snimanje je izvrSeno na podru¢ju lumbalne kraljeznice (Li-L4), ukupnog podrucja
kuka, te na vratu ne-dominantne bedrene kosti. U mjerenjima se koristio denzitometar QDR
4500 C (Hologic, Marlborough, SAD), na kojem se svakodnevno izvrSavala kontrola kvalitete
mjerenjem anatomskog modela kraljeznice (,,fantom®). Rezultati su predstavljeni u obliku
BMD-a (g/cm?), T-score (standardna devijacija od prosjeka mladih zdravih odraslih osoba), i
Z-score (standardna devijacija od prosjeka dobno podudarnih odraslih osoba), izraunatih
prema referentnim vrijednostima hrvatske populacije. Postavljanje ispitanika, snimanje i
prikupljanje podataka provedeno je prema svim principima standardiziranog priru¢nika kojeg
je isporucio proizvodac, a ispitanici su podvrgnuti jednom skeniranju.

Indeks trabekularne strukture lumbalne kraljeZnice izrazen je TBS indeksom koji je
izracunat pomocu softverske aplikacije TBS iNsight (verzija 3.0.2.0, Medimaps Group SA,
Zeneva, Svicarska), instalirane na istom denzitometrijskom uredaju. Ukupan TBS indeks je
izraCunat kao srednja vrijednost mjerenja pojedina¢nih kraljezaka Li-L4, koja su se temeljila
na analizi sive teksture antero-posteriorne DXA snimke kraljeznice. Na takav nacin je mjerenje
izvrS§eno tocno u istom anatomskom podrucju kao i mjerenje BMD-a. CV za mjerenje BMD-a
podrucja lumbalne kraljeznice bio je 1,5%, podrucja vrata bedrene kosti 1,2%, ukupnog

podrucja kuka 1,3%, dok je CV za mjerenje TBS-a bio 1,6%.
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3.3. Statisticka analiza podataka

Procjena veliCine uzorka izraCunata je pomocu statistickog programa MedCalc za
Windows, verzija 17.9.4. (MedCalc Software, Ostend, Belgija), koristeci t-test za nezavisne
uzorke. Za izracun veli¢ine uzorka koriSteni su podatci dobiveni pilot istrazivanjem na 10
ispitanika odabranih slucajnim odabirom iz populacije pacijenata koji su pregledani u Centru
za medicinu spavanja, te 10 kontrolnih ispitanika. Za izracun je koriStena vrijednost jutarnjeg
dp-ucMGP-a, koji je predstavljao jedan od glavnih ishoda istrazivanja. U pacijenata s OSA-om
srednja vrijednost bila je 546,7 + 88,8 pmol/L, a u kontrolnoj skupini 489,8 + 72,3 pmol/L. Uz
a 0,05 te snagu istrazivanja od 90% potrebna veli¢ina uzorka je iznosila 44 ispitanika po
skupini.

U svrhu provedbe statisticke analize podataka takoder je koriSten statisticki paket
MedCalc za Windows, verzija 17.9.4. (MedCalc Software, Ostend, Belgija). Kontinuirani
podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, dok su kategorijske
varijable prikazane kao cijeli brojevi 1 postotci. Kolmogorov-Smirnov test koristio se za
procjenu normalnosti distribucije podataka. Za analizu razlika u parametrima koStane strukture
dobivenim DXA snimanjem, kao i razlika u biokemijskim nalazima izmedu ispitivane i
kontrolne skupine, koriSten je t-test za nezavisne uzorke. Korelacije izmedu antropometrijskih,
polisomnografskih, laboratorijskih i denzitometrijskih parametara procijenjene su koristeci
Pearsonov koeficijent korelacije. Multipla linearna regresija, prilagodena za dob, ITM i opseg
struka, koriStena je za utvrdivanje znacajnih neovisnih prediktora dp-ucMGP-a, dok je
multivarijatna logistiCka regresija provedena za analizu povezanosti TBS indeksa i razina
dp-ucMGP-a s pozitivnim OSA statusom. Model je takoder prilagoden za dob, ITM i opseg
struka, a prikladnost modela je ispitana Hosmer Lemeshow testom. Nadalje, ROC analiza
(engl. Receiver Operating Characteristic, ROC) TBS i dp-ucMGP parametara je koriStena za

procjenu grani¢nih vrijednosti i povrsine ispod krivulje (engl. Area Under the Curve, AUC) u
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otkrivanju pozitivnog OSA statusa. Odredena je osjetljivost, specifi¢nost, standardna greska i

95% intervali pouzdanosti navedenih testova. Statisticka znacajnost je postavljena na P<0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. Antropometrijski parametri i dnevne navike

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 53 muskih OSA pacijenata, te 50 kontrolnih
ispitanika bez znacajne razlike u dobi izmedu skupina (P=0,389). Promatraju¢i osnovne
antropometrijske znacajke ispitanika, nije bilo znacajnih razlika u niti jednoj od istrazivanih
varijabli, izuzev opsega vrata, koji je bio znaCajno veci u ispitivanoj skupini u odnosu na
kontrolnu skupinu (40,7 £ 3,2 vs. 38,3 = 2,4 cm; P<0,001). Detaljan prikaz antropometrijskih
mjera moze se vidjeti u Tablici 3.

Isto tako, nisu pronadene znacajne razlike medu skupinama u niti jednoj od varijabli
koje su bile ukljucene u procjenu dnevnih navika, kao $to je dnevni unos kalcija (P=0,891),
unos alkohola (P=0,702), navike puSenja (P=0,184), te ucestalost tjelesne aktivnosti
(P=0,538). Informacije o dnevnim navikama svih ukljucenih ispitanika prikazane su u

Tablici 3.
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Tablica 3. Osnovna antropometrijska obiljezja i dnevne navike u ispitivanih skupina

Parametar Kontrolna skupina OSA skupina p
(N=50) (N=53)
Antropometrijska mjerenja
Dob (godine) 50,4 +7,8 51,8 +8.,5 0,389
Tjelesna visina (cm) 183,4 + 6,1 183,2 + 6,7 0,904
Tjelesna masa (kg) 100,7 + 10,8 104,2 + 13,9 0,165
ITM (kg/m?) 299 +28 31,0+ 3,3 0,088
Opseg vrata (cm) 38,3+2,4 40,7 £ 3,2 <0,001
Opseg struka (cm) 105,2 + 11,1 108,6 + 11,9 0,127
Opseg bokova (cm) 107,6 +7,1 110,1 + 8,4 0,108
WHR 0,97 £ 0,05 0,98 + 0,06 0,378
Dnevne navike
Broj popijenih kava / dan 1,68 +1,3 1,42 +1,0 0,281
Broj cigareta / dan 75+134 8,5+14,6 0,701
Broj alkoholnih jedinica / dan 1,90 +2,2 2,11 +3,2 0,702
Ukupni dnevni unos kalcija (mg) 1030,0 £ 670,9 1048,5 £ 706,2 0,891
Pusaci 15 (30,0) 18 (34,0) 0,184
Unos alkoholnih pi¢a > 1 x / tjedan 27 (54,0) 24 (45,3) 0,379
Tjelesna aktivnost
Nisam tjelesno aktivan 12 (24,0) 18 (34,0)
1-4 x / mjesec 14 (28,0) 13 (24,5) 0,538
> 4 x / mjesec 24 (48,0) 22 (41,5)

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija ili cijeli broj (postotak).
ITM-indeks tjelesne mase; WHR-omjer struk-bokovi
* t-test za nezavisne uzorke ili hi-kvadrat test
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4.2. Polisomnografski rezultati

Prosje¢ni AHI indeks OSA pacijenata bio je 43,8 + 18,8 epizoda/sat, dok je ODI bio
41,0 = 19,2 epizoda/sat. Prosjecna saturacija arterijske krvi kisikom tijekom spavanja bila je
92,7+ 3,6 %, dok je najniza iznosila 73,7 = 11,4 %. Detaljni polisomnografski rezultati
ispitivane skupine, ukljucujuéi i prosjecne rezultate STOP-BANG i ESS upitnika prikazani su

u Tablici 4.

Tablica 4. Polisomnografski parametri i rezultati ESS i STOP-BANG upitnika u ispitivanoj
skupini OSA pacijenata (N=53)

Parametar OSA skupina
AHI (epizoda/sat) 43,8 + 18,8
ODI (epizoda/sat) 41,0+ 19,2
Prosjecna SpO2 (%) 927+36
Minimalna SpO2 (%) 73,7+11,4
Ukupno vrijeme hrkanja (min.) 101,2 £ 104,9
Ukupno vrijeme spavanja (sati) 6,4+1,1
Opstrukcijska apneja” 140,7 £ 132,5
Centralna apneja” 35,2+ 55,5
Hipopneja” 110,8 £ 69,5
Indeks sréane frekvencije’ 65,4 +£9,1
STOP-BANG rezultat 55+1,1
ESS rezultat 8,3+4,7

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

AHI-apneja-hipopneja indeks; ESS-Epworthova ljestvica pospanosti; ODI-desaturacijski indeks; SpO:z-
saturacija arterijske krvi kisikom; STOP-BANG-engl. Snoring, Tired, Observed, blood Pressure, BMI, Age,
Neck circumference, Gender upitnik

* Broj epizoda u ukupnom vremenu spavanja

T Prosje¢na sréana frekvencija tijekom spavanja
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4.3. Biokemijska analiza

Plazmatske razine dp-ucMGP-a bile su znacajno viSe u OSA pacijenata u usporedbi s
kontrolnom skupinom (512,7 + 71,9 vs. 465,8 £+ 50,9 pmol/L; P<0,001) (Slika 3). Nadalje,
OSA skupina je imala znacajno niZze plazmatske koncentracije biomarkera vezanih uz
pregradnju kosti u odnosu na kontrolnu skupinu, i to PINP (45,5 £ 16,9 vs. 52,9 + 17,0 mcg/L;
P=0,028), osteokalcin (19,8 £ 5,0 vs. 23,5 £ 8,2 g/L; P=0,007) i B-CTx (0,28 + 0,1 vs. 0,33 +
0,12 ng/mL; P=0,019) (Tablica 5). Na kraju, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
skupina u plazmatskim razinama hormona koji mogu imati utjecaj na kostani metabolizam

(SHBG, estradiol, progesteron, testosteron, kortizol).

700 - P<0,001*

600 -

500 -

400 -

300 -

dp-ucMGP koncentracije (pmol/L)

200 1
Kontrolna skupina OSA skupina

Slika 3. Plazmatske razine inaktivnog matriks Gla proteina (dp-ucMGP) u skupini OSA
ispitanika i kontrolnoj skupini
* t-test za nezavisne uzorke
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Tablica 5. Parametri koStane pregradnje 1 hormoni s utjecajem na kostani metabolizam u

ispitivanih skupina

P Kontrolna skupina  OSA skupina -
(N=50) (N=53)

ALP (U/L) 71,8+ 154 65,1 + 16,6 0,037
B-ALP (mcg/L) 18,1 £6,2 15,7+5,8 0,045
PINP (mcg/L) 529+17,0 45,5+ 16,9 0,028
Osteokalcin (g/L) 23,5+8,2 19,8 £5,0 0,007
B-CTx (ng/mL) 0,33 +0,12 0,28 +0,1 0,019
iPTH (pmol/L) 5,55+1,9 5,52+ 1,88 0,942
25-hidroksi vitamin D (nmol/L) 48,4 + 15,1 52,1 19,0 0,283
Ukupni kalcij (mmol/L) 2,38 £ 0,1 24+0,1 0,225
Fosfati (mmol/L) 0,95+£0,2 1,0£0,16 0,183
SHBG (nmol/L) 32,1 £10,2 30,8+ 114 0,342
Estradiol (pmol/L) 163,8 £ 54,2 178,6 £ 69,1 0,457
Progesteron (nmol/L) 2,58 +£0,74 2,73 £0,62 0,658
Ukupni testosteron (nmol/L) 15,7 £6,2 169 +7,1 0,775
Kortizol (nmol/L) 337,6 + 63,7 358,5+ 81,9 0,487

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija
ALP- alkalna fosfataza; B-ALP- kostani izoenzim alkalne fosfataze; iPTH- intaktni paratireoidni hormon;
PINP- N-terminalni propeptid kolagena tipa I; B-CTx- B-izomer C-terminalnog telopeptida kolagena tipa I;

SHBG- globulin koji veze spolne hormone

* t-test za nezavisne uzorke
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4.4. Parametri koStane ¢vrstoce — DXA rezultati

Analiza DXA snimki je pokazala da izmedu ispitivane i kontrolne skupine nema

znacajne razlike u standardnim DXA rezultatima , ukljucuju¢i lumbalni (Li-Ls) BMD (1,08 £

0,31 vs. 1,11 £0,14 g/cmz; P=0,517), te BMD ukupnog podrucja kuka (1,10 + 0,23 vs. 1,11 £

0,17 g/cm?; P=0,866) (Tablica 6). Ipak, OSA skupina je imala znacajno nize vrijednosti TBS

indeksa u odnosu na kontrolne ispitanike (1,24 £ 0,17 vs. 1,36 £ 0,15; P<0,001) (Slika 4).

Tablica 6. Denzitometrijski rezultati u ispitivanih skupina

Kontrolna skupina  OSA skupina
Parametar P*
(N=50) (N=53)

Lumbalni (L;-Ls) BMD (g/cmz) 1,11 £0,14 1,08 £0,31 0,517
Lumbalni (Li-Ls) T-score 0,44 +1,5 0,21 +1,32 0,416
Lumbalni (Li-L4) Z-score 0,84 + 1,51 0,57+1,3 0,423
BMD ukupnog podruéja kuka (g/cm?) 1,11 +£0,17 1,10 £ 0,23 0,866
T-score ukupnog podrucja kuka 0,55+ 1,17 0,50+ 1,1 0,815
Z-score ukupnog podrucja kuka 0,92 +1,12 0,81 1,11 0,575
BMD vrata bedrene kosti (g/cmZ) 1,01 £0,17 1,00 £ 0,16 0,756
T-score vrata bedrene kosti 0,60 + 1,23 0,52 +1,16 0,743
Z-score vrata bedrene kosti 1,31 + 1,24 1,29+ 1,14 0,527

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

BMD- kostana mineralna gustoéa
* t-test za nezavisne uzorke
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Slika 4. Indeks trabekularne kosti (TBS) u skupini OSA ispitanika i kontrolnoj skupini
* t-test za nezavisne uzorke

4.5. Povezanost antropometrijskih, PSG, biokemijskih i DXA rezultata

4.5.1. Parametri spavanja i dp-ucMGP

U OSA skupini vrijednosti dp-ucMGP-a su pokazale zna€ajnu pozitivnhu korelaciju s
AHI indeksom (r=0,372; P=0,006) (Slika 5A), te su isto tako pozitivno korelirale s ODI
vrijednosti (r=0,352; P=0,009). S druge strane, znacajna negativna korelacija je pronadena
izmedu dp-ucMGP-a i prosje¢ne SpO: (r=-0,302; P=0,028), kao i minimalne SpO> (r=-0,273;
P=0,048). Takoder, multipla linearna regresija, prilagodena za dob, ITM i opseg struka, je
pokazala da AHI indeks ostaje u znacajnoj povezanosti s razinama dp-ucMGP-a, koje su bile

postavljene kao zavisna varijabla modela (f + SE; 1,415 £ 0,49; P=0,006).
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4.5.2. Antropometrijski, DXA i biokemijski parametri i dp-ucMGP

Nadalje, nakon provjere povezanosti razina dp-ucMGP-a s antropometrijskim, DXA i
biokemijskim parametrima cijele ispitivane populacije, rezultati su pokazali znacajnu
negativnu korelaciju s TBS indeksom (r=-0,238; P=0,016), te pozitivnu korelaciju s opsegom
vrata (r= 0,302; P=0,001) i opsegom struka (r= 0,208; P=0,035) (Tablica 7). Isto tako, kada su
DXA rezultati uneseni u model multiple linearne regresije (prilagodene za dob, ITM i opseg
struka), TBS indeks je ostao u znacajnoj vezi s razinama dp-ucMGP-a (f + SE; -93,77 + 38,1;

P=0,001), dok niti jedan od laboratorijskih parametara nije pokazao znacajnu povezanost.

4.5.3. TBS indeks i ostali parametri

TBS vrijednosti su pokazale snaznu i signifikantnu negativnu korelaciju s ve¢inom
antropometrijskih parametara, ali nisu korelirale s niti jednom od DXA i biokemijskih
rezultata, izuzev dp-ucMGP-a (Tablica 7). Nadalje, u analizi povezanosti s parametrima
spavanja OSA skupine, TBS je pokazao znacajnu negativnu korelaciju s AHI indeksom
(r=-0,479; P<0,001) (Slika 5B) i ODI (r= -0,470; P<0,001) varijablama, dok je pozitivna
korelacija pronadena s prosjecnom SpO:z (r= -0,302; P=0,028), kao i minimalnom SpO>

(r=-0,273; P=0,048).
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Tablica 7. Korelacija dp-ucMGP-a i TBS indeksa s odabranim antropometrijskim i
biokemijskim parametrima u cjelokupnoj ispitivanoj populaciji (N=103)

dp-ucMGP (pmol/L) TBS indeks

Parametar

r (P*)

r (P*)

Dob (godine)

ITM (kg/m?)

Opseg vrata (cm)

Opseg struka (cm)

Lumbalni (L;-Ls4) BMD (g/cmz)
BMD ukupnog podru¢ja kuka (g/cm?)
TBS indeks

dp-ucMGP (pmol/L)

ALP (U/L)

ALP-B (mcg/L)

PINP (mcg/L)

Osteokalcin (g/L)

B-CTx (ng/mL)

25-hidroksi vitamin D (nmol/L)

0,119 (0,230)
0,174 (0,780)
0,302 (0,001)
0,208 (0,035)
-0,049 (0,622)
-0,020 (0,845)
-0,238 (0,016)
/
-0,069 (0,486)
-0,021 (0,834)
-0,082 (0,409)
-0,056 (0,575)
-0,109 (0,272)

-0,030 (0,765)

-0,043 (0,664)
-0,589 (<0,001)
-0,521 (<0,001)
-0,680 (<0,001)
0,137 (0,169)
-0,111 (0,266)
/

-0,238 (0,016)
-0,057 (0,564)
-0,128 (0,199)
-0,030 (0,763)
0,169 (0,089)
0,048 (0,627)

0,111 (0,264)

TBS- indeks trabekularne kosti; dp-ucMGP- inaktivni matrix Gla protein; ALP- alkalna fosfataza; B-ALP-
kostani izoenzim alkalne fosfataze; PINP- N-terminalni propeptid kolagena tipa I; B-CTx- B-izomer C-
terminalnog telopeptida kolagena tipa I; BMD- kostana mineralna gusto¢a; ITM- indeks tjelesne mase.

* Pearsonov korelacijski koeficijent
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— r=0,372; P=0,005
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Slika 5. Pearsonov korelacijski test izmedu apneja-hipopneja indeksa i1 koncentracije
inaktivnog matrix Gla proteina (dp-ucMGP) (A) i indeksa trabekularne kosti (B) u OSA skupini

(N=53)

Crne linije predstavljaju Pearsonov korelacijski koeficijent, a zelene linije odgovarajuce 95% intervale

pouzdanosti.

4.5.4. AHI indeks i ostali parametri

Analizom parametara spavanja OSA ispitanika, pokazano je da AHI indeks statisticki

znacajno korelira s varijablama BMD-a ukupnog podru¢ja kuka (r=0,370; P=0,006) i PINP-a

(r=0,337; P=0,014), dok nije utvrdena povezanost s ve¢inom ostalih laboratorijskih i DXA

parametara. Detaljan prikaz korelacije AHI indeksa 1 ostalih PSG, antropometrijskih,

biokemijskih i DXA rezultata je u Tablici 8.
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Tablica 8. Korelacija AHI indeksa s odabranim parametrima u OSA pacijenata (N=53)

AHI (epizode/sat)
Parametar
r (P*)

Dob (godine) -0,094 (0,501)
ITM (kg/m?) 0,270 (0,050)
Opseg vrata (cm) 0,230 (0,097)
Opseg struka (cm) 0,342 (0,012)
ODI (epizode/sat) 0,975 (<0,001)

Prosjecna SpO2 (%)

Minimalna SpO2 (%)

Ukupno vrijeme spavanja (sati)
Lumbalni (Li-L4) BMD (g/cmz)
BMD ukupnog podrugja kuka (g/cm?)
ALP (U/L)

ALP-B (mcg/L)

PINP (mcg/L)

Osteokalcin (g/L)

B-CTx (ng/mL)

25-hidroksi vitamin D (nmol/L)

-0,767 (<0,001)
-0,767 (<0,001)
0,031 (0,824)
-0,091 (0,515)
0,370 (0,006)
0,001 (0,994)
0,200 (0,151)
0,337 (0,014)
0,027 (0,845)
0,119 (0,397)

-0,026 (0,855)

AHI- apneja-hipopneja indeks; ALP- alkalna fosfataza; B-ALP- kostani izoenzim alkalne fosfataze; PINP- N-
terminalni propeptid kolagena tipa I; B-CTx- B-izomer C-terminalnog telopeptida kolagena tipa I; BMD-
kostana mineralna gusto¢a; ODI- desaturacijski indeks; SpO2- saturacija arterijske krvi kisikom; I'TM- indeks
tjelesne mase.

* Pearsonov korelacijski koeficijent
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4.6. Neovisni prediktori pozitivnog OSA statusa

Multivarijatna logisticka regresija, prilagodena za dob, ITM, te opseg vrata i struka je
koristena u svrhu odredivanja nezavisnih prediktora pozitivnog OSA statusa. Analizom se
pokazalo da su znacajni prediktori pozitivnog OSA statusa TBS indeks (OR 0,001; P=0,002) i
dp-ucMGP (OR 1,01; P=0,019), uz opsege vrata i struka. Detaljan prikaz modela se moze

vidjeti u Tablici 9.

Tablica 9. Multivarijatna logisti¢ka regresija nezavisnih prediktora pozitivnog OSA statusa

Parametar OR 95% CI1 P

Dob (godine) 0,999 0,939 — 1,063 0,986
ITM (kg/m?) 0,908 0,706 — 1,168 0,452
Opseg struka (cm) 0,923 0,858 — 0,994 0,034
Opseg vrata (cm) 1,409 1,096 — 1,810 0,007
TBS indeks 0,001 0,0002 - 0,086 0,002
dp-ucMGP (pmol/L) 1,010 1,001 - 1,019 0,019

95% CI- 95% interval pouzdanosti; ITM- indeks tjelesne mase; dp-ucMGP- inaktivni matriks Gla protein; TBS-
indeks trabekularne kosti; OR- prilagodeni omjer izgleda.

4.7. ROC analiza dijagnostickih testova

Koriste¢i ROC analizu, rezultati su pokazali da se grani¢na vrijednost za TBS indeks
<1,305 mozZe upotrijebiti za otkrivanje pozitivnog OSA statusa, uz osjetljivost testa od 75,5%
te specifi¢nost od 80,0% (Slika 6A). AUC analize bio je 0,823 (SE 0,041; 95% CI 0,735 —
0,891; P<0,001). Nadalje, jednakim testiranjem koncentracija dp-ucMGP-a, pokazalo se da je
AUC bio 0.674 (SE 0,053; 95% CI1 0,574 — 0,763; P=0,001), te je grani¢na vrijednost od >517

pmol/L pruzila osjetljivost od 43,4% 1 specifi¢nost od 90,0% za otkrivanje OSA-e (Slika 6B).
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Slika 6. ROC analiza indeksa trabekularne kosti (TBS) (A) i koncentracija inaktivnog
matriks Gla proteina (dp-ucMGP) (B) u otkrivanju pozitivnog OSA statusa
Dijagonalna linija predstavlja referentnu liniju, dok je testna linija crne boje. Tockaste linije
predstavljaju 95% intervale pouzdanosti.

4.8. Analiza ispitivanih parametara OSA pacijenata prema I'TM vrijednosti
Pretilih OSA pacijenata (ITM>30 kg/m?) bilo je 32, dok je onih koji nisu pretili
(ITM<30 kg/m?) bilo 21. Nije bilo statisticki znacajne razlike u AHI indeksu (46,7 + 21,3 vs.
39,5 + 13,8 epizoda/sat; P=0,141), niti u razinama dp-ucMGP-a (513,6 + 76,5 vs. 511,5 + 65,9
pmol/L; P=0,915) izmedu navedenih skupina (Tablica 10). Medutim, analiza je pokazala da
su pretili OSA pacijenti imali zna¢ajno niZe vrijednosti TBS indeksa (1,17 £ 0,18 vs. 1,33 +
0,08; P<0,001) (Slika 7), i razina vitamina D (47,4 + 18,1 vs. 59,3 + 18,4 nmol/L; P=0,025),
dok su koncentracije B-CTx-a bile viSe u odnosu na ne-pretile OSA ispitanike (0,31 + 0,11 vs.

0,23 + 0,09 ng/mL; P=0,015) (Tablica 10).
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Tablica 10. Odabrani parametri OSA pacijenata podijeljenih prema ITM vrijednosti (N=53)

Ne-pretili Pretili
Parametar ITM<30 kg/m? ITM>30 kg/m*>  P*
(N=21) (N=32)
Dob (godine) 53,0+£8,9 51,0£8,2 0,415
AHI (epizoda/sat) 39,5+ 13,8 46,7 £21,3 0,141
dp-ucMGP (pmol/L) 511,5+65,9 513,6 £76,5 0,915
BMD ukupnog podruéja kuka (g/cm?) 1,08 £ 0,17 1,11 £0,26 0,622
BMD vrata bedrene kosti (g/cmz) 0,99 + 0,16 1,00 £ 0,15 0,798
Lumbalni (Li-Ls) BMD (g/cm?) 1,08 £ 0,31 1,08 £ 0,32 0,987
B-ALP (mcg/L) 14,5 £2,96 16,5 + 6,94 0,142
PINP (mcg/L) 40,8 £ 10,6 48,6 £ 19,6 0,069
Osteokalcin (g/L) 19,1 +4,5 20,3 +54 0,413
B-CTx (ng/mL) 0,23 £ 0,09 0,31 £0,11 0,015
25-hidroksi vitamin D (nmol/L) 59,3+ 18,4 474 + 18,1 0,025

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

AHI- apneja-hipopneja indeks; dp-ucMGP- inaktivni matriks Gla protein; BMD- kostana mineralna gustoca;
B-ALP- kostani izoenzim alkalne fosfataze; PINP- N-terminalni propeptid kolagena tipa I; B-CTx- B-izomer
C-terminalnog telopeptida kolagena tipa I

* t-test za nezavisne uzorke
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Slika 7. Indeks trabekularne kosti (TBS) u skupini pretilih ITM>30 kg/m?) i ne-pretilih
(ITM<30 kg/m?) OSA ispitanika

* t-test za nezavisne uzorke

Nadalje, u pretiloj OSA skupini AHI indeks je znacajno pozitivnho korelirao s
koncentracijama dp-ucMGP-a (r=0,484; P=0,005) (Slika 8A), dok je s TBS indeksom pokazao
znacajnu negativnu korelaciju (r= -0,422; P=0,016) (Slika 8B). Analizom povezanosti AHI
indeksa s ostalim parametrima, utvrdena je joS i znacajna korelacija s vrijednostima BMD-a

ukupnog podru¢ja kuka (r=0,422; P=0,011) (Tablica 11).
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Tablica 11. Korelacija AHI indeksa s odabranim parametrima u pretilih OSA pacijenata
(ITM>30 kg/m?; N=32)

AHI (epizode/sat)
Parametar
r (P*)

Dob (godine) -0,206 (0,257)
Lumbalni (L;-Ls) BMD (g/cm?) 0,116 (0,528)
BMD ukupnog podruéja kuka (g/cm?) 0,442 (0,011)
BMD vrata bedrene kosti (g/cm?) 0,225 (0,215)
ALP-B (mcg/L) 0,160 (0,381)
PINP (mcg/L) 0,365 (0,040)
Osteokalcin (g/L) 0,004 (0,982)
B-CTx (ng/mL) 0,138 (0,451)
25-hidroksi vitamin D (nmol/L) 0,127 (0,489)

AHI- apneja-hipopneja indeks; BMD- kostana mineralna gustoc¢a; B-ALP- kostani izoenzim alkalne fosfataze;
PINP- N-terminalni propeptid kolagena tipa I; B-CTx- B-izomer C-terminalnog telopeptida kolagena tipa I.
* Pearsonov korelacijski koeficijent
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Slika 8. Korelacija izmedu apneja-hipopneja indeksa i koncentracije inaktivnog matrix Gla
proteina (dp-ucMGP) (A) i rezultata trabekularne kosti (TBS) (B) u pretiloj OSA skupini
(N=32)

Crne linije predstavljaju Pearsonov korelacijski koeficijent, a zelene linije odgovarajuce 95% intervale

pouzdanosti.

Isto tako, izvrSena je i analiza povezanosti AHI indeksa s odabranim parametrima
ne-pretile OSA skupine, koja je pokazala znacajnu negativnu korelaciju s TBS indeksom
(r=-0,614; P=0,003) (Slika 9B), ali ne i korelaciju s razinama dp-ucMGP-a (r=0,088; P=0,705)
(Slika 9A). AHI indeks nije znacajno korelirao s niti jednom od ostalih varijabli, izuzev

vrijednosti lumbalnog (Li-Ls) BMD-a (r=-0,602; P=0,003) (Tablica 12).
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Tablica 12. Korelacija AHI indeksa s odabranim parametrima u ne-pretilih OSA pacijenata
(ITM<30 kg/m?; N=21)

AHI (epizode/sat)
Parametar
r (P*)

Dob (godine) 0,207 (0,369)
Lumbalni (L;-Ls) BMD (g/cm?) -0,602 (0,003)
BMD ukupnog podru¢ja kuka (g/cm?) 0,072 (0,756)
BMD vrata bedrene kosti (g/cmz) -0,032 (0,889)
ALP-B (mcg/L) 0,254 (0,265)
PINP (mcg/L) 0,063 (0,787)
Osteokalcin (g/L) 0,014 (0,950)
B-CTx (ng/mL) -0,161 (0,484)
25-hidroksi vitamin D (nmol/L) -0,179 (0,438)

AHI- apneja-hipopneja indeks; BMD- koStana mineralna gusto¢a; B-ALP- kostani izoenzim alkalne fosfataze;
PINP- N-terminalni propeptid kolagena tipa I; B-CTx- B-izomer C-terminalnog telopeptida kolagena tipa I.
* Pearsonov korelacijski koeficijent
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Slika 9. Korelacija izmedu apneja-hipopneja indeksa i koncentracije inaktivnhog matrix Gla

proteina (dp-ucMGP) (A) i rezultata trabekularne kosti (TBS) (B) u ne-pretiloj OSA skupini
(N=21)

Crne linije predstavljaju Pearsonov korelacijski koeficijent, a zelene linije odgovarajuce 95% intervale

pouzdanosti.
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5. RASPRAVA
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Provedeno istrazivanje je, prema naSim saznanjima, prvo koje je promatralo plazmatske
vrijednosti dp-ucMGP-a u pacijenata s dijagnosticiranom OSA-om. MGP je protein koji je
opisan kao jedan od najsnaznijih inhibitora vaskularne kalcifikacije s velikim afinitetom za
hidroksiapatit (212). Pojacana sinteza MGP-a je opisana i u angiogenezi, dok se njegove
povisene koncentracije povezuju s razvojem endotelne disfunkcije (213,224). Jedan od glavnih
rezultata ove studije je pokazao da su razine dp-ucMGP-a znac¢ajno vise u pacijenata s OSA-om
u odnosu na kontrolne ispitanike. Moguée objasnjenje ovog nalaza se nalazi u prisutnosti
endotelne disfunkcije u pacijenata s OSA-om. Naime, studije su pokazale da intermitentna
hipoksija i fragmentacija spavanja, klju¢ne znacajke OSA-e, povisuju rizik za razvoj endotelne
disfuncije (236). Vazno je napomenuti da je prosjecni AHI indeks naSih ispitanika bio
43,8 + 18,8 epizoda/sat, $to ukazuje na to da je vecina imala teski oblik OSA-e, a time i tezi
stupanj endotelne disfunkcije, kao i vise razine dp-ucMGP-a. Isto tako, multiplom linearnom
regresijom je utvrdeno da je AHI indeks neovisni prediktor razina dp-ucMGP-a, §to ide u prilog
hipotezi da se dp-ucMGP moze smatrati relevantnim pokazateljem endotelne disfunkcije.

Analiza daljnjih parametara koStanog metabolizma je pokazala da su vrijednosti TBS
indeksa znacajno nize u OSA pacijenata u odnosu na kontrole, te da nisu bile povezane s niti
jednim biomarkerom koStane pregradnje, izuzev dp-ucMGP-a. Animalne studije su opisale
MGP kao vaznog regulatora koStane izgradnje, buduci da su miSevi s inaktiviranim genom za
sintezu MGP-a razvili nisku koStanu masu zbog smanjene funkcije osteoblasta i razvoja
vaskularnih kalcifikacija (230-232). Budu¢i da MGP ima funkciju zaStite arterijske stijenke od
stvaranja kalcifikacija, mozemo pretpostaviti da posljedi¢no tome sluzi i kao zaStitnik koStane
mase. Medutim, niske vrijednosti TBS indeksa su povezane 1 s autoimunim poremecajima, te
poviSenjem upalnih markera, sedimentacije eritrocita i C-reaktivnog proteina (CRP) (237,238).
Pored toga, velike populacijske studije navode da je visoko osjetljivi CRP (engl. High

Sensitivity CRP, hs-CRP) neovisno povezan sa slabom ¢vrsto¢om kostiju 1 visokim rizikom od
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prijeloma (239,240), dok je OSA povezana s poviSenim razinama upalnih parametara,
ukljucujuéi CRP i1 hs-CRP (87,241). Sukladno tome, sistemska upala, uz hipoksiju i aktivaciju
simpati¢kog ziv€anog sustava moze objasniti pogorsanje trabekularne mikroarhitekture u OSA
pacijenata. Razvoj sistemske upale i endotelne disfunkcije bi tako mogli biti klju¢ne zajednicke
znacajke koje povezuju visoke razine dp-ucMGP-a s nizim TBS indeksom, ¢iju smo vezu i
potvrdili u korelacijskoj i regresijskoj analizi. Nadalje, uzimajuéi u obzir i znac¢ajnu negativnu
korelaciju TBS-a i AHI indeksa u naSoj studiji, mozemo pretpostaviti da pacijenti s OSA-om,
a posebice oni s teskim stupnjem bolesti, imaju ve¢i rizik od prijeloma kostiju u usporedbi sa
zdravom populacijom (87,177,178,241).

Pretrazivanjem literature je pronadeno samo jedno istrazivanje koje je promatralo
kostanu mikroarhitekturu i BMD u pacijenata s OSA-om, ali je ta populacija imala i pridruzenu
Secernu bolest tipa 2 (181). Nimitphong i sur. su u studiju ukljucili ukupno 81 ispitanika (33
muskarca i1 48 zena), od ¢ega je 65 imalo dijagnozu OSA-¢ i SeCerne bolesti. Rezultati su bili
sukladni s nasim nalazima, buduéi da je tezi stupanj OSA-e bio zna¢ajno povezan s nizim TBS
vrijednostima u muskaraca. Zanimljivo, analiza na postmenopauzalnim zenskim ispitanicama
je pokazala da je viSi AHI indeks bio prediktor ve¢ih TBS vrijednosti. Medutim, navedeno
istrazivanje ima vise manjkavosti - nisu ukljucili odgovarajucu kontrolnu skupinu, te OSA nije
bila dijagnosticirana PSG uredajem, ve¢ prijenosnim monitorom (WatchPAT 200, Itamar
Medical, Caesarea, Izrael). Nadalje, budu¢i da su ispitanici imali 1 Se¢ernu bolest, postoji
mogucnost da su promjene na koStanom sustavu velikim dijelom bile uzrokovane Se¢ernom
bolesti, a ne OSA-om. Isto tako, medijan AHI indeksa im je bio 10,7 (6,3-22,6), $to su znacajno
nize vrijednosti od onih u nasoj studiji, iako su unato¢ tome dobiveni sli¢ni rezultati.

NasSe istrazivanje nije potvrdilo znacajne razlike u BMD 1 T-score vrijednostima
lumbalne (Li-L4) kraljeznice, ukupnog podruc¢ja kuka, kao ni vrata bedrene kosti izmedu

ispitivane 1 kontrolne skupine. Prethodne studije imaju oprecne rezultate o nalazima BMD-a i
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rizika za razvoj sniZene koStane mase i osteoporoze u OSA-i. Tako su dvije velike kohortne
studije iz Taiwana prikazale povecan rizik nastanka osteoporoze u OSA pacijenata u usporedbi
s opéom populacijom (205,206), dok isto tako postoje i studije koje potvrduju hipotezu o
zaStitnom utjecaju OSA-e na koStanu masu (208,209). Takoder, Eimar i sur. (211) te Upala i
sur. (210) su potvrdili navedene teze o vjerojatnoj povezanosti OSA-e i osteoporoze u
sustavnim preglednim ¢lancima, na temelju pregleda presjecnih studija koje su utvrdile nizi
BMD ili povisene markere kostane resorpcije u OSA skupini, te meta-analize napravljene na
dvije navedene kohortne studije. Ipak, posebno se napominje da su podatci nedosljedni, s
visokim rizikom od pristranosti, te da se zakljucci moraju uzeti s oprezom. Postoji vjerojatnost
da studije u kojima je potvrdena povezanost OSA-e i osteoporoze imaju razlifite sustavne
pogreske reflektirane od strane nepoznatih zbunjujucih varijabli, odabira uzorka pacijenata, te
neuskladenih ispitivanih i kontrolnih skupina (205,206).

Sukladno tome, provedeno je vise presjecnih studija u kojima je utvrden nizi BMD u
OSA pacijenata u odnosu na kontrole, ali se u njima mogu primijetiti kljucni elementi koji se
razlikuju od nase studije. Hamada i sur. su koristili kompjutoriziranu tomografiju za mjerenje
BMD-a u OSA pacijenata umjesto denzitometrije (242), dok su Wang 1 sur. istrazivali stariju
populaciju pacijenata s pridruzenom OSA-om i KOPB-om, od kojih su neki bili na terapiji
kortikosteroidima (243) Dvije studije provedene u Turskoj su koristile manji uzorak, te
kontrolna skupina nije bila prilagodena za ITM vrijednosti (244,245), dok su Yuceege i sur.
ispitivali mladu OSA populaciju, bez odgovarajuce kontrolne skupine zdravih ispitanika (246).
Moguce je da su navedene razlike u etnickoj pripadnosti populacije, te ustroju 1 provodenju
studije mogle utjecati na dodatno snizenje BMD vrijednosti u OSA ispitanika.

S druge strane, neke eksperimentalne studije na animalnim OSA modelima govore u
prilog zaStitnog djelovanja intermitentne hipoksije na BMD vrijednosti putem nekoliko

razli¢itih mehanizama, kao §to su aktivacija mezenhimalnih stanica, aktivacija osteogeneze
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kroz HIF-1a i VEGF ekspresiju, te inhibitornu ulogu citokin-induciraju¢eg NO-a na funkciju
osteoblasta i osteoklasta (197-200). Nekoliko klinickih studija takoder podupire navedene
eksperimentalne nalaze. Sforza i sur. su utvrdili povisene vrijednosti lumbalnog i femoralnog
BMD-a u starijih OSA pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike (209), dok su Chen i sur.
pokazali povisene vrijednosti BMD-a na ukupnom podrucju kuka, kao i pozitivnu korelaciju s
AHI indeksom u teskih OSA pacijenata (247). Slicno tome, Tng i sur. su na Zenskoj populaciji
utvrdili povezanost poviSenih vrijednosti BMD-a vrata bedrene kosti i OSA-e, ali bez
koristenja PSG za potvrdu dijagnoze, sto odreduje veliku manjkavost studije (208).

Nadalje, neke studije nisu pokazale razlike u BMD-u izmedu OSA pacijenata razli¢itog
stupnja bolesti (248,249), kao ni izmedu OSA pacijenata i pridruzene kontrolne skupine
uskladene prema pretilosti ispitanika (207). Promatraju¢i BMD vrijednosti, rezultati ovih
studija se najviSe poklapaju s nasim istrazivanjem. Izostanak razlika u BMD vrijednosti izmedu
skupina u naSem istrazivanju moze biti prisutan zbog nekoliko razli¢itih razloga, uz ve¢ ranije
spomenut potencijalni zastitni MGP ucinak. Postoji mogucénost da su odstupanja BMD
vrijednosti vidljiva tek nakon vise godina kroni¢nog, progresivnog ostec¢ivanja kostanog tkiva
(187), Sto znaci da je nasa populacija, stara priblizno 50 godina, jo§ uvijek premlada da razvije
takve promjene. Nadalje, mi ne mozemo biti sigurni koliko je vremena proSlo od nastupa
OSA-e u nasih pacijenata, do dijagnoze koju smo potvrdili na pocetku studije. Time ne
mozemo znati vremenski odmak u kojem je OSA ve¢ utjecala na koStani metabolizam
ispitanika, te moZemo pretpostaviti da postoje oscilacije medu pacijentima u trenutku dijagnoze
koje nismo u mogucnosti utvrditi. Isto tako, zbog ocigledne razlike u kvaliteti koStane
mikroarhitekture izmedu skupina, mozemo pretpostaviti da TBS indeks, kao i dp-ucMGP
spadaju u rane prediktore koStanih oStecenja u OSA pacijenata.

Vazni pokazatelji tijeka koStanog metabolizma su i markeri koStane pregradnje.

Analiza njihovih koncentracija u naSem istrazivanju sugerira smanjenje cjelokupnog procesa
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kostane pregradnje, buduc¢i da su markeri kosStane izgradnje, kao 1 markeri koStane resorpcije
bili snizeni u OSA skupini u odnosu na kontrolne ispitanike. Takoder, niti jedan od markera
nije pokazao korelaciju s tezinom bolesti, izuzev ¢imbenika izgradnje kosti, PINP-a, koji je
pozitivno korelirao s AHI indeksom. Eimar i sur. su analizirali sedam presje¢nih studija koje
su istrazivale markere kosStane pregradnje u sustavnom preglednom ¢lanku, te su zakljucili da
postoje velike razine nedosljednosti u rezultatima (211). Neke od analiziranih studija su
pokazale pozitivnu povezanost OSA-e i biomarkera kosStane resorpcije (244,250), te negativnu
korelaciju AHI indeksa i osteokalcina (244), Sto ukazuje na poveéane kosStane resorpcijske
aktivnosti. Ipak, ostale analizirane studije navode izostanak ikakve povezanosti OSA-e i
markera koStane izgradnje, kao i markera koStane razgradnje (242,245,246). Vazno je
napomenuti da moguci razlozi visoke varijabilnosti u navedenim rezultatima leze u razlicitoj
rasnoj pripadnosti ispitivane populacije, drugacijem prikupljanju i skladiStenju uzoraka ili
koriStenih analitickih metoda, ili pak zbog znacajne biovarijabilnosti u razinama samih
markera.

Istrazili smo 1 povezanost TBS indeksa i koncentracija dp-ucMGP-a s
antropometrijskim mjerama. Rezultati su pokazali izrazitu negativnu korelaciju TBS indeksa i
ITM-a, opsega struka, te opsega vrata. Dobiveni rezultati potvrduju zakljucke vise razlicitih
studija koje su utvrdile znacajno pogorsanje trabekularne strukture kosti u pretiloj populaciji,
definiranu prema ITM-u ili opsegu struka (251,252). Nadalje, snazan utjecaj tjelesne mase 1
OSA-e na trabekularnu strukturu u ovoj studiji smo potvrdili 1 zna¢ajno nizim TBS-om pretilih
OSA ispitanika u odnosu na ne-pretile pacijente, te zna¢ajnom negativnom korelacijom s AHI
indeksom u obje skupine OSA ispitanika. Uzimajuci u obzir navedene rezultate, te uskladenost
naSe kontrolne i ispitivane skupine po svim parametrima koji bi mogli neovisno utjecati na

kostanu kvalitetu, mozemo pretpostaviti da je pretilost rizi¢ni ¢imbenik koji ¢e u pacijenata s
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OSA-om dodatno negativno utjecati na koStanu mikroarhitekturu i posljedi¢no povecati rizik
od patoloskih prijeloma, posebice u pacijenata s tezim stupnjevima bolesti.

S druge strane, razine dp-ucMGP-a su takoder pokazale znacajnu korelaciju s opsegom
struka, ali ne i s ITM vrijednosti. Isto tako, nije bilo razlika u razinama dp-ucMGP-a izmedu
pretile 1 ne-pretile OSA populacije, dok je pozitivnu korelaciju AHI indeksom dp-ucMGP
pokazao samo u pretiloj skupini OSA ispitnika. Sukladno nasim rezultatima, Shea i sur. su
istrazivali povezanost vitamina K i1 znacajki osteoartritisa u kohorti starijih muskaraca i Zena
(N=791), te isto tako nisu pronasli znacajne razlike u ITM vrijednosti u odnosu na kvartile
koncentracija dp-ucMGP-a (253). Temeljem navedenih rezultata mozemo pretpostaviti da
razine dp-ucMGP-a vise koreliraju sa stupnjem OSA-e u pretilih pacijenata posljedicno
snaznijem razvoju upale i endotelne disfunkcije, karakteristicnima za pretilost 1 metabolicki
sindrom (254).

Analizom denzitometrijskih rezultata i stupnja bolesti, utvrdili smo pozitivnu korelaciju
BMD-a ukupnog podrucja kuka i AHI indeksa u cjelokupnoj OSA populaciji, te u pretiloj OSA
skupini, dok je negativna korelacija utvrdena u ne-pretilih OSA pacijenata s lumbalnim (L;-L4)
BMD vrijednostima. Navedeni rezultati poti¢u hipotezu o intermitentnoj hipoksiji kao poticaju
na stvaranje kosti, ali isto tako se poklapaju sa saznanjima razlicitih studija koje navode vise
BMD vrijednosti u pretiloj populaciji 1 povecanu tjelesnu masu kao zastitni ¢imbenika koStane
mase uslijed poviSenog mehanickog opterecenja (255). U nasSem slucaju, postoji mogucnost da
je pretilost ¢imbenik koji moZe sluZiti kao protuteZa smanjivanju koStane mase uzrokovano
ucincima OSA-e, uzevsi u obzir da u ne-pretiloj OSA skupini AHI indeks negativno korelira s
lumbalnim (L;-Ls) BMD-om.

Ono §to dodatno potvrduje teze o TBS indeksu i1 dp-ucMGP-u kao prediktorima
kostanih oStecenja u OSA-i su 1 rezultati multivarijatne logisticke regresije, ¢cime smo utvrdili

da su TBS indeks, kao i dp-ucMGP neovisni i znacajni prediktori pozitivnog statusa bolesti,
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neovisno o dobi i antropometrijskim karakteristikama. Sukladno tome, napravljena je i ROC
analiza kojom smo analizirali dijagnosticke performanse navedenih pokazatelja, te je utvrdeno
da TBS ima bolje odlike dijagnostickog testa u odnosu na dp-ucMGP, te s granicnom
vrijednosti od <1,305 pruza osjetljivost od 75,5% i specificnost od 80,0%. Rezultati govore u
prilog tome da, ukoliko promatramo TBS vrijednosti naSe kontrolne skupine kao referentne
vrijednosti, nije izgledno da ¢e se u OSA ispitanika mjeriti normalne ili viSe vrijednosti TBS-a,
1 to posebice u onih s teSkim oblicima bolesti.

Cjelokupno promatrajuéi rezultate ove disertacije, izgledno je da OSA ipak ima
negativan utjecaj na kostano tkivo posredstvom brojnih ranije opisanih ¢imbenika, te da su ti
mehanizmi snazniji i brojniji od onih koji poti¢u izgradnju kosti. Moguce je da se smanjenje
kostane mase javlja tek u kasnijim fazama nelijeCene bolesti, nakon viSe godina repetitivnih
mikro-oStecenja, te da Stetni utjecaj OSA-e ima brzi u¢inak na kostanu kvalitetu. Stoga se TBS
moze promatrati kao raniji prediktor ostecenja kosti u usporedbi s BMD-om, §to je logi¢no
ukoliko promatramo trabekularnu kost kao povrsinski veci tip kostanog tkiva u odnosu na
volumen, te znacajno veéu metabolicku aktivnost u odnosu na kortikalnu kost koja cini
glavninu kosStane mase. Posljedi¢no metaboli¢koj aktivnosti, aktivacija osteoklasta i1 supresija
osteoblasta ¢e najbrzi razaraju¢i u¢inak imati upravo na koStane trabekule, Sto je vidljivo iz
degradiranog TBS indeksa.

Provedeno istrazivanje je imalo nekoliko ogranicenja. Svi podaci o uklju¢enim
ispitanicima su sakupljeni iz jedne institucije, s relativno malim uzorkom pacijenata. Nadalje,
zbog presjecnog ustroja studije, ne moZzemo potvrditi nikakvu uzro¢nost u rezultatima, vec¢
samo povezanost. Budu¢i da je studija provedena samo na musSkim ispitanicima, svi rezultati i
zakljucci proizasli iz istraZzivanja nisu primjenjivi na cjelokupnu populaciju. Takoder,
polisomnografsko ispitivanje nije provedeno na kontrolnoj skupini ¢ime bi se definitivho

iskljucila dijagnoza OSA-e, te je rizik za nastanak OSA-e samo ispitan putem STOP-BANG i
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ESS upitnika. Sukladno tome, postoji potencijalna mogucénost da su neki od kontrolnih

ispitanika imali klini¢ki neprepoznatu i nedijagnosticiranu OSA-u.
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6. ZAKLJUCCI
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10.

11.

12.

13.

Koncentracija dp-ucMGP-a je statisticki znacajno veca u skupini OSA ispitanika u
odnosu na kontrolnu skupinu.

Koncentracije dp-ucMGP-a znacajno pozitivno koreliraju s AHI indeksom.

Skupina OSA ispitanika ima statisticki znacajno nize vrijednosti TBS indeksa u odnosu
na kontrolnu skupinu.

Pronadena je znacajna negativna korelacija TBS indeksa u odnosu na AHI indeks.
Pronadena je statisticki znacajna negativna povezanost razina dp-ucMGP-a i TBS
indeksa.

OSA skupina ima znacajno nize plazmatske koncentracije biomarkera vezanih uz
pregradnju kosti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika u BMD, kao i T-score vrijednostima
lumbalne (Li-L4) kraljeznice, ukupnog podrucja kuka i vrata bedrene kosti izmedu OSA
ispitanika i kontrolne skupine.

Razine dp-ucMGP-a i TBS indeks znacajni su nezavisni prediktori pozitivnog OSA
statusa.

Grani¢na vrijednost TBS indeksa od <1,305 moZe se upotrijebiti za otkrivanje
pozitivnog OSA statusa, uz osjetljivost testa od 75,5% 1 specifi¢nost od 80,0%.
Koncentracija dp-ucMGP-a u pretiloj skupini OSA pacijenata ne razlikuje se znacajno
u odnosu na OSA ispitanike koji nisu pretili.

Pretili OSA ispitanici imaju zna€ajno niZe vrijednosti TBS indeksa u odnosu na
ne-pretilu OSA skupinu.

U pretiloj OSA skupini, AHI indeks znac¢ajno pozitivno korelira s dp-ucMGP razinama,
dok znacajno negativno korelira s TBS indeksom.

U skupini ne-pretilih OSA ispitanika, AHI indeks znacajno negativno korelira s TBS

indeksom, dok nije pronadena znac¢ajna povezanost s razinama dp-ucMGP-a.
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OSA je bolest koja povecanjem incidencije i dokazanom povezanoS¢u s brojnim
kardiometaboli¢kim poremecajima predstavlja sve veéi javno-zdravstveni problem. Utjecaj
OSA-e na kostani metabolizam i razvoj osteoporoze je jo$ nedovoljno poznat, te je iz tog
razloga od izrazite vaznosti dodatno istrazivati i razjasnjavati kompleksne patofizioloske
putove poremecaja kostanog metabolizma u OSA pacijenata.

Nadalje, u ovoj je disertaciji su istrazivane vrijednosti TBS indeksa u populaciji OSA
pacijenata s umjerenim 1 teSkim stupnjem bolesti, koji procjenjuje trabekularnu
mikroarhitekturu kosti i predstavlja novi ¢imbenik rizika za razvoj patoloskih prijeloma,
neovisan o kostanoj mineralnoj gustoci. Isto tako, prvi put dosad je istrazena i uloga jednog od
najznacajnijih proteinskih inhibitora vaskularne mineralizacije — dp-ucMGP-a, koji ima
neupitnu ulogu u upalnom, kostanom i kardiovaskularnom metabolizmu. Vjerujemo da su
rezultati istrazivanja novim spoznajama proSirili znanja o promjenama u kosStanom
metabolizmu OSA populacije.

Znanstveni doprinos disertacije je u tome da obuhvaca integraciju rezultata brojnih
parametara povezanih s koStanim zdravljem — rezultate denzitometrijskog mjerenja uz procjenu
trabekularne mikroarhitekture kosti, te mjerenje biomarkera koStane pregradnje, ukljucujuci
razine dp-ucMGP-a u pacijenata s OSA-om, te ih usporeduje s uskladenom kontrolnom
skupinom. Pruzaju se novi dokazi u daljnjem otkrivanju ucinaka OSA-e na koStani
metabolizam, te se prvi put spominje uloga dp-ucMGP-a i TBS indeksa u kompleksnoj
patofiziologiji bolesti. Na ovaj nacin se omoguc¢ava potencijalna primjena novih saznanja u
svakodnevnoj klini¢koj praksi 1 dijagnostickoj obradi pacijenata s OSA-om, te se analizom
novih markera otvara prostor za daljnje studije koje bi jo§ podrobnije mogle ispitati njihovu

ulogu u razvoju bolesti.
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7. SAZETAK
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Uvod: Utjecaj opstrukcijske apneje tijekom spavanja (engl. Obstructive Sleep Apnea, OSA) na
kostani metabolizam i razvoj osteoporoze nedovoljno je istrazivana tema u kojoj i dalje postoje
mnoge nedoumice. Unatoc¢ ispitivanju razli¢itih markera u brojnim studijama, dosad u ovoj
populaciji nisu istrazene uloge vaznih parametara povezanih s koStanim zdravljem — indeksa
trabekularne kosti (TBS), koji predstavlja neizravni indeks koStane miroarhitekture, te
inaktivnog oblika matriks Gla proteina (dp-ucMGP), vaznog inhibitora vaskularne
mineralizacije. Cilj ove disertacije bio je ispitati razlike u parametrima denzitometrijskog
snimanja, TBS indeksa, markera koStane pregradnje i dp-ucMGP-a izmedu OSA pacijenata i
uskladene kontrolne skupine.

Ispitanici i metode: U ovo istrazivanje su uklju¢ena ukupno 53 muska pacijenata s
novodijagnosticiranom OSA-om, uz 50 kontrolnih ispitanika uskladenih prema dobi i
antropometrijskim mjerama s ispitivanom skupinom. Svi ukljuceni sudionici bili su podvrgnuti
uzimanju detaljne medicinske anamneze i dnevnih navika, denzitometrijskom snimanju uz
procjenu TBS indeksa, te uzorkovanju krvi za biokemijsku analizu.

Rezultati: Prosjecni apneja-hipopneja indeks (AHI) OSA ispitanika bio je 43,8+18,8
epizoda/sat. OSA pacijenti su imali statisticki znacajno vise plazmatske razine dp-ucMGP-a u
usporedbi s kontrolnom skupinom (512,7+71,9 vs. 465,8+50,9 pmol/L; P<0,001). Ispitivana i
kontrolna skupina nisu se znacajno razlikovale u odnosu na standardne denzitometrijske
rezultate, dok su vrijednosti TBS indeksa bile znacajno nize u OSA skupini (1,24+0,17 vs.
1,36+0,15; P<0,001). Multipla linearna regresija je pokazala da je AHI indeks bio znacajni
neovisni prediktor dp-ucMGP koncentracija (B£SE; 1,461+0,45; P=0,002), dok je TBS indeks
zadrzao znacajnu povezanost s dp-ucMGP vrijednostima (B+SE; -93,77+38,1; P=0.001).
Analiza dijagnostickih performansi TBS indeksa je pokazala da se grani¢na vrijednost od
<1,305 moze upotrijebiti za otkrivanje pozitivnog OSA statusa, uz osjetljivost testa od 75,5%

1 specifi¢nost od 80,0%. Takoder, multivarijatna logisticka regresija je pokazala da su TBS
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(OR 0,001; P=0,002) i dp-ucMGP (OR 1,01; P=0,019) neovisni i znacajni prediktori pozitivhog
OSA statusa.

Zakljucak: Istrazivanje je pokazalo da su razine dp-ucMGP-a znacajno veée u OSA pacijenata
u usporedbi s kontrolnim ispitanicima, te da pozitivno koreliraju s AHI indeksom. Nadalje,
TBS indeks je znacajno nizi u OSA populaciji, te negativno korelira s AHI indeksom, dok se
vrijednosti standardnih denzitometrijskih parametara nisu znacajno razlikovale izmedu

ispitivanih skupina.
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TITLE: Bone metabolism and trabecular bone structure in patients with obstructive

sleep apnea

Introduction: The impact of obstructive sleep apnea (OSA) on bone metabolism and
development of osteoporosis is an under-researched topic in which remains controversial.
Despite examining various markers in numerous studies, the role of important parameters
related to bone health have not been investigated so far in this population - trabecular bone
score (TBS) results, which represents degree of degradation of bone microarchitecture, and
inactive matrix Gla protein (dp-ucMGP), an important inhibitor of vascular mineralization. The
aim of this dissertation was to examine differences in densitometric imaging parameters, TBS
scores, bone remodeling markers, and dp-ucMGP between OSA patients and a matched control
group.

Subjects and Methods: A total of 53 male patients with newly diagnosed OSA were included
in this study, with 50 controls matched in age and anthropometric parameters with the study
group. All of the participants were subjected to detailed medical interview and daily habits
questioning, densitometric imaging with TBS calculation, and blood sampling for biochemical
analysis.

Results: The mean apnea-hypopnea index (AHI) of OSA subjects was 43.8 + 18.8 episodes /
hour. OSA patients had statistically significantly higher plasma levels of dp-ucMGP compared
with the control group (512.7 £ 71.9 vs. 465.8 £ 50.9 pmol / L; P <0.001). OSA and control
groups did not significantly differ in standard densitometric results, while TBS scores were
significantly lower in the OSA group (1.24 £ 0.17 vs. 1.36 £ 0.15; P <0.001). Multiple linear
regression indicated that AHI was a significant independent predictor of dp-ucMGP
concentrations (B = SE; 1.461 + 0.45; P = 0.002), while TBS maintained a significant

association with dp-ucMGP values (f = SE; -93.77 £ 38.1; P = 0.001). An analysis of the
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diagnostic performances of TBS scores showed, that a cut-off value of <1,305 could be used
to detect positive OSA status, with test sensitivity of 75.5% and specificity of 80.0%.
Furthermore, multivariate logistic regression showed that TBS score (OR 0.001; P = 0.002)
and dp-ucMGP (OR 1.01; P = 0.019) were independent and significant predictors of positive
OSA status.

Conclusion: This dissertation showed that dp-ucMGP levels were significantly higher in OSA
patients compared to controls and correlated positively with AHI index. Furthermore, TBS
score was significantly lower in the OSA population, and negatively correlated with AHI index,
while the values of standard densitometric parameters did not significantly differ between the

study groups.
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A. Epworthova ljestvica pospanosti

Epworthova Ijestvica pospanosti

Koliko festo Vam se dogada da osjetite potrebu za spavanjem v niZe navedenim sitzacijama’
U ovim se primjerima radi o vobitajenim dnevnim aktivoostima Cak i ako se u skoro vrijeme
miste natli v nekoj od nife navedenth sitnacija, poludajte zamusliti kake biste se osjedals
Uporabite predloZene brojeve kojima cete najbolje ocijeniti kako se u datom treputln

osjecate.

0= necun osjecati potrebu za spavanjem (drijemanjem, kunjanjem)
1 =1imat ¢u laganu potrebu za spavanjem (dijemanjeny, kunjanjent)
2 =imat én velikn potrebu za spavanjem (drijemanjem lunjanjem)

3 =1imat én needoljiva potrebu za spavanjem (drijemanjem unjanjem)

Prilikca:
Sjedite i Citate 0 1 2 3
Gledate TV 0 1 2 3
Sjedite na sastankw (predstavi ili sl. na kojemu g 1 2 3
aktivoo ne sudjelujete
Vozite se 1 automobilu kao putnil: sat vremena 0 1 2 3
neprekidne voznje
Lefite i odmarate se u doevnom boravim kad Vam 0 | 2 3
prilike dopuste
Sjedite 1 razgovarate s nekim 0 1 2 3
Sjedite nakon obroka bez da ste popili alkoholno pice 0 | 2 3
Malazite se v aptomobilo zanstavljent i stojite u guia o 1 2 3

neloliko muinnta

Zhro
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B. STOP-BANG upitnik

STOP-BANG upitnik

-

Spol: M Z

Visina; {cm) Tj. masa: {kg) Dob: (godine)
Opseg vrata: {cn)

Opseg struka. (em)

Imate i poloZen vozadkiispit? DA NE  Kategomja?

Jeste li ikada imali prometmu nezgodu kao vozad? DA NE  Ako DA, kohko puta?

L.

iz

Hrkanje:
Hréete It glasno {glasnije nego ito préate 1th doveljno glasno da Vas se moze fufi1za
zatvorenth vrata)?

DA NE
Umer:
Osjecate 1i se Gesto umomi, zamarate 1i se ili ste pospant tjekom dana?
DA NE
. Zamijecenost:

Je ki netko zamijetio da ste prestali disati tijekom spavanja?
DA NE

Imate 1i ili 3¢ lijecite od povisenog arterijskog tlaka (hiperfenzije)?
DA NE

_ Imate i BMI vnijednost =33 kg/m® ?

DA NE

Imate 1i =30 godina?
DA NE

. Imate i opseg vrata =40 cm?

DA NE
Muski spol ?
DA NE
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