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Popis kratica

· AHI – indeks apneja/hipopneja (eng. apnea hypopnea index)
· BAL – bronhoalveolarni ispirak (eng. bronchoalveolar lavage)
· BMI – indeks tjelesne mase (eng. body mass index)
· CRP – C-reaktivni protein
· FENO – frakcija izdahnutog dušičnog oksida (eng. fraction of exhaled nitric oxide)
· FEV1 – forsirani ekspiracijski volumen zraka u prvoj sekundi (eng. forced expiratory volume in one second
· IQR – interkvartilni raspon (eng. interquartile range)
· KI – kondenzat izdaha
· OSA-opstrukcijska apneja tijekom spavanja (eng.obstructive sleep apnea )
· RELF – tekućina koja oblaže dišni sustav (eng. respiratory epithelial lining fluid
· SD – standardna devijacija
· SDB – poremećaj disanja tijekom spavanja (eng. sleep disordered breathing)

· 
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1. UVOD

1. 1. POREMEĆAJ DISANJA TIJEKOM SPAVANJA 
1. 1. 1 Definicija 

Respiracijska uloga pluća očituje se u vanjskoj i unutarnjoj respiraciji. Vanjska respiracija podrazumijeva izmjenu plinova između okoliša i alveolarnog zraka, a unutarnja respiracija podrazumijeva prijenos plinova između krvi i tkiva. (Dodig i Čepelak, 1997). Pojam apneja (grč. απνοια, α-bez, πνεειν, disanje) znači izostanak vanjske respiracije, pri čemu je unutarnja respiracija održana (Vrhovac i sur,2003). 
Iako se povremene apneje događaju tijekom normalnog spavanja, osobe s poremećajem disanja tijekom spavanja, SDR (eng. sleep disordered breathing) suočene su s ozbiljnim zdravstvenim problemom. U bolesnika sa SDR frekvencija i trajanje  apneja znatno su povećani (Guyton i Hall,2006 ). Takve apneje, koje traju 10 sekundi ili više, mogu se u nekih bolesnika pojaviti 300 do 500 puta u tijeku noći. Apneje tijekom spavanja mogu nastati zbog opstrukcije gornjih dišnih putova, posebice ždrijela ili pak zbog poremećaja u poticanju disanja putem središnjeg živčanog sustava (Morgenthaler i sur., 2006).

1. 1. 2. Podjela 
1. 1. 2. 1. Opstrukcijska apneja tijekom spavanja
 
Opstrukcijska apneja tijekom spavanja, OSA (eng. Obstructive sleep apnea) uzrokovana je začepljenjem gornjih dišnih putova (povećanje adenoida i tonzila, devijacija septuma, makroglosija). Mišići ždrijela održavaju te dišne putove normalno otvorenima, što tijekom udisanja omogućuje zraku ulazak u pluća. Tijekom spavanja, ti se mišići obično opuštaju, ali dišni putovi ostaju dostatno otvorenima za primjereni protok zraka. U nekih osoba ti su putovi izrazito uski, pa se opuštanjem tih mišića tijekom spavanja ždrijelo potpuno zatvara te zrak ne može ući u pluća (Slika 1).
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Slika  1.  Prikaz gornjih dišnih putova  koji su normalno otvoreni (A) i koji su opstruktuirani (B) tijekom sna

U osobe sa SDB-om se ubrzo nakon usnuća, pojavljuje jako i glasno hrkanje te naporno disanje. Hrkanje se nastavlja i često postaje sve glasnijim, a zatim se prekida dugim tihim razdobljem tijekom kojeg nema disanja. Ta razdoblja apneje uzrokuju izrazito smanjenje parcijalnog tlaka kisika, pO2, i povećanje parcijalnog tlaka ugljičnog dioksida, pCO2, što jako potiče disanje. Posljedično slijedi iznenadni pokušaji disanja, koji rezultiraju glasnim dahtanjem i soptanjem praćenim hrkanjem te ponavljanim razdobljima apneje. Tijekom noći se razdoblja apneje i teškog disanja ponavljaju nekoliko stotina puta, a posljedica toga je isprekidan i nemiran san. Stoga su bolesnici sa SDB-om obično danju prekomjerno pospani a imaju i druge poremećaje kao što su povišena simpatička aktivnost, ubrzana srčana frekvencija, plućna i sistemska hipertenzija, te znatno povećani rizik za kardiovaskularne bolesti. 
Najčešći načini liječenja opstrukcijske apneje su:

a) kirurško odstranjenje suviška masnog tkiva u stražnjem dijelu ždrijela, uklanjanje povećanih krajnika ili pak stvaranje otvora na dušniku (traheostoma) kojim se tijekom spavanja zaobilaze začepljeni dišni putovi.

b) nazalna ventilacija s trajnim pozitivnim tlakom u dišnim putovima (CPAP, eng. Continuous positive airway pressure) je način spontanog disanja pri kojem ventilatorom održavamo trajni pozitivni tlak (viši od atmosferskog) na kraju izdisaja. Pozitivni tlak na kraju izdisaja povećava plućni volumen i kapacitet, drži otvorenim male dišne putove što dovodi do smanjenog dišnog rada bolesnika, olakšava udisaj te značajno popravlja opskrbu kisikom.

 1. 2. 2. Središnja apneja tijekom spavanja
Središnja apneja tijekom spavanja nastaje kad je prekinut živčani poticaj dišnih mišića. U nekih osoba dišnim mišićima privremeno prestaje dolaziti poticaj iz središnjega živčanog sustava. Poremećaji koji mogu uzrokovati prekid takvog poticaja uključuju oštećenje središnjih dišnih centara ili poremećaje dišnoga neuromuskularnog sustava. (Guyton i Hall, 2006)

1. 1. 3. Dijagnostički postupci
Postavljanje dijagnoze započinje podacima iz obiteljske i osobne anamneze, opisom simptoma kao što su glasno hrkanje, prekomjerna tjelesna težina, povišeni krvni tlak, anatomski poremećaj u nosu, grlu ili drugim dijelovima gornjih dišnih putova. Potreban je i podatak o eventualnim operativnim zahvatima čeljusti, nepca ili ozljede baze lubanje, te postoji li epilepsija. Klinički pregled uključuje procjenu regionalnih odnosa u području traheje, ždrijela, čeljusti te mekoga nepca. Treba obratiti pozornost na način govora, disanja i čin gutanja. 
Pretrage koje se koriste su  (Vrhovac i sur,2003):

a) Oksimetrija - oksimetar koji se stavlja na ušku ili prst.

b) Holter monitoring - tijekom noći prati srčanu frekvenciju i ritam.

c) Polisomnografija- mjeri niz funkcija tijekom noći poput električne aktivnosti mozga (elektroencefalonogram), pokreta očiju (elektrookulogram), mišićnu aktivnost (tibijalni elektromiogram), srčani ritam (holter), pO2 u krvi (transkutano mjerenje saturacije hemoglobina kisikom), protok zraka.

1.1.3.1 Određivanje indeksa težine apneja 
Indeks težine apneja tijekom spavanja,  AHI, (eng. Apnea Hypopnea Index), izražava se kao omjer apneja i hipopneja prema satu spavanja(Chan i sur,2004). Kombinacija tih parametara označava opću težinu apneja tijekom spavanja, što podrazumijeva prekide spavanja i desaturaciju hemoglobina s kisikom. Vrijednosti AHI izračunava računalo tijekom polisomnografije. Hipopneja ne znači potpuni nedostatak daha već redukciju u zračnim putovima i borbu za dah.

1. 2. UPALA I OKSIDACIJSKI STRES

Upala je složena reakcija koja nastaje kao lokalni odgovor tkiva na različite egzogene ili endogene utjecaje koji mogu uzrokovati oštećenje stanice (Guyton i Hall, 2006). Upalnim mehanizmom organizam se nastoji osloboditi uzroka staničnih oštećenja (npr. toksini, bakterije) te ukloniti posljedice istih. Upala može imati akutan ili kroničan tijek.

Akutna upala je neposredni i rani odgovor organizma na štetni agens. Nakon  vaskularne faze (povećanje lokalnog protoka i propusnosti kapilara, nastanak lokalnog izvanstaničnog edema) slijedi stanična faza koja podrazumijeva migraciju neutrofilnih granulocita u oštećeno područje. Neutrofili se zalijepe na stjenku oštećene kapilare (marginacija), postupno dijapedezom prelaze u tkivne prostore, te fagocitiraju strane tvari, pri čemu mnogi od njih propadaju. 

Kronična upala može nastati kao proces koji se nadovezuje na akutnu upalu zbog nemogućnosti uklanjanja štetnog agensa, ili kao primarni proces. Uzročni agensi su često manje toksični od onih koji izazivaju akutnu upalu. Kronična upala karakterizirana je infiltracijom mononuklearnim stanicama (makrofazi, limfociti i plazma-stanice), razaranjem tkiva i fibrozom. (Dodig i Čepelak, 1997). 
Oksidacijski stres definira se kao pomak ravnoteže u staničnim oksidativno-redukcijskim reakcijama u smjeru oksidacije (Čepelak i sur., 2004). Riječ je o stanju prekomjernog stvaranja kisikovih reaktivnih vrsta, pri čemu dolazi do neuravnoteženog stvaranja slobodnih radikala i premašivanja mogućnosti neke stanice da ih razgradi, što rezultira oštećenjem stanica. Drugim riječima, oksidacijski stres može se definirati kao oštećenje tkiva uvjetovano poremećajem ravnoteže pro- i anti-oksidativnoga sustava.

Slobodni radikali su definirani kao bilo koji atom, molekula, ili ion s nesparenim elektronom (Halliwell i Gutteridge, 2007). Izvori slobodnih radikala mogu biti endogeni i egzogeni. Endogeni slobodni radikali u organizmu mogu nastati tijekom metabolizma kisika, pri upali i upalnom odgovoru na ozljedu (fagocitoza, kemotaksija, apoptoza), tijekom koagulacije, hipoksije ili hiperoksije. Egzogeni izvor slobodnih radikala mogu biti dim cigareta, lijekovi, prehrana, pesticidi, radioaktivno zračenje ili UV-zračenje.

Zbog nesparenog elektrona, koji predstavlja slobodnu valenciju, slobodni radikali su kemijski jako reaktivni.

 Biološki su najznačajniji kisikove reaktivne vrste (engl. reactive oxygen species, ROS), što je zajednički naziv za radikale kisika kao i njegove reaktivne neradikalne derivate: superoksidni anion
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 i drugi. Uz reaktivne kisikove spojeve, veliku važnost imaju i reaktivni dušikovi spojevi (engl. reactive nitrogen species, RNS), u koje ubrajamo dušikove slobodne radikale kao što su dušikov (II) oksid 
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Oksidacijsko oštećenje može utjecati na strukturu i funkciju brojnih biomolekula (polinezasićenih lipida, ugljikohidrata, proteina i nukleinskih kiselina), što konačno rezultira promjenama u strukturi i funkciji stanica, tkiva i organa. Tako nastala oštećenja mogu narušiti homeostazu iona, prijenos signala u stanici, gensku transkripciju i dovesti do drugih poremećaja. Oksidacijski stres ima značajnu ulogu u etiopatogenezi kardiovaskularnih i infektivnih bolesti, karcinoma, dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti, fibroze, hemolize, procesa starenja (Čepelak i Dodig,2004).
Kontroliranu koncentraciju slobodnih kisikovih radikala u organizmu održava nekoliko mehanizama. Spojevi s kelirajućim svojstvima poput desferoksamina, laktoferina, ceruloplazmina i albumina ograničavaju količinu metalnih iona dostupnih ROS-u i time smanjuju količinu nastalih slobodnih radikala. Rješenje za već pokrenute reakcije nudi enzimski sustav superoksid dismutaza (SOD), katalaza i glutation peroksidaza. Osim enzimske redukcije slobodnih radikala postoji čitav niz spojeva koji djeluju kao hvatači (eng. scavenger) slobodnih radikala. Najznačajniji hvatači su vitamini C i E, β-karoten, flavonoidi, tioli, bilirubin te urati.

1. 3. URATI

Mokraćna (monoanion urat) kiselina je heterociklički spoj ugljika,  vodika, dušika i kisika (C5H4N4O3). Nastaje iz ksantina i hipoksantina djelovanjem enzima ksantin oksidaze. Ksantin i hipoksatin nastaju razgradnjom purina, a mokraćna kiselina je konačni proizvod metabolizma purina (Becker, 1993). Kod fiziološkog pH (ph> 7) nalazi se u obliku urata. Urati se izlučuju bubregom iz tijela čovjeka, dok se kod ostalih sisavaca, enzimom urikaza, koji nije prisutan u ljudi, razgrađuje do alantoina i ugljikovog dioksida. Zbog toga su vrijednosti urata u plazmi ljudi otprilike oko 10 puta veće nego u drugih sisavaca, što upućuje da urati imaju znatnu biološku ulogu u ljudi. 

Urati čine oko 60% antioksidativnog kapaciteta plazme (Ames i sur., 1981). Antioksidativni učinak urati ostvaruju direktnim hvatanjem slobodnih radikala ili stvaraju stabilne komplekse sa  ionima prijelaznih metala,  kao što je željezo, te tako sprečavajući askorbat oksidaciju  i lipidnu peroksidaciju (Glantzounis i sur., 2005). 
Vrijednosti urata u serumu mogu biti povećane zbog povećanog unosa hrane bogate proteinima, povećanog unosa alkohola, smrti stanica zbog neoplastičnih bolesti i citotoksičnih lijekova, rijetkih genetičkih poremećaja metabolizma purina, smanjenog klirens urata. Uz to povećane vrijednosti urata mogu biti prisutne zbog lokalne ishemije.


 
Ishemija i reperfuzija su patofiziološki događaji koji se često proučavaju kako bi se razumjeli aspekti oksidativnog stresa. U energetski iscrpljenim stanicama, na mjestu ishemije/reperfuzije,  gdje se odvija značajna deplecija ATP-a, adenozin je razgrađen do hipoksantina koji se dalje podlaže oksidaciji do ksantina i superoksidnog aniona 
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, te urata katalizirano sa ksantin oksidazom (Strazzullo i sur., 2007). Sistemska ishemija/reperfuzija je opažena u bolesnika sa SDB (Đukić i sur., 2008). Umiješanost ROS-a u kardiovaskularne komplikacije u bolesnika sa SDB je potvrđena mjerenjem  koncentracije superoksidnog aniona 
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 u neutrofilima periferne krvi.

1. 4. KONDENZAT IZDAHA
Izdah se sastoji od plinovite faze s hlapljivim spojevima (npr. NO, CO) i vodene faze koja se uglavnom sastoji od vodene pare i nekoliko nehlapljivih aerosolnih čestica (proteini, lipidi, oksidansi, nukleotidi) iz donjeg dijela dišnog sustava, čija analiza zahtjeva hlađenje izdaha koje rezultira kondenzacijom. Tako nastaje uzorak za ispitivanje koji se naziva kondenzat izdaha (EBC, engl. Exhaled breath condensate) (Čepelak i Dodig, 2005).

Još uvijek nije poznato podrijetlo sadržaja kondenzata izdaha, kao niti točan mehanizam njegova nastanka. Ipak, čini se da vrtloženje zraka tijekom disanja ima važnu ulogu u nastanku aerosola. U tijeku mirnog disanja broj aerosolskih čestica je između 0,1 i 4 čestice u cm3, a ovisi o trenutnoj brzini protoka zraka i površinskog tlaka izvanstanične tekućine koja oblaže donji dišni sustav. Njihov je srednji promjer manji od 0,3 μm (Fairchild i Stamfer, 1987). Turbulentni protok zraka i velik broj bridova u točkama grananja dišnih putova mogu olakšati stvaranje aerosola (Kharitonov, 2002; Hunt, 2002).

1. 4. 1 Uzorkovanje kondenzata izdaha

Uzorak kondenzata izdaha uzorkuje se prema preporukama radne skupine Američkog torakalnog društva i Europskog respiratornog društva (ATS/ERS Task Force) na uređaju EcoScreen (Erich Jaeger GmbH, Hoechberg, Germany).

Ispitanik mirno diše preko usnika kroz cijev u kojoj su odvojeni udahnuti i izdahnuti zrak. Za vrijeme disanja zrak prolazi kroz kondenzor koji se hladi na 00C, -100C ili -200C (ovisno o proizvođaču), a kondenzat se skuplja u rashlađeni spremnik za skupljanje. Za vrijeme skupljanja od obično 5-10 minuta dobije se oko 2-4 mL kondenzata.
A
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Slika 2. Shematski prikaz uzorkovanja kondenzata izdaha (A) odnosno hlađenja i kondenziranja izdaha (B) (prilagođeno prema Montuschi i Barnes, 2002 )

Minutna ventilacija je glavna odrednica količine kondenzata, a nema veći utjecaj na vrijednosti izmjerenih spojeva u kondenzatu. Skupljeni kondenzat potrebno je, ovisno o biljegu koji će se odrediti, analizirati odmah, pohraniti na odgovarajućoj temperaturi (preporuka je -700C) ili liofilizirati. Niska temperatura važna je zbog labilnosti nekih biljega upale, primjerice lipidnih medijatora upale. Kontaminacija sa slinom može uzrokovati probleme, ali se može lako otkriti određivanjem katalitičke aktivnosti amilaze. Vrlo je rijetka pojava takvog problema (Horváth i sur., 2005).
1. 4. 2. Analiza kondenzata izdaha

Sadržaj kondenzata izdaha je danas podru​čje intenzivnog istraživanja. Na popis spojeva otkrivenih u kondenzatu neprestano se dodaju novootkriveni spojevi. U Tablici 1. prikazani su neki od do sada otkrivenih spojeva kondenzata izdaha, s navođenjem određenih koncentracija.

T a b l i c a  1.  Spojevi otkriveni u kondenzatu izdaha 
	Spoj
	Koncentracija

	Leukotrijeni (LTB4, LT-CDE4)
	40 - 12000 pg/mL

	PGE2

	400 pg/mL

	Tromboksan B2

	<0 - 12,2 pg/mL

	IL-1β
	370 pg/mL

	IL-8
	900 pg/mL

	IL-6
	4,7 pg/mL

	sIL2R
	2000 U/mL

	TNFα
	120 pg/mL

	Vodikov preoksid
	2 μM

	DNA
	40 ng/mL

	ECP, EPX
	80 ng/mL

	Cu/Zn SOD
	5000 pg/mL

	Izoprostani 
	250 pg/mL

	TBARs
	0,1 nM

	Kloridi 
	0,2 - 14 μg/mL

	Ureja 
	<10 μg/mL

	Nitriti/nitrati
	<0,1 - 26,5 μM/L


( IL-interleukini, LT-leukotrijeni, PGE2-prostaglandin E2, ECP eozinofilni kationski protein, EPX-eozinofilna peroksidaza, SOD-superoksid dismutaza, TBARs-thiobarbituric acid-active substances ) (Čepelak  i Dodig, 2007)
Metode određivanja za većinu sastojaka kondenzata uglavnom su komercijalno dostupne, manje ili više zadovoljavajuće imunokemijske metode, dok se za neke biljege, primjerice 8-izoprostane, preporuča primjena plinske kromatografije–masene spektrometrije, GC-MS (eng. Gas chromatography-mass spectrometry) kao mnogo pouzdanije metode. Usprkos analitičkim problemima koji se odražavaju na apsolutne vri​jednosti biokemijskih biljega u kondenzatu izda​ha, relativne razlike između skupina oboljelih i zdravih ispitanika upućuju, međutim, na kliničko značenje određivanja biljega upale i drugih spo​jeva u ovom uzorku.
1. 4. 3. Prednosti i nedostaci analize kondenzata izdaha

Analiza kondenzata ima brojne prednosti , ali i nedostatke (Čepelak  i Dodig, 2007).

Prednosti su:
· jednostavnost i ponovljivost (nema kontraindikacija)

· intervencija uz krevet bolesnika

· odražava promjene kao i tradicionalni uzorci (inducirani sputum i bronhoalveolarni ispirak)

· ne oštećuje sluznicu dišnih putova

· ne postoji značajan dilucijski čimbenik kao kod bronhoalveolarnog ispirka

· omogućuje longitudinalna ispitivanja, odnosno češće uzorkovanje

· uzimanje uzorka kod bolesnika svih dobnih skupina

· može se uzimati kod svjesnih, spontano dišućih bolesnika, novorođenčadi i bolesnika na strojnoj, potpomognutoj respiraciji 
· određuju se se nehlapljivi spojevi povezani s plućnom patofiziologijom

Nedostaci su:

· metoda skupljanja uzorka nije standardizirana

· nije poznato anatomski specifično mjesto podrijetla sastojaka kondenzata

· nema dokaza o podrijetlu aerosolskih čestica (bronhi/terminalni dišni putovi)

· mogućnost koncentracijskog artefakta zbog evaporacije uzorka prije kondenzacije

· malo je podataka o biljezima intersticijskih plućnih bolesti

Ispitivanja na otklanjanju navedenih nedostataka su u tijeku. U skoroj budućnosti, uz aplikaciju novih, optimiranih i standardiziranih postupaka i analitičkih metoda, treba provesti opsežnija klinička ispitivanja kojima će se ispitati dijagnostička djelotvornost pretraga u izdahu.

Prije upotrebe u kliničkoj svakodnevnici potrebno je optimirati i standardizirati kako način uzorkovanja, pohrane i obrade uzorka, tako i analitičke postupke određivanja biokemijskih biljega, definirati čimbenike koji utječu na rezultate njihova određivanja, odrediti referentne raspone, definirati njihovo dijagnostičko značenje za pojedinu bolest i usporediti njihovo značenje u odnosu na trenutne «zlatne standarde«, te odrediti njihovu ulogu u praćenju djelotvornosti primjenjene terapije.

2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI  

Tekućina koja oblaže dišni sustav, RELF (eng. respiratory epithelial lining fluid) sadrži brojne antioksidacijske spojeve, primjerice proteine (albumin, transferrin, laktoferin, ceruloplazmin), i enzime (superoksid dismutaza SOD, glutation reduktaza, glutation preoksidaza, katalaza). Od niskomolekularnih antioksidativnih spojeva najzastupljenijii su glutation i urati, a zatim  askorbinsku kiselina, vitamin E. 
Najčešći uzorci u kojima su se određivali brojni spojevi iz RELF-a, su nosni ispirak i bronhoalveolarni ispirak (dobiven invazivnim načinom). U zadnje vrijeme sve se više se ispituje i kondenzat izdaha, uzorak dobiven neinvazivnim postupkom.

Opći cilj istraživanja je potvrditi ili opovrgnuti hipotezu da određivanje koncentracije urata u kondenzatu izdaha može pomoći u dijagnozi oksidacijskog stresa u djece s dijagnozom OSA. Hipoteza se temelji na činjenicama da je oksidacijski stres, uz upalu, jedna od karakteristika OSA, te da RELF sadrži urate.
Specifični ciljevi istraživanja su ispitati: 
1. može li se koncentracija urata u kondenzatu izdaha odrediti uobičajenom metodom za određivanje urata u serumu,

2. koliki je raspon koncentracije urata u kondenzatu, te 
3. postoji li razlika u koncentraciji urata između djece s OSA i klinički zdrave djece?

Prema dostupnoj literaturi ovo je prvo ispitivanje koncentracije urata u kondenzatu izdaha. Moglo bi se očekivati da bi određivanje urata u kondenzatu izdaha omogućilo jednostavnije i brže praćenje bolesti, postavljanje diferencijalne dijagnoze, procjenu težine bolesti, te odgovo​ra na terapijski postupak. 

3. ISPITANICI I METODE
3. 1. ISPITANICI

Ukupno je analiziran 21 ispitanik, djeca u dobi od 5 do 12 godina, koju su liječnici primarne zaštite uputili u Dječju bolnicu Srebrnjak radi dijagnosticiranja SDB-a. Temeljem rezultata polisomnografije, prvenstveno temeljem vrijednosti AHI djeca su svrstana u dvije skupine:
· Skupina 1, djeca s dijagnozom OSA, N = 12, te
· Skupina 2, klinički zdrava djeca, kao kontrolna skupina kod koje rezultati polisomnografije nisu ukazivali na OSA, N = 9.  

Kod svih je ispitanika dijagnostički postupak proveden prema standardiziranom postupku, a u skladu s etičkim načelima i Deklaracijom o ljudskim pravima iz Helsinkija 1975. i dopunama iz Seula 2008. godine (www.wma.net). Etičko povjerenstvo bolnice odobrilo su istraživanje (Dodatak 1), a roditelji su potpisali informirani pristanak.
3.2. METODE

3. 2. 1. Serum

   3. 2. 1. 1. Uzorkovanje krvi i dobivanje seruma

Ispitanicima je krv uzimana standardiziranim postupkom za uzorkovanje krvi. Nakon centrifugiranja na 3000 okr/min (centrifuga Tehnica Centric 322 A, Slovenija) kroz 10 minuta odvojen je serum u kojem su se odredile koncentracije urata i C-reaktivnog proteina. 
   3. 2. 1. 2. Određivanje C-reaktivnog proteina

Koncentracija C-reaktivnog proteina (hsCRP, eng. high sensitivity CRP, CRP određen metodom velike osjetljivosti) u serumu određena je imunoturbidimetrijskom metodom na lateks česticama na automatskom selektivnom analizatoru Olympus AU 400 (Olympus, Tokyo, Japan), uz primjenu reagensa istog proizvođača. Kalibracija je prilagođena malim koncentracijama CRP-a u uzorku (referentne vrijednosti <2,8 mg/L).
   3. 2. 1. 3.  Određivanje urata
Za određivanje koncentracije urata primijenjena je fotometrijska metoda . Koncentracija urata je određena na automatskom selektivnom analizatoru Olympus AU 400 (Olympus, Tokyo, Japan), uz primjenu reagensa istog proizvođača. Referentne vrijednosti su za djecu u dobi od 1-7 godina 105 – 295 μmol/L, a za djecu u dobi od 8-12 godina 125-228 μmol/L.

3. 2. 2.  Kondenzat izdaha

   3. 2. 2. 1. Uzorkovanje kondenzata izdaha

Kondenzat izdaha prikupljen je standardnom metodom (Horváth i sur., 2005) pomoću aparata EcoScreen (Erich Jaeger GmbH, Hoechberg, Njemačka). Ispitanici su mirno disali na usta (uz nosnu štipaljku) tijekom 15 minuta, a uzorak se skupljao u posudicu smještenu u rashlađeni spremnik (-20oC).
   3. 2. 2. 2. Određivanje koncentracije urata

Unutar 20 minuta nakon uzorkovanja određena je koncentracije urata na automatskom selektivnom analizatoru Olympus AU 400 (Olympus, Tokyo, Japan), uz primjenu reagensa istog proizvođača. Korištena je kalibracija za određivanje urata u serumu. 
3. 2. 3. Ispitivanje plućne funkcije 

Plućna funkcija, odnosno određivanje forsiranog ekspiratornog volumena u prvoj sekundi (FEV1, eng. Forced expiratory volume in one second) učinjeno je  pomoću spirometra Jaeger MS BB/IOS system (Jaeger, Würzburg, Njemačka). 

3. 2. 4. Određivanje izdahnutoga dušičnog oksida

Izdahnuti dušični oksid (FENO) izmjeren je pri protoku izdahnutog zraka od 50 mL/s, primjenom kemiluminiscetnog analizatora (NiOx analizator, Aerocrine, Stockholm, Švedska). Referentne vrijednosti za djecu do 12 godina starosti su 5 - 15 ppb, a za starije od 12 godina 5 - 20 ppb. 

3. 2. 5. Statistička obrada

Pohrana podataka učinjena je u programu Excel 2000 programskoga paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD). Za opis kvalitativnih varijabli korištene su tablice distribucije frekvencije, a kvantitativne varijable s normalnom raspodjelom opisane su aritmetičkom sredinom (
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), standardnom devijacijom (SD), a one s nenormalnom raspodjelom rasponom od najmanje do najveće vrijednosti, medijanom (M), te interkvartilnim rasponom (IQR). Za usporedbu brojčanih podataka primijenjen je test omjera varijanci (F-test). Statistička značajnost  izražena je kao vrijednost p. Vrijednosti p < 0,05 smatrane su statistički značajnima. Obrada podataka učinjena je u programu za statističku obradu MedCalc (Medisoftware, Mariakerke, Belgium) ( www.medcalc.be ).
4. REZULTATI
4. 1. Ispitanici 

Djeca ispitivanih skupina bila su izjednačena po dobi, p>0,05 (tablica 2), ali su se razlikovale po vrijednostima BMI-a. Djeca Skupine 1 imala su statistički značajno veći BMI (19,70 ± 4,55 kg/m2 ) nego djeca Skupine 2 (17,14 ± 1,75 kg/m2 ), p= 0,012. Vrijednosti AHI u djece s OSA, bile su statistički značajno veće  (8,22 ± 7,56) nego u djece kontrolne skupine [0,6 (0,50 – 1,30)], p < 0,001.  

Tablica 2. Osnovne značajke djece s opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja (Skupina 1) i djece kontrolne skupine (Skupina 2)

	
	
	Skupina 1

N = 12
	Skupina 2

N = 9
	p

	Dob
	Raspon
	5 – 12
	6 – 12
	

	(godine)
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 ± SD
	8 ± 2
	9 ± 3
	> 0,05

	BMI
	Raspon
	15,02 – 28,83
	14,73 – 20,56
	

	(kg/m2)
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 ± SD
	19,70 ± 4,55
	17,14 ± 1,75
	= 0,012

	AHI
	Raspon
	0,83 – 25,0
	0,40 – 3,70
	

	(1)
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 ± SD
	 8,22 ± 7,56
	–
	

	 
	M (IQR)
	–
	0,6 (0,50 – 1,30)
	< 0,001


( 
[image: image20.wmf]x

, srednja vrijednost; SD, standardna devijacija; M, medijan; IQR, interkvartilni raspon;  BMI, indeks tjelesne mase )

4. 2. Serum

   4. 2. 1. Koncentracija C-reaktivnog proteina

Koncentracija hsCRP-a u serumu, izražena kao [medijan(IQR)], iznosila je u djece Skupine 1 [1,21 (0,33 – 1,94) mg/L], s maksimalnom vrijednošću 7,26 mg/L i u djece Skupine 2 [0,26 (0,16 – 0,95) mg/L], s maksimalnom vrijednošću 2,80 mg/L (Slika 2). Razlika u vrijednosti hsCRP-a bila je statistički značajna, p = 0,044.
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Slika 3.  Koncentracija hsCRP-a u serumu djece s opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja  (Skupina 1) i djece kontrolne skupine (Skupina 2). 
  4. 2. 2. Koncentracija urata


Koncentracija urata u serumu u djece iz Skupine 1 i Skupine 2 prikazana je u tablici 3. Usporedbom vrijednosti urata u serumu Skupine 1 (252 ± 62 μmol/L)  i Skupine 2  [194 (182 – 243) μmol/L] nije uočena statistički značajna razlika  (p > 0,05).

Tablica 3. Koncentracija urata i u serumu djece s opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja (Skupina 1) i djece kontrolne skupine (Skupina 2)

	
	
	Skupina 1

N = 12
	Skupina 2

N = 9
	p

	S-urati
	Raspon
	150 – 378 
	174 – 335 
	

	μmol/L
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 ± SD
	252 ± 62
	– 
	

	
	M (IQR)
	–
	194 (182 – 243) 
	> 0,05


(
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, srednja vrijednost; SD, standardna devijacija; M, medijan; IQR, interkvartilni raspon;  S – serum )

4. 3. Kondenzat izdaha

   4. 3. 1. Koncentracija urata 

Koncentracija urata u kondenzatu izdaha u djece s OSA  (56 ± 45 μmol/L) bila je statistički značajno veća (p = 0,029) nego u  djece kontrolne skupine (34 ± 20 μmol/L) (Slika 4). 
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Slika 4. Koncentracija urata u kondenzatu izdaha u djece s opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja (Skupina 1) i djece kontrolne skupine (Skupina 2)

Prosječna koncentracija urata u kondenzatu izdaha (56 ± 45 μmol/L) djece s OSA je 4,5 puta manja nego koncentracija urata u serumu (252 ± 62 μmol/L). U kontrolnoj skupini je prosječna koncentracija urata u kondenzatu izdaha (34 ± 20 μmol/L) 6,5 puta manja nego koncentracija urata u serumu (218 ± 52 μmol/L).
4. 4. Plućna funkcija


Između vrijedosti FEV1 u djece iz Skupine 1 (91,7 ± 13,4 % od previđenog) i Skupine 2 (93,0 ± 6,5 % od previđenog) nije postojala statistički značajna razlika (p = 0,05).
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 Slika 5. Vrijednosti FEV1 u djece s opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja (Skupina 1) i djece kontrolne skupine (Skupina 2). 

4. 5. Izdahnuti dušični oksid

Vrijednosti FENO u ispitivane  djece prikazane su u tablici 4. Između vrijednosti FENO Skupine 1 [12,00 (9,93–14,78)]  i  Skupine 2 (8,04 ± 3,84) nije postojala statistički značajna razlika (p = 0,223).
Tablica 4. Vrijednosti frakcioniranoga izdahnutog dušičnog oksida djece s opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja (Skupina 1) i djece kontrolne skupine (Skupina 2).

	
	
	Skupina 1

N = 12
	Skupina 2

N = 9
	p

	FENO
	Raspon
	7,80 – 25,90
	3,50 – 13,30
	

	(ppb)
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 ± SD
	–
	8,04 ± 3,84
	

	
	M (IQR)
	12,00 (9,93–14,78)
	–
	0,223


FENO, frakcionirani izdahnuti dušični oksid; 
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, srednja vrijednost; SD, standardna devijacija
4. RASPRAVA
Ovo je istraživanje pokazalo da EBC sadrži mjerljive koncentracije urata i u djece s dijagnozom OSA i u klinički zdrave djece, te da je koncentracija urata u kondenzatu izdaha djece s OSA značajno veća nego u klinički zdrave djece, što ukazuje na postojanje oksidacijskog stresa u djece s OSA. U djece s OSA je istodobno temeljem vrijednosti hs-CRP-a potvrđena prikrivena sistemska kronična upala. Budući da u serumu nije postojala statistički značajna razlika u koncentraciji urata u ispitivanim skupinama, može se zaključiti da se u dišnim putovima djece s dijagnozom OSA urati lokalno sintetiziraju.

Istraživanja Van der Vliet  i sur. su pokazala da u gornjim dišnim putovima urata ima u nešto manjoj koncentraciji nego u plazmi (Van der Vliet i sur., 1999). Naše je istraživanje također pokazalo da urata ima više u serumu nego u kondenzatu izdaha. Međutim, treba imati na umu činjenicu da je kondenzat izdaha razrijeđena otopina RELF-a, što bi značilo da je koncentracija urata in vivo, u RELF-u ipak značajno veća nego u serumu.  To samo znači da se u dišom sustavu urati lokalno sintetiziraju, što je potvrđeno istraživanjima na kulturama stanica (Panus i sur., 1991). Činjenica da je koncentracija urata u kondenzatu izdaha djece s OSA bila veća nego u klinički zdrave djece, dok u serumu nije bilo razlike između tih dviju skupina ispitanika, također ide u prilog činjenici da se urati lokalno sintetiziraju u dišnim putovima. 
Povećana koncentracija hsCRP-a ukazala je da u djece s OSA postoji prikrivena kronična upala. CRP je protein akutne faze koji se pojačano sintetizira u jetri za vrijeme upale. Na koncentraciju hsCRP-a mogu utjecati i drugi čimbenici, primjerice čimbenici rizika kardiovaskularnih bolesti (Ridker, 2003), šećerna bolest (Pradhan i sur., 2001), ateroskleroza i aterotromboza (Pepys, 2005), astma (Takamura i sur., 2006; Galez i sur., 2006). Učestalost čimbenika rizika svojstvenih odraslima manja je u dječjoj dobi, pa se može pretpostaviti da je vjerojatan uzrok povećanim vrijednostima CRP-a djece u ovom istraživanju upravo bila upala nastala zbog poremećaja disanja tijekom spavanja.

U procesu upale odvijaju se mnogobrojni procesi u kojima dolazi do stvaranja slobodnih radikala. Količinu slobodnih radikala u organizmu održavaju spojevi s kelirajućim svojstvima (laktoferin, ceruloplazmin), različiti enzimski sustavi (SOD, glutation peroksidaza), te niz spojeva koji djeluju kao hvatači (eng. scavenger) slobodnih radikala., a toj skupini pripadaju i urati. Kod SDB-a, u čijoj se osnovi nalazi upala dišnih putova, kronična hipoksija dovodi do oštećenja stanica i povećanja aktivnosti enzima ksantin oksidaze koji razgrađuje purine preko hipoksantina i ksantina do urata. Na taj način uz porast slobodnih radikala koji nastaju u procesu upale dolazi i do paralelnog povećanja proizvodnje urata koji ostvaruju antioksidativni učinak direktnim hvatanjem slobodnih radikala (Ruggiero1 i sur., 2006).
Svjesni smo da ovo istraživanje ima ograničenja, primjerice mali broj ispitanika, nedovoljna osjetljivost metode za određivanje urata u kondenzatu izdaha, bez podataka o ostalim pokazateljima upale i oksidacijskog stresa u tom uzorku. Ovo preliminarno istraživanje međutim, ukazuje na mogućnost određivanja urata u kondenzatu izdaha, i na potencijal određivanja koncentracije urata kao pokazatelja koji odražava oksidatvno/antioksidativni poremećaj u plućnom tkivu. U daljnim ispitivanjima potrebno je optimirati metodu određivanja koncentracije urata za male koncentracije. Ispitivanja na većem broju ispitanika s dijagnozom OSA omogućit će korištenje kondenzata izdaha kao uzorka za otkrivanje oksidacijskog stresa dišnih putova, jednostavniju procjenu težine bolesti, te  praćenje odgovo​ra na terapiju.
6. Zaključak 

Na osnovi provedene analize, dobivenih rezultata i rasprave moguće je zaključiti: 
1. Koncentracija urata u kondenzatu izdaha može se odrediti uobičajenom metodom za određivanje urata u serumu.

2. Koncentracija urata u kondenzatu izdaha djece s opstruktivnom apnejom tijekom spavanja je statistički značajno veća nego u klinički zdrave djece, što ukazuje na postojanje oksidacijskog stresa u dišnom sustavu djece s tim poremećajem.

3. Povećanje koncentracije urata u kondenzatu izdaha, ali ne i u serumu djece s opstruktivnom apnejom tijekom spavanja ukazuje na lokalnu sintezu urata u dišnom sustavu.
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URATI U KONDENZATU IZDAHA DJECE S 
POREMEĆAJEM DISANJA TIJEKOM SPAVANJA
Kod opstruktivne apneje tijekom spavanja (OSA), u čijoj se osnovi nalazi upala dišnih putova, kronična hipoksija dovodi do oštećenja stanica, pri čemu se pojačano stvaraju reaktivni kisikovi spojevi. 

Cilj je ovog istraživanja ispitati može li određivanje koncentracije urata u kondenzatu izdaha pomoći u dijagnozi OSA u djece. 
Istraživanje je obuhvatilo 21 djece u dobi od 5 do 12 godina, koji su temeljem rezultata polisomnografije svrstani u dvije skupine: Skupina 1, djeca s  dijagnozom OSA (N=12) i Skupina 2, klinički zdrava djeca (N=9). 
Koncentracija urata u kondenzatu izdaha djece s dijagnozom OSA bila je statistički značajno veća nego u djece kontrolne skupine (p = 0,029), a koncentracija urata u serumu nije se statistički značajno razlikovala. Koncentracija C-reaktivnog proteina u serumu djece s OSA bila je statistički značajno veća nego u djece kontrolne skupine (p = 0,044).

Povećana koncentracija urata u kondenzatu izdaha, ali ne i u serumu djece s OSA ukazuje na postojanje oksidacijskog stresa u dišnom sustavu, te na lokalnu sintezu urata. Ispitivanja na većem broju ispitanika s dijagnozom OSA omogućit će korištenje kondenzata izdaha kao uzorka za praćenje oksidacijskog stresa dišnih putova te,  praćenje uspješnosti terapije.

Ključne riječi: poremećaj disanja tijekom spavanja, upala, oksidativni stres, urati, kondenzat izdaha  
11. SUMMARY
Jasenka Trifunović

Brune Bušića 24

33520 Slatina

URATES IN EXHALED BREATH CONDENSATE IN CHILDREN   

                  WITH SLEEP DISORDERED BREATHING 
In obstructive sleep apnea (OSA), in which airway inflam​mation is present, chronic hypoxia causes cell damage, leading to increased production of reactive oxygen species.
The aim of this study was to estimate whether determination of urate concentration in the exhaled breath condensate could be used for setting diagnosis of OSA in children.
This study included 21 children aged 5 to 12 years , who were, based on the results of polysomnography, classified into two groups. Group 1, children who were diagnosed with obstructive sleep apnea( N = 12) and Group 2 which were healthy children( N = 9). 
The concentration of urates in the exhaled breath condensate was statistically significanty higher in children with OSA then in healthy children(p = 0,029), but there was no statistically significanty difference between concentration of urates in serum samples. The concentration of C-reactive protein was statistically significantly higher  in children with OSA than in healthy children(p = 0,044).
Increased concentrations of urates in the exhaled breath condensate, but not in the serum of children with OSA, suggests the existence of oxidative stress in respiratory system and local synthesis of uric acid.

Tests on a larger number of patients diagnosed with OSA would allow the use of the exhaled breath condensate as a sample for monitoring oxidative stress in respiratory tract and response to treatment.
Keywords: sleep disordered breathing, inflammation, oxidative stress, urates, exhaled breath condensate
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