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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ. 
Γεννήθηκα στη Θεσσαλονίκη το 1963. Εκεί τελείωσα την δευτεροβάθµια 

εκπαίδευση στο 5ο Πρότυπο Λύκειο Θεσσαλονίκης. Το 1981 µετά από 

Πανελλήνιες εξετάσεις πέτυχα στην Στρατιωτική Ιατρική σχολή εγγραφόµενος 

στην Ιατρική σχολή του Αριστοτελείου Πανεπιστηµίου Θεσσαλονίκης. 

Απεφοίτησα το 1987 την Α’ πτυχιακή περίοδο. Ακολούθησε ένας χρόνος 

εκπαίδευσης στο 401ΓΣΝΑ σε βασικές ειδικότητες της ιατρικής. Από το 11o 

/1988-2o/1990 εξασκούσα τα καθήκοντα του Ιατρού στο κέντρο κατάταξης 

Κορίνθου. Από το 3 o/90-3o/94 ειδικεύτηκα στη Πνευµονολογία (Β’ παθολογική 

κλινική 401ΓΣΝΑ [χρόνος Παθολογίας] και 4η κλινική του ΝΝΘΑ). Το 1994 

απόκτησα το τίτλο ειδικότητας Πνευµονολογίας –Φυµατιολογίας µετά από 

εξετάσεις. Από τον 4o/1994-8o/1996 τοποθετήθηκα  Επιµελητής της 

Πνευµονολογικής κλινικής 401ΓΣΝΑ. Τον επόµενο 1.5 χρόνο 

µετεκπαιδεύτηκα στο National Heart Lung Institute, Royal Brompton Hospital 

ως clinical research fellow υπό τον καθηγητή P Barnes. Από τον 11ο/1997 

είµαι Επιµελητής της Πνευµονολογικής κλινικής 401ΓΣΝΑ. 

Είµαι µέλος στις κάτωθι Επιστηµονικές εταιρείες. 

Ελληνική Πνευµονολογική Εταιρίας-Οµάδα άσθµατος. 

Ελληνική Βρογχολογική Εταιρία. 

American Thoracic Society. 

European Respiratory Society. 

Μαζί µε τους συναδέλφους µου έχω παρουσιάσει σε ελληνικά συνέδρια 50 

επιστηµονικές εργασίες και σε ξένα συνέδρια 68. Έχω συµµετάσχει επίσης ως 

εισηγητής σε  21 στρογγυλές τράπεζες επιστηµονικών συνεδρίων.  

Έχω εκπονήσει τις κάτωθι δηµοσιεύσεις: 

Ξένες δηµοσιεύσεις. 
1. Κ Kostikas, G Papatheodorou, K Ganas, K Psathakis, P Panagou, S 

Loukides. PH in expired breath condensate in patients with 

inflammatory airway diseases. AJRCCM 2002; 165: 1364-70. 

2. S Loukides, D Bouros, G Papatheodorou P Panagou NM Siafakas. The 

relationship among hydrogen peroxide in expired breath condensate 

airway inflammation and asthma severity. Chest 2002; 121:338-46. 
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3.  S Loukides, D Bouros, G Papatheodorou P Panagou NM Siafakas. 

Hydrogen peroxide in steady state bronchiectasis. Chest 2002; 121:81-

7. 

4. Ganas K, Loukides S, Papatheodorou G, Panagou P, Kalogeropoulos 

N. Total nitrite/nitrate in expired breath condensate of patients with 

asthma. Respir Med 2001; 95:649-54 

5. Poulakis N, Androutsos G, Voucouti N, Paterakis G, Loukides S, 

Kontozoglou T, Bastas A, Bitsakou C, Provata A, Polyzogopoulos D, 

Tasiopoulou A. Cytokine production by monocytes/macrophages is 

normal in patients with alveolar proteinosis: a report of two cases. 

Respiration 2001;68: 224-5. 

6. .Zervas E, Loukides S, Papatheodorou G, Psathakis K, Tsindiris K, 

Panagou P, Kalogeropoulos N. Magnesium levels in plasma and 

erythrocytes before and after histamine challenge. Eur Respir J 

2000;16:621-5. 

7. Loukides S, Karameris A, Lachanis S, Panagou P, Kalogeropoulos 

N.Eosinophilic granuloma of the lung presenting as an endobronchial 

mass. Monaldi Arch Chest Dis 2000;55:208-9. 

8. Loukides S, Katsoulis K, Tsarpalis K, Panagou P, Kalogeropoulos N. 

Serum concentrations of lignocaine before, during and after fiberoptic 

bronchoscopy. Respiration 2000;67:13-17. 

9. Paredi P, Kharitonov SA, Loukides S, Pantelidis P, du Bois RM, Barnes 

PJ. Exhaled nitric oxide is increased in active fibrosing alveolitis. Chest 

1999; 115:1352-6. 

10. Culpitt SV, Maziak W, Loukides S, Nightingale JA, Matthews JL, 

Barnes PJ. Effect of high dose inhaled steroid on cells, cytokines, and 

proteases in induced sputum in chronic obstructive pulmonary disease. 

Am J Respir Crit Care Med 1999; 160: 1635-9. 

11. Paredi P, Loukides S, Ward S, Cramer D, Spicer M, Kharitonov SA, 

Barnes PJ. Exhalation flow and pressure-controlled reservoir collection 

of exhaled nitric oxide for remote and delayed analysis. Thorax 1998; 

53: 775-9. 
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12. Horvath I, Loukides S, Wodehouse T, Kharitonov SA, Cole PJ, Barnes 

PJ. Increased levels of exhaled carbon monoxide in bronchiectasis: a 

new marker of oxidative stress. Thorax 1998; 53:867-70. 

13. Loukides S, Panagou P, Kolokouris D, Kalogeropoulos N. Bacterial 

pneumonia as a suprainfection in young adults with measles. Eur 

Respir J. 1999;13:356-60. 

14.  Panagou P, Loukides S, Tsipra S, Syrigou K, Anastasakis C, 

Kalogeropoulos N. Evaluation of nasal patency: comparison of patient 

and clinician assessments with rhinomanometry. Acta Otolaryngol 

1998; 118: 847-51. 

15.  Loukides S, Horvath I, Wodehouse T, Cole PJ, Barnes PJ. Elevated 

levels of expired breath hydrogen peroxide in bronchiectasis. Am J 

Respir Crit Care Med. 1998; 158: 991-4. 

16.  Loukides S, Kharitonov S, Wodehouse T, Cole PJ, Barnes PJ. Effect 

of arginine on mucociliary function in primary ciliary dyskinesia. Lancet 

1998 1; 352: 371-2. 

17. Panagou P, Loukides S, Tsipra S, Kalogeropoulos N. Suppressive 

BALF lymphocyte phenotype in a patient with prolonged stable alveolar 

proteinosis. Respiration 1998; 65: 79-82.  

18. Maziak W, Loukides S, Culpitt S, Sullivan P, Kharitonov SA, Barnes 

PJ. Exhaled nitric oxide in chronic obstructive pulmonary disease. Am J 

Respir Crit Care Med 1998; 157: 998-1002. 

19. Loukides S, Lachanis S, Katsoulis K, Panagou P, Bougas K, 

Papavergos T. Unilateral hypertranslucency of the left hemithorax due 

to aneurysm of the thoracic aorta. Thorax 1997; 52: 299-300. 

20. Loukides S, Polyzogopoulos D. The effect of diabetes mellitus on the 

outcome of patients with chronic obstructive pulmonary disease 

exacerbated due to respiratory infections. Respiration 1996;63:170-3. 

Ελληνικές ∆ηµοσιεύσεις. 
1. Φυσική Ιστορία του άσθµατος. Έκδοση ελληνικής Πνευµονολογικής 

Εταιρίας µε θέµα ‘’Άσθµα και Περιβάλλον’’. 2002; 34-48. 

2. Συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα: Μια νέα µη επεµβατική µέθοδος 

για την εκτίµηση της φλεγµονής των αεραγωγών. Κ Κωστίκας Σ 

Λουκίδης. Πνεύµων 2001 (14):184-196. 
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3. Τα επίπεδα των νιτρικών/νιτρωδών στο συµπύκνωµα του εκπενόµενου 

αέρα ασθενών µε βρογχικό άσθµα. Κ Γκανάς, Σ Λουκίδης, Γ 

Παπαθεοδώρου, Κ Κωστίκας, Κ Ψαθάκης, Π Πανάγου, Ν 

Καλογερόπουλος. Πνεύµων 2001 (14): 224-231. 

4. Λειτουργικές συνέπειες εγχειρήσεων κοιλίας στο αναπνευστικό 

σύστηµα. Κ Κωστίκας Σ Λουκίδης Πνεύµων 2001 (Ειδικό τεύχος µε 

θέµα ‘’Περιεγχειρητικός έλεγχος και φροντίδα ασθενών µε χρόνια 

αναπνευστική νόσο’’). 31-39. 

5. Συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα. Σ Λουκίδης. Ανασκόπηση στο 

περιοδικό Info Respiratory Medicine 2001 

6. Ενδείξεις νεφελοποιητών. Σ Λουκίδης. Ανασκόπηση στο περιοδικό Info 

Respiratory Medicine 2001.  

7. Πνευµονική σαρκοείδωση: Ευρήµατα µε Αξονική Τοµογραφία Υψηλής 

∆ιακριτικότητας. Π Πατούρας, Β Κουτουλίδης, ∆ Κόκκινος, Σ Λουκίδης, 

Κ Τσιντηρής, Σ Λάχανης. Ελληνική Ακτινολογία 2000 (31): 374-81. 

8. Τα επίπεδα του υπεροξειδίου του υδρογόνου στον εκπνεόµενο αέρα 

ασθενών µε βρογχεκτασίες: Σχέση µε την φλεγµονή την βαρύτητα και 

την έκταση της νόσου. Σ Λουκίδης, ∆ Μπούρος, Γ Παπαθεοδώρου Σ 

Λάχανης, Π Πανάγου, Ν Καλογερόπουλος, Ν Σιαφάκας. Πνεύµων 2000 

(13) :144-153. 

9. Περίπτωση κεραυνοβόλου πνευµονίτιδος µε συνοδό οξεία 

αναπνευστική ανεπάρκεια ως προεξάρχουσα εκδήλωση ΣΕΛ. Ε 

Ζέρβας, Σ Λουκίδης, Σ Ξυδώνας, ∆ Κασίµος, Π Πανάγου, Ν 

Καλογερόπουλος. Πνεύµων 2000 (13): 236-240. 

10. Συγγενής βρογχική ατρησία: Απεικονιστικά ευρήµατα. Σ Λάχανης, Β 

Κουτουλίδης, ∆ Κόκκινος, Π Πατούρας, Σ Λουκίδης, Κ Τσιντηρής. 

Ελληνική Ακτινολογία 2000 (31):193-198. 

11. 2ο Σεµινάριο Εντατικής νοσηλείας µε θέµα Ισοβαρική και Υπερβαρική 

οξυγονοθεραπεία. Πρακτικά εισηγήσεων σε ειδικό τεύχος, 1999. 

Επιπλοκές και αντενδείξεις Υπερβαρικού Οξυγόνου. Σ Λουκίδης. 195-

200. 

12.  Η επίδραση του Σακχαρώδη διαβήτη στην πορεία των λοιµώξεων 

ασθενών µε ΧΑΠ. Σ Λουκίδης. ΙΕΕ∆ 1999 (33):47-51. 
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13. Η επίδραση της δοκιµασίας πρόκλησης µε ισταµίνη στα επίπεδα του 

µαγνησίου στον ορό και τα ερυθροκύτταρα. Ε Ζέρβας, Σ Λουκίδης, Γ 

Παπαθεοδώρου, Κ Τσιντηρής, Κ Ψαθάκης, Π Πανάγου, Ν 

Καλογερόπουλος. Πνεύµων 1999 (12): 182-88. 

14. Μη βελτιούµενη πνευµονία σε νεαρό ενήλικα. Χ Μερµίγκης, Σ 

Λουκίδης, Α Καραµέρης, Κ Τσιντηρής, Σ Λάχανης, Π Πανάγου, Ν 

Καλογερόπουλος. Πνεύµων 1998 (11): 104-07. 

15. ∆ύο περιπτώσεις κοινής πέµφιγας σε συνδυασµό µε καρκίνο 

πνεύµονος πλακώδους τύπου. Κ Κατσούλης, Α Μπάστας, ∆ 

Βενετούλης, Π Μυριανθεύς, Σ Λουκίδης, ∆ Πολυζωγόπουλος. Ιατρική 

1998(74):505-07. 

16. Η βακτηριδιακή πνευµονία ως επιπλοκή σε νεαρούς ενήλικες µε ιλαρά. 

Σ Λουκίδης, ∆ Κολοκούρης, Κ Κατσούλης, Π Πανάγου, Ν 

Καλογερόπουλος. Πνεύµων 1998(11): 22-29. 

17. Περίπτωση νόσου του Recklinjhausen σε συνδυασµό µε εκτεταµένο 

πλεξοειδές νευρίνωµα µεσοθωρακίου. Σ Λουκίδης, Κ Κατσούλης, Σ 

Λάχανης, Ι Παναγιωτίδης, ∆ Σαµπαζιώτης, Π Παπαδάκης, Θ 

Παπαβέργος. ΙΕΕ∆ 1998(32): 165-68. 

18. Ετερόπλευρη αγενεσία της πνευµονικής αρτηρίας : Απεικονιστικά 

ευρήµατα. Σ Λάχανης, ∆ Κεχαγιάς, Σ Λαζάρου, Σ Λουκίδης, Θ 

ΠαπαβέργοςΙΕΕ∆ 1997(33):59-63. 

19. Ο χρόνος χορήγησης του συνδυασµού β2 διεγερτών και 

αντιχολινεργικών για το καλύτερο θεραπευτικό αποτέλεσµα σε ασθενείς 

µε βρογχικό άσθµα και ΧΑΠ σε παρόξυνση. Σ Λουκίδης. ΙΕΕ∆ 

1997(31): 167-71. 

20. Χοληστερόλη ένας χρήσιµος δείκτης για την διαφορική διάγνωση 

εξιδρωµατικών και διϊδρωµατικών υπεζωκοτικών συλλογών. Σ 

Λουκίδης, Ι Σαµαρά, Χ Κάντζα, Ν Πουλάκης, ∆ Ρίζος, ∆ 

Πολυζωγόπουλος. ΙΕΕ∆ 1996 (30): 101-06. 

21. Ετερόπλευρη υπερδιαφάνεια πνεύµονος συνεπεία ανευρύσµατος 

κατιούσης θωρακικής αορτής. Σ Λουκίδης, Σ Λάχανης, Κ Κατσούλης, ∆ 

Φωτόπουλος, Π Πανάγου, Κ Μπουγάς, Θ Παπαβέργος. Αρχεία 

Ελληνικής Ιατρικής 1995 (12):506-09. 
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22. Τα επίπεδα του TNF-a και της IL-2 στον ορό και πλευριτικό υγρό 

ασθενών µε υπεζωκοτικές συλλογές. Ν Πουλάκης, Σ Λουκίδης, Χ 

Μπιτσάκου, Ι Σαµαρά, Ι Πανταλός, ∆ Ρίζος, ∆ Πολυζωγόπουλος. 

Αρχεία Ελληνικής Ιατρικής 1994 (11):274-78. 

23. Συσχέτιση µικτής νόσου συνδετικού ιστού µε λοίµωξη από ιό 

ηπατίτιδας Α. Σ Λουκίδης, Μ Αρχαύλης, Θ Ροκκάς, ∆ Καρράς, Ν 

Γιαννίκος. Ιατρική 1994 (66):65-69. 

24. Φυµατιώδης λεµφαδενίτιδα µετά συνοδού φυµατιώσεως αριστερής 

κλείδας και αριστερής κατ’ ώµο άρθρωσης. Σ Λουκίδης, Α Προβατά, ∆ 

Πολυζωγόπουλος. ΙΕΕ∆ 1994 (28):175-79. 

25. Πρωτοπαθής υπερπαραθυρεοειδισµός συνεπεία καρκινώµατος των 

παραθυρεοειδών µε ασυνήθιστες κλινικές εκδηλώσεις. Σ Λουκίδης, Λ 

Καρνέσης, Μ Αρχαύλης, Π Αρσενίου, ∆ Καρράς, Α Κοντοάγγελος, Ν 

Γιαννίκος. ΙΕΕ∆ 1991 (25):149-52. 

26. Η επίδραση της ενδαρθρικής έγχυσης δύο διαφορετικών σκευασµάτων 

κορτικοειδούς βραχείας απορρόφησης επί της κυτταροκινητικής των 

λευκών αιµοσφαιρίων του περιφερικού αίµατος. Μ Αρχαύλης, Σ 

Λουκίδης, ∆ Πατρίκος, ∆ Καρράς, Ν Γιαννίκος. Ελληνική Ρευµατολογία 

1990 (3):245-49. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα τον καθηγητή κύριο Σιαφάκα και τον 

Αναπληρωτή καθηγητή κύριο Μπούρο για την αµέριστη βοήθεια και 

συµπαράσταση για την εκπόνηση της διατριβής. Να ευχαριστήσω επίσης τον 

βιοχηµικό Γεώργιο Παπαθεοδώρου για την βοήθεια του στην επεξεργασία των 

δειγµάτων και στις µετρήσεις αυτών, καθώς και  το προσωπικό της κλινικής 

µου στο 401ΓΣΝΑ και ιδιαίτερα τους ιατρούς Κωνσταντίνο Κωστίκα,  

Κωνσταντίνο Γκανά και Λευτέρη Ζέρβα για την βοήθειά τους στη συλλογή των 

δειγµάτων. 
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

Α) ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟ STRESS ΣΕ ΠΑΘΗΣΕΙΣ ΤΩΝ ΑΕΡΑΓΩΓΩΝ. 
Γενικά. 

Όλα τα άτοµα µε την φυσιολογική διαδικασία της αναπνοής παράγουν 

ελεύθερες ρίζες. Όταν η παραγωγή ελευθέρων ριζών είναι αυξηµένη και 

συγχρόνως υπάρχει διαταραχή της ισορροπίας µεταξύ οξειδωτικών και 

αντιοξειδωτικών µηχανισµών τότε οδηγούµεθα σε διαδικασίες που έχουν σαν 

αποτέλεσµα την καταστροφή των κυτταρικών δοµών µε παράλληλη έναρξη 

της φλεγµονής. Η ονοµασία ελεύθερες ρίζες ουσιαστικά χαρακτηρίζει άτοµα η 

µόρια που περιέχουν µειωµένο αριθµό ηλεκτρονίων συµµετέχoντας και στις 

φυσιολογικές µεταβολικές λειτουργίες των κυττάρων, αλλά και στην 

διαδικασία της φλεγµονής οδηγώντας πολλές φορές σε µη αναστρέψιµες 

βλάβες. Αυτός ο µειωµένος αριθµός ηλεκτρονίων έχει ως αποτέλεσµα τα 

ηλεκτρόνια που βρίσκονται στην εσωτερική τροχιά τους να µην είναι κατά 

ζεύγη. Προσπαθώντας δε να ζευγαρώσουν τα ηλεκτρόνια τους παίρνουν 

ηλεκτρόνια από άλλα µόρια ή απελευθερώνουν τα δικά τους ηλεκτρόνια. 

Αυτή η συνεχής ανταλλαγή ηλεκτρονίων πυροδοτεί µια διαδικασία 

µετάλλαξης και πολλαπλασιασµού των ελεύθερων ριζών που έχει σαν 

συνέπεια τον περαιτέρω σχηµατισµό και άλλων ελευθέρων ριζών, µε τελικό 

αποτέλεσµα την δοµική αλλαγή κυττάρων µε φυσιολογική λειτουργία1. Η 

προέλευσή τους είναι από διαφορετικές ενδοκυττάριες πηγές όπως η βασική 

µεµβράνη, το ενδοπλασµατικό δίκτυο και τα µιτοχόνδρια. Αυξηµένη όµως 

παραγωγή έχει παρατηρηθεί και σε εξωκυττάρια µέρη κυρίως στην 

διαδικασία οξέων φλεγµονωδών καταστάσεων.  

Στον άνθρωπο το οξυγόνο µε την έννοια των συστατικών του που 

ονοµάζονται ενεργά οξειδωτικά µόρια δρα ως βασικό οξειδωτικό στοιχείο. Η 

παραγωγή των οξειδωτικών µορίων µπορεί να αλλάξει την δοµή και τον 

µεταβολισµό των κυττάρων, να αλληλεπιδρά µε τα ακόρεστα λιπαρά οξέα της 

µεµβράνης, µε τα νουκλεικά οξέα, οδηγώντας πολλές φορές σε αλλαγές του 

DNA και κατ' επέκταση σε κυτταρικές µεταλλάξεις. Τα πιο γνωστά οξειδωτικά 

µόρια είναι το ανιόν υπεροξειδίου (Ο2
-), το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) 

και η ελεύθερη ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ-). Τα ενεργά οξειδωτικά µόρια 
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παράγονται ως αποτέλεσµα διαδικασιών που έχουν ως κοινό παρανοµαστή 

καταλυτικές επιδράσεις κυτταρικών ενζύµων µε ταυτόχρονη µεταφορά 

ηλεκτρονίων. Η παραγωγή τους εξαρτάται και από την ενεργοποίηση 

φλεγµονωδών και δοµικών κυττάρων όπως τα ουδετερόφιλα, τα µακροφάγα, 

τα ηωσινόφιλα, τα µαστοκύτταρα και τα επιθηλιακά κύτταρα2. Η παραγωγή 

του Ο2
- γίνεται µέσω της οξειδάσης της NADPH, ενώ το ίδιο µετατρέπεται σε 

Η2Ο2 µέσω της υπεροξειδικής δισµουτάσης. Το Η2Ο2 αποικοδοµείται σε νερό 

µέσω των καταλασών. Η αλληλεπίδραση Η2Ο2 και Ο2
- µε ταυτόχρονη 

παρουσία ελεύθερου ανιόντος σιδήρου οδηγεί στη παραγωγή του υψηλής 

ενεργότητας µορίου ΟΗ-. Το ΟΗ- παράγεται επίσης από την αντίδραση Ο2
- και 

µονοξείδιου του αζώτου3. Μία άλλη οδό του οξειδωτικού stress αποτελεί η 

υπεροξείδωση των λιπών µε κύριο εκπρόσωπό της τα θειοβαρβιτουρικά οξέα 

και κυρίως τα ισοπροστάνια µε γνωστότερο εκπρόσωπο το 8-ισοπροστάνιο. 

Αυτά είναι σταθερά δοµηµένες προσταγλανδίνες που παράγονται in vivo, 

µέσω της οξείδωσης του αραχιδονικού οξέος µε µεσολαβητή µη ενζυµικούς 

µηχανισµούς, ανεξάρτητα από τον κύκλο της κυκλοοξυγενάσης4. Παρ΄ όλο ότι 

εξακολουθεί να υπάρχει το ερώτηµα αν η λιποειδής υπεροξείδωση σχετίζεται 

µε δυσλειτουργία οργάνων ή απλά καταδεικνύει οξειδωτική φλεγµονή, η 

παρουσία λιποειδούς υπεροξείδωσης σε συγκεκριµένους ιστούς επιβεβαιώνει 

την πρώτη θεωρία. Μια άλλη σηµαντική οδός οξειδωτικού stress γίνεται µέσω 

της ενεργοποίησης του διαλυτού ενζύµου της οξυγενάσης της αίµης (ΗΟ-1) 

και την µετατροπή της αίµης και αιµίνης σε χολοπρασίνη, σε µονοξείδιο του 

άνθρακα (CO) και σε σίδηρο. Το CO θεωρείται ότι εκπροσωπεί ως τελικό 

προιόν την οξειδωτική δράση της ΗΟ-15. Η ενεργοποίηση της ΗΟ-1 γίνεται 

από διάφορους παράγοντες µε ενδεικτικότερους τις βακτηριδιακές τοξίνες, τα 

οξειδωτικά µόρια, το όζον και τις προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες.  

Σαν αντιστάθµισµα των οξειδωτικών µηχανισµών υπάρχουν και λειτουργούν 

οι αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί. Τα κυριότερα αντιοξειδωτικά στοιχεία είναι η 

καταλάση, η υπεροξειδική δισµουτάση και η γλουταθιόνη που προέρχεται 

από την εξαρτώµενη από το σελήνιο περοξειδάση της γλουταθιόνης6. Οι 

εξωκυττάριοι αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί περιλαµβάνουν διαιτητικές ουσίες 

όπως η βιταµίνη C (ασκορβικό οξύ), η βιταµίνη D (α-τοχοφερόλη), η 

λακτοφερίνη και το ουρικό οξύ.  

∆ράση οξειδωτικών µορίων στους αεραγωγούς.  
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Επίδραση οξειδωτικών µορίων στους αεραγωγούς. 
Τα οξειδωτικά µόρια έχουν πολλαπλές επιδράσεις στους αεραγωγούς οι 

οποίες έχουν ως τελικό αποτέλεσµα την προαγωγή της φλεγµονής. Οι 

επιδράσεις αυτές µπορεί να είναι άµεσες και να αφορούν τα κύτταρα στόχους 

η έµµεσες και να σχετίζονται µε την απελευθέρωση οξειδωτικών 

µεσολαβητών όπως είναι το 8-ισοπροστάνιο ή την ενεργοποίηση παραγόντων 

µεταφοράς όπως ο NF-kB µε τελικό αποτέλεσµα την ενεργοποίηση 

πολλαπλών φλεγµονωδών γονιδίων. Εκτός από την εσωτερική διαδικασία η 

παρουσία εξωγενών πηγών οξειδωτικού stress είναι σηµαντική στη διαδικασία 

της φλεγµονής. Η έκθεση σε όζον και σε λιγότερο ποσοστό σε νιτρικό 

διοξείδιο ενεργοποιούν διαδικασίες οξειδωτικού stress στους αεραγωγούς7.  

∆ράση στις λείες µυϊκές ίνες των αεραγωγών. 
Το Η2Ο2 προκαλεί in vitro άµεσα σπασµό των λείων µυϊκών ινών, µε την 

διαδικασία να επηρεάζεται εν µέρει από την απελευθέρωση µεσολαβητών 

όπως είναι τα προστανοιδή8. Τα οξειδωτικά µόρια µπορεί να καταστρέψουν το 

επιθήλιο των αεραγωγών µε αποτέλεσµα αυξηµένες βρογχχοσυσπαστικές 

απαντήσεις σε ανάλογα ερεθίσµατα9. Η υπεροξειδική δισµουτάση προκαλεί 

µειωµένη υπεραντιδραστικότητα στην τραχεία πειραµατόζωων in vitro, 

οδηγώντας στην υπόθεση ότι η ανάλογη παρουσία Ο2
- µέσω της αυξηµένης 

παραγωγής του θα παρουσίαζε αντίθετα αποτελέσµατα, δηλαδή αύξηση της 

βρογχικής υπεραντιδραστικότητας10. Επιβεβαιωτικά του ρόλου των 

οξειδωτικών µορίων στην παρουσία βρογχικής υπεραντιδραστικότητας είναι 

ότι η παρουσία Η2Ο2 προκαλεί αύξηση της βρογχικής υπεραντιδραστικότητας 

in vitro σε ανθρώπινους αεραγωγούς11. Ανάλογη δράση σε µοντέλα ζώων 

αλλά και ανθρώπων έχει και το 8-ισοπροστάνιο που ως γνωστό παράγεται 

από την µη ενζυµατική οξείδωση του αραχιδονικού οξέος12.  

∆ράση στα αγγεία. 
∆εν υπάρχει σαφής βιβλιογραφική αναφορά για τον ρόλο των οξειδωτικών 

µορίων στη βρογχική κυκλοφορία. Το ΟΗ- προκαλεί εξίδρωση πλάσµατος στα 

σαθρά αγγεία13 ενώ ανάλογη δράση έχει και το 8-ισοπροστάνιο.  

∆ράση στην έκκριση βλέννας. 
Σε ποντίκια η παρουσία οξειδωτικού stress αυξάνει την έκκριση βλέννας µια 

διαδικασία που καταστέλλεται από τους καταστολείς της κυκλοοξυγενάσης14.  

∆ράση σε νεύρα. 
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Τα διάφορα αλλεργιογόνα καταστέλλουν την λειτουργία των 

βρογχοδιασταλτικών νεύρων σε µοντέλο πειραµατόζωου in vivo. Αυτή η 

διαδικασία µπλοκάρεται από την υπεροξειδική δισµουτάση πράγµα που 

οδηγεί στο συµπέρασµα ότι το Ο2
- µπορεί να καταστέλλει την απελευθέρωση 

του  ΝΟ από τα κινητήρια νεύρα15. Σε αεραγωγούς ποντικιών η παρουσία 

οξειδωτικού stress αυξάνει την βρογχοσύσπαση που προκαλούν οι 

χολινεργικοί νευρώνες. Το τελευταίο µπορεί να είναι το αποτέλεσµα της 

οξειδωτικής καταστοφής της ακετυλχολινεστεράσης16.  

∆ράση στην διαδικασία της φλεγµονής.  

Τα οξειδωτικά µόρια µέσω της ενεργοποίησης των παραγόντων µεταφοράς 

δίνουν ενέργεια σε διάφορα φλεγµονώδη γονίδια µε αποτέλεσµα την 

πρόκληση διαδικασίας που έχει σαν τελικό αποτέλεσµα την προαγωγή της 

φλεγµονής µέσω της απελευθέρωσης προφλεγµονωδών κυτταροκινών. 

Πολλοί επίσης παράγοντες που ενεργοποιούν τους παράγοντες µεταφοράς 

όπως ο NF-kB φαίνεται να δρουν µέσω της παραγωγής οξειδωτικών µορίων 

και κυρίως του Η2Ο2
17. 

Ρόλος των οξειδωτικών µορίων σε διάφορες παθήσεις αεραγωγών. 

Α) Άσθµα. 
Πολλές µελέτες έχουν καταδείξει τον ρόλο των οξειδωτικών µορίων στο 

βρογχικό άσθµα. Κύτταρα από το βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα (BAL) 

ασθµατικών ασθενών παρουσιάζουν αυξηµένη παραγωγή Ο2
- συγκρινόµενα 

µε αυτά των φυσιολογικών ατόµων 18. Ανάλογη αύξηση παρατηρείται και µετά 

από πρόκληση µε αλλεργιογόνο19. Αυξηµένη απελευθέρωση Ο2
- παρατηρείται 

σε κυκλοφορούντα µονοκύτταρα και ουδετερόφιλα ασθµατικών ασθενών 20. 

Μετά από ενεργοποίηση, ηωσινόφιλα κύτταρα παράγουν εκσεσηµασµένες 

ποσότητες οξειδωτικών µορίων21 που αυξάνονται περισσότερο µετά από 

πρόκληση µε αλλεργιογόνο22. Σε µοντέλα πειραµατόζωων η παρουσία 

ιογενών λοιµώξεων προκαλεί παραγωγή οξειδωτικών µορίων ανάλογη µε 

αυτή που σχετίζεται µε τις παροξύνσεις άσθµατος 6. Τα τελευταία χρόνια µέσω 

της διαδικασίας του εκπνεόµενου αέρα η της συλλογής του συµπυκνώµατος 

του εκπνεόµενου αέρα έγινε δυνατή η µη επεµβατική αξιολόγηση δεικτών που 

εκφράζουν οξειδωτικό stress σε φλεγµονώδεις παθήσεις αεραγωγών. Τα 

επίπεδα του Η2Ο2 αυξάνουν σε ασθµατικούς ασθενείς (ενήλικες και παιδιά) 

23,24 µε την µεγαλύτερη αύξηση να παρατηρείται στην διάρκεια των 



 13

παροξύνσεων 25. Σε ασθενείς µε άσθµα παρατηρείται αύξηση του CO που 

φαίνεται να οφείλεται στην ενεργοποίηση της ΗΟ-1 από το οξειδωτικό 

stress26. Ανάλογη αύξηση παρατηρείται και µετά από πρόκληση µε 

αλλεργιογόνο27. Ανάλογα αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και σε άλλες 

παραµέτρους όπως τα παράγωγα των θειοβαρβιτουρικών οξέων που 

θεωρούνται αποτέλεσµα της λιποειδούς υπεροξείδωσης28. Παράµετροι που 

εκφράζουν την τελευταία είναι και τα επίπεδα της πεντάνης και εθάνης που 

έχουν βρεθεί αυξηµένα σε ασθενείς µε άσθµα29,30. Ανάλογη αύξηση 

παρατηρείται και στα ισοπροστάνια µε επιπλέον στοιχείο την συσχέτιση των 

επιπέδων τους µε την βαρύτητα της νόσου 31.  

Σε αντιστάθµισµα των µεταβολών που παρατηρούνται στα οξειδωτικά µόρια 

υπάρχουν µεταβολές και στους αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς. Η 

δραστηριότητα της περοξειδάσης της γλουταθιόνης είναι µειωµένη σε 

αιµοπετάλια ασθµατικών ασθενών ενώ φαίνεται ότι ο βαθµός 

υπολειτουργικότητας της σχετίζεται µε τα επίπεδα του σεληνίου στον ορό32. 

Αντίθετα µε την παραπάνω θεωρία υπάρχουν απόψεις που υποστηρίζουν 

αύξηση των επιπέδων της γλουταθιόνης στο Βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα 

(BALF)33. Η αύξηση αυτή πιθανώς να εκφράζει την απάντηση του 

αντιοξειδωτικού µηχανισµού στην παρουσία οξειδωτικού stress. Η µείωση της 

υπεροξειδικής δισµουτάσης σε κύτταρα του βρογχοκυψελιδικού εκπλύµατος 

και σε επιθηλιακά κύτταρα των αεραγωγών λόγω µειωµένης παρουσίας 

Cu/Zn οφείλεται καθαρά σε µηχανισµούς οξειδωτικής εξουδετέρωσης της 34. 

Αυτό όµως που είναι σηµαντικό να τονισθεί είναι ότι οι παραπάνω µεταβολές 

δεν παρατηρούνται σε ασθενείς που ελέγχονται µε την θεραπεία 

εισπνεοµένων στεροειδών20. Επιπρόσθετα µειωµένη λήψη της 

αντιοξειδωτικής βιταµίνης C σχετίζεται µε µειωµένη αναπνευστική λειτουργία, 

αυξηµένη παρουσία συρρίτουσας αναπνοής και µεγαλυτέρου βαθµού 

βρογχική υπεραντιδραστικότητα 35. Μια άλλη µελέτη έδειξε συσχέτιση χαµηλής 

διαιτητικής πρόσληψης σε βιταµίνη Ε και εµφάνισης άσθµατος36. Αντίθετα 

όµως µε τις παραπάνω θέσεις η χορήγηση αντιοξειδωτικών παραγόντων 

ουσιαστικά δεν προκαλεί µεταβολές στην αναπνευστική λειτουργία και την 

βρογχική υπεραντιδραστικότητα 37 ασθµατικών ασθενών.  
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Β) ΧΑΠ 
Τα τελευταία χρόνια αρκετό ερευνητικό ενδιαφέρον έχει προσελκύσει η θέση 

ότι οι οξειδωτικοί και αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί παίζουν µεγάλο ρόλο στην 

παθογένεση της ΧΑΠ. Η παραπάνω θεωρία βασίζεται σε σηµαντικό βαθµό 

στη θέση ότι ο καπνός του τσιγάρου, που σηµειωτέον θεωρείται ο κύριος 

προδιαθεσικός παράγοντας για την ΧΑΠ, περιέχει 1016-1017 οξειδωτικά µόρια 

ανά εισπνοή38. Ο καπνός του τσιγάρου θεωρείται ότι είναι µια σύνθετη µίξη 

από περισσότερα από 4700 χηµικά παράγωγα που περιέχουν υψηλές 

συγκεντρώσεις ελευθέρων ριζών και άλλων οξειδωτικών µορίων. Είναι 

γνωστό επίσης ότι τα ουδετερόφιλα αποτελούν σηµαντικό παράγοντα στην 

παθογένεια και παθοφυσιολογία της νόσου. Ελεύθερες ρίζες και οξειδωτικά 

µόρια παράγονται σε µεγάλο ποσοστό από τα ουδετερόφιλα και µακροφάγα 

στους πνεύµονες καπνιστών. Αυτό επιβεβαιώνει και µελέτη στην οποία 

παρατηρήθηκε ότι τα ουδετερόφιλα καπνιστών απελευθερώνουν µεγαλύτερο 

ποσοστό οξειδωτικών µορίων σε σχέση µε αυτά των µη καπνιστών39. Είναι 

επίσης γνωστό ότι το ελεύθερο ανιόν σιδήρου συµµετέχει στις διεργασίες για 

παραγωγή ΟΗ- που ως ελεύθερη ρίζα συµµετέχοντας στην υπεροξείδωση 

των λιπών προκαλεί καταστροφή κυτταρικών µεµβρανών. Μακροφάγα 

καπνιστών φαίνεται να απελευθερώνουν in vitro µεγαλύτερη ποσότητα 

ελευθέρου  ανιόντος σιδήρου σε σχέση µε αυτά των µη καπνιστών40. Σε 

ασθενείς µε ΧΑΠ η παραδοσιακή θεωρία λεει ότι τα οξειδωτικά µόρια που 

απελευθερώνονται είτε µέσω της καπνιστικής συνήθειας είτε µέσω των 

ενεργοποιηµένων ουδετερόφιλων οδηγούν σε απενεργοποίηση του 

καταστολέα της α1 πρωτεινασης41. Ένας ακόµα παράγοντας που σχετίζεται µε 

παραγωγή οξειδωτικών µορίων στην ΧΑΠ είναι οι λοιµώξεις, είτε ως παράγων 

πρόκλησης παρόξυνσης είτε ως χρόνιος αποικισµός. Οι λοιµώξεις σχετίζονται 

µε την παραγωγή οξειδωτικών µορίων µέσω της συγκέντρωσης και της 

ενεργοποίησης των φαγοκυττάρων, που ως γνωστό αποτελούν µέρος των 

κυττάρων που συµµετέχουν στην παραγωγή οξειδωτικών µορίων42. Αυτό εν 

µέρει τεκµηριώνεται από παρατηρήσεις που έδειξαν µεγαλύτερη 

απελευθέρωση Ο2
- από ουδετερόφιλα σε φάση παρόξυνσης ΧΑΠ43, καθώς 

και από την φλεγµονή που προκαλούν βακτηρίδια µέσω µηχανισµών που 

περιλαµβάνουν οξειδωτικά µόρια44. Μια έµµεση συµµετοχή των οξειδωτικών 

µορίων στην παθογένεια της ΧΑΠ προέρχεται από την ενεργοποίηση 
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παραγόντων µεταφοράς όπως ο NF-kB. Η ενεργοποίηση του NF-kB οδηγεί σε 

ενεργοποίηση διαφόρων γονιδίων που ενεργοποιούν µε την σειρά τους 

φλεγµονώδεις µεσολαβητές όπως οι κυτταροκίνες IL-8 και TNF-a45.  

Η αξιολόγηση του οξειδωτικού stress γίνεται µε δείκτες που µετρούνται στον 

ορό, στα ούρα, στο BALF, στον εκπνεόµενο αέρα η στο συµπύκνωµα αυτού. 

Η οξειδάση της χανθίνης που απελευθερώνει Ο2
- αυξάνεται στο BAL ασθενών 

µε ΧΑΠ46. Ανάλογη αύξηση Ο2
- παρατηρείται και σε ουδετερόφιλα ορού 43. Το 

ισοπροστάνιο F2a-III που είναι ένα ισοµερές της προσταγλαδίνης παραγόµενο 

από την υπεροξείδωση του αραχιδονικού οξέος αυξάνεται στα ούρα ασθενών 

µε ΧΑΠ47. Τα επίπεδα του Η2Ο2 αυξάνουν στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου 

αέρα ασθενών µε ΧΑΠ ανεξάρτητα από την ενεργό καπνιστική συνήθεια48,49. 

Η αύξηση αυτή φαίνεται να είναι µεγαλύτερη στην παρόξυνση της νόσου48. 

Αυτές οι παρατηρήσεις οδηγούν στο συµπέρασµα ότι το οξειδωτικό stress 

στους ασθενείς µε ΧΑΠ είναι πρωτίστως αποτέλεσµα της φλεγµονής των 

αεραγωγών και της ενεργοποίησης των ουδετερόφιλων και λιγότερο εξηγείται 

από την παρουσία οξειδωτικών µορίων στο καπνό του τσιγάρου. Ανάλογα 

αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και στην µέτρηση του 8-ισοπροστάνιου µε 

αύξηση των τιµών σε ασθενείς µε ΧΑΠ-ανεξάρτητα ενεργού καπνιστικής 

συνήθειας- σε σχέση µε τους απλούς καπνιστές50.  

Όπως και οι οξειδωτικοί µηχανισµοί έτσι και οι αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί 

επηρεάζονται σηµαντικά από το κάπνισµα. Οι περισσότερες µελέτες 

συµφωνούν ότι παράλληλα µε την ενεργοποίηση των οξειδωτικών 

µηχανισµών υπάρχει αυξηµένη δραστηριότητα των αντιοξειδωτικών 

µηχανισµών51. Υπάρχουν όµως µελέτες που δείχνουν ότι τα ερυθροκύτταρα 

των καπνιστών παρουσιάζουν µειωµένη δραστηριότητα περοξειδάσης της 

γλουταθιόνης και είναι πιο επιρρεπή σε υπεροξείδωση των λιπών52. Άλλες δε 

µελέτες υποστηρίζουν ότι η καπνιστική συνήθεια συνοδεύεται από µειωµένη 

δραστηριότητα αντιοξειδωτικών στον ορό 53,42. Φαίνεται όµως ότι όταν εκτός 

από την καπνιστική συνήθεια συνυπάρχει και ο παράγοντας απόφραξη των 

αεραγωγών τότε οι αντιοξειδωτικές ουσίες µειώνονται σε επίπεδα ανάλογα 

του βαθµού απόφραξης54,55. Ανάλογη µείωση αντιοξειδωτικής δραστηριότητας 

παρατηρείται και στις παροξύνσεις της ΧΑΠ56. Οι τελευταίες παρατηρήσεις 

οδηγούν στην διατύπωση θεωρίας που υποστηρίζει ότι µε την πρόοδο της 
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φλεγµονής οι οξειδωτικοί µηχανισµοί εξουδετερώνουν τις αντιοξειδωτικές 

ουσίες.  

Γ) Βρογχεκτασίες –Κυστική ίνωση. 
Λίγες σχετικά µελέτες έχουν καταδείξει τον ρόλο των οξειδωτικών µορίων σε 

ασθενείς µε βρογχεκτασίες. Οι περισσότερες αφορούν µελέτη παραµέτρων 

που εκφράζουν το οξειδωτικό stress στον εκπνεόµενο αέρα. Έχουν βρεθεί 

αυξηµένα επίπεδα Η2Ο2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα57,58 καθώς 

και αυξηµένα επίπεδα CO59 στον εκπνεόµενο αέρα ασθενών µε 

βρογχεκτασίες.  

Ο ρόλος του οξειδωτικού stress στην παθογένεια της ινοκυστικής νόσου είναι 

σηµαντικός. Οι κυριότερες µελέτες αφορούν σε µειωµένα επίπεδα της 

γλουταθιόνης στο BALF και την συσχέτισή τους µε την κλινική βαρύτητα της 

νόσου60. Μια τελευταία παρατήρηση που επιβεβαιώνει το σηµαντικό ρόλο του 

συστήµατος οξειδωτικών/αντιοξειδωτικών αφορά µελέτη που έδειξε ότι η 

αναπλήρωση της ανεπάρκειας του µηχανισµού µεταφοράς χλωριούχων 

οδηγεί σε αποθήκευση γλουταθιόνης στις εκκρίσεις του επιθηλίου των 

αεραγωγών61. Οι περισσότερες µελέτες που αφορούν την κυστική ίνωση 

συµφωνούν ότι υπάρχει µια αυξηµένη δραστηριότητα οξειδωτικών µορίων 

που εκφράζουν κυρίως την λιποειδή υπεροξείδωση µε παράλληλη µείωση 

των αντιοξειδωτικών µηχανισµών62,63,64. Η θεραπεία δε των αναπνευστικών 

παροξύνσεων της νόσου οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων των 

αντιοξειδωτικών βιταµινών στον ορό µε παράλληλη µείωση παραµέτρων που 

εκφράζουν λιποειδή υπεροξείδωση65. 

Β) ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΑ ΕΚΠΝΕΟΜΕΝΟΥ ΑΕΡΑ.  
Εισαγωγή.  
Η φλεγµονή των αεραγωγών παίζει κεντρικό ρόλο σε νοσήµατα όπως το 

άσθµα και η χρόνια αποφρακτική πνευµονοπάθεια (ΧΑΠ). Η εκτίµηση αυτής 

της φλεγµονής είναι ιδιαίτερα σηµαντική για τη διερεύνηση των βασικών 

παθογενετικών µηχανισµών κάποιων νοσηµάτων, ενώ και ο ρόλος της στην 

εµφάνιση παροξύνσεων και στην πρόκληση χρόνιων δοµικών µεταβολών 

στους αεραγωγούς είναι ιδιαίτερα σηµαντικός. Επιπλέον, είναι πιθανό ότι η 

αξιολόγηση της φλεγµονής θα δώσει τη δυνατότητα διάγνωσης χρόνιων 

παθήσεων των αεραγωγών που δεν αποκαλύπτονται µε την κλινική εξέταση, 

τις λειτουργικές δοκιµασίες των πνευµόνων ή µε τον έλεγχο της βρογχικής 
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υπεραντιδραστικότητας. Η εκτίµηση της φλεγµονής των αεραγωγών γινόταν 

µέχρι πρόσφατα αποκλειστικά µε βρογχοσκοπικές επεµβατικές τεχνικές, 

όπως είναι το BALF, η ενδοβρογχική και η διαβρογχική βιοψία. Ωστόσο, 

τέτοιες τεχνικές έχουν αυξηµένους κινδύνους επιπλοκών και δεν µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για διαδοχικές µετρήσεις στον ίδιο ασθενή. Κατά τα 

τελευταία χρόνια, η έρευνα έχει επικεντρωθεί σε λιγότερο επεµβατικές 

τεχνικές, όπως είναι η προκλητή απόχρεµψη και η µέτρηση δεικτών στον 

εκπνεόµενο αέρα (µε κυριότερο το εκπνεόµενο µονοξείδιο του αζώτου [NO]) ή 

στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα66,67. 

Το ενδιαφέρον για την αξιοποίηση του συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου 

αέρα (exhaled ή expired breath condensate) άρχισε στα µέσα της δεκαετίας 

του 1980, µε τη µελέτη του σε ασθενείς που νοσηλεύονταν διασωληνωµένοι 

υπό µηχανική υποστήριξη της αναπνοής στη Μονάδα Εντατικής Θεραπείας68. 

Από τότε, ιδιαίτερα µετά τα µέσα της δεκαετίας του 1990, αυξάνεται διαρκώς 

το ενδιαφέρον για τη νέα αυτή µη επεµβατική τεχνική και τις πιθανές 

προοπτικές αξιοποίησής της στη µελέτη της φλεγµονής των αεραγωγών. 

ΤΙ ΕΙΝΑΙ ΤΟ ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΑ ΤΟΥ ΕΚΠΝΕΟΜΕΝΟΥ ΑΕΡΑ 
Ο αέρας στους βρόγχους και τις κυψελίδες είναι κορεσµένος µε υδρατµούς 

κατά 100% και έχει θερµοκρασία 37° C, ανεξάρτητα από την υγρασία και τη 

θερµοκρασία του εισπνεόµενου µίγµατος αέρα69. Με βάση την παρατήρηση 

αυτή, η ψύξη του εκπνεόµενου αέρα θα επιφέρει υγροποίηση των υδρατµών. 

Οι υδρατµοί αυτοί συµπαρασύρουν διάφορα πτητικά και µη µόρια, µε µέγεθος 

<65 kDa, που προέρχονται από το κατώτερο αναπνευστικό70. Η συλλογή του 

συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα στοχεύει στη µελέτη αυτών των 

µορίων, από τα οποία είναι δυνατό να αντληθούν πολύτιµες πληροφορίες για 

θέσεις του αναπνευστικού που είναι προσπελάσιµες µόνο επεµβατικά. 

ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΣΥΛΛΟΓΗΣ 
Το συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα συλλέγεται σήµερα µε δύο κυρίως 

τεχνικές, που εφαρµόζονται σε διάφορα κέντρα µε κάποιες παραλλαγές. Και 

στις δύο τεχνικές η αρχική προετοιµασία είναι η ίδια. Ο εξεταζόµενος ξεπλένει 

καλά το στόµα και το στοµατοφάρυγγά του µε νερό και κατόπιν αναπνέει 

ήρεµα και σταθερά (tidal breathing) µέσα σε ένα επιστόµιο για 10-15 λεπτά, 

µε τη µύτη του κλειστή µε ένα ρινικό clip. Στο επιστόµιο υπάρχει µια βαλβίδα 
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διπλής κατεύθυνσης (τύπου Heins-Rudolph), µε την οποία επιτυγχάνεται 

διαχωρισµός της εισπνοής από την εκπνοή. Και µε τους δύο τρόπους 

επιδιώκεται η συλλογή τουλάχιστον 1 ml συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου 

αέρα, το οποίο συνήθως καταψύχεται άµεσα (κατά κανόνα στους –70° C) 

προκειµένου να εξεταστεί σε δεύτερο χρόνο. Οι δύο τεχνικές διαφέρουν 

αποκλειστικά στον τρόπο συλλογής του συµπυκνώµατος. 

Στην πρώτη τεχνική23, το συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα συλλέγεται 

µέσα σε ένα γυάλινο δοχείο µε δύο χώρους. Στον εσωτερικό χώρο 

τοποθετείται πάγος ενώ ο αέρας που εκπνέεται από τον εξεταζόµενο 

διέρχεται από τον εξωτερικό. Το συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα 

παράγεται στην ψυχρή εξωτερική επιφάνεια του εσωτερικού δοχείου και 

συλλέγεται στο κατώτερο τµήµα του εξωτερικού χώρου της διάταξης καθ' όλη 

τη διάρκεια της διαδικασίας. Στη δεύτερη τεχνική71, ο εκπνεόµενος αέρας 

ψύχεται µε την εφαρµογή ψυχρού αέρα. Το µηχάνηµα που χρησιµοποιείται 

για την πρόκληση µε ψυχρό αέρα χρησιµοποιείται για την παραγωγή ψυχρού 

αέρα σε θερµοκρασίες από –15° C έως –18° C µε ροή 80 L/λεπτό. Η συλλογή 

του συµπυκνώµατος γίνεται µε ένα γυάλινο σωλήνα διπλού αυλού µήκους 30 

cm. Το ένα στόµιο του εξωτερικού αυλού συνδέεται µε το σηµείο εξόδου του 

ψυχρού αέρα και ο αέρας αυτός αποµακρύνεται από το άλλο άκρο αυτού του 

αυλού. Στο ένα στόµιο του εσωτερικού αυλού εκπνέει ο εξεταζόµενος µέσω 

της βαλβίδας τύπου Heins-Rudolph. Στην περίπτωση αυτή το συµπύκνωµα 

παράγεται στον εσωτερικό αυλό και συλλέγεται σε ειδική διάταξη που 

βρίσκεται στο αντίθετο από τον ασθενή άκρο. Η δεύτερη µέθοδος πλεονεκτεί 

έναντι της πρώτης µεθόδου στα ακόλουθα: (1) µε τη µέθοδο του ψυχρού αέρα 

αποφεύγεται εντελώς η ανάµειξη µε σίελο, καθώς η συλλογή γίνεται στο 

περιφερικό άκρο του σωλήνα που βρίσκεται 30 cm µακριά από το στόµα του 

ασθενούς και (2) η θερµοκρασία ψύξεως του δείγµατος µέσω του 

µηχανήµατος του ψυχρού αέρα είναι σταθερή, κάτι που δεν είναι εφικτό µε την 

πρώτη µέθοδο, όπου στη διαδικασία ο πάγος τήκεται µε αποτέλεσµα τη 

µεταβολή της θερµοκρασίας. 

Σε όλες τις µετρήσεις γίνεται προσδιορισµός της αµυλάσης στο δείγµα, 

προκειµένου να αποκλειστεί η πρόσµιξη µε σίελο. Στο σίελο περιέχονται 

ποσότητες οξειδωτικών ουσιών, γεγονός που θα µπορούσε να οδηγήσει σε 
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λανθασµένα αποτελέσµατα. Η τεχνική αυτή δεν εφαρµόστηκε στις αρχικές 

µελέτες, αλλά αποτελεί σήµερα απαραίτητη προϋπόθεση για την αξιοπιστία 

της µεθόδου.  

ΤΙ ΜΕΤΡΑΤΑΙ ΣΤΟ ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΑ ΤΟΥ ΕΚΠΝΕΟΜΕΝΟΥ ΑΕΡΑ; 
Ένα µεγάλο ερώτηµα που δεν έχει απαντηθεί ακόµη σε όλη του την έκταση 

σήµερα είναι το ποια µόρια µπορούν να ανιχνευθούν στο συµπύκνωµα του 

εκπνεόµενου αέρα. Τα πτητικά µόρια είναι εκείνα που ανιχνεύονται 

ευκολότερα, αλλά υπάρχουν αναφορές προσδιορισµού µη πτητικών µορίων. 

Στη συνέχεια θα εξεταστούν µερικά από τα µόρια που έχουν ανιχνευθεί µέχρι 

σήµερα στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα, όπως το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου (H2O2), το 8-ισοπροστάνιο και τα προϊόντα του µεταβολισµού του 

NO (νιτρικά-νιτρώδη, νιτροτυροσίνη). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει 

επίσης ο προσδιορισµός του pH του συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα. 

1. Υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) 
Οι κλασσικές βιβλιογραφικές αναφορές είναι εκείνες που σχετίζονται µε την 

εκτίµηση της οξειδωτικής φλεγµονής µέσω του προσδιορισµού του H2O2, 

αρχικά σε ασθενείς µε Σύνδροµο αναπνευστικής δυσχέρειας ενηλίκων 

(ARDS)68 και οξεία αναπνευστική ανεπάρκεια72,73 και κατόπιν σε ασθενείς µε 

βρογχικό άσθµα24,25,26,74, ΧΑΠ48,75, βρογχεκτασίες57 και κυστική ίνωση76. Το 

H2O2 µετρήθηκε επίσης στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα υγιών 

καπνιστών77 και καπνιστών µε ΧΑΠ49, ενώ καταγράφηκαν και οι φυσιολογικές 

τιµές του σε υγιή παιδιά78. Οι µέθοδοι µέτρησης του υπεροξειδίου του 

υδρογόνου βασίζονται στην ικανότητά του να αντιδρά µε κατάλληλα 

υποστρώµατα, απελευθερώνοντας χρώµα, φως ή φθορισµό. Υπάρχουν, 

ωστόσο, προβλήµατα στη µέτρησή του. Το ποσό που αποβάλλεται από τους 

φυσιολογικούς ανθρώπους είναι σχεδόν µη ανιχνεύσιµο, ενώ και σε πολλές 

παθήσεις τα επίπεδά του είναι στα κατώτερα όρια ανίχνευσης των 

χρησιµοποιούµενων µεθόδων. Ένα άλλο σύνηθες λάθος σχετίζεται µε τη 

συλλογή και την αποθήκευση των δειγµάτων. Το H2O2 είναι ένα πτητικό 

µόριο, το οποίο αποδοµείται στη θερµοκρασία του δωµατίου ή όταν έρχεται σε 

επαφή µε µέταλλο. Τα δείγµατα θα πρέπει να καταψύχονται ταχύτατα και να 

αποθηκεύονται σε θερµοκρασίες κάτω από τους –70° C79. Στη µελέτη των 

Jöbsis και συν78. που προσδιόρισε τις φυσιολογικές τιµές σε υγιή παιδιά 
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διαπιστώθηκε ότι τα δείγµατα του συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα 

µπορούν να διατηρηθούν για ένα τουλάχιστον µήνα χωρίς µεταβολή της 

συγκέντρωσης του H2O2, γεγονός που οδήγησε στο συµπέρασµα ότι η 

µέτρηση είναι επαναλήψιµη και αναπαραγώγιµη. 

Ο προσδιορισµός του H2O2 γίνεται κατά κύριο λόγο µε τρεις µεθόδους. Στην 

πρώτη, που περιγράφηκε από τους Gallati και Pracht80, 100 µl 

συµπυκνώµατος αναµιγνύονται µε 100 µl διαλύµατος 3,3',5,5'-

tetramethylbenzidine (ΤΜΒ) 420 µΜ (διαλελυµένα σε ρυθµιστικό διάλυµα 

κιτρικών 0,42 Μ, pH 3,8) και 10 µl διαλύµατος υπεροξειδάσης horseradish 

52,5 U/ml. Η αντίδραση λαµβάνει χώρα για 20 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου και, κατόπιν, το µίγµα οξεοποιείται σε pH 1 µε την προσθήκη 10 µl 

διαλύµατος θειικού οξέος 18 Ν. Το προϊόν της αντίδρασης προσδιορίζεται 

φασµατοφωτοµετρικά στα 450 nm. Η απορρόφηση είναι ευθέως ανάλογη µε 

τη συγκέντρωση του H2O2. Το όριο ανίχνευσης της µεθόδου είναι περίπου 0,1 

µΜ. Μια παραλλαγή αυτής της µεθόδου είναι εκείνη που περιγράφηκε από 

τους Ruch και συν.81, στην οποία προσδιορίζεται φασµατοφθορισµοµετρικά 

ένα προϊόν της οξείδωσης του οµοβανιλλικού οξέος (homovanillic acid-HVA) 

που σχετίζεται άµεσα µε τη συγκέντρωση του H2O2. Οι Hyslop και Sklar82 

χρησιµοποιούν το p-υδροξυφαινυλοξικό οξύ ως υπόστρωµα οξείδωσης από 

το προϊόν της αντίδρασης του H2O2 και της υπεροξειδάσης horseradish και το 

προϊόν της αντίδρασης προσδιορίζεται φωτοµετρικά. Τέλος, οι Russell και 

συν.83 έχουν προτείνει µια νέα µέθοδο για τον προσδιορισµό του H2O2 στο 

συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα. Η µέθοδος εφαρµόζει µια τεχνική 

χηµειοφωταύγειας µε τη χρήση luminol που επιτρέπει την ανίχνευση H2O2 σε 

συγκεντρώσεις µέχρι 2,5 nΜ. Οι περισσότερο αποδεκτές είναι η 

φλοουοµετρική µέθοδος και η σπεκτοφωτοµετρική µέθοδος που έχουν 

χρησιµοποιηθεί στην πλειοψηφία των κλινικών µελετών.  

2. 8-ισοπροστάνιο (8-isoprostane) 
Τα ισοπροστάνια ή εικοσανοειδή είναι ενώσεις ανάλογες µε τις 

προσταγλανδίνες που παράγονται in vivo από την υπεροξείδωση του 

αραχιδονικού οξέος που καταλύεται από ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, κυρίως µη 

ενζυµικά (χωρίς τη συµµετοχή της κυκλοοξυγενάσης). Η παραγωγή τους 

γίνεται in situ στα φωσφολιπίδια της κυτταρικής µεµβράνης, από τα οποία 

διαχωρίζονται µε τη δράση της φωσφολιπάσης Α2. Λόγω της σταθερότητάς 
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τους, της ειδικότητάς τους για την υπεροξείδωση των λιπών, της παραγωγής 

τους in vivo και της σχετικής αφθονίας τους στα βιολογικά υγρά, οι ουσίες 

αυτές αποτελούν άριστους δείκτες του οξειδωτικού stress4. Η πιο γνωστή 

ένωση της κατηγορίας των F2-ισοπροστανίων είναι το 8-ισοπροστάνιο (8-

isoprostane ή 8-epi-prostaglandin F2a), που αποτελεί το κύριο µέλος της 

οικογένειας των εικοσανοειδών που µετράται στο συµπύκνωµα του 

εκπνεόµενου αέρα και έχει ισχυρή βιολογική δράση in vivo. Η µέθοδος 

αναφοράς για τον προσδιορισµό του 8-isoprostane σε βιολογικά υγρά είναι η 

αέριος χρωµατογραφία-φασµατοµετρία µάζας (gas chromatography-mass 

spectrometry ή GC-MS), λόγω της µεγάλης της ειδικότητας και ευαισθησίας84. 

Ωστόσο, η µέθοδος αυτή είναι ιδιαίτερα χρονοβόρα και είναι διαθέσιµη σε λίγα 

µόνο κέντρα. Έτσι, το 8-ισοπροστάνιο προσδιορίζεται σήµερα κυρίως µε 

ανοσοχηµικές µεθόδους85. 

Το 8-ισοπροστάνιο είναι αυξηµένο σε ασθενείς µε βρογχικό άσθµα31, ΧΑΠ50, 

ARDS86 και κυστική ίνωση62. Οι τιµές που έχουν αναφερθεί στους υγιείς 

καπνιστές είναι περίπου διπλάσιες 50, των υγιειών µη καπνιστών εύρηµα 

συµβατό µε την αύξηση του οξειδωτικού stress λόγω της υπεροξείδωσης των 

λιπών που παρατηρείται στους καπνιστές53. Χαρακτηριστικά, οι υγιείς 

καπνιστές εµφάνιζαν σηµαντική αύξηση των συγκεντρώσεων του 8-

ισοπροστάνιου 15 λεπτά µετά το κάπνισµα, κάτι που σηµαίνει ότι το κάπνισµα 

προκαλεί οξεία αύξηση του οξειδωτικού stress των αεραγωγών50. 

3. Προϊόντα µεταβολισµού του Μονοξειδίου του αζώτου (NO) (νιτρικά 
[NO3

-]-νιτρώδη [NO2
-], νιτροτυροσίνη) . 

Τα επίπεδα του µονοξειδίου του αζώτου (NO) είναι αυξηµένα σε όλες τις 

φλεγµονώδεις παθήσεις των αεραγωγών67 µε εξαίρεση την κυστική ίνωση87 

και την πρωτοπαθή δυσκινησία των κροσσών88. Είναι γνωστό ότι το NO είναι 

ένα ασταθές πτητικό µόριο, που µετατρέπεται ταχύτατα στα µη πτητικά νιτρικά 

(ΝΟ3
-) και νιτρώδη (ΝΟ2

-) και η αντίδραση αυτή επηρεάζεται από τη φλεγµονή 

των αεραγωγών. ∆ιατυπώθηκε, έτσι, η υπόθεση ότι η µέτρηση των σταθερών 

τελικών προϊόντων του µεταβολισµού του NO, όπως είναι τα νιτρικά και τα 

νιτρώδη αποτελεί περισσότερο αξιόπιστο τρόπο έκφρασης της φλεγµονής 

των αεραγωγών σε καταστάσεις όπως η κυστική ίνωση, καθώς είναι πιθανό 

ότι το αέριο NO µετατρέπεται σε νιτρικά και νιτρώδη κοντά στη θέση 

παραγωγής του και για το λόγο αυτό δεν ανιχνεύεται89. 
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Ο προσδιορισµός των νιτρωδών στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα 

γίνεται µε µια χρωµατογραφική µέθοδο που βασίζεται στην αντίδραση του 

Griess90. Συγκεκριµένα, 100 µl συµπυκνώµατος αναµιγνύονται µε 100 µl 

αντιδραστηρίου του Griess (υδροχλωρική ναφθυλ-εθυλενδιαµίνη 0,1%, 

σουλφανιλαµίδη 1%, H3PO4 3%) και µετράται µε φωτόµετρο η απορρόφηση 

του έγχρωµου προϊόντος της αντίδρασης στα 570 nm. Ενναλλακτική µέθοδος 

είναι η φθορισµοµετρική που περιγράφηκε από τους Misko και συν.91 που 

είναι περισσότερο ευαίσθητη από τη µέθοδο Griess. Σε πρόσφατη µελέτη71, 

µετρήθηκε στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα το άθροισµα των 

νιτρωδών και νιτρικών, το σύνολο δηλαδή των τελικών προϊόντων του 

µεταβολισµού του NO. Για το σκοπό αυτό, τα νιτρικά µετατράπηκαν ενζυµικά 

σε νιτρώδη µε την επίδραση αναγωγάσης των νιτρικών92 και στη συνέχεια 

µετρήθηκαν τα ολικά νιτρώδη (αναχθέντα νιτρικά + νιτρώδη) µε την αντίδραση 

Griess. 

To NO αντιδρά µε ανιόντα υπεροξειδίου (O2
-) στους αεραγωγούς µε 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία υπεροξειδίου του αζώτου (ONOO-), ενός ιδιαίτερα 

οξειδωτικού µορίου που αντιδρά µε κατάλοιπα τυροσίνης από πρωτεϊνικά 

µόρια δηµιουργώντας το σταθερό προϊόν νιτροτυροσίνη. Νιτροτυροσίνη 

ανιχνεύθηκε µε ανοσολογικές µεθόδους σε ιστολογικά παρασκευάσµατα από 

βρογχικές βιοψίες που λήφθηκαν από ασθµατικούς ασθενείς93, καθώς και σε 

νεκροτοµικά παρασκευάσµατα πνεύµονα ασθενών µε βρογχικό άσθµα που 

κατέληξαν από status asthmaticus ή άλλα αίτια94. Το µόριο αυτό µετρήθηκε 

πρόσφατα µε ανοσοενζυµική µέθοδο στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου 

αέρα φυσιολογικών ατόµων και ασθµατικών ασθενών. Παρατηρήθηκε 

σηµαντική αύξηση στους ασθµατικούς σε σχέση µε τους φυσιολογικούς95. Σε 

πρόσφατη µελέτη αυξηµένα επίπεδα νιτροτυροσίνης βρέθηκαν και σε 

ασθενείς µε κυστική ίνωση96. 

4. pH 
Πρόσφατα προσδιορίστηκε το pH των αεραγωγών σε φυσιολογικά άτοµα και 

σε ασθµατικούς ασθενείς στην παρόξυνση και στην αποδροµή αυτής, µε 

βάση την υπόθεση ότι η ενδογενής οξίνιση των αεραγωγών µπορεί να παίζει 

κάποιο ρόλο στην παθοφυσιολογία του άσθµατος. Οι τιµές του pH στο 

συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα των ασθµατικών σε παρόξυνση ήταν 

στατιστικά σηµαντικά χαµηλότερες από αυτές των φυσιολογικών, ενώ η 
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επαναφορά τους σε φυσιολογικάεπίπεδα επιτυγχάνετο µετά από την 

κατάλληλη θεραπεία και αποδροµή της παρόξυνσης97. 

5. Άλλα µόρια 
Οι ουσίες που αντιδρούν µε το θειοβαρβιτουρικό οξύ (thiobarbituric acid-

reactive substances ή TBARs) είναι πτητικά µόρια που παράγονται από την 

υπεροξείδωση των λιπών και µπορεί να περιέχονται στον εκπνεόµενο αέρα98. 

Οι TBARs ανιχνεύτηκαν στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα 

φυσιολογικών ατόµων, ασθµατικών ασθενών28 και ασθενών µε ΧΑΠ75 µε 

ευρήµατα που δηλώνουν αυξηµένα επίπεδα στις παθήσεις σε σχέση µε τους 

υγιείς. Ο προσδιορισµός τους έγινε σύµφωνα µε τη µέθοδο του Yagi99, που 

βασίζεται στην ανάµιξη του συµπυκνώµατος µε διάλυµα θειοβαρβιτουρικού 

οξέος (thiobarbituric acid-TBA) και στο συνακόλουθο προσδιορισµό των 

TBAR φασµατοφωτοµετρικά. 

Σε µια από τις πρώτες µελέτες του συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα70, 

αναφέρεται η ανίχνευση πρωτεϊνών στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα 

ατόµων µε διάφορες παθήσεις του αναπνευστικού, που προέρχονταν 

σύµφωνα µε τους συγγραφείς εν µέρει από το κατώτερο αναπνευστικό. Στην 

ίδια µελέτη αναφέρεται επίσης η ανίχνευση µορίων όπως η ιντερλευκίνη-1β 

(IL-1β), και ο νεκρωτικός παράγοντας των όγκων-α (tumor necrosis factor-α ή 

TNF-α), µε ανοσοενζυµικές και ραδιοανοσολογικές µεθόδους αντίστοιχα. Στη 

µελέτη αυτή δεν ήταν δυνατός ο προσδιορισµός ιντερλευκίνης-6 (IL-6). Οι 

Cunningham και συν.100 ανίχνευσαν ιντερλευκίνη-8 (IL-8) στο συµπύκνωµα 

του εκπνεόµενου αέρα παιδιών µε κυστική ίνωση µε την εφαρµογή µιας 

ανοσο-προσροφητικής µεθόδου.  

Σε µη δηµοσιευµένες µελέτες έχει αναφερθεί η µέτρηση και άλλων µορίων στο 

συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα. Σε µερικές από τις πλέον 

ενδιαφέρουσες, προσδιορίστηκαν λευκοτριένια (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4), η 

προσταγλανδίνη E2 (PGE2) σε υγιή άτοµα και ασθενείς µε άσθµα και ΧΑΠ, η 

ουρία σε υγιή άτοµα και σε ασθενείς µε άσθµα, ΧΑΠ και κυστική ίνωση, 

πρωτεΐνες, IL-1β και TNF-α σε καπνιστές και µη καπνιστές νεαρούς ενήλικες, 

ανιχνεύτηκε DNA και δυνατότητα προσδιορισµού µεταλλάξεων του 

ογκογονιδίου K-ras σε ασθενείς µε µη µικροκυτταρικό καρκίνο πνεύµονα. 

Πολλά από αυτά τα ευρήµατα θα αποτελέσουν µελλοντικές ερευνητικές 
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προοπτικές και παραµένει ανοικτό το ερώτηµα τι ακριβώς µπορεί να 

ανιχνευθεί ακόµη στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα. 

ΚΛΙΝΙΚΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΩΝ ΜΕΤΡΗΣΕΩΝ ΣΤΟ ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΑ ΤΟΥ 
ΕΚΠΝΕΟΜΕΝΟΥ ΑΕΡΑ ΣΕ ΠΑΘΗΣΕΙΣ ΤΟΥ ΑΝΑΠΝΕΥΣΤΙΚΟΥ 
Οι ερευνητικές κατευθύνσεις στις οποίες έχει στραφεί το ενδιαφέρον των 

ερευνητικών οµάδων που ασχολούνται µε το συµπύκνωµα του εκπνεόµενου 

αέρα περιλαµβάνουν παθήσεις στις οποίες η φλεγµονή των αεραγωγών 

παίζει κεντρικό ρόλο στον παθοφυσιολογικό µηχανισµό τους.  

Α. Βρογχικό άσθµα 
Οι τιµές του H2O2 στους ασθµατικούς ασθενείς είναι µεγαλύτερες από εκείνες 

των φυσιολογικών µαρτύρων σε όλες τις µελέτες, τόσο στους ενηλίκους΄23, 

όσο και στα παιδιά24. Σε µελέτη των Horvath και συν.23 διατυπώθηκε η άποψη 

ότι τα επίπεδα του H2O2 µπορούν να συσχετιστούν µε τη βρογχική 

υπεραντιδραστικότητα των ασθµατικών ασθενών και µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν συµπληρωµατικά µε το εκπνεόµενο NO για την 

παρακολούθηση της φλεγµονής των αεραγωγών. Σηµαντικό εύρηµα αυτής 

της µελέτης ήταν επίσης ότι το H2O2 αποτελεί περισσότερο ευαίσθητο δείκτη 

από το εκπνεόµενο NO για τον καθορισµό του οξειδωτικού stress, καθώς 

ασθενείς µε σοβαρό ασταθές άσθµα εµφάνισαν αυξηµένα επίπεδα H2O2, 

παρά τη λήψη στεροειδών (εισπνεόµενων ή από το στόµα) σε υψηλές δόσεις, 

ενώ το NO ήταν φυσιολογικό. Τα επίπεδα του H2O2 δεν εµφάνιζαν συσχέτιση 

µε τα σπιροµετρικά δεδοµένα των ασθµατικών ασθενών αν και σε πρόσφατη 

µελέτη τονίζεται ότι η συσχέτιση του H2O2 µε δείκτες λειτουργικής βαρύτητας 

εξαρτάται από την βαρύτητα της νόσου και την λήψη εισπνεοµένων 

στεροειδών74. Στην ίδια µελέτη βρέθηκε ότι η παραγωγή του H2O2 οφείλεται 

κυρίως στα ηωσινόφιλα, ενώ στις βαρύτερες µορφές φαίνεται να παίζει 

σηµαντικό ρόλο η παρουσία των πολυµορφοπυρήνων. Ο ρόλος των 

κορτικοστεροειδών στην αξιολόγηση των επιπέδων του H2O2 σε ασθµατικούς 

ασθενείς έχει ερευνηθεί µόνο σε µία µελέτη µε σχεδιασµό διπλής-τυφλής και 

χορήγηση εικονικού φαρµάκου. Σε αυτήν βρέθηκε ότι τα εισπνεόµενα 

στεροειδή µειώνουν τα επίπεδα του H2O2 σε σύγκριση µε το εικονικό 

φάρµακο101.  

Τα ισοπροστάνια αποτελούν έναν ακόµη δείκτη της οξειδωτικής φλεγµονής σε 

ασθενείς µε βρογχικό άσθµα, που παρουσιάζει διαρκώς αυξανόµενο 
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ενδιαφέρον. Τα επίπεδα του 8-ισοπροστάνιου βρέθηκαν αυξηµένα στους 

ασθενείς µε βρογχικό άσθµα35. Συγκεκριµένα, οι ασθενείς µε ήπιο και µέτριο 

άσθµα εµφάνιζαν διπλάσιες τιµές σε σχέση µε τους φυσιολογικούς, ενώ οι 

τιµές εκείνων µε σοβαρό άσθµα ήταν τριπλάσιες. Οι τιµές του 8-

ισοπροστάνιου εµφάνιζαν συσχέτιση µε τις τιµές του εκπνεόµενου NO στους 

ασθενείς µε ήπιο άσθµα, κάτι που δεν συνέβαινε σε εκείνους µε µέτριο και 

σοβαρό άσθµα. Επιπρόσθετα, οι ασθενείς µε ήπιο και µέτριο άσθµα 

εµφάνιζαν παραπλήσιες τιµές8-ισοπροστάνιου, γεγονός που αντανακλά σε 

ένα βαθµό τον έλεγχο της οξειδωτικής φλεγµονής µε τα εισπνεόµενα 

στεροειδή στις οµάδες αυτές. Αντίθετα, οι ασθενείς µε σοβαρό άσθµα 

εµφανίζουν σηµαντικά µεγαλύτερες τιµές, κάτι που αντανακλά την αυξηµένη 

οξειδωτική φλεγµονή αυτών των ασθενών και τον πληµµελή έλεγχο της νόσου 

µε τα εισπνεόµενα στεροειδή. 

Οι Hunt και συν.102 ανέφεραν αυξηµένα επίπεδα νιτρωδών στο συµπύκνωµα 

του εκπνεόµενου αέρα ασθµατικών ασθενών. Σε πρόσφατη µελέτη71, 

ωστόσο, µετρήθηκε το συνολικό ποσό νιτρικών/νιτρωδών το οποίο βρέθηκε 

αυξηµένο στους ασθµατικούς ασθενείς σε σχέση µε τους φυσιολογικούς. Από 

τους ασθµατικούς, εκείνοι που λάµβαναν εισπνεόµενα στεροειδή εµφάνιζαν 

χαµηλότερα επίπεδα νιτρικών/νιτρωδών (παραπλήσια µε εκείνα των 

φυσιολογικών ατόµων) από εκείνους που δεν λάµβαναν στεροειδή. Επιπλέον 

οι ασθµατικοί καπνιστές είχαν σηµαντικά χαµηλότερες τιµές σε σχέση µε τους 

µη καπνιστές. ∆ιαπιστώθηκε δε και µια ισχυρά θετική συσχέτιση µεταξύ 

νιτρικών/νιτρωδών και H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα. 

Πρόσφατα, προσδιορίστηκε νιτροτυροσίνη στο συµπύκνωµα του 

εκπνεόµενου αέρα ασθµατικών ασθενών. Τα επίπεδα της νιτροτυροσίνης 

ήταν αυξηµένα στους ασθενείς µε ήπιο άσθµα που δεν λάµβαναν στεροειδή, 

ενώ ήταν χαµηλότερα σε εκείνους που λάµβαναν συστηµατικά στεροειδή, 

γεγονός που αντανακλά πιθανώς τον περιορισµό του οξειδωτικού stress 

στους τελευταίους95. Οι συγγραφείς θεωρούν ότι η νιτροτυροσίνη του 

εκπνεόµενου αέρα αποτελεί έναν περισσότερο ευαίσθητο δείκτη για την 

εκτίµηση του οξειδωτικού stress στο άσθµα. Στην ίδια µελέτη 

προσδιορίστηκαν λευκοτριένια (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4) στο συµπύκνωµα 

του εκπνεόµενου αέρα και βρέθηκαν αυξηµένα στους ασθενείς µε µέτριο και 
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σοβαρό άσθµα σε σχέση µε τα φυσιολογικά άτοµα και τους ασθενείς µε ήπιο 

άσθµα. 

Φαίνεται ότι το pH των αεραγωγών αποτελεί σηµαντική παράµετρο για τον 

καθορισµό της φλεγµονής των αεραγωγών και παίζει πιθανώς σηµαντικό 

ρόλο στην παθοφυσιολογία του άσθµατος. Άλλωστε είναι η πρώτη µέτρηση 

στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα στην οποία ο χρόνος που απαιτείται 

για την ολοκλήρωσή της µέτρησης είναι σηµαντικά µικρότερος από εκείνον 

που απαιτείται για όλες τις υπόλοιπες. Οι πρώτες παρατηρήσεις στο άσθµα 

τονίζουν ότι η παρόξυννση της νόσου επηρεάζει σηµαντικά την ενδογενή 

οξίνιση των αεραγωγών97. 

Β. Χρόνια Αποφρακτική Πνευµονοπάθεια (ΧΑΠ) 
Στους ασθενείς µε ΧΑΠ, οι τιµές του H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου 

αέρα ποικίλουν σηµαντικά. Οι Dekhuizen και συν.48 προσδιόρισαν το H2O2 µε 

τη µέθοδο της TMB και ανέφεραν ότι οι ασθενείς µε ασταθή ΧΑΠ είχαν 

σηµαντικά αυξηµένα επίπεδα H2O2 σε σχέση µε εκείνων µε σταθερή ΧΑΠ. Τα 

ευρήµατα αυτά αποδόθηκαν από τους συγγραφείς στην αυξηµένη παραγωγή 

οξειδωτικών ουσιών στους ασθενείς µε ασταθή ΧΑΠ. Οι Nowak και συν.49 που 

χρησιµοποίησαν τη µέθοδο του HVA δεν διαπίστωσαν διαφορές µεταξύ των 

επιπέδων του H2O2 σε καπνιστές και µη καπνιστές ασθενείς µε σταθερή ΧΑΠ. 

Σε άλλη µελέτη των ίδιων συγγραφέων75, και οι δύο αυτές κατηγορίες 

ασθενών εµφάνιζαν αυξηµένα επίπεδα H2O2 σε σχέση µε τους υγιείς µη 

καπνιστές µάρτυρες. Στην ίδια µελέτη, τα επίπεδα των TBARs στους ασθενείς 

µε ΧΑΠ ήταν κατά πολύ µεγαλύτερα από εκείνα των φυσιολογικών ατόµων 

εύρηµα ενδεικτικό της αυξηµένης υπεροξείδωσης των λιπών στους 

αεραγωγούς ασθενών µε σταθερή ΧΑΠ. 

Το 8-ισοπροστάνιο µετρήθηκε στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα 

ασθενών µε ΧΑΠ50. ∆εν διαπιστώθηκε σηµαντική διαφορά στις τιµές του 8-

ισοπροστάνιου µεταξύ πρώην καπνιστών και καπνιστών, αλλά και οι δύο 

αυτές κατηγορίες είχαν σηµαντικά αυξηµένες τιµές σε σχέση µε τους υγιείς 

καπνιστές και τους υγιείς µη καπνιστές. Το εύρηµα αυτό είναι ενδεικτικό της 

παρουσίας αυξηµένου οξειδωτικού stress στους ασθενείς µε σταθερή ΧΑΠ 

ανεξάρτητα της καπνιστικής συνήθειας.  

Γ. Κυστική Ίνωση 
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Τα επίπεδα του H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε 

κυστική ίνωση ήταν χαµηλότερα από εκείνα των υγιών ατόµων87, γεγονός που 

το καθιστά ακατάλληλο δείκτη για την εκτίµηση της φλεγµονής των 

αεραγωγών. Το εύρηµα αυτό µπορεί να οφείλεται στην αδυναµία ανίχνευσής 

του λόγω των πυωδών εκκρίσεων, στην αντίδραση µε άλλα δραστικά µόρια ή 

στην αυξηµένη αντιοξειδωτική δραστηριότητα που προκαλείται από την 

παγίδευση αντιοξειδωτικών ουσιών στις εκκρίσεις των αεραγωγών. Σε 

αντίθεση µε τα προηγούµενα έρχεται πρόσφατη µελέτη, στην οποία τα 

αυξηµένα επίπεδα H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα παιδιών µε 

παρόξυνση κυστικής ίνωσης λόγω λοίµωξης µειώθηκαν µετά από ενδοφλέβια 

χορήγηση αντιβιοτικών103. 

Κατά ανάλογο τρόπο και το NO δεν αποτελεί αξιόπιστο δείκτη87 της 

φλεγµονής των αεραγωγών στην κυστική ίνωση. Οι Ho και συν.87 αναφέρουν 

χαρακτηριστικά ότι το εκπνεόµενο NO δεν είναι αυξηµένο στην κυστική ίνωση 

και τις βρογχεκτασίες, παρά το φλεγµονώδη χαρακτήρα αυτών των 

παθήσεων. Πιθανές ερµηνείες αυτού του φαινοµένου είναι η κακή διάχυση του 

NO διαµέσου των παχύρρευστων πυωδών εκκρίσεων στους αεραγωγούς, η 

αποµάκρυνση του NO λόγω της αντίδρασής του µε ελεύθερες ρίζες οξυγόνου 

και η µειωµένη δραστηριότητα της iNOS (inducible NO synthase). Μια 

απάντηση στο προηγούµενο πρόβληµα της εκτίµησης της φλεγµονής των 

αεραγωγών στην κυστική ίνωση µπορεί να προέλθει από τον προσδιορισµό 

του 8-isoprostane και των προϊόντων του µεταβολισµού του NO 

(νιτρικά/νιτρώδη) στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα. ∆ιαπιστώθηκε ότι 

τα επίπεδα του 8-ισοπροστάνιο στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα 

ασθενών µε κυστική ίνωση ήταν περίπου 2,8 φορές υψηλότερα από εκείνα 

των φυσιολογικών ατόµων62. Τα επίπεδα του 8-ισοπροστάνιου εµφανίζουν 

σηµαντική συσχέτιση µε εκείνα του εκπνεόµενου CO και είναι ενδεικτικά της 

παρουσίας αυξηµένου οξειδωτικού stress λόγω υπεροξείδωσης λιπών στους 

αεραγωγούς ασθενών µε κυστική ίνωση. Σε συµφωνία µε τα προηγούµενα 

έρχονται και ανάλογα ευρήµατα, που έδειξαν ότι τα επίπεδα των νιτρωδών 

στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε κυστική ίνωση είναι 

αυξηµένα σε σχέση µε τα φυσιολογικά άτοµα89, κάτι που δεν ισχύει όπως 

προαναφέρθηκε για το εκπνεόµενο NO. Ωστόσο, τα επίπεδα των νιτρωδών 

δεν διέφεραν σηµαντικά στη µελέτη αυτή µεταξύ των ατόµων που λάµβαναν ή 
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όχι εισπνεόµενα στεροειδή. Σε ανάλογα συµπεράσµατα κατέληξαν και οι 

Cunningham και συν.100 που µέτρησαν νιτρώδη και ιντερλευκίνη-8 στο 

συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα παιδιών µε κυστική ίνωση. Τα επίπεδα 

νιτρωδών στα παιδιά µε κυστική ίνωση ήταν σηµαντικά υψηλότερα από εκείνα 

των φυσιολογικών παιδιών. Σύµφωνα µε τα προηγούµενα, το 8-ισοπροστάνιο 

και τα νιτρώδη του συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα αποτελούν 

περισσότερο αξιόπιστους δείκτες για την εκτίµηση της φλεγµονής των 

αεραγωγών από το εκπνεόµενο NO στην κυστική ίνωση. 

∆. Βρογχεκτασίες 
Η µελέτη του H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε 

βρογχεκτασίες έδειξε ότι είναι αυξηµένο σε σχέση µε τα φυσιολογικά άτοµα57, 

χωρίς σηµαντικές διαφορές µεταξύ εκείνων που λάµβαναν ή όχι εισπνεόµενα 

στεροειδή. Ανάλογα ευρήµατα υπάρχουν και σε νεότερη µελέτη όπου όµως 

τονίζεται η ισχυρή συσχέτιση των επιπέδων του H2O2 µε την 

πολυµορφοπυρηνική φλεγµονή της νόσου και την έκταση αυτής καθώς και 

αυξηµένη παρουσία οξειδωτικού stress σε ασθενείς µε χρόνιο βακτηριδιακό 

αποικισµό58. 

Ε. Σύνδροµο Αναπνευστικής δυσχέρειας ενηλίκων (ARDS) 
Η οξειδωτική φλεγµονή παίζει σηµαντικό ρόλο στην παθογένεια του 

συνδρόµου οξείας αναπνευστικής δυσχέρειας (ARDS). Πολλές από τις 

αρχικές µελέτες πάνω στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα έγιναν σε 

Μονάδες Εντατικής Θεραπείας και σε ασθενείς που υποβάλλονταν σε 

µηχανική υποστήριξη της αναπνοής τους. Βρέθηκε ότι τα επίπεδα του H2O2 

ήταν αυξηµένα στους ασθενείς µε ARDS σε σχέση µε εκείνα των µαρτύρων68. 

Σε ανάλογη µελέτη διαπιστώθηκαν αυξηµένα επίπεδα του H2O2 στους 

ασθενείς µε ARDS σε σχέση µε εκείνα των ασθενών υπό µηχανική 

υποστήριξη της αναπνοής χωρίς πνευµονικές διηθήσεις73. Στις µελέτες αυτές 

φαίνεται ότι υπάρχει ενεργός ρόλος του H2O2 στην πρόκληση πνευµονικής 

βλάβης, αν και δεν έχει διευκρινιστεί κατά πόσο η παραγωγή του H2O2 είναι το 

πρωτοπαθές συµβάν στην οξειδωτική διαδικασία ή αποτελεί συνοδό εύρηµα. 

Εκτός από τον προσδιορισµό του H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου 

αέρα ασθενών µε ARDS, προσδιορίστηκαν τα επίπεδα του 8-isoprostane µε 

τη µέθοδο GC-MS86. Οι συγγραφείς ανακοίνωσαν οκταπλάσια περίπου 

επίπεδα στους ασθενείς αυτούς σε σχέση µε τα φυσιολογικά άτοµα γεγονός 
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ενδεικτικό της παρουσίας σηµαντικής οξειδωτικής φλεγµονής στο ARDS. Είναι 

πιθανό όµως ότι το συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα που συλλέγεται στις 

µελέτες αυτές, λόγω της φύσεως των ασθενών, να περιέχει πρόσµιξη σιέλου, 

γεγονός που αποτελεί σηµαντικό µειονέκτηµα για την αξιολόγηση των 

αποτελεσµάτων. 

Μελετώντας κανείς τα αποτελέσµατα των µετρήσεων των διάφορων δεικτών 

φλεγµονής στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα µπορεί εύκολα να 

καταλήξει ότι αποτελεί µια αξιόπιστη µέθοδο για την αξιολόγηση της 

οξειδωτικού stress των φλεγµονωδών παθήσεων των αεραγωγών. Η µέτρηση 

του H2O2 φαίνεται να αποτελεί τον πιο αξιόπιστο δείκτη για την παραπάνω 

αξιολόγηση. Παράλληλα όµως, η µελέτη νεότερων δεικτών, όπως είναι το 8-

ισοπροστάνιο και τα προϊόντα µεταβολισµού του NO, άνοιξε νέους ορίζοντες 

στη µελέτη της οξειδωτικής φλεγµονής των αεραγωγών. Εκείνο, ωστόσο, που 

δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως σε καµία από τις προηγούµενες µελέτες είναι η 

σχέση του οξειδωτικού stress µε παραµέτρους που εκφράζουν φλεγµονή των 

αεραγωγών, κλινική ή λειτουργική βαρύτητα, µε σκοπό να διευκρινησθεί 

απόλυτα πλέον σε ποιες παθήσεις και υπό ποιους όρους θα πρέπει να 

χρησιµοποιείται για αξιολόγηση. Αυτή την πρόκληση προσπαθεί να λύσει η 

παρούσα διατριβή µετρώντας το οξειδωτικό stress, όπως αυτό εκφράζεται µε 

τα επίπεδα του H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε 

βρογχικό άσθµα, ΧΑΠ και βρογχεκτασίες. Τα επίπεδα αυτά θα προσπαθήσει 

να τα συσχετίσει µε παραµέτρους που εκφράζουν φλεγµονή, κλινική και 

λειτουργική βαρύτητα σε κάθε νοσολογική οντότητα ξεχωριστά. Στην 

περίπτωση τεκµηρίωσης της αρχικής υπόθεσης είναι πιθανό ότι το 

συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα θα παίξει κεντρικό ρόλο στην 

παρακολούθηση και αξιολόγηση των ασθενειών αυτών. 
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ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
1. ΓΕΝΙΚΑ 
Α) ΒΡΟΓΧΕΚΤΑΣΙΕΣ. 
ΥΛΙΚΟ. 
Τριάντα ασθενείς (24 άνδρες, διάµεση (SD) ηλικία 39 (16) έτη, εύρος 19-58, 

µέση (SD) FEV1 % αναµενόµενης 69.5 (20), εύρος 27-101, Πίνακας 1) µε 

διαγνωσµένες βρογχεκτασίες επιλέχθηκαν από τα εξωτερικά ιατρεία του 

401ΓΣΝΑ. Η διάγνωση των ασθενών βασίσθηκε σε κλινικά και ακτινολογικά 

κριτήρια ενώ τεκµηριώθηκε µε την Υψηλής ∆ιακριτικότητας Υπολογιστική 

Τοµογραφία Θώρακος (HRCT). ∆έκα ασθενείς παρουσίαζαν χρόνιο 

αποικισµό µε Ψευδοµονάδα Aeruginosa. Χρόνιος αποικισµός ορίσθηκε η 

αποµόνωση της ψευδοµονάδας σε τρία τουλάχιστο ανεξάρτητα δείγµατα 

πτυέλων σε διάστηµα τριών µηνών104. Οι ασθενείς συµµετείχαν στην µελέτη 

µόνο αν ήταν σε σταθερή κλινική κατάσταση και δεν παρουσίαζαν λοίµωξη 

του ανώτερου η κατώτερου αναπνευστικού για τουλάχιστο 4 εβδοµάδες πριν 

την µελέτη. Οι βρογχεκτασίες θεωρήθηκαν µεταφυµατιώδεις σε ένα ασθενή, 

λόγω πρωτοπαθούς δυσκινησίας των κροσσών σε τρείς ασθενείς, σύνδροµο 

Young σε ένα, ανεπάρκεια υποκλάσµατος ΙGg σε δύο ασθενείς, ανεπάρκεια 

ΙGΑ σε ένα ασθενή, ενώ στους εναποµείναντες είκοσι-δύο λόγω µη 

ανευρέσεως προφανούς αιτίας χαρακτηρίσθηκαν ως ιδοπαθείς. Όλοι οι 

ασθενείς είχαν αρνητικό ιστορικό ατοπίας και αρνητικές δερµατικές δοκιµασίες 

σε έξι κοινά αλλεργιογόνα. Όλοι οι ασθενείς σε ανάλογη χρονική περίοδο 

είχαν ελεγχθεί για ύπαρξη ινοκυστικής νόσου µε αρνητικά αποτελέσµατα 

(αρνητική δοκιµασία ιδρώτα, απουσία του υπεύθυνου χρωµατοσώµατος). 

Ασθενείς µε βρογχοπνευµονική ασπεργίλλωση, βρογχικό άσθµα, ΧΑΠ, 

έλλειψη α1 αντιθρυψίνης και ατοπία αποκλείσθηκαν από την µελέτη. Κανείς 

ασθενής δεν είχε αναστρεψιµότητα στην σπιροµέτρηση (αύξηση της FEV1 

τριάντα λεπτά µετά από εισπνοή 200µg σαλβουταµόλης <12%).  

Κανένας από τους ασθενείς δεν ήταν καπνιστής ενώ δύο από αυτούς είχαν 

σταµατήσει το κάπνισµα από 3ετίας (ιστορικό καπνίσµατος < 4 pack-years). 

21 ασθενείς ελάµβαναν β2 διεγέρτες βραχείας η µακράς δράσης, 2 ελάµβαναν 

βρωµιούχο ιπρατρόπιο ενώ 14 ελάµβαναν εισπνεόµενα στεροειδή 

(προπιονική φλουτικαζόνη 500-1000µg η βουδεσονίδη 400-800 µg 

ηµερησίως). Κανείς ασθενής δεν ελάµβανε βλεννολυτικά και κανένας δεν 
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ευρίσκετο σε χρόνια οξυγονοθεραπεία. Έντεκα ασθενείς ελάµβαναν 

αντιβιοτικά από το στόµα σε χρόνια βάση (8 από την οµάδα που είχε χρόνιο 

αποικισµό µε ψευδοµονάδα). Η θεραπεία των ασθενών ήταν αµετάβλητη για 

τουλάχιστο 3 µήνες πριν την εισαγωγή τους στη µελέτη και καµµία 

προσπάθεια δεν έγινε για την αλλαγή της.  

Ως οµάδα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν 15 φυσιολογικά άτοµα (12 άνδρες, 

διάµεση (SD) ηλικία 34 (8) έτη, εύρος 20-46, Πίνακας 1). Όλοι ήταν µη 

καπνιστές και δεν παρουσίαζαν λοίµωξη ανώτερου η κατώτερου 

αναπνευστικού για τουλάχιστο έξι εβδοµάδες πριν από την συµµετοχή τους 

στην µελέτη. ∆εν είχαν ιστορικό χρόνιας νόσου και δεν ελάµβαναν χρόνια 

φαρµακευτική αγωγή. Όλοι είχαν αρνητικό ιστορικό ατοπίας και αρνητικές 

δερµατικές δοκιµασίες σε έξι κοινά αλλεργιογόνα. Όλοι είχαν φυσιολογική 

σπιροµέτρηση (µέση (SD) FEV1 % αναµενόµενης 95 (8), εύρος 86-110) και 

δεν παρουσίαζαν βρογχική υπεραντιδραστικότητα όπως αυτή µετρήθηκε µε 

δοκιµασία πρόκλησης µε ισταµίνη (PD20 >0.800mg, µέση τιµή 1.30 µε εύρος 

0.98-1.7).  

ΜΕΘΟ∆ΟΙ. 
Σε όλους τους ασθενείς έγινε συλλογή συµπυκνώµατος εκπνεόµενου αέρα µε 

µέτρηση των επιπέδων του υπεροξειδίου του υδρογόνου, συλλογή πτυέλων 

µε την µέθοδο της προκλητής απόχρεµψης, Υπολογιστική τοµογραφία 

θώρακος µε τοµές υψηλής διακριτικότητας καθώς και έλεγχος αναπνευστικής 

λειτουργίας µε την απλή σπιροµέτρηση. Η συλλογή των δύο δειγµάτων καθώς 

και η απλή σπιροµέτρηση έγινε την ίδια µέρα. 

Μετρήθηκαν τα επίπεδα του H2O2 και έγιναν οι ανάλογες συγκρίσεις µε την 

ανάλογη οµάδα ελέγχου. Καταγράφηκε η επίδραση των εισπνεοµένων 

στεροειδών (ΕΣ), η χρόνια λήψης αντιβιοτικών, καθώς και ο αποικισµός µε 

Ψευδοµονάδα aeruginosa (ΨΑ) στα επίπεδα του H2O2. Τα επίπεδα του H2O2 

συσχετίσθηκαν µε παραµέτρους που εξέφραζαν κλινική, λειτουργική 

βαρύτητα, έκταση της νόσου, καθώς και µε παραµέτρους που εξέφραζαν την 

φλεγµονή όπως αυτή εκφράστηκε µε τον κυτταρικό πληθυσµό από την 

προκλητή απόχρεµψη. Το άτοµο που έκανε τις µετρήσεις του υπεροξειδίου 

του υδρογόνου δεν γνώριζε το κλινικό και λειτουργικό status των ατόµων της 

µελέτης.  
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Συλλογή συµπυκνώµατος εκπνεόµενου αέρα και µέτρηση υπεροξειδίου 
του υδρογόνου. 
Η συλλογή του συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα έγινε σε πρωινές 

ώρες χρησιµοποιώντας µία εναλλακτική µέθοδο ψύξεως των σωλήνων 

συλλογής. Το µηχάνηµα που χρησιµοποιείται για την πρόκληση µε ψυχρό 

αέρα λειτούργησε στην συγκεκριµένη µέθοδο ως µέσο παραγωγής ψυχρού 

αέρα σε θερµοκρασίες –15°C έως –18°C µε ροή αέρα 80 λίτρα/λεπτό. Το ένα 

άκρο ενός διπλού γυάλινου σωλήνα µήκους 30 cm συνδέθηκε µε το σηµείο 

εξόδου του ψυχρού αέρα, ενώ στο άλλο άκρο γινόταν η εκπνοή των ατόµων 

της µελέτης. Ο σωλήνας στο επάνω µέρος είχε µία βαλβίδα 2 κατευθύνσεων 

(Ηeins Rudolf) µε σκοπό να διακρίνεται η εισπνοή από την εκπνοή. Όλοι οι 

συµµετέχοντες στην µελέτη πριν ξεκινήσουν την διαδικασία συλλογής του 

συµπυκνώµατος εκπνεόµενου αέρα έκαναν στοµατοφαρυγγικές πλύσεις µε 

νερό, ενώ η διαδικασία συλλογής έγινε σε καθιστική θέση µε σταθερή και 

ήρεµη αναπνοή και για χρονικό διάστηµα 10 λεπτών. Το συµπύκνωµα του 

εκπνεόµενου αέρα συλλέχθηκε στο άκρο που ήταν συνδεδεµένο µε το 

µηχάνηµα του ψυχρού αέρα και άµεσα διατηρήθηκε στους –70 0C για την 

µετέπειτα επεξεργασία. Με την παραπάνω µέθοδο συλλέγεται τουλάχιστο 

1ml συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα σε πλαστικό σωληνάριο 

χωρητικότητας 3ml. Η µέτρηση όλων των δειγµάτων του H2O2 έγινε την ίδια 

ηµέρα και σε διάστηµα όχι µεγαλύτερο των 20 ηµερών από την στιγµή της 

συλλογής. Οι µετρήσεις έγιναν σε 4 χρονικές περιόδους (µικρότερος χρόνος 

µέτρησης 2 ηµέρες – µεγαλύτερος χρόνος µέτρησης 20 ηµέρες από την 

συλλογή). Όλα τα δείγµατα ελέχθησαν για την παρουσία σιέλου µε την 

µέθοδο ανίχνευσης της αµυλάσης. Η ανίχνευση αµυλάσης έγινε µε 

φασµατοφωτοµετρική µέθοδο (model 981362 KONE Instr. Espoo, Finland. 

Με αυτή τη µέθοδο, η α-αµυλάση του δείγµατος και το ένζυµο α-γλυκοσιδάση 

υδρολύουν το υπόστρωµα π-νιτροφενυλο-α-δ µαλτοχεπταοσίδη σε γλυκόζη 

και π-νιτροφενόλη. Ακολουθεί η απελευθέρωση της π-νιτροφενόλης στα 405 

ηm (370C) για 2 λεπτά. Σε δύο δείγµατα έγινε έγχυση σιέλου µε σκοπό να 

ελεγχθεί η ευαισθησία της µεθόδου. Χρησιµοποιώντας την µέθοδο που 

περιγράφηκε δεν ανεβρέθηκε αµυλάση σε κανένα από τα δείγµατα της 

µελέτης. Στα δείγµατα που έγινε έγχυση σιέλου ανιχνεύθηκε αµυλάση >5000 
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IU. Η επαναληψιµότητα των µετρήσεων του H2O2 ελέγχθηκε σε 2 

διαφορετικές ηµέρες σε 5 φυσιολογικούς και σε δέκα ασθενείς που 

επιλέχθηκαν τυχαία. Για τον έλεγχο σταθερότητας του δείγµατος 

χρησιµοποιήθηκαν 10 άτοµα (5 ασθενείς). Στα παραπάνω άτοµα ελήφθησαν 

4 ml δείγµατος. Αυτή η ποσότητα χωρίσθηκε σε 4 ίσα µέρη και η µέτρηση του 

H2O2 έγινε σε χρονικό διάστηµα 2 ηµερών, 1 εβδοµάδας, 2 εβδοµάδων και 3 

εβδοµάδων, που αποτελεί και το µέγιστο χρόνο µέτρησης που 

χρησιµοποιήθηκε για όλα τα δείγµατα. Η επαναληψιµότητα των µετρήσεων 

του H2O2 καθώς και η σταθερότητα των δειγµάτων εκτιµήθηκε όπως 

περιγράφηκε προηγούµενα στην βιβλιογραφία78. 

Για την µέτρηση του H2O2 χρησιµοποιήθηκε η παρακάτω περιγραφείσα 

ενζυµική µέθοδος48,80. Περιληπτικά 250 µl διαλύµατος 420 µM 3’,3,5,5’ 

τετραµεθυλβενζιδίνης (διαλυµένης σε 0,42 M κιτρικού ρυθµιστικού διαλύµατος, 

pH 3.8) και 10 µl διαλύµατος 52,5 U/ml υπεροξειδάσης horseradish (HRP, 

Sigma Chemicals, St Louis, USA) αναµίχθηκαν µε 250µl δείγµατος 

εκπνεόµενου αέρα για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Το µείγµα αυτό 

οξειδώθηκε σε pH 1 µε 10 µl διαλύµατος θειικού οξέος 18 N. Το προϊόν της 

αντίδρασης προσδιορίσθηκε ποσοτικά µε απορρόφηση σε 450 nm, 

χρησιµοποιώντας φασµατοφωτόµετρο διπλής ακτίνας (Uvicon 940, Kontron 

Instr.). Μετρήθηκε τελικά µε αυτόµατο αναλυτή (model EL 312 Biotec). Tο 

κατώτερο όριο µέτρησης ήταν 0.1 µM H2O2. 

Προκλητή απόχρεµψη. 
Η προκλητή απόχρεµψη έγινε σύµφωνα µε την µέθοδο που έχει περιγραφεί 

στην βιβλιογραφία105, λαµβάνοντας όλα τα προληπτικά µέτρα για την 

ασφάλεια της µεθόδου106. Σε όλους τους ασθενείς έγινε βρογχοδιαστολή µε 

εισπνοή β2 διεγέρτη µέσω αεροθαλάµου (200-400 µg σαλβουταµόλης). 

∆εκαπέντε λεπτά αργότερα έγινε µέτρηση της FEV1. Η τιµή αυτή της FEV1 

χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης αξιολόγησης για τις µετέπειτα µετρήσεις κατά την 

διάρκεια της προκλητής απόχρεµψης. Αν η παραπάνω τιµή ήταν < 60% 

αναµενόµενης η <1L τότε οι εισπνοές ξεκινούσαν µε διάλυµα φυσιολογικού 

ορού ενώ συγχρόνως µειωνόταν ο χρόνος εισπνοής του µείγµατος. Αν κατά 

την διάρκεια της διαδικασίας η FEV1 µειωνόταν µεταξύ 10-19% ανάλογη δόση 

βρογχοδιασταλτικού χορηγούνταν και η διαδικασία συνεχιζόταν όταν αυτή 
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επανερχόταν στα αρχικά επίπεδα. Αν παρουσίαζε πτώση > 20% η διαδικασία 

σταµατούσε και χορηγούνταν βρογχοδιαστολή σε ανάλογη δόση. Στην 

πλειονότητα των ασθενών χρησιµοποιήθηκε εισπνοή υπέρτονου 

φυσιολογικού ορού 3.5% µε νεφελοποιητή DeVilbiss ultrasonic (2696 

Somerset PA, USA). Σε ασθενείς και φυσιολογικούς ζητήθηκε να καθαρίσουν 

τις ρινικές τους εκκρίσεις και να κάνουν καλές στοµατοφαρυγγικές πλύσεις µε 

σκοπό να µειωθεί η πιθανότητα ανάµειξης του δείγµατος πτυέλου µε 

οπισθορινικές εκκρίσεις και σίελο. Κατά την διάρκεια της διαδικασίας όλα τα 

άτοµα της µελέτης έφεραν ρινοπίεστρο. Σε όλους ζητήθηκε να βήχουν βαθιά 

µε χρονικά διαλείµµατα 2-3 λεπτών, ανάλογα φυσικά και µε την λειτουργική 

βαρύτητα της νόσου. Το πρώτο δείγµα πτυέλων δεν χρησιµοποιήθηκε µια και 

πιστεύεται ότι περιέχει υψηλό ποσοστό πλακωδών κυττάρων107. Ελήφθησαν 

τουλάχιστο 2 ml προκλητής απόχρεµψης σε πλαστικό σωληνάριο. Το δείγµα 

θεωρήθηκε αξιόπιστο εφ΄ όσον τα πλακώδη κύτταρα ήταν < 30% από το 

σύνολο των φλεγµονωδών κυττάρων. Η διεργασία του δείγµατος έγινε σε 

χρονικό διάστηµα 2 ωρών από την συλλογή του. Εν συντοµία περιγράφουµε 

την διαδικασία προετοιµασίας και ανάγνωσης του δείγµατος. Αλατούχο 

διάλυµα Hanks’ (HBSS 2ml) που περιείχε 1% διθιοτριόλη (DTT: Sigma 

Chemicals, St Louis, USA) αναµείχθηκε µε το δείγµα πτυέλων. Κατόπιν 

ανακινήθηκε αρκετές φορές µέχρι την πλήρη οµογενοποίησή του. 

Ακολούθησε καταγραφή του όγκου του πτυέλου και νέα ανάµειξη µε το HBSS 

µε σκοπό το συνολικό δείγµα να γίνει 10 ml. Ακολούθησε νέα ανακίνηση και 

φυγοκέντρηση για 10 λεπτά σε 400 x g. Χρησιµοποιώντας ανάλογο µετρητή 

και µετά από χρώση µε kimura έγινε η προετοιµασία του δείγµατος για 

µέτρηση του συνολικού αριθµού των φλεγµονωδών κυττάρων. Τα τελικά 

δείγµατα µετρήθηκαν µετά από χρώση µε May-Grunwald-Giemsa. 

Χρησιµοποιήθηκαν 2 πλακίδια ενώ µετρήθηκαν τουλάχιστο 400 φλεγµονώδη 

κύτταρα. Τα φλεγµονώδη κύτταρα των πτυέλων εκφράστηκαν ως απόλυτη 

τιµή (κύτταρα/gr πτυέλων) και ως ποσοστό επί % των ολικών µη επιθηλιακών 

κυττάρων. Ο ολικός αριθµός κυττάρων εκφράστηκε σε τιµή × 106ml-1. Όταν 

έγινε η µέτρηση της % ανάλυσης του κυτταρικού πληθυσµού δεν ήταν 

γνωστές οι τιµές του H2O2.  

Λειτουργικές δοκιµασίες. 
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Η µέτρηση της FEV1, VC, έγινε µε σπιρόµετρο Vica-test, Mignhard, NL. Η 

καλύτερη προσπάθεια από τρεις εκφραζόµενη σε FEV1, VC % της 

αναµενόµενης χρησιµοποιήθηκε στην µελέτη. Σε όλα τα άτοµα της οµάδας 

ελέγχου έγινε δοκιµασία βρογχικής πρόκλησης µε ισταµίνη µε σκοπό τον 

αποκλεισµό ατόµων µε βρογχική υπεραντιδραστικότητα. Η βρογχική 

υπεραντιδραστικότητα µετρήθηκε µε δοκιµασία πρόκλησης µε ισταµίνη 

χρησιµοποιώντας το σύστηµα APS Jaeger, Würzburg, Germany µε 

νεφελοποιητή Sandoz (Jaeger). Η PD20 µετρήθηκε ως η δόση ισταµίνης που 

προκαλεί πτώση της FEV1 κατά 20%. Ως απουσία βρογχικής 

υπεραντιδραστικότητας θεωρήθηκε PD20 >0.800mg. Η PD20 υπολογίστηκε µε 

τον υπολογισµό της ηµιλογαριθµικής καµπύλης που περιγράφει τη σχέση 

δόσης–απάντησης108.  

Παράµετροι Αξιολόγησης. 
Φαρµακευτική θεραπεία. 
Σε όλους τους ασθενείς µε βρογχεκτασίες έγινε µια περαιτέρω ανάλυση µε 

σκοπό να καταγραφεί η επίδραση των εισπνεοµένων στεροειδών στα επίπεδα 

του H2O2 καθώς και στις διάφορες παραµέτρους αξιολόγησης. Στους ασθενείς 

µε βρογχεκτασίες αναλύθηκε επίσης η επίδραση της χρόνιας λήψης 

αντιβιοτικών στα επίπεδα του H2O2. 

Υψηλής διακριτικότητας υπολογιστική τοµογραφία. 
Αυτή αξιολογήθηκε ως παράµετρος που εκφράζει την έκταση της νόσου σε 

ασθενείς µε βρογχεκτασίες. Oι 30 ασθενείς υπεβλήθησαν σε HRCT (GE 9800 

Highlight advanced) µε χρονικό όριο τις 10 ηµέρες από την συµµετοχή στην 

µελέτη. Η HRCT αξιολογήθηκε και βαθµολογήθηκε από τον ίδιο ακτινολόγο ο 

οποίος δεν γνώριζε στοιχεία από τις παραµέτρους που εξετάσθηκαν στην 

παρούσα µελέτη. Κάθε λοβός και στους δύο πνεύµονες αξιολογήθηκε για 

βρογχεκτασικές αλλοιώσεις µε σύστηµα βαθµολόγησης από 0-3 (η γλωσσίδα 

βαθµολογήθηκε ως ξεχωριστός λοβός). Μέγιστη βαθµολογία ήταν 18 βαθµοί 

(0= καµµία αλλοίωση 1=συµµετοχή ενός υποτµηµατικού 2=συµµετοχή 

περισσότερο από ένα υποτµηµατικό 3=παρουσία κυστικών βρογχεκτασιών, 

Πίνακας 2). Η παραπάνω αξιολόγηση είναι απόλυτα τεκµηριωµένη στην 

βιβλιογραφία και συνοδεύεται από χαµηλη παρέκλιση109. Στο διάστηµα των 10 

ηµερών κανείς ασθενής δεν παρουσίασε µεταβολές της κλινικής κατάστασης 

του καθώς και της σπιροµέτρησης. 
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Κλινική βαρύτητα  
Αξιολογήθηκε στους ασθενείς µε βρογχεκτασίες χρησιµοποιώντας µια 

βαθµολογία συµπτωµάτων βιβλιογραφικά κατοχυρωµένη µε ελαφρές 

τροποποιήσεις (Πίνακας 3)110. Ζητήθηκε από τους ασθενείς να καταγράφουν 

καθηµερινά και για χρονικό διάστηµα δύο εβδοµάδων τα ακόλουθα 

συµπτώµατα: συριγµό, βήχα, παραγωγή πτυέλων. Τα δύο πρώτα 

βαθµολογήθηκαν µε κλίµακα 0-3 (0=απουσία, 1=ήπια, 2=µέτρια, 3=βαριά). Η 

παραγωγή πτυέλων εκτιµήθηκε µετά από 24ωρη συλλογή πτυέλων και 

διατήρηση αυτών σε πλαστικό κύπελλο χωρητικότητας 50ml. Η βαθµολόγηση 

έγινε ως ακολούθως: 0=απουσία απόχρεµψης, 1=απόχρεµψη λιγότερη από το 

µισό κύπελλο, 1=απόχρεµψη περισσότερη από το µισό κύπελλο αλλά 

λιγότερη από ολόκληρο κύπελλο, 3=απόχρεµψη µεγαλύτερη από ένα 

κύπελλο. Η βαθµολογία των συµπτωµάτων αθροιζόταν κάθε ηµέρα και 

υπολογιζόταν µέσος όρος και για τα τρία συµπτώµατα. Το εύρος της 

βαθµολογίας ήταν 0-9. Επιπρόσθετα καταγράφηκε η διάρκεια της νόσου σε 

έτη καθώς και ο αριθµός παροξύνσεων /έτος  

ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ. 
Οι τιµές που αφορούσαν τα χαρακτηριστικά των ατόµων εκφράσθηκαν ως 

µέση τιµή (SD) µε το εύρος των τιµών σε παρένθεση. Εξαίρεση αποτελούσε η 

ηλικία που εκφράστηκε ως διάµεση τιµή (SD). Όταν οι τιµές αφορούσαν 

συγκρίσεις µεταξύ παραµέτρων της µελέτης εκφράσθηκαν ως µέση τιµή µε 

95% confidence intervals (CI) για τις διαφορές µεταξύ των τιµών. Όλες οι τιµές 

εξετάσθηκαν για φυσιολογική κατανοµή. Η φυσιολογική κατανοµή των τιµών 

εξετάσθηκε µε το Shapiro Wilk's test. Αν δεν κατανέµονταν φυσιολογικά το 

non parametric Mann Whitney test χρησιµοποιήθηκε για τις στατιστικές 

συγκρίσεις. Αντίθετα σε φυσιολογικές κατανοµές χρησιµοποιήθηκε το paired–

t-test. Pearson’s correlation coefficient χρησιµοποιήθηκε για την αξιολόγηση 

στατιστικής σηµαντικής συσχέτισης µεταξύ παραµέτρων µε φυσιολογική 

κατανοµή ενώ για παραµέτρους µε µη φυσιολογική κατανοµή 

χρησιµοποιήθηκε το Spearman's correlation coefficient. Τιµή p <0.05 

χαρακτηρίσθηκε ως στατιστικά σηµαντική. 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ.  
Χρησιµοποιώντας την µέθοδο που περιγράφηκε για τον έλεγχο 

επαναληψιµότητας των µετρήσεων, βρέθηκε ότι οι τιµές του H2O2 σε διάστηµα 
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2 ηµερών παρουσίαζαν µη στατιστικά σηµαντική διαφορά και για τους 

ασθενείς αλλά και για τους φυσιολογικούς [0.07 (SD 0.04) για τους ασθενείς 

και 0.03 (SD 0.02) για τους φυσιολογικούς]. Ο έλεγχος σταθερότητας των 

δειγµάτων δεν έδειξε στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των 4 µετρήσεων 

[0.62 (0.41) SD στις 2 ηµέρες, 0.64 (0.4) µετά από 1 εβδοµάδα, 0.635 (0.4) 

µετά από 2 εβδοµάδες, 0.64 (0.42) µετά από 3 εβδοµάδες, p=0.55]. 

Τα επίπεδα του H2O2 βρέθηκαν να είναι σηµαντικά υψηλότερα στους ασθενείς 

µε βρογχεκτασίες συγκριτικά µε τους φυσιολογικούς (1.1, 95% CI 0.87-1.29 

µM έναντι 0.3 95% CI 0.19-0.36 µM αντίστοιχα, p<0.0001, Εικόνα 1). Τα 

επίπεδα του H2O2 στους ασθενείς που ελάµβαναν εισπνεόµενα στεροειδή δεν 

παρουσίαζαν σηµαντική διαφορά µε αυτούς που δεν ελάµβαναν ανάλογη 

αγωγή (1.15, 95% CI 0.81-1.5 µM έναντι 1.02 95% CI 0.73-1.3 µM αντίστοιχα, 

p=0.55, Εικόνα 1). Στις δύο αυτές οµάδες αξιολογήθηκαν και οι άλλες 

παράµετροι της µελέτης χωρίς να προκύψουν στατιστικά σηµαντικά 

αποτελέσµατα µεταξύ τους (Πίνακας 1). Ασθενείς µε χρόνιο αποικισµό από 

ΨΑ είχαν σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα H2O2 σε σχέση µε αυτούς που δεν 

παρουσίαζαν αποικισµό από ΨΑ (1.6, 95% CI 1.25-1.92 µM έναντι 0.8 95% 

CI 0.64-1.1 µM αντίστοιχα, p<0.05, Εικόνα 1). Οι ασθενείς που ελάµβαναν 

αντιβιοτικά σε χρόνια βάση είχαν στατιστικά σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα 

H2O2 σε σχέση µε αυτούς που δεν ελάµβαναν ανάλογη θεραπεία (1.3, 95% CI 

0.95-1.7 µM έναντι 0.9, 95% CI 0.67-1.16 µM αντίστοιχα, p<0.05). 

Ο ολικός αριθµός κυττάρων στην προκλητή απόχρεµψη ήταν σηµαντικά 

υψηλότερος στους ασθενείς µε βρογχεκτασίες σε σχέση µε τους 

φυσιολογικούς (3.7 95% CI 1.6-3.9 ×106ml-1 έναντι 2.1 95% CI 1.4 –2.3 

×106ml-1, p<0.001). Ο % αριθµός των πολυµορφοπυρήνων όπως αυτά 

αναλύθηκαν στην προκλητή απόχρεµψη ήταν σηµαντικά υψηλότερος στους 

βρογχεκτασικούς ασθενείς συγκρινόµενος µε τους φυσιολογικούς (59%, 

595×103/g, 95% CI 54-63 %, 465-616×103/g, έναντι 27% 278×103/g, 95% CI 

24-36 %, 209-296×103/g, αντίστοιχα p<0.0001, εικόνα 2). Αντίθετα οι 

φυσιολογικοί είχαν υψηλότερο αριθµό % µακροφάγων σε σχέση µε τους 

βρογχεκτασικούς (72%, 95% CI 65-84 %, 721×103/g, 619-804×103/g, έναντι 

40%, 95% CI 32-53 %, 328×103/g, 267-396×103/g, αντίστοιχα p<0.0001, 

εικόνα 2).  
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Οι συσχετίσεις µεταξύ των παραµέτρων συνοψίζονται στον πίνακα 4. 

Παρατηρήθηκε µια σηµαντική θετική συσχέτιση µεταξύ των επιπέδων του 

H2O2 στον εκπνεόµενο αέρα, του % αριθµού των πολυµορφοπύρηνων στην 

προκλητή απόχρεµψη, της έκτασης της νόσου όπως αυτή εκφράσθηκε µε την 

HRCT, της FEV1 % αναµ. και της κλινικής βαρύτητας όπως αυτή εκφράσθηκε 

µε το κλινικό score βαρύτητας νόσου. (rs =0.9, p<0.0001, rs = 0.66, p<0.0001, 

rs = 0.43, p<0.05 αντιστοίχως) (Εικόνα 3Α-3Β-4Α). Παρατηρήθηκε ακόµα µία 

σηµαντική αρνητική συσχέτιση µεταξύ της FEV1 % αναµ., των επιπέδων του 

H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα, του % αριθµού των 

πολυµορφοπύρηνων στην προκλητή απόχρεµψη και της έκτασης της νόσου 

(rs=-0.42, p<0.05-εικόνα 4Β, rs=-0.39, p<0.05 και rs=-0.48, p<0.05, 

αντιστοίχως). Παρατηρήθηκε µία σηµαντική θετική συσχέτιση µεταξύ του % 

αριθµού των πολυµορφοπύρηνων στην προκλητή απόχρεµψη και της 

έκτασης της νόσου (rs= 0.6, p<0.0001). Το score κλινικής βαρύτητας 

παρουσίαζε θετικά σηµαντική συσχέτιση µε τον % αριθµό 

πολυµορφοπύρηνων στην προκλητή απόχρεµψη και την έκταση της νόσου 

(rs= 0.67, p<0.001, rs= 0.4, p<0.05). ∆εν παρατηρήθηκε σηµαντική συσχέτιση 

µεταξύ του % αριθµού των µακροφάγων και των επιπέδων του H2O2 στο 

συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα (rs=-0.14, p= 0.54). Η διάρκεια της νόσου 

και ο αριθµός παροξύνσεων / έτος δεν συσχετιζόντουσαν σηµαντικά µε τις 

παραµέτρους της µελέτης.  
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Β) ΑΣΘΜΑ 
ΥΛΙΚΟ 
Μελετήθηκαν πενήντα ασθενείς µε άσθµα (39 άνδρες, διάµεση (SD) ηλικία 29 

(6) έτη, εύρος 19-43, µέση (SD) FEV1 % αναµενόµενης 82 (16), εύρος 49-110, 

Πίνακας 5). Η διάγνωση του άσθµατος βασίστηκε στα κριτήρια του 

Αµερικανικού Ινστιτούτου Καρδιάς Πνευµόνων111. Τριάντα δύο από αυτούς 

ήταν ατοπικοί µε βάση τις θετικές δερµατικές δοκιµασίες σε τουλάχιστο ένα 

από τα έξι κοινά αλλεργιογόνα καθώς και από την αύξηση των επιπέδων της 

ολικής ΙgE. Οι ασθενείς συµµετείχαν στη µελέτη µόνο αν ήταν κλινικά 

σταθεροί και δεν παρουσίαζαν παρόξυνση της νόσου από οποιαδήποτε 

εκλυτικό αίτιο για τουλάχιστο 4 εβδοµάδες πριν την εισαγωγή τους στη µελέτη. 

Είκοσι ελάµβαναν εισπνεόµενα στεροειδή (προπιονική φλουτικαζόνη 500 έως 

1000 µg ηµερησίως η βουδεσονίδη 400 έως 800 µg ηµερησίως). Κανείς δεν 

ελάµβανε άλλη αντιφλεγµονώδη αγωγή συµπεριλαµβανοµένου των 

ανταγωνιστών λευκοτριενίων και της θεοφυλλίνης. Κανείς ασθενής δεν 

ελάµβανε βλεννολυτικά και κανένας δεν ευρίσκετο σε χρόνια 

οξυγονοθεραπεία. Είκοσι δύο ασθενείς ελάµβαναν µακράς δράσεως β2 

διεγέρτες δύο φορές την ηµέρα (µερικοί από αυτούς χρησιµοποιούσαν 

περιστασιακά βραχείας δράσεως β2 διεγέρτες ως θεραπεία ανακούφισης) ενώ 

οι υπόλοιποι είκοσι οκτώ χρησιµοποιούσαν ως µόνο θεραπευτικό µέσο 

µακράς η βραχείας δράσεως β2 διεγέρτες σαν θεραπεία ανακούφισης. Οι 

ασθενείς µε βρογχικό άσθµα χωρίσθηκαν σε τρεις οµάδες µε βάσει την 

βαρύτητα της νόσου όπως αυτή εκφράζεται µε τα κριτήρια του Αµερικανικού 

Ινστιτούτου Καρδιάς Πνευµόνων111. 10 ασθενείς χαρακτηρίσθηκαν ως ήπιο 

διαλείπoν άσθµα, 20 ασθενείς χαρακτηρίσθηκαν ως ήπιο επιµένoν και 20 

ασθενείς ως µέτριο.  

Ως οµάδα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν 15 φυσιολογικά άτοµα (11 άνδρες, 

διάµεση (SD) ηλικία 33 (7) έτη, εύρος 19-37, Πίνακας 5). Όλοι ήταν µη 

καπνιστές και δεν παρουσίαζαν λοίµωξη ανώτερου η κατώτερου 

αναπνευστικού για τουλάχιστο έξι εβδοµάδες πριν από την συµµετοχή τους 

στην µελέτη. ∆εν είχαν ιστορικό χρόνιας νόσου και δεν ελάµβαναν χρόνια 

φαρµακευτική αγωγή. Όλοι είχαν αρνητικό ιστορικό ατοπίας και αρνητικές 

δερµατικές δοκιµασίες σε έξι κοινά αλλεργιογόνα. Όλοι είχαν φυσιολογική 
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σπιροµέτρηση (µέση (SD) FEV1 % αναµενόµενης 95 (3), εύρος 87-121) και 

δεν παρουσίαζαν βρογχική υπεραντιδραστικότητα όπως αυτή µετρήθηκε µε 

δοκιµασία πρόκλησης µε ισταµίνη (PD20 >0.800mg, µέση τιµή 1.45 µε εύρος 

0.95-1.9).  

ΜΕΘΟ∆ΟΙ. 
Σε όλους τους ασθενείς έγινε συλλογή συµπυκνώµατος εκπνεόµενου αέρα µε 

µέτρηση των επιπέδων του υπεροξειδίου του υδρογόνου, συλλογή πτυέλων 

µε την µέθοδο της προκλητής απόχρεµψης καθώς και έλεγχος αναπνευστικής 

λειτουργίας µε την απλή σπιροµέτρηση 

Μετρήθηκαν τα επίπεδα του H2O2 και έγιναν οι ανάλογες συγκρίσεις µε την 

οµάδα ελέγχου. Στους ασθενείς µε βρογχικό άσθµα έγιναν περαιτέρω 

συγκρίσεις στις υποοµάδες που προέκυψαν µετά από αξιολόγηση της 

κλινικής βαρύτητας µε βάση τις διεθνείς οδηγίες. Καταγράφηκε η επίδραση 

των εισπνεοµένων στεροειδών (ΕΣ) στα επίπεδα του H2O2 για κάθε µια από 

τις οµάδες. Τα επίπεδα του H2O2 συσχετίσθηκαν για κάθε µια οµάδα µε 

παραµέτρους που εξέφραζαν κλινική και λειτουργική βαρύτητα, καθώς και µε 

παραµέτρους που εξέφραζαν την φλεγµονή όπως αυτή εκφράστηκε µε τον 

κυτταρικό πληθυσµό από την προκλητή απόχρεµψη και τα επίπεδα της 

ηωσινοφιλικής κατιονικής πρωτείνης (ECP) στο υπερκείµενο των πτυέλων.  

Η συλλογή των δύο δειγµάτων καθώς και η απλή σπιροµέτρηση έγινε την ίδια 

µέρα. Το άτοµο που έκανε τις µετρήσεις του υπεροξειδίου του υδρογόνου δεν 

γνώριζε το κλινικό και λειτουργικό status των τόµων της µελέτης.  

Συλλογή συµπυκνώµατος εκπνεόµενου αέρα και µέτρηση υπεροξειδίου 
του υδρογόνου. 
Η συλλογή του συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα έγινε µε την µέθοδο 

που περιγράφηκε για τις βρογχεκτασίες. Η επαναληψιµότητα των µετρήσεων 

του H2O2 ελέγχθηκε σε 2 διαφορετικές ηµέρες σε 5 φυσιολογικούς και σε 

δέκα ασθενείς µε άσθµα διαφορετικής βαρύτητας που επιλέχθηκαν τυχαία. 

Για τον έλεγχο σταθερότητας του δείγµατος χρησιµοποιήθηκαν 10 άτοµα (5 

ασθενείς). Χρησιµοποιήθηκαν οι µέθοδοι που περιγράφηκαν για τις 

βρογχεκτασίες78. Για την µέτρηση του H2O2 χρησιµοποιήθηκε η ήδη 

περιγραφείσα ενζυµική µέθοδος48,80.  

Προκλητή απόχρεµψη. 
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Η προκλητή απόχρεµψη έγινε σύµφωνα µε την µέθοδο που περιγράφηκε 

προηγουµένως. Στους ασθενείς µε βρογχικό άσθµα µετρήθηκε η ECP στο 

υπερκείµενο των πτυέλων µε την µέθοδο που έχει αναφερθεί στη 

βιβλιογραφία106. Χρησιµοποιήθηκε ενζυµική ανοσο φλουοµετρική µέθοδος 

(Pharmacia, Uppsala, Sweden). Οι µετρήσεις των πτυέλων έγιναν την ίδια 

µέρα για όλους τους ασθενείς. 

Λειτουργικές δοκιµασίες. 
Η µέτρηση της FEV1, VC, έγινε µε σπιρόµετρο Vica-test, Mignhard, NL. Η 

καλύτερη προσπάθεια από τρεις εκφραζόµενη σε FEV1, VC % της 

αναµενόµενης χρησιµοποιήθηκε στην µελέτη. Στην οµάδα ελέγχου καθώς και 

στους ασθενείς µε ήπιο άσθµα έγινε δοκιµασία βρογχικής πρόκλησης µε 

ισταµίνη µε σκοπό για τις µεν πρώτη τον αποκλεισµό ατόµων µε βρογχική 

υπεραντιδραστικότητα για την µεν δεύτερη για τον καθορισµό του βαθµού της 

βρογχικής υπεραντιδραστικότητας µε σκοπό την αξιολόγηση του ως 

παραµέτρου βαρύτητας του άσθµατος. Η βρογχική υπεραντιδραστικότητα 

µετρήθηκε µε δοκιµασία πρόκλησης µε ισταµίνη χρησιµοποιώντας το 

σύστηµα APS Jaeger, Würzburg, Germany µε νεφελοποιητή Sandoz 

(Jaeger). Η PD20 µετρήθηκε ως η δόση ισταµίνης που προκαλεί πτώση της 

FEV1 κατά 20%. Ως απουσία βρογχικής υπεραντιδραστικότητας θεωρήθηκε 

PD20 >0.800mg. Η PD20 καθορίσθηκε µε τον υπολογισµό της ηµιλογαριθµικής 

καµπύλης που περιγράφει τη σχέση δόσης–απάντησης108. Σε όλους τους 

ασθενείς µε βρογχικό άσθµα µετρήθηκε η µέγιστη εκπνευστική ροή (PEFR) 2 

φορές ηµερησίως (πρωί-βράδυ) και υπολογίστηκε η ηµερήσια διακύµανση 

της PEFR µε τον ακόλουθο τύπο: βραδυνή-ηµερήσια/µέση τιµή 

ηµερήσιας+βραδυνής × 100.  

Παράµετροι Αξιολόγησης. 
Φαρµακευτική θεραπεία. 
Σε όλους τους ασθενείς έγινε µια περαιτέρω ανάλυση µε σκοπό να 

καταγραφεί η επίδραση των εισπνεοµένων στεροειδών στα επίπεδα του H2O2 

καθώς και στις διάφορες παραµέτρους αξιολόγησης. Η επίδραση των 

εισπνεοµένων στεροειδών στο άσθµα έγινε και στις υποοµάδες που 

προέκυψαν µετά την περαιτέρω ανάλυση τους µε βάση την βαρύτητα της 

νόσου.  
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Κλινική βαρύτητα  
Ή κλινική βαρύτητα της νόσου αξιολογήθηκε µε βαθµολογία συµπτωµάτων 

τεκµηριωµένη βιβλιογραφικά (Πίνακας 6)112. Σε όλους τους ασθµατικούς 

ασθενείς ζητήθηκε να καταγράφουν τα καθηµερινά τους συµπτώµατα για 

χρονικό διάστηµα δύο εβδοµάδων. Τα συµπτώµατα περιελάµβαναν το βήχα, 

την παρουσία συρρίτουσας αναπνοής στην διάρκεια της ηµέρας, την 

δύσπνοια και τέλος την ύπαρξη νυχτερινής συµπτωµατολογίας. Τα 

συµπτώµατα βαθµολογήθηκαν µε κλίµακα 0-3 (0=απουσία 1=ήπιο, 2=µέτριο, 

3=βαρύ). Η βαθµολόγηση του κάθε συµπτώµατος προστίθετο συνολικά και 

υπήρχε ένας µέσος ηµερήσιος όρος για την περίοδο της αξιολόγησης. ∆εν 

παρατηρήθηκαν µεταβολές στην αναπνευστική λειτουργία (FEV1, PEFR) 

µεταξύ της 1ης και της 14ης ηµέρας (χρονικό διάστηµα καταγραφής 

συµπτωµάτων).  

ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ. 
Οι τιµές που αφορούσαν τα χαρακτηριστικά των ατόµων εκφράσθηκαν ως 

µέση τιµή (SD) µε το εύρος των τιµών σε παρένθεση. Εξαίρεση αποτελούσε η 

ηλικία που εκφράστηκε ως διάµεση τιµή (SD). Όταν οι τιµές αφορούσαν 

συγκρίσεις µεταξύ παραµέτρων της µελέτης εκφράσθηκαν ως µέση τιµή µε 

95% confidence intervals (CI) για τις διαφορές µεταξύ των τιµών. Η 

φυσιολογική κατανοµή των τιµών εξετάσθηκε µε το Shapiro Wilk's test. Αν δεν 

κατανέµονταν φυσιολογικά το non parametric Mann Whitney test 

χρησιµοποιήθηκε για τις στατιστικές συγκρίσεις. Αντίθετα σε φυσιολογικές 

κατανοµές χρησιµοποιήθηκε το paired–t-test. Οι παράµετροι από τις 

υποοµάδες του άσθµατος συγκρίθηκαν µεταξύ τους µε one-way analysis of 

variance (ANOVA) µε ανάλογο διορθωτικό post hoc test (Bonferoni) για τις 

πολλαπλές συγκρίσεις. Pearson’s correlation coefficient χρησιµοποιήθηκε για 

την αξιολόγηση στατιστικής σηµαντικής συσχέτισης µεταξύ παραµέτρων µε 

φυσιολογική κατανοµή ενώ για παραµέτρους µε µη φυσιολογική κατανοµή 

χρησιµοποιήθηκε το Spearman's correlation coefficient. Στην προσπάθεια 

διερεύνησης παράλληλων συσχετίσεων µεταξύ κυτταρικού πληθυσµού και 

H2O2 χρησιµοποιήθηκε στατιστικό µοντέλο πολλαπλών συσχετίσεων (SPSS 

98 for windows). Τιµή p <0.05 θεωρήθηκε ως στατιστικά σηµαντική. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ. 



 43

Η επαναληψιµότητα της µεθόδου και των µετρήσεων µεταξύ 2 ηµερών 

κατέδειξε µέση διαφορά τιµών 0.09 (0.03) µM για τους ασθενείς και 0.07 

(0.04) µM για την οµάδα ελέγχου. Η σταθερότητα του H2O2 στα δείγµατα που 

καταψύχθηκαν κατέδειξε µη στατιστικά σηµαντική διαφορά ανάµεσα στις 

τέσσερις µετρήσεις [0.54 (0.21) µM µετά από 2 ηµέρες, 0.58 (0.3) µM µετά 

από µία εβδοµάδα, 0.6 (0.3) µετά από 2 εβδοµάδες, 0.57 (0.4) µM µετά από 3 

εβδοµάδες, p=0.43]. 

Η µέση τιµή (95%CI) της συγκέντρωσης του H2O2 στο συµπύκνωµα του 

εκπνεόµενου αέρα ασθµατικών ασθενών ήταν σηµαντικά υψηλότερη από 

αυτή της οµάδας ελέγχου (0.67,0.56-0.77 µM vs 0.2,0.16-0.24 µM, p<0.0001, 

Εικόνα 5). Η στατιστικά αυτή σηµαντική διαφορά οφειλόταν κυρίως στην 

αυξηµένη συγκέντρωση του H2O2 στους ασθενείς µε µέτριο άσθµα, µια και 

είχαν τιµές σηµαντικά υψηλότερες σε σύγκριση µε τους ασθενείς µε ήπιο 

διαλείπον και ήπιο επιµένον αντίστοιχα (0.94, 0.76-1.12µM, 0.27, 0.23-

0.32µM και 0.59, 0.47-0.7µM αντίστοιχα, p<0.0001, Εικόνα 5). Οι ασθενείς µε 

ήπιο διαλείπον, ήπιο επιµένον και µέτριο άσθµα είχαν σηµαντικά υψηλότερες 

τιµές συγκρινόµενοι µε την οµάδα ελέγχου (p=0.04, p<0.001 και p<0.0001 

αντίστοιχα). ∆εν παρατηρήθηκαν σηµαντικές διαφορές µεταξύ ατοπικών και 

µη ατοπικών ασθενών , (0.7 95%CI 0.6-0.8 vs 0.6 95%CI 0.4-0.8, p=0.08). 

Και στις τέσσερις οµάδες ασθµατικών παρατηρήθηκε υψηλότερο ποσοστό 

ηωσινοφίλων το οποίο χαρακτηριζόταν από ανοδική τάση σε συνάρτηση µε 

την βαρύτητα της νόσου (0.3%, 95%CI 0.1-0.6, 7x103/g, 95%CI 2-8 για την 

οµάδα ελέγχου, 7%, 95%CI 2-9, 98x103/g, 95%CI 71-114 για όλους τους 

ασθµατικούς, 2%, 95%CI 0.8-3, 21x103/g, 95%CI 14-27 για το ήπιο διαλείπον, 

5%, 95%CI 2-7, 74x103/g, 95%CI 63-81 για το ήπιο επιµένον, 11.5%, 95%CI 

4-13, 164x103/g, 95%CI 137-198 για το µέτριο άσθµα εικόνα 6, πίνακας 7, 

p<0.001 στατιστικά σηµαντικά υψηλότερο ποσοστό στους ασθενείς µε µέτριο 

άσθµα). Ο % αριθµός µακροφάγων ήταν σηµαντικά χαµηλότερος σε ασθενείς 

µε µέτριο άσθµα συγκρινόµενος µε αυτόν των ασθενών µε ήπιο διαλείπον και 

ήπιο επιµένον (57%, 95%CI 51-60, 518x103/g, 95%CI 435-562, 72%, 95%CI 

67-74, 737x103/g, 95%CI 637-816 και 70%, 95%CI 69-75, 621x103/g, 95%CI 

577-703 αντίστοιχα, εικόνα 6, p<0.0001). Τέλος οριακή σηµαντικότητα 

παρατηρήθηκε στον αριθµό των πολυµορφοπύρηνων σε ασθενείς µε µέτριο 

άσθµα συγκρινόµενοι µε τους αντίστοιχους µε ήπιο διαλείπον και ήπιο 



 44

επιµένον (31%, 95%CI 28-35, 255x103/g, 95%CI 211-273, 25%, 95%CI 20-

26, 224x103/g, 95%CI 195-237 και 24%, 95%CI 21-25, 201x103/g, 95%CI 

189-220 αντίστοιχα, εικόνα 6, p<0.05). Σηµαντικές διαφορές παρατηρήθηκαν 

στην συγκέντρωση της ECP στο υπερκείµενο των πτυέλων µε την µεγαλύτερη 

αύξηση να παρατηρείται σε ασθενείς µε µέτριο άσθµα (πίνακας 5, p<0.001).  

Παρατηρήθηκε µια σηµαντική διαφορά στην µέση τιµή (95%CI) της 

συγκέντρωσης του H2O2 µεταξύ των ασθενών που ελάµβαναν ΕΣ και αυτών 

που δεν ελάµβαναν (0.66,0.52-0.8 µM vs 0.87,0.68-1.05 µM,p<0.05, εικόνα 

7). Ανάλογα αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν µετά το διαχωρισµό των 

ασθενών σε ήπιο επιµένον και µέτριο άσθµα και µε βάση πάντοτε την λήψη ή 

όχι ΕΣ (0.65,0.4-0.87 µM vs 0.52,0.41-0.64 µM, p<0.001 και 1.09,0.83-1.34 

µM vs 0.74,0.46-1.02 µM, p<0.0001 αντίστοιχα, εικόνα 7). Οι ασθενείς υπό ΕΣ 

είχαν σηµαντικά χαµηλότερες τιµές ηωσινοφίλων στην προκλητή απόχρεµψη 

καθώς και ECP στο υπερκείµενο των πτυέλων (πίνακας 5, p<0.001 και 

p<0.0001 αντίστοιχα). 

Σε όλους τους ασθµατικούς ασθενείς παρατηρήθηκε µια θετική σηµαντική 

συσχέτιση µεταξύ H2O2, της συγκέντρωσης της ECP και του αριθµού των 

ηωσινοφίλων στη προκλητή απόχρεµψη (πίνακας 7). Ανάλογα αποτελέσµατα 

παρατηρήθηκαν µεταξύ H2O2, κλινικού score βαρύτητας και διακύµανσης της 

PEFR (πίνακας 7). Μία αρνητικά σηµαντική συσχέτιση παρατηρήθηκε µεταξύ 

H2O2 και της FEV1% αναµ (πίνακας 7). Η συγκέντρωση του H2O2 δεν 

συσχετίζονταν σηµαντικά µε τον αριθµό των µακροφάγων και 

πολυµορφοπύρηνων στη προκλητή απόχρεµψη καθώς και µε το βαθµό της 

βρογχικής υπεραντιδραστικότητας όπως αυτή εκφράσθηκε µε την PD20 στην 

ισταµίνη (πίνακας 7 για το κυτταρικό πληθυσµό και rs=0.02, p=0.77 για την 

PD20). Οι παραπάνω αναφερθείσες σηµαντικές συσχετίσεις δεν 

παρατηρήθηκαν όταν οι ασθενείς χωρίσθηκαν σε υποοµάδες µε βάση την 

βαρύτητα της νόσου και την λήψη ΕΣ. Παρατηρήθηκαν µόνο σε ασθενείς µε 

µέτριο άσθµα και κυρίως σε αυτούς που δεν ελάµβαναν εισπνεόµενα 

στεροειδή. (πίνακας 8). Περαιτέρω ανάλυση συσχετίσεων µεταξύ κυτταρικού 

πληθυσµού και συγκέντρωσης H2O2 κατέδειξε µια σηµαντικά θετική συσχέτιση 

µεταξύ των επιπέδων του H2O2 και του αριθµού των πολυµορφοπύρηνων σε 

ασθενείς µε µέτριο άσθµα (r=0.6, p=0.005, πίνακας 7). Στο µέτριο άσθµα 

παρατηρήθηκε µια παράλληλη θετική συσχέτιση της συγκέντρωσης του H2O2 
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µε τον αριθµό των ηωσινοφίλων και ουδετεροφίλων στην προκλητή 

απόχρεµψη (r=0.61, p=0.003). 
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Γ) ΧΡΟΝΙΑ ΑΠΟΦΡΑΚΤΙΚΗ ΠΝΕΥΜΟΝΟΠΑΘΕΙΑ (ΧΑΠ). 
ΥΛΙΚΟ 
Εξετάσθηκαν 30 ασθενείς (όλοι άνδρες, διάµεση (SD) ηλικία 59 (9) έτη, εύρος 

42-76, µέση (SD) FEV1 % αναµενόµενης 59.5 (14), εύρος 36-80, Πίνακας 9). 

Όλοι ήταν καπνιστές µε µέση τιµή (SD) καπνιστικής συνήθειας 41 (9) pack 

years. Οι παραπάνω ασθενείς χωρίσθηκαν σε τρεις οµάδες µε βάση της 

βαρύτητα της νόσου όπως αυτή εκφράσθηκε µε τα κριτήρια της ΕRS113. 10 

χαρακτηρίσθηκαν ως ήπια ΧΑΠ (διάµεση (SD) ηλικία 59 (10) έτη, εύρος 42-

76, µέση (SD) FEV1 % αναµενόµενης 75 (3), εύρος 71-80), 10 ως µέτρια ΧΑΠ 

(διάµεση (SD) ηλικία 59.5 (9) έτη, εύρος 44-71, µέση (SD) FEV1 % 

αναµενόµενης 60 (7), εύρος 50-69) και 10 ως σοβαρή ΧΑΠ (διάµεση (SD) 

ηλικία 58 (9) έτη, εύρος 47-70, µέση (SD) FEV1 % αναµενόµενης 43 (4), εύρος 

36-50). Οι ασθενείς συµµετείχαν στη µελέτη µόνο αν ήταν κλινικά σταθεροί και 

δεν παρουσίαζαν παρόξυνση της νόσου από οποιαδήποτε εκλυτικό αίτιο για 

τουλάχιστο 4 εβδοµάδες πριν την εισαγωγή τους στη µελέτη. ∆εκαπέντε 

ελάµβαναν εισπνεόµενα στεροειδή (προπιονική φλουτικαζόνη 500 έως 1000 

µg ηµερησίως η βουδεσονίδη 400 έως 800 µg ηµερησίως). Ανάλογος αριθµός 

ελάµβανε θεοφυλλίνη (600mg ηµερησίως σε 2 δόσεις). Κανείς ασθενής δεν 

ελάµβανε βλεννολυτικά ενώ 3 άτοµα από την οµάδα µε την σοβαρή ΧΑΠ 

ελάµβαναν οξυγονοθεραπεία κατ΄οίκον (µέση τιµή (SD) PaO2 53 (4) mmHg 

στον αέρα). ∆έκα ασθενείς ελάµβαναν µακράς δράσεως β2 διεγέρτες δύο 

φορές την ηµέρα, δεκαπέντε χρησιµοποιούσαν τον συνδυασµό 

σαλβουταµόλης –βρωµιούχου ιπρατρόπιου τρεις έως τέσσερις φορές 

ηµερησίως, ενώ δέκα ελάµβαναν εισπνοές βρωµιούχου ιπρατρόπιου τρείς 

έως τέσσερεις φορές ηµερησίως. Ασθενείς µε έλλειψη α1 αντιθρυψίνης και 

ατοπία αποκλείσθηκαν από την µελέτη. Κανείς ασθενής δεν είχε 

αναστρεψιµότητα στην σπιροµέτρηση (αύξηση της FEV1 τριάντα λεπτά µετά 

από εισπνοή 200µg σαλβουταµόλης <12%). Όλοι οι ασθενείς είχαν αρνητικό 

ιστορικό ατοπίας και αρνητικές δερµατικές δοκιµασίες σε έξι κοινά 

αλλεργιογόνα.  

Ως οµάδα ελέγχου στην ΧΑΠ θεωρήθηκαν 10 άτοµα µε συµπτωµατολογία 

χρόνιας βρογχίτιδας χωρίς όµως απόφραξη των αεραγωγών (FEV1/VC > 88% 

) όπως αυτή εκφράζεται από την θέση της ERS113. Όλοι ήταν καπνιστές µε 



 47

µέση τιµή (SD) καπνιστικής συνήθειας 35 (6) pack years και δεν παρουσίαζαν 

λοίµωξη ανώτερου η κατώτερου αναπνευστικού για τουλάχιστο έξι εβδοµάδες 

πριν από την συµµετοχή τους στην µελέτη. ∆εν είχαν ιστορικό χρόνιας νόσου 

και δεν ελάµβαναν χρόνια φαρµακευτική αγωγή. Όλοι είχαν αρνητικό ιστορικό 

ατοπίας και αρνητικές δερµατικές δοκιµασίες σε έξι κοινά αλλεργιογόνα. Όλοι 

είχαν φυσιολογική σπιροµέτρηση (µέση (SD) FEV1, % αναµενόµενης 93 (8), 

εύρος 82-108) και δεν παρουσίαζαν βρογχική υπεραντιδραστικότητα όπως 

αυτή µετρήθηκε µε δοκιµασία πρόκλησης µε ισταµίνη (PD20 >0.800mg, µέση 

τιµή 1.17 µε εύρος 0.89-1.5).  

ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
Σε όλους τους ασθενείς και στην οµάδα ελέγχου έγινε συλλογή 

συµπυκνώµατος εκπνεόµενου αέρα µε µέτρηση των επιπέδων του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου, συλλογή πτυέλων µε την µέθοδο της προκλητής 

απόχρεµψης καθώς και έλεγχος αναπνευστικής λειτουργίας µε την απλή 

σπιροµέτρηση. Η συλλογή των δύο δειγµάτων καθώς και η απλή 

σπιροµέτρηση έγινε την ίδια µέρα. 

Μετρήθηκαν τα επίπεδα του H2O2 και έγιναν οι ανάλογες συγκρίσεις µε την 

οµάδα ελέγχου. Στους ασθενείς έγιναν περαιτέρω συγκρίσεις στις υποοµάδες 

που προέκυψαν µετά από αξιολόγηση της κλινικής βαρύτητας µε βάση τις 

διεθνείς οδηγίες. Καταγράφηκε η επίδραση των εισπνεοµένων στεροειδών 

(ΕΣ) στα επίπεδα του H2O2. Τα επίπεδα του H2O2 συσχετίσθηκαν για κάθε µια 

οµάδα µε παραµέτρους που εξέφραζαν κλινική και λειτουργική βαρύτητα, 

καθώς και µε παραµέτρους που εξέφραζαν την φλεγµονή όπως αυτή 

εκφράστηκε µε τον κυτταρικό πληθυσµό από την προκλητή απόχρεµψη. Το 

άτοµο που έκανε τις µετρήσεις του υπεροξειδίου του υδρογόνου δεν γνώριζε 

το κλινικό και λειτουργικό status των ατόµων της µελέτης. 

Συλλογή συµπυκνώµατος εκπνεόµενου αέρα και µέτρηση υπεροξειδίου 
του υδρογόνου. 
Η συλλογή του συµπυκνώµατος του εκπνεόµενου αέρα έγινε σύµφωνα µε 

την ήδη περιγραφείσα µέθοδο. Η επαναληψιµότητα των µετρήσεων του H2O2 

ελέγχθηκε σε 2 διαφορετικές ηµέρες σε 5 φυσιολογικούς και σε δέκα ασθενείς 

(ποικίλης βαρύτητας) που επιλέχθηκαν τυχαία. Για τον έλεγχο σταθερότητας 

του δείγµατος χρησιµοποιήθηκαν 10 άτοµα (5 ασθενείς). Η επαναληψιµότητα 
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των µετρήσεων του H2O2 καθώς και η σταθερότητα των δειγµάτων 

εκτιµήθηκε όπως περιγράφηκε προηγούµενα στην βιβλιογραφία78. 

Για την µέτρηση του H2O2 χρησιµοποιήθηκε η ήδη περιγραφείσα ενζυµική 

µέθοδος48,80.  

Προκλητή απόχρεµψη. 
Η προκλητή απόχρεµψη έγινε σύµφωνα µε την µέθοδο που έχει ήδη 

περιγραφεί.  

Λειτουργικές δοκιµασίες. 
Η µέτρηση της FEV1, VC, έγινε µε σπιρόµετρο Vica-test, Mignhard, NL. Η 

καλύτερη προσπάθεια από τρεις εκφραζόµενη σε FEV1, VC % της 

αναµενόµενης χρησιµοποιήθηκε στην µελέτη. Στην οµάδα ελέγχου της ΧΑΠ 

χρησιµοποιήθηκε ο λόγος FEV1/VC µε σκοπό να καθορίσει την παρουσία η 

όχι απόφραξης των αεραγωγών113. Στην οµάδα ελέγχου έγινε δοκιµασία 

βρογχικής πρόκλησης µε ισταµίνη µε σκοπό τον αποκλεισµό ατόµων µε 

βρογχική υπεραντιδραστικότητα. Η βρογχική υπεραντιδραστικότητα 

µετρήθηκε µε δοκιµασία πρόκλησης µε ισταµίνη χρησιµοποιώντας το 

σύστηµα APS Jaeger, Würzburg, Germany µε νεφελοποιητή Sandoz 

(Jaeger). Η PD20 µετρήθηκε ως η δόση ισταµίνης που προκαλεί πτώση της 

FEV1 κατά 20%. Ως απουσία βρογχικής υπεραντιδραστικότητας θεωρήθηκε 

PD20 >0.800mg. Η PD20 υπολογίστηκε µε τον υπολογισµό της 

ηµιλογαριθµικής καµπύλης που περιγράφει τη σχέση δόσης–απάντησης108. 

Παράµετροι Αξιολόγησης. 
Φαρµακευτική θεραπεία. 
Σε όλους τους ασθενείς έγινε µια περαιτέρω ανάλυση µε σκοπό να 

καταγραφεί η επίδραση των εισπνεοµένων στεροειδών στα επίπεδα του H2O2 

καθώς και στις διάφορες παραµέτρους αξιολόγησης. Η επίδραση των 

εισπνεοµένων στεροειδών στην ΧΑΠ έγινε και στις υποοµάδες που 

προέκυψαν µετά την περαιτέρω ανάλυση τους µε βάση την βαρύτητα της 

νόσου.  

Κλινική βαρύτητα  
Η κλινική βαρύτητα στους ασθενείς µε ΧΑΠ αξιολογήθηκε µε σύστηµα 

βαθµολόγησης της δύσπνοιας (Τροποποιηµένη κλίµακα δύσπνοιας του MRC 

[MEDICAL research Council],Πίνακας 10) 114 ως ακολούθως: 0= απουσία 

δύσπνοιας εκτός από την περίπτωση της έντονης σωµατικής άσκησης, 1= 
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εµφάνιση δύσπνοιας όταν βιάζεται στο ίσωµα ή όταν ανεβαίνει σε µικρή 

ανηφόρα, 2= βαδίζει βραδύτερα από ανθρώπους ίδιας ηλικίας στο ίσωµα 

εξαιτίας της δύσπνοιας ή σταµατά λόγω δύσπνοιας όταν βαδίζει µε το δικό 

του βήµα στο ίσωµα, 3= Σταµατά για να ανασάνει όταν περπατήσει περίπου 

100 µέτρα η µετά από λίγα λεπτά στο ίσωµα, 4= Πολύ µεγάλη δύσπνοια για 

να µπορέσει να βγει από το σπίτι η όταν ντύνεται η ξεντύνεται. Εύρος 

βαθµολογίας 0-4. 

ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ. 
Οι τιµές που αφορούσαν τα χαρακτηριστικά των ατόµων εκφράσθηκαν ως 

µέση τιµή (SD) µε το εύρος των τιµών σε παρένθεση. Εξαίρεση αποτελούσε η 

ηλικία που εκφράστηκε ως διάµεση τιµή (SD). Όταν οι τιµές αφορούσαν 

συγκρίσεις µεταξύ παραµέτρων της µελέτης εκφράσθηκαν ως µέση τιµή µε 

95% confidence intervals (CI) για τις διαφορές µεταξύ των τιµών. Η 

φυσιολογική κατανοµή των τιµών εξετάσθηκε µε το Shapiro Wilk's test. Αν δεν 

κατανέµονταν φυσιολογικά το non parametric Mann Whitney test 

χρησιµοποιήθηκε για τις στατιστικές συγκρίσεις. Αντίθετα σε φυσιολογικές 

κατανοµές χρησιµοποιήθηκε το paired–t-test. Οι παράµετροι από τις 

υποοµάδες της ΧΑΠ συγκρίθηκαν µεταξύ τους µε one-way analysis of 

variance (ANOVA) µε ανάλογο διορθωτικό post hoc test (Bonferoni) για τις 

πολλαπλές συγκρίσεις. Pearson’s correlation coefficient χρησιµοποιήθηκε για 

την αξιολόγηση στατιστικής σηµαντικής συσχέτισης µεταξύ παραµέτρων µε 

φυσιολογική κατανοµή ενώ για παραµέτρους µε µη φυσιολογική κατανοµή 

χρησιµοποιήθηκε το Spearman's correlation coefficient. Τιµή p <0.05 

χαρακτηρίσθηκε ως στατιστικά σηµαντική. 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ. 
Η επαναληψιµότητα της µεθόδου και των µετρήσεων µεταξύ 2 ηµερών 

κατέδειξε µια µέση διαφορά τιµών 0.04 (0.01) µM για τους ασθενείς και 0.08 

(0.04) µM για την οµάδα ελέγχου. Η σταθερότητα του H2O2 στα δείγµατα που 

καταψύχθηκαν κατέδειξε µη στατιστικά σηµαντική διαφορά ανάµεσα στις 

τέσσερις µετρήσεις [0.56 (0.11) µM µετά από 2 ηµέρες, 0.61 (0.2) µM µετά 

από µία εβδοµάδα, 0.6 (0.4) µετά από 2 εβδοµάδες, 0.59 (0.3) µM µετά από 3 

εβδοµάδες, p=0.38]. 

Οι ασθενείς µε ΧΑΠ είχαν σηµαντικά υψηλότερες τιµές Η2Ο2 σε σχέση µε την 

οµάδα ελέγχου (0.66, 95%CI 0.54-0.78 µM vs 0.3, 95%CI 0.25-0.32 µM, 
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p<0.0001, εικόνα 8). Περαιτέρω ανάλυση έδειξε ότι στους ασθενείς µε σοβαρή 

ΧΑΠ η µέση τιµή 95%CI του Η2Ο2 ήταν σηµαντικά υψηλότερη συγκρινόµενη 

µε αυτή των ασθενών µε ήπια και µέτρια ΧΑΠ αντίστοιχα (0.96, 0.79-1.13 µM 

vs 0.33, 0.24-0.43 µM και 0.68, 0.55-0.81 αντίστοιχα, p<0.0001, εικόνα 8). Οι 

ασθενείς µε ΧΑΠ που ελάµβαναν εισπνεόµενα στεροειδή παρουσίαζαν 

στατιστικά σηµαντικά υψηλότερες τιµές Η2Ο2 σε σχέση µε αυτούς που δεν 

ελάµβαναν εισπνεόµενα στεροειδή (0.8, 95%CI 0.6-1 µM vs 0.52, 95%CI 0.4-

0.63 µM, p<0.05).  

Οι ασθενείς µε ΧΑΠ παρουσίαζαν σηµαντικά υψηλότερο αριθµό 

ουδετερόφιλων στην προκλητή απόχρεµψη σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου 

(56%, 95%CI 51-61, 538x103/g, 95%CI 439-601, έναντι 39%, 95%CI 37-40, 

317x103/g, 95%CI 279-341, εικόνα 9, p<0.0001). Ανάλογη σηµαντική διαφορά 

παρατηρήθηκε και για τα µακροφάγα µε την διαφορά ότι στους ασθενείς µε 

ΧΑΠ ο αριθµός ήταν µικρότερος σε σύγκριση µε την οµάδα ελέγχου (42%, 

95%CI 37-47, 371x103/g, 95%CI 306-397, έναντι 60%, 95%CI 59-62, 

568x103/g, 95%CI 517-604, εικόνα 9, p<0.0001). Ανάλογα αποτελέσµατα 

παρατηρήθηκαν στους ασθενείς µε σοβαρή ΧΑΠ όταν συγκρίθηκαν µε 

ασθενείς µε µέτρια και ήπια ΧΑΠ αντίστοιχα (66%, 95%CI 64-68 601x103/g, 

95%CI 533-644, έναντι 63%, 95%CI 58-67.5 570x103/g, 95%CI 521-611 και 

39%, 95%CI 36-43, 308x103/g, 95%CI 270-334, αντίστοιχα p<0.0001 για τα 

πολυµορφοπύρηνα, εικόνα 4Β), (32%, 95%CI 30-34, 285x103/g, 95%CI 224-

301, έναντι 36%, 95%CI 32-41 314x103/g, 95%CI 278-341 και 60%, 95%CI 

56-63, 561x103/g, 95%CI 519-603, αντίστοιχα, p<0.0001, για τα µακροφάγα, 

εικόνα 9).  

Οι συσχετίσιες µεταξύ της συγκέντρωσης του Η2Ο2 στο συµπύκνωµα του 

εκπνεόµενου αέρα και των παραµέτρων της µελέτης συνοψίζονται στον 

Πίνακα 11. Παρατηρήθηκε µια σηµαντικά θετική συσχέτιση µεταξύ της 

συγκέντρωσης του Η2Ο2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα και του % 

αριθµού των πολυµορφοπύρηνων στην προκλητή απόχρεµψη (rs=0.77, 

p<0.0001, εικόνα 10Α). Αρνητική συσχέτιση παρατηρήθηκε µεταξύ της 

συγκέντρωσης του Η2Ο2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα και της 

FEV1 % αναµενόµενης (rs=-0.9, p<0.0001,εικόνα 10Β). Ανάλογη αρνητική 

συσχέτιση παρατηρήθηκε µεταξύ του % αριθµού των µακροφάγων στην 

προκλητή απόχρεµψη και της συγκέντρωσης του Η2Ο2 στο συµπύκνωµα του 
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εκπνεόµενου αέρα (rs=-0.76, p<0.0001). Το κλινικό score της δύσπνοιας δεν 

παρουσίαζε σηµαντική συσχέτιση µε την συγκέντρωση του Η2Ο2 στο 

συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα (rs=0.12, p=0.09). Περαιτέρω ανάλυση 

των συσχετίσεων στις τρεις υποοµάδες της νόσου έδειξε ότι οι παραπάνω 

συσχετίσεις αφορούσαν µόνο τους ασθενείς µε µέτρια και σοβαρή ΧΑΠ. 

(Πίνακας 11). Οι συσχετίσεις µεταξύ των παραµέτρων της µελέτης έδειξαν ότι 

η µοναδική ισχυρή συσχέτιση ήταν αυτή µεταξύ του βαθµού της απόφραξης 

όπως εκφράστηκε µε την FEV1 % αναµενόµενης και του % αριθµού των 

πολυµορφοπύρηνων στη προκλητή απόχρεµψη (Πίνακας 12). 



 52

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
H συγκέντρωση του H2O2 στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα ασθενών 

µε φλεγµονώδεις παθήσεις των αεραγωγών αυξάνεται σηµαντικά 

συγκρινόµενη µε τις αντίστοιχες οµάδες ελέγχου. Στους ασθενείς µε ΧΑΠ και 

βρογχεκτασίες εξαρτάται από την πολυµορφοπυρηνική φλεγµονή, ενώ στους 

ασθενείς µε βρογχικό άσθµα εξαρτάται κυρίως από την ηωσινοφιλική 

φλεγµονή της νόσου, αν και στις πιο βαριές µορφές φαίνεται να συµµετέχουν 

στην παραγωγή του και τα ουδετερόφιλα. Η αύξηση αυτή για µεν το βρογχικό 

άσθµα φαίνεται να επηρεάζεται από την κλινική βαρύτητα και την λήψη ΕΣ, 

ενώ για τις άλλες δύο παθήσεις είναι ανεξάρτητη της λήψης ΕΣ και εξαρτάται 

µόνο από την βαρύτητα της νόσου. Τα παραπάνω ευρήµατα τεκµηριώνουν 

την παρουσία αυξηµένου οξειδωτικού stress στους αεραγωγούς ασθενών µε 

φλεγµονώδεις παθήσεις των πνευµόνων αλλά συγχρόνως καταδεικνύουν ότι 

ο ρόλος του στην αξιολόγηση της φλεγµονής και της κλινικής βαρύτητας της 

νόσου εξαρτάται από την παθοφυσιολογία της  υποκείµενης πάθησης. 

Φαίνεται δε, ότι η σηµαντικότητα του ρόλου αυτού να είναι µεγαλύτερη στις 

βρογχεκτασίες ενώ στο βρογχικό άσθµα και την ΧΑΠ να εξαρτάται από την 

σταδιοποίηση της νόσου ανάλογα µε τον βαθµό βαρύτητας.  

Το οξειδωτικό stress προέρχεται από µια διαδικασία που περιλαµβάνει την 

παραγωγή οξειδωτικών µορίων µε ταυτόχρονη όµως δραστηριότητα 

αντιοξειδωτικών µηχανισµών. Φυσιολογικά η παραγωγή οξειδωτικών µορίων 

στους αεραγωγούς εξουδετερώνεται από τους διάφορους αντιοξειδωτικούς 

µηχανισµούς του ανθρώπινου αναπνευστικού συστήµατος. Οι κύριες 

ενδοκυττάριες αντιοξειδωτικές ουσίες είναι η καταλάση, η υπεροξειδική 

δισµουτάση και η γλουταθιόνη. Η τελευταία προέρχεται από το εξαρτώµενο 

από το σελήνιο ένζυµο της περοξειδάσης της γλουταθιόνης. Η αυξηµένη 

συγκέντρωση H2O2 στο συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε 

φλεγµονώδεις παθήσεις δηλώνει αυξηµένη παραγωγή οξειδωτικών µορίων, ή 

µειωµένη ικανότητα εξουδετέρωσης τους από τις αντιοξειδωτικές ουσίες. Αυτό 

φαίνεται να επιβεβαιώνεται από διάφορες µελέτες που ασχολούνται µε την 

µειωµένη αντιοξειδωτική δραστηριότητα. Όσο αναφορά το βρογχικό άσθµα η 

δραστηριότητα της περοξειδάσης της γλουταθιόνης µειώνεται σε αιµοπετάλια 

ασθµατικών ασθενών, ενώ η µείωση αυτή φαίνεται να είναι ανάλογη των 

επιπέδων του σεληνίου στον ορό32. Ανάλογα ευρήµατα που αφορούν όµως 
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βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα και επιθηλιακά κύτταρα έχουν βρεθεί και για την 

υπεροξειδική δισµουτάση34. Είναι όµως ενδιαφέρον να τονισθεί ότι τα 

παραπάνω ευρήµατα δεν έχουν τεκµηριωθεί σε ασθενείς µε ήπιο άσθµα και 

ειδικότερα σε αυτούς που ελέγχονται µε θεραπεία ΕΣ20
. Eκεί λοιπόν φαίνεται 

ότι µέσω του ελέγχου της φλεγµονής και συνεπώς της µείωσης της 

παραγωγής οξειδωτικών µορίων υπάρχει µια υπεροχή των αντιοξειδωτικών 

µηχανισµών έναντι του οξειδωτικού stress. Aν λοιπόν αναλύσουµε τα 

αποτελέσµατα µας θα δούµε ότι το οξειδωτικό stress δεν αυξάνεται στους 

ασθενείς µε ήπιο διαλείπων άσθµα, ενώ περιορίζεται σηµαντικά από την 

χρήση ΕΣ στις άλλες δύο µορφές κλινικής ταξινόµησης της νόσου. Αυτές οι 

επισηµάνσεις σε συνδυασµό µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα που αναφέρθηκαν 

για την δραστηριότητα των αντιοξειδωτικών µηχανισµών µας οδηγούν στην 

διατύπωση θεωρίας που υποστηρίζει ότι στις ήπιες µορφές της νόσου οι 

αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί εξουδετερώνουν την δράση των οξειδωτικών 

µορίων, ενώ όσο η βαρύτητα της νόσου αυξάνεται, ενώ παράλληλα επιτείνεται 

η φλεγµονή οι αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί δεν είναι επαρκείς για να ελέγξουν 

την αυξηµένη παραγωγή τους. Η χορήγηση δε των ΕΣ φαίνεται να µειώνει την 

ανεπάρκεια αυτή έµµεσα, µέσω του ελέγχου που εξασκεί στην φλεγµονώδη 

διαδικασία. 

Στους ασθενείς µε ΧΑΠ η αύξηση των οξειδωτικών µορίων προέρχεται είτε 

από τον καπνό του τσιγάρου ή και από την ενεργοποίηση φλεγµονωδών 

κυττάρων. Φαίνεται δε από τα αποτελέσµατα της µελέτης ότι ο βαθµός 

αύξησής τους εξαρτάται από την βαρύτητα της νόσου. Αυτό έµµεσα είχε 

τονισθεί και σε προηγούµενες µελέτες όπου φαινόταν ότι το οξειδωτικό stress 

αυξανόταν σηµαντικά σε παροξύνσεις της νόσου ή και σε ασθενείς µε ασταθή 

κλινική πορεία43,48. ∆εν είχε όµως αξιολογηθεί σε ασθενείς µε σταδιοποίηση 

της νόσου σύµφωνα µε διεθνείς οδηγίες. Η κινητοποίηση των αντιοξειδωτικών 

µηχανισµών φαίνεται να µην είναι όµως ανάλογη αυτής του άσθµατος. Αυτό 

συµβαίνει λόγω της παρουσίας του παράγοντος κάπνισµα. Τα επίπεδα των 

αντιοξειδωτικών ουσιών φαίνεται να ποικίλουν µε τις βιταµίνες Ε και C να 

µειώνονται42 ενώ η γλουταθιόνη να αυξάνεται39. Φαίνεται δε ότι η ανεπάρκεια 

των αντιοξειδωτικών µηχανισµών να εξαρτάται µεν από την ποσότητα του 

καπνίσµατος στο χρόνο42, αλλά συγχρόνως όταν εµφανίζεται σε ασθενείς µε 

εγκατεστηµένη ΧΑΠ να είναι ανεξάρτητη της καπνιστικής συνήθειας και να 
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σχετίζεται µε τον βαθµό της µείωσης της αναπνευστικής λειτουργίας54,55. Είναι 

επίσης δεδοµένο ότι η αντιοξειδωτική επάρκεια σχετίζεται αρνητικά µε τον 

αριθµό των ουδετερόφιλων σε ασθενείς µε ΧΑΠ53. Αν λοιπόν θεωρήσουµε 

όπως δείξαµε στην µελέτη µας ότι όσο αυξάνεται το ποσοστό ουδετερόφιλων 

τόσο απελευθερώνονται οξειδωτικά µόρια µε ανάλογη µείωση ή και 

ανεεπάρκεια του αντιοξειδωτικού µηχανισµού, τότε οδηγούµαστε στην λογική 

σκέψη ότι η πρόοδος της νόσου µέσω της επιδείνωσης της φλεγµονής και µε 

συνεργικό παράγοντα αλλά όχι επικρατούντα το κάπνισµα εξουδετερώνει 

τους αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς. Αν και δεν υπάρχουν σαφείς 

βιβλιογραφικές παραποµπές φαίνεται ότι στις βρογχεκτασίες επικρατεί η ίδια 

θεωρία µόνο όµως όσο αναφορά τα ουδετερόφιλα µια και εκεί δεν συµµετέχει 

στην πλειονότητα των ασθενών η καπνιστική συνήθεια.  

Η προκλητή απόχρεµψη αποτελεί µία σηµαντική, µη επεµβατική διαδικασία 

για την αξιολόγηση της φλεγµονής. Η αξία της στην µέτρηση φλεγµονωδών 

κυττάρων και µεσολαβητών έχει τονισθεί σε διάφορες µελέτες106,115,116. Πολλά 

δοµικά και φλεγµονώδη κύτταρα ενεργοποιούνται στους αεραγωγούς 

ασθενών µε φλεγµονώδεις παθήσεις µε αποτέλεσµα την αυξηµένη παραγωγή 

οξειδωτικών µορίων1. Παρά την παραπάνω θεωρία ο ρόλος των οξειδωτικών 

µορίων στην παθοφυσιολογία της κάθε νόσου παραµένει αδιευκρίνιστος, 

λόγω του ότι δεν έχει καθορισθεί επακριβώς ποια κύτταρα συµµετέχουν στην 

παραγωγή οξειδωτικών µορίων και κατά πόσο διαφέρουν σε κάθε κλινικό 

στάδιο της νόσου. Είναι γνωστό ότι η ηωσινοφιλική φλεγµονή αποτελεί 

χαρακτηριστικό στοιχείο του ήπιου άσθµατος ενώ η παρουσία ουδετερόφιλων 

µπορεί να χαρακτηρίζει τις σοβαρότερες µορφές της νόσου112. Η παρουσία δε 

ουδετερόφιλων στη προκλητή απόχρεµψη φαίνεται να χαρακτηρίζει τους 

ασθµατικούς ασθενείς που παραµένουν συµπτωµατικοί παρά την χρήση ΕΣ. 

Τα παραπάνω ευρήµατα τεκµηριώθηκαν και στην µελέτη µας. Σήµερα 

πιστεύουµε ότι η παρουσία ηωσινοφίλων στα προκλητά πτύελα είναι ο πιο 

χρήσιµος δείκτης στην αξιολόγηση της φλεγµονής της νόσου µια και εκφράζει, 

ευρήµατα από βρογχικές βιοψίες, µειωµένη αναπνευστική λειτουργία και 

κλινική βαρύτητα νόσου117,118. Τα ευρήµατα της µελέτης µας επιβεβαίωσαν εν 

µέρει τις παραπάνω παρατηρήσεις τονίζοντας παράλληλα την προέλευση του 

Η2Ο2 κυρίως από τα ηωσινόφιλα, µε συµµετοχή των ουδετερόφιλων στις 

βαρύτερες µορφές της νόσου. Αν λοιπόν προσπαθήσει κανείς να συσχετίσει 
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τα ευρήµατα της µελέτης σε σχέση µε τις µέχρι τώρα επικρατούσες απόψεις 

θα οδηγηθεί στο συµπέρασµα ότι τα ηωσινόφιλα µετέχουν ως κύριο κύτταρο 

στην παραγωγή Η2Ο2, ενώ τα ουδετερόφιλα έχουν συµµετοχή σαν επικουρικό 

κύτταρο στις βαρύτερες µορφές της νόσου. Η τελευταία παρατήρηση 

επιβεβαιώνεται και από το εύρηµα της στατιστικά σηµαντικής συσχέτισης της 

παράλληλης εξάρτησης της συγκέντρωσης Η2Ο2 από ηωσινόφιλα και 

ουδετερόφιλα στο µέτριο άσθµα. Επιπρόσθετα µε τις παραπάνω θέσεις τα 

αποτελέσµατα της µελέτης συµφωνούν µε προηγούµενες επισηµάνσεις που 

θεωρούν τα ηωσινόφιλα ως τα πρωταρχικά κύτταρα που συµµετέχουν στην 

παραγωγή Η2Ο2
119,120 σε ασθµατικούς, ενώ τα ουδετερόφιλα θεωρούνται σε 

γενική έννοια ως τα κύτταρα που απελευθερώνουν µεγάλες ποσότητες 

οξειδωτικών µορίων20. Ανάλογα ευρήµατα έχουν βρεθεί σε ανάλογη µελέτη µε 

παραπλήσιο σχεδιασµό που όµως διαφέρει σηµαντικά στην µεθοδολογία23. Οι 

κύριες διαφορές αφορούσαν το χωρισµό των ασθενών σε σχέση µε την 

κλινική βαρύτητα της νόσου, µια και δεν χρησιµοποιήθηκαν διεθνείς οδηγίες 

για την ταξινόµηση. Επιπρόσθετα δεν χρησιµοποιήθηκαν στην κυτταρική 

ανάλυση όλα τα κύτταρα παρά µόνο τα ηωσινόφιλα. Στις βρογχεκτασίες η 

αξιολόγηση της φλεγµονής των αεραγωγών µέσω της διαδικασίας της 

βρογχοσκόπησης έχει επικεντρωθεί στην παρουσία των πολυµορφοπυρήνων 

ως των κυττάρων εκείνων που συµµετέχουν πρώτιστα στην διαδικασία της 

φλεγµονής ενώ συγχρόνως επηρεάζουν την ισορροπία οξειδωτικών 

/αντιοξειδωτικών µηχανισµών121,. Ανάλογα ήταν και τα δικά µας ευρήµατα 

χρησιµοποιώντας µια µη επεµβατική µέθοδο όπως είναι η προκλητή 

απόχρεµψη. Παρατηρήσαµε λοιπόν ότι τα ουδετερόφιλα είναι τα κύρια 

κύτταρα που συµµετέχουν στην διαδικασία της φλεγµονής στις βρογχεκτασίες 

ενώ η ισχυρή τους συσχέτιση τους µε την συγκέντρωση του Η2Ο2 µε 

ταυτόχρονη απουσία συσχετίσεως µε τα υπόλοιπα φλεγµονώδη κύτταρα 

οδηγούν στην διατύπωση της θεωρίας ότι τα πολυµορφοπύρηνα αποτελούν 

την κύρια πηγή παραγωγής Η2Ο2 σε ασθενείς µε βρογχεκτασίες. Αυτό 

άλλωστε υποστηρίζεται από µελέτη που δείχνει ότι η παρουσία 

ουδετερόφιλων στους αεραγωγούς ασθενών µε βρογχεκτασίες συνδυάζεται 

µε βλάβη των αεραγωγών µε ενδιάµεσους µεσολαβητές τα οξειδωτικά µόρια 

και τις πρωτεάσες51. Σε ασθενείς µε βρογχεκτασίες είναι γνωστή η άµεση 

σχέση της έκτασης της νόσου και του βαθµού µείωσης της αναπνευστικής 
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λειτουργίας122. Επιπρόσθετα έχει δειχθεί ότι ο αριθµός των 

πολυµορφοπυρήνων στο βρογχοκυψελιδικό έκπλυµα σχετίζεται µε τον βαθµό 

µείωσης της αναπνευστικής λειτουργίας121. Αυτές οι βιβλιογραφικά 

κατοχυρωµένες παρατηρήσεις οδηγούν στην διατύπωση θεωρίας που 

υποστηρίζει ότι η πολυµορφοπυρηνική φλεγµονή και η έκταση της νόσου 

σχετίζονται άµεσα µε τον βαθµό µείωσης της αναπνευστικής λειτουργίας σε 

ασθενείς µε βρογχεκτασίες. Στην παρούσα µελέτη εκτός από την τεκµηρίωση 

της παραπάνω θεωρίας δείξαµε ότι η πολυµορφοπυρηνική φλεγµονή 

σχετίζεται µε την κλινική βαρύτητα καθώς και την έκταση της νόσου. Η 

τελευταία παρατήρηση είναι η πρώτη βιβλιογραφικά κατοχυρωµένη που 

αποδεικνύει ότι οι κλινικές και λειτουργικές παράµετροι βαρύτητας στις 

βρογχεκτασίες συµβαδίζουν µε την πολυµορφοπυρηνική φλεγµονή. Εφ όσον 

λοιπόν το Η2Ο2 σχετίζεται σηµαντικά µε τις παραπάνω παραµέτρους τότε τα 

επίπεδά του εκφράζουν απόλυτα τη φλεγµονή και κλινική βαρύτητα της νόσου 

των βρογχεκτασιών. Μια άλλη όµως πηγή οξειδωτικών µορίων που αφορά 

ασθενείς κυρίως µε βρογχεκτασίες, χωρίς όµως να αποκλείει και αυτούς µε 

ΧΑΠ φαίνεται να είναι ο χρόνιος αποικισµός µε βακτήρια. Τα βακτήρια µέσω 

της προσέλκυσης και ενεργοποίησης κυττάρων όπως είναι τα φαγοκύτταρα 

παράγουν οξειδωτικά µόρια στους αεραγωγούς123. Αυτό επιβεβαιώθηκε και 

στην µελέτη µας που έδειξε ότι ασθενείς µε χρόνιο αποικισµό µε ΨΑ 

απελευθερώνουν µεγαλύτερη ποσότητα Η2Ο2. Είναι γνωστό ότι ο χρόνιος 

αποικισµός µε ψευδοµονάδα σε ασθενείς µε βρογχεκτασίες συνδυάζεται µε 

µεγαλύτερη έκταση της νόσου, βαρύτερη κλινική εικόνα και µεγαλύτερο 

επηρεασµό της αναπνευστικής λειτουργίας124. Παραµένει όµως ως 

ερωτηµατικό αν η ψευδοµονάδα είναι το αίτιο ή το αποτέλεσµα των 

παραπάνω. Η τεκµηρίωση όµως των ευρηµάτων µας βασίζεται κυρίως στην 

θεωρία που λέει ότι τα βακτηριδιακά προϊόντα που απελευθερώνονται από 

την ψευδοµονάδα καταστέλλουν την κινητικότητα των κροσσών οδηγώντας σε 

µόνιµη φλεγµονώδη διεργασία µέσω µιας οδού που περιλαµβάνει την 

παρουσία ουδετερόφιλων και οξειδωτικών µορίων που δεν καταστέλλονται 

από τους αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς 44. Είναι γνωστή η θεωρία ότι η 

φλεγµονή των αεραγωγών παίζει σηµαντικό ρόλο στην παθογένεια της ΧΑΠ. 

Μελέτες σε προκλητά πτύελα και σε BALF υποστηρίζουν ότι η φλεγµονή των 

αεραγωγών στην ΧΑΠ σχετίζεται κυρίως µε την παρουσία 
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ουδετερόφιλων125,126. Τα παραπάνω ευρήµατα επιβεβαιώθηκαν και από την 

δική µας µελέτη η οποία έδειξε ότι τα ουδετερόφιλα αποτελούν την κύρια 

κυτταρική πηγή του Η2Ο2. Άλλωστε οι περισσότερες αναφορές για την 

παραγωγή οξειδωτικών µορίων σε ασθενείς µε ΧΑΠ σχετίζονται µε την 

παρουσία ουδετερόφιλων. ∆εν µπορεί όµως να αποκλείσει κανείς τον πιθανό 

ρόλο των φαγοκυττάρων µέσω του χρόνιου βακτηριδιακού αποικισµού, 

βασιζόµενος κυρίως στην θεωρία που αναφέρθηκε ήδη για τις βρογχεκτασίες. 

Η παρουσία αυξηµένης συγκέντρωσης Η2Ο2 στην οµάδα ελέγχου της ΧΑΠ σε 

σχέση µε τις οµάδες ελέγχου των ασθενών µε άσθµα και βρογχεκτασίες 

εξηγείται από δύο λόγους. Ο ένας αφορά την καπνιστική συνήθεια και ο άλλος 

αφορά τον σχετικά αυξηµένο αριθµό ουδετερόφιλων σε σύγκριση µε τις άλλες 

δύο οµάδες. Άλλωστε η οµάδα αυτή έρχεται να επιβεβαιώσει την θεωρία ότι η 

καπνιστική συνήθεια συνεισφέρει στην παραγωγή οξειδωτικών µορίων χωρίς 

να είναι όµως η κύρια πηγή παραγωγή τους. Αυτό επιβεβαιώνεται και από την 

µελέτη αυτή όπου 4 οµάδες µε την ίδια περίπου καπνιστική συνήθεια 

παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές στην παραγωγή Η2Ο2 που φαίνεται να 

σχετίζονται µε την αριθµό των ουδετερόφιλων. Άλλωστε είναι γνωστό ότι η 

βαρύτητα της ΧΑΠ όπως εκφράζεται µε την σταδιοποίηση της εξαρτάται 

άµεσα από την υποκείµενη φλεγµονή µέσω κυρίως της αρνητικής συσχέτισης 

του βαθµού απόφραξης των αεραγωγών και του ολικού αριθµού των 

ουδετερόφιλων στα υλικά αξιολόγησης127. Το ότι δεν παρατηρήθηκε 

στατιστικά σηµαντική συσχέτιση στην ήπια ΧΑΠ εξηγείται ίσως από την 

θεωρία ότι η φλεγµονή µπορεί να προηγείται της απόφραξης σε ασθενείς µε 

ήπια νόσο128. 

Η παραπάνω διασταυρούµενη µελέτη δεν µπορεί να αποδείξει µια 

τεκµηριωµένη σχέση µεταξύ ΕΣ και συγκέντρωσης Η2Ο2. ∆ιπλές τυφλές 

µελέτες µε χρησιµοποίηση εικονικού φαρµάκου χρειάζονται για τεκµηρίωση 

της παραπάνω σχέσης. Μια τέτοια µελέτη σε ασθενείς µε βρογχικό άσθµα έχει 

δείξει ότι η συγκέντρωση του Η2Ο2 σε διάστηµα τεσσάρων εβδοµάδων 

θεραπείας µε ΕΣ µειώθηκε σηµαντικά σε σχέση µε την θεραπεία µε το 

εικονικό φάρµακο101. Η δική µας µελέτη καθώς και ανάλογη στο παρελθόν23 

έδειξαν ότι η συγκέντρωση του Η2Ο2 µειώνεται µε την χρησιµοποίηση ΕΣ στο 

άσθµα. Υπάρχει όµως µελέτη που υποστηρίζει ότι τα στεροειδή δεν 

επηρεάζουν την απελευθέρωση του Η2Ο2 από τα ηωσινόφιλα129. Η 
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διαφορετική αυτή όµως άποψη είναι ουσιαστικά αντίθετη µε την θεωρία ότι η 

φλεγµονή του άσθµατος εκφράζεται κυρίως από τα ηωσινόφιλα τα οποία 

ελέγχονται από τα ΕΣ112. Οι διαφορετικές τιµές του Η2Ο2 µεταξύ αυτών που 

λαµβάνουν ΕΣ και αυτών που δεν λαµβάνουν ΕΣ ουσιαστικά δεν εκφράζουν 

διαφορές στο οξειδωτικό stress αλλά διαφορές στην υποκείµενη ηωσινοφιλική 

φλεγµονή. Αυτό ουσιαστικά επιβεβαιώνεται από την ισχυρή συσχέτιση των 

ηωσινοφίλων και της ECP µε την συγκέντρωση Η2Ο2 στους µη λαµβάνοντες 

ΕΣ, καθώς και από την στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ συγκέντρωσης 

Η2Ο2 και ουδετεροφίλων της προκλητής απόχρεµψης ανεξάρτητα από την 

λήψη ΕΣ. Άλλωστε είναι γνωστή η ανικανότητα των στεροειδών να 

αναστείλουν την παραγωγή Η2Ο2 από τα ουδετερόφιλα130. Όλα τα παραπάνω 

ουσιαστικά οδηγούν στην θεωρία ότι η δράση των στεροειδών στην 

παραγωγή Η2Ο2 στους ασθµατικούς ασθενείς εξαρτάται από τον κατασταλτικό 

τους ρόλο στην υποκείµενη ηωσινοφιλική φλεγµονή. Οι ασθενείς µε 

βρογχεκτασίες και ΧΑΠ που ελάµβαναν εισπνεόµενα στεροειδή δεν 

παρουσίαζαν µειωµένη συγκέντρωση Η2Ο2 συγκρινόµενοι µε αυτούς που δεν 

ελάµβαναν. Ανάλογα ευρήµατα βρέθηκαν και σε βρογχεκτασικούς ασθενείς 

που ελάµβαναν χρόνια αντιβιοτική αγωγή από το στόµα. Τα παραπάνω 

ευρήµατα εξηγούνται εν µέρει από την αδυναµία των στεροειδών να 

καταστείλουν την παραγωγή Η2Ο2 από τα ουδετερόφιλα130, καθώς και από 

την ικανότητα των αντιβιοτικών να ελέγχουν την φλεγµονή σε παροξύνσεις 

αλλά όχι σε χρονίζουσες µορφές131. Άλλωστε σε ασθενείς µε ΧΑΠ χωρίς 

παρόξυνση είναι γνωστή η ανεπάρκεια των ΕΣ να ελέγξουν την 

φλεγµονή132,133. Μια θετική επίδραση ΕΣ στις βρογχεκτασίες βασίζεται κυρίως 

σε υποκειµενικές παραµέτρους και όχι στον ρόλο τους στη φλεγµονώδη 

διεργασία110. Η αιτία των υψηλότερων τιµών Η2Ο2 σε αυτούς που ελάµβαναν 

χρόνια αντιβιοτική αγωγή εξηγείται και από το γεγονός ότι οι περισσότεροι 

από αυτούς είχαν χρόνιο αποικισµό µε ψευδοµονάδα, παράγοντα που οδηγεί 

σε αυξηµένη παραγωγή Η2Ο2. 

Συµπερασµατικά η παρούσα µελέτη δείχνει ότι η συγκέντρωση του Η2Ο2 στο 

συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε φλεγµονώδεις παθήσεις των 

αεραγωγών είναι αυξηµένη. Η αύξηση αυτή φαίνεται να είναι περισσότερη στις 

ασθένειες εκείνες που έχουν σαν υποκείµενη φλεγµονώδη διεργασία 

εξαρτώµενη από τα ουδετερόφιλα. Ο ρόλος του στην αξιολόγηση της 
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φλεγµονής και της κλινικής βαρύτητας της νόσου φαίνεται να είναι 

περιορισµένος σε ασθενείς µε σταδιοποιηµένη βαρύτητα ενώ αντίθετα είναι 

σηµαντικός στις βρογχεκτασίες. Παραµένει όµως ως µεγάλο ερωτηµατικό 

αλλά και ως πρόκληση για µελλοντικές µελέτες αν η χορήγηση 

αντιοξειδωτικών ουσιών µέσω της µείωσης των οξειδωτικών µορίων θα 

προκαλεί την ανάλογη κλινική και λειτουργική βελτίωση της νόσου.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Σκοπός της µελέτης αυτής ήταν η µέτρηση των επιπέδων του υπεροξειδίου 

του υδρογόνου (H2O2) στο συµπύκνωµα του εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε 

φλεγµονώδεις παθήσεις των αεραγωγών, ο καθορισµός των κυττάρων που 

συµµετέχουν στην παραγωγή του για κάθε νόσο ξεχωριστά, καθώς και η 

πιθανή συσχέτιση των επιπέδων του µε παραµέτρους που εκφράζουν 

φλεγµονή και βαρύτητα σε κάθε νόσο. Μελετήθηκαν τριάντα ασθενείς µε 

βρογχεκτασίες, πενήντα ασθενείς µε σταθερό άσθµα βαρύτητας από ήπιο έως 

µέτριο και τριάντα ασθενείς µε σταθερή ΧΑΠ βαρύτητας από ήπια έως 

σοβαρή. Η µέση συγκέντρωση του H2O2 ήταν στατιστικά σηµαντικά 

υψηλότερη από αυτή των οµάδων ελέγχου για κάθε νόσο. Τα ηωσινόφιλα 

ήταν τα επικρατούντα κύτταρα που συµµετείχαν στην παραγωγή H2O2 στο 

άσθµα, ενώ τα ουδετερόφιλα ήταν υπεύθυνα για την υψηλή συγκέντρωση του 

H2O2 στις βρογχεκτασίες και στην ΧΑΠ. Ο ρόλος του H2O2 στην αξιολόγηση 

της υποκείµενης φλεγµονής και βαρύτητας στο άσθµα ήταν περιορισµένος µια 

και εξαρτώνταν από την λήψη εισπνεοµένων στεροειδών (ΕΣ) και την 

ταξινόµηση αυτής σε στάδια. Στους ασθενείς µε βρογχεκτασίες τα επίπεδα του 

H2O2 εξέφραζαν την υποκείµενη φλεγµονή της νόσου, την έκταση και την 

βαρύτητα αυτής, µη επηρεαζόµενα από την λήψη ΕΣ και αντιβιοτικών σε 

µακρό χρόνο, αλλά σηµαντικά επηρεαζόµενα από τον χρόνιο αποικισµό µε 

Ψευδοµονάδα Aeruginosa. Τέλος στους ασθενείς µε ΧΑΠ ο ρόλος του H2O2 

στην αξιολόγηση της υποκείµενης φλεγµονής και βαρύτητας επηρεαζόταν 

από την ταξινόµηση αυτής σε στάδια αλά όχι από την λήψη ΕΣ. 
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SUMMARY 

Hydrogen peroxide in expired breath condensate of patients with inflammatory 

airway diseases. 

Stelios Loukides MD, Pneumonology Dept Athens Army General Hospital. 

The aim of our study was to determine the concentration of exhaled hydrogen 

peroxide (H2O2) in patients with inflammatory airway diseases, to investigate 

which cells are the main source of hydrogen peroxide (H2O2) production in 

each disease and finally to evaluate the association between H2O2 levels, 

airway inflammation and disease severity. Thirty patients with bronchiectasis, 

fifty stable asthmatics with disease severity ranging from mild to moderate 

and finally thirty patients with stable COPD  with disease severity ranging from 

mild to severe were studied. Mean concentration of H2O2 was significantly 

elevated in patients with inflammatory airway diseases compared to the 

values of control subjects for each disease. Eosinophils were the predominate 

cells which generate H2O2 in asthma, while neutrophils were responsible for 

the highest levels which were observed in bronchiectasis and COPD. The role 

of H2O2 concentration in predicting the severity of the disease as well as the 

inflammatory process, is limited in asthma and depends on the use of inhaled 

steroids (ICS) and the classification severity. In patients with bronchiectasis 

increased levels of exhaled H2O2 reflected the severity of the disease as well 

as the inflammatory process, were not decreased either by the use of ICS or 

the long term oral antibiotic treatment but were significantly affected by 

chronic colonization with Pseudomonas Aeruginosa. In patients with COPD 

the role of H2O2 concentration in predicting the severity of the disease as well 
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as the inflammatory process depends on the classification severity and was 

not affected by the use of inhaled steroids. 
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Πίνακας 1. Χαρακτηριστικά ασθενών µε Βρογχεκτασίες και οµάδας ελέγχου. 

                                                                         Βρογχεκτασίες 

 

  

  

  

  

 Οµάδα 
Ελέγχου 
n=15 

Ασθενείς 

(n=30) 

ΕΣ (+) 

(n=14) 

ΕΣ (-) 

(n=16) 

ΨA (+) 

(n=10) 

ΨΑ (-) 

(n=20) 

Ηλικία 34(8)

(20-46) 

39(16) 

(19-58) 

37 (11) 

(21-56) 

41(20) 

(19-58) 

42(13) 

(19-58) 

37.5(18) 

(23-56) 

FEV1 % αναµ. 95(8)

(86-110) 

69.5(20) 

(27-101) 

71(16) 

(38-89) 

69(23) 

(27-101) 

59(25) 

(27-101) 

72(22) 

(65-91) 

HRCT score  9.5(4.5) 

(2-18) 

10(5) 

(3-18) 

9(4) 

(2-17) 

14(3) 

(7-18) 

8(4) 

(2-14) 

∆ιάρκεια 

Νόσου (έτη) 

11(8)

(3-21) 

13(9) 

(4-21) 

9(7) 

(3-18) 

14(9) 

(10-21) 

9.5(7.5) 

(3-20) 

Κλινική 

Βαρύτητα 

5(1.7)

(2-8) 

5(2) 

(2-8) 

4.5(1.3) 

(2-7) 

6(1.4) 

(3-8) 

4(1.4) 

(2-8) 

Οι τιµές εκφράζονται ως µέση τιµή (SD) (εύρος) µε εξαίρεση την ηλικία που εκφράζεται ως διάµεση τιµή (SD). Οι συντµήσεις 

εκφράζουν τα ακόλουθα: Α= άνδρας, Γ= γυναίκα n= αριθµός ατόµων, ΕΣ= Εισπνεόµενα Στεροειδή, ΨΑ= Ψευδοµονάδα 

Aeruginosa.  



 77

Πίνακας 2. Αξιολόγηση έκτασης της νόσου σε ασθενείς µε βρογχεκτασίες. Η βαθµολογία βασίστηκε σε ευρήµατα από την Υπολογιστική 

Τοµογραφία Θώρακος Υψηλής ∆ιακριτικότητας. 

Βαθµολογία     0 1 2 3

Αλλοιώσεις Καµία Συµµετοχή ενός υποτµηµατικού Συµµετοχή περισσότερου του 

ενός υποτµηµατικού 

Παρουσία κυστικών 

βρογχεκτασιών 

Κάθε λοβός και στους δύο πνεύµονες αξιολογήθηκε για βρογχεκτασικές αλλοιώσεις µε σύστηµα βαθµολόγησης από 0-3 (η 

γλωσσίδα βαθµολογήθηκε ως ξεχωριστός λοβός). Μέγιστη βαθµολογία ήταν 18 βαθµοί 
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Πίνακας 3. Αξιολόγηση κλινικής βαρύτητας της νόσου σε ασθενείς µε βρογχεκτασίες. Η βαθµολογία βασίστηκε σε κλίµακα 

βαρύτητας συµπτωµάτων. 

 Συµπτώµατα Συµπτώµατα 

Βαθµολογία Βήχας-Συριγµός Απόχρεµψη 

0 απουσία Aπουσία 

1 ήπια Λιγότερη από µισό 

κύπελλο  

2 µέτρια Περισσότερη από µισό 

κύπελλο αλλά λιγότερη 

από ολόκληρο  

3 βαριά Περισσότερη από ένα 

κύπελλο 

Στην αξιολόγηση της απόχρεµψης χρησιµοποιήθηκε κύπελλο χωρητικότητας 50ml. Εύρος βαθµολογίας 0-9. 
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Πίνακας 4. Συσχετίσεις µεταξύ συγκέντρωσης H2O2 και των κύριων κλινικών και λειτουργικών παραµέτρων της µελέτης σε ασθενείς 

µε βρογχεκτασίες. 

 H   2O2 HRCT FEV1 % αναµ Κλινικό score Πολυµορφοπύρηνα % 

 rs           p value rs        p value rs        p value rs         p value rs      p value 

Πολυµορφοπύρηνα 

% 

0.9       <0.0001 0.6      <0.0001 -0.39   < 0.05 0.67     <0.001  

HRCT 0.66     <0.0001  -0.48   < 0.05 0.4       <0.05 0.6     <0.0001 

FEV1 % αναµ -0.42     < 0.05 -0.48   < 0.05  -0.21      0.08 -0.39    < 0.05 

Κλινική βαθµονόµηση  0.43       <0.05 0.4      <0.05 -0.21      0.08  0.67     <0.001 

H2O2  0.66    <0.0001 -0.42   < 0.05 0.43       <0.05 0.9        <0.0001 

Οι συχετίσεις αναλύθηκαν µε το Spearman’s rank correlation coefficient. Τα έντονα γράµµατα παριστάνουν στατιστικά σηµαντική 

συσχέτιση. 
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Πίνακας 5. Χαρακτηριστικά ασθενών µε βρογχικό άσθµα και οµάδας ελέγχου.. 

                       Άσθµα    

 

 

Οµάδα Ελέγχου 

(n=15) 

 Ασθενείς 

 (n=50) 

ΕΣ (+) 

(n=20) 

ΕΣ (-) 

 (n=20) 

Ήπιο διαλείπον  

(n=10) 

 Ήπιο επιµένον 

(n=20) 

Μέτριο 

(n=20) 

Ηλικία (έτη)  30 (4) 

(19-37) 

29 (6) 

(19-43) 

30(5) 

(19-36) 

28(7) 

(19-43) 

30.5(6) 

(22-43) 

29(5) 

(19-36) 

29(7) 

(19-43) 

FEV1 % αναµ.   95 (3)

(87-121) 

82 (16) 

(49-110) 

81(14) 

(49-101) 

76(18) 

(59-110) 

96(5) 

(84-104) 

92(7) 

(80-110) 

64(9) 

(41-74) 

PEFR διακύµανση 

(%) 

 12.5 (2)  10(2) 

(7-34) (8-21) 

14(2.5) 

(7-34) 

7 (2) 

(7-14) 

12(4) 

(10-24) 

15(6) 

(11-34) 

% ηωσινόφιλα σε 

προκλητή απόχρεµψη 

0.3(0.7) 

(0-2) 

7(4) 

(0-20) 

5(1.5) 

(0-15) 

9(3) 

(2-20) 

2(1) 

(0-3) 

5(3) 

(1-15) 

11.5(6) 

(3-20) 

Κλινική βαθµονόµηση 

(εύρος 0-12) 

  6 (2.5) 6.5 (2) 

(2-12) (3-11) 

7(2.5) 

(4-12) 

3(0.8) 

(2-4) 

5(1.4) 

(3-8) 

8(2) 

(4-12) 

ECP(ng/ml)   19 (16)

(0-132) 

364(579) 

(0-2850) 

256(357) 

(0-986) 

624(776) 

(0-2850) 

 58(55) 

(0-178) 

171(336) 

(0-1084) 

710(712) 

(5-2850) 

Οι τιµές εκφράζονται ως µέση τιµή (SD) (εύρος) µε εξαίρεση την ηλικία που εκφράζεται ως διάµεση τιµή (SD). Οι συντµήσεις 

εκφράζουν τα ακόλουθα: n= αριθµός ατόµων, ΕΣ= Εισπνεόµενα Στεροειδή, ECP= Ηωσινοφιλική κατιονική πρωτείνη.  
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Πίνακας 6. Αξιολόγηση κλινικής βαρύτητας της νόσου σε ασθενείς µε βρογχικό άσθµα. Η βαθµολογία βασίστηκε σε κλίµακα 

βαρύτητας συµπτωµάτων. 

 Συµπτώµατα 

Βαθµολογία Βήχας-Συριγµός-∆ύσπνοια-Νυχτερινά συµπτώµατα 

0 απουσία 

1 ήπια 

2 µέτρια 

3 βαριά 

 

Η αξιολόγηση έγινε για χρονικό διάστηµα 15 ηµερών. Εύρος βαθµολογίας 0-12. 
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 Πίνακας 7. Συσχετίσεις µεταξύ συγκέντρωσης H2O2 και των κύριων κλινικών φλεγµονωδών και λειτουργικών παραµέτρων της µελέτης σε 

ασθενείς µε άσθµα. 

                                                                                          Συγκέντρωση  H2O2 στο συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα 

 Όλοι Ήπιο 

διαλείπον 

Ήπιο 

επιµένον 

 

Μέτριο ΕΣ (-) ΕΣ (+) 

 rs           p value r         p value r      p value r    p value r    p value r    p value 

Μακροφάγα% 0.05       0.4 0.11     0.6 0.03    0.8 0.14   0.55 0.12   0.6 0.11   0.5 

Πολυµορφοπύρηνα% 0.13       0.4 0.14     0.7 0.04    0.9 0.6    0.005 0.1      0.7 0.11    0.13 

Ηωσινόφιλα% 0.48      0.0004 0.24     0.15 0.006   0.8 0.76  <0.0001 0.67   0.001 0.57   0.007 

ECP 0.5        0.0002 0.23     0.25 0.34      0.1 0.61   <0.0001 0.76 < 0.0001 0.55   0.01 

FEV1 % αναµ -0.68    <0.0001  -0.1       0.7  -0.005    0.8 -0.5      0.01 -0.64    0.001 0.14   0.2 

PEFR (διακύµανση) 

% 

 

0.3        <0.05 024      0.5  0.04      0.6 0.49     0.002  0.54      0.001 0.21   0.3 

Κλινική βαθµονόµηση 0.55      <0.0001  0.1        0.7 0.14     0.5 0.46     0.005 0.43      0.002 0.19    0.1 

Οι συσχετίσεις έγιναν µε το Pearson’s correlation coefficient για τις υποοµάδες άσθµατος και µε το Spearman’s correlation 

coefficient για το άσθµα σαν σύνολο. Τα έντονα γράµµατα υποδηλώνουν στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση. 
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Πίνακας 8. Συσχετίσεις µεταξύ συγκέντρωσης H2O2 και των κύριων κλινικών φλεγµονωδών και λειτουργικών παραµέτρων της 

µελέτης σε ασθενείς µε ήπιο επιµένον και µέτριο άσθµα. 

                                                    Ήπιο επιµένον                                 Μέτριο 

 ΕΣ(-) ΕΣ(+) ΕΣ(-) ΕΣ(+) 

 r           p value r         p value r      p value r    p value 

Μακροφάγα% 0.01       0.65 0.14     0.1 0.13    0.21 0.14   0.55 

Πολυµορφοπύρηνα% 0.13       0.4 0.14     0.8 0.34    0.04 0.24    0.05 

Ηωσινόφιλα% 0.21     0.06 0.08     0.55 0.68  <0.0001 0.36  <0.05 

ECP 0.2       0.08 0.03     0.25 0.64  <0.0001 0.33   <0.05 

FEV1 % αναµ -0.07       0.11    -0.07      0.7  -0.54    0.002 -0.12     0.13 

PEFR (διακύµανση) 

% 

0.10       0.23 009      0.5  0.4     <0.05 0.19     0.09  

Κλινική βαθµονόµηση 0.09        0.2 0.1        0.7 0.44     0.003 0.20     0.07 

Οι συσχετίσεις έγιναν µε το Pearson’s correlation coefficient. Τα έντονα γράµµατα υποδηλώνουν στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση 
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Πίνακας 9. Χαρακτηριστικά ασθενών µε ΧΑΠ και οµάδας ελέγχου  

 Οµάδα 

Ελέγχου 

(n=10) 

Ασθενείς   

 (n=30) 

ΕΣ (+) 

(n=15) 

ΕΣ (-) 

 (n=15) 

Ήπια  

(n=10) 

 Μέτρια 

(n=10) 

Σοβαρή 

(n=10) 

Κάπνισµα (pack/years) 35(6) 

21-42 

41(9) 

24-56 

39(9) 

34-56 

43(9) 

24-48 

39(8) 

24-46 

43(10) 

34-56 

41(9) 

33-52 

Ηλικία (έτη)  56 (4) 

(41-77) 

59 (9) 

(42-76) 

56 (10) 

(42-76) 

62 (12) 

(51-71) 

59 (9.5) 

(42-76) 

59.5 (9) 

(44-71) 

58 (9) 

(47-70) 

FEV1 % αναµ.  93 (8) 59.5 (14) 

(82-108) (36-80) 

53 (14) 

(36-76) 

66 (12) 

(45-80) 

75 (3) 

(71-80) 

60 (7) 

(50-69) 

43 (4) 

(36-49) 

% πολυµορφοπύρηνα 

προκλητή απόχρεµψη 

39(7) 

(37-40) 

56(13) 

(31-70) 

62 (9) 

(38-70) 

51 (14) 

(31-70) 

39(5) 

(31-46) 

63 (7) 

(50-70) 

66 (2) 

(63-70) 

Βαθµονόµηση 

δύσπνοιας 

(εύρος 0-4) 

0 2 (0.8) 2.4 (0.8) 

(1-4) (1-4) 

1.7 (0.8) 

(1-3) 

1(0.9) 

(0-2) 

1.9 (0.6) 

(1-3) 

2.9 (0.6) 

(2-4) 

Οι τιµές εκφράζονται ως µέση τιµή (SD) (εύρος) µε εξαίρεση την ηλικία που εκφράζεται ως διάµεση τιµή (SD).  
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Πίνακας 10. Αξιολόγηση της βαρύτητας της δύσπνοιας σε  ασθενείς µε ΧΑΠ. Η βαθµολογία βασίστηκε σε κλίµακα βαρύτητας (MRC 

scale). 

Βαθµολογία ∆ύσπνοια 

0 Απουσία εκτός από την περίπτωση έντονης σωµατικής άσκησης 

1 Εµφάνιση όταν βιάζεται στο ίσωµα ή όταν ανεβαίνει σε µικρή 

ανηφόρα 

2 Βαδίζει βραδύτερα από ανθρώπους ίδιας ηλικίας στο ίσωµα ή 

σταµατά όταν βαδίζει µε το δικό του βήµα στο ίσωµα 

3 Σταµατά για να ανασάνει όταν βαδίζει 100µέτρα ή µετά από λίγο 

στο ίσωµα 

4 Πολύ µεγάλη δύσπνοια για να µπορέσει να βγει από το σπίτι ή 

όταν ντύνεται ή ξεντύνεται 

Εύρος βαθµολογίας 0-4. 
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Πίνακας 11. Συσχετίσεις µεταξύ συγκέντρωσης H2O2 και των κύριων κλινικών φλεγµονωδών και λειτουργικών παραµέτρων της µελέτης 

σε ασθενείς µε ΧΑΠ. 

                                 Συγκέντρωση  H2O2 στο συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα 

 Ασθενείς Ήπια  

 

Μέτρια Σοβαρή 

 rs           p value r         p value r         p value r         p value 

Μακροφάγα% -0.76    <0.0001 -0.14     0.18 0.2       0.55 -0.33       <0.05 

Πολυµορφοπύρηνα% 0.77      <0.0001  0.11      0.19 0.6       <0.001 0.7        0.002 

∆ύσπνοια 0.12      0.09 0.19      0.07 0.1       0.11 0.13       0.35 

FEV1 % αναµ -0.9      <0.0001  -0.18     0.12 -0.76    0.009 -0.84      0.002 

Οι συσχετίσεις έγιναν µε το Pearson’s correlation coefficient για τις υποοµάδες της ΧΑΠ και µε το Spearman’s correlation coefficient 

για τη ΧΑΠ σαν σύνολο. Τα έντονα γράµµατα υποδηλώνουν στατιστικώς σηµαντική συσχέτιση. 
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Πίνακας 12. Συσχετίσεις µεταξύ των κύριων φλεγµονωδών κλινικών και λειτουργικών παραµέτρων της µελέτης σε ασθενείς µε ΧΑΠ. 

             FEV1 % αναµ 

Όλοι         Ήπια       Μέτρια    Σοβαρή 

∆ύσπνοια 

Όλοι        Ήπια            Μέτρια        Σοβαρή 

Πολυµορφοπύρηνα  % 

Όλοι         Ήπια            Μέτρια       Σοβαρή 

 rs - p value    rs - p value    rs - p value     rs - p value rs - p value    rs - p value   rs - p value     rs - p value rs - p value    rs - p value   rs - p value     rs - p value 

Πολυµορφοπύρηνα 

% 

0.8-0.001  0.3-<0.05  0.7-0.001     0.75-<0.0001 0.04-0.43    0.01-0.35 .   0.09-0.42       0.1-0.11  

FEV1 % αναµ   0.16-0.09    0.08-015      0.09-0.23     0.17-0.06 0.8-0.001   0.3-<0.05     0.7-0.001 0.75-<0.0001 

∆ύσπνοια 0.1-0.09   0.08-015         0.09-0.23      0.2-   0.06  0.04-0.43   0.01-0.35 .    0.09-0.42         0.1-0.11 

Οι συσχετίσεις έγιναν µε το Pearson’s correlation coefficient για τις υποοµάδες της ΧΑΠ και µε το Spearman’s correlation coefficient 

για τη ΧΑΠ σαν σύνολο. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΕΙΚΟΝΕΣ. 
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ΕΙΚΟΝΑ 1. Συγκέντρωση υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στο 

συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα σε ασθενείς µε βρογχεκτασίες (όλοι n=30ê, 

σε θεραπεία µε εισπνεόµενα κορτικοστεροειδή (ΕΣ+) n=14g, χωρίς 

εισπνεόµενα στεροειδή (ΕΣ-) n=16 , χρόνια αποικισµένοι µε Ψευδοµονάδα 

aeruginosa (ΨA+) n=10Y, µη αποικισµένοι µε Ψευδοµονάδα aureginosa 

(ΨA-) n=20∇) και φυσιολογικοί ασθενείς (n=15A). Κάθε σύµβολο παριστάνει 

τιµή για ένα άτοµο µελέτης. Η συγκέντρωση του H2O2 στους ασθενείς µε 

βρογχεκτασίες ήταν στατιστικά σηµαντικά υψηλότερη από εκείνη των 

φυσιολογικών ατόµων, p<0.0001. Οι ασθενείς µε ΨΑ (+) είχαν στατιστικά 

σηµαντικά υψηλότερες τιµές H2O2 σε σύγκριση µε τους ΨΑ (-) p<0.05. Οι 

οριζόντιες γραµµές δείχνουν µέση τιµή.  
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ΕΙΚΟΝΑ 2. % αριθµός µη πλακωδών κυττάρων από την ανάλυση της 

προκλητής απόχρεµψης ασθενών µε βρογχεκτασίες και φυσιολογικών 

ατόµων. Ο µονήρης αστερίσκος υποδηλώνει στατιστικά υψηλότερο ποσοστό 

(%) πολυµορφοπύρηνων σε ασθενείς µε βρογχεκτασίες συγκρινόµενοι µε 

φυσιολογικούς (p< 0.0001). Ο διπλός αστερίσκος υποδηλώνει στατιστικά 

χαµηλότερο ποσοστό (%) µακροφάγων σε ασθενείς µε βρογχεκτασίες 

συγκρινόµενοι µε φυσιολογικούς (p< 0.0001).  
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ΕΙΚΟΝΑ 3. Συσχέτιση συγκέντρωσης υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στο 

συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε βρογχεκτασίες και A) % αριθµό 

πολυµορφοπύρηνων στην προκλητή απόχρεµψη (rs=0.9, p<0.0001) B) 

Βαθµολόγηση υψηλής διακριτικότητας αξονική τοµογραφία (HRCT) (rs=0.66, 

p<0.0001). ] παριστάνει τιµή για ένα άτοµο µελέτης. 
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ΕΙΚΟΝΑ 4. Συσχέτιση συγκέντρωσης υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στο 

συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε βρογχεκτασίες και A) Score 

κλινικής βαρύτητας (rs=0.43, p<0.05) Β) βίαια εκπνεόµενου όγκου στο 1’ 

(FEV1 )% αναµενόµενης (rs=-0.42, p<0.05). ] παριστάνει τιµή για ένα άτοµο 

µελέτης. 
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ΕΙΚΟΝΑ 5. Συγκέντρωση υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στο συµπύκνωµα 

εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε άσθµα (Όλοι n=50W, ήπιο διαλείπον n=10C, ήπιο 

επιµένον n=20Y, µέτριο n=20X) και φυσιολογικών ατόµων (n=15A). Κάθε σύµβολο 

παριστάνει τιµή για ένα άτοµο µελέτης. Η συγκέντρωση του H2O2 στους ασθενείς µε 

άσθµα ήταν στατιστικά σηµαντικά υψηλότερη από εκείνη των φυσιολογικών ατόµων, 

p<0.0001. Οι ασθενείς µε µέτριο άσθµα είχαν σηµαντικά υψηλότερες τιµές 

συγκρινόµενοι µε αυτές των ασθενών µε ήπιο επιµένον και ήπιο διαλείπον 

αντίστοιχα, p<0.0001. Οι οριζόντιες γραµµές δείχνουν µέση τιµή. 
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ΕΙΚΟΝΑ 6. % αριθµός µη πλακωδών κυττάρων από την ανάλυση της 

προκλητής απόχρεµψης ασθενών µε άσθµα (όλοι, ήπιο διαλείπον, ήπιο 

επιµένον, µέτριο) και φυσιολογικών ατόµων. Ο µονήρης αστερίσκος 

υποδηλώνει στατιστικά υψηλότερο ποσοστό (%) πολυµορφοπύρηνων σε 

ασθενείς µε µέτριο άσθµα συγκρινόµενους µε φυσιολογικούς και ασθµατικούς 

µε ήπια νόσο (p< 0.05). Ο διπλός αστερίσκος υποδηλώνει στατιστικά 

υψηλότερο ποσοστό (%) ηωσινοφίλων σε ασθενείς µε µέτριο άσθµα 

συγκρινόµενους µε φυσιολογικούς και ασθµατικούς µε ήπια νόσο (p< 0.001). 

Ο τριπλός αστερίσκος υποδηλώνει στατιστικά σηµαντικά χαµηλότερο 

ποσοστό (%) µακροφάγων σε ασθενείς µε µέτριο άσθµα συγκρινόµενους µε 

φυσιολογικούς και ασθµατικούς µε ήπια νόσο (p< 0.0001).  
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ΕΙΚΟΝΑ 7. Συγκέντρωση υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στο 

συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε άσθµα που ελάµβαναν 

εισπνεόµενα στεροειδή (ΕΣ) (Όλοι n=20 , ήπιο επιµένων n=10∇, µέτριο 

n=10â) και αυτών που δεν ελάµβαναν ΕΣ (-) (Όλοι n=20], ήπιο επιµένον 

n=10Y, µέτριο n=10ê). Κάθε σύµβολο παριστάνει τιµή για ένα άτοµο 

µελέτης. Η συγκέντρωση του H2O2 ήταν στατιστικά σηµαντικά χαµηλότερη σε 

ασθενείς µε ΕΣ (+) συγκρινόµενους µε εκείνους που ήταν ΕΣ(-) (p<0.05 όλοι, 

p<0.001 ήπιο επιµένον, p<0.0001 µέτριο). Οι οριζόντιες γραµµές δείχνουν 

µέση τιµή. 
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ΕΙΚΟΝΑ 8. Συγκέντρωση υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στο 

συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε ΧΑΠ (Όλοι n=30ê, ήπια 

n=10], µέτρια n=10X, σοβαρή n=10Y) και οµάδας ελέγχου (n=15A). Κάθε 

σύµβολο παριστάνει τιµή για ένα άτοµο µελέτης. Η συγκέντρωση του H2O2 

στους ασθενείς µε ΧΑΠ ήταν στατιστικά σηµαντικά υψηλότερη από εκείνη της 

οµάδας ελέγχου, p<0.0001. Οι ασθενείς µε σοβαρή ΧΑΠ είχαν σηµαντικά 

υψηλότερες τιµές συγκρινόµενοι µε αυτές των ασθενών µε ήπια και µέτρια 

ΧΑΠ, p<0.0001. Οι οριζόντιες γραµµές δείχνουν µέση τιµή. 
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ΕΙΚΟΝΑ 9. % αριθµός µη πλακωδών κυττάρων από την ανάλυση της 

προκλητής απόχρεµψης ασθενών µε ΧΑΠ (όλοι, ήπια, µέτρια, σοβαρή) και 

οµάδας ελέγχου. Ο µονήρης αστερίσκος υποδηλώνει στατιστικά υψηλότερο 

ποσοστό (%) πολυµορφοπύρηνων σε ασθενείς µε ΧΑΠ συγκρινόµενους µε 

την οµάδα ελέγχου (p< 0.001). Ο διπλός αστερίσκος υποδηλώνει στατιστικά 

υψηλότερο ποσοστό (%)πολυµορφοπύρηνων σε ασθενείς µε σοβαρή ΧΑΠ 

συγκρινόµενους µε τους ασθενείς µε ΄πια και µέτρια ΧΑΠ αντίστοιχα (p< 

0.0001). Ο µονήρης W υποδηλώνει στατιστικά σηµαντικά χαµηλότερο 

ποσοστό (%) µακροφάγων σε ασθενείς µε ΧΑΠ συγκρινόµενους µε την οµάδα 

ελέγχου (p< 0.0001). Ο διπλός W υποδηλώνει στατιστικά σηµαντικά 

χαµηλότερο ποσοστό (%) µακροφάγων σε ασθενείς µε σοβαρή ΧΑΠ 

συγκρινόµενους µε ασθενείς µε µέτρια και ήπια νόσο (p< 0.0001). Οι τιµές 

εκφράζονται ως µέση τιµή. 
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ΕΙΚΟΝΑ 10. Συσχέτιση συγκέντρωσης υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) 

στο συµπύκνωµα εκπνεόµενου αέρα ασθενών µε ΧΑΠ και Α) βίαια 

εκπνεόµενου όγκου στο 1’ (FEV1 )% αναµενόµενης (rs=-0.9, p<0.0001). Β) % 

αριθµό πολυµορφοπύρηνων στην προκλητή απόχρεµψη (rs=0.76, p<0.0001). 

]παριστάνει τιµή για ένα άτοµο µελέτης. 
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Exhaled H2O2 in Steady-State
Bronchiectasis*
Relationship With Cellular Composition in Induced
Sputum, Spirometry, and Extent and Severity of
Disease

Stelios Loukides, MD; Demosthenes Bouros, MD, FCCP;
Georgios Papatheodorou, PhD; Stephanos Lachanis, MD; Panos Panagou, MD;
and Nikolaos M. Siafakas, MD, PhD, FCCP

Study objectives: To determine the concentration of exhaled H2O2 in patients with bronchiectasis,
and to study the relationship between levels of exhaled H2O2, extent of disease, symptoms score,
spirometry, and cellular composition obtained from induced sputum; furthermore, to account for
possible confounding effects of inhaled corticosteroids (ICS) usage, long-term oral antibiotic
treatment, and chronic colonization with Pseudomonas aeruginosa.
Design: Cross-sectional study.
Patients: Thirty patients with steady-state bronchiectasis.
Results: Mean (95% confidence interval [CI]) exhaled H2O2 levels were significantly elevated in
patients with bronchiectasis compared to normal subjects: 1.1 (0.87 to 1.29) �M vs 0.3 (0.19 to
0.36) �M, respectively (p < 0.0001). Patients treated with ICS had similar values as steroid-naı̈ve
patients. The group of patients with P aeruginosa colonization showed a significantly increased
concentration of H2O2 compared to the group without P aeruginosa colonization. Patients receiving
long-term oral antibiotic treatment had significantly higher values of H2O2 compared to those not
receiving antibiotics. There was a significant positive correlation between H2O2 and either the
percentage of neutrophils in induced sputum or the extent of the disease as defined by high-
resolution CT. A significant negative correlation was found between H2O2 and FEV1 percent
predicted. Finally, there was a significant positive correlation between H2O2 and the symptoms score.
Conclusions: Patients with bronchiectasis in stable condition showed increased levels of exhaled
H2O2. The above-mentioned levels were not decreased either by ICS or long-term oral antibiotic
treatment, but were significantly affected by chronic colonization with P aeruginosa. H2O2 levels
could be an indirect index of neutrophilic inflammation, impairment of lung function, and extension
and severity of the disease. (CHEST 2002; 121:81–87)

Key words: bronchiectasis; hydrogen peroxide; induced sputum; Pseudomonas aeruginosa; spirometry

Abbreviations: BSS � bronchiectasis severity score; CI � confidence interval; HRCT � high-resolution CT; ICS � inhaled
corticosteroids; ROI � reactive oxygen intermediate

B ronchiectasis is a chronic suppurative lung disease
of diverse etiology characterized by irreversible

dilation of the bronchi and persistent purulent sputum
production. High levels of proinflammatory cytokines
are present in airway secretions, and neutrophils are
the predominate cells in the airway lumen.1 In patients

with bronchiectasis, bronchial damage is thought to
exist due to neutrophil inflammatory products released
in response to bacterial infection.2 The patient’s condi-
tion can be monitored by lung function tests and
high-resolution CT (HRCT), although the latter re-
quires exposure to radiation.3 Chronic colonization
with Pseudomonas aeruginosa is associated with exten-
sive lung disease and severe airflow obstruction.4

Induced sputum is a relatively noninvasive, reli-
able, valid, and responsive technique to measure
airway inflammation.5 It can be applied even in the
more severe conditions, and can be used repeatedly
to investigate the inflammatory pattern as well as the
effects of treatment on various diseases.6
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Oxidative stress, defined as an increased exposure
to oxidants or decreased antioxidant capacities, is
implicated in airway inflammatory diseases including
bronchiectasis.7,8 Oxygen-derived free radicals or
metabolites, collectively termed reactive oxygen spe-
cies, are important mediators of cell and tissue injury
during inflammation and may be produced by sev-
eral types of inflammatory cells.9 It has been shown7

that the increased oxidative burden in the lungs of
patients with bronchiectasis is being reflected by
increased levels of exhaled H2O2.

In testing the hypothesis that reactive oxygen
intermediates (ROIs) such as H2O2 are important in
bronchial inflammation seen in bronchiectasis as
well as in predicting the severity of the disease, it
would be necessary and interesting to define which
of the inflammatory cells express the main source of
H2O2 production in patients with bronchiectasis.
Furthermore, it would be interesting to show
whether the H2O2 concentration contributes to the
development of bronchial inflammation and conse-
quently to the extent of the disease, to disease
severity, and to lung function impairment. We there-
fore measured H2O2 concentrations in the expired
breath condensate of patients with steady-state bron-
chiectasis. We also assessed whether there is an
association between H2O2 concentration, airway in-
flammation as defined by induced sputum cytology,
the extent of the disease as defined by a HRCT
scoring scale system, the disease activity as defined
by a symptoms score, and lung function impairment.
To account for possible confounding effects of the
use of inhaled corticosteroids (ICS), long-term oral

antibiotic treatment, or chronic colonization with P
aeruginosa, further analysis was conducted after
subclassifying the patients on the basis of treatment
with ICS, oral antibiotics, and chronic colonization
with P aeruginosa.

Materials and Methods

Subjects

Fifteen normal subjects (12 men; mean [SD] age, 34 [8] years;
range, 20 to 46 years; Table 1) were recruited from the staff of
our department. All were nonsmokers and were free of both
upper and lower respiratory tract infections for at least 6 weeks
before this study. They had no history of chronic disease and
were not receiving any regular medication. The subjects had a
negative history of allergy (negative skin prick test results to
common allergens), normal spirometry (FEV1, 95 [8]% pre-
dicted; range, 86 to 110% predicted), and normal bronchial
reactivity with a provocative concentration of histamine causing a
20% fall in FEV1 � 0.800 mg in all subjects.

Thirty patients (24 men; mean [SD] age, 39 [16] years; range,
19 to 58 years; FEV1, 69.5 [20]% predicted; range, 27 to 101%
predicted) with diagnosed bronchiectasis were recruited from the
outpatient clinic at Athens Army General Hospital (Table 1). All
patients had a negative history of allergy (negative skin prick test
result to common aeroallergens). None of our patients had
reversibility with inhaled salbutamol of � 12% of predicted
FEV1. All patients had bronchiectasis diagnosed on the basis of
clinical and radiologic features and confirmed by HRCT of the
thorax. Patients were included in the study only if they were in
clinically stable condition and had no evidence of acute infective
exacerbation (lower or upper airways) for at least 4 weeks prior to
the study. Ten patients with chronic colonization with P aerugi-
nosa were separately studied and compared with the remaining
20 patients who had no evidence of any chronic colonization with
bacteria (Table 1). Chronic colonization with P aeruginosa was

Table 1—Subject Characteristics*

Characteristics
Normal Subjects

(n � 15)

Bronchiectasis

All
(n � 30)

ICS (�)
(n � 14)

ICS (�)
(n � 16)

PA Group
(n � 10)

PA Group (�)
(n � 20)

Male/female sex, No. 12/3 24/6 10/4 14/2 8/2 16/4
Age, yr 34 (8) 39 (16) 37 (11) 41 (20) 42 (13) 37.5 (18)

Range 20–46 19–58 21–56 19–58 19–58 23–56
FEV1 % predicted 95 (8) 69.5 (20) 71 (16) 69 (23) 59 (25) 72 (22)

Range 86–110 27–101 38–89 27–101 27–101 65–91
FVC % predicted 97 (7) 78 (14) 79 (12) 77 (16) 67 (9) 83.5 (17)

Range 88–119 38–114 38–106 42–114 38–81 61–114
HRCT score Not done 9.5 (4.5) 10 (5) 9 (4) 14 (3) 8 (4)

Range 2–18 3–18 2–17 7–18 2–14
Disease duration, yr 11 (8) 13 (9) 9 (7) 14 (9) 9.5 (7.5)

Range 3–21 4–21 3–18 10–21 3–20
BSS 5 (1.7) 5 (2) 4.5 (1.3) 6 (1.4) 4 (1.4)

Range 2–8 2–8 2–7 3–8 2–8
IE/previous year 4 (2) 3 (1.5) 5 (3) 5 (3) 3.5 (2)

Range 2–8 2–7 2–8 2–8 2–6

*Data are presented as mean (SD) unless otherwise indicated.
IE/previous year � infective exacerbations in the previous year; ICS (�) � patients treated with ICS; ICS (�) � patients not treated with ICS;
PA group � patients with P aeruginosa colonization; PA group (�) � patients without P aeruginosa colonization.
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defined as more than three isolations of P aeruginosa from
separate samples over 3 months.4 All patients had negative sweat
test results. Patients with cystic fibrosis, allergic bronchopulmo-
nary aspergillosis, asthma, �1-antitrypsin deficiency, COPD, and
atopic diseases were excluded. Asthma and COPD were excluded
by using the American Thoracic Society criteria.10 None of our
patients were current smokers. Two patients had stopped smok-
ing � 3 years prior to the study (mean smoking history, � 4
pack-years), and the remaining 28 patients had a negative
smoking history. Twenty-one patients were receiving regular
inhaled �2-agonists (short or long acting) and 14 patients were
receiving ICS (fluticasone propionate, 500 to 1,000 �g/d, or
budesonide, 400 to 800 �g/d). Eleven patients received long-
term oral antibiotics (8 patients in the group with P aeruginosa
colonization). No attempt was made to modify their treatment
with inhaled steroids and long-term oral antibiotics, which re-
mained unchanged for at least 3 months before sputum induction
and H2O2 collection. None of the patients were receiving inhaled
or oral mucolytics, and none were receiving oxygen therapy. The
study protocol was approved by the ethics committee of our
hospital, and all subjects gave written informed consent.

Assessment of Disease Severity

Symptoms were assessed as previously described11 using a
different analog scale score. Patients were instructed to record
accurately their daily symptoms (wheezing, sputum production,
cough) for a 2-week period. Symptoms were scored by the patient
every day using a subjective 0 to 3 scoring system, where
0 � none, 1 � mild, 2 � moderate, and 3 � severe. Sputum was
collected over a 24-h period and was stored in clear plastic pots
(50 mL). Sputum production was scored as follows: 0 � no
sputum, 1 � less than a half pot, 2 � more than a half pot but less
than a full pot, 3 � more than a pot per day. The symptoms were
added for each day, and a mean daily score was calculated for the
period of assessment (score range, 0 to 9).

Lung Function

FEV1 and FVC were measured using a dry spirometer (Vica-
test, model VEP2; Mijnhardt; Rotterdam, Holland). The best
value of three maneuvers was expressed as a percentage of the
predicted value. Airway responsiveness was measured only in
normal subjects by histamine provocation challenge. The provoc-
ative concentration of histamine causing a 20% fall in FEV1 was
calculated by linear interpolation of the semilogarithmic dose-
response curve.

HRCT

A recent HRCT (within a week from entering the study) scan
(GE 9800 Highlight Advanced; General Electric Medical Sys-
tems; Milwaukee, WI) of 30 patients was assessed and scored by
the same radiologist, who was blinded to all other details
concerning the patients’ clinical and functional conditions. Dur-
ing the 7-day interval, none of our patients had an exacerbation of
disease. Each lobe of both lungs was graded for bronchiectatic
changes on a scale of 0 to 3 (lingula was scored as a separate
lobe), giving a maximum of 18 points (0 � no bronchiectasis,
1 � one bronchopulmonary segment involved, 2 � more than
one bronchopulmonary segment involved, and 3 � gross cystic
bronchiectasis). Patients with emphysematous changes were ex-
cluded. This scoring has been used in a previous study3 with low
interobserver variation.

Collection of Expired Breath Condensate and H2O2
Measurement

A heat-exchanger unit (RHES, model 6V3; Jaeger; Wuerzburg,
Germany) was used to produce cold air of � 15°C to � 18°C at
an air flow of 80 L/min. A double-jacketed glass tube of 30 cm in
length was specifically adapted to the cold-air system and a
two-way unidirectional valve (Series 2-200; Hans Rudolph; Kan-
sas City, MO) was connected to the tube in order to separate
inspiration from expiration. After rinsing their mouths, the
subjects were comfortably seated in a chair wearing nose clips
and breathed in a relaxed manner (tidal breathing) for 10 min.
The breath condensate was collected at the other end of the tube
and was immediately stored at � 70°C for later analysis. Accord-
ing to this design, salivary contamination was highly unlikely and
was easily observed, as the proximal cold-air connection was 20
cm away from the mouthpiece. Approximately 1 mL of breath
condensate was collected in a 2-mL sterile plastic tube. H2O2
measurements were performed the same day (minimum of 2 days
and maximum of 20 days from collection time in all samples). To
examine the repeatability of H2O2 measurements within subjects,
condensate was collected from 5 normal subjects and 10 patients
on 2 consecutive days. To assess the stability of H2O2 in the
frozen condensate, 4 mL of condensate was collected from eight
subjects (four patients). The above-mentioned concentration was
divided into 1-mL aliquots, in which H2O2 concentrations were
determined after 2 days, 1 week, 2 weeks, and 3 weeks of storage
(the maximum time between collection and measurement in the
whole samples). Repeatability of exhaled H2O2 measurements
and stability of H2O2 frozen samples were estimated as previously
described.12

All condensate samples were tested for salivary contamination
by determination of amylase activity. Amylase activity was carried
out spectrophotometrically (kinetic method) using a commercial
reagent kit (model 981362; KONE Instruments; Espoo, Finland).
In this procedure, �-amylase of the sample and the enzyme
�-glucosidase hydrolyzes the substrate p-nitrophenyl-�-d-malto-
heptaoside to glucose and p-nitrophenol. The liberation of
p-nitrophenol is followed at 405 nm (37°C) for 2 min. Two
samples were spiked with saliva to ensure that it can be detected
by our method. In all samples, no amylase was detected using the
method described, suggesting no contamination of breath con-
densate with saliva. The samples that were spiked with saliva,
showed levels of � 5,000 IU salivary amylase.

H2O2 concentration was determined by an enzymatic assay as
previously described.13,14 Briefly, 250 �L of 420 �M 3	, 3,5,5	
tetramethylbenzidine (dissolved in 0.42 mol/L citrate buffer, pH
3.8) and 10 �L of 52.5 U/mL of horseradish peroxidase (HRP;
Sigma Chemicals; St Louis, MO) were reacted with 250 �L of the
condensate for 20 min at room temperature. Subsequently, the
mixture was acidified to a pH of 1 with 10 �L of 18 N sulfuric
acid. The reaction product was quantitated at the absorbency of
450 nm using a double-beam spectrophotometer (Uvicon 940;
Kontron Instruments; Zurich, Switzerland). A standard curve was
performed for the assay, with limit of determination of 0.1 �M
H2O2. The investigator who performed the H2O2 measurements
was blinded to the clinical and functional status of the subjects as
well as to the results of sputum inflammatory cells.

Sputum Induction and Processing

Sputum was induced by the inhalation of an aerosol 3.5%
hypertonic saline solution generated by an ultrasonic nebulizer
(model 2696; DeVilbiss; Somerset, PA) with modifications to
improve its safety.6 At least 2 mL of sputum was collected into a
sterile container. The sample from the first cough was discarded,
as this is heavily contaminated with squamous epithelial cells.15
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An adequate sample was defined if the number of squamous
epithelial cells was � 30% of the total number of inflammatory
cells.16 Cytospin slides were prepared and stained with May-
Grunwald-Giemsa. The person who performed the differential
cell counts was not aware of the clinical and functional status of
the patients, as well as of the expired breath condensate mea-
surements. Two slides were used for counting, and at least 300
inflammatory cells were counted for each slide.

Statistical Analysis

Data concerning characteristics of the subjects are shown as
mean (SD) and range. Data concerning the comparisons between
the various parameters in the study groups are given as mean with
95% confidence intervals (CIs) for the differences. Parameters
from patients and control subjects, as well as from all the
subgroups, were compared using the Student’s t test. Spearman’s
rank correlation coefficient was used to investigate the relation
between the various parameters. A p value � 0.05 was considered
significant.

Results

Repeated measurements on 2 consecutive days
showed a mean (SD) within-subject difference of
0.07 (0.04) �M for patients and 0.03 (0.02) �M for
normal subjects. The stability of H2O2 in frozen
samples showed no significant difference among the
four measurements: 0.62 (0.41) �M after 2 days,
0.64 (0.4) �M after 1 week, 0.6 (0.4) �M after 2
weeks, and 0.6 (0.4) �M after 3 weeks (p � 0.55).

Mean H2O2 levels were significantly increased in
patients with bronchiectasis compared to normal
subjects: 1.1 �M (95% CI, 0.87 to 1.29 �M) vs 0.3
�M (95% CI, 0.19 to 0.36 �M), respectively
(p � 0.0001; Fig 1, top). Patients treated with ICS
had similar values than those not receiving ICS: 1.15
�M (95% CI, 0.81 to 1.5 �M) vs 1.02 �M (95% CI,
0.73 to 1.3 �M), respectively (p � 0.55; Fig 1, top).
Patients with P aeruginosa colonization had signifi-
cantly higher levels of H2O2 compared to patients
without P aeruginosa colonization: 1.6 �M (95% CI,
1.25 to 1.92 �M) vs 0.8 �M (95% CI, 0.64 to 1.01
�M), respectively (p � 0.05; Fig 1, top). H2O2 levels
were significantly increased in patients receiving
long-term oral antibiotic treatment compared to
those not receiving any antibiotics: 1.3 �M (95% CI,
0.95 to 1.7 �M) vs 0.9 �M (95% CI, 0.67 to 1.16
�M), respectively (p � 0.05). The total cell count
was significantly higher in patients with bronchiec-
tasis compared to normal subjects: 3.7 
 106/mL
(95% CI, 1.6 to 3.9 
 106/mL) vs 2.1 
 106/mL
(95% CI, 1.4 to 2.3 
 106/mL) respectively
(p � 0.001). The percentage of neutrophils obtained
from induced sputum was significantly higher in
patients with bronchiectasis than in normal subjects:
59% (95% CI, 54 to 63%) vs 27% (95% CI, 24 to
36%), respectively (p � 0.0001; Fig 1, bottom). Spu-

tum macrophage levels were significantly lower in
patients than in normal subjects: 40% (95% CI, 32 to
53%) vs 72% (95% CI, 65 to 84%), respectively
(p � 0.0001; Fig 1, bottom).

Correlations are summarized in Table 2. There
was a significant positive correlation between H2O2
concentration in exhaled breath condensate and
either the percentage of sputum neutrophils or the
HRCT scoring scale system (r � 0.9, p � 0.0001;
and r � 0.66, p � 0.0001, respectively; Fig 2, top
left, A, and top right, B). A significant negative
correlation was observed between FEV1 percent
predicted and H2O2 concentration in exhaled breath

Figure 1. Top: H2O2 concentrations in expired-breath conden-
sate of patients with bronchiectasis (All; n � 30; closed circles),
inhaled corticosteroid-treated patients (ICS�; n � 14; closed
squares), inhaled corticosteroid-naı̈ve patients (ICS�; n � 16;
open squares), patients with P aeruginosa colonization (PA�;
n � 10; closed triangles), patients without P aeruginosa coloni-
zation (PA�; n � 20; open triangles), and normal subjects (Nor-
mals; n � 15; open circles). Each symbol represents one individ-
ual. The concentration of H2O2 was significantly higher in
patients with bronchiectasis compared to normal subjects
(p � 0.0001). Patients with P aeruginosa colonization had signif-
icant higher values compared to patients without P aeruginosa
colonization (p � 0.05). Horizontal bars represent mean values.
Bottom: Percentage of differential cell counts in induced sputum
in patients with bronchiectasis and in normal subjects. * � Sta-
tistically significantly higher percentage of neutrophils in induced
sputum of patients with bronchiectasis compared to normal
subjects (p � 0.0001). ** � Statistically significant lower per-
centage of macrophages in induced sputum of patients with
bronchiectasis compared to normal subjects (p � 0.0001). Data
are shown as mean (SD).
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condensate (r � � 0.42, p � 0.05; Fig 2, bottom left,
C). Finally, a significant positive correlation was
observed between H2O2 and the bronchiectasis se-
verity score (BSS) [r � 0.43, p � 0.05; Fig 2, bottom
right, D]. A negative correlation was found between
FEV1 percent predicted and either the percentage of
sputum neutrophils or the HRCT scoring scale
system (r � � 0.39, p � 0.05; and r � � 0.48,
p � 0.05, respectively). A significant positive correla-

tion was found between percent number of sputum
neutrophils and HRCT scoring scale system (r � 0.6,
p � 0.0001). No correlation was found between H2O2
and the percentage of macrophages in induced
sputum (r � � 0.14, p � 0.54). There was a signifi-
cant positive correlation between BSS and either the
percentage of sputum neutrophils or the HRCT
scoring scale system (r � 0.67, p � 0.001; and
r � 0.4, p � 0.05, respectively). No correlation was

Figure 2. Correlation between H2O2 in expired-breath condensate and (top left, A) percentage of
neutrophils in induced sputum (r � 0.9, p � 0.0001), (top right, B) HRCT scoring scale system
(r � 0.66, p � 0.0001), (bottom left, C) FEV1 percent predicted (r � � 0.42, p � 0.05), and (bottom
right, D) BSS (r � 0.43, p � 0.05). Closed squares indicate individual data points; pred � predicted.

Table 2—Associations Between H2O2 Concentration and the Main Clinical, Inflammatory, and Functional
Parameters in Patients With Bronchiectasis*

Variables

H2O2 HRCT FEV1 % Predicted BSS
Percentage of
Neutrophils

r p Value r p Value r p Value r p Value r p Value

Neutrophils % 0.9 � 0.0001† 0.6 � 0.0001† � 0.39 � 0.05† 0.67 � 0.001†
HRCT 0.66 � 0.0001† � 0.48 � 0.05† 0.4 � 0.05† 0.6 � 0.0001†
FEV1 % predicted � 0.42 � 0.05† � 0.48 � 0.05† � 0.21 0.08 � 0.39 � 0.05†
BSS 0.43 � 0.05† 0.4 � 0.05† � 0.21 0.08 0.67 � 0.001†
H2O2 0.66 � 0.0001† � 0.42 � 0.05† 0.43 � 0.05† 0.9 � 0.0001†

*Correlations were conducted using the Spearman’s rank correlation coefficient.
†Significant correlation.
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observed between BSS and FEV1 percent predicted.
FVC percent predicted, duration of disease, and
number of infective exacerbations in the previous
year did not correlate with the any of the variables
tested.

Discussion

We have demonstrated that patients with bronchi-
ectasis showed elevated levels of exhaled H2O2,
which were significantly correlated with the neutro-
phil differential counts in induced sputum, extent of
disease, lung function impairment, and disease se-
verity. We interpret these findings as confirmation
that oxidative stress is increased in the airways of
patients with bronchiectasis, and reflects the severity
of the disease as well as the inflammatory process.

The concentration of H2O2 measured in exhaled-
breath condensate may be considered as the net
result of production vs scavenging. Compared with
the cellular antioxidant scavenging systems, the ex-
tracellular space and airway have significantly less
ability to scavenge reactive oxygen species.17 Thus,
the airway inflammation that occurs in bronchiecta-
sis and other acute or chronic inflammatory pro-
cesses involving the respiratory tract may be partic-
ularly likely to induce increased oxidant production
that is detectable by increased H2O2 in expired
breath. Activation of inflammatory cells, including
neutrophils, eosinophils, and macrophages, induces a
respiratory burst, resulting in marked production of
reactive oxygen species, including H2O2.18 However,
the precise role of ROIs in the pathophysiology of
inflammatory process remains unclear due to the
difficulty in identifying which cells produce ROIs in
the inflamed lung and bronchi in each disease, as
well as to specify the activated state of the above-
mentioned cells. Therefore, the major problem is to
determine a strong relationship between oxidant
production and the development of an inflammatory
reaction. Airway assessments performed by bron-
choscopy biopsy and lung lavage have suggested that
inflammation contributes to the development of
bronchiectasis.2 Most observations dealing with in-
flammatory cells in bronchiectasis have focused on
neutrophils that undoubtedly impact on the inflam-
matory process and may alter the oxidant-antioxidant
balance.19,9 Similar results were observed in our
study using a noninvasive method, such as sputum
induction. The high percentage of neutrophils ob-
served in this study, the strong correlation with H2O2
concentration, and the lack of correlation between
macrophages and H2O2 concentration lead to the
plausible explanation that in patients with bronchi-
ectasis, neutrophils express the main source of H2O2
production, while macrophages seem not to be the

cells that generate H2O2. These findings are partially
supported by previous observations,1,9 where accu-
mulation of neutrophils in bronchiectatic airways is
associated with airways damage. Polymorphonuclear
leukocytes release several molecules that mediate
this damage, particularly proteases and oxidants.9,20

This means that neutrophilic inflammation in the
bronchiectatic airways is an endogenous source of
oxidants leading to proteolytic and cellular damage
and thereby contributes to oxidant stress.

In patients with bronchiectasis, a correlation be-
tween the extent of the disease and the degree of
lung function impairment has already been shown.21

Furthermore, the degree of lung function impair-
ment and the number of neutrophils recovered from
lung lavage appeared to be strongly correlated in
most patients.19 These earlier observations lead to
the plausible explanation that lung function impair-
ment expresses both the degree of neutrophilic
inflammation in the airway lumen and the extent of
the disease. These data are partially confirmed by
our study, which also showed a strong positive
correlation between neutrophil differential counts in
induced sputum and disease severity. The last obser-
vation is the first, to our knowledge, to give evidence
that the inflammatory process in the airway of
patients with bronchiectasis is strongly associated
with both the severity and extent of the disease.
Taking all these points into consideration and based
on previous observations where early knowledge of
these parameters could be beneficial for the moni-
toring and treatment of the disease,3,22 H2O2 con-
centration seems to be an appropriate way to detect
and follow up the course of these features. However,
our study was designed as cross-sectional and could
not strongly support the above-mentioned state-
ments, which would require prospective controlled
longitudinal data.

The present cross-sectional study cannot demon-
strate a causal relationship between ICS usage,
long-term oral antibiotic treatment, and H2O2 con-
centration. In fact, patients receiving ICS had similar
values with steroid-naı̈ve patients, while patients
receiving long-term oral antibiotics consistently
showed the highest values. Prospective, controlled
studies are needed for that purpose. However, our
findings are similar to those previously reported,
where steroids have failed to alter H2O2 production
from polymorphonuclear leukocytes,23 and antibiot-
ics reduced effectively the amount of inflammation
during an exacerbation but they are inadequate in
dealing with persistent airway inflammation.24 The
finding that patients receiving long-term oral antibi-
otic treatment had the highest H2O2 values may be
due to the fact that patients with the most severe
infections were the only patients receiving antibiotic
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therapy. The results of our study and the findings of
others4,25 suggest that P aeruginosa colonization in
patients with bronchiectasis is associated with more
extensive disease, more severe disease, and greater
lung function impairment. However, it remains un-
clear whether P aeruginosa is the cause or the result
of advanced disease. We additionally showed that
chronic colonization with P aeruginosa may have a
causal role in the oxidant-mediated lung injury. This
is partially supported by previous observations where
bacterial products released from P aeruginosa impair
ciliary activity and lead to persistent inflammation by
a pathway that involves neutrophils and is mediated
by ROIs, which are not inhibited by antioxidants.26

In summary, exhaled H2O2, an index of oxidative
stress, may be an indirect index of neutrophilic
inflammation, lung function impairment, and sever-
ity and extension of disease. As collection of breath
condensate is simple and noninvasive, it may be
useful in patients with severe disease who may not
tolerate more invasive investigations. If certain oxy-
gen species contribute to airway inflammation in
patients with bronchiectasis, then oxygen radical
scavengers or antioxidants could play a critical role in
treating the disease. However, no justification exists
for this treatment, and further studies are needed to
confirm this hypothesis.
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The Relationships Among Hydrogen
Peroxide in Expired Breath Condensate,
Airway Inflammation, and Asthma
Severity*

Stelios Loukides, MD; Demosthenes Bouros, MD, FCCP;
Georgios Papatheodorou, PhD; Panos Panagou, MD; and
Nikolaos M. Siafakas, MD, PhD, FCCP

Study objective: To investigate which cells are the main source of hydrogen peroxide (H2O2)
production in stable patients with asthma and the associations among H2O2 levels, airway
inflammation, and disease severity.
Setting: Inpatient respiratory unit and outpatient clinic in tertiary-care hospital.
Patients: Fifty stable asthmatic patients with disease severity ranging from mild to moderate.
Methods: H2O2 was measured in expired breath condensate and was correlated with variables
expressing both asthma severity (ie, FEV1 percent predicted, peak expiratory flow rate [PEFR]
variability, symptom score, and histamine airways responsiveness) and airway inflammation (ie,
differential cell counts from induced sputum and levels of eosinophil cationic protein [ECP]).
Results: The mean (95% confidence interval [CI]) concentration of H2O2 was significantly elevated in
patients with asthma compared to that in control subjects (mean, 0.67 �M [95% CI, 0.56 to 0.77 �M]
vs 0.2 �M [95% CI, 0.16 to 0.24 �M]; p < 0.0001). The difference was primarily due to the elevation
of H2O2 in patients with moderate asthma whose expired breath H2O2 level of 0.95 �M (95% CI, 0.76
to 1.12 �M) was significantly higher from that of patients with mild-persistent and mild-intermittent
asthma (mean, 0.59 �M [95% CI, 0.47 to 0.7 �M] and 0.27 [95% CI, 0.23 to 0.32 �M], respectively;
p < 0.0001). H2O2 concentration was positively related to sputum eosinophilia as well as to ECP
concentration. A similar correlation was found between H2O2 and neutrophils in patients with
moderate asthma. A positive correlation was observed between H2O2 level, symptom score, and
PEFR variability. H2O2 level was negatively related to FEV1 percent predicted. Further analysis
showed that only patients with moderate asthma who were not receiving inhaled steroids were found
to have a strong relationship with the variables tested.
Conclusions: Eosinophils are the predominate cells that generate H2O2 in all forms of the disease,
while neutrophils might be responsible for the highest levels that are observed in the more severe
forms of the disease. The role of H2O2 concentration in predicting the severity of the disease as well
as in the inflammatory process is limited and depends on the use of inhaled steroid therapy and the
classification of the severity of the disease. (CHEST 2002; 121:338–346)

Key words: airway inflammation; hydrogen peroxide; severity; stable asthma

Abbreviations: CI � confidence interval; ECP � eosinophil cationic protein; H2O2 � hydrogen peroxide; ICS � inhaled
corticosteroids; NHLBI � National Heart, Lung, and Blood Institute; PD20 � provocative dose of histamine causing a 20%
fall in FEV1; PEFR � peak expiratory flow rate; ROS � reactive oxygen species

A sthma is a chronic lung disorder with the cardinal
features of reversible airway obstruction, airway

inflammation, and airway hyperresponsiveness.1

Asthma severity may be defined in various ways such
as by symptom score, drug therapy requirements,
and the results of lung function tests. The technique
of induced sputum, a validated research tool, is being
widely used to identify cellular factors that may be
responsible for the inflammatory basis of the
disease.2

Oxidative stress plays an important pathogenetic
role in many inflammatory diseases including asth-
ma.3,4 The activation of inflammatory cells such as
neutrophils, eosinophils, and macrophages is seen in
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patients with asthma as well as in those with other
inflammatory airway diseases. Activated inflamma-
tory cells respond with a respiratory burst, which
results in the production of reactive oxygen species
(ROS) such as hydrogen peroxide (H2O2).5 H2O2
reflects the underlying state of oxidative stress and
has been measured in exhaled breath condensate, a
simple noninvasive technique that is highly repro-
ducible,6 which reflects abnormalities that are noted
in specimens obtained bronchoscopically7 and in the
sputum.8

However, a number of important issues regarding
the value of ascertaining H2O2 levels in asthma
patients remain unresolved, the main one being
whether the oxidative stress seen in stable patients
with asthma contributes to airway inflammation as
well as to the classification of the severity. Our
primary aim was to evaluate whether there is an
association between H2O2 concentration in expired
breath condensate and airway inflammation or dis-
ease severity. Furthermore, we investigated which
cells are the main source of H2O2 production in
stable patients with asthma and whether these cells
differ according to the severity classification as well
as according to the use of inhaled corticosteroids
(ICS). As indexes of airway inflammation in sputum,
we studied validated variables, including differential
cell counts and eosinophil cationic protein (ECP)
levels. Disease severity was assessed by a symptom
score, the results of lung function tests, and airway
responsiveness to histamine. To account for the
possible confounding effects of ICS, further analysis
was conducted after subdividing the patients on this
basis.

Materials and Methods

Patients

Fifty nonsmoking stable patients with asthma who were attend-
ing the asthma outpatient clinic and 15 healthy, nonatopic,
nonsmoking control subjects (Table 1) participated in the study.
Thirty-two asthma patients were atopic, as judged by positive
responses to skin prick tests of six common allergens and the
elevated serum level of IgE. A diagnosis of asthma was estab-
lished according to the National Heart, Lung, and Blood Institute
(NHLBI) guidelines for the diagnosis and management of asth-
ma.1 Patients were included in the study only if they were
clinically stable and had no evidence of acute exacerbation for at
least 4 weeks prior to the study. Twenty patients were receiving
therapy with ICS (fluticasone propionate, 500 to 1000 �g daily, or
budesonide, 400 to 800 �g daily). None was receiving any other
anti-inflammatory treatment, including therapy with leukotriene
antagonists, theophylline, inhaled or oral mucolytics, or oxygen.
Twenty-two patients were receiving long-acting �2-agonists twice
a day (some of them occasionally required therapy with short-
acting �2-agonists as relief medication), while the remaining 28
patients were receiving therapy only with short-acting �2-agonists
as a relief medication.
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Healthy subjects had a negative history of allergy (ie, negative
responses to skin prick tests for common allergens), normal
spirometry results, and normal bronchial reactivity with a pro-
vocative dose of histamine causing a 20% fall in FEV1 (PD20) of
� 0.800 mg (mean, 1.30 mg; range, 0.98 to 1.7 mg) in all healthy
subjects.

The Ethics Committee of Athens Army General Hospital
approved the study protocol, and all participants gave informed
written consent.

Assessment of Disease Severity

On enrollment into the study, all patients with mild asthma
underwent histamine challenge (ie, PD20, 0.273 mg; range, 0.05
to 0.61 mg). All the patients with asthma were instructed to
record accurately for 2 weeks their daily asthma symptoms (ie,
cough, daytime wheezing, nighttime asthma, and daytime breath-
lessness), bronchodilator requirements, and peak expiratory flow
rate (PEFR) measurements twice daily (morning and evening).9
Simultaneously, they had to comply with the terms of receiving
their regular medication. The foresaid asthma symptoms were
scored by the patients every day using a subjective scoring system
of 0 to 3 (0, none; 1, mild; 2, moderate; 3, severe). The symptoms
were added for each day, and a mean daily score was extracted for
the period of assessment. No attempt was made to modify their
treatment, which remained unchanged for 4 weeks before spu-
tum induction and H2O2 collection. There were no differences in
lung function (ie, FEV1 and PEFR) between days 1 and 14 of the
period during which disease severity was assessed.

Classification of Asthmatic Subjects According to Asthma
Severity

We used the recommendations for the classification of asthma
severity of the NHLBI workshop on the global strategy for
asthma1 to classify patients into the following three asthma
categories: mild intermittent; mild persistent; and moderate. Ten
patients were classified as having mild-intermittent asthma, 20
patients were classified as having mild-persistent asthma, and the
remaining 20 patients were classified as having moderate asthma
(Table 1).

Analysis for the Effects of ICS

In a subanalysis performed to account for the use of ICS, we
excluded patients with mild-intermittent asthma. The remaining
40 patients were divided into the following two subgroups: those
who received ICS (n � 20); and those who were steroid-naive
(n � 20). Patients with mild-persistent asthma and moderate
asthma also were subdivided according to the use of ICS (10
patients in each subgroup received ICS).

Lung Function

FEV1 was measured using a dry spirometer (Vica-test; Mijn-
hardt; Rotterdam, Netherlands). The best value of three maneu-
vers was expressed as a percentage of the predicted value. Airway
responsiveness was measured by histamine provocation chal-
lenge10 in healthy subjects and in patients with mild asthma. The
PD20 was calculated by the interpolation of the semi-logarithmic
dose-response curve. The diurnal PEFR variation was calculated
by the formula (evening and morning PEFR/the mean of the
evening and morning PEFR) � 100, and the results are shown as
the mean daily variation.

Collection of Expired Breath Condensate and H2O2
Measurement

Expired breath condensate was collected in the morning using
an alternative way of cooling the tubes in order to enhance the
formation of condensate. A heat-exchanger unit (RHES; Jaeger;
Wuerzburg, Germany) was used to produce cold air of �15 to
�18°C at an airflow of 80 L/min. A double-jacketed glass tube of
30 cm length was specifically adapted to the cold air system and
a two-way unidirectional valve (Hans Rudolf; Kansas City, MO)
was connected to the tube in order to separate inspiration from
expiration. After rinsing their mouths, study participants were
seated comfortably in a chair wearing nose clips and breathed in
a relaxed manner (ie, tidal breathing) for 10 min. The breath
condensate was collected at the other end of the tube and was
immediately stored at �70°C for later analysis. According to this
design, salivary contamination was highly unlikely and was easily
observed, as the proximal cold air connection was 20 cm from the
mouthpiece. Approximately 1 mL breath condensate was col-
lected in a 2-mL sterile plastic tube. H2O2 measurements were
performed on the same day. To examine the repeatability of
H2O2 measurements within subjects, the condensate was col-
lected from 5 healthy subjects and from 10 patients on 2
consecutive days. To assess the stability of H2O2 in the frozen
condensate, 4 mL condensate was collected from eight subjects
(four patients). The above concentration was divided into 1-mL
aliquots, in which H2O2 concentrations were determined after 2
days, 1 week, 2 weeks, and 3 weeks of storage (which was the
maximum time between collection and measurement in the
whole samples). The repeatability of exhaled H2O2 measure-
ments and the stability of the H2O2 frozen samples was estimated
as previously described.6

All condensate samples were tested for salivary contamination
by the determination of amylase activity. Amylase activity was
carried out spectophotometrically (kinetic method) using a com-
mercial reagent kit (KONE Instruments; Espoo; Finland). In this
procedure, the �-amylase of the sample and the enzyme �-glu-
cosidase hydrolyzes the substrate p-nitrophenyl-�-d-maltohep-
taoside to glucose and p-nitrophenol. The liberation of p-
nitrophenol is followed at 405 nm (37°C) for 2 min. Two samples
were spiked with saliva to ensure that this could be detectable by
our method of detection. In all the samples, no amylase was
detected using the method described, suggesting that no contam-
ination of breath condensate with saliva had occurred. The
samples, which were spiked with saliva, showed levels of � 5000
IU salivary amylase.

H2O2 concentration was determined by an enzymatic assay, as
previously described.11,12 Briefly, 250 �L 420 �M 3	,3,5,5	-
tetramethylbenzidine (dissolved in 0.42 M citrate buffer; pH 3.8)
and 10 �L 52.5 U/mL horseradish peroxidase (Sigma Chemical
Co; St Louis, MO) were reacted with 250 �L condensate for 20
min at room temperature. Subsequently, the mixture was acidi-
fied to a pH of 1 with 10 �L 18 N sulfuric acid. The reaction
product was quantitated at an absorbency of 450 nm using a
double-beam spectrophotometer (Uvicon 940; Kontron Instru-
ments; Zurich, Switzerland). A standard curve was performed for
the assay with a limit of determination of 0.1 �M H2O2.

Sputum Induction and Processing

Sputum was induced by the inhalation of an aerosol of 3.5%
hypertonic saline solution that was generated by an ultrasonic
nebulizer (model 2696; DeVilbiss; Somerset PA)13 that was used
with modifications to improve its safety.14 At least 2 mL sputum
was collected into a sterile container. The sample from the first
cough was discarded as it was heavily contaminated with squa-
mous epithelial cells. An adequate sample was defined if the
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number of squamous epithelial cells was 
 30% of the total
number of inflammatory cells.15 Cytospin slides were prepared
and stained with May-Grunwald-Giemsa stain. The person who
performed the differential cell counts was not aware of the
clinical and functional status of the patients or of the expired
breath condensate measurements. Two slides were used for
counting, and at least 400 inflammatory cells were counted for
each slide. The ECP was analyzed as previously described14 using
a fluorometric enzyme immunoassay (Pharmacia; Uppsala, Swe-
den). The inflammatory cells in sputum are shown as both
absolute counts (ie, number of cells per gram of sputum) and as
percentages of the total number of nonsquamous cells. Conden-
sate and sputa were obtained after the period during which the
disease severity was assessed. Sputum measurements were per-
formed on the same day for all the patients.

Statistical Analysis

Data concerning the characteristics of participants are shown
as the mean (SD; range). Data concerning the comparisons
among the various parameters in the study groups are given as
the mean with 95% confidence intervals (CIs). The data were
examined for normal distributions, and when the data were not
normally distributed the nonparametric Mann-Whitney test was
used for statistical comparisons. For normally distributed data,
paired t tests were used for statistical comparisons. The normality
of distribution was tested with the Shapiro Wilks test. Data from
the whole study group of asthma patients were not normally
distributed, while the data from subgroups of asthma patients
were normally distributed. Parameters from patients with mild-
intermittent, mild-persistent, and moderate asthma were com-
pared using the one-way analysis of variance with an appropriate
post hoc test (ie, Bonferroni correction) for multiple comparisons.
Pearson’s correlation coefficient was used to investigate the
relation between the normally distributed parameters. For non-
normally distributed parameters, Spearman’s correlation coeffi-
cient was used. The codependence of H2O2 production both
from neutrophils and eosinophils in patients with moderate
asthma was estimated by multilinear regression analysis (SPSS,
version 10.0 Windows; SPSS; Chicago, IL). As a dependent
variable, we used the H2O2 concentration in expired breath
condensate, and as independent variable we used the percentage
of eosinophils and neutrophils in induced sputum samples. A p
value 
 0.05 was considered to be significant.

Results

H2O2 Concentration in Expired Breath
Condensate, Airway Inflammatory Cells, and
ECP in Induced Sputum

Repeated measurements on 2 consecutive days
showed a mean within-subject difference of 0.09 �M
(SD, 0.03 �M) for patients and 0.07 �M (SD, 0.04
�M) for healthy subjects. The stability of the H2O2
in frozen samples showed no significant differences
among the four measurements (after 2 days: mean,
0.54 �M [SD, 0.21 �M]; after 1 week: mean, 0.58
�M [SD, 0.3 �M]; after 2 weeks: mean, 0.6 �M [SD,
0.3 �M]; after 3 weeks: mean, 0.57 �M [SD, 0.4
�M]; p � 0.43).

The mean H2O2 concentration in expired breath
condensate of all asthmatic subjects was significantly

higher than that from healthy control subjects (0.67
�M [95% CI, 0.56 to 0.77 �M] vs 0.2 �M [95% CI,
0.16 to 0.24 �M], respectively; p 
 0.0001) [Fig 1,
top]. The difference was primarily due to the eleva-
tion of H2O2 concentrations in patients with moder-
ate asthma whose expired breath H2O2 level was
significantly higher than that of those with mild-
intermittent and mild-persistent asthma (0.94 �M
[95% CI, 0.76 to 1.12 �M], 0.27 �M [95% CI, 0.23
to 0.32 �M], and 0.59 �M [95% CI, 0.47 to 0.7 �M],
respectively; p 
 0.0001) [Fig 1, top]. Patients with
mild-intermittent, mild-persistent, and moderate
asthma had significantly higher levels of H2O2 com-
pared with those of healthy subjects (p � 0.04,
p 
 0.001, and p 
 0.0001, respectively). There was
no significant difference between patients with atopy
and those with no atopy (0.7 [95% CI, 0.6 to 0.8] vs
0.6 [95% CI, 0.4 to 0.8], respectively; p � 0.08). All
four groups of asthma patients had higher levels of
sputum eosinophilia than did control subjects, with a
progressive increase that was related to asthma
severity (control subjects, 0.3% [95% CI, 0.1 to
0.6%] and 7 � 103/g [95% CI, 2 to 8 � 103/g]; all
asthma patients, 7% [95% CI, 2 to 9%] and
98 � 103/g [95% CI, 71 to 114 � 103/g]; patients
with mild-intermittent asthma, 2% [95% CI, 0.8 to
3%] and 21 � 103/g [95% CI, 14 to 27 � 103/g];
patients with mild-persistent asthma, 5% [95% CI, 2
to 7%] and 74 � 103/g [95% CI, 63 to 81 � 103/g];
and patients with moderate asthma, 11.5% [95% CI,
4 to 13%] and 164 � 103/g [95% CI, 137 to
198 � 103/g]) [Fig 1, middle; Table 1; p 
 0.001 and
significantly higher in patients with moderate asth-
ma]. The percentage and number of macrophages
were significantly lower in patients with moderate
asthma compared both to those with mild-intermit-
tent asthma and mild-persistent asthma (moderate
asthma, 57% [95% CI, 51 to 60%] and 518 � 103g
[95% CI, 435 to 562 � 103g]; mild-intermittent
asthma, 72% [95% CI, 67 to 74%] and 737 � 103g
[95% CI, 637 to 816 � 103g]; and mild-persistent
asthma, 70% [95% CI, 69 to 75%] and 621 � 103g
[95% CI, 577 to 703 � 103g]) [Fig 1, middle;
p 
 0.0001]. Furthermore, there were significant
differences in the relative neutrophil counts between
patients with moderate asthma and patients both
with mild-intermittent and mild-persistent asthma
(moderate asthma, 31% [95% CI, 28 to 35%] and
255 � 103g [95% CI, 211 to 273 � 103g]; mild-
intermittent asthma, 25% [95% CI, 20 to 26%] and
224 � 103g [95% CI, 195 to 237 � 103g]; and mild-
persistent asthma, 24% [95% CI, 21 to 25%] and
201 � 103g [95% CI, 189 to 220 � 103g]) [Fig 1,
middle; p 
 0.05]. Significant differences among the
groups were detected for the ECP concentration
with a progressive increase, which was related to
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asthma severity (Table 1; p 
 0.001 significantly
higher concentration in patients with moderate
asthma).

Analysis for the Effects of ICSs

There was a significant difference in the mean
H2O2 concentrations between asthma patients who
were treated with ICS and those who were steroid-
naive (0.66 �M [95% CI, 0.52 to 0.8 �M] vs 0.87 �M
[95% CI, 0.68 to 1.05 �M], respectively; p 
 0.05)
[Fig 1, bottom]. Similar results regarding the use of
ICS were observed after subdividing patients to into
those with mild-persistent asthma (0.65 �M [95%
CI, 0.4 to 0.87 �M] vs 0.52 �M [95% CI, 0.41 to 0.64
�M], respectively; p 
 0.001) and moderate asthma
(1.09 �M [95% CI, 0.83 to 1.34 �M] vs 0.74 �M
[95% CI, 0.46 to 1.02 �M], respectively; p 
 0.0001)
[Fig 1, bottom]. Patients treated with ICS had
markedly lower eosinophil counts and concentra-
tions of ECP (Table 1; p 
 0.001 and p 
 0.0001,
respectively).

Associations Among H2O2 Concentration,
Inflammatory Indexes in Induced Sputum, Lung
Function, and Severity Scores in Subjects With
Asthma

In all asthmatic subjects, there was a positive
correlation between H2O2 levels and both ECP
concentrations and eosinophil counts. (Table 2).
Similar results were observed between H2O2 levels
and both symptom score and PEFR variability (Ta-
ble 2). H2O2 was inversely correlated with FEV1
percent predicted (Table 2). H2O2 levels did not
correlate with macrophage and neutrophil counts as
well as with the PD20 (see Table 2 for the sputum
results; PD20, r � 0.02 and p � 077). The above
correlations did not remain significant after dividing
the patients on the basis of disease severity and ICS
use. They were present only in patients with moder-
ate asthma (Fig 2, top) and in patients not treated
with ICS (Table 2). Furthermore, in patients with

Figure 1. Top: H2O2 concentration in the expired breath
condensate of patients with asthma (F, all subjects [n � 50]; ƒ,
patients with mild-intermittent asthma [n � 10]; �, patients with
mild-persistent asthma [n � 20]; Œ, patients with moderate
asthma [n � 20]; E, healthy subjects [normals] [n � 15]). Each
symbol represents one individual. The concentration of H2O2 was
significantly higher in patients with asthma compared to healthy
subjects (p 
 0.0001). Patients with moderate asthma had signif-
icant higher values compared to those with mild-intermittent and
mild-persistent asthma (p 
 0.0001). The horizontal bar repre-
sents mean values. Middle: the percentage and number of
differential cell counts in the induced sputum of patients with
asthma (ie, all patients, patients with mild-intermittent asthma,
patients with mild-persistent asthma, and patients with moderate
asthma) and in healthy subjects. * � a statistically significant
higher percentage of neutrophils in the induced sputum of
patients with moderate asthma compared to healthy subjects and
patients in the other asthma subgroups (p 
 0.05). ** � a statis-
tically significant higher percentage of eosinophils in the induced
sputum of patients with moderate asthma compared to healthy
subjects and patients in the other asthma subgroups (p 
 0.001).
*** � a significantly lower percentage of macrophages in the

induced sputum of patients with moderate asthma compared to
healthy subjects and patients in the other asthma subgroups
(p 
 0.0001). Bottom: H2O2 concentration in the expired breath
condensate of patients with asthma who were treated with ICS
(�; �, all patients [n � 20]; ƒ, patients with mild-persistent
asthma [n � 10]; E, patients with moderate asthma [n � 10]) and
in that of those not treated with ICS(-) (f, all patients [n � 20];
�, patients with mild-persistent asthma [n � 10]; F, patients with
moderate asthma [n � 10]). Each symbol represents one individ-
ual. The concentration of H2O2 was significantly lower in patients
treated with ICS compared to steroid-naive patients (all patients,
p 
 0.05; patients with mild-persistent asthma, p 
 0.001; pa-
tients with moderate asthma, p 
 0.0001). The horizontal bar
represents mean values.
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moderate asthma a positive correlation between
neutrophils counts and H2O2 levels (r � 0.6;
p � 0.005) was observed (Table 2; Fig 2, bottom).
When we further analyzed the patients with mild-
persistent asthma and moderate asthma on the basis
of ICS use, the above significant correlations existed
only in those with moderate asthma who had not
been treated with ICS (Table 3). However, the
patients with moderate asthma who had been treated
with ICS showed positive correlations both with
sputum neutrophilia and eosinophilia (Table 3). A
statistically significant correlation also was found
when we analyzed the codependence of H2O2 pro-
duction from both eosinophils and neutrophils in
patients with moderate asthma (eosinophils, adjusted
R2 � 0.72; p � 0.04; neutrophils, p � 0.014).

Discussion

In a cross-sectional study from a wide spectrum of
patients with asthma of stable severity, we have
demonstrated for the first time that the increased
oxidative stress, as assessed by H2O2 levels in expired
breath condensate, is related to eosinophilic inflam-
mation, while in more severe forms of the disease
neutrophils might participate to a lesser extent. This
increase in H2O2 levels is affected by both the
severity of the disease and the use of ICS. We
interpret these findings as a confirmation that oxida-
tive stress is increased in the airways of stable
patients with asthma, but its role in predicting the
disease severity as well as the inflammatory process
is limited and is based on the use of ICS and the
classification severity. We did not study patients with
severe asthma for two main reasons. First, the
number of such patients in stable condition in our
department was limited. Additionally, the majority of
such patients have persistent exacerbations for mul-
tiple reasons, a fact that might significantly affect our
data.

Oxidative stress describes an imbalance between
ROS and antioxidants. The normal production of
oxidants is counteracted by several antioxidative
mechanisms in the human respiratory tract. The
major intracellular antioxidants in the airways are

Figure 2. Correlation between H2O2 levels in expired breath
condensate and (top) the percentage and number of eosinophils
in the induced sputum of patients with moderate asthma
(r � 0.76; p 
 0.0001) and (bottom) the percentage and number
of neutrophils in the induced sputum of patients with moderate
asthma (r � 0.6; p � 0.005).

Table 2—Associations Among H2O2 Concentration in Expired Breath Condensate, Inflammatory Indices in Induced
Sputum, Clinical Parameters, and Lung Function Parameters*

Variables

All
Mild-Intermittent

Asthma
Mild-Persistent

Asthma Moderate Asthma ICS (�) ICS (�)

r Value p Value r Value p Value r Value p Value r Value p Value r Value p Value r Value p Value

Macrophages, % 0.05 0.4 0.11 0.6 0.03 0.8 0.14 0.55 0.12 0.6 0.11 0.5
Neutrophils, % 0.13 0.4 0.14 0.7 0.04 0.9 0.6 0.005 0.1 0.7 0.11 0.13
Eosinophils, % 0.48 0.0004 0.24 0.15 0.006 0.8 0.76 < 0.0001 0.67 0.001 0.57 0.007
ECP 0.5 0.0002 0.23 0.25 0.34 0.1 0.61 < 0.0001 0.76 < 0.0001 0.55 0.01
FEV1, % pred �0.68 < 0.0001 �0.1 0.7 �0.005 0.8 �0.5 0.01 �0.64 0.001 0.14 0.2
PEFR variability 0.3 < 0.05 024 0.5 0.04 0.6 0.49 0.002 0.54 0.001 0.21 0.3
Symptom score 0.55 < 0.0001 0.1 0.7 0.14 0.5 0.46 0.005 0.43 0.002 0.19 0.1

*Bold letters indicate significant correlation. See Table 1 for abbreviations not used in the text.
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catalase, superoxide dismutase, and glutathione,
which are formed by the selenium-dependent en-
zyme glutathione peroxidase. An increased concen-
tration of exhaled H2O2 may represent an increased
production of oxidants and/or a reduced free radical-
scavenging capacity in the airways of asthmatic sub-
jects. In addition to the increased production of ROS
in patients with asthma, there may be a deficiency of
antioxidant defenses. Glutathione peroxidase activity
is reduced in the platelets of asthmatic patients and
is correlated with the reduction in serum selenium
concentrations.16 There is a reduced superoxide
dismutase activity in both cells obtained by BAL and
in the epithelial cells of asthmatic patients.17 Inter-
estingly, there is no abnormality in antioxidant levels
in patients with mild asthma, and specifically in those
whose disease is being controlled with ICS. Our
results showed that oxidative stress was not increased
in patients with mild-intermittent asthma, irrespec-
tive of their use of ICS, and is significantly affected
by the use of ICS in patients with all forms of the
disease. Taking all these points together, we inter-
pret our findings as following: in patients with mild
asthma, antioxidant defenses are adequate to over-
come the increased production of ROS. However, as
the severity of the disease progresses the production
of ROS overcomes the antioxidant defenses. In
patients with more severe forms of the disease, in
which the increased production of ROS overcomes
the antioxidant defenses, therapy with ICS signifi-
cantly affect the imbalance between oxidants and
antioxidants by decreasing the ROS production
through the control of the inflammatory process.

Many inflammatory and structural cells that are
activated in the airways of asthma patients result in
the marked production of ROS, including H2O2.5
However, the precise role of ROS in the pathophys-
iology of the inflammatory process remains unclear
due to the difficulty in the identification of which
cells produce ROS in the lungs and bronchi of

asthmatic subjects as well as to the difficulty in
specifying the differences in these cells among the
various states of the disease. One conclusion of the
studies conducted so far is that eosinophilic inflam-
mation is a characteristic feature of intermittent and
mild asthma, whereas the association of eosinophilia
and neutrophilia characterizes more severe forms of
the disease.9 Moreover, sputum neutrophil counts
were particularly evident in asthma patients who
remained symptomatic despite treatment with ICS.
Sputum induction is considered to be a noninvasive
means to monitor inflammation. The value of the
measurement of inflammatory cells and mediators
such as ECP in induced sputum from asthma pa-
tients has been highlighted in several studies.2,9,14

The present evidence suggests that the number of
sputum eosinophils may possibly be the most useful
parameter that directly reflects the intensity of the
inflammation measured in bronchial biopsy speci-
mens, lung function impairment, and, finally, disease
severity.18,19 In the present study, we found a signif-
icant correlation among eosinophil counts in induced
sputum, disease severity, lung function impairment,
and H2O2 concentration in expired breath conden-
sate. Further analysis showed that the above corre-
lations existed only in patients with moderate asthma
in whom a strong correlation between the number of
neutrophils and H2O2 levels also was observed.
Taking all these points together, and based on the
above data from the literature, we believe that
eosinophils are the predominant cells that generate
ROS in patients with all forms of the disease, while
neutrophils might be responsible for the highest
levels that are observed in the more severe forms of
the disease. These findings are supported mainly by
the observations of our study, which showed a
statistically significant correlation of the codepen-
dence of H2O2 production from both eosinophils
and neutrophils in patients with moderate asthma.
Additionally, they are partially supported by previous

Table 3—Associations Among H2O2 Concentration in Expired Breath Condensate, Inflammatory Indices in Induced
Sputum, and Clinical and Lung Function Parameters in Patients with Mild-Persistent and Moderate Asthma*

Variables

Mild Persistent Moderate

ICS (�) ICS (�) ICS (�) ICS (�)

r Value p Value r Value p Value r Value p Value r Value p Value

Macrophages, % 0.01 0.65 0.14 0.1 0.13 0.21 0.14 0.55
Neutrophils, % 0.13 0.4 0.14 0.8 0.34 0.04 0.24 0.05
Eosinophils, % 0.21 0.06 0.08 0.55 0.68 < 0.0001 0.36 < 0.05
ECP 0.2 0.08 0.03 0.25 0.64 < 0.0001 0.33 < 0.05
FEV1, % predicted �0.07 0.11 �0.07 0.7 �0.54 0.002 �0.12 0.13
PEF variability 0.10 0.23 009 0.5 0.4 < 0.05 0.19 0.09
Symptom score 0.09 0.2 0.1 0.7 0.44 0.003 0.20 0.07

*Bold letters indicate significant correlation. See Table 1 for abbreviations not used in the text.
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observations which demonstrated that eosinophils
are the predominant cells that produce H2O2

20,21 in
asthma patients, while neutrophils from asthma pa-
tients released higher quantities of ROS in compar-
ison to healthy control subjects.22 Moreover, the
accumulation of neutrophils in the airways is associ-
ated with the extensive release of several molecules,
particularly proteases and oxidants.23 However, in
mild forms of the disease active treatment with ICS
leads to low levels of H2O2 by suppressing the
eosinophilic inflammation and controlling the symp-
toms. Similar results regarding the correlation data
between eosinophils and H2O2 concentrations also
were observed in another study with a design similar
to that of our study.24 However, the above study
classified patients as stable and unstable without
using the NHLBI guidelines, which are more ac-
ceptable for the classification of disease severity.
Moreover, it correlated H2O2 only with eosinophils
and did not provide data for the other inflammatory
cells (ie, macrophages and neutrophils) as well as
mediators such as ECP concentration. Finally, our
study was more detailed regarding the parameters
used for asthma evaluation (ie, symptom score and
PEFR variability) offering new information about
the correlation of H2O2 with both clinical severity
and the inflammatory process.

The present cross-sectional study cannot demon-
strate a causal relationship between ICS use and
H2O2 concentration. In a prospective controlled
study,25 therapy with ICS reduced the levels of H2O2
in the expired breath condensate over a 4-week
period, indicating an anti-inflammatory effect on
oxidative stress. Data from a previous study24 also
have suggested that the differences in exhaled H2O2
levels between steroid-treated and steroid-naı̈ve pa-
tients imply differences in oxidative stress. However,
other studies26 support the idea that steroids do not
decrease H2O2 release from eosinophils. The current
evidence suggests that there are significant quanti-
tative differences in the number of eosinophils in
sputum in relation to disease severity, directly re-
flecting the magnitude of airway inflammation.9
Moreover, sputum eosinophils may be the most
useful parameter directly reflecting airway inflam-
mation that can be directed, modulated, and con-
trolled by ICS.27 Since the available evidence sug-
gests that therapy with corticosteroids is considerably
more effective when there is eosinophilic inflamma-
tion, this should logically lead to the plausible expla-
nation that the differences in exhaled H2O2 levels
between steroid-treated and steroid-naive patients
did not imply differences in oxidative stress but
reflected differences in the eosinophilic inflamma-
tion of the disease. The above theory is partially
supported by the finding that the correlation be-

tween H2O2 levels and both sputum eosinophilia and
ECP concentration seems to exist only in steroid-
naive patients, as well as by the strong correlation
between neutrophil and H2O2 levels, irrespective of
the use of ICS. These observations as well as those of
previous reports that demonstrated that steroids
failed to alter H2O2 production from polymorpho-
nuclear leukocytes,28 confirm the initial theory that
therapy with ICS influences H2O2 production
through their inhibitory role in eosinophilic recruit-
ment to the airways.

The results of this study indicate that the role of
exhaled H2O2, an index of oxidative stress, in pre-
dicting the severity of the disease as well as the
course of the inflammatory process is limited. It
depends on the use of inhaled steroids and the
classification of the severity of the disease. Prospec-
tive controlled studies are needed to confirm the
effects of anti-inflammatory drugs and oxygen radical
scavengers on both the airway inflammatory indexes
and ROS, in order to apply the technique of expired
breath condensate in the evaluation of inflammatory
pulmonary disorders.
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