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POUZITE ZKRATKY

A-aDO, — alveoloarterialni index

ANOVA - analyza variance

ARDS - syndrom dechové tisné se slozkou plicni hypertenze
BPD - bronchopulmondlni dysplazie

CDP - kontinudln{ disten¢n{ tlak

CLD - chronické plicni onemocnéni

CV — konvencni ventilace

FiO, — frakce vdechovaného kysliku

HFOV - vysokofrekven¢ni oscilacni ventilace
IL-10 — interleukin-1a

MAS - syndrom aspirace mekonia

MIP-1 o — zanétlivy protein makrofagi-la

PaCO, — parcidlni tlak oxidu uhli¢itého

PCR - polymerazova fetézova reakce

RA — kyselina retinova

RDS- syndrom respira¢nf tisné

RT PCR - reverzni transkripce a polymerazova fetézova reakce
TGF-B — transformujici ristovy faktor-§

TNF-o — tumor nekrotizujici faktor-a

UPV — umél4 plicni ventilace

V/Q - ventilaéné-perfizni pomér

VILI - ventildtorem indukované plicni poskozeni
Vg — exspiracni dechovy objem

W/D — pomér hmotnosti nativnich a vysuSenych plic



1 UVOD

Chronické plicni onemocnéni (CLD) novorozenci bylo poprvé popsino
vroce 1967 Northwayem a spol. a nazvané jako bronchopulmondlni
dysplazie (BPD) [1]. Ackoliv ma dnes toto onemocnéni jiZ zcela jiny
patofyziologicky a klinicky obraz, zstdvd BPD i v21. stoleti jednim
z nejvyznamnéjsich onemocnéni predevsim extrémné nezralych novorozenct
[2]. Charakteristickym rysem ,,nové“ BPD je porucha alveolarizace tj. mensi
pocet alveolu [3].

Klinicka definice BPD pouZziva kritérium zavislosti na 1é¢b¢ kyslikem ¢i na
jiné ventilacni podpote v definovanych ¢asovych obdobich novorozence jako
je 28. den Zivota a 36. postmenstruacni tyden. Walshové a spol. v roce 2006
uddvala incidenci BPDsg tj. BPD v 36. postmenstruaénim tydnu, pfiblizné
30 % ve skupiné novorozencii s porodni hmotnosti <1000g. Zaroven uvedla,
7Ze 97 % pacienti s diagn6zou BPD tvofi novorozenci s porodni hmotnosti
<1250g [4]. V Ceské republice vyskyt BPDsg spolu s poklesem mortality
u NENPH kulminoval v roce 2001 (39 %) a posléze zacal klesat (2002-2003,
31 %; 2005-2006, 21 %) [2].

Bronchopulmondlni dyspldzie je vysledkem dynamického procesu
zahrnujictho rtizné ¢asované interakce negativnich faktorti s postnatdlné se
vyvijejici nezralou plici na rozhrani kanalikuldrniho a sakuldrniho
vyvojového stadia [5]. Nejdulezitéjsi pficiny vzniku BPD jsou: nezralost,
zangtlivy proces, kyslik auméld plicni ventilace (UPV), kterd vyvoldva
ventildtorem indukované plicni poskozeni (VILI).

V souCasné dob¢ existuji Cetné vice ¢i méné prokdzané terapeutické
moznosti, které mohou piiznivé zasahovat do patofyziologického d¢&je
rozvoje bronchopulmondlni dyspldzie.. Experimentalni a klinicky vyzkum
v ramci postgradudlniho studia se omezil na dvé intervence, které mohou
pozitivné ovlivnit postnatdlni vyvoj silné nezralych plic.

Kyselina retinovd (RA) ma pozitivni G¢inky na rozvoj plicniho poSkozeni a
alveolarizaci v hyperoxickém prostfedi, ale mechanismy tohoto ti¢inku jsou
dosud pozniny velmi mdlo [6, 7]. Experimenty v literatufe, zabyvajici se
touto problematikou, zkoumaji vliv vitaminu A pfi expozici vysoké
hyperoxii. V kapitole IIA srovnidvdme hyperoxické poskozeni plic a expresi
RA-senzitivntho genu VEGF-A u novorozenych mysi vystavenych 40%
nebo 80% hyperoxii po sedm dni.

Pfedmétem zdjmu hyperoxickych experimentti posledniho desetileti jsou
pfedevS§im celuldrni zmény, které jsou kliové v patogenezi kyslikové
toxicity, napiiklad zmény v produkci cytokint [8]. Vliv 40% nebo 80%



hyperoxie po dobu 72 hodin na expresi proinflamac¢nich markerti mapuje
druhy animdlni experiment v kapitole IIA.

Klicem ke snizeni VILI v pribéhu UPV je piedev§im spravné vedend
strategie optimalniho plicniho objemu [2]. Spravna volba ventilaénitho médu
mize usnadiiovat lepsi vedeni této strategie. Vyhody médu
vysokofrekvencéni ventilace podporované animdlnimi studiemi z 90.let
minulého stoleti nebyly piesvéd¢ivé potvrzeny v humdnnich studiich [9].
Optimdlni vedeni HFOV v klinické praxi je ale obtizngjsi a huie
monitorované neZ b&hem konvencni ventilace. Kontinudlni monitorace
dechovych objemti by mohla napomdhat k urCeni miry ventilace b&hem
HFOV. Jednou z moZnosti je vyuziti anemometru, ktery muzZe poskytovat
kontinudlni numerickou informaci o dechovém objemu a tak nepiimou
informaci o aktudlni mife ventilace [10]. V naSem klinickém vyzkumu (viz
kapitola IIB) jsme se zabyvali otdzkami, jejichZ zodpovézeni by mohlo
usnadnit klinické vyuziti této metody a interpretaci ziskdvanych hodnot
dechového objemu v pribéhu HFOV.



II EXPERIMENTALNI A KLINICKO VYZKUMNA

CAST

HYPOTEZY A CILE DISERTACNI PRACE

Hypotéza A.  PosSkozeni plic novorozené mysi je primo zavislé na

stupni hyperoxie. Aplikace kyseliny retinové (RA) miiZe
zmirnovat rozsah plicniho poskozeni vyvolaného hyperoxii.

Srovnat vliv 40% a 80% sedmidenni hyperoxie na miru plicniho
poskozeni a moZnosti jeho zmirnénii aplikaci kyseliny retinové

Analyzovat expresi RA senzitivntho genu VEGF-A
v hyperoxickych a kontrolnich podminkéch.

Srovnat vliv 40% a 80% hyperoxie ptsobici po dobu 72 hodin
na miru plicniho poSkozeni.

Analyzovat expresi genii proinflamacnich mediatord IL-1a,
TNF-a, MIP-1a v podminkdch 40% nebo 80% hyperoxie
pusobici po dobu 72 hodin.

HypotézaB  Anemometricky méiené exspiraéni dechové

o

objemy (Vtg) béhem vysokofrekvencni oscilaéni ventilace
(HFOYV) poskytuji objektivni validni numerické hodnoty,
které mohou usnadnit optimalizaci ventilaéni strategie na
tomto typu umélé plicni ventilace.

Anemometrické stanoveni normokapnickych, hypokapnickych
a hyperkapnickych Vg béhem HFOV.

Zjistit, ve kterych siuacich hodnoty Vg pfekracuji hodnotu
mrtvého dychaciho prostoru.

Stanoveni vztah mezi Vg a dal$imi repiracnimi parametry pfi
HFOV.

Urceni koeficienti vyznamnych proménnych (nastavené
ventilaéni parametry) ke stanoveni rovnice predikce kapnie
pacienta ventilovaného metodou HFOV.



IIA SROVNANI VLIVU 40% A 80% HYPEROXIE NA
ROZVOJ PLICNIHO POSKOZENI

Neonatélni expozice vysokym koncentracim kysliku poSkozuje vyvoj plice
novorozenych savct. Méné je zndmo o vlivu mirnéjsi hyperoxie, tj. do 60 %
koncentrace inhalovaného plynu na rozvoj poSkozeni plic. Ackoliv nelze
vysledky z animdlnich experimenti absolutné pfenaset do klinické praxe,
mohly by experimentdlni data ziskana z takovychto pokust byt uzite¢cnym
teoretickym podkladem pro respiracni péci o novorozence.

1 Vliv aplikace kyseliny retinové na zmirnéni hyperoxického
plicniho poskozeni

V této préaci srovndvame hyperoxické poSkozeni plic u novorozenych mysi
vystavenych 40% nebo 80% hyperoxii po sedm dni. Poloviné mySi byla
aplikovédna kyselina retinova. Sledovali jsme expresi RA-senzitivniho genu
vaskuldrniho endotelidlniho rtstového faktoru A (VEGF-A). VEGF
superrodina rlstovych faktord hraje esencialni tlohu jak ve fyziologické, tak
v patologické angiogenezi [11]. Hyperoxické plicni poskozeni sniZuje
expresi gentt VEGF [12].

1.1 Material a metodika

Zvirata, protokol expozice hyperoxii a aplikace kyseliny retinové
Novorozené mysSi kmene BALB/c byly rozdélena do 6 skupin: 1) Skupina
mlad’at na vzduchu bez aplikace vitaminu A (21); 2) Skupina mlad’at na
vzduchu s aplikaci vitaminu A (21A); 3) Skupina mladat vystavena
40% hyperoxii bez aplikace vitaminu A (40); 4) Skupina mlad’at vystavena
40% hyperoxii s aplikaci vitaminu A (40A); 5) Skupina mldd’at vystavena
80% hyperoxii bez aplikace vitaminu A (80); 6) Skupina mldd’at vystavena
80% hyperoxii s aplikaci vitaminu A (80A). Axetocal inj. ® (Biotika,
kyselina retinovd) byl aplikovan intraperitonedln¢ v davce 500mg/kg
jedenkrat za 24h od tiettho do sedmého dne mldd’atim v nasledujicich
skupindch: 21A, 40A, 80A [7].

Stanoveni poméru hmotnosti nativnich plic a plic po vysuseni ( W/D pomeér)
a histologie plice

Plice byly vynaty a zvdZeny k urCeni nativni hmotnosti plic. Po 48 hodinich
suSeni pfi 60 C nedochézelo jiz ke zméné hmotnosti plicni tkdné. Tato
hmotnost byla uréena jako hmotnost vysuSenych plic. Byly vytvofeny 5 pm
silné fezy plicnf tkdné a obarveny hematoxylinem a eosinem [13].



Semikvantitativni stanoveni genové exprese VEGF-A  pomoci reverzni
transkripce a polymerdzové retézové reakce ( RT PCR)

RT PCR reakce se skladala ze 3 krokii: 1) Izolace RNA, 2) Syntéza cDNA,
3) PCR amplifikace. Byla stanovena exprese referen¢niho genu pro enzym
glukoza-3-fosfat-dehydrogendazu, G3PDH pro vylouceni fale$né negativity
vzorku.

Statistickd analyza dat

Data v textu, tabulkich i grafech jsou uvedena jako priméry se
smérodatnymi odchylkami. K porovnéni Sesti experimentdlnich skupin byla
pouZita dvoufaktorovdi ANOVA. Modifikovany t-test dle Bonferroniho byl
pouZit pfi mnohondsobnych porovnanich.

1.2 Vysledky

Tab. 1: Télesna hmotnost (TH), nativni hmotnost plic (HP), pomér hmotnosti nativnich a
vysusenych plic (W/D), opticka densita (OD) genové exprese VEGF-A a pomér VEGF-
A/G3PDH

Skupina 21 21A 40 40A 80 80A

Pocet 10 10 10 10 10 10

TH(g) 4.65%0.15 4.57+0.2 4.7+0.18 4.6+0.21 3.67+0.3%% 3.98+0.15%
HP(mg) 61.72+1.8 63.71+£2.6 70.3£2.7 65.6+1.78 93.6+1.45 79.9+0.8
W/D 3.88+0.09 3.93x0.11 4.1240.1%% 3.91£0.04 4.6+0.09* 4.37+0.2%
VEGF-A 244+58.4 319+40% 238+24% 349+32.4%* 94+12.4 138+22.7
(OD)

VEGF-A/

G3PDH 0.48 0.64 0.47 0.7 0.2 0.3

*p<0.0071 mnohondsobnym porovndnim s kontrolni skupinou 21; # p<0.0071 mnohondsobnym
porovndnim se skupinou vystavenou stejné vysoké hyperoxii a 1éCenou vitaminem A.

Histologicky ndlez plic u skupiny 40 zahrnoval zesileni alveoldrni stény
a interalveoldrnich sept a mirny edém v porovndni se skupinami 21, 21A
a 40A, které mély normdlni obraz. Skupina 80 vykazuje nejvice odchylek:
rozsifeni termindlnich sakull, ztluSténi jejich stény, sniZenou sekundarni
septaci, pifitomnost bun€k zdnétu v alveolech, edém, tvorbu hyalinnich
membran. Skupina 80A ma pfiméfenou formaci sekundarnich sept. Vykazuje
ale zanétlivou reakci v alveolech a intersticidlni edém.
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Exprese genu VEGF-A skupiny 80A tvofila 64 % kontrolni skupiny.
Predpoklddany pokles exprese genu VEGF-A u skupiny vystavené 80 Cinil
41% kontroln{ skupiny (viz obr. 1). Neprokdzali jsme statisticky vyznamny
rozdil mezi skupinami 80 a 80A, ackoliv se obé tyto skupiny liSily od
ostatnich skupin. Nalezli jsme statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami
21 versus 21A a 40 versus 40A.

Procenta exprese mRNA VEGF-A v
jednotlivych skupinach (21=100%)

200%

180%

160% - 40A
21A
140% -

120% o

100% -

procrtacd

80% -
60%
80
40%

20% -1

0% -

Obr. 1: Procenta exprese RNA VEGF-A ve vSech experimentalnich skupinach

Pomér genové exprese VEGF-A u normoxické skupiny bez aplikace vitaminu A (21, kontrolni
skupina) k expresi kontrolniho genu G3PDH je definovan jako 100 % a ostatni skupiny jsou
prezentovany jako percentudlni podil k této kontrolni skupiné.

1. 3 Diskuse

Skupina 80 vazila na konci experimentu primérné o 20 % méné nez
kontrolni skupina na vzduchu. Hmotnostni rozdil u skupiny 80A ¢inil 13 %
proti kontrolni normoxické skupiné. Skupiny 80 a 80A se statisticky
vyznamné 1i$i mezi sebou a ob¢ se rovnéz 1is{ od skupiny 21 (p[J0.0071).
Dtivodem miZe byt aktivace signdlni cesty transformujictho rdstového
faktoru (TGF-B) [15]. TGFp signdlni cesta inhibuje rist bun¢k v mnoha
tkdnich vcetné plicni tkané. RA antagonizuje pusobeni TGFp redukci
exprese jejich receptorti na buiikdch vystavenych hyperoxii [16]. Nicméné
skupina 80A meéla statisticky vyznamné€ niZ§i hmotnost neZ skupina 21.
MiZeme spekulovat o tom, zda by se protektivni ptisobeni RA na zachovani
rustu projevilo pfi del$i expozici hyperoxii.

Nase vysledky, Ze 40% hyperoxie neovlivnila riist jsou v souladu se zavéry
Daugera a spol., ktery rovnéz pii expozici 65% hyperoxii neprokdzal zadné
signifikantni zmény rustu [14]. K aktivaci TGF-f signdlni cesty muze byt
pravdépodobné potieba urCitd prahovd hodnota stupné hyperoxie ¢i jiné
noxy.
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Skupiny 80 a 80A se mezi sebou statisticky vyznamné neli§i v poméru W/D.
Muzeme spekulovat o tom, zda by se protektivni plsobeni vitaminu A
projevilo v reparacni fazi po expozici hyperoxii. Expozice 40% hyperoxie po
sedm dni pisobi také urcity stupeit edématozniho plicniho posSkozeni dle
vysledkit W/D poméru. Tyto vysledky jsou ve shodé s praci Buchera a spol.,
ktery nalezl u 40% hyperoxie také mirné znamky edému [17]. Byl nalezen
statisticky vyznamny rozdil W/D poméru mezi skupinami 40 a 40A. Tento
rozdil je v souladu s histologickym rozdilem skupin 40 a 40A.

Porovndnim skupin 80 a 80A mezi sebou je mozné vyslovit domnénku, Ze
vitamin A mohl pfispét k zachovani pfimétenou sekundarni septaci. Rozdil
histopatologického ndlezu mezi skupinami 40 a 40A je v souladu s vysledky
W/D poméru.

Skupina 80A méla expresi genu VEGF-A o 20 % vyssi nez skupina 80, ale
tento rozdil nebyl signifikantni. NaSe vysledky ve skupindch 40A a 21A ale
potvrzuji, Zze VEGF-A gen je RA-senzitivni gen, coz je v souladu se
soucasnymi publikacemi na toto téma [18, 19].

1.4. Zavéry

1. 80% hyperoxie, na rozdil od 40% hyperoxie, zpusobuje
rustovou retardaci, sniZuje sekundarni septaci sakuli a
zpisobuje pokles exprese genu VEGF-A.

2. Dle vysledkt W/D poméru a histologic piisobi 80% a
pravdépodobné i 40% hyperoxie jistou miru edématozniho
plicni poskozeni.

3. Aplikace kyseliny retinové signifikantné omezuje ristovou
retardaci v prostiedi 80% hyperoxie.

4. Kyselina retinova by mohla dle nasich histologickych vysledki
prispivat k zachovani pfiméiené sekundarni septace sakuli.

5. Na zédklad¢ vysledkit W/D a histologie bychom mohli uvaZovat
o antiedématoznim pusobeni kyseliny retinové v podminkach
mirné 40% hyperoxie.

6. Exprese RA-senzitivniho genu VEGF-A byla signifikantné
vyznamné zvySena v podminkach normoxie a 40% hyperoxie.
Aplikace kyseliny retinové moderuje pokles exprese genu pro
VEGF-A pfi expozici 80% hyperoxii, tento rozdil ale neni
signifikantni.
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2 Vliv hyperoxie na expresi proinflamac¢nich markeri v plici novorozené
mySi

Prozanétlivé cytokiny a chemokiny jsou kliCové ve vyvoji BPD; startuji
invazi leukocytd, uvolnéni proteolytickych enzymt, dal$i tvorbu ROS
a zpusobuji tak autoinflammatorni odpovéd’ plicni tkdné, kterd vede k jejimu
poskozeni. V tomto experimentu jsme stanovovali expresi gend téchto ti{
proinflamacnich markert: cytokini TNF-a , IL-1a a chemokinu MIP-1a. .

2.1 Material a metodika

Zvirata a protokol expozice hyperoxii

Novorozené mysi kmene BALB/c byly rozdéleny do 4 skupin: 1) 21%0,
72hod (kontrolni skupina); 2) 40% O, 72 hod (skupina 40); 3) 80% O, 72hod
(skupina 80); 4) 80% O, 72hod+ 24hod 21%0O, (skupina 80+24hod).

Stanoveni poméru hmotnosti nativnich plic a plic po vysuseni ( W/D-pomeér)
W/D pomér byl stanoven stejnym zpisobem jako je popsdno v pifedchozim
experimentu.

Semikvantitativni stanoveni exprese genit proinflamacnich markerit pomoct
reverzni transkripce a polymerdzové retézové reakce ( RT PCR)

Exprese genti byla urcena stejnou metodou RT PCR jako je popsdno
v predchozi kapitole.

Statistickd analyza dat

Data jsou zobrazena jako priméry a jejich smérodatné odchylky.
K porovnani ¢tyf experimentdlnich skupin byla pouzita jednofaktorova
ANOVA. Bonferroniho modifikace t-testu  byla  provedena
k mnohondsobnym porovnanim.

2.2 Vysledky

Tab. 2: Nativni hmotnost plic (HP) a pomér W/D u vSech skupin na konci experimentu

Skupina 21 40 80 80+24hod
Pocet 8 6 7 5

HP(mg) 27.5+0.37 29.8+0.36 41.6+0.51* 51.6+0.3*
W/D 3.58+0.13 3.73+0.07 4.1+0.18%* 4.11+0.08%*

Data jsou uvedena jako priméry+smérodatnd odchylka. *p<0.016 mnohonasobnym porovnanim
s kontrolni skupinou 21.
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Analyza ANOVA nalezla vyznamny rozdil denzitometrickych jednotek
exprese genu TNF-o Ctyf experimentdlnich skupin, F= 3,21; Fcrit=3,04;
p=0,04;v1=3; v2=22.

Priméry exprese genu cytokinu TNF-a skupin 40 a 80 jsou vyznamné
odlisné od skupiny 21 pomoci mnohondsobného porovnani dle Bonferroniho
(viz obr 2). Priméry exprese gend IL-1a a MIP-1a se od sebe dle ANOVA
analyzy statisticky vyznamné nelisi.

Exprese genu cytokinu TNFalfa ve ¢tyfech
experimentalnich skupinach

1200

1000

800

600

oD

80a24hod
400 1

200

Obr. 2: Exprese genu cytokinu TNF-a

Priméry a smérodatné odchylky optickych denzit ¢tyt experimentéalnich skupin

Bonferroniho mnohondsobnym porovndnim se statisticky vyznamné lisi skupiny 40 a 80 od
kontrolni normoxické skupiny (p<0.016).

2.3 Diskuse

Podle naSich vysledkit 40% hyperoxie nevyvoldvd po 72hod expozice
zvySeni poméru W/D. Skupina 40 se statisticky vyznamné neliSila od
skupiny 21. Podle pfredpokladti skupiny 80 a 80+24hod maji statisticky
vyznamné vy$§i W/D pomér. Metoda stanoveni W/D poméru spolu s malym
poctem prezentovanych méfeni ale nestaci ke zobecnéni téchto vysledk.

Zaznamenali jsme  statisticky vyznamné zvySeni exprese genu
proinflamacniho cytokinu TNF-a ve skupiné 40 i 80. Interpretaci ndlezi
z experimentd s mirnou hyperoxii do 50% je ale potieba brat s ohledem na
moznost, Ze tyto vysledky mohly byt zpiisobeny i jinak nez chemickou
kyslikovou toxicitou [17, 20]. Detekované zmény na trovni exprese gentl
také nemusi byt funkéné signifikantni. Nicmén¢ pokud by zvySeni exprese
genu TNF- o pfi expozici 40% hyperoxii bylo opakovan¢ prokdzano
dostatecnym poctem méfeni, je mozné predpokladat zanétlivou odpoveéd
plicni tkdn€ i pfi mirné hyperoxii. Vzhledem ke kontroverznimu vyznamu
zvySeni produkce TNF-a se muZe jednat i o obrannou ¢i adaptaéni reakci
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organismu, jak by lépe prokdzal experiment dlouhodobéjsi expozice 40%
hyperoxii [21].

Nedetekovali jsme statisticky vyznamny ndartst exprese genu IL-lo u
hyperoxickych skupin. Je mozné, Ze trvani naSeho experimentu nebylo
dostatecné k zdznamu statisticky vyznamného zvySeni.

Zvyseni genové exprese MIP-1a proti kontrole €inilo ve vysledcich pokusu
Warnerové a spol. 300%-400% [13]. NaSe data exprese genu
proinflama¢niho chemokinu MIP-1a maji nejvy$§i hodnoty ve skupiné
80+24hod, nelisi se ale mezi jednotlivymi skupinami, coZ muze byt
zpusobeno malym poc¢tem méteni nebo metodickou chybou.

2.4 Zavéry

1. Dle vysledkti tohoto skromného experimentu expozice 80%
hyperoxii ptisobici 72hod, na rozdil od stejn¢ dlouhé expozice
40% hyperoxii, vyvoldvd edematozni poSkozeni detekované
zvySenim W/D poméru.

2. Aktivace zanétlivé odpovédi v podobé¢ signifikantniho zvySeni
exprese genu proinflama¢niho cytokinu TNF-a byla
zaznamenana pri expozici 40% i 80% hyperoxii.
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IIB ANEMOMETRICKE MERENI DECHOVYCH OBJEMU BEHEM
VYSOKOFREKVENCNI OSCILACNI VENTILACE

Monitorovani spravn¢ vedené strategie optimdlniho plicntho objemu je
béhem HFOV omezené v porovndni se soucasnymi moznostmi monitorovani
dynamickych plicnich funkci a kapnometrie v pribéhu konvenc¢ni ventilace.
Fredberg a spol. definoval ventilaci, t.j. eliminaci CO, b&hem HFOV
nasledujici rovnici: Veg,=f* x Vi ?, kde f je frekvence, x=0,5-1, y=1,5-2,2
[22]. Koeficient y je vyS§i neZz x, a proto -jak je dokumentovdno i na
modelech in vitro- pfedstavuje Vp vyrazngj§i determinantu ovliviujici
ventilaci neZ frekvence (f). Scalfaro a spol. na modelu plice prokdzal, Ze
anemometr je schopen méfeni dechovych objemi béhem HFOV pfi
frekvencich 8-13Hz, tedy v rozmezi, které je nutné pro vyuziti v klinické
praxi s poZadovanou piesnosti [10].

1 Pacienti a metodika

Pacienti byli 1éceni na jednotce intenzivni péCe Perinatologického centra
Gynekologicko-porodnické kliniky VFN. K ziskan{ arteridlni tenze krevnich
plynd a k méfeni krevniho tlaku béhem HFOV byla provedena kanylace
umbilikdlni nebo periferni arterie. VSichni pacienti byli ventilovdni HFOV
ventildtorem Sensormedics 3 100A. Hlavnim principem terapie
vysokofrekvencéni oscilacni ventilace byla vysokoobjemovd strategie
s dosaZenim optimdln{ inflace plice.

Dechové objemy byly méfeny neonatdlnim respiratnim monitorem SLE
2100 VPM, ktery pracuje pomoci sensoru-anemometru se zhavym dvojitym
vldknem. Na displeji se zobrazuji pouze exspiracni dechové objemy (Vrg).
Arteridlni odbér ke stanoveni arteridlni tenze oxidu uhli¢itého (kapnie,
PaCO,) byl provadén po dvacetiminutové stabilizaci hodnot na displeji
monitoruVrg.

Extratorakdlni mrtvy prostor byl stanoven jako soucet vnitintho objemu
trachedlni kanyly s adaptérem a sensorem anemometru. Bylo naméfeno
rozpéti extratorakdlntho mrtvého prostoru v rozmezi 2.8-3.2ml v zdvislosti
na priméru endotrachealni kanyly.

Byla zaznamendna zdkladni data o pacientech: gestacni stafi pfi narozeni,
porodni hmotnost, ¢as narozeni a prumér endotrachedlni kanyly. Registrovali
jsme cas, pH, arteridlni tenzi krevnich plynu (PaO, a PaCO,) a ventila¢ni
rezim vcetné¢ dechovych objemt, na kterém byly tyto hodnoty vnitfniho
prostiedi dosazeny, tj. Vg, CDP, amplitudu, frekvenci a FiO,.
Normokapnicky interval PaCO, byl definovan v rozmezi 35-50 mmHg.
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Naméiené Vg byly porovnany ve dvou FiO, intervalech (0.21-0.35 vs. 0.36
az 1.0).

Statistické hodnoceni bylo provedeno dvouvybérovym t-testem, testem dle
Wilcoxona a testem dle Kruskala a Wallise. Byla provedena linedrni regrese
mezi hodnotami p,CO, jako zdvisle proménnou a Vg jako nezdvisle
proménnou a ddle mezi Vg jako zdvisle proménnou a CDP, FiO, frekvenci,
amplitudou a alveolo-arteridlnim indexem (A-aDO,) jako nezdvisle
proménnymi. Koeficienty matematického vztahu k predikci kapnie byly
vypocteny ndsobnou linedrni regresi. Byla stanovena pozitivni prediktivn{
hodnota naméfenych a vypoctenych hodnot v definovanych pasmech kapnie.
ANOVA a Mann-Whitney U test byly pouZity ke stanoveni statistické
vyznamnosti.

2 Vysledky

Bylo zpracovdno 214 méfeni Vyg, vzdjemnych kapnii a ventilacnich
parametri od 28 pacientl, Medidn porodni hmotnosti pacientd byl 852g
(rozmezi: 23.3-41.0), Nejcastéjsi diagnézou byl RDS (54 %), dalsi diagndzy
pacientti byly RDS s plicni hypopldzii (14 %), kongenitdlni fluidotorax
(7 %), pneumonie (7 %), RDS a pneumotorax (7 %), ARDS (7 %) ,
MAS (4 % ), Bylo zaznamendno 118 (55 %) normokapnickych méfent,
42 (20 %) hypokapnickych méfeni a 54 (25 %) hyperkapnickych
meéfeni s medidnem Vg 1.67 ml/kg (95 %CI:1.55-1.79), 1.94 ml/kg (95
%CI:1.74-2.14) a 1.54 ml/kg (95 % CI 1.42-1.66),

Tab, 3: Charakteristika exspira¢nich dechovych objemi vzhledem k vzijemnym FiO,

FlOz FIOZ

0,21-0,35 0,36-1,0
Vre(ml/kg) 1.61(1.52;1.7) * 2.06(1.93;2.19)
Pocet normomokapnickych Vg 95/155 (61 %) v 23/59 (39%)
Pocet normokapnickych Vrg>2,0ml/kg  16/95 (17 %)% 14/23 (60 %)

Vg jsou uddvany v medidnu (5%;95% interval spolehlivosti); * p<0.002;% p<0.01;% p<0.02, Je
patrny statisticky vyznamné vyssi pocet normokapnickych Vg a jejich nizsi medidn ve skupiné
s Fi0O, 0.21-0.35 v porovnani se skupinou s FiO, 0.36-1.0
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Linearni regresni analyza vSech méfeni prokdzala statisticky signifikantni
negativni korelaci mezi Vig a PaCO,, Vysoce statisticky signifikantni
pozitivni korelace byla nalezena mezi hodnotami Vyg jako zdvisle
proménnou a CDP, FiO, a A-aDO, jako nezdvisle proménnymi, Frekvence
a amplituda nekorelovaly s Vg ani s PaCO,.

Matematicky vztah pro predikci kapnie ma nasledujici tvar:
PaCO,=—5,6%¥V1g—0,2*CDP+6,2*Fi0,+49,2.

Vypoctené hodnoty kapnie v intervalu 35-47 spravné predikovaly kapnii
v 60% ptipadd. Kalkulace hodnot kapnie >47 byla tispés$na v 81 % pripada.
Tato matematickd rovnice m4 ale bohuZel velmi malou pozitivni prediktivni
hodnotu v pdsmu hypokapnie.

3 Diskuse

Medidn anemometricky naméfenych exspiraénich dechovych objemd,
prezentovanych v této prici, je v pdsmu normokapnie 1.67ml/kg (rozptyl
1.11-5.72ml/kg), Siroky rozptyl té&chto normokapnickych hodnot je
pravdépodobné zplsoben rtznou tizi a charakterem pneumopatii
(homogennich i nehomogennich), neadekvétni plicni inflaci a riznym
ventilacné-perfiznim pomérem béhem méteni, Medidn pneumotachograficky
naméfenych Vr novorozenci s RDS pro pasmo normokapnie byl dle
Dimitrioua a spol, 2.4ml/kg (rozptyl 1.0-3.6ml/kg) [23], Pacienti studie
Dimitrioua a spol., byli 1é¢eni metodou HFOV jako rescue terapii po selhdni

Vv

s

selhan{ pacienti Dimitrioua a spol. snutnosti pouZziti vysSich hodnot
dechovych objemti béhem HFOV.

Hodnoty Fi0,>0.35 nutné k dosaZeni normoxémie pacienta spolu s vyS$imi
hodnotami alveoloarteridlniho indexu (A-aDO,>200) jsou nepiimym
ukazatelem heterogenni inflace plice s kolapsem nékterych alveolt a V/Q
nepomérem. Vziajemné hodnoty Vg pii souCasném FiO,>0.35 maji
signifikantné vys$si medidn a vétsi rozptyl hodnot Vrg, které ptekracuji
arbitrdZni hodnotu mrtvého dychaciho prostoru v porovnani se skupinou Vg
s vzdjemnym Fi0O,<0.35. Ve specifickych situacich, kdy je nutné k dosazeni
normoxémie pacienta pouZzit Fi0,>0.35 a k normokapnické ventilaci hodnot
V1e>3.0ml/kg, je pravdépodobné Cast alveolll ventilovdna piimo zpiisobem

obdobnym konvenéni ventilaci.

Signifikantni negativni korelace mezi Vg a PaCO, dokl4dd4 kli¢ovy vyznam
dechového objemu pro ventilaci pacienta v souladu s Fredbergovou rovnici
pro eliminaci CO, béhem HFOV [22]. Signifikantni pozitivni korelace mezi
normokapnickymi Vg a CDP, FiO, a A-aDO, v na${ studii je vysledkem
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kontinudlntho ladéni amplitudy kudrzeni nomokapnie pfi ménicim se
charakteru plicniho onemocnéni a zméndch oxygenace. VyS$s§i dechové
objemy jsou nutné k dosaZeni normokapnickych hodnot PaCO, pii vyssim

CDP k rozpéti a udrZeni optimalni inflace plice s nizkou kompliance.

Ackoliv je pozitivni prediktivni hodnota matematického vztahu pro vypocet
kapnie pro normokapnické a hyperkapnické Vg relativné nizka (60 % a 81
%) a hypokapnické Vg jsou dokonce neprediktabilni, mtize byt hodnota
vypocteného p,CO, uzitecna v inicidlnim nastaveni ventilacnich parametrii a
ndsledném ladéni ventila¢niho reZimu.

4 Zavéry
1. Anemometrické méfeni dechovych objemd béhem HFOV
poskytuje kontinualni objektivni neinvazivni kvantitativni
informaci o ventilaci pacienta.
2. Anemometricky métené exspiracni dechové objemy b&hem

HFOV mohou usnadnit vedeni ventila¢ni strategie a takto
ziskana informace je jednim ze zakladnich stavebnich
kament Klinického managementu HFOV.
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IIT SOUHRN

Bronchopulmondlni dyspldzie (BPD) pfispivd vyrazné k morbidité déti
s porodni hmotnosti <1000g. Experimentdlni a klinicky vyzkum v rdmci
postgradudlniho studia se omezil na dvé intervence, které mohou pozitivné
ovlivnit postnatalni vyvoj silné nezralych plic.

V animélnim experimentu jsme testovali schopnost kyseliny retinové (RA)
omezit rozvoj plicniho poskozeni po sedmi dnech expozice 40% nebo 80%
hyperoxii. RA signifikantné omezuje hyperoxickou rlstovou retardaci, ke
které doslo pti expozici 80% hyperoxii. Histopatologické zmény plicni tkdné
byly zmirnény aplikaci kyseliny retinové ve skupinich 40A i 80A. Aplikace
RA moderuje pokles exprese genu pro VEGF-A pfi expozici 80% hyperoxii,
tento rozdil ale neni signifikantni. Ve druhém animdlnim experimentu jsme
zaznamenali signifikantni ndrGst exprese genu proinflamacntho cytokinu
TNF-a ve skupin€ vystavené 40% i 80% hyperoxii po dobu 72hod.

Mechanickd ventilace je jednim z rizikovych faktort vzniku BPD. Klinicky
ventilatniho médu HFOV nez b¢hem konvencni ventilace. Monitorace
dechovych objemti by mohla napomdhat v kontinudlnim monitorovani miry
ventilace béhem HFOV. Prezentujeme data anemometricky méfenych
exspiracnich dechovych objemi (Vig) béhem HFOV, jejich porovnani
vzhledem k hodnot¢ mrtvého dychactho prostoru a vztah k ostatnim
respiraénim parametrim. 214 vzdjemnych méfeni PaCO, Vg, FiO, CDP,
frekvence a amplitudy bylo ziskano od 28 pacientl. Anemometrickd méfeni
V1e béhem HFOV mohou poskytovat validni informace o ventilaci pacienta
a mohou usnadnit vedeni ventilani strategie na tomto typu umélé plicni
ventilace.
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V SUMMARY

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) contributes to significant morbidity of
infants with birth weight<1000g. Experimental and clinical research of
dissertation thesis has focused on two interventions which might have
positive influence on the postnatal development of the immature lung.

In animal experiment, we tested the capability of retinoic acid (RA) to
attenuate hyperoxic lung injury after seven days exposure to 40% or 80%
hyperoxia. RA significantly attenuates the 80% hyperoxic growth
retardation. The histological changes were attenuated in the lungs of 40A and
80A groups. The expression of the VEGF-A gene was not significantly
influenced by RA in 80% hyperoxia. In another experiment, we detected
significant increase of the expression of the gene of proinflammatory
cytokine TNF-a after 72 hours exposure both to 40% and 80% hyperoxia.
Mechanical ventilation still remains one of the risk factors of BPD. The
management of optimal lung volume strategy is more difficult during HFOV
than conventional ventilation. Efficacy and safety of HFOV is hampered by a
lack of reliable bedside in-line monitoring of the patient. We determined the
values of expiratory tidal volume measured by hot-wire anemometr and
assessed the relationship among Vrg and other respiratory parameters. We
evaluated how often Vg exceeds the value of the dead space during HFOV.
214 simultaneous measurements of PaCO, Vg, FiO, CDP, frequency and
amplitude were obtained from 28 patients. The Vg measurement by heated
double wire anemometer sensor is feasible, provides useful real time
information about tidal volume changes and may improve clinical
management of HFOV.
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