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Abstrakt 

Cílem předložené studie bylo sledování zánětlivých změn v plicích 

navozených traumaticky prováděnou umělou plicní ventilací (UPV). 

V bronchoalveolární laváži (BAL) byly vyšetřeny koncentrace IL-8, TNFα, MIP-

1β, nitrity a nitráty a koncentrace proteinu inducibilní  nitric oxid syntázy (iNOS). 

Studie byla provedena na modelu prasete bílého. 23 zvířat bylo rozděleno do třech 

skupin. Byl sledován vliv UPV  na hemodynamiku, plicní funkce a změny hladin 

některých cytokinů, chemokinů a produkci inducibilní nitric oxid syntázy a 

nitritů/nitrátů v bronchoalveolární laváži.   

Ve skupině I byla zvířata spontánně dýchající, skupina II byla ventilována 

nastaveným ventilačním režimem s dechovým objem (TV) 7 ml/kg; PEEP = 5 

cmH2O a skupina III byla ventilována TV = 15ml/kg; PEEP = 0 cmH2O. Ve 

skupině III byl prokázán významný vzestup srdeční frekvence ve 3. hodině 

pokusu a to jak ve vztahu k počátečním hodnotám, tak i ke zbývajícím 

skupinám.(p = 0,01 resp. p < 0,008). V této skupině byl prokázán i signifikantní 

pokles hodnot krevního tlaku ve stejném časovém období. Významný vzestup byl 

prokázán ve skupině III při měření centrálního žilního tlaku již od 1. hodiny 

experimentu. Umělá plicní ventilace vedená vysokými dechovými objemy 

způsobila významný pokles plicní poddajnosti ve skupině III a to již od 1. hodiny 

probíhajícího experimentu (p < 0,001) Při sledování hladin cytokinů a chemokinů   

bylo ve skupině II a III prokázáno signifikantní zvýšení hodnot  nitritů/nitrátů již 

během první hodiny UPV (p = 0,03 resp. p = 0,02).  Nejvyšší zvýšení iNOS bylo 

pozorováno ve skupině II a III během první hodiny.  Hodnoty IL-8  byly 

signifikantně zvýšeny ve skupině II a III ve srovnání se skupinou I. Produkce 

TNF-α byla významně zvýšena ve skupině III během druhé a třetí hodině 

experimentu. Koncentrace  MIP-1β  byla zvýšena ve skupině II a III od první 

hodiny pokusu (p = 0,01 resp.  p= 0,008).  

 

Klíčová slova: Umělá plicní ventilace, TNF-α,  MIP1-β protein, iNOS, 

prase 
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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-α, MIP-1β, 

nitrites/nitrates and  inducible nitric oxide synthases (iNOS) were investigated 

indicate in  bronchoalveolar lavage (BAL). 23  piglets were divided into three 

groups. Group I: animals breathing spontaneously; group II: MV (TV=7 ml/kg, 

PEEP=  5 cmH2O); group III: 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 III 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 III starting already 

from the 1st hour of the experiment. CMV with high tidal volumes lead to a 

sinificant decrease in lung compliance in Group III already from the 1st hour of 

the experiment (p < 0.001). 

Concentrations of bronchoalveolar lavage nitrites/nitrates from groups II 

and III increased during the first hour of MV (p= 0.03 and 0.02). The highest 

expression of iNOS was observed during the first hour in groups II and III. IL-8 

concentration increased significantly in groups II and III. Production of TNF-α 

increased in group III during the 2nd and 3rd hour (p= 0.01). Concentration of 

MIP-1β was increased in groups II and III after the 1st hour. (p = 0.012 resp. p= 

0.008). 

 

          Key words: Mechanical ventilation, TNF-α, MIP1-β protein, iNOS, 

pigs 
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1. Seznam použitých zkratek. 

ABP 

 

arterial blood pressure (arteriální tlak) 

     ALI 

 

acute lung injury (akutní plicní postižení) 

     ARDSy 
 
adult respiratory distress syndrom 

     BAL 

 

bronchoalveolární laváž 

      cAMP 

 

cyklický adenosinmonofosfát 

      Cl 

 

plicní kompliance 

       CVP 

 

central venous pressure (centrální žilní tlak) 

    CXC 

 

chemokiny 

       CŽK 

 

centrální žilní katétr 

       FiO2 

 

fraction of inspired of oxygen (frakce kyslíku ve vdechované směsi) 

  HR 

 

heart rate (srdeční frekvence) 

      IL 

 

interleukiny 

       iNOS 

 

inducibilní nitric oxid syntáza 

      
MIP-1β 

 

macrophage  inflammatory  protein 1β (makrofágový inflamatorní 

protein 1 β) 

 

 protein 1β) 

  NF-κB  

 

nukleární faktor κB 

       NO 

 

oxid dusnatý 

       PEEP 

 

pozitive endexpiratory  pressure 

     PMN 

 

polymorfonukleáry 

       RR 

 

respiratory rate (dechová frekvence) 

     TNF-α 

 

tumor nekrotizující faktor α 

      TV 

 

tidal volume (dechový objem) 

      UPV 

 

umělá plicní ventilace 

      VILI 

 

ventilator induced lung injury (ventilátorem navozené plicní 

poškození)      
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2. Úvod. 

  

UPV se stala nepostradatelnou základní metodou v léčbě dechové 

nedostatečnosti. Její širší zavedení do klinické praxe mělo kromě pozitivních 

přínosů i objevení se akutních i chronických komplikací.  Webb a Tierney byly 

první autoři, kteří popsali plicní postižení  způsobené  umělou plicní ventilací 

prováděnou vysokými inspiračními tlaky bez zařazeného  endexpiračního tlaku 

(PEEP). Během krátké doby nastalo prudké zhoršení stavu zvířat, jehož 

podkladem byl rozvoj těžkého edému plic. Histologicky byly prokázány disrupce 

a edematózní prosáknutí interaveolárních sept včetně zánětlivé celulizace. 

Alveolární prostor byl vyplněn edematózní tekutinou. V souvislosti s tímto 

nálezem se začal používat termín „plicní barotrauma“ [1, 2]. 

Ke stejným závěrům došel Dreyfuss a kol. v podobném animálním 

modelu.  Avšak při bližším rozboru bylo zjištěno, že plicní postižení není 

vyvoláno pouze vysokými tlaky v dýchacích cestách, ale nadměrnou distenzí, 

která způsobuje poškození plicního parenchymu. Proto bylo upozorněno, že spíše 

než o barotrauma jde o plicní volumotrauma [3, 4]. 

V současné době je známo, že v etiopatogenézi plicního postižení hraje 

důležitou roli rozvoj zánětu s produkcí a uvolněním prozánětlivých mediátorů. 

Stav je označován jako plicní biotrauma [5]. Spouštěcím momentem může být 

hypoxie, hyperoxie, ischemicko-reperfúzní změny ale i napínací síly, které 

vznikají během umělé plicní ventilace [6]. Napínací síly (střižné síly) působí 

prostřednictvím  mechanotransdukce aktivaci zánětlivých buněk a následných 

kaskádových reakcí s konečnou produkcí   prozánětlivých cytokinů a chemokinů 

[7]. Jejich účinek se uplatňuje nejen v místě postižení, ale v krátké době  dochází  

k jejich dekompartmentalizaci  a působení na jiné tzv. distální orgány, u kterých 

může způsobit poruchu funkce (rozvoj multiorgánové dysfunkce) [8]. 

Umělá plicní ventilace vedená vysokými dechovými objemy může být 

nejen kontraproduktivní ve vztahu k léčbě respirační insuficience, ale může být 

dokonce motorem rozvoje syndromu multiorgánové dysfunkce  [9].  

Předložená experimentální práce si stanovila za cíl zjistit, v jakém 

časovém intervalu od zahájení UPV dojde ke zvýšení některých  prozánětlivých 
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cytokinů a chemokinů ve vztahu ke způsobu vedení UPV a jak rychle dojde ke 

zhoršení plicních funkcí a oběhové dysfunkci při UPV vedené vysokými 

dechovými objemy. Vzhledem k anatomické a patofyziologické podobnosti 

kardiovaskulárního a respiračního systému byl experiment proveden na praseti 

bílém.   

3. Cíl a hypotéza práce. 

Traumaticky prováděná umělá plicní ventilace vede k rozvoji plicního 

biotraumatu. Rychlost nástupu biotraumatických změn je popisována u malých 

zvířat. Na modelu větších zvířat jsou zatím publikovány v tomto směru jen 

ojedinělé práce.  

V předložené práci byl experiment proveden na modelu většího zvířete – 

prasete bílého. Byly sledovány změny některých plicních funkcí a oběhové změny 

u spontánně dýchajících, u zvířat ventilovaných fyziologickými dechovými 

objemy a ve skupině ventilovaných vysokými dechovými objemy (traumaticky 

prováděná umělá plicní ventilace). K posouzení rozvoje zánětlivých změn v plicní 

tkáni bylo zvoleno vyšetření prozánětlivých cytokinů (TNF-α, IL-8), chemokinu 

MIP1-β, inducibilní nitric oxid syntázy (iNOS) a nitritu/nitrátů, které vznikají v 

důsledku její aktivace. Na začátku experimentu byly stanoveny následující 3 

hypotézy:  

Hypotéza č. 1.: Vysoké dechové objemy vedou během krátké doby k 

rozvoji lokální zánětlivé odpovědi v plicní tkáni. Jejím výrazem je produkce 

prozánětlivých cytokinů a chemokinů, které lze prokázat v bronchoalveolární 

laváži. V práci byl stanoven předpoklad objevení se zánětlivých cytokinů a 

chemokinů v BALu již po první hodině traumaticky prováděné umělé plicní 

ventilace. 

Hypotéza č. 2: Byl předpoklad, že produkce zánětlivých cytokinů a 

chemokinů u traumaticky prováděné ventilace bude trvale zvýšená po dobu trvání 

ventilace vysokými dechovými objemy. 

Hypotéza č. 3.: Traumaticky prováděná umělá plicní ventilace vede ke 

zhoršení parametrů plicních funkcí a má vliv i na oběhové parametry. Rychlost 

nástupu změn u animálního modelu, jaký byl použit v tomto experimentu, není 
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zatím přesně znám. Byl předpoklad, že změny nastanou v druhé polovině 

experimentu. 

4. Metodika práce. 

4.1 Experimentální zvířata. 

Do experimentu bylo zařazeno 23 zdravých selat prasete domácího ve stáří 

6 - 8 týdnů s hmotností v rozsahu 22 – 30 kg. Selata prasete domácího mají s 

lidmi srovnatelnou anatomii i funkční vlastnosti respiračního a kardiovaskulárního 

systému. Pro experiment byla vybrána klinicky zdravá zvířata z kontrolovaného 

chovu. Zvířata byla randomizována a rozdělena do 3 skupin. Skupinu I tvořilo 6 

zvířat, která spontánně dýchala. Z důvodu nutnosti provádět bronchoalveolární 

laváž byla všem na začátku experimentu provedena v celkové anestézii 

tracheostomie. Do skupiny II bylo zařazeno 8 zvířat. Byla intubována a 

ventilována dechovým objemem 7 ml/kg, PEEP = 7 cmH2O, FiO2 = 0,21, DF = 

20/min. 9 zvířat bylo ve skupině III, u kterých byla umělá plicní ventilace vedena 

traumaticky. TV byl nastaven na 15ml/kg , PEEP = 0 cmH2O, FiO2 = 0,21, DF = 

20/min. K umělé plicní ventilaci byl použit ventilátor Siemens Elema 900C, 

ventilační režim „Volum control“. Hodnoty dynamické plicní poddajnosti byly 

měřeny přídatným modulem Siemens jako součástí uvedeného ventilátoru. Zvířata 

byla intubována po předchozí analgosedaci Azaperonem, Ketaminem a 

Thiopentalem. Uvedené preparáty byly použity i ke kontinuální analgosedaci. 

Vstup do cévního řečiště byl zajištěn zprvu kanylací periferní žíly a dále 

navazovalo zavedení centrálního žilního katétru cestou krční žíly. Centrální žilní 

katétr byl využit jednak pro podávání infúzních roztoků a jednak pro měření CVP. 

Za účelem měření ABP byla kanylována hlavní stehenní tepna. Ke sledování 

životních funkcí byl použit monitor Nihon Cohden. Experiment trval 3 hod. a po 

celou tuto dobu byla zvířata v hluboké analgosedaci. Po 3 hodinách byl 

experiment ukončen podáním 10% KCl cestou CŽK do pravé síně. Po smrti byly 

odebrány histologické vzorky plicní tkáně vždy ze stejné lokality. Vzorky byly až 

do zpracování uchovány v roztoku 10% formolu. S uhynulými zvířaty bylo 

zacházeno podle zákonů České republiky.  
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4.2 Bronchoalveolární laváž a zpracování získaného materiálu. 

K bronchoalveolární laváži (BAL) byl použit fyziologický roztok v 

objemu 50 ml zahřátý na 37°C. Bronchoalveolární tekutina byla odsávána vždy 

jednorázovým sterilním setem v minimálním množství 15 ml. Získaná tekutina 

byla filtrována přes sterilní filtr za účelem odstranění hlenu a následně byla 

centrifugována při 1000 otáčkách/min. po dobu 10 min. Získaný supernatant byl 

bezprostředně zmrazen při T = -70°C k dalšímu vyšetření TNF-α, IL-8, nitritů a 

nitrátů. Získané separované buňky byly uloženy do DMEM media s příměsí 1% 

antibiotického roztoku (Sigma) a 10% fetálního bovinního séra. Buňky byly 

inkubovány při 37°C v 5% CO2 humidifikované atmosféře po dobu 2 - 3 hodin. 

Neadherované buňky byly po této době měkce odstraněny a adherující buňky byly 

kultivovány v 25 cm2 baňce po dobu 18 - 24 hodin. Na konci kultivace byl 

supernatant odstraněn a okamžitě zmrazen při T = -70°C.   

4.3 Molekulárně biologické a biochemické metody. 

Kultivované buňky byly použity k vyšetření inducibilní nitric oxid syntázy 

(iNOS) a makrofágového inflamatorního proteinu 1-β (MIP-1β) pomocí western 

blot analýzy. 

K detekci iNOS byly použity králičí polyklonální protilátky proti myší 

iNOS (Alexis), a pro průkaz MIP-1β králičí polyklonální antihumánní protilátky 

proti MIP-1β (Alexis). Průkaz cytokinů v BALu byl prováděn v supernatantu 

ELISA metodou použitím prasečího ELISA kitu (BioSource Int., Camarilo, CA, 

USA), kdy jejich absorbance byla detekována při 450 nm.  Vyšetření nitritů bylo 

prováděno pomocí nitrate/nitrit kolorimetrického detekčního kitu (Cayman, Ca, 

USA). Jejich absorbance byla zjišťována v rozsahu vlnové délky 400 – 600 nm na 

Xflourosafire II verzi 4.62 n. 

Vzorky plicní tkáně byly odebrány na závěr experimentu v celkové 

anestezii po předchozí thorakotomii.  Místem odběru byly bazální a dorzobazální 

části plic. Vzorky byly fixovány v 10% roztoku formolu a následně histologicky 

zpracovány a vyšetřeny optickou mikroskopií. 

 

 



10 

 

4.4 Statistické zpracování. 

Pro základní analýzu dat byly použity standardní statistické postupy 

(medián, test normality, ANOVA test a Fischerův test). Statistická analýza byla 

rozhodována na hladině významnosti 5% a intervalu spolehlivosti 0,95. 

5. Výsledky. 

5.1 Sledování srdeční frekvence.  

Ve skupině I nedošlo ke statisticky významným změnám v srdeční 

frekvenci během celého experimentu. Ve skupině II byl zaznamenán nevýznamný 

pokles v 1. a 2. hodině (p = 0,08 resp. p = 0,16) a mírná elevace, avšak 

nevýznamná (p = 0,72) ve 3. hod. Ve skupině III byly výchozí hodnoty srdeční 

frekvence významně nižší ve srovnání se skupinou I i se skupinou II. (p = 0,01 

resp. p = 0,008). V dalším průběhu HR plynule stoupala. Ve 3. hodině 

experimentu byly hodnoty HR významně zvýšené ve srovnání s výchozí hodnotou 

(p < 0,001) a byly významně vyšší než ve skupině II (p = 0,03). Nebyly zjištěné 

významné rozdíly ve srovnání se skupinou I (p = 0,27)  (Graf č. 1) 

 

 

Graf č. 1. Změny hodnot srdeční frekvence v čase

a jednotlivých skupinách
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skupinách 
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5.2 Monitorování hodnot krevního tlaku. 

Výchozí hodnoty TKsyst. ve skupině II a III byly významně vyšší ve 

srovnání se skupinou I (p = 0,02, resp. p = 0,03), mezi skupinou II a III rozdíly 

zjištěny nebyly (p = 0,26). Změny hodnot TKsyst. ve skupině I po celou dobu 

experimentu nebyly významné. Ve skupině II byly zjištěny významné poklesy při 

srovnání 2. a 3. hodiny experimentu s výchozí hodnotou (p = 0,005, resp. p = 

0,003). Ve skupině III byly zaznamenány významné poklesy v každé hodině 

pokusu ve srovnání s výchozí hodnotou (p = 0,008 resp. p = 0,0002, resp.p < 

0,001). Při vzájemném srovnání mezi jednotlivými skupinami byl významný 

rozdíl mezi skupinou III a II ve 3. hod. experimentu (p = 0,006). Mezi skupinou 

III a I ve 3. hod. rozdíl zjištěn nebyl (p = 0,1) (Graf č. 2). 

Výchozí hodnota TKdiast byla ve skupině III významně vyšší ve srovnání 

s ostatními skupinami (p < 0,001). Ve skupině I i II nebyly během celého průběhu 

významné rozdíly ve srovnání s počínající hodnotou TKdiast Ve skupině III 

docházelo v  každé hodině k významný poklesům ve srovnání s výchozí 

hodnotou. (srovnání 1.,2.,3.hod s výchozí hodnotou: p < 0,001 resp. p < 0,001 

resp. p < 001) (Graf č. 3). 

                                   

Graf č.2 Změny hodnot TK (syst) (torr) v  čase a  v

jednotlivých skupinách 
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Graf. č. 2. Změny TKsyst v čase a jednotlivých skupinách 
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Graf č.3. Změny hodnot TK (diast) (torr) v  čase a  v

jednotlivých skupinách 
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Graf. Č. 3. Změny TKdiast v čase a jednotlivých skupinách 

 

 

 Na počátku studie nebyly významné rozdíly v hodnotách CVP 

v jednotlivých skupinách. Hodnoty CVP nevykazovaly ve skupině I statisticky 

významné rozdíly. Zahájení umělé plicní ventilace vedlo ve skupině II 

k významnému zvýšení CVP v 1. hod. (p < 0,001), v dalších intervalech nebyly 

zjištěny významné rozdíly ve vztahu k výchozí hodnotě CVP (p = 0,25). Ve 

skupině III došlo v první hodině k významnému vzestupu CVP (p < 0,001) a 

v následujících hodinách byl další každý vzestup signifikantně významný (p < 

0,001 resp. p = 0,01)  (Graf č. 4). 
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Graf č.4. Změny hodnot CVP (torr) v čase a v

jednotlivých skupinách  

hod 0 Hod 1 hod 2  hod 3

ČAS

2

4

6

8

10

12

14

C
V

P
 (

to
rr

)

 skupina I

 skupina II

 skupina III
 

 Graf č. 4. Změny hodnot  CVP(torr) v čase a v jednotlivých skupinách 

 

5.3 Dynamika změn plicní poddajnosti. 

 

Plicní poddajnost byla měřena pouze u zvířat, u kterých byla prováděna 

umělá plicní ventilace (skupina II a skupina III). Počáteční hodnoty Cl byly 

v obou skupinách srovnatelné, nebyly zjištěné statisticky významné rozdíly (p = 

0,34). Ve skupině II došlo k významnému poklesu v 1. a ve 3. hod. ve srovnání 

s výchozí hodnotou (p = 0,0001 resp. p = 0,0007). Ve skupině III byly při 

srovnání s výchozí hodnotou významné poklesy v každé hodině experimentu (p < 

0,001).  Významné rozdíly mezi oběma skupinami byly od 1. hodiny a trvaly po 

celou dobu experimentu (p < 0,001) (Graf č. 5). 
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Graf č.5 Změny hodnot plicní poddajnosti (Cl) (ml

/cmH2O) v čase a v jednotlivých skupinách
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Graf č. 5. Změny hodnot plicní poddajnosti (Cl)(ml/cmH2O) v čase a 

jednotlivých skupinách. 

5.4 Určení produkce inducibilní nitric oxid syntázy (iNOS).  

Nejnižší hodnota iNOS byla na počátku experimentu ve skupině I (ve 

srovnání se skupinou II resp. III p = 0,04 resp. p = 0,01). Ve stejné skupině byl 

významný vzestup pozorován v každé další hodině ve srovnání s 0. hod. (p < 

0,001 resp. p < 0,001 resp. p < 0,001). Mezi 2. a 3. hod. nedošlo k významnému 

vzestupu (p = 0,79). Ve skupině II byl významný vzestup patrný v 1. hod. (p < 

0,001). Ve 2. hod. následoval významný pokles, který nebyl významný ve 

srovnání s výchozí hodnotou (p =0,5). Vzestup ve 3. hod. byl významný ve 

vztahu ke 2. a 0. hod.,(p < 0,001), nebyl významný při srovnání s 1. hod. (p = 

0,5). Ve skupině III byl patrný významný vzestup v 1. hod. (p.<.0,001). Ve 2. 

hod. došlo k poklesu (p < 0,001) s následujícím vzestupem. Konečná hodnota 

iNOS byla ve srovnání s 0 hod. významně nižší (p< 0,001). Při srovnávání iNOS 

ve  skupinách mezi sebou na konci experimentu byla zjištěna nejvyšší hodnota ve 

skupině II (významnost srovnání skupin II vers. I, II vers. III a I vers. III byla p = 

0,02 resp.  p< 0,001 resp. p < 0,001) (Graf č. 6). 
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Graf č. 6. Změny hodnot inducibilní nitric oxid

syntázy (iNOS) v čase a  v jednotlivých skupinách
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Graf. č 6. Změny hodnot iNOS v čase a v jednotlivých skupinách. 

5.4  Stanovení hladin nitrátů/nitritů.  

Sledování hodnot NO je velmi obtížné pro jeho velkou reaktivitu, proto 

byly sledovány hodnoty uvedených metabolitů. Dynamika změn probíhala 

v souhlase se změnami hodnot iNOS. Ve skupině I nebyly zjištěny statisticky 

významné rozdíly během celého pokusu. Ve skupině II nastal významný vzestup 

v 1. hod. (p = 0,000), hodnoty ve 2. hod byly významně nižší ve srovnání s 1. i 0. 

hod (p < 0,001). Ve 3. hod. došlo opět k vzestupu, který byl významný ve 

srovnání s předchozí hodinou (p < 0,001). Ve skupině III byl zjištěn vzestup v 1. 

hod (p < 0,001) s následným poklesem ve 2. hod. (p < 0,001) i ve 3. hod.. Pokles 

ve 3. hod. ve srovnání s 2. hod. významný nebyl (p = 0,19). Při srovnání skupin 

mezi sebou byly nejvyšší hodnoty  nitritů/nitrátů zjištěny v 1. hod. ve skupině  II a 

III  (skupina III vers. II, skupina III vers. I, skupina II vers I: p = 0,005 resp. p  < 

0,001 resp.  p.< 0,001). Na konci experimentu byly nejvyšší hodnoty zjištěny ve 

skupině II. Ve skupině III byly hodnoty významně nižší ve srovnání s II. skupinou 

(p < 0,001), přesto byly vyšší ve srovnání s počáteční stejnoskupinovou  hodnotou 

(p < 0,001)  (Graf č. 7).  
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Graf č.7.  Změny hodnot nitritů/nitrátů (ug/ml) v

čase a  v jednotlivých skupinách
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Graf. č. 7.  Změny hodnot nitritů/nitrátů (ug/ml) v čase a v jednotlivých 

skupinách 

5.6  Sledování dynamiky IL-8.  

Pokles IL-8 ve skupině I byl v 1. hod významný (p = 0,022), hodnoty 

v následujících intervalech byly srovnatelné. Na konci experimentu byla hodnota 

IL-8 při srovnání 0. a 3. hod. významně nižší. Ve skupině II došlo k významnému 

vzestupu v 1. hod. (p < 0,001). Ve 2. hod. došlo k poklesu, hodnota  IL-8  však 

byla významně vyšší ve srovnání s 0 hod. (p < 0,001). Konečná hodnota ve 3. 

hod. byla významně zvýšena při srovnání s předchozí i s výchozí hodnotou (p < 

0,001). Ve skupině III hodnoty plynule stoupaly a jejich vzestup byl mezi 

jednotlivými intervaly i ve vztahu k  počáteční hodnotě jednoznačně významný (p 

< 0,001). Při hodnocení rozdílů mezi jednotlivými skupinami byl zjištěn 

významný rozdíl mezi skupinou II a III se skupinou I a to již od 1. hod. průběhu. 

Mezi skupinou II a III nebyly od 2. hod statistické rozdíly (p = 0,23)  (Graf č. 8). 
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Graf č.8  Změny hodnot IL-8 (pg/ml)v čase a v

jednotlivých skupinách
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Graf. č. 8. Změny hodnot IL-8(pg/ml) v čase a v jednotlivých skupinách 

5.7 Průkaz dynamiky hodnot TNF-α.  

Hodnoty TNF-α ve skupině I mírně klesaly. Ve 3. hod. byly ve srovnání 

s 0. hod. významně nižší (p < 0,001). Ve skupině II TNF-α v 1. hod kleslo (p < 

0,001), po zbývající čas experimentu hladiny stoupaly. Hodnoty ve 3. hod. byly 

významně vyšší ve srovnání s 0. hod. (p < 0,001). Ve skupině III byl zaznamenán 

signifikantní vzestup TNF-α  od 0. hod. (p < 0,001) a trval do 2. hod.. Pak nastal 

pokles, přesto hodnota TNF-α byla ve 3. hod. ve srovnání s 0. hod. významně 

vyšší (p < 0,001). Ve skupině III byla při srovnání s ostatními skupinami  zjištěna  

nejvyšší hodnota TNF-α. (skupina III vers. skupina II, skupina III vers.  skupina I: 

v obou případech p < 0,001).  (Graf č. 9.) 
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Graf č 9. Změny hodnot TNF-alfa (pg/ml) v čase a v

jednotlivých skupinách
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Graf č. 9. Změny hodnot TNF-α (pg/ml) v čase a v jednotlivých skupinách. 

 5.8. Sledování dynamiky hodnot MIP-1β.   

Změny hodnot  MIP-1β se ve skupině I významně neměnily během celého 

experimentu. K významným změnám došlo ve skupině II a III již od první hodiny 

umělé plicní ventilace. (v obou skupinách srovnání mezi  1. a 0. hod. p < 0,001). 

Při srovnávání dosažených hodnot  MIP-1β mezi jednotlivými skupinami byla 

nejvyšší hodnota zjištěna ve skupině III a to již od 1. hod. (při srovnávání 

jednotlivých skupin vždy p < 0,001 ve prospěch skupiny III)  (Graf č. 10). 

 

Graf č.10  Změny hodnot MIP-1β v čase a v

jednotlivých skupinách
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Graf č. 10. Změny hodnot MIP-1β v čase a v jednotlivých skupinách 
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5.9  Patologickoanatomické vyšetření plicní tkáně. 

Součástí uvedeného vyšetření byl makroskopický popis a následně 

provedené histologické vyšetření. U všech zvířat byl proveden odběr plicní tkáně 

před ukončením experimentu z thorakotomického přístupu. Plicní tkáň byla 

odebírána ze stejných okrsků plic. Ve skupině I byla makroskopicky patrná 

normální vzdušnost, plíce měly normální barvu. Při histologickém vyšetření byl 

patrný fyziologický nález na dýchacích cestách, fyziologická byla i alveolární 

cytoarchitektura. Ve skupině II byl popsán stejný nález jako ve skupině I včetně 

normální alveolární cytoarchitektury. Největší změny byly popisovány ve skupině 

III. Na první pohled byly patrné nehomogenně aerované okrsky plicní tkáně, 

střídaly se okrsky s hyperinflací s okrsky kolabované tkáně. Při histologickém 

vyšetření byly zjištěny deformované alveoly, místy až štěrbinovitě zúžené s místy, 

kde byly naopak nápadně dilatované. Byl popisován perivaskulární edém, značná 

interstitiální celulisace, kde převládaly polymorfonukleáry, eosinofily a četné 

makrofágy. Maximální celulizace byla patrná kolem malých cév a terminálních 

bronchiolů. V některých alveolech byla hemoragická příměs (obr č. 9 a obr. č. 

10). 

 

Obr. č. 9. Histologický nález plic zvířete ze skupiny III. Jsou patrné 

kolabované alveoly. (barvení: hematoxilin-eosin) 
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Obr. č. 10. Histologický nález plic u zvířete ze skupiny III. Je patrná 

značná zánětlivá celulizace  interaveolárních sept. (barvení: hematoxilin- eosin ) 

6. Diskuze. 

Cílem práce bylo prokázat rychlost produkce prozánětlivých cytokinů a 

chemokinů v plicní tkáni prokazované v bronchoalveolární laváži, rozvoj 

zánětlivých změn v plicní tkáni, změny životních funkcí a změny plicních funkcí 

v závislosti na způsobu provádění umělé plicní ventilace. Jako kontrola byla 

sledována skupina zvířat spontánně ventilující. Experiment byl proveden na 

praseti bílém, které je z hlediska fyziologie a patofyziologie velice blízké 

poměrům u člověka. 

6.1 Vliv UPV na některé vitální a plicní funkce. 

Změny HR, TK, CVP a plicní poddajnosti. Ve skupině spontánně 

dýchajících zvířat a ve skupině ventilovaných fyziologickými dechovými objemy 

se hodnoty uvedených parametrů neměnily, resp. změny nebyly statisticky 

významné. Není jednoznačné vysvětlení pro statisticky významnou diferenci 

TKdiast. ve skupině III na počátku experimentu. Významné změny byly 

pozorovány ve skupině traumaticky ventilovaných zvířat. Pokles HR a TK byl 

patrný již v první hodině experimentu. Stejně tak vzestup CVP byl patrný již od 1. 

hod. pokusu. Změny lze vysvětlit jednak přímým vlivem ventilace na 

hemodynamiku (zvýšený nitrohrudní a intraalveolární tlak, zhoršený žilní návrat) 

a jednak to může být již i vliv produkovaných a uvolněných cytokinů (TNF-α,IL-

8,IL-1β) v rámci procesu dekompartmentalizace, kdy se cytokiny dostávají z 

místa produkce (plíce) do systémového oběhu a do dalších distálních orgánů, ve 
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kterých vyvolávají jejich dysfunkci. Při postižení více orgánů dochází k rozvoji 

syndromu multiorgánové dysfunkce [5]. Pro verifikaci tohoto tvrzení chybí v naší 

práci laboratorní průkaz (průkaz elevace hladin cytokinů v séru), důkazy byly již 

publikovány [10]. Pozorované a prokázané změny jsou v souhlase s výsledky 

jiných, dříve publikovaných prací [1, 4, 11, 12]. Stejně tak pokles plicní 

poddajnosti, který vznikl na podkladě morfologického poškození alveolů s 

následnou nestejnoměrnou aerací plic, intersticiálního a perivaskulárního edému a 

alveolárních hemoragií byl popsán i v jiných studií. Avšak většina prací byla 

provedena na malých zvířatech (potkani), jen malá část experimentů včetně 

prezentovaného byla provedena na větších zvířatech [12]. Výsledky předložené 

studie ukázaly, že i krátká doba traumaticky prováděné ventilace vedla velmi 

rychle ke zhoršení plicní mechaniky a ke snížení plicní poddajnosti. 

6.2 Vztah  UPV k produkci cytokinů, chemokinů iNOS a 

nitritů/nitrátů. 

iNOS je Ca
2+

/kalmodulin nondependentní izoforma nitric oxid syntázy, 

jejíž produkce je transkripčně stimulována proinflamatorními cytokiny (TNF-α, 

IL-1β, interferon-gama-IFN-γ) a bakteriálním lipopolysacharidem. Zároveň je 

prokázáno, že její transkripce se zvyšuje i mechanickým stimulem [13, 14]. 

Následná nadprodukce NO vede k tvorbě pernitritů, oxidativnímu stresu a 

tkáňovému poškození jaké bývá popisováno u ALI [15].  Ve skupině spontánně 

ventilujících zvířat bylo v první hodině pokusu prokázáno statisticky významné 

zvýšení hodnot proteinu inducibilní NO syntázy, po zbývající část pokusu se 

hodnoty neměnily, konečná hodnota byla vyšší ve srovnání s výchozí hodnotou. 

Stejné nálezy byly i u hladin nitrátů/nitritů. Ve skupině II došlo ke zvýšení hodnot 

iNOS i nitritů/nitrátů v 1. hodině, následoval pokles a ve 3. hodině opět významný 

vzestup. Výrazné zvýšení  iNOS bylo zaznamenáno ve skupině III v 1. hodině 

experimentu. Následoval výrazný pokles a opětovný vzestup. Hodnoty ve 3. 

hodině nedosáhly výchozí hladiny v této skupině. Hodnoty nitritů/nitrátů  

významně stouply v 1. hodině, v dalším průběhu již jen klesaly.  

Výsledky prací zabývajících se dynamikou změn produkce iNOS a 

koncových produktů metabolizmu NO nitritů/nitrátů v závislosti na mechanickém 

stresu v důsledku traumaticky prováděné umělé plicní ventilace nejsou jednotné. 

Frank a kol. Prokázali zvýšenou produkci proteinu iNOS v bronchoalveolární 
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laváži u potkanů ventilovaných vysokým dechovým objemem ve srovnání se 

skupinou ventilovanou fyziologickým dechovým objemem [16]. Peng a kol. 

Prokázali, že samotná umělá plicní ventilace prováděná velkými dechovými 

objemy (30ml/kg) vede u divokého typu zvířat ke zvýšení produkce iNOS, tvorbě 

NO a jeho koncových produktů nitritů/nitrátů. U těchto zvířat byla prokázána i 

zvýšená kapilární permeabilita, infiltrace neutrofily a akumulace 

nitrotyrosinových produktů. U zvířat s konockautovaným genem pro iNOS byla 

při stejném ventilačním režimu zjištěna významně snížená produkce nitritů/nitrátů 

a snížen rozsah kapilárního plicního leaku [17]. Hammerschmidt a spol. prokázali 

v izolovaných plicích potkanů ventilovaných vysokým dechovým objemem 

zvýšené hodnoty nitritů, nedetekovaly však zvýšené hodnoty proteinu iNOS [18]. 

Stejně tak i práce Choi a kol. neprokázaly zvýšené hodnoty iNOS v plicích při 

umělé plicní ventilaci vedené dechovými objemy 20 ml/kg, avšak prokázaly 

zvýšené hodnoty eNOS v plicích a v ledvinách [19]. 

V našem experimentu byla dynamika hodnot iNOS a nitritů v souhlase s 

převážnou částí publikovaných prací. U traumaticky ventilovaných zvířat byl 

velmi významný vzestup. Elevace, i když ne tak výrazná, ale zato plynulá byla 

patrná i ve skupině ventilovaných fyziologickým dechovým objemem. Pro 

výrazný pokles iNOS ve 2. hod. pokusu ve skupině III není jednoznačné 

vysvětlení. Z předchozích citací je patrné, že část prací zkoumajících produkci 

iNOS v souvislosti s umělou plicní ventilací vedenou velkými dechovými objemy, 

prokázaly zvýšenou produkci, avšak některé práce ji neprokázaly. Částečným 

vysvětlením může být buď určitá druhová nehomogennost publikovaných studií 

(studie byly prováděny na různých zvířatech - potkani, králíci, prasata), odlišné 

způsoby průkazu iNOS (vlastní průkaz iNOS proteinu, průkaz mRNA iNOS) a v 

neposlední řadě i standardizace BALu. 

Úloha TNF-α v patogeneze plicního biotraumatu je stále diskutována. Jeho 

zvýšení bylo popsáno ve většině prací zabývajících se vlivem mechanické 

ventilace popř. jiných vyvolávajících příčin (deplece surfaktantu, vliv sepse) na 

jeho produkci [11, 20-22]. V experimentech, kde byly endotracheálně instilovány 

anti-TNF-α protilátky před prováděnou mechanickou ventilací byly prokázány 

snížené následky mechanického stresu na plicní tkáň a rozvoj plicního 

biotraumatu [23-25]. 
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I v našem experimentu provedeném na velkém zvířeti byl prokázán ve 

skupině ventilovaných vysokým dechovým objemem již na konci 1. hod. 

statisticky významný vzestup hladin TNF-α, který pokračoval i ve 2. hod. I když 

ve 3. hod. došlo k jeho poklesu, konečná hladina byla statististicky významně 

zvýšená ve srovnání s výchozí hodnotou. Ve skupině II byl vzestup nevýznamný 

během celého experimentu, ve skupině I hladiny TNF-α dokonce klesaly. 

Výsledky jsou v souladu s citovanými pracemi. Z literárních údajů a nakonec i z 

našich výsledků je patrné, že TNF-α je jedním z prvních cytokinů, který reaguje 

svým vzestupem kromě jiného i v důsledku mechanického stresu. 

Většina experimentálních studií provedených in vitro, in vivo i ex vivo na 

různých živočišných druzích a při různých stimulačních mechanizmech včetně 

umělé plicní ventilace, prokázala vzestup IL-8 (u hlodavců je analogem IL-8  

makrofágový inflamatorní protein (MIP-2) [26, 27]. IL-8 je velmi potentní 

granulocytární chemoatraktant a jeho úloha v rozvoji plicního barotraumatu je 

významná. V prezentované studii byl prokázán významný vzestup IL-8 od 1. hod. 

ve skupině II a III. Ve skupině I vzestup IL-8 prokázán nebyl. Znamená to, že i 

dechové objemy, které jsou považované jako fyziologické (7 ml/kg) způsobily 

takový mechanický stres, který vyvolal produkci IL-8. Tento náš nález je v 

souladu s některými pracemi [23]. Naše práce prokázala vzestup IL-8 již po 1. 

hod. mechanické ventilace dechovými objemy 7 ml/kg. Jiné práce prokázaly 

vzestup IL-8 při umělé plicní ventilaci stejnými objemy až po 5 dnech ventilace 

[28]. V našem experimentu nebyl prokázán statisticky významný rozdíl mezi 

hodnotami IL-8 ve skupině II a III. V obou skupinách došlo k elevaci IL-8, avšak 

traumaticky vedená ventilace nezvýšila významně jeho produkci. Srovnání hodnot  

IL-8 na konci experimentu neprokázalo ve skupině II. a skupině III statisticky 

významný rozdíl. V souhlase s citovanými pracemi lze potvrdit, že IL-8 je velice 

citlivý a včasný marker reagující svojí produkcí na mechanickou stimulaci plic. 

Nepodařilo se prokázat, že by traumaticky vedená UPV vedla k větší produkci IL-

8.   

Makrofágový inflamatorní protein 1-β (MIP-1β) patřící do skupiny β-

chemokinů je velmi silný atraktant pro imunokompetentní buňky zvl. pro 

makrofágy a některé typy lymfocytů. Úloha MIP-1β v plicích byla zkoumána v 

kontextu s HIV infekcí [29]. Úloha MIP-1β a MIP-1α je popisována v souvislosti 

s regulací tvorby prozánětlivých cytokinů u malignit [30]. Zvýšené hodnoty  MIP-
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1β společně s dalšími C-C chemokiny (MIP-1α) byly prokázány u dětí s cystickou 

fibrózou. Zvýšené hodnoty zmíněných chemokinů byly v korelaci s počty 

makrofágů [31]. Další skupinou nemocných s prokázanou zvýšenou produkcí byly 

nemocní se sarkoidózou a intersticiální fibrózou [32]. Elevace C-C chemokinů 

byla prokázána u novorozenců s nízkou porodní hmotností, u kterých byl zjištěn 

rozvoj bronchopulmonální dysplázie [33]. Produkce MIP-1β ve vztahu k 

mechanické stimulaci v rámci umělé plicní ventilace (mechanický stres) nebyla 

zatím předmětem publikací.  

Ve skupině spontánně ventilujících zvířat se hodnoty MIP-1β po celou 

dobu experimentu neměnily. Ve skupině II a skupině III došlo k významnému 

zvýšení hodnot MIP-1β již v 1. hod., a každou následující hodinu hodnoty 

stoupaly. Ve skupině III byly signifikantně hodnoty MIP-1β vyšší než ve skupině 

II a to již od 1. hod. Ze všech sledovaných cytokinů v BAL pouze MIP-1β 

vykazoval nejvyšší hodnoty právě ve skupině traumaticky ventilovaných zvířat. 

Naše výsledky prokázaly, že kromě zánětlivého stimulu (literární údaje) i 

mechanický stres významnou měrou stimuluje produkci významného 

makrofágového chemoatraktantu MIP-1β. Se zvyšujícím se mechanickým stresem 

(velikost TV) se přímo úměrně i zvyšovala produkce MIP-1β. V tomto směru jde 

o první literární zmínku. 

Výsledky histologických nálezů zjištěných v našem experimentu byly v 

kontextu s publikovanými a v této práci již citovanými pracemi. Nálezy ve 

skupině zvířat ventilovaných vysokým TV potvrdily, že tento způsob umělé plicní 

ventilace způsobuje edém interstitia, značnou zánětlivou celulizaci, dysrupci 

buněčných membrán a přestup tekutiny do alveolárního kompartmentu. 
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7. Závěr. 

V práci byly stanoveny 3 hypotézy.  

1. Byl stanoven předpoklad objevení se zánětlivých cytokinů a chemokinů 

v BALu již po první hodině traumaticky prováděné umělé plicní ventilace. Tento 

předpoklad byl splněn. Ve skupině ventilované vysokým dechovým objemem 

došlo v první hodině k významnému vzestupu TNF-α, IL-8 i MIP1-β. Byl 

prokázán i vzestup iNOS i jejích produktů (nitrátů a nitritů). U IL-8 došlo k 

vzestupu i ve skupině ventilované fyziologickým dechovým objemem. Pro pokles 

iNOS, nitrátů a nitritů od 2. hod. není jednoznačné vysvětlení. Významný je nález 

dynamiky  MIP1-β ve vztahu k umělé plicní ventilaci jako jeho stimulátoru 

produkce, který zatím nebyl publikován.  

2. Byl předpoklad, že produkce zánětlivých cytokinů a chemokinů u 

traumaticky prováděné ventilace bude trvale zvýšená po dobu trvání ventilace 

vysokými dechovými objemy. Tato hypotéza se potvrdila jen při sledování IL-8 a 

MIP1-β. U ostatních sledovaných parametrů byl počáteční vzestup následován 

významným poklesem.  

3. Předpoklad, že traumaticky prováděná umělá plicní ventilace vede ke 

zhoršení parametrů plicních funkcí a má vliv i na oběhové parametry se splnil. 

Rychlost nástupu změn ve skupině III byl patrný již od ukončené první hodiny a 

oběhová a ventilační deteriorace progredovala až do ukončení experimentu. Ve 

skupině 1 a 2 nebylo prokázáno zhoršení parametrů plicních funkcí a stejně tak 

nedošlo ke změnám hemodynamiky. Hypotéza byla správná. 
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