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Kondenzat izdahnutog zraka (KIZ) sadrzava aerosoliziran sekret disnih putova i hlapljive sastojke koji pruzaju
neinvazivan uvid u biokemijske i upalne procese u plu¢ima. Znacajan porast interesa za KIZ rezultat je
prepoznavanja da u pluénim bolestima ta lako skupljiva tekucina ima mjerljive karakteristike koje se razlikuju
od zdravog stanja. KIZ pruza uvid u redoks reakcije unutar pluca, acidobazni status te stupanj i tip upale
u akutnoj i kroni¢noj fazi astme, kroni¢noj opstruktivnoj pluénoj bolesti, adultnom respiratornom distres
sindromu, cisticnoj fibrozi i drugim bolestima disnog sustava. Karakteriziran nepoznatim i varijabilnim
stupnjevima razrjedenja, KIZ ne pruza preciznu informaciju o koncentraciji pojedinog markera unutar
sekreta diSnih putova, ali pokazuje kada se koncentracija razlikuje izmedu zdravog i bolesnog stanja u
diSnom sustavu. Zbog pristupacnosti i jednostavnosti izvodenja, KIZ postaje integralni dio bududih klinickih
istrazivanja, a nakon $to se prevlada problem standardizacije, on bi se mogao iskoristiti u dijagnosticiranju

i pracenju terapije bolesti disnog sustava.

KLJUCNE RIJECI: biomarkeri, citokini, koncentracija vodikovih iona, oksidativni stres, plu¢ne bolesti,

vodikov peroksid

Bolesti plu¢a i diSnog sustava vrlo su Ceste (oko
29% dijagnoza unutar primarne zdravstvene zastite)
(1). To se moze objasniti ¢injenicom da disni sustav
ima vrlo veliku povrsinu izlozenu krvi i vanjskoj okolini
pa je podlozan prodoru infektivnih i neinfektivnih
¢imbenika kao Sto su duhanski dim, ispusni i
industrijski plinovi te inhalacijski alergeni. Tako nastale
patofizioloske promjene mogu se proucavati razlicitim
metodama. Osnovne dijagnosticke metode su
anamneza, klinicki pregled, slikovni prikazi prsnog
kosa (radiogram prsnog kosa, kompjutorizirana
tomografija plu¢a) i funkcionalni pluéni testovi.
Nadalje, analiziraju se upalni medijatori iz plazme i
urina, ali ti podaci prije reflektiraju sistemsku upalu
nego upalu lociranu u di$nim putovima ¢ime je
smanjena osjetljivost i specificnost dobivenih podataka.
Za preciznije informacije o diSnom sustavu potrebno
je primijeniti poluinvazivne metode kao induciranje
sputuma ili invazivne metode poput bronhoskopije

s bronhoalveolarnim lavatom (BAL) i biopsije. S
obzirom na njihovu invazivnost one se provode samo
kada postoji jasna indikacija. Treba uzeti u obzir
mogucénost izazivanja bronhospazma, ostecenja
sluznice i razrjedenja uzoraka prilikom izvodenja tih
metoda, Sto dovodi do iskrivljenih rezultata. Upravo
zbog nedostataka navedenih metoda javila se potreba
za razvijanjem novog nacina proucavanja lokalnoga
patoloskog procesa u di$nim putovima poput analize
izdahnutog zraka.

lzdahnuti zrak se sastoji od plinovite faze, koja
sadrzava hlapljive spojeve poput dusikova oksida
i ugljikova monoksida, i vodom zasicene faze koja
sadrZava Cestice aerosola. Kako bi se omogucilo
njegovo ispitivanje, izdahnuti je zrak potrebno
kondenzirati ¢ime se dobiva tekuéina poznata kao
kondenzat izdahnutog zraka (KIZ) ¢ije molekule
reflektiraju sadrzaj bronhoalveolarnog sekreta (2).
Time je omoguceno pracenje promjena u diSnom
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sustavu uzrokovanih oksidativnim ostecenjem i
upalom, kao i u¢inka lijecenja.

Pojam KlZ-a poznat je unatrag 20-ak godina. Prve
studije u kojima su u KIZ-u otkriveni povrsinski aktivni
sastojci, ukljucujudi plu¢ni surfaktant, objavljene su u
porast publikacija o toj temi, osobito zadnjih desetak
godina, $to se vidi na slici 1. Medutim, ukupan broj
objavljenih studija jo$ je uvijek manji od 300, a samo
neke od njih imaju detaljan osvrt na metodoloski
dio istrazivanja. Ta Cinjenica ogranicava stvaranje
smjernica utemeljenih na dokazima. Grupa istrazivaca
iz American Thoracic Society (ATS) / European
Respiratory Society (ERS) Task Force ucinila je prvi
korak prema standardizaciji objavivsi prve smjernice
koje bi omogucile neposrednu usporedbu podataka iz
razlicitih centara u buducim istrazivanjima (4).
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Slika 1 Graficki prikaz objavljenih publikacija o KIZ-u (preuzeto s: http://

www.respiratoryresearch.com — Exhaled Breath Condensate:
An Introduction)

U ovom su pregledu predstavljena dosadasnja
saznanja o KIZ-u objavljena u stru¢nim i znanstvenim
Casopisima na engleskom jeziku.

PRIKUPLJANJE KlZ-a

Prikupljanje uzoraka KlZ-a jednostavna je i lako
izvediva metoda. Obavlja se s pomocu kondenzatora,
uredaja koji dopusta neinvazivnu kolekeiju neplinovitih
komponenti zraka iz izdahnutog zraka. Uzorak se
skuplja s pomocu oralnog nastavka na kondenzatoru.
KIZ se moze prikupiti i putem nazalne kanile (5) i
endotrahealne tube (6, 7, 8) ¢ime se prosiruje krug
potencijalnih ispitanika. U vedini studija metoda
se izvodi ovako: ispitanik se uputi da diSe kroz
nastavak za usta koji je spojen na kondenzator.

Ispitanik dise normalnom frekvencijom disanja jer
bi hiperventilacija mogla izazvati isusivanje sluznice
diSnog sustava, kalorijsko opterecenije te time podrazaj
Ziv€anih zavrsetaka i bronhospazam. U vecini studija
ispitanicima je disanje kroz nos onemoguceno
kvacicom, ponajprije zbog dvaju razloga: prvi je razlog
sto je vise moguce smanijiti dotok sekreta iz nosnih
hodnika u donje di$ne putove tijekom udisaja; drugi je
razlog osigurati da sav izdahnuti zrak izade kroz usta,
a ne kroz nos. Medutim jo$ nema dovoljno podataka
koji bi usporedili sastav KIZ-a dobivenog prikupljanjem
s nosnom kvacicom ili bez nje.

Princip stvaranja i sastav KIZ-a

Princip stvaranja kondenzata je ovaj. Kada zrak
napusta gornje diSne putove, njegova je temperatura
37 °C. Izdahnuti zrak prolazi kroz valvularni blok
kod kojeg su udisaj i izdisaj odvojeni. Nakon toga je
usmjeren u ohladenu cijev, lamelarni kondenzator,
¢ija je temperatura od 0 °C do -20 °C ovisno
o nacinu hladenja. Aerosol i ostali neplinoviti
sastojci se kondenziraju na unutrasnjoj stijenci
lamelarnog kondenzatora i kapljice padaju u posudu
za prikupljanje uzoraka. KIZ se pohranjuje u hladnjak
na -70 °C te moze biti naknadno analiziran za razlicite
medijatore. Smrznuti kondenzat moze biti pohranjen
do analize te ostaje stabilan nekoliko mjeseci (7).
Problem nestabilnosti pojedinih sastojaka KlZ-a
moguce je rijeSiti dodatkom reagensa za analizu
neposredno nakon prikupljanja KlZ-a te pohranom
tako stabiliziranog spoja u hladnjak (9, 10). Vaznost
prikupljanja i pohrane kondenzata na tamno mjesto
kako bi se izbjegla promjena supstancija jo$ nije
istrazena.

KIZ je nacinjen od tri komponente. Veéinu
kondenzata ¢inivodena para (>99 %) koja se hladenjem
kondenzira (11). Samo mali udio kondenzata ¢ine
nehlapljive molekule koje potjecu iz sekreta disnih
putova (12). Te se molekule dijele na vodotopljive
spojeve (npr., amonijak, vodikov peroksid, etanol) i
Cestice aerosola iz donjih diSnih putova (npr., citokini,
lipidi, surfaktant, ioni, oksidativni spojevi). Tijekom
normalne frekvencije disanja koli¢ina aerosolnih
Cestica se kreée od 0,1 Cestica cm™ do 4 ¢estica cm?
srednjeg promjera od 0,3 um (13), iako se ovamo ne
ubrajaju najmanje Cestice, od kojih neke mogu biti
prisutne u znacajnijoj koli¢ini. Koli¢ina Cestica ovisi
o brzini zraka i povrSinskoj napetosti sekreta (veéa
brzina i manja napetost dovode do veée proizvodnje
aerosola). Turbulencija i vedi broj rubova na tockama
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grananja mogu pojacati stvaranje Cestica. Mehanizam
kojim su Cestice prisutne u izdahnutom zraku jo$ nije
jasan.

Vedina istrazivaca koji se bave prou¢avanjem KIZ-
a pozornost usmjeruje na upalne medijatore, poput
vodikova peroksida, 8-izoprostana, nitrita, amonijaka,
eikozanoida i citokina te nesto manje na nukleinske
kiseline. Analiza navedenih spojeva moze pruziti
pogled u patofiziologiju plu¢nih bolesti poput astme,
cisticne fibroze (CF), kronicne opstruktivne plu¢ne
bolesti (KOPB) i virusnih respiratornih infekcija. U
tim stanjima moguce je proucavati egzacerbacijsku
fazu bolesti u kojoj se invazivne pretrage rijetko
izvode. Takoder je moguce istrazivati proteine, lipide,
deoksiribonukleinsku kiselinu (DNA) i ribonukleinsku
kiselinu (RNA) iz mikroorganizama, ¢ime ova metoda
postaje dostupna za istrazivanje mikrobiolozima,
geneticarima i farmakolozima.

Uredaji za prikupljanje KIZ-a

U vedini studija uredaji za prikupljanje KlZ-a
nacinjeni su unutar laboratorija te se sastoje od
usnika s jednosmjernom valvulom spojenom na cijev
gradenu od razli¢itog materijala (Teflon, polipropilen)
(14, 15, 16), duljina i promjera, ili staklene komore
s dvostrukim zidom (17). Bitno je da je materijal s
kojim KIZ dolazi u kontakt kemijski inertan. Slika 2
prikazuje shemu kondenzatora sastavljenog unutar
laboratorija. Danas postoje komercijalno dostupni
kondenzatori razlicitih proizvodaca koji su uglavnom
sastavljeni od metalne cijevi obloZene Teflonom i
ohladene na -20 °C. Primjer takvog kondenzatora
prikazan je na slici 3. Njima se prevladavaju problemi
vezani za standardizaciju nacina disanja, ekspiratornog
protoka, duljine, materijala i promjera cijevi. Glavna je

Teflonska cijev

Ispitanici ovdje
izdisu

e

Polipropilenski

/ kondenzator
B

Kondenzat
izdahnutog zraka

Posuda s ledom
Tekudi dusik

Slika 2 Shematski prikaz kondenzatora (4)

Slika 3 Prikaz komercijalno dostupnog kondenzatora

prednost takvih uredaja brzo smrzavanje uzorka, $to
moze biti vazno za kemijski nestabilne komponente
poput leukotrijena E4 i 8-izoprostana. U novije
vrijeme proizvode se uredaji s negativnim tlakom
¢ime je omoguceno prikupljanje KIZ-a bez suradnje
bolesnika (18). Prednost tih uredaja je njihova
primjena na sve dobne skupine (prematurusi, starije
tesko bolesne osobe), primjena u razlicitim situacijama
(tijekom spavanja ili nodi, tijekom vjezbanja ili
napora), izbjegavanje kontaminacije slinom i direktno
uzorkovanje u komoru za prikupljanje.

Trajanje i temperatura kondenzacije

Duljina prikupljanja KIZ-a nije jasno definirana.
U nekim studijama vrijeme skupljanja moze biti 2
minute (7), dok neki istrazivaci zahtijevaju disanje
dulje od jednog sata. Prema vecini autora relevantno
je uzimanje uzoraka 10 minuta zbog dvaju prakti¢nih
razloga: 1) u tom se periodu kod odraslih i djece
starije od 4 godine dobiva 1mL do 3 mL kondenzata
(za analizu je potreban najmanje 1 mL); i 2) ta duljina
uzimanja ne izaziva umor ispitanika. Jedina studija
koja je direktno usporedivala utjecaj razli¢itog viemena
prikupljanja pokazala je da nema promjene razine
pH u vremenu prikupljanja od 2 min i 7 min kod
zdravih ispitanika (7). U drugim studijama u kojima
se KIZ prikupljao 10 min, 15 min i 20 min, iako
nisu ucinjene direktne usporedbe, nije bilo razlika u
koncentraciji vodikova peroksida (HZOZ), nitrita/nitrata,
8-izoprostana i adenozina.

Kondenzacija se moze posti¢i na temperaturi oko
0 °C ¢ime se dobiva KIZ u teku¢em obliku. Uporaba
niZih temperatura za kondenzaciju zraka rezultira
prikupljanjem smrznutog materijala. Ovisno o zeljenoj
temperaturi kondenzacije rabe se razliciti mediji poput
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leda, suhog leda ili teku¢eg dusika. Problem koji se
moZe javiti kada se za hladenje rabi tekudi dusik ili suhi
led jest potpuna opstrukcija cijevi za prikupljanje zbog
vrlo niskih temperatura (moze izazvati hiperinflaciju
plu¢a kod mehanicki ventiliranih bolesnika). S
pomocu leda ili duljim prikupljanjem uzorka moguce
je smanjiti broj tih komplikacija.

Prednosti i nedostaci metode

KIZ pruza neinvazivnu procjenu stanja disnog
sustava u stvarnom vremenu. Njegove prednosti
navedene su na tablici 1. Metoda je jednostavna i
visoko reproducibilna (19). Osim toga, KIZ reflektira
promjene primije¢ene drugim invazivnim metodama
(20-22). Ne ostecuje respiratornu sluznicu te nema
dilucijskog ¢imbenika koji je opazen kod uzoraka
dobivenih bronhoskopijom i lavazom. Sto se tice
ispitanika tu prakti¢ki nema ogranicenja. KIZ se
moze primijeniti na osobama koje spontano disu
i onima koji se mehanicki ventiliraju. Situacije u
kojima se ne izvodi KIZ su iatrogeno uvjetovane.
KIZ se ne izvodi ako je u prethodnom tjednu bio
izveden pregled bronhalnog sustava (BAL, biopsija),
zbog ¢injenice da sama invazivnost tih metoda moze
dovesti do promjene sastava sekreta te ako su prije
tri dana izvodeni specifi¢ni ili nespecifi¢ni bronhalni
provokacijski testovi, zato $to bi oni mogli dovesti
do upalnih promjena. U slu¢aju izvodenja forsiranog
disanja i testova s fizickim optere¢enjem treba pricekati
do 10 min prije uzimanja KlZ-a. Nadalje, godine
nisu limitirajuci faktor. KIZ takoder moze osigurati
sekvencijalno i longitudinalno prikupljanje uzoraka
donjih disnih putova bez potrebe za invazivnijim
testovima. lako se jo$ uvijek primjenjuje samo u
istrazivanjima, kratko vrijeme za prikupljanje uzoraka
i potreba za minimalnom kooperabilno$¢u ¢ine ovu

Tablica 1 Prednosti i nedostaci KIZ-a

metodu pogodnom za buducu klinicku primjenu u
rutinskim pregledima i probirnim testovima.
Medutim, metoda ima odredena ogranicenja
(tablica 1). Jo$ nije rijeSen problem standardizacije
izvodenja metode s gledista prikupljanja, pohrane i
izbora metoda za odredivanje parametara. Sljedeci
nedostatak je da se ne zna s koje razine disnih putova
potjecu istrazivani spojevi. Problem oko razlicitog
razrjedenja i nepostojanje pouzdanog markera
dilucije sprjecava pouzdanu procjenu koncentracije
markera u sekretu. Medutim, taj se problem javlja i
kod induciranog sputuma i kod bronhoalveolarnog
lavata. Osim markera koji reflektiraju oksidativni stres,
postoji moguc¢nost analiziranja i molekula poput DNA,
mikroorganizama koji bi takoder bili korisni u klini¢koj
primjeni. Njihovo istrazivanje jo$ uvijek zaostaje za
studijama o oksidativnom stresu. Na kraju, malen
broj studija uzrok je zasto se ne mogu donijeti kona¢ni
zakljucci o korisnosti KIZ-a u klinickoj primjeni.

CIMBENICI KOJI UTJECU NA PRIKUPLJANJE
KlZ-a

Dob i spol ispitanika

Najveca baza podataka o varijablama koje utje¢u
na koncentraciju biomarkera u KIZ-u dostupna je za
vodikov peroksid (H,0,). Kod djece koncentracija
H,O, nije ovisna o dobi, medutim kod starije
populacije nadene su vise razine nego kod mladih
odraslih ispitanika (23-25). Tezina i visina nisu utjecale
na koncentraciju H,O, i volumen KlZ-a kod odraslih
ispitanika (26), medutim takvi podaci za ostale
medijatore nisu dostupni. Nisu objavljeni ni podaci
o potencijalnom utjecaju rase, spola i polozaja tijela
ispitanika na koncentraciju biomarkera u KIZ-u.

Prednosti

jednostavna, pristupacna metoda, moze se rabiti izvan zdravstvene ustanove (npr. $kola, radna mjesta)

visoko reproducibilna

ne ostecuje respiratornu sluznicu i iskljucen je ¢imbenik razrjedivanja

dostupna Sirokom spektru bolesnika
longitudinalno prikupljanje uzoraka

analiza nehlapljivih spojeva koji su povezani s pluénom patofiziologijom

Nedostaci

jo$ uvijek nedovoljna standardizacija uzimanja uzorka

nedostatak dokaza o podrijetlu Cestica aerosola

nije provedeno dovoljno istrazivanja o korelaciji koncentracije markera u uzorku i u di$nim putovima
manja poznata korist analize biomarkera koji nisu vezani za oksidativni stres

malen broj studija
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Uzorak se moze prikupljati kod djece od 3 do 4
godine istom metodom kao i za odrasle (24, 27).
Kod novorodencadi bi se mogla primijeniti maska za
lice (28) ili kontinuirana aspiracija nazalnom kanilom
(18, 29). Problem koiji se javlja kod djece je gubitak
interesa, zbog ¢ega vrijeme prikupljanja KlZ-a treba
svesti na minimum.

Nacin disanja

Volumen KIZ-a ne ovisi o parametrima plu¢ne
funkcije ukljucujudi (forsirani ekspiratorni volumen u
prvoj sekundi (FEV)) i forsirani vitalni kapacitet (FVC)
kod zdravih ispitanika i kod bolesnika s KOPB-om
(26). Za sada nema dokaza koji pokazuju da promjene
u kalibru disnih putova uzrokuju razlike u otpustanju
medijatora ili razrjedivanju KlZ-a, ali to pitanje jo$
nije sistematski razjaSnjeno. Postoje podaci koji
otkrivaju da nema promjene u pH KIZ-a nakon akutne
opstrukcije disnih putova induciranih metakolinom (7).
Sto se ti¢e kaslja (spontanog ili induciranog), nema
objavljenih podataka o njegovu potencijalnom utjecaju
na volumen i sadrzaj KIZ-a.

Nadalje, valja naglasiti da su koncentracije nekih
biomarkera, poput H,O,, ovisne o ekspiratornom
protoku, $to upucuje na to da je podrijetlo te molekule
uglavnom iz provodnog dijela disnih putova (16).

Utjecaj pusenja

Akutna i kroni¢na izlozenost duhanskom dimu
znacajno utje¢e na H,0,, 8-izoprostan i nitrotirozin
(30-34). Kod zdravih ispitanika pusenje uzrokuje
povecanje njihovih razina i neutrofilne kemotakticke
aktivnosti, dok nema utjecaja na koncentraciju
interleukina 1f ili ¢imbenika tumorske nekroze-a
(30-34). Kod astmaticara pusenje takoder uzrokuje
povisenje H,0, (35), dok kod bolesnika s kroni¢nom
opstruktivnom pluénom bolesti (KOPB) nije opazena
razlika u koncentraciji H,O, i 8-izoprostana izmedu
pusaca i nepusaca (36-38). Preporuka je da se
ispitanik suzdrzi od pusenja najmanje tri sata prije
uzimanja uzorka kako bi se sprijecio akutni utjecaj
pusenja na razinu medijatora.

Kontaminacija

Kod ove metode potrebno je $to je mogude
viSe iskljuciti problem kontaminacije. Egzogena
kontaminacija (iz okoliSa) iskljucuje se pravilnom
dezinfekcijom kondenzatora. Pod time se razumijeva
uporaba dezinficijensa koji isparava u cijelosti (npr.

peroctena kiselina). Unutrasnju kontaminaciju
sprje¢avamo na vie nacina. Potrebno je osigurati
da se izdahnuti zrak viSe ne vraca u sustav. To se
postiZe dvosmjernom nepovratno diSu¢om valvulom
kod koje su udisaj i izdisaj odvojeni. S obzirom na
to da je pozornost usmjerena na prikupljanje uzorka
iz donjih di$nih putova, potrebno je kontaminaciju
slinom smanjiti na minimum. U tu svrhu dostupne su
nam razlicite tehnike poput posebnog oblika usnika
koji ne dopusta cijedenje sline u uzorak, postavljanje
kondenzatora na viSu razinu od usta i odvajanje
nastavka za usta od kondenzatora duljom cijevi. Ostali
nacini su da ispitanici ispiru usta vodom ifili gutaju
nakupljenu slinu prije davanja uzorka. Za kontrolu
kvalitete uzorka s obzirom na kontaminaciju iz sline
potrebno je u njemu odredivati amilazu. Nekoliko je
studija pokazalo da se uz neku mjeru sprjecavanja
kontaminacije slinom amilaza moze otkriti samo
u manjoj mjeri uzoraka u koncentraciji koja je oko
10.000 puta manja od one u slini (11, 39). Medutim,
mjerenje amilaze nije specificno za salivarnu amilazu,
a osim toga amilaza se moze naci u plu¢ima, tako da
pozitivan rezultat testa ne znaci nuzno i kontaminaciju
slinom. Mjerenje viskoznosti takoder je izvodeno,
ali zbog slabije osjetljivosti primjena je te metode
ogranicena.

ANALIZA BIOMARKERA U KIZ-u

Analiza KIZ-a pridonosi: 1) novijim spoznajama
o patoloskim mehanizmima bolesti diSnog sustava
pracenjem promjena razine medijatora; 2) otkrivanju
sastava sekreta diSnih putova; 3) uporabi odredivanih
medijatora kao biomarkera respiratornih bolesti.

Prema dostupnoj literaturi, naj¢es¢i biomarkeri
koji se analiziraju navedeni su na tablici 2. Njihovo je
djelovanje osobito vazno s gledista oksidativnog stresa,
kojemu se pripisuje sve veca uloga u patofiziologiji
bolesti diSnog sustava.

pH

pH KlZ-a indikator je acidifikacije diSnih putova,
koja je rezultat ravnoteze razlicitih puferskih sustava
i otpustanja kiselina i baza unutar di$nog sustava.
pH se moZe jednostavno mjeriti pH-elektrodama i
indikatorskim bojama (7, 19). Zbog nestabilnosti pH
KlZ-a potrebno je izvesti deaeraciju plinovima bez
ugljikova dioksida (poput argona ili dusikova oksida).
Tijekom deaeracije pH postepeno raste do tocke kada
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Tablica 2 Najcesée proucavani markeri

Skupina Markeri Bolesti
Ph Astma, KOPB, bronhiektazije, cisti¢na fibroza,
ARDS, infekcija rinovirusom
Metaboliti arahidon-  Leukotrijen B4 Neutrofilne bolesti plu¢a -- KOPB, akutna astma,
ske kiseline cisti¢na fibroza, bronhiektazije, pneumonija, ARDS
Leukotrijen C4, D4, E4 Astma
Prostaglandin E4 Astma
Izoprostani (8-izoPGF20) Respiratorne bolesti s oksidativnim stresom u pod-
lozi - astma, KOPB, bronhiektazije, ARDS
Proteini Interleukini (IL-1p, IL-4, IL-2, IL-6, IL-8)  Sve respiratorne bolesti

TNF-a Op¢i marker upale vazan kod mnogih bolesti
Amilaza Marker kontaminacije slinom; takoder moze reflekti-
rati stvaranje amilaze u donjim di$nim putovima
Nukleinske kiseline ~ DNA (s pomo¢u PCR) Karcinom pluca, potencijalan marker za procjenu
mutacija
RNA (s pomocu RT-PCR) Istrazivanje ekspresije gena, otkrivanje odredenih
(od engl. reverse transcriptase - polime- virusa

rase chain reaction)

Vazoaktivni peptidi, ~ Acetilkolin Vazan kod astme, vjerojatno kod KOPB-a
Amini

Kateholamini Nepoznato

Histamin Astma

Serotonin Nepoznato
Manje molekule Tiobarbituri¢ni kiseli reaktivni spojevi Vecina pluénih bolesti

H,0, Vedina pluénih bolesti

Nitrat Astma, KOPB, bronhiektazije, cisti¢na fibroza,

pusenje, ARDS
Nitrit Astma, KOPB, bronhiektazije, cisticna fibroza,

Nitrotirozin

Urea
Amonijak
Klorid - ostali elektroliti

Surfaktant
Octena kiselina
Mlijecna kiselina
Mravlja kiselina
Adenozin

pusenje, ARDS

Astma, KOPB, bronhiektazije, cisticna fibroza,
pusenje, ARDS

Potencijalni marker dilucije

Hipersenzitivni indikator niskog pH

Moguce za CF i ostale bolesti. Potencijalni marker
dilucije.

Astma, bolest nezrelih plu¢a, ARDS

Astma, infekcija rinovirusom

Nepoznato

Nepoznato

Astma, KOPB i pusaci

se moZe postiéi stabilno ocitanje (pri tome se vise
ne moze ukloniti ugljikov dioksid deaeracijom). Kod
zdravih ispitanika KIZ nakon deaeracije ima prosjecan
pH od 7,7, a rasponom normalnih vrijednosti smatra
se 7,4 do 8,8. Prosjecni dnevni i tjedni koeficijent
varijabilnosti kod zdravih subjekata iznosi izmedu 4,5
% 13,5 % (7). lzdahnuti pH ne podlijeze salivarnoj,
nazalnoj i zelu¢anoj kontaminaciji i nije pod utjecajem
opstrukcije disnih putova. Razina pH nije pod utjecajem
duljine i nacina prikupljanja i pohrane, dobi ispitanika,
pH sline, hiperventilacije ili hipoventilacije (7). Takoder,
pH kondenzata nije pod utjecajem amonijaka iz
usne Supljine (40). Medutim uzimanje hrane ili pi¢a

s hlapljivim kiselinama (ocat) moZe utjecati na test i
do dva sata nakon ingestije. Mjerenje pH je izuzetno
osjetljiv test, a i cijena izvodenja je prihvatljiva.
Acidifikacija di$nih putova objasnjava patologiju
astme, ali i drugih bolesti di$nih putova. Za razliku
od odrasle populacije, kod djece s akutnom astmom
nije do$lo do pada pH KIZ-a, niti do njegove promjene
tijekom lijecenja egzacerbacije (41). U Huntovoj
studiji bolesnici s akutnom astmom imali su nize
vrijednosti pH KlZ-a (5,23) u odnosu na kontrolnu
skupinu (7,65), a vrijednosti su se normalizirale tijekom
kortikosteroidne terapije (19). Drugi istrazivaci otkrili
su slican ucinak kod KOPB-a i bronhiektazija (42).



Maloca |, Plavec D. EBC ANALYSIS IN DIAGNOSING A LUNG DISEASE
Arh Hig Rada Toksikol 2006;57:213-227

219

Nadalje, razine pH bile su povezane s eozinofilnom i
neutrofilnom upalom disnih putova (42).

Nedavna studija utvrdila je nizi pH KlZ-a kod
klinicki stabilnih bolesnika s CF-om (5,8) u odnosu
na zdrave ispitanike (6,1), kao i daljnje smanjivanje
pH kod bolesnika s CF-om tijekom akutne plu¢ne
egzacerbacije (5,2) (43). Ta opazanja povecavaju
mogucnost da je kiseli okoli§ disnih putova dio
patofiziologije CF-a. pH KIZ-a znacajno se poveéava
nakon terapije antibiotikom, ali ne dostize kontrolne
razine. U drugoj studiji izmjeren je nizi pH kod
bronhiektati¢nih bolesnika bez CF-akroni¢no zarazenih
sa Pseudomonas aeruginosa, u odnosu na one koji
nisu zaraZeni (42).

HZ OZ

H,O, je metabolicki produkt oksidacije prisutan
u razli¢itim vrstama stanica poput neutrofila,
eozinofila, makrofaga i epitelnih stanica. Ta hlapljiva
molekula nalazi se u detektabilnim koncentracijama
u KIZ-u te ima manju stabilnost u odnosu na ostale
markere oksidativnog stresa (npr. izoprostana). Zbog
toga je uzorak potrebno odmah nakon prikupljanja
zamrznuti i ¢uvati na < -70 °C do odredivanja njezine
koncentracije. Zbog cinjenice da se H,O, u slini
nalazi u 10 do 100 puta vecoj koncentraciji nego u
KIZ-u vrlo je vazno sprijeciti moguc¢u kontaminaciju
uzorka. Najc¢es¢e metode za mjerenje H,O, u KIZ-
u jesu kolorimetrijska i fluorimetrijska mjerenja,
koja se temelje na sposobnosti H,0, da reagira s
prikladnom supstancijom. Izmjerene vrijednosti
znacajno se razlikuju i kod zdravih subjekata i kod
bolesnika s razli¢itim respiratornim bolestima i
vecéina ih se nalazi blizu donje granice otkrivanja.
Prosje¢ni koeficijent varijabilnosti tijekom 21 dana
bio je 45 % kod bolesnika s KOPB-om te 43 % kod
zdravih ispitanika (25). Zbog varijabilnosti postavlja se
pitanje reproducibilnosti odredivanja kolorimetrijskom
metodom te primjenjivosti dobivenih podataka kod
monitoriranja oksidativnog stresa u di$nim putovima.

odredivanja koncentracije H,O,, kao i provodenje
dodatnih studija koje ¢e odrediti korisnost ostalih
metoda (npr. kemiluminiscencija ili drugih) za mjerenje
H,O, u KIZ-u (44-48).

Kod zdravih odraslih nepusaca primije¢ena je Siroka
varijabilnost u njegovoj prosje¢noj koncentraciji koja
se kre¢e od 0,01 nmol L' do 0,45 umol L (23,49).
Takav bi se raspon djelomi¢no mogao objasniti

razlikama u prikupljanju uzoraka (npr. razlicit stupanj

protoka) i upoptrebljenim analitickim tehnikama,
¢ime se naglasava potreba za standardizacijom
eksperimentalne metodologije. Nadalje, cikardijurni
ritam izdahnutog H,0,, dokazan kod zdravih ispitanika
s najvisim vrijednostima u 12:00 i 24:00 h, kao i
kod bolesnika s KOPB-om, takoder doprinosi $irini
rezultata (23). Referentne vrijednosti izdahnutog H,0,
objavljene su samo za djecu Skolske dobi, kod koje
nije nadena povezanost izmedu razine H,O, i dobi,
spola ili plu¢ne funkcije (24).

Cigaretni dim uzrokuje priljev neutrofila i drugih
upalnih stanica u donje diSne putove i peterostruko
vise razine H,O, nadene su kod pusaca u odnosu na
nepusace (31). Nadalje, povisene razine nadene su
kod bolesnika s astmom (odrasli i djeca) (10, 49, 50),
KOPB-om (37), bronhiektazijama (51, 52) i adultnim
respiratornim distres sindromom (ARDS) (53), s
reperfuzijskom ozljedom (54), alergijskim rinitisom
(55), obicnom prehladom (56), u postoperativnom
periodu nakon resekcije plu¢a (57) i sistemskoj
sklerozi (58).

U astmi, razine H,O, korelirale su s brojem
eozinofila u induciranom sputumu, kao i s bronhalnom
reaktivnos¢u (17). Koncentracije izdahnutog H,0O,
dalje rastu kod bolesnika s egzacerbacijom astme
9).

Kod bolesnika u egzacerbacijskoj fazi KOPB-a
takoder su nadene vise razine izdahnutog H,0O, u
odnosu na bolesnike u stabilnoj fazi (37). Inhalacijski
kortikosteroid beklometazon (500 pg dva puta na dan
tilekom dva tjedna) nije utjecao na razinu H,O, kod
bolesnika s KOPB-om (59).

Kod bolesnika s egzacerbacijom CF-a povisena
razina H,0, pada nakon primjene antibiotika (60).
Takav bi podatak mogao pomodi praéenju lije¢enja
te bolesti.

Leukotrijeni

Nekoliko studija bavi se istrazivanjem razine
leukotrijena u KIZ-u, osobito usmjerujuéi pozornost
na kemotakticki leukotrijen B4 (LTB4) i cisteinil
leukotrijene (cys-LT: LTC4, LTD4 i LTE4) zbog njihove
poznate uloge u patofiziologiji astme. Cys-LT se
ponajprije proizvode u mastocitima i eozinofilima,
izrazito poticu kontrakciju glatkih misi¢a disnih
putova, povecavaju krvozilnu propusnost i mukoznu
hipersekreciju te mijenjaju mukocilijarni klirens,
djelovanja koja su vazna u patofiziologiji bronhalne
opstrukcije. LTB4 je jak aktivator neutrofila, koji bi
mogao pridonijeti oticanju disnih putova stvarajuci
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lokalni edem i poveéavajuéi mukoznu sekreciju (61).
Cys-LT i LTB4 mjere se enzimskom imunokemijskom
metodom (EIA, od engl. enzyme immunoassay) Cija
je granica detekcije 15 pg mL!i4,4 pg mL (62-70).
Raspon cys-LT koncentracija kod zdravih ispitanika
u KlZ-u je izmedu 0 pg mL! i 25 pg mL!, a LTB4
izmedu 0 pg mL! i 220 pg mL! (63-71). Specifi¢nost
imunoreaktivnosti LTB4 potvrdena je HPLC metodom
(od engl. high-performance liquid chromatography)
(72). Prosjecni dnevni koeficijent varijabilnosti za LTB4
kod zdravih subjekata iznosi 2 % (63).

LTB4 i cys-LT su poviSeni kod bolesnika sa
stabilnom umjerenom i teSkom astmom (73).
Nadalje, povisene koncentracije cys-LT nadene
tijekom egzacerbacijske faze astme kod djece su se
snizile nakon lije¢enja prednizolonom (64). LTB4 je
povisen kod bolesnika sa stabilnim KOPB-om te
dalje raste u egzacerbaciji, dok mu se razine spustaju
nakon antibiotskog lijecenja (67). Carpagnano i
suradnici otkrili su nedavno otkrili da su vrijednosti
LTB4 znacajno povisene u KIZ-u bolesnika s CF-om
tijekom akutne egzarcerbacije u odnosu na kontrolne
ispitanike (68).

Nitrati i nitriti

Nitriti (NO,) i nitrati (NO,") kona¢ni su produkti
metabolizma dusi¢nog oksida prisutni u sekretu disnih
putova (74). U KIZ-u su mjereni spektrofotometrijskom
metodom (Griessova reakcija) i fluorimetrijskom
metodom [2,3-diaminonaftalen (DAN) reakcija] te
kemiluminiscentnim testovima. Objavljena granica
detekcije kod DAN testa je 0,1 umol L1, a kod
Griessove reakcije nesto visa (75, 76). NO, se u
KIZ-u nalazi u koncentraciji oko 1 umol L, $to je
blizu granice otkrivanja za navedene testove. Kod
interpretacije vrijednosti NO, treba uzeti u obzir da
on nije stabilan pri niskom pH, pa ni pri neutralnom
pH. NO, smatra se stabilnim. Nadalje, dusikovi oksidi
prisutni su na laboratorijskoj povrsini, ukljucuju¢i
stakleno posude i pipete. Zbog toga bi istrazivaci
trebali biti oprezni kako bi sprijecili kontaminaciju
uzorka. PredlozZeno je da se svaki materijal koji dolazi u
kontakt s KIZ-om detaljno ispere visoko pro¢is§¢enom
(destiliranom/deioniziranom) vodom. To je ispiranje
najbolje uciniti neposredno prije uporabe, zbog
Cinjenice da lako difuzibilan NO iz okoliSa postaje
oksidiran i brzo kontaminira povrsinu.

NO, je u odnosu na zdrave nepusace poviSen
kod bolesnika s teSkom astmom, KOPB-om,
bronhiektazijama, CF-om te kod akutne ozljede plu¢a

(77, 78, 79). Pusenje uzrokuje akutno povecanje
NO;, ali ne i NO, u KIZ-u (32). Kod bolesnika s
egzacerbacijom astme viSe NO, razine zabiljeZene su u
odnosu na stabilne bolesnike, a lijecenje inhalacijskim
steroidima rezultira znacajnim smanjenjem njegove
koncentracije (80, 81). lzdahnuti NO," je takoder
povisen kod odraslih (77) i djece (76) sa CF-om
u odnosu na kontrolnu skupinu. Sto se tice NO3‘,
objavljeni su dvosmisleni rezultati jer upucuju na
nepromijenjenu ili poviSenu razinu u razlicitim stanjima
disnog sustava (42, 82).

8-izoprostan

8-izoprostan nastaje peroksidacijom arahidonske
kiseline reakcijom kataliziranom slobodnim radikalima,
zbog ¢ega se smatra markerom oksidativnog stresa
(83). Njegova prisutnost u KIZ-u zdravih osoba
upucuje na prisutnost “fizioloskih” razina oksidativnog
stresa. Vecina studija za njegovo mjerenje rabi
komercijalno dostupne enzimske imunokemijske
testove s granicom otkrivanja od 3,9 pg mL" (66,
67, 84, 85, 86). Osjetljivija i specificnija metoda je
plinska kromatografija/spektrometrija masa (engl. gas
chromatography/mass spectrometry, GC/MS). Tom
metodom Carpenter je nasao 8-izoprostan samo kod
nekih zdravih ispitanika (87), dok je Moloney nasao
detektabilne razine te molekule kod svih testiranih
ispitanika (8).

U odnosu na zdrave pojedince, izdahnuti 8-
izoprostan je povisen kod bolesnika sa stabilnom
astmom, a povecanje korelira s tezinom astme i
stupnjem upale (84). Montuschi i suradnici pokazali su
u studiji da su razine 8-izoprostana bile udvostrucene u
blagoj astmi u odnosu na zdrave osobe, dok su u teskoj
astmi bile utrostrucene (84). Unato¢ lijecenju oralnim
i/ili visim dozama inhalacijskim steroidima, bolesnici s
teskom astmom imali su visoke razine 8-izoprostana,
$to upucuje na to da kortikosteroidi nemaju u¢inak na
inhibiciju oksidativnog stresa (84).

Izdahnuti 8-izoprostan je takoder povecan kod
pusaca i bivsih pusaca s KOPB-om (33). Slicne
vrijednosti 8-izoprostana u KIZ-u kod pusaca i bivsih
pusaca s KOPB-om mogle bi upudivati na to da je
oksidativni stres uzrokovan kroni¢nim pusenjem
dosegao tocku kada prestanak pusenja ima malen
ili nikakav ucinak (33). Nije postojala povezanost
izmedu 8-isoprostana i funkcijskih plu¢nih testova kod
bolesnika s astmom ili KOPB-om (33, 84).
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Koncentracija 8-izoprostana je takoder povisena
kod bolesnika sa CF-om te njegova razina negativno
korelira s FEV1 kod istih bolesnika (86).

NajviSe apsolutne vrijednosti izdahnutog 8-
izoprostana nadene su u akutnoj ozljedi plu¢a/ARDS-
u, Sto reflektira teski oksidativni stres povezan s tim
sindromom (87).

Metaboliti arahidonske kiseline

Danas je malo poznato o prostaglandinima u KIZ-
u. lako bi PGE2 mogao imati zastitnu ulogu u inhibiciji
bronhokonstrikcije i aktivnosti upalnih stanica, on bi
mogao imati i proinflamatorno djelovanje (88).

PGE2 se moze mijeriti enzimskim imunokemijskim
testovima i radioimunotestovima (RIA, od engl.
radioimmunoassay) (73, 89-92). Granica otkrivanja
za PGE2 je 8 pg mL! (92).

PGE?2 je prisutan u KIZ-u zdravih pojedinaca (73)
te je povisen kod bolesnika sa stabilnim KOPB-om
(93). Kod tih bolesnika koncentracija PGE2 korelira
s izdahnutim LTB4, upucujudi na cCinjenicu da $to je
veéa upala pluca, to je veca produkcija endogenih
antiinflamatornih medijatora poput PGE2. Neselektivna
inhibicija ciklooksigenaze (COX) oralnim ibuprofenom
smanjuje izdahnuti PGE2 kod bolesnika s KOPB-om
(94). Uzimajudi u obzir protektivnu ulogu PGE2 u
plu¢ima, taj bi u¢inak mogao biti vazan pri modulaciji
upale di$nih putova kod KOPB-a. U¢inak selektivnog
COX-2-inhibitora, rofekoksiba, na izdahnuti PGE2 i
kod bolesnika s KOPB-om nije poznat.

Ostale molekule

KIZ sadrzava ostale molekule/obiljezja koji mogu
pruziti vaznu informaciju ukljucujuéi mutaciju p53 (95,
96), DNA (12, 97), hepatocitni ¢imbenik rasta (98),
vitronektin, endotelin (99) i kemotakticku aktivnost
(100). Kod bolesnika s atopijskom astmom primijeceni
su manjak magnezija i porast kalcija u KIZ-u (101).
Kod bolesnika s CF-om koncentracija cinka bila je
poviSena u odnosu na kontrolnu skupinu, dok se
koncentracije natrija i klora nisu znacajno razlikovale
(102).

Mjerenje i identifikacija proteina u KIZ-u jo$ uvijek
su kontroverzno podrug¢je. Visoke koncentracije
ukupnih proteina primjecene su kod mladih pu$aca
u odnosu na nepusace (100).

Prikupljanje KIZ-a moglo bi takoder biti korisno
za brzo otkrivanje infektivnih procesa u plu¢ima s
pomoc¢u PCR (engl. polymerase chain reaction)
tehnologije, poput tuberkuloze (97, 103).

Citokini

Do sada je u KIZ-u otkriveno nekoliko citokina,
iako su neki od njih poput IL-8 otkriveni kod malo
ispitanika, a vrijednosti ¢esto ukljuc¢uju nulu (12, 104-
110). Koncentracije citokina u uzorcima KIZ-a obi¢no
se mjere EIA kitovima. Potreban je oprez kod primjene
tih metoda zbog ¢injenice da je koncentracija nekih
citokina prisutna oko donje granice detekcije. Kako bi
se prevladao taj problem, uzorci se mogu koncentrirati
prije mjerenja. Dnevni koeficijent varijacije za IL-6
iznosi 5,9 % kod zdravih ispitanika (68).

Povisene razine IL-4 i sniZene razine interferona-y
opisane su kod astmati¢ne djece (106). Lijecenje
kortikosteroidima bilo je povezano sa znac¢ajnom
redukcijom IL-4 i poviS§enom razinom interferona-y.
IL-6 je naden poviSen kod bolesnika s karcinomom
pluéa (107), KOPB-a (108), CF-a (68) i pusaca (109).
Ishemija-reperfuzija povezuje se s povisenjem IL-10 u
KIZ-u (110). IL-1p je takoder otkriven u KIZ-u (100).

Adenozin

Adenozin je produkt raspadanja adenozin trifosfata
te ima Siroko podrucje djelovanja na di$ni sustav
putem svojih specifi¢nih receptora (111). U KIZ-u se
mjeri HPLC-metodom. Granica otkrivanja te metode
iznosi 2 nmol L. Raspon vrijednosti adenozina kod
zdravih ispitanika je izmedu 0 nmol L i 20 nmol L.
Prosjecan dnevni koeficijent varijabilnosti iznosi 10 %
kod zdravih ispitanika (39).

Njegova razina u KIZ-u poviSena je kod bolesnika s
alergijskim rinitisom (89) i astmaticara s posljedi¢nim
preklapanjem izmedu zdravih vrijednosti u oba stanja
(39). Kod bolesnika s pogorsanjem simptoma astme
koncentracija adenozina u KIZ-u bila je visa od one u
stabilnoj fazi bolesti (39).

ZAKLJUCAK

Medijatori/obiljezja KIZ-a predstavljaju Sirok raspon
varijabli od protona do DNA-fragmenata. Zbog
njihovih razli¢itih biokemijskih obiljezja (hlapljivost,
stabilnost, molekularna tezina itd.) svaki od njih
zahtijeva posebno razmatranje u kontekstu mjerenja
njihove prisutnosti u KIZ-u. Osim toga, postojece
analiticke metode Cesto su ogranic¢ene vrijednosti
jer su biomarkeri prisutni u niskim koncentracijama.
Mjerenja upalnih medijatora u KIZ-u osiguravaju
pogled u patofiziologiju bolesti pluénog sustava.
Najveca prednost ove metode ocituje se u sljede¢im
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c¢injenicama: (1) metoda je u cijelosti neinvazivna; (2)
lako je izvediva; (3) prikladna za ponavljana mjerenja
upale tijekom stabilne i/ili egzacerbacijske faze
plu¢nih bolesti i (4) potencijalno korisna za procjenu
ucinkovitosti pojedinih lijekova. Karakterizacija profila
izdahnutih markera, poput eikozanoida, mogla bi
biti vazna u diferencijalnoj dijagnozi upalnih plué¢nih
bolesti. Medutim, potrebno je razjasniti nekoliko
metodoloskih tema, poput standardizacije prikupljanja
uzoraka i validacije analitickih tehnika. Nadalje, studije
o ucinkovitosti lijekova na markere KIZ-a naj¢esce su
opazajne te su potrebne kontrolirane studije koje ¢e
potvrditi njihovu primjenu u vodenju lijecenja upalnih
bolesti disnog sustava.

Bududa istrazivanja u ovom podrucju ukljucuju:
(1) odredivanje referentnih vrijednosti razli¢itih
upalnih biomarkera kod zdrave populacije; (2) studije
reproducibilnosti mjerenja; (3) velike longitudinalne
studije; (4) moguce povezanosti markera KIZ-a sa
simptomima i znakovima plué¢ne funkcije te ostalih
metoda za kvantifikaciju upale disnih putova; i (5)
istraZivanja mehanizama stvaranja KlZ-a i njegove
povezanosti sa sekretom diSnog sustava. Kada ¢e
ova metoda biti klini¢ki dostupna, tesko je predvidjeti.
Medutim, zbog vaznosti upale u patofiziologiji mnogih
pluénih bolesti poput astme, KOPB-a, i relativni
nedostatak neinvazivnih metoda za monitoriranje
upale disnih putova i terapijske intervencije, potrebna
su daljnja istrazivanja na tom podrudju.
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Summary

THE IMPORTANCE OF EXHALED BREATH CONDENSATE ANALYSIS IN DIAGNOSING A
LUNG DISEASE

Exhaled breath condensate (EBC) contains aerosolised airway lining fluid and volatile compounds that
provide non-invasive insight in biochemical and inflammatory activities in the lung. The interest in EBC
has grown rapidly since this easily sampled fluid showed measurable properties that clearly indicate a
disease. EBC assays provide evidence of redox deviation, acid-base status, and of the degree and type
of inflammation in acute and chronic asthma, chronic obstructive pulmonary disease, cystic fibrosis,
adult respiratory distress syndrome, and other lung diseases. Because of uncertain and variable degrees
of dilution, EBC does not provide precise assessment of individual solute concentrations within native
airway lining fluid. However, it can provide information when concentrations differ substantially between
health and disease. Because, EBC assays are approachable and easy to perform, they will become integral
components of future clinical studies, and after standardisation is accomplished, they might be used to
diagnose and monitor therapy in clinical practice.

KEY WORDS: biomarkers, cytokines, hydrogen-ion concentration, hydrogen peroxide, oxidative
stress
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