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Abstrakt

Cilem pfedlozené studie bylo sledovani zanétlivych zmén v plicich
navozenych traumaticky provaddénou umélou plicni ventilaci (UPV).
V bronchoalveolarni lavazi (BAL) byly vySetfeny koncentrace IL-8, TNFa, MIP-
1B, nitrity a nitraty a koncentrace proteinu inducibilni nitric oxid syntazy (iNOS).
Studie byla provedena na modelu prasete bilého. 23 zvitat bylo rozdéleno do tiech
skupin. Byl sledovan vliv UPV na hemodynamiku, plicni funkce a zmény hladin
nékterych cytokinti, chemokini a produkci inducibilni nitric oxid syntazy a
nitritd/nitratd v bronchoalveolarni lavazi.

Ve skupiné I byla zvifata spontanné dychajici, skupina II byla ventilovana
nastavenym ventilatnim rezimem s dechovym objem (TV) 7 ml/kg; PEEP = 5
cmH,0O a skupina III byla ventilovana TV = 15ml/kg; PEEP = 0 cmH,0. Ve
skupiné III byl prokazan vyznamny vzestup srdecni frekvence ve 3. hodiné
pokusu a to jak ve vztahu Kk pocateCnim hodnotam, tak i ke zbyvajicim
skupinam.(p = 0,01 resp. p < 0,008). V této skupiné byl prokazan i signifikantni
pokles hodnot krevniho tlaku ve stejném ¢asovém obdobi. Vyznamny vzestup byl
prokézan ve skupiné III pfi méfeni centralniho Zzilniho tlaku jiz od 1. hodiny
experimentu. Umélad plicni ventilace vedena vysokymi dechovymi objemy
zpiisobila vyznamny pokles plicni poddajnosti ve skupiné III a to jiz od 1. hodiny
probihajiciho experimentu (p < 0,001) Pii sledovani hladin cytokinti a chemokint
bylo ve skupiné II a III prokézano signifikantni zvySeni hodnot nitriti/nitratt jiz
béhem prvni hodiny UPV (p = 0,03 resp. p = 0,02). Nejvyssi zvySeni iNOS bylo
pozorovano ve skupiné II a III b&hem prvni hodiny. Hodnoty IL-8 byly
signifikantné zvySeny ve skupiné II a III ve srovnani se skupinou I. Produkce
TNF-a byla vyznamné zvySena ve skupiné III béhem druhé a tfeti hodiné
experimentu. Koncentrace MIP-1 byla zvysena ve skupiné II a III od prvni
hodiny pokusu (p = 0,01 resp. p=0,008).

Klicova slova: Uméla plicni ventilace, TNF-o, MIPI1-f protein, iNOS,

prase



Abstract

The aim of this study was to investigate longitudinal changes of the
pulmonary inflammatory process as a result of mechanical stress due to
mechanical ventilation (MV). The concentrations of IL-8, TNF-a, MIP-1p,
nitrites/nitrates and inducible nitric oxide synthases (iINOS) were investigated
indicate in bronchoalveolar lavage (BAL). 23 piglets were divided into three
groups. Group I: animals breathing spontaneously; group Il: MV (TV=7 ml/kg,
PEEP= 5 cmH20); group Ill: MV (TV=15 ml/kg ; PEEP= 0 cmH20). The focus
of the study was the influence of CMV on the hemodynamics, pulmonary
function, changes in certain chemokine and cytokine levels, and the inducible
NOS and nitrite/nitrate production in BAL.

A significant increase in heart rate was found in Group Il during the 3rd
hour of the experiment — both in relation the the initial levels and to the levels of
the other groups (p = 0.01 and 0.008 respectively). During the same time period, a
significant drop in blood pressure readings was detected in this group as well. A
significant increase of the CVP levels was found in Group IlI starting already
from the 1st hour of the experiment. CMV with high tidal volumes lead to a
sinificant decrease in lung compliance in Group Il already from the 1st hour of
the experiment (p < 0.001).

Concentrations of bronchoalveolar lavage nitrites/nitrates from groups Il
and Il increased during the first hour of MV (p= 0.03 and 0.02). The highest
expression of iINOS was observed during the first hour in groups Il and I1l. IL-8
concentration increased significantly in groups Il and Ill. Production of TNF-a
increased in group Il during the 2nd and 3rd hour (p= 0.01). Concentration of
MIP-1B was increased in groups II and III after the 1st hour. (p = 0.012 resp. p=
0.008).

Key words: Mechanical ventilation, TNF-o, MIP1-B protein, iNOS,
pigs
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1. Seznam pouZzitych zkratek.

ABP arterial blood pressure (arterialni tlak)

ALlI acute lung injury (akutni plicni postizeni)

ARDSy adult respiratory distress syndrom

BAL bronchoalveolarni lavaz

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

Cl plicni kompliance

CVP central venous pressure (centralni zilni tlak)

CXC chemokiny

CZK centralni zilni katétr

FiO2 fraction of inspired of oxygen (frakce kysliku ve vdechované smési)

HR heart rate (srde¢ni frekvence)

IL interleukiny

INOS inducibilni nitric oxid syntdza

MIP-1 macrophage inflammatory protein 1 (makrofagovy inflamatorni
protein 1 B)

NF-xB nuklearni faktor kB

NO oxid dusnaty

PEEP pozitive endexpiratory pressure

PMN polymorfonukleary

RR respiratory rate (dechova frekvence)

TNF-a tumor nekrotizujici faktor o

TV tidal volume (dechovy objem)

UPV uméla plicni ventilace

VILI ventilator induced lung injury (ventiladtorem navozené plicni



2. Uvod.

UPV se stala nepostradatelnou zakladni metodou v 1é€bé dechové
nedostatecnosti. Jeji Sir§i zavedeni do klinické praxe mélo kromé pozitivnich
pfinosi i objeveni se akutnich i chronickych komplikaci. Webb a Tierney byly
prvni autofi, ktefi popsali plicni postizeni zplsobené umélou plicni ventilaci
provadénou vysokymi inspiraénimi tlaky bez zatazeného endexpira¢niho tlaku
(PEEP). Béhem kratké doby nastalo prudké zhorSeni stavu zvifat, jehoz
podkladem byl rozvoj tézkého edému plic. Histologicky byly prokazany disrupce
a edematozni prosaknuti interaveolarnich sept vcetn¢ zanétlivé celulizace.
Alveolarni prostor byl vyplnén edematdzni tekutinou. V souvislosti s timto
nalezem se zacal pouzivat termin ,,plicni barotrauma“ [1, 2].

Ke stejnym zavérim doSel Dreyfuss a kol. v podobném animalnim
modelu. AvSak pfi bliz§im rozboru bylo zjisténo, Ze plicni postizeni neni
vyvolano pouze vysokymi tlaky v dychacich cestach, ale nadmérnou distenzi,
ktera zptisobuje poskozeni plicniho parenchymu. Proto bylo upozornéno, ze spise
nez o barotrauma jde o plicni volumotrauma [3, 4].

V soucasné dobé je znamo, Ze v etiopatogenézi plicniho postizeni hraje
dilezitou roli rozvoj zanétu s produkci a uvolnénim prozanétlivych mediatort.
Stav je oznaCovan jako plicni biotrauma [5]. Spoustécim momentem mize byt
hypoxie, hyperoxie, ischemicko-reperfizni zmény ale i napinaci sily, které
vznikaji béhem umélé plicni ventilace [6]. Napinaci sily (stfizné sily) pusobi
prostfednictvim mechanotransdukce aktivaci zanétlivych bunc€k a naslednych
kaskadovych reakci s kone¢nou produkci prozanétlivych cytokinti a chemokinti
[7]. Jejich Gcinek se uplatiiuje nejen v misté postizeni, ale v kratké dobé dochazi
k jejich dekompartmentalizaci a piisobeni na jiné tzv. distalni organy, u kterych
miZe zpusobit poruchu funkce (rozvoj multiorganové dysfunkce) [8].

Uméléa plicni ventilace vedena vysokymi dechovymi objemy miize byt
nejen kontraproduktivni ve vztahu k 1é€bé respiraéni insuficience, ale mize byt
dokonce motorem rozvoje syndromu multiorganové dysfunkce [9].

Predlozena experimentalni prace si stanovila za cil zjistit, v jakém

casovém intervalu od zahajeni UPV dojde ke zvySeni neékterych prozanétlivych



cytokinli a chemokinl ve vztahu ke zptsobu vedeni UPV a jak rychle dojde ke
zhorSeni plicnich funkci a obchové dysfunkci pti UPV vedené vysokymi
dechovymi objemy. Vzhledem k anatomické a patofyziologické podobnosti
kardiovaskularniho a respiracniho systému byl experiment proveden na praseti

bilém.
3. Cil a hypotéza prace.

Traumaticky provadéna umeéla plicni ventilace vede k rozvoji plicniho
biotraumatu. Rychlost nastupu biotraumatickych zmén je popisovéana u malych
zvifat. Na modelu vétSich zvifat jsou zatim publikovany v tomto sméru jen
ojedinglé prace.

V ptedlozené praci byl experiment proveden na modelu vétSiho zvifete —
prasete bilého. Byly sledovany zmény nékterych plicnich funkci a obéhové zmény
u spontanné dychajicich, u zvifat ventilovanych fyziologickymi dechovymi
objemy a ve skupin¢ ventilovanych vysokymi dechovymi objemy (traumaticky
provadéna uméla plicni ventilace). K posouzeni rozvoje zanétlivych zmén v plicni
tkani bylo zvoleno vySetfeni prozanétlivych cytokini (TNF-a, IL-8), chemokinu
MIP1-B, inducibilni nitric oxid syntdzy (iNOS) a nitritu/nitratt, které vznikaji v
dasledku jeji aktivace. Na zacatku experimentu byly stanoveny nasledujici 3
hypotézy:

Hypotéza €. 1.: Vysoké dechové objemy vedou béhem kratké doby k
rozvoji lokalni zanétlivé odpoveédi v plicni tkdni. Jejim vyrazem je produkce
prozanétlivych cytokini a chemokind, které lze prokdzat v bronchoalveolarni
lavazi. V praci byl stanoven ptedpoklad objeveni se zanétlivych cytokinli a
chemokinli v BALu jiZ po prvni hodin€ traumaticky provadéné umélé plicni
ventilace.

Hypotéza ¢. 2: Byl predpoklad, ze produkce zanétlivych cytokini a
chemokintl u traumaticky provadéné ventilace bude trvale zvySena po dobu trvani
ventilace vysokymi dechovymi objemy.

Hypotéza ¢&. 3.: Traumaticky provadéna umela plicni ventilace vede ke
zhorSeni parametrt plicnich funkci a ma vliv 1 na obéhové parametry. Rychlost

nastupu zmén u animalniho modelu, jaky byl pouzit v tomto experimentu, neni



zatim presn¢ znam. Byl pfedpoklad, Ze zmény nastanou v druhé poloviné

experimentu.
4, Metodika prace.

4.1 Experimentalni zvirata.

Do experimentu bylo zatazeno 23 zdravych selat prasete domaciho ve stafi
6 - 8 tydnd s hmotnosti v rozsahu 22 — 30 kg. Selata prasete doméaciho maji s
lidmi srovnatelnou anatomii i funkéni vlastnosti respira¢niho a kardiovaskularniho
systému. Pro experiment byla vybrana klinicky zdrava zvifata z kontrolované¢ho
chovu. Zvirata byla randomizovéna a rozdélena do 3 skupin. Skupinu I tvotilo 6
zvitat, kterd spontanné dychala. Z diivodu nutnosti provadét bronchoalveolarni
lavaz byla vSem na zacatku experimentu provedena v celkové anestézii
tracheostomie. Do skupiny II bylo zafazeno 8 =zvifat. Byla intubovéna a
ventilovana dechovym objemem 7 ml/kg, PEEP = 7 cmH,0, FiO, = 0,21, DF =
20/min. 9 zvitat bylo ve skuping III, u kterych byla um¢la plicni ventilace vedena
traumaticky. TV byl nastaven na 15ml/kg , PEEP = 0 cmH,0, FiO, = 0,21, DF =
20/min. K umélé plicni ventilaci byl pouzit ventildtor Siemens Elema 900C,
ventilaéni rezim ,,Volum control®. Hodnoty dynamické plicni poddajnosti byly
méteny piidatnym modulem Siemens jako soucasti uvedeného ventilatoru. Zvirata
byla intubovana po piedchozi analgosedaci Azaperonem, Ketaminem a
Thiopentalem. Uvedené preparaty byly pouzity 1 ke kontinudlni analgosedaci.
Vstup do cévniho fecisté¢ byl zajiStén zprvu kanylaci periferni Zily a dale
navazovalo zavedeni centralniho Zilniho katétru cestou kréni Zily. Centralni Zilni
katétr byl vyuzit jednak pro podavéni infaznich roztokt a jednak pro méfeni CVP.
Za ulelem meéteni ABP byla kanylovana hlavni stehenni tepna. Ke sledovani
zivotnich funkci byl pouzit monitor Nihon Cohden. Experiment trval 3 hod. a po
celou tuto dobu byla zvifata v hluboké analgosedaci. Po 3 hodinach byl
experiment ukonéen podanim 10% KCI cestou CZK do pravé sing. Po smrti byly
odebrany histologické vzorky plicni tkan€ vzdy ze stejné lokality. Vzorky byly az
do zpracovani uchovany v roztoku 10% formolu. S uhynulymi zvitaty bylo

zachazeno podle zakont Ceské republiky.



4.2 Bronchoalveolarni lavaz a zpracovani ziskaného materialu.

K bronchoalveolarni lavazi (BAL) byl pouzit fyziologicky roztok v
objemu 50 ml zahiaty na 37°C. Bronchoalveolarni tekutina byla odsavéana vzdy
jednorazovym sterilnim setem v minimalnim mnozstvi 15 ml. Ziskana tekutina
byla filtrovana pies sterilni filtr za ucelem odstranéni hlenu a nésledné byla
centrifugovana pii 1000 otackach/min. po dobu 10 min. Ziskany supernatant byl
bezprostiedné zmrazen pti T = -70°C k dalSimu vySetfeni TNF-a, IL-8, nitrit a
nitratd. Ziskané separované buiiky byly ulozeny do DMEM media s pifimési 1%
antibiotického roztoku (Sigma) a 10% fetdlniho bovinniho séra. Buiiky byly
inkubovany pii 37°C v 5% CO2 humidifikované atmosféte po dobu 2 - 3 hodin.
Neadherované bunky byly po této dobé méekce odstranény a adherujici buiiky byly
kultivovany v 25 cm?2 bafice po dobu 18 - 24 hodin. Na konci kultivace byl

supernatant odstranén a okamzité zmrazen pii T = -70°C.

4.3 Molekularné biologické a biochemické metody.

Kultivované bunky byly pouzity k vySetfeni inducibilni nitric oxid syntazy
(iINOS) a makrofagového inflamatorniho proteinu 1-f (MIP-1B) pomoci western
blot analyzy.

K detekci iINOS byly pouzity krali¢i polyklonalni protilatky proti mysi
INOS (Alexis), a pro priikaz MIP-1B krali¢i polyklonalni antihumanni protilatky
proti MIP-1B (Alexis). Prikaz cytokini v BALu byl provadén v supernatantu
ELISA metodou pouzitim prasec¢iho ELISA kitu (BioSource Int., Camarilo, CA,
USA), kdy jejich absorbance byla detekovana pii 450 nm. VySetfeni nitritd bylo
provadéno pomoci nitrate/nitrit kolorimetrického detekéniho kitu (Cayman, Ca,
USA). Jejich absorbance byla zjistovana v rozsahu vinové délky 400 — 600 nm na
Xflourosafire I verzi 4.62 n.

Vzorky plicni tkdné byly odebrany na zavér experimentu v celkové
anestezii po pfedchozi thorakotomii. Mistem odbéru byly bazalni a dorzobazalni
¢asti plic. Vzorky byly fixovany v 10% roztoku formolu a néasledné histologicky

zpracovany a vysetieny optickou mikroskopii.



4.4 Statistické zpracovani.

Pro zakladni analyzu dat byly pouzity standardni statistické postupy
(median, test normality, ANOVA test a Fischertiv test). Statisticka analyza byla

rozhodovana na hladiné vyznamnosti 5% a intervalu spolehlivosti 0,95.
5. Vysledky.

5.1 Sledovani srdeéni frekvence.

Ve skupiné I nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam v srdecni
frekvenci béhem celého experimentu. Ve skupiné II byl zaznamenan nevyznamny
pokles v 1. a 2. hodin¢ (p = 0,08 resp. p = 0,16) a mirna elevace, avSak
nevyznamna (p = 0,72) ve 3. hod. Ve skupiné III byly vychozi hodnoty srde¢ni
frekvence vyznamné niz8i ve srovndni se skupinou I 1 se skupinou II. (p = 0,01
resp. p = 0,008). V dalsim prubéhu HR plynule stoupala. Ve 3. hodiné
experimentu byly hodnoty HR vyznamné zvysené ve srovnani s vychozi hodnotou
(p < 0,001) a byly vyznamné vyssi nez ve skupiné II (p = 0,03). Nebyly zjisténé

vyznamné rozdily ve srovnani se skupinou I (p = 0,27) (Graf¢. 1)

Graf €. 1. Zmény hodnot srdeéni frekvence v ¢ase
a jednotlivych skupinach
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Graf ¢. 1. Zmény hodnot srde¢ni frekvence v ¢ase a jednotlivych

skupinach
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5.2 Monitorovani hodnot krevniho tlaku.

Vychozi hodnoty TKsyt. ve skupiné II a III byly vyznamné vyssi ve
srovnani se skupinou I (p = 0,02, resp. p = 0,03), mezi skupinou II a III rozdily
zjiStény nebyly (p = 0,26). Zmény hodnot TKsys. ve skupin€ I po celou dobu
experimentu nebyly vyznamné. Ve skuping II byly zjistény vyznamné poklesy pfii
srovnani 2. a 3. hodiny experimentu s vychozi hodnotou (p = 0,005, resp. p =
0,003). Ve skupin¢ III byly zaznamenany vyznamné poklesy v kazdé hodiné
pokusu ve srovnani s vychozi hodnotou (p = 0,008 resp. p = 0,0002, resp.p <
0,001). Pfi vzijemném srovnani mezi jednotlivymi skupinami byl vyznamny
rozdil mezi skupinou Ill a Il ve 3. hod. experimentu (p = 0,006). Mezi skupinou
I11alve 3. hod. rozdil zjistén nebyl (p = 0,1) (Graf ¢. 2).

Vychozi hodnota TKgiast byla ve skupiné III vyznamné vyssi ve srovnani
s ostatnimi skupinami (p < 0,001). Ve skupiné I i II nebyly béhem celé¢ho pribéhu
vyznamné rozdily ve srovnani s pocinajici hodnotou TKgiazt Ve skupiné III
dochdzelo v kazdé hodiné k vyznamny poklesim ve srovnani S vychozi
hodnotou. (srovnani 1.,2.,3.hod s vychozi hodnotou: p < 0,001 resp. p < 0,001
resp. p <001) (Graf ¢. 3).

Graf €.2 Zmény hodnot TK ;) (torr) v éase a v
jednotlivych skupinach
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Graf. ¢. 2. Zmény TKsys V Case a jednotlivych skupinach
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Graf €.3. Zmény hodnot TK (i) (torr) v Case a v
jednotlivych skupinach
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Graf. C. 3. Zmeény TKgyijast V Case a jednotlivych skupinach

Na pocatku studie nebyly vyznamné rozdily v hodnotach CVP
Vv jednotlivych skupinach. Hodnoty CVP nevykazovaly ve skupiné | statisticky
vyznamné rozdily. Zahdjeni umélé plicni ventilace vedlo ve skupiné II
K vyznamnému zvySeni CVP v 1. hod. (p < 0,001), v dalsich intervalech nebyly
zjistény vyznamné rozdily ve vztahu k vychozi hodnot¢ CVP (p = 0,25). Ve
skupin¢ III doslo v prvni hodiné k vyznamnému vzestupu CVP (p < 0,001) a
Vv nésledujicich hodindch byl dalsi kazdy vzestup signifikantné vyznamny (p <
0,001 resp. p =0,01) (Graf¢. 4).
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Graf ¢. 4. Zmény hodnot CVP(torr) v €ase a v jednotlivych skupinach

5.3 Dynamika zmén plicni poddajnosti.

Plicni poddajnost byla métena pouze u zvifat, u kterych byla provadéna

uméla plicni ventilace (skupina II a skupina III). Pocateéni hodnoty Cl byly

vV obou skupinach srovnatelné, nebyly zjisténé statisticky vyznamné rozdily (p =

0,34). Ve skuping II doslo k vyznamnému poklesu v 1. a ve 3. hod. ve srovnani

s vychozi hodnotou (p = 0,0001 resp. p = 0,0007). Ve skupiné Ill byly pti

srovnani s vychozi hodnotou vyznamné poklesy v kazdé hodiné experimentu (p <

0,001). Vyznamné rozdily mezi obéma skupinami byly od 1. hodiny a trvaly po

celou dobu experimentu (p < 0,001) (Graf ¢. 5).
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Graf €.5 Zmény hodnot plicni poddajnosti (Cl) (ml
lcmH,0) v €ase a v jednotlivych skupinach
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Graf ¢. 5. Zmény hodnot plicni poddajnosti (Cl)(ml/cmH,0) v ¢ase a
jednotlivych skupinach.

5.4 Urceni produkce inducibilni nitric oxid syntazy (iNOS).

vwr

srovnani se skupinou II resp. III p = 0,04 resp. p = 0,01). Ve stejné skupiné byl
vyznamny vzestup pozorovan v kazdé dalsi hodiné ve srovnani s 0. hod. (p <
0,001 resp. p < 0,001 resp. p < 0,001). Mezi 2. a 3. hod. nedoslo k vyznamnému
vzestupu (p = 0,79). Ve skupiné II byl vyznamny vzestup patrny v 1. hod. (p <
0,001). Ve 2. hod. nasledoval vyznamny pokles, ktery nebyl vyznamny ve
srovnani s vychozi hodnotou (p =0,5). Vzestup ve 3. hod. byl vyznamny ve
vztahu ke 2. a 0. hod.,(p < 0,001), nebyl vyznamny pfi srovnani s 1. hod. (p =
0,5). Ve skupiné III byl patrny vyznamny vzestup v 1. hod. (p.<.0,001). Ve 2.
hod. doslo k poklesu (p < 0,001) s nasledujicim vzestupem. Kone¢na hodnota
iNOS byla ve srovnani s 0 hod. vyznamné nizsi (p< 0,001). Pfi srovnavani iNOS
ve skupinach mezi sebou na konci experimentu byla zjiSténa nejvyssi hodnota ve
skupiné II (vyznamnost srovnani skupin II vers. I, Il vers. Il a | vers. 1l byla p =
0,02 resp. p< 0,001 resp. p < 0,001) (Graf¢. 6).
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Graf €. 6. Zmény hodnot inducibilni nitric oxid
syntazy (iNOS) v €ase a v jednotlivych skupinach
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Graf. ¢ 6. Zmény hodnot iNOS v ¢ase a v jednotlivych skupinach.

5.4 Stanoveni hladin nitratu/nitrita.

Sledovani hodnot NO je velmi obtizné pro jeho velkou reaktivitu, proto
byly sledovany hodnoty uvedenych metaboliti. Dynamika zmén probihala
v souhlase se zménami hodnot iINOS. Ve skupiné I nebyly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily béhem celého pokusu. Ve skupiné II nastal vyznamny vzestup
v 1. hod. (p = 0,000), hodnoty ve 2. hod byly vyznamné nizsi ve srovnani s 1. i 0.
hod (p < 0,001). Ve 3. hod. doslo opét k vzestupu, ktery byl vyznamny ve
srovnani s piedchozi hodinou (p < 0,001). Ve skupinég III byl zjiStén vzestup v 1.
hod (p < 0,001) s naslednym poklesem ve 2. hod. (p < 0,001) i ve 3. hod.. Pokles
ve 3. hod. ve srovnani s 2. hod. vyznamny nebyl (p = 0,19). Pti srovnani skupin
mezi sebou byly nejvyssi hodnoty nitritd/nitratd zjistény v 1. hod. ve skupiné Il a
Il (skupina I vers. 11, skupina Il vers. I, skupina Il vers I: p = 0,005 resp. p <
0,001 resp. p.< 0,001). Na konci experimentu byly nejvyssi hodnoty zjistény ve
skuping I1. Ve skupiné III byly hodnoty vyznamné nizsi ve srovnani s Il. skupinou
(p < 0,001), ptesto byly vyssi ve srovnani s po¢ateéni stejnoskupinovou hodnotou

(p <0,001) (Graf&. 7).

15



Graf ¢.7. Zmény hodnot nitritd/nitratda (ug/ml) v
case a v jednotlivych skupinach
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Graf. ¢. 7. Zmény hodnot nitritl/nitratt (ug/ml) v ¢ase a v jednotlivych

skupinach

5.6 Sledovani dynamiky IL-8.

Pokles IL-8 ve skupiné I byl v 1. hod vyznamny (p = 0,022), hodnoty
Vv nésledujicich intervalech byly srovnatelné. Na konci experimentu byla hodnota
IL-8 pfi srovnani 0. a 3. hod. vyznamné nizsi. Ve skuping II doslo k vyznamnému
vzestupu v 1. hod. (p < 0,001). Ve 2. hod. doslo k poklesu, hodnota IL-8 vsak
byla vyznamné vyssi ve srovnani s 0 hod. (p < 0,001). Kone¢na hodnota ve 3.
hod. byla vyznamné zvysena pfi srovnani s ptedchozi i s vychozi hodnotou (p <
0,001). Ve skupin¢ III hodnoty plynule stoupaly a jejich vzestup byl mezi
jednotlivymi intervaly i ve vztahu k pocatecni hodnoté jednoznaéné vyznamny (p
< 0,001). Pfi hodnoceni rozdili mezi jednotlivymi skupinami byl zjistén
vyznamny rozdil mezi skupinou II a III se skupinou I a to jiZ od 1. hod. pribéhu.

Mezi skupinou II a III nebyly od 2. hod statistické rozdily (p = 0,23) (Graf¢. 8).
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Graf €.8 Zmény hodnot IL-8 (pg/ml)v éase a v
jednotlivych skupinach
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Graf. ¢. 8. Zmény hodnot IL-8(pg/ml) v ¢ase a v jednotlivych skupinach

5.7 Prukaz dynamiky hodnot TNF-a.

Hodnoty TNF-a ve skupiné I mirné klesaly. Ve 3. hod. byly ve srovnani
s 0. hod. vyznamné niz$i (p < 0,001). Ve skupiné II TNF-a v 1. hod kleslo (p <
0,001), po zbyvajici ¢as experimentu hladiny stoupaly. Hodnoty ve 3. hod. byly
vyznamné vys§i ve srovnani s 0. hod. (p < 0,001). Ve skupiné III byl zaznamenan
signifikantni vzestup TNF-a od 0. hod. (p < 0,001) a trval do 2. hod.. Pak nastal
pokles, ptesto hodnota TNF-a byla ve 3. hod. ve srovnani s 0. hod. vyznamn¢
vys$si (p < 0,001). Ve skupiné III byla pii srovnani s ostatnimi skupinami zjiSténa
nejvyssi hodnota TNF-a. (skupina III vers. skupina I, skupina Il vers. skupina I:
Vv obou ptipadech p < 0,001). (Graf¢.9.)
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Graf € 9. Zmény hodnot TNF-alfa (pg/ml) v case a v
jednotlivych skupinach
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Graf ¢. 9. Zmény hodnot TNF-a (pg/ml) v ¢ase a v jednotlivych skupinach.

5.8. Sledovani dynamiky hodnot MIP-1§.

Zmény hodnot MIP-1f se ve skupiné I vyznamné neménily béhem celého
experimentu. K vyznamnym zménam doslo ve skuping II a III jiz od prvni hodiny
umélé plicni ventilace. (v obou skupinach srovnani mezi 1. a 0. hod. p < 0,001).
Pfi srovnavani dosazenych hodnot MIP-1B mezi jednotlivymi skupinami byla
nejvyssi hodnota zjisténa ve skupin€ III a to jiz od 1. hod. (pfi srovnavani

jednotlivych skupin vzdy p < 0,001 ve prospéch skupiny III) (Graf ¢. 10).

Graf ¢.10 Zmény hodnot MIP-1§ v ¢ase a v
jednotlivych skupinach
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Graf ¢. 10. Zmény hodnot MIP-1p v ¢ase a v jednotlivych skupinach
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5.9 Patologickoanatomické vySetieni plicni tkané.

Soucésti uvedené¢ho vysetfeni byl makroskopicky popis a nasledné
provedené histologické vysetfeni. U vsSech zvitat byl proveden odbé&r plicni tkané
pfed ukoncenim experimentu z thorakotomického pftistupu. Plicni tkan byla
odebirdna ze stejnych okrskil plic. Ve skupiné I byla makroskopicky patrnd
normalni vzdusnost, plice mély normalni barvu. Pfi histologickém vySetfeni byl
patrny fyziologicky nalez na dychacich cestach, fyziologicka byla i1 alveolarni
cytoarchitektura. Ve skupiné II byl popsan stejny nalez jako ve skupiné I vCetné
normalni alveolarni cytoarchitektury. Nejvétsi zmény byly popisovany ve skupiné
III. Na prvni pohled byly patrné nehomogenné aerované okrsky plicni tkané,
stiidaly se okrsky s hyperinflaci s okrsky kolabované tkané. Pii histologickém
vySetfeni byly zjistény deformované alveoly, misty az Stérbinovité ziizené s misty,
kde byly naopak napadné dilatované. Byl popisovan perivaskularni edém, znacna
interstitidlni celulisace, kde prevladaly polymorfonukledry, eosinofily a cetné
makrofagy. Maximalni celulizace byla patrna kolem malych cév a termindlnich

W

bronchiolti. V nékterych alveolech byla hemoragickd piimés (obr ¢. 9 a obr. ¢.
10).

Obr. €. 9. Histologicky nalez plic zvifete ze skupiny III. Jsou patrné

kolabované alveoly. (barveni: hematoxilin-€0sin)
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Obr. ¢. 10. Histologicky nalez plic u zvifete ze skupiny III. Je patrna

znacna zanétliva celulizace interaveolarnich sept. (barveni: hematoxilin- e0sin )
6. Diskuze.

Cilem prace bylo prokazat rychlost produkce prozanétlivych cytokinli a
chemokinii v plicni tkani prokazované v bronchoalveoldrni lavazi, rozvoj
zanétlivych zmén v plicni tkdni, zmény Zivotnich funkci a zmény plicnich funkci
v zéavislosti na zpisobu provadéni umélé plicni ventilace. Jako kontrola byla
sledovana skupina zvifat spontanné ventilujici. Experiment byl proveden na
praseti bilém, které je z hlediska fyziologie a patofyziologie velice blizké

pomértum u ¢loveka.

6.1 Vliv UPV na nékteré vitalni a plicni funkce.

Zmény HR, TK, CVP a plicni poddajnosti. Ve skupiné¢ spontanné
dychajicich zvifat a ve skupiné ventilovanych fyziologickymi dechovymi objemy
se hodnoty uvedenych parametri neménily, resp. zmény nebyly statisticky
vyznamné. Neni jednoznacné vysvétleni pro statisticky vyznamnou diferenci
TKgiast, ve skupiné Il na pocatku experimentu. Vyznamné zmény byly
pozorovany ve skupiné traumaticky ventilovanych zvifat. Pokles HR a TK byl
patrny jiz v prvni hodin€ experimentu. Stejné tak vzestup CVP byl patrny jiz od 1.
hod. pokusu. Zmeény Ize vysvétlit jednak piimym vlivem ventilace na
hemodynamiku (zvySeny nitrohrudni a intraalveolarni tlak, zhorSeny Zilni névrat)
a jednak to muaze byt jiz 1 vliv produkovanych a uvolnénych cytokinti (TNF-a,IL-
8,IL-1B) v ramci procesu dekompartmentalizace, kdy se cytokiny dostavaji z

mista produkce (plice) do systémového obéhu a do dalsich distalnich orgéni, ve
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kterych vyvolavaji jejich dysfunkci. Pfi postizeni vice organt dochazi k rozvoji
syndromu multiorganové dysfunkce [5]. Pro verifikaci tohoto tvrzeni chybi v nasi
praci laboratorni priikkaz (priikkaz elevace hladin cytokina v séru), dikazy byly jiz
publikovany [10]. Pozorované a prokazané zmény jsou v souhlase s vysledky
jinych, diive publikovanych praci [1, 4, 11, 12]. Stejné¢ tak pokles plicni
poddajnosti, ktery vznikl na podkladé morfologického poskozeni alveold s
naslednou nestejnomérnou aeraci plic, intersticialniho a perivaskuldrniho edému a
alveolarnich hemoragii byl popsan i v jinych studii. AvSak vétSina praci byla
provedena na malych zvifatech (potkani), jen mald Cast experimentl vcetné
prezentovaného byla provedena na vétSich zvifatech [12]. Vysledky ptedlozené
studie ukazaly, ze i kratkd doba traumaticky provadéné ventilace vedla velmi

rychle ke zhorSeni plicni mechaniky a ke sniZeni plicni poddajnosti.

6.2 Vztah UPV k produkci cytokind, chemokini iNOS a
nitriti/nitrata.

iNOS je Ca”/kalmodulin nondependentni izoforma nitric oxid syntazy,
jejiz produkce je transkripéné stimulovdna proinflamatornimi cytokiny (TNF-a,
IL-1B, interferon-gama-IFN-y) a bakterialnim lipopolysacharidem. Zaroven je
prokazano, ze jeji transkripce se zvySuje i mechanickym stimulem [13, 14].
Nésledna nadprodukce NO vede k tvorb€ pernitritl, oxidativnimu stresu a
tkanovému poskozeni jaké byva popisovano u ALI [15]. Ve skupiné spontanné
ventilujicich zvitat bylo v prvni hodin€ pokusu prokazano statisticky vyznamné
zvySeni hodnot proteinu inducibilni NO syntazy, po zbyvajici ¢ast pokusu se
hodnoty neménily, kone¢nd hodnota byla vyssi ve srovnani s vychozi hodnotou.
Stejné nalezy byly i u hladin nitrati/nitritd. Ve skupiné II doslo ke zvySeni hodnot
INOS i nitrit/nitratd v 1. hoding, nasledoval pokles a ve 3. hodiné opét vyznamny
vzestup. Vyrazné zvySeni iNOS bylo zaznamenano ve skupiné III v 1. hodiné
experimentu. Nasledoval vyrazny pokles a opétovny vzestup. Hodnoty ve 3.
hodiné¢ nedoséhly vychozi hladiny v této skupin€¢. Hodnoty nitritl/nitratd
vyznamné stouply v 1. hodin€, v dal§im pritbéhu jiZ jen klesaly.

Vysledky praci zabyvajicich se dynamikou zmén produkce iNOS a
koncovych produkti metabolizmu NO nitritli/nitratl v zavislosti na mechanickém
stresu v disledku traumaticky provadéné umélé plicni ventilace nejsou jednotné.

Frank a kol. Prokazali zvySenou produkci proteinu iNOS v bronchoalveolarni
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lavazi u potkanti ventilovanych vysokym dechovym objemem ve srovnani se
skupinou ventilovanou fyziologickym dechovym objemem [16]. Peng a kol.
Prokazali, ze samotna uméla plicni ventilace provadéna velkymi dechovymi
objemy (30ml/kg) vede u divokého typu zvitat ke zvySeni produkce iNOS, tvorbé
NO a jeho koncovych produktli nitriti/nitrati. U téchto zvifat byla prokazana i
zvySena  kapilarni  permeabilita, infiltrace neutrofily a  akumulace
nitrotyrosinovych produktti. U zvifat s konockautovanym genem pro iNOS byla
pii stejném ventilacnim rezimu zjiSténa vyznamné snizend produkce nitriti/nitratt
a snizen rozsah kapilarniho plicniho leaku [17]. Hammerschmidt a spol. prokazali
v izolovanych plicich potkand ventilovanych vysokym dechovym objemem
zvySené hodnoty nitritli, nedetekovaly vSak zvySené hodnoty proteinu iNOS [18].
Stejné tak 1 prace Choi a kol. neprokazaly zvySené hodnoty iNOS v plicich pii
umélé plicni ventilaci vedené dechovymi objemy 20 ml/kg, avSak prokazaly
zvySené hodnoty eNOS v plicich a v ledvinach [19].

V naSem experimentu byla dynamika hodnot iNOS a nitritl v souhlase s
pfevaznou Casti publikovanych praci. U traumaticky ventilovanych zvifat byl
velmi vyznamny vzestup. Elevace, i kdyz ne tak vyrazna, ale zato plynuld byla
patrna i ve skupiné ventilovanych fyziologickym dechovym objemem. Pro
vyrazny pokles iNOS ve 2. hod. pokusu ve skupiné III neni jednoznacné
vysvétleni. Z pfedchozich citaci je patrné, Ze Cast praci zkoumajicich produkci
iINOS v souvislosti s umélou plicni ventilaci vedenou velkymi dechovymi objemy,
prokazaly zvysenou produkci, aviak nékteré prace ji neprokazaly. Casteénym
vysvétlenim mize byt bud’ ur¢itd druhova nehomogennost publikovanych studii
(studie byly provadény na riiznych zvifatech - potkani, kralici, prasata), odliSné
zpusoby prikazu iNOS (vlastni prikaz iNOS proteinu, prikaz mRNA iNOS) a v
neposledni fad¢ i standardizace BALu.

Uloha TNF-a v patogeneze plicniho biotraumatu je stale diskutovana. Jeho
zvySeni bylo popsano ve vétSin€ praci zabyvajicich se vlivem mechanické
ventilace popft. jinych vyvolavajicich pfic¢in (deplece surfaktantu, vliv sepse) na
jeho produkci [11, 20-22]. V experimentech, kde byly endotrachealné instilovany
anti-TNF-o protilatky pfed provadénou mechanickou ventilaci byly prokazany
snizené nasledky mechanického stresu na plicni tkdn a rozvoj plicniho

biotraumatu [23-25].
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I v naSem experimentu provedeném na velkém zvifeti byl prokdzan ve
skupin¢ ventilovanych vysokym dechovym objemem jiz na konci 1. hod.
statisticky vyznamny vzestup hladin TNF-a, ktery pokracoval i ve 2. hod. I kdyz
ve 3. hod. doslo k jeho poklesu, kone¢na hladina byla statististicky vyznamné
zvySend ve srovnani s vychozi hodnotou. Ve skupiné II byl vzestup nevyznamny
béhem celého experimentu, ve skupiné I hladiny TNF-o dokonce klesaly.
Vysledky jsou v souladu s citovanymi pracemi. Z literarnich tidajii a nakonec i z
naSich vysledkul je patrné, Ze TNF-a je jednim z prvnich cytokint, ktery reaguje
svym vzestupem kromg jiného i v diisledku mechanického stresu.

Vétsina experimentéalnich studii provedenych in vitro, in vivo i ex vivo na
riznych ZivociSnych druzich a pfi rliznych stimulacnich mechanizmech vcetné
umélé plicni ventilace, prokdzala vzestup IL-8 (u hlodavct je analogem IL-8
makrofagovy inflamatorni protein (MIP-2) [26, 27]. IL-8 je velmi potentni
granulocytarni chemoatraktant a jeho uloha v rozvoji plicniho barotraumatu je
vyznamna. V prezentované studii byl prokdzan vyznamny vzestup IL-8 od 1. hod.
ve skuping II a III. Ve skupin¢ I vzestup IL-8 prokdzan nebyl. Znamena to, Ze i
dechové objemy, které jsou povazované jako fyziologické (7 ml/kg) zpisobily
takovy mechanicky stres, ktery vyvolal produkci IL-8. Tento nas nalez je v
souladu s nékterymi pracemi [23]. NaSe prace prokazala vzestup IL-8 jiz po 1.
hod. mechanické ventilace dechovymi objemy 7 ml/kg. Jiné prace prokazaly
vzestup IL-8 pfi umélé plicni ventilaci stejnymi objemy az po 5 dnech ventilace
[28]. V nasem experimentu nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi
hodnotami IL-8 ve skuping II a III. V obou skupinach doslo k elevaci IL-8, avSak
traumaticky vedena ventilace nezvysila vyznamné jeho produkci. Srovnani hodnot
IL-8 na konci experimentu neprokazalo ve skupiné II. a skuping III statisticky
vyznamny rozdil. V souhlase s citovanymi pracemi lze potvrdit, Ze IL-8 je velice
citlivy a v€asny marker reagujici svoji produkci na mechanickou stimulaci plic.
Nepodatilo se prokézat, Ze by traumaticky vedena UPV vedla k vétsi produkei IL-
8.

Makrofdgovy inflamatorni protein 1-f (MIP-1B) patfici do skupiny f-
chemokinli je velmi silny atraktant pro imunokompetentni buniky zvl. pro
makrofagy a n&které typy lymfocyti. Uloha MIP-1B v plicich byla zkoumana v
kontextu s HIV infekci [29]. Uloha MIP-1B a MIP-1a je popisovéana v souvislosti
s regulaci tvorby prozanétlivych cytokinti u malignit [30]. Zvysené hodnoty MIP-
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1B spole¢né s dalsimi C-C chemokiny (MIP-1a) byly prokazany u déti s cystickou
fibrozou. Zvysené hodnoty zminénych chemokini byly v korelaci s pocty
makrofagt [31]. Dalsi skupinou nemocnych s prokazanou zvySenou produkci byly
nemocni se sarkoidozou a intersticialni fibrézou [32]. Elevace C-C chemokini
byla prokazéna u novorozenct s nizkou porodni hmotnosti, u kterych byl zjistén
rozvoj bronchopulmonalni dysplazie [33]. Produkce MIP-1f ve vztahu k
mechanické stimulaci v ramci umélé plicni ventilace (mechanicky stres) nebyla
zatim predmétem publikaci.

Ve skupiné spontanné ventilujicich zvifat se hodnoty MIP-1f po celou
dobu experimentu neménily. Ve skupiné II a skupiné III doslo k vyznamnému
zvySeni hodnot MIP-1B jiz v 1. hod., a kazdou nasledujici hodinu hodnoty
stoupaly. Ve skupiné III byly signifikantné hodnoty MIP-1f vySsi neZ ve skupiné
I a to jiz od 1. hod. Ze vSech sledovanych cytokinii v BAL pouze MIP-1§
vykazoval nejvyssi hodnoty pravé ve skupiné traumaticky ventilovanych zvitat.
Nase vysledky prokazaly, ze kromé zanétlivého stimulu (literarni udaje) i
mechanicky stres vyznamnou mérou stimuluje produkci vyznamného
makrofagového chemoatraktantu MIP-1B. Se zvySujicim se mechanickym stresem
(velikost TV) se pfimo umérné i zvySovala produkce MIP-1B. V tomto sméru jde
o prvni literarni zminku.

Vysledky histologickych nalezii zjiSténych v naSem experimentu byly v
kontextu s publikovanymi a v této praci jiz citovanymi pracemi. Nalezy ve
skupiné zvitat ventilovanych vysokym TV potvrdily, ze tento zptisob um¢l¢ plicni
ventilace zplisobuje edém interstitia, znacnou zanétlivou celulizaci, dysrupci

bunéénych membran a piestup tekutiny do alveolarniho kompartmentu.
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1. Zavér.

V préci byly stanoveny 3 hypotézy.

1. Byl stanoven ptedpoklad objeveni se zanétlivych cytokinti a chemokint
v BALu jiz po prvni hodin¢ traumaticky provadéné umé¢lé plicni ventilace. Tento
predpoklad byl splnén. Ve skupiné ventilované vysokym dechovym objemem
doslo v prvni hodiné¢ k vyznamnému vzestupu TNF-o, IL-8 i MIP1-B. Byl
prokazan 1 vzestup iNOS 1 jejich produktd (nitrath a nitritd). U IL-8 doslo k
vzestupu 1 ve skupiné ventilované fyziologickym dechovym objemem. Pro pokles
iNOS, nitratti a nitritt od 2. hod. neni jednozna¢né vysvétleni. Vyznamny je nalez
dynamiky MIP1-B ve vztahu k umélé plicni ventilaci jako jeho stimulatoru
produkce, ktery zatim nebyl publikovan.

2. Byl predpoklad, ze produkce zénétlivych cytokinli a chemokinli u
traumaticky provadéné ventilace bude trvale zvysend po dobu trvani ventilace
vysokymi dechovymi objemy. Tato hypotéza se potvrdila jen pfi sledovani IL-8 a
MIP1-B. U ostatnich sledovanych parametrii byl pocatecni vzestup ndsledovan
vyznamnym poklesem.

3. Predpoklad, ze traumaticky provadénd umeéla plicni ventilace vede ke
zhorSeni parametrii plicnich funkci a ma vliv i na obéhové parametry se splnil.
Rychlost nastupu zmén ve skupiné€ Il byl patrny jiz od ukoncené prvni hodiny a
ob¢hova a ventila¢ni deteriorace progredovala aZz do ukonceni experimentu. Ve
skupin€ 1 a 2 nebylo prokdzano zhorSeni parametri plicnich funkci a stejné tak

nedoslo ke zménam hemodynamiky. Hypotéza byla spravna.
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