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ΠΕΡΙΛΤΧΗ 

 

΢τόχοσ 

Στόχοσ τθσ παροφςασ μελζτθσ ιταν θ αξιολόγθςθ τθσ επίδραςθσ τθσ αναπνευςτικισ 

ςυχνότθτασ ςε ςτακερό PaCO2 και ςυμβατικό όγκο αεριςμοφ ςτθν ανάπτυξθ τθσ 

βλάβθσ πνεφμονα επαγόμενθ από μθχανικό αεριςμό ςε ζναν φυςιολογικό πνεφμονα 

Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ 

Ρροοπτικι, τυχαιοποιθμζνθ πειραματικι μελζτθ 

Μοντϋλο οργανιςμόσ 

Ενιλικα αρςενικά C57BL/6 ποντίκια. 

Πειραματικού χειριςμού 

Τζςςερισ ομάδεσ αναιςκθτοποιθμζνων ποντικιϊν υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό 

με διαφορετικι αναπνευςτικι ςυχνότθτα (RR) και όγκο αεριςμοφ (VT). Συνολικά 

υπιρχαν τζςςερισ ομάδεσ, οι τρεισ πρϊτεσ ιταν RR80VT12, RR120VT10 και RR160VT8 όπου 

αρικμόσ που είναι δείκτθσ του RR  δείχνει τθν αναπνευςτικι ςυχνότθτα (ςε αναπνοζσ 

ανά λεπτό) και ο δείκτθσ του VT των όγκο αεριςμοφ (ςε mL/kg), οι αλλαγζσ ςτον όγκο 

αεριςμοφ ανάλογα με τθν τιμι τθσ αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ τθσ ομάδεσ ιταν 

απαραίτθτεσ για να επιτφχουμε φυςιολογικζσ τιμζσ PaCO2. Μία τζταρτθ ομάδα 

υποβλικθκε ςε μθχανικό αεριςμό ςε αναπνευςτικι ςυχνότθτα 160 αναπνοϊν ανά 

λεπτό και όγκο αεριςμοφ 10 mL/kg με κατάλλθλθ ρφκμιςθ του νεκροφ χϊρου. Πλεσ οι 

ομάδεσ μθχανικοφ αεριςμοφ υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό για 2 ϊρεσ με κετικι 

τελοεκπνευςτικι πίεςθ 1.5 cm H2O και 100% οξυγόνο. Τα αποτελζςματα ςυγκρίκθκαν 

και με ηϊα τα οποία δεν υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό 

Μετρόςεισ και κύρια αποτελϋςματα 

Τα αζρια αρτθριακοφ αίματοσ και οι ςτατικζσ καμπφλεσ πίεςθσ-όγκου δεν διζφεραν 

ανάμεςα ςτισ ομάδεσ ςτο τζλοσ του πειράματοσ. Ανεξάρτθτα από τισ ςυνκικεσ 

αεριςμοφ, ο μθχανικόσ αεριςμόσ ςυςχετίςτθκε με αυξθμζνθ ςυνολικι ςυγκζντρωςθ 
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πρωτεϊνϊν και θ IL-6 ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα. Ωςτόςο θ ςυνολικι ςυγκζντρωςθ 

πρωτεϊνϊν και θ IL-6 ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα παρουςίαςαν ςθμαντικά 

μικρότερθ αφξθςθ ςτισ ομάδεσ RR80VT12 και RR160VT8 ςε ςφγκριςθ με τισ ομάδεσ 

RR120VT10 και RR160VT10.  Σε όλεσ τισ πειραματικζσ ςυνκικεσ, ο μθχανικόσ αεριςμόσ 

ςυςχετίςτθκε με ενεργοποίθςθ των κιναςϊν AKT and ERK1/2, που είναι γνωςτό ότι 

ενεργοποιοφνται κατά τθν υπερδιάταςθ. Θ φωςφορυλίωςθ των AKT και ERK1/2 ιταν 

μικρότερθ ςτθν ομάδα RR80VT12 ςε ςφγκριςθ με τισ άλλεσ ομάδεσ που υποβλικθκαν ςε 

μθχανικό αεριςμό. Θ ιςτολογικι βλάβθ δε διζφερε ςθμαντικά ςτισ ομάδεσ RR80VT12, 

RR160VT8 και ςτα ηϊα που δεν υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό, ωςτόςο αυξικθκε 

ςθμαντικά ςτισ ομάδεσ RR120VT10 και RR160VT10. 

΢υμπερϊςματα 

Ο μθχανικόσ αεριςμόσ με ςυμβατικό όγκο αεριςμοφ προκαλεί βλάβθ ςε φυςιολογικό 

πνεφμονα ακόμα και χωρίσ να παρατθρθκοφν μεταβολζσ ςτθ μθχανικι του 

αναπνευςτικοφ ςυςτιματοσ. Μείωςθ τθσ ςυχνότθτασ αναπνοισ όπωσ και του όγκου 

αεριςμοφ δρα προςτατευτικά για τθν ανάπτυξθ βλάβθσ και φλεγμονισ ςτον πνεφμονα. 
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ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 

Μηχανικόσ αεριςμόσ 

Ο μθχανικόσ αεριςμόσ είναι ζνασ από τουσ ακρογωνιαίουσ 

λίκουσ τθσ κεραπείασ ςτθ Μονάδα Εντατικισ Θεραπείασ 

(Μ.Ε.Θ.). Τα επίπεδα κνθτότθτασ από το ALI και το ARDS (4) 

είναι περίπου 40 με 50 τοισ εκατό (5-8). Από τθν πρϊτθ 

περιγραφι του ςυνδρόμου οξείασ αναπνευςτικισ δυςχζρειασ 

(ARDS = acute respiratory distress syndrome) το 1967 (9) και 

τθν πρϊτθ περιγραφι τθσ αγωγισ του ARDS με μθχανικό 

αεριςμό το 1971 (10), θ μόνθ κεραπευτικι παρζμβαςθ που 

ζδειξε μία ςθμαντικι μείωςθ ςτα ποςοςτά κνθτότθτασ των 

αςκενϊν με ARDS και ςφνδρομο οξείασ βλάβθσ πνεφμονα (ALI 

= acute lung injury) είναι μία προςτατευτικι για τον πνεφμονα 

ςτρατθγικι μθχανικοφ αεριςμοφ. Καμία φαρμακευτικι 

παρζμβαςθ δεν ζχει καταφζρει να μειϊςει τα ποςοςτά 

κνθτότθτασ ςε κλινικζσ μελζτεσ ευρείασ κλίμακασ (8). 

Πνευμονικό βλϊβη από μηχανικό αεριςμό (VILI) 

 Γενικϊ χαρακτηριςτικϊ τησ VILI 

Ραρόλο που ο μθχανικόσ αεριςμόσ ςϊηει ηωζσ, μπορεί να 

προκαλζςει ςοβαρζσ βλάβεσ ςτον πνεφμονα είτε αυτόσ είναι 

υγιισ είτε όχι, μία διεργαςία που ονομάηεται πνευμονικι 

βλάβθ από μθχανικό αεριςμό. Θ πνευμονικι βλάβθ από 

μθχανικό αεριςμό (VILI = ventilator-induced lung injury) 

αποδίδεται ςτθν υπερδιάταςθ και τισ ςτρεβλωτικζσ δυνάμεισ 

που αςκοφνται ςτα πνευμονοκφτταρα κατά τθ διάρκεια του 

μθχανικοφ αεριςμοφ (3). 

 

Βαςικζσ ζννοιεσ 

Σφνδρομο οξείασ 

αναπνευςτικισ δυςχζρειασ 

(ARDS) και ςφνδρομο οξείασ 

βλάβθσ πνεφμονα (ALI): 

είναι μία ςοβαρι αντίδραςθ 

ςε διάφορεσ μορφζσ 

βλάβθσ του πνεφμονα. 

Προκαλείται από διάχυτθ 

κυψελιδικι βλάβθ και 

πνευμονικό οίδθμα μθ 

καρδιογενοφσ αιτιολογίασ, 

που οδθγεί ςε μειωμζνθ 

ανταλλαγι αερίων με 

ταυτόχρονθ απελευκζρωςθ 

μεςολαβθτϊν φλεγμονισ 

που προκαλοφν φλεγμονι, 

υποξαιμία και ςυχνά οδθγεί 

ςε ανεπάρκεια πολλαπλϊν 

οργάνων. Μία πιο ιπια 

μορφι ονομάηεται 

ςφνδρομο οξείασ βλάβθσ 

πνεφμονα  

Ανεπάρκεια πολλαπλϊν 

οργάνων (MODS): είναι θ 

παρουςία αλλαγμζνθσ 

λειτουργίασ οργάνων ςε 

αςκενείσ ςε κρίςιμθ 

κατάςταςθ, ςε ςθμείο που θ 

ομοιόςταςθ του 

οργανιςμοφ δε μπορεί να 

διατθρθκεί απουςία 

κεραπευτικισ παρζμβαςθσ. 

Συνικωσ αφορά δφο ι 

περιςςότερα ςυςτιματα 

οργάνων 
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Ο όγκοσ αεριςμοφ (VT: tidal volume) και θ κετικι 

τελοεκπνευςτικι πίεςθ (PEEP: positive end expiratory 

pressure) αναγνωρίηονται ςιμερα ωσ οι κφριοι παράγοντεσ 

που ςχετίηονται με τθν ανάπτυξθ τθσ πνευμονικισ βλάβθσ από 

μθχανικό αεριςμό (VILI).  

Το 1974 οι Webb και Tierney ζδειξαν ότι ο μθχανικόσ αεριςμόσ 

με υψθλι κορυφι πίεςθσ αεραγωγϊν οδθγεί ςε πνευμονικό 

οίδθμα, ριξθ των κυψελίδων, διαρροι από τα τριχοειδι και 

κάνατο (11). Επιπλζον μελζτεσ αποκάλυψαν ότι ο 

τελοειςπνευςτικόσ όγκοσ και όχι θ τελοειςπνευςτικι πίεςθ 

ιταν ο κφριοσ παράγοντασ τθσ βλάβθσ (τραφμα από όγκο - 

volutrauma).  

Μελζτεσ που ακολοφκθςαν ζδειξαν ότι το κυκλικό άνοιγμα και 

κατάρρευςθ των κυψελίδων, ακόμα και ςε παρουςία χαμθλισ 

ειςπνευςτικισ πίεςθσ και όγκου, οδθγεί ςε βλάβθ ςτον 

πνεφμονα και δυςλειτουργία του επιφανειοδραςτικοφ 

παράγοντα (12-14). Αυτό το τραφμα από ατελεκταςία 

(atelectrauma) μπορεί να εξαςκενίςει με τθν αφξθςθ τθσ 

κετικισ τελοεκπνευςτικι πίεςθ (PEEP) (11, 15).  

Ρρόςφατεσ ζρευνεσ ζδειξαν ότι ο μθχανικόσ αεριςμόσ επάγει 

τθν ζκφραςθ πνευμονικϊν κυτταροκινϊν, γεγονόσ που μπορεί 

να οδθγιςει ςε μία φλεγμονϊδθ αντίδραςθ επιδεινϊνοντασ 

τθν πνευμονικι βλάβθ (βιοτραφμα – biotrauma). Αυτι θ 

φλεγμονϊδθσ αντίδραςθ δεν περιορίηεται ςτουσ πνεφμονεσ 

αλλά επιςτρατεφει τθ ςυςτθματικι κυκλοφορία και δρα ςε 

περιφερειακά τελικά όργανα, γεγονόσ το οποίο προςφζρει μία 

εξιγθςθ για τθν παρατιρθςθ ότι οι αςκενείσ με  ςφνδρομο 

οξείασ αναπνευςτικισ δυςχζρειασ δεν πεκαίνουν από 

 

 

Βαςικζσ ζννοιεσ (ςυνζχεια) 

Μθχανικόσ αεριςμόσ (MV): 

είναι μία μθχανικι μζκοδοσ 

για να βοθκθκεί ι να 

αντικαταςτακεί θ 

αυτόβουλθ αναπνοι όταν 

αυτι δεν μπορεί να 

πραγματοποιθκεί από τουσ 

ίδιουσ τουσ αςκενείσ.  

Πίεςθ αεραγωγϊν (Paw): 

είναι θ κετικι πίεςθ θ οποία 

αςκείται ςτουσ αεραγωγοφσ 

του αςκενοφσ για να 

υπερπθδθκεί θ αντίςταςθ 

του αναπνευςτικοφ 

ςυςτιματοσ και να 

επιτρζψει ςτον αζρα να 

ειςζλκει ςτουσ αεραγωγοφσ 

και να οξυγονϊςει τον 

πνεφμονα. 

Όγκοσ αεριςμοφ (VT): Ο 

όγκοσ αζρα ο οποίοσ 

ειςζρχεται ι εξζρχεται κατά 

τθν αναπνοι. 

Θετικι τελοεκπνευςτικι 

πίεςθ (PEEP): Εκφράηεται 

ωσ θ επιπλζον πίεςθ (πάνω 

τθσ ατμοςφαιρικισ) ςτο 

τζλοσ του εκπνευςτικοφ 

κφκλου. 
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αναπνευςτικι ανεπάρκεια αλλά από ςφνδρομο ανεπάρκειασ πολλαπλϊν οργάνων 

(MODS = Multiple Organ dysfunction syndrome) (16). 

 

 

 

 Υλεγμονώδησ απόκριςη ςτον μηχανικό αεριςμό 

Θ πνευμονικι βλάβθ και φλεγμονι είναι μία πολφπλοκθ διεργαςία όπου οι 

κυτταροκίνεσ διαδραματίηουν ζνα πολφ ςθμαντικό ρόλο. Οι κυτταροκίνεσ είναι 

διαλυτζσ πρωτεΐνεσ μικροφ μοριακοφ βάρουσ οι οποίεσ μεταφζρουν ςιματα μεταξφ 

κυττάρων που ςυμμετζχουν ςτθν φλεγμονϊδθ απόκριςθ (17). Ραράγονται από τα 

βρογχικά, βρογχιολικά και κυψελιδικά επικθλιακά κφτταρα (18) αλλά επίςθσ από 

κυψελιδικά μακροφάγα και ουδετερόφιλα (19).  

Εικόνα 1 Υωτογραφύα ηλεκτρονικόσ μικροςκοπύασ από πνεύμονα κουνελιού 

που υπϋςτη βλϊβη από υψηλό ειςπνευςτικό πύεςη, χαμηλό θετικό 

τελοεκπνευςτικό πύεςη και υψηλό αγγειακό πύεςη ειςροόσ. (a) Ρόξη 

τριχοειδούσ από μηχανικό ςτρεσ με εξαγγεύωςη ερυθροκυττϊρου ςτα αρχικϊ 

ςτϊδια (b) ΢ε μεγαλύτερη ανϊλυςη βλϋπουμε ρόξη από μηχανικό ςτρεσ όπου 

διακρύνονται ύνεσ κολλαγόνου (1). 
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Θ ιςορροπία ανάμεςα ςτισ προφλεγμονϊδεισ κυτταροκίνεσ: tumour necrosis factor – α 

(TNF-α), interleukin - 1 (IL-1), IL-6 και IL-8 και ςτισ αντιφλεγμονϊδεισ κυτταροκίνεσ όπωσ 

IL-10 είναι πολφ ςθμαντικι για τθ ρφκμιςθ τθσ ανοςολογικισ απόκριςθσ (20). Μερικζσ 

από τισ κυτταροκίνεσ ζχουν φυςικοφσ ανταγωνιςτζσ όπωσ για παράδειγμα ο IL-1ra (IL-1 

receptor antagonist) γεγονόσ το οποίο δυςχεραίνει τθν εκτίμθςθ τθσ επενζργειασ τουσ 

(21, 22).  

 

 

  

Εικόνα 2 Παθοφυςιολογικό εικόνα παρουςύα πολύ ςοβαρόσ πνευμονικόσ 

βλϊβησ 
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O TNF-α και θ IL-1 επάγουν τθν ενεργοποίθςθ του NF-κB, ζνα κρίςιμο βιμα για τθν 

ενεργοποίθςθ των γονιδίων απαραίτθτων για τθ διαιϊνιςθ τθσ απόκριςθσ τθσ φυςικισ 

ανοςίασ θ οποία τελικά οδθγεί ςτθν ενεργοποίθςθ και εξαγγείωςθ των 

πολυμορφοπφρθνων λευκοκυττάρων (PMNs) και άλλων ανοςολογικά ενεργϊν 

κυττάρων, μία διεργαςία θ οποία ξεκινάει μζςα ςε λεπτά μετά τθν ζναρξθ του 

μθχανικοφ αεριςμοφ (23). Τα λευκοκφτταρα ενεργοποιοφνται και επιςτρατεφονται ςτον 

πνεφμονα από τισ χθμειοκίνεσ CXC και τθν IL-8 (24). Ωςτόςο, θ κυψελιδικι 

ςτρατολόγθςθ των PMNs με ενςτάλαξθ μίασ χθμειοτακτικισ ουςίασ (LTB4) δεν οδθγεί 

ςε πνευμονικι βλάβθ (25), γεγονόσ που μασ υποδεικνφει ότι άλλοι παράγοντεσ, 

πικανόν κυτταροκίνεσ, είναι απαραίτθτοι για τθν ενεργοποίθςθ των PMNs. Θ 

ενεργοποίθςθ και θ ςτρατολόγθςθ των λευκοκυττάρων είναι ζνα ςθμαντικό 

χαρακτθριςτικό του βιοτραφματοσ. Ρειραματικζσ μελζτεσ που χρθςιμοποιοφςαν ηϊα 

που τουσ είχαν αφαιρεκεί τα PMNs ζδειξαν πολφ μικρότερο βακμό τθσ VILI ςτα ηϊα 

αυτά (26).  

Επίςθσ παρατθρείται κακυςτερθμζνθ απόπτωςθ λευκοκυττάρων ςε αςκενείσ με οξεία 

βλάβθ πνεφμονα (ALI) ενθλίκων και  χρόνια νεογνικι αςκζνεια του πνεφμονα (CLD) (27, 

28), ςε αντίκεςθ με τα πνευμονικά επικθλιακά κφτταρα (29, 30) και άλλα περιφερειακά 

όργανα που παρουςιάηουν αυξθμζνθ απόπτωςθ (31). Επϊαςθ φυςιολογικϊν PMNs με  

βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα αςκενϊν με ARDS οδθγεί ςε κακυςτερθμζνθ απόπτωςθ ςε 

αντίκεςθ με τα PMNs που επωάηονται με φυςιολογικό βρογχοκυψελιδικό υγρό (32). Θ 

αναςτολι τθσ απόπτωςθσ των ουδετερόφιλων φαίνεται ότι διαμεςολαβείται από 

διαλυτοφσ παράγοντεσ όπωσ προφλεγμονϊδεισ κυτταροκίνεσ, πικανόν από τισ IL-8 και 

IL-2 (33), τον G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) και GM-CSF (granulocyte/ 

macrophage colony-stimulating factor), όπωσ επίςθσ φαίνεται ότι και τα επίπεδα του 

διαλυτοφ FAS-ligand είναι μεγαλφτερα ςε βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα προερχόμενο 

από αςκενείσ με ARDS που δεν επιβίωςαν ςε ςφγκριςθ με αυτό των αςκενϊν που 

επιβίωςαν (32). Επιπρόςκετα, χοριγθςθ διαλυτοφ αναςυνδυαςμζνου ανκρϊπινου Fas-

ligand οδιγθςε ςε αυξθμζνθ κυψελιδικι απόπτωςθ και βλάβθ (34). 
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 Επιφανειοδραςτικόσ παρϊγοντασ και VILI 

Θ ανακάλυψθ του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα ακολοφκθςε τθν παρατιρθςθ ότι θ 

παρατθροφμενθ επιφανειακι τάςθ των πνευμόνων ιταν κατά πολφ μικρότερθ από τθν 

υπολογιηόμενθ με το νόμο του Laplace. Διαπιςτϊκθκε ότι αυτό οφείλεται ςτθν φπαρξθ 

μιασ λιπιδικισ μονοςτοιβάδασ που επικαλφπτει τισ κυψελίδεσ και μειϊνει τθν 

επιφανειακι τουσ τάςθ. Ο επιφανειοδραςτικόσ παράγοντασ αποτελείται κατά 85% από 

φωςφολιπίδια και κατά 10% από πρωτεΐνεσ. Το ςφμπλεγμα πρωτεϊνϊν και 

φωςφολιπιδίων ζχει μια ειδικι ςτερεοδομι που του επιτρζπει να ελαττϊνει τθν 

επιφανειακι τάςθ ςτισ κυψελίδεσ αποτρζποντασ τθν ςφγκλιςθ τουσ. Ο μεταβολιςμόσ 

του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα περιλαμβάνει τθ ςφνκεςθ των πρωτεϊνϊν, το 

ςχθματιςμό του ςυμπλόκου με τα φωςφολιπίδια ςτα lamellar bodies, τθν 

εξωκυττάρωςθ, και ςτθ ςυνζχεια τθν απομάκρυνςθ και ενδοκυττάριο ανακφκλωςθ των 

πρωτεϊνϊν.  Οι πρωτεΐνεσ του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα είναι 4,  οι υδρόφιλεσ Α, 

και  D, και οι υδρόφοβεσ Β και C. Οι πρωτεΐνεσ Β και C είναι πολφ βαςικζσ ςτθ ςφνκεςθ 

και ςτα διατιρθςθ τθσ μονοςτοιβάδασ του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα (35).  

Είναι γνωςτό ότι θ ανεπάρκεια του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα οδθγεί ςε 

ςφνδρομο οξείασ βλάβθσ πνεφμονα (36). Ζχει βρεκεί επίςθσ ςε αςκενείσ με οξεία 

βλάβθ πνεφμονα μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των πρωτεϊνϊν του επιφανειοδραςτικοφ 

παράγοντα ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα κακϊσ και μείωςθ τθσ λειτουργικότθτασ 

του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα (37, 38). Φλεγμονϊδεισ μεςολαβθτζσ όπωσ ο TNF-

α που εκκρίνονται ςτθ VILI και παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθν οξεία βλάβθ πνεφμονα 

ζχει βρεκεί ότι καταςτζλλουν τθν παραγωγι του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα από 

τα κυψελιδικά επικθλιακά κφτταρα τφπου ΙΙ (39). Ειδικά ζχει βρεκεί ότι ο TNF-α μπορεί 

να καταςτείλει τθ ςφνκεςθ τόςο τθσ φωςφατυδυλοχολίνθσ, βαςικοφ ςυςτατικοφ των 

φωςφολιπιδίων του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα (40) όςο και πρωτεϊνϊν του 

επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα, ςτα κυψελιδικά επικθλιακά κφτταρα τφπου ΙΙ (39). 

Τζλοσ οι κυτταροκίνεσ που εκκρίνονται ςτθ VILI μποροφν να προκαλζςουν και ζμμεςθ 

μείωςθ τθσ λειτουργικότθτασ του επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα με το να επάγουν τθ 

διαρροι πρωτεϊνϊν από τισ κυψελίδεσ οι οποίεσ τον αναςτζλλουν (41). 
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 Μηχανιςμού επαγωγόσ τησ VILI 

Υπάρχουν αρκετοί μθχανιςμοί (Εικόνα 3) μζςω των οποίων γίνεται οι απελευκζρωςθ 

των μεςολαβθτϊν κατά τον μθχανικό αεριςμό: αλλαγζσ ςτθ δομι του κυτταροςκελετοφ 

χωρίσ να προκαλείται βλάβθ πζραν τθσ δομισ – mechanotrasduction (ςθμ. ςε ελεφκερθ 

μετάφραςθ μθχανομετατροπι), ριξθ του κυψελιδικοφ φραγμοφ επαγόμενθ από 

μθχανικό ςτρεσ – decompartimentalisation (αποδιαμεριςματοποίθςθ), ριξθ τθσ 

μεμβράνθσ επαγόμενθ από μθχανικό ςτρεσ (νζκρωςθ) και επιδράςεισ ςτθν αγγείωςθ 

ανεξάρτθτα από υπερδιάταςθ ι ριξθ. 

 

 
  

Εικόνα 3  Πιθανού μηχανιςμού ανϊπτυξησ βλϊβησ επαγόμενησ από 
μηχανικό αεριςμό. Ο μηχανικόσ αεριςμόσ επϊγει μηχανικό ςτρεσ ςτον 
πνεύμονα. Αυτϋσ οι δυνϊμεισ οδηγούν ςε αυξημϋνη διαπερατότητα και διϊρρηξη 
του αιμο-κυψελιδικού φραγμού. Οι μηχανικϋσ δυνϊμεισ αυξϊνουν επύςησ την 
ςυγκϋντρωςη των προφλεγμονωδών κυτταροκινών (όπωσ IL-1β, tumor necrosis 
factor α, IL-8 and IL-6) ςτα απομακρυςμϋνουσ κυψελιδικούσ αεροχώρουσ του 
πνεύμονα. Η απώλεια τησ διαμεριςματοπούηςησ ςτον πνεύμονα οδηγεύ ςε 
απελευθϋρωςη αυτών των μεςολαβητών ςτη ςυςτηματικό κυκλοφορύα όπου 
διαδραματύζουν ϋνα ςημαντικό ρόλο ςτην δυςλειτουργύα των περιφερειακών 
οργϊνων. Σο ςτρεσ από το μηχανικό αεριςμό ελαττώνει επύςησ την 
απομϊκρυνςη του οιδόματοσ από τουσ αεροχώρουσ που εξαρτϊται από την 
ενεργό μεταφορϊ νατρύου. Σα γεγονότα αυτϊ οδηγούν ςε περαιτϋρω ςχηματιςμό 
οιδόματοσ, απώλεια όγκου πνεύμονα και περιςςότερη VILI (3). 
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  Mechanotransduction 

Ζνασ από τουσ πιο ενδιαφζροντεσ μθχανιςμοφσ τθσ απελευκζρωςθσ κυτταροκινϊν είναι το 

mechanotransduction. Διαμεμβρανικοί υποδοχείσ όπωσ οι ιντεγκρίνεσ, τα κανάλια ιόντων που 

ενεργοποιοφνται από υπερδιάταςθ και ο ίδιοσ ο κυτταροςκελετόσ αναγνωρίηονται ωσ οι κφριεσ 

δομζσ που εμπλζκονται ςτθν αίςκθςθ των μθχανικϊν ςθμάτων που οδθγοφν ςε αρκετζσ 

ενδοκυττάριεσ διεργαςίεσ (Εικόνα 4) (42, 43). Το mechanotransduction είναι θ ενεργοποίθςθ 

τθσ μεταγραφισ γονιδίων (και όχι μόνο) ωσ αποτζλεςμα τθσ αίςκθςθσ των μθχανικϊν 

ςθμάτων, και πικανά ςθματοδοτείται από τθ mitogen-activated protein kinase (MAPK) (44, 45). 

Τα περιςςότερα κυψελιδικά κφτταρα είναι ικανά να παράγουν προ- και αντι-φλεγμονϊδεισ 

παράγοντεσ όπωσ TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 και IL-10 (18, 19, 44, 46-49), όταν διατείνονται in vitro 

(19, 34, 48, 50)  ι όταν τα ηϊα υποβάλλονται ςε μθχανικό αεριςμό με υψθλό όγκο αεριςμοφ ςε 

ex vivo και in vivo πειράματα. Σε πρόωρα νεογνά, θ παραγωγι κυτταροκινϊν φαίνεται να 

ςχετίηεται με το χρόνο κυοφορίασ, με μία κακυςτερθμζνθ ωρίμανςθ τθσ αντιφλεγμονϊδουσ 

απόκριςθσ (51). Μθχανικόσ αεριςμόσ που προκαλεί βλάβθ επάγει τθν υπερζκφραςθ γονιδίων 

που ενεργοποιοφν το c-fos, το οποίο με τθ ςειρά του ενεργοποιεί τθ μεταγραφι κυτταροκινϊν 

(50), κυκλο-οξυγονάςθσ και intracellular adhesion molecule (ICAM) – 1 (50). 

O NF-κB, ζνασ μεταγραφικόσ παράγοντασ, παίηει κεντρικό ρόλο ωσ κοινόσ αγγελιοφόροσ ςτθν 

ρφκμιςθ των κυτταροκινϊν και τθσ φλεγμονισ. Σε πειραματικά μοντζλα, το μπλοκάριςμα του 

NF-κB μειϊνει τθν VILI (19, 52-54). Ραρόλα αυτά, ο ακριβισ ρόλοσ του mechanotransduction 

δεν ζχει κατανοθκεί πλιρωσ. 

  Ρήξη τησ κυτταρικήσ μεμβράνησ και αποδιαμεριςματοποίηςη 

Εκτόσ από το mechanotransduction, θ ριξθ τθσ μεμβράνθσ των κυψελιδικϊν κυττάρων και θ 

απϊλεια τθσ ακεραιότθτασ τθσ μεμβράνθσ μπορεί να οδθγιςει ςε απελευκζρωςθ των 

ενδοκυττάριων κυτταροκινϊν ςτο διάμεςο χϊρο και αποδιαμεριςματοποίθςθ 

(decompartimentalization) τόςο ςτον κυψελιδικό χϊρο όςο και ςτθ ςυςτθματικι κυκλοφορία 

(55). Για παράδειγμα ζχει δειχκεί ότι μθχανικόσ αεριςμόσ (χωρίσ PEEP) και ταυτόχρονθ ζγχυςθ 

LPS για να επάγει τθν τοπικι  παραγωγι TNF-α οδθγεί ςε αυξθμζνεσ ςυγκεντρϊςεισ TNF-α ςτον 

ορό και αντίκετα ενδοπεριτοναϊκι ζνεςθ  LPS οδθγεί ςε αυξθμζνα επίπεδα TNF-α ςτο 

βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα (56). 
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Επιδράςεισ ςτην αγγείωςη 

Ρειραματικά και κλινικά δεδομζνα επιβεβαιϊνουν τθν δυνατότθτα του μικροαγγειακοφ 

ςτρεσ να επθρεάςει τθ ςοβαρότθτα και τθν εμφάνιςθ τθσ πνευμονικισ βλάβθσ που 

ςχετίηεται με το μθχανικό αεριςμό. Ζντονεσ πιζςεισ ςτο αγγειακό ςφςτθμα του 

πνεφμονα όχι μόνο επθρεάηουν το οίδθμα αλλά προδιακζτουν τθν δομικι 

Εικόνα 4 Οι μηχανικού αιςθητόρεσ ςτην κύτταροπλαςματικό μεμβρϊνη. 

Ενεργοποιούμενα από υπερδιϊταςη κανϊλια ιόντων, υποδοχεύσ αυξητικών 

παραγόντων και ϊλλων προςδετών, ςύμπλοκα εξωκυττϊριασ θεμϋλιασ ουςύασ – 

ιντεγκρινών – κυτταροςκελετού εύναι κοινϊ αποδεκτού αιςθητόρεσ τησ 

κυτταροπλαςματικόσ μεμβρϊνησ. ΢την ςηματοδότηςη του μηχανικού ςτρεσ 

εμπλϋκονται  και ενδοκυττϊρια μόρια των διακυτταρικών ενώςεων όπωσ και οι 

χαςματοςυνδϋςεισ (2). 
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αποςτακεροποίθςθ του αιμο-κυψελιδικοφ φραγμοφ, πικανόν με δυςμενείσ επιπτϊςεισ 

για τον πνεφμονα και τα περιφερειακά όργανα 

Επειδι οι εφκραυςτεσ κυψελίδεσ αποτελοφν τθν διεπιφάνεια μεταξφ του αζρα και του 

αίματοσ και επειδι οι πιζςεισ που εφαρμόηονται ςτο επικιλιο των αεραγωγϊν 

επθρεάηουν επίςθσ το αγγειακό ενδοκιλιο, οι πιζςεισ και οι ροζσ εντόσ των αγγείων 

είναι δυνατόν να επθρεάςουν τθν ανάπτυξθ ι/και τθν εξζλιξθ τθσ VILI. 

Θ ςυμπεριφορά των κυψελιδικϊν και εξωκυψελιδικϊν αγγείων κατά τθν διαςτολι του 

πνεφμονα είναι κεμελιωδϊσ διαφορετικι. Οι μθχανικζσ δυνάμεισ τθσ αλλθλο-

εξάρτθςθσ προκαλοφν μία πτϊςθ ςτθν πίεςθ του διάμεςου χϊρου ακόμα και ςε 

αεριςμό κετικισ πίεςθσ (57). Αυτι θ μείωςθ ςτθν πίεςθ του διάμεςου χϊρου τείνει να 

αυξιςει τθν διατοιχωματικι πίεςθ των αγγείων και ζτςι τα διαςτζλλει αυτό το γεγονόσ 

αυξάνει τθν ζνταςθ κυρίωσ ςτα αγγεία που βρίςκονται ανοδικά από τισ κυψελίδεσ. 

Ωςτόςο κάτι αρκετά διαφορετικό ςυμβαίνει ςτα κυψελιδικά αγγεία. Κατά τθ διαςτολι 

του πνεφμονα ςε ζναν πλιρωσ «ανοιχτό» πνεφμονα, θ πλειοψθφία των τριχοειδϊν που 

είναι ενςωματωμζνα μζςα ςτα κυψελιδικά τοιχϊματα ςυμπιζηονται από τθν διαςτολι 

των κυψελίδων ενϊ τα εξωκυψελιδικά αγγεία διαςτζλλονται (Εικόνα 5). 

Σε όλουσ τουσ πνευμονικοφσ όγκουσ άνω τθσ υπολειμματικισ λειτουργικισ 

χωρθτικότθτασ, οι επιδράςεισ τθσ επιμικυνςθσ των αγγείων και θ ςυμπίεςθ των 

κυψελιδικϊν αγγείων υπερκερνοφν τθν τάςθ των εξωκυψελιδικϊν αγγείων να 

διαςταλοφν, ζτςι θ ολικι αγγειακι αντίςταςθ των πνευμόνων αυξάνει ςε ςυνάρτθςθ 

με τον όγκο του πνεφμονα. Τα αποκαλοφμενα «γωνιακά» αγγεία, τα οποία βρίςκονται 

ςτισ ενϊςεισ 3 ι περιςςότερων  κυψελιδικϊν διαφραγμάτων, επθρεάηονται 

ταυτόχρονα από τισ πιζςεισ που αναπτφςςονται ςτα κυψελιδικά τοιχϊματα και ςτον 

διάμεςο χϊρο και δεν ςυμπεριφζρονται όπωσ τα κυψελιδικά αγγεία. Λειτουργικά 

ςυμπεριφζρονται όπωσ τα εξωκυψελιδικά αγγεία (Εικόνα 5). Ρράγματι μποροφν να 

εκτελζςουν χρζθ αγωγοφ για κάποια ποςότθτα αίματοσ να περάςει μζςα από το 

διάμεςο χϊρο ακόμα και όταν θ κυψελιδικι πίεςθ ξεπερνάει τθν αρτθριακι (58). 
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Επομζνωσ είναι εμφανζσ ότι θ πίεςθ των αεροχϊρων είναι άμεςα ςχετιηόμενθ με τθν 

πίεςθ των αγγείων και ότι διατάραξθ αυτισ τθσ ιςορροπίασ, μπορεί να προκαλζςει 

ριξθ του αιμο-κυψελιδικοφ φραγμοφ (από τθν πλευρά των μικροαγγείων) και αφξθςθ 

του οιδιματοσ που αυξάνει τθ ςυνολικι ςυγκζντρωςθ πρωτεϊνϊν ςτο κυψελιδικό υγρό. 

Σε αυτι τθ διεργαςία ανάπτυξθσ τθσ VILI πολφ ςθμαντικό ρόλο διαδραματίηουν τα 

εξωκυψελιδικά αγγεία (1). 

Αναζητώντασ τη χρυςό τομό των ςυνθηκών μηχανικού αεριςμού για 

ελαχιςτοπούηςη τησ VILI 

Μθχανικόσ αεριςμόσ με υψθλό όγκο αεριςμοφ ζχει ςυςχετιςτεί με τοπικι και 

ςυςτθματικι φλεγμονϊδθ αντίδραςθ (14, 31, 59-63), ακόμα και ςε περιπτϊςεισ 

απουςίασ υποκείμενθσ πνευμονικισ βλάβθσ (18, 64). Ο ςυςχετιςμόσ του VT με τθ VILI 

Εικόνα 5 Επύδραςη τησ διαςτολόσ του πνεύμονα ςτα κυψελιδικϊ και 

εξωκυψελιδικϊ τριχοειδό. Η διαςτολό ςυμπιϋζει τα ενςωματωμϋνα 

κυψελιδικϊ τριχοειδό αλλϊ διαςτϋλλει τα εξωκυψελιδικϊ τριχοειδό (1). 
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αποδείχκθκε ακόμα πιο ςπουδαίοσ με μία μεγάλθ πολυκεντρικι μελζτθ ςε ανκρϊπουσ 

(ARDSnet study) θ οποία ζδειξε μία ςθμαντικι βελτίωςθ ςτθν πρόοδο των αςκενϊν με 

ςφνδρομο οξείασ αναπνευςτικισ δυςχζρειασ (ARDS = acute respiratory distress 

syndrome) που υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό μικροφ VT (65, 66). Θ μελζτθ του 

ARDSnet χρθςιμοποίθςε ζνα πρωτόκολλο μθχανικοφ αεριςμοφ, ςυχνά 

χρθςιμοποιοφμενο, το οποίο προτείνει τθ χριςθ χαμθλοφ VT (6mL/ kg) και χαμθλισ 

υψθλότερθσ τιμισ πίεςθσ αεραγωγϊν (<30cmH2O). Το πρωτόκολλο επιτρζπει τθ χριςθ 

αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ ζωσ και 35 αναπνοζσ/λεπτό (θ οποία είναι περίπου τρεισ 

φορζσ μεγαλφτερθ τθσ φυςιολογικισ) με ςτόχο τθν διατιρθςθ του pH πάνω από το 

7.30. Πμωσ θ αςφάλεια τθσ χριςθσ τόςο υψθλϊν ςυχνοτιτων μθχανικοφ αεριςμοφ δεν 

ζχει υποςτθριχκεί από πειραματικά δεδομζνα.  

Αντικζτωσ, in vitro μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ αυξθμζνθ ςυχνότθτα διαςτολισ αυξάνει 

τθν ευπάκεια των κυττάρων ςε πνευμονικι βλάβθ και μπορεί να προκαλζςει νζκρωςθ 

των κυψελιδικϊν επικθλιακϊν κυττάρων (30, 67, 68). Επιπλζον, μελζτεσ ςε ηωικά 

μοντζλα τθσ VILI υποδεικνφουν ότι θ χαμθλι αναπνευςτικι ςυχνότθτα μπορεί να 

ελαττϊςει τθν πνευμονικι βλάβθ που προκαλείται από τον υψθλό VT (69-71). Ραρόλα 

αυτά, θ ερμθνεία αυτϊν των μελετϊν είναι καταδικαςμζνθ είτε από τθ χριςθ υψθλοφ 

VT ι από τισ μεγάλεσ διαφορζσ ςτθν PaCO2 οι οποίεσ ακολουκοφν αναπόφευκτα τθν 

διακφμανςθ τθσ αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ. Ρράγματι και ο VT και θ PaCO2 μποροφν να 

παρζμβουν ςθμαντικά ςτθν ανάπτυξθ του VILI (14, 72). 

Αρκετοί μθχανιςμοί μποροφν να εξθγιςουν τθν ελάττωςθ του πνευμονικοφ οιδιματοσ 

και τθσ περιαγγειακισ αιμορραγίασ, που παρατθροφνται κατά τθν ελάττωςθ τθσ 

αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ ςε μελζτεσ απομονωμζνου πνεφμονα (73). Μεγαλφτερθ 

αναπνευςτικι ςυχνότθτα μπορεί να μειϊςει πιο αποτελεςματικά τθν πλθρότθτα του 

επιφανειοδραςτικοφ παράγοντα και ζτςι να αυξιςει τθν τάςθ που εφαρμόηεται ςτθν 

επιφάνεια των κυψελίδων, μειϊνοντασ τθν τελοεκπνευςτικι εξωαγγειακι πίεςθ και 

επάγοντασ τθν πλιρωςθ με υγρό των κυψελίδων. Ριο ανοδικά, το αυξθμζνο 

διααγγειακό κλεινζσ πίεςθσ κατά μικοσ των εξωκυψελιδικϊν αγγείων κα μποροφςε 
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επίςθσ να ευνοιςει τθν διαρροι υγρϊν ςτισ κυψελίδεσ, τθν ριξθ του αγγείου και τθν 

εμφάνιςθ αιμορραγίασ. Είναι λογικό ότι ο αυξθμζνοσ αρικμόσ κφκλων ςτρεσ που 

εφαρμόηονται ςτισ ομάδεσ με υψθλότερθ αναπνευςτικι ςυχνότθτα κα μποροφςε να 

προκαλεί να εξθγθκεί ωσ ζνα ακροιςτικό φαινόμενο που παρατθρείται ςε μία μεγάλθ 

γκάμα βιοχλικϊν που υπόκεινται ςε επαναλαμβανόμενο ηθμιογόνο ςτρεσ (74).  

Τζλοσ κα ιταν ενδιαφζρον να υποκζςουμε ότι θ μικρότερθ αναπνευςτικι ςυχνότθτα 

μπορεί να δίνει αρκετό χρόνο ανάμεςα ςε διαδοχικοφσ κφκλουσ ςτρεσ ςε 

επιδιορκωτικοφσ μθχανιςμοφσ για να δράςουν. Είναι εκπλθκτικό ότι πραγματικά 

χρειάηεται πολφ λίγοσ χρόνοσ για να επαναςφραγιςτεί ζνα μικρό ριγμα ςτα φράγματα 

των ιςτϊν (75, 76). 

΢τόχοσ τησ παρούςασ εργαςύασ 

Στόχοσ τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν να μελετθκεί θ επίδραςθ κλινικά εφαρμόςιμων 

διακυμάνςεων ςτθν αναπνευςτικι ςυχνότθτα ςε ςυνδυαςμό με ςυμβατικό VT και 

ςχεδόν φυςιολογικά επίπεδα PaCO2 ςτθν επαγωγι τθσ VILI. 

   



 ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ| ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 19 

 

ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

Ζώα 

Μελετικθκαν 65 αρςενικά C57BL/6 ποντίκια θλικίασ 8-12 εβδομάδων (βάρουσ 24-30g, 

εκτόσ 2 ποντικιϊν που ηφγιηαν 22g). Το πειραματικό πρωτόκολλο εγκρίκθκε από τθν 

Επιτροπι Εργαςτθριακισ Φροντίδασ Ηϊων του Ρανεπιςτθμίου Κριτθσ και του 

Κτθνιατρικοφ Τμιματοσ τθσ Νομαρχίασ Θρακλείου 

΢χεδιαςμόσ πειρϊματοσ 

Τα ηϊα τυχαιοποιικθκαν ςε πειραματικζσ ομάδεσ χρθςιμοποιϊντασ ςφραγιςμζνουσ 

φακζλουσ με τυχαίουσ αρικμοφσ. Μετά τθν τυχαιοποίθςθ, τα ηϊα αναιςκθτοποιικθκαν 

με ενδοπεριτοναϊκι ζνεςθ ketamine (120 mg/kg) και xylazine (8 mg/kg) και μετά 

τραχειοτομικθκαν και ειςαγάγαμε ενδοτραχιακό ςωλινα (18G, 1.30mm OD). Τα ηϊα 

υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό χρθςιμοποιϊντασ ζναν εμπορικά διακζςιμο 

αναπνευςτιρα ποντικϊν (SAR-830/P, OPTION 041 special smaller internal components, 

IITC Inc. CA, USA) ικανό να παρζχει ελάχιςτθ ειςπνευςτικι ροι 10 mL/min. Θ πίεςθ των 

αεραγωγϊν (Paw) μετρικθκε από μία πλαϊνι κφρα του κυκλϊματοσ χρθςιμοποιϊντασ 

ζναν μετατροπζα πίεςθσ (Paw; Micro-Switch 140PC, Honeywell, Ontario, Canada). Θ 

δειγματολθψία του ςιματοσ Paw ζγινε με ςυχνότθτα 150Hz (Windaq Instruments Inc, 

OH, USA) και αποκθκεφτθκε ςε υπολογιςτι για περαιτζρω ανάλυςθ. Κατά τθ διάρκεια 

του πειράματοσ, θ κερμοκραςία του ορκοφ ελεγχόταν και διατθροφταν ςε φυςιολογικά 

επίπεδα με τθ χριςθ κερμοςτάτθ κζρμανςθσ ςυνδεδεμζνο με λάμπα. Κατά τθν ζναρξθ 

του πειράματοσ χορθγοφταν bolus των 10µL/g Ringer’s lactate μζςω τθσ κοιλιακισ 

ουραίασ φλζβασ. Θ αναιςκθςία διατθροφταν με μία δόςθ bolus ενδοπεριτοναϊκισ 

ζνεςθσ ketamine (30mg/kg) και xylazine (2mg/kg) χορθγοφμενθ μετά από 45-90 λεπτά 

και θ ςυνολικι δόςθ δεν ιταν διαφορετικι ανάμεςα ςτισ ομάδεσ. 

Πλα τα ηϊα (n=13 ανά ομάδα) υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό για 2 ϊρεσ με 

μοντζλο ελεγχόμενου όγκου (VC), με ςτακερι ειςπνευςτικι ροι και διαφορετικι 

ςυχνότθτα αεριςμοφ (RR) και όγκου αεριςμοφ (VT). Οι τζςςερισ ομάδεσ αντιςτοιχοφν ςε 
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μία από τισ τζςςερισ ςυνκικεσ αεριςμοφ i) Ομάδα RR80VT12 χαμθλό RR: 80 breaths/min 

(VT: 12 mL/kg) ii) Ομάδα RR120VT10 δθλαδι φυςιολογικό RR: 120 breaths/min (VT: 10 

mL/kg) iii) Ομάδα RR160VT8 υψθλό RR: 160 breaths/min (VT: 8 mL/kg) iv) Μια τζταρτθ 

ομάδα RR160VT10 υποβλικθκε ςε μθχανικό αεριςμό με υψθλό RR: 160 breaths/min και 

VT: 10 mL/kg με κατάλλθλθ προςαρμογι του νεκροφ χϊρου ϊςτε να διατθρθκεί θ 

PaCO2 ςε ίδια επίπεδα με τισ άλλεσ ομάδεσ. Θ διαφοροποίθςθ ςτον VT και ςτον νεκρό 

χϊρο βαςίςτθκε ςε προκαταρκτικά πειράματα. 

Επειδι ο αναπνευςτιρασ που χρθςιμοποιιςαμε δεν μπορεί να χορθγιςει μίγμα 

αερίων και θ χρθςιμοποίθςθ ατμοςφαιρικοφ αζρα (FiO2=0.21) μπορεί να οδθγιςει ςε 

υποξαιμία, όλα τα ηϊα υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό με πεπιεςμζνο οξυγόνο 

FiO2=1. Θ κετικι τελοεκπνευςτικι πίεςθ (PEEP) διατθρικθκε ςτο 1.5 cmH2O κακ’ όλθ τθ 

διάρκεια του πειράματοσ. Ο ειςπνευςτικόσ χρόνοσ ρυκμίςτθκε για να επιτευχκεί 

ελάχιςτθ διαφοροποίθςθ τθσ ειςπνευςτικισ ροισ και τθσ ενδογενισ PEEP (Ρίνακασ 1). 

Συχνότθτα αεριςμοφ των 120 αναπνοϊν/λεπτό επιλζχκθκε ωσ το φυςιολογικό κατά τθν 

διάρκεια προκαταρκτικϊν πειραμάτων και προθγοφμενων μελετϊν (77, 78). Μια 

διατθροφμενθ τελοειςπνευςτικι εμφφςθςθ ζγινε ςτθν αρχι του πειράματοσ ϊςτε να 

αποφευχκοφν τυχόν ατελεκταςίεσ. Από τα ηϊα που δεν υποβλικθκαν ςε μθχανικό 

αεριςμό τα δείγματα πάρκθκαν αμζςωσ χωρίσ τθ διαμεςολάβθςθ χειριςμϊν μθχανικοφ 

αεριςμοφ  κακϊσ τα ηϊα τα οποία ναρκϊνονται και υποβάλλονται ςε τραχειοςτομία 

οδθγοφνται ςε υπερκαπνία και δε κα ιταν κατάλλθλα για ςυγκρίςεισ. 

Για τα δεδομζνα που αφοροφν τα αρτθριακά αζρια αίματοσ (ABGs = arterial blood 

gases), τον ορρό και το βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα (BAL = broncho-alveolar lavage) για 

κυτταροκίνεσ χρθςιμοποιικθκαν 8 ηϊα από κάκε ομάδα. Για να ςχεδιαςτεί θ καμπφλθ 

τθσ ςτατικισ αναλογίασ πίεςθσ/όγκου για το αναπνευςτικό ςφςτθμα και για τθν 

ιςτολογικι εξζταςθ που διενεργικθκε χρθςιμοποιικθκαν τα εναπομείναντα 5 ηϊα από 

κάκε ομάδα. 
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Μηχανικό του αναπνευςτικού ςυςτόματοσ 

Θ εκτίμθςθ των μθχανικϊν ιδιοτιτων του πνεφμονα περιλαμβάνει τθ μζτρθςθ τθσ 

ενδογενοφσ κετικισ τελοεκπνευςτικισ πίεςθσ και τθ ςτατικι καμπφλθ πίεςθσ/όγκου. Θ 

εκτίμθςθ τθσ ενδογενοφσ κετικισ τελοεκπνευςτικισ πίεςθσ (PEEPi) γίνεται ςτθν αρχι 

και ςτο τζλοσ του πειράματοσ πριν κανατωκεί το ηϊο, ενϊ θ ςτατικι καμπφλθ 

πίεςθσ/όγκου ςτο τζλοσ του πειράματοσ μετά το κάνατο του ηϊου με χοριγθςθ 

μεγάλθσ δόςθσ αναιςκθτικοφ. 

Επειδι θ υψθλι αναπνευςτικι ςυχνότθτα μπορεί να ςχετίηεται με δυναμικι 

υπερδιάταςθ, θ δυναμικι ενδογενισ PEEP (PEEPi) εκτιμικθκε ςτθν αρχι και ςτο τζλοσ 

κάκε πειράματοσ ςτα ηϊα που υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό. Κακϊσ δεν 

μποροφμε να κάνουμε τελοεκπνευςτικό αποκλειςμό ςτον ςυγκεκριμζνο αναπνευςτιρα 

που χρθςιμοποιιςαμε, θ PEEPi εκτιμικθκε με ςφγκριςθ τθσ διαφοράσ τθσ κορυφισ τθσ 

πίεςθσ αεραγωγϊν πριν και μετά από παρατεταμζνθ εκπνοι (ΔPawpeak), υποκζτοντασ 

ότι αν υπιρχε ενδογενισ PEEP, αυτι κα χανόταν κατά τθ διάρκεια μιασ εκπνοισ θ 

οποία κα διαρκοφςε περιςςότερο από 5 πλιρεισ κφκλουσ αναπνοισ. Γίνεται επίςθσ θ 

παραδοχι ότι θ αντίςταςθ των αεραγωγϊν και θ ενδοτικότθτα του πνεφμονα 

παραμζνουν ςτακερζσ ςτθ διάρκεια αυτοφ του χειριςμοφ 

Θ καμπφλθ τθσ ςτατικισ αναλογίασ πίεςθσ/όγκου για το αναπνευςτικό ςφςτθμα 

ςχεδιάςτθκε ςτο τζλοσ του πειράματοσ με κλιμακωτι χειροκίνθτθ εμφφςθςθ και 

αναρρόφθςθ των πνευμόνων χρθςιμοποιϊντασ προςκικθ ι αφαίρεςθ 100 μL όγκου 

ατμοςφαιρικοφ αζρα μζχρι θ πίεςθ να φτάςει τα 30 cmH2O ςτο τζλοσ τθσ εμφφςθςθσ 

*το οποίο αντιςτοιχεί ςτθ ςυνολικι χωρθτικότθτα πνεφμονα (TLC = total lung capacity)] 

και τα 0 cmH2O ςτο τζλοσ τθσ αναρρόφθςθσ, όπωσ ζχει περιγραφεί και αλλοφ(79). Αυτι 

θ μεκοδολογία εφαρμόςτθκε δφο φορζσ ςε κάκε ηϊο. Θ καμπφλθ τθσ ςτατικισ 

αναλογίασ πίεςθσ/όγκου αναλφκθκε με τθ ςιγμοειδι καμπφλθ που προτάκθκε από 

τουσ Venegas et al.(80). 
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Μϋτρηςη των αρτηριακών αερύων αύματοσ (ABGs) 

Στο τζλοσ του πειράματοσ αρτθριακό αίμα ελιφκθ από τθν αριςτερι κοιλία και 

διεξιχκθ ανάλυςθ αερίων αίματοσ. Ζνα επιπλζον δείγμα αίματοσ (150μL) 

φυγοκεντρικθκε ςτα 10,000g για 10 λεπτά και ο ορρόσ ςυλλζχκθκε και αποκθκεφτθκε 

ςτουσ -80°C. 

Καθοριςμόσ τησ πρωτεώνικόσ ςυγκϋντρωςησ ςτο βρογχοκυψελιδικό 

ϋκπλυμα 

Μετά το κάνατο του ηϊου με μεγάλθ δόςθ αναιςκθτικοφ, πραγματοποιικθκε με χριςθ 

ςφριγγασ ινςουλίνθσ ενδοτραχειακι ζγχυςθ 600 μL φυςιολογικοφ οροφ (normal saline) 

ο οποίοσ ςυλλζχτθκε και  επανεγχφκθκε δφο φορζσ ςτουσ πνεφμονεσ. Τα υγρό που 

αναρροφάται (400-450 μL) φυγοκεντρικθκε ςτα 10,000g για 10 λεπτά, ςυλλζχκθκε και 

αποκθκεφτθκε ςτουσ -80°C. Θ πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ ςτο βρογχοκυψελιδικό 

ζκπλυμα μετρικθκε με τθ μζκοδο Bradford χρθςιμοποιϊντασ ζνα protein assay kit τθσ 

Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, UK) με bovine serum albumin (Sigma-

Aldrich, Gillingham, UK) για τθν καταςκευι τθσ καμπφλθσ ςυγκζντρωςθσ.  

 Τλικϊ και ΢υςκευϋσ 

 Αλβουμίνθ ορροφ βοόσ (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma USA) 

 Διάλυμα χρωςτικισ Coomassie Brilliant blue G-250 : Bio-Rad Protein Assay 

Reagent (Bio-Rad Life Technologies) 

 Ρλάκεσ 96 οπϊν, τφπου ELISA, επίπεδου πυκμζνα (Corning & Costar, USA) 

 Φωτόμετρο πλακϊν ELISA (Biorad) 

 Μϋθοδοσ 

H μζκοδοσ Bradford βαςίηεται ςτθν αντίδραςθ τθσ χρωςτικισ Coomassie Brilliant blue 

G-250 με τισ πρωτονιωμζνεσ αμινομάδεσ των αμινοξζων (αργινίνθ, αρωματικά 

αμινοξζα και ιςτιδίνθ) των πρωτεϊνϊν. Θ ελεφκερθ μορφι τθσ χρωςτικισ ζχει κόκκινο 

χρϊμα (465nm) ενϊ με τθ ςφνδεςι τθσ με τθν πρωτεΐνθ, μετατρζπεται ςε μπλε 

(595nm). Θ ζνταςθ του χρϊματοσ μετριζται φωτομετρικά με τθν απορρόφθςθ ςτα 

595nm. Το ςφμπλοκο τθσ χρωςτικισ με τθν πρωτεΐνθ ζχει υψθλό ςυντελεςτι 
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απορροφιςεωσ, παρζχοντασ κατά αυτόν τον τρόπο μεγάλθ ευαιςκθςία ςτθ μζκοδο. Θ 

ςφνδεςθ τθσ χρωςτικισ με τθν πρωτεΐνθ γίνεται γριγορα (2 λεπτά) και μπορεί να 

μετρθκεί ςε χρονικό διάςτθμα 1 ϊρασ. Θ ποςοτικι εκτίμθςθ των πρωτεϊνϊν κάκε 

δείγματοσ γίνεται με τθ χριςθ πρότυπθσ καμπφλθσ, θ οποία καταςκευάηεται από τθν 

ταυτόχρονθ μζτρθςθ δειγμάτων γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων BSA. Με τθν χριςθ του 

νόμου των Beer-Lambert μποροφμε να προςδιορίςουμε τθν πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ 

ςε ζνα δεδομζνο διάλυμα. Το διάλυμα που χρθςιμοποιείται για τθν παραςκευι των 

διαλυμάτων BSA είναι το ίδιο με το διάλυμα, ςτο οποίο βρίςκονται διαλυμζνα τα υπό 

εξζταςθ δείγματα.  Σε πλάκα 96 οπϊν τφπου ELISA  φζρονται 160μl ανά οπι από κάκε 

γνωςτό και άγνωςτο δείγμα εισ τριπλοφν και προςτίκενται 40μl του διαλφματοσ 

χρωςτικισ. Ακολουκεί ανάδευςθ του μίγματοσ και μζτρθςθ τθσ οπτικισ πυκνότθτασ 

(O.D.) ςε μικοσ κφματοσ 595nm ςε φωτόμετρο πλακϊν τφπου ELISA. Θ ςυγκζντρωςθ 

τθσ πρωτεΐνθσ των άγνωςτων δειγμάτων υπολογίηεται βάςει τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ 

και εκφράηονται ςε μονάδεσ μg/ml.  

Καθοριςμόσ τησ ςυγκϋντρωςησ τησ IL-6 ςτο βρογχοκυψελιδικό 

ϋκπλυμα 

Ο προςδιοριςμόσ τθσ κυτταροκίνθσ IL-6 ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα γίνεται με τθν 

ανοςοενηυμικι μζκοδο ELISA. Χρθςιμοποιικθκαν ζτοιμα πακζτα αντιδραςτθρίων και 

μικροπλάκεσ για  ELISA ειδικά για τισ ςυγκεκριμζνεσ κυτταροκίνεσ ποντικιοφ 

(Quantikine, R&D Systems, UK) και ακολουκικθκε θ μζκοδοσ που ςυνιςτά ο 

καταςκευαςτισ. 

 Συνοπτικά, χρθςιμοποιοφνται μικροπλάκεσ ΕLISA επικαλυμμζνεσ με μονοκλωνικό 

αντίςωμα κατά του IL-6. Θ προςκικθ ςτισ κυψελίδεσ δειγμάτων γνωςτϊν 

ςυγκεντρϊςεων κακϊσ και των άγνωςτων δειγμάτων επιτρζπει τθ δθμιουργία 

ςυμπλόκου μεταξφ τθσ υπό μελζτθ ουςίασ και ακινθτοποιθμζνου αντιςϊματοσ. Μετά 

τθν απομάκρυνςθ του μθ δεςμευμζνου κλάςματοσ προςτίκεται ςε κάκε 

μικροκυψελίδα πολυκλωνικό αντίςωμα ειδικό για τισ μετροφμενεσ ουςίεσ το οποίο 

είναι ςθμαςμζνο με φυτικι (horseradish) υπεροξειδάςθ και ςυνδζεται με το 
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ακινθτοποιθμζνο αντιγόνο ςχθματίηοντασ ςφμπλοκο μορφισ «ςάντουιτσ». Θ προςκικθ 

χρωμογόνου διαλφματοσ (τετραμεκυλβενηιδίνθ) οδθγεί ςτθν ανάπτυξθ χρϊματοσ το 

οποίο είναι ανάλογο τθσ δεςμευμζνθσ ουςίασ. Θ αντίδραςθ διακόπτεται και θ ζνταςθ 

του χρϊματοσ μετριζται ςε φωτόμετρο ELISA. 

Θ ποςοτικι εκτίμθςθ κάκε δείγματοσ γίνεται με τθ χριςθ πρότυπθσ καμπφλθσ θ οποία 

λαμβάνεται από τθν ταυτόχρονθ μζτρθςθ των δειγμάτων γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων 

ιντερλευκινϊν. Τα δείγματα αραιϊνονται κατάλλθλα όπου χρειάηεται ϊςτε οι τιμζσ 

μζτρθςισ τουσ να βρίςκονται μζςα ςτα όρια τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ. Θ ευαιςκθςία τθσ 

μεκόδου για τθν IL-6 είναι 1.6 pg/ml. 

Ανϊλυςη ςτυπώματοσ κατϊ Western 

Θ ανάλυςθ ςτυπϊματοσ κατά Western πραγματοποιικθκε όπωσ ζχει προθγουμζνωσ 

περιγραφεί (81). Συνοπτικά θ διαδικαςία αυτι περιλαμβάνει ςυλλογι και 

προετοιμαςία των δειγμάτων, θλεκτροφόρθςθ τουσ ςε πθκτι πολυακρυλαµίδθσ ςε 

ςυνκικεσ αποδιάταξθσ με χριςθ SDS, μεταφορά των πρωτεϊνϊν από τθν πθκτι 

πολυακρυλαµίδθσ ςε μεµβράνθ νιτροκυτταρίνθσ, υβριδοποίθςι τθσ µε το αντίςτοιχα 

κάκε φορά αντίςωμα και ανίχνευςθ τθσ εκάςτοτε πρωτεΐνθσ µε ςφςτθμα 

χθµειοφωταφγειασ ECL. 

 Τλικϊ και ΢υςκευϋσ 

 Μετά νατρίου άλασ του κειικοφ δωδεκυλίου: SDS (Serva, Γερµανία), (Bio-Rad 

Labs, ΘΡΑ) 

 EDTA (Sigma, ΘΡΑ) 

 μίγμα αναςτολζων πρωτεαςϊν (Complete, Boehringer, Germany) 

 Tris (Bio-Rad Labs, ΘΡΑ)  

 NaCl, HCl, Bacitracin, Leupeptin (Sigma, ΘΡΑ)  

 Αηίδιο του νατρίου: Sodium Azide (Merck, Γερµανία)  

 Γλυκερόλθ (Sigma, ΘΡΑ), (Merk, Germany) 

 ΢υκμιςτικό διάλυμα φωςφορικϊν (PBS) 

 Tris/HCl (Bio-Rad Labs, ΘΡΑ)  

 Χλωριοφχο Nάτριο (NaCl) (Merk, Germany)  

 Γλυκίνθ (GIBCO, ΘΡΑ)  
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 Υπερκειϊκό αμμϊνιο (Ammonium PerSulfate, APS): (NH4)S2O8 (Sigma, ΘΡΑ) 

 Ακρυλαμίδιο (Serva, Γερμανία) 

 Δις-ακρυλαµίδιο: N,N-µεκυλεν-δισ-ακρυλαµίδιο (Promega, ΘΡΑ)  

 Tween-20 (Merk Germany)  

 TEMED (Ν,Ν,Ν,Ν τετρα-μεκυλενο αικυλoδιαμίνθ) (Serva, Γερμανία)  

 Ρρωτεινικοί δείκτεσ γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ (Biorad, ΘΡΑ) 

 Τροφοδοτικό (Hoefer, ΘΡΑ) 

 Συςκευι θλεκτροφόρθςθσ (Amersham) 

 Συςκευι μεταφοράσ πρωτεϊνϊν (LKB, Bromma, Σουθδία) 

 Μεµβράνθ νιτροκυτταρίνθσ (Schleicher & Schuell)  

 Χαρτί Wattman 3MM (Amersham ΘΡΑ)  

 Μεκανόλθ, (Merk, Γερμανία) 

 Ξθρό γάλα (Regilait) χωρισ λιπαρά 

 Ρρϊτο αντίςωµα κατά τθσ πρωτεΐνθσ που κα μελετθκεί κάκε φορά  

 ∆εφτερο αντίςωµα κατά του πειραματοηωου ςτο οποίο ζχει αναπτυχκεί το 

πρϊτο αντίςωµα  

 Συςτθµα χθµειοφωταφγιασ ECL (Amersham USA) 

 Φίλµ εµφάνιςθσ υψθλισ ευαιςκθςίασ (Kodak)  

 ΢υλλογό και προετοιμαςύα δειγμϊτων 

Κατά το τζλοσ του πειράματοσ οι πνεφμονεσ αφαιρζκθκαν από τθ κωρακικι κοιλότθτα. 

Ζνα τμιμα του ιςτοφ όγκου 100 µL διαλφκθκε ςε 500µL διαλφματοσ λφςθσ (lysis buffer): 

 50 mM Tris  pH 6.8 (ρυκμιςτικό διάλυμα)  

 2% SDS (αποδιατακτικόσ ανιοντικόσ παράγοντασ) 

 5 mM EDTA (Sigma, ΘΡΑ) (χθλικόσ παράγοντασ διςκενϊν ιόντων) 

 μίγμα αναςτολζων πρωτεαςϊν (Complete, Boehringer, Germany).  

Το μίγμα ομογενοποιικθκε, υποβλικθκε ςε sonication (2’’ ςε πάγο), φυγοκεντρικθκε 

(12000 rpm για 15’) και το υπερκείμενο που περιζχει τισ πρωτεΐνεσ αποκθκεφτθκε 

ςτουσ -80°C.  

Εν ςυντομία κάκε προσ μελζτθ δείγμα αποψφχεται, προςτίκεται δείγμα φόρτωςθσ 

(loading buffer), βράηει για 5 λεπτά, τοποκετείται ςτον πάγο για 3 λεπτά και 

φυγοκεντρείται για 1 λεπτό. Με τθν διαδικαςία αυτι επιτυγχάνεται θ αποδιάταξθ των 

πρωτεϊνϊν και ςτα αμινοξζα προςδζνεται SDS το οποίο προςδίδει ςτο ςφμπλοκο 
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αρνθτικό φορτίο ανάλογο με το μοριακό βάροσ τθσ κάκε πρωτεΐνθσ, θ ψφξθ προκαλεί 

το κλείςιμο των πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων με επακόλουκθ ςτακεροποιθμζνθ 

δζςμευςθ του SDS και τθσ χρωςτικισ.  

loading buffer 10X που χρθςιμοποιικθκε (φυλάςςεται ςτουσ -20οC): 

 0.3% bromophenol blue (χρωςτικι για να βλζπουμε το δείγμα μασ) (Sigma, ΘΡΑ) 

 50% glycerol (αυξάνει το ειδικό βάροσ του δείγματοσ για να τοποκετείται ςωςτά 

το δείγμα ςτα πθγάδια) (Sigma, ΘΡΑ) 

 0.3% mercaptoethanol (αναγωγικόσ παράγων, διαςπά τουσ διςουλφιδικοφσ 

δεςμοφσ) (Sigma, ΘΡΑ) 

 lysis buffer 50% v/v.  

Αποδιατακτικό ηλεκτροφόρηςη των πρωτεώνών ςε πηκτό 

πολυακρυλαμύδησ 

Τα δείγματα θλεκτροφορικθκαν ςε πθκτι πολυακρυλαμίδθσ που περιείχε SDS. Για τθν 

θλεκτροφόρθςθ χρθςιμοποιικθκε ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ (Amersham) και 

τροφοδοτικό (Hoefer, ΘΡΑ). Για τθν εφρεςθ του μοριακοφ βάρουσ των πρωτεινϊν 

χρθςιμοποιικθκαν ωσ αναφορά πρωτεινικοί δείκτεσ γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ 

(Biorad, ΘΡΑ). Επίςθσ παραςκευάςτθκαν τα εξισ διαλφματα: 

Διάλυμα ακρυλαµίδθσ 30% - μετά τον πολυμεριςμό τθσ ακρυλαµίδθσ δθμιουργείται 

ζνασ μοριακόσ θκμόσ που με τθν εφαρμογι θλεκτρικοφ πεδίου διαχωρίηει τα ςφμπλοκα 

πρωτεϊνϊν-SDS ανάλογα με το μοριακό τουσ βάροσ 

 Ακρυλαμίδθ 29.2% (w/v) (Serva, Γερμανία) 

 Bis-ακρυλαμίδθ 0.8% (w/v) (Το μόριο αυτό ρυκμίηει το βακμό διακλάδωςθσ τθσ 

πολυακρυλαμίδθσ) (Promega, ΘΡΑ) 

∆ιάλυµα θλεκτροφόρθςθσ 10x (1λίτρο)   

 Τris/HCl 30.3g 

 Γλυκίνθ 144.2g 

 SDS 10g, pΘ 8.3 

Διάλυμα διαχωριςμοφ (running buffer) 

 Tris.HCl pΘ 8.8 1.5Μ 

 SDS 0.4 (w/v)  
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Διάλυμα επιςτοίβαξθσ (stacking buffer) 

 Tris.HCl pΘ 6.8 0.5Μ 

 SDS 0.4% (w/v)  

Ρικτωμα διαχωριςµοφ 12% (30ml)  

 ∆ιάλυµα ακρυλαµίδθσ 30% 12 ml  

 ∆ιάλυµα διαχωριςµοφ 7.5 ml  

 Απεςταγµζνο νερό 9.9 ml  

 APS 10% 300µl (απελευκερϊνει ελεφκερεσ ρίηεσ που καταλφουν τον 

πολυμεριςμό τθσ ακρυλαµίδθσ ακόμα και ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ) 

 TEMED 12µl (το TEMED επιταχφνει τον πολυμεριςμό τθσ ακρυλαμίδθσ 

καταλφοντασ τθν απελευκζρωςθ ελεφκερων ριηϊν από το APS) 

 SDS 10% 300μl 

Ρικτωµα επιςτοίβαξθσ (10ml) 

 ∆ιάλυµα ακρυλαµίδθσ 30% 1.7ml  

 ∆ιάλυµα επιςτοίβαξθσ 1.25 ml  

 Απιονιςµζνο νερό 6.8ml  

 APS 10% 100µl  

 TEMED 10µl  

 SDS 10% 100μl 

Αρχικά παραςκευάηεται το πικτωμα διαχωριςµοφ και αφινεται να πιξει ςτθν ςυςκευι 

θλεκτροφόρθςθσ. Ρροςτίκεται ςτθν ςυνζχεια το πικτωμα επιςτοίβαξθσ και 

τοποκετείται το κατάλλθλο ‘χτζνι’ µε τον αντίςτοιχο αρικµό εςοχϊν όπου φορτϊνονται 

τα δείγματα των πρωτεϊνϊν κακϊσ και ζνασ δείγμα πρωτεϊνϊν γνωςτοφ μοριακοφ 

βάρουσ (Marker), όταν ζχει ολοκλθρωκεί ο πολυμεριςμόσ τθσ ακρυλαμίδθσ. Το 

πικτωμα επιςτοίβαξθσ ζχει μεγαλφτερουσ πόρουσ από το πικτωμα διαχωριςμοφ. Οι 

πρωτεΐνεσ περνοφν πρϊτα από το πικτωμα επιςτοίβαξθσ όπου δε ςυναντοφν δυςκολία 

και το διανφουν με ταχφτθτα ανεξάρτθτθ του μοριακοφ βάρουσ, ζτςι τα δείγματα 

φτάνουν ταυτόχρονα ςτο πικτωμα διαχωριςμοφ. Τα δείγματα κινοφνται ςτο πικτωμα 

διαχωριςμοφ µε βάςθ το µοριακό τουσ βάροσ ςε θλεκτρικό πεδίο που εφαρμόηεται 

αρχικά 150V και μετά τθν διζλευςθ τουσ από το διάλυµα επιςτοίβαξθσ ςτα 280V. Θ 

θλεκτροφορθτικι κινθτικότθτα εξαρτάται από το µοριακό βάροσ τθσ πρωτεΐνθσ διότι το 
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φορτίο/µονάδα μάηασ είναι ςτακερό. Θ θλεκτροφόρθςθ των δειγμάτων διαρκεί 1-2 

ϊρεσ. 

 Μεταφορϊ των πρωτεώνών ςε νιτροκυτταρύνη 

Τα δείγματα μεταφζρκθκαν ςτθ ςυνζχεια ςε μεμβράνεσ νιτροκυτταρίνθσ.  

Διάλυμα μεταφοράσ πρωτεϊνϊν:  

 500ml διαλφματοσ θλεκτροφόρθςθσ 10x  

 1 λίτρο μεκανόλθσ 

 ο όγκοσ ρυκμίηεται ςτα 5 λίτρα με χριςθ απιονιςμζνου νεροφ 

Πταν ολοκλθρωκεί θ θλεκτροφορθτικι διαδικαςία θ πθκτι πολυακρυλαµίδθσ 

απομακρφνεται από τθν ςυςκευι. Διαχωρίηεται θ πθκτι επιςτοίβαξθσ και λαµβάνεται 

µόνο θ πθκτι διαχωριςµοφ που εμπεριζχει τισ πρωτεΐνεσ. Τοποκετείται ςτο διχτυωτό 

πλζγμα τθσ ςυςκευισ μεταφοράσ πρωτεϊνϊν ςε μορφι ‘ςάντουιτσ’ που αποτελείται 

από τα εξισ : χαρτί wattman,  πθκτι πολυακρυλαµίδθσ, μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ και 

ξανά χαρτί wattman. Το πλζγµα τοποκετείται ςτθν ςυςκευι μεταφοράσ πρωτεϊνϊν και 

εφαρμόηεται θλεκτρικό πεδίο 0.8mΑ για 1.5 ϊρα. Οι πρωτεΐνεσ ςτθν πθκτι 

πολυακρυλαµίδθσ όπωσ αναφζρκθκε είναι αρνθτικά φορτιςμζνεσ. Ρροσ τον κετικό 

πόλο τοποκετείται θ νιτροκυτταρίνθ. Οι πρωτεΐνεσ λόγω του αρνθτικοφ τουσ φορτίου 

μεταφζρονται από τθν πθκτι πολυακρυλαµίδθσ ςτθν μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ. Πταν 

τελειϊςει θ διαδικαςία τθσ μεταφοράσ θ μεμβράνθ επωάηεται με το κατάλλθλο 

αντίςωμα για τον προςδιοριςμό τθσ πρωτεΐνθσ 

 Ανοςοπροςδιοριςμόσ πρωτεώνών με υβριδοπούηςη ςε νιτροκυτταρύνη 

Διαλφματα που χρθςιμοποιικθκαν: 

∆ιάλυµα ΤΒS-T (10x) 

 Tris/HCl 20mM, pΘ 7.6 

 NaCl 137mM 

 Tween-20 0.1%  

Διάλυµα αφαίρεςθσ πρωτεϊνϊν (Stripping buffer) 

 Tris/HCl 62.5mM, pΘ 6.7 
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 β-µερκαπτοαικανόλθ  

 100mM SDS 2%  

Θ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ επωάηεται µε ξθρό γάλα 5% ςε TBS-T για 1 ϊρα ςε 

κερμοκραςία δωματίου. Με τον τρόπο αυτό δεςμεφονται οι µθ ειδικζσ κζςεισ 

δζςμευςθσ. Ακολουκεί ζκπλυςθ τθσ μεμβράνθσ µε TBS-T. Θ μεμβράνθ επωάηεται ςτθ 

ςυνζχεια µε αντίςωµα ειδικό για κάκε πρωτεΐνθ ςυνικωσ μζχρι τθν επόμενθ θμζρα 

ςτουσ 4οC υπό ανάδευςθ (οι ςυνκικεσ διαφοροποιοφνται ανάλογα µε το αντίςωµα που 

χρθςιμοποιείται). Τα αντιςϊματα Phospho- και total AKT, και phospho- και total ERK1/2 

που χρθςιμοποιικθκαν αγοράςτθκαν από τθν εταιρία Cell Signaling (MA, USA). 

Ακολουκεί ζκπλυςθ τθσ μεμβράνθσ µε TBS-T και επϊαςθ  µε το δεφτερο αντίςωµα goat 

anti-rabbit antiserum το οποίο είχε προςδεμζνθ horseradish peroxidase (Amersham, 

UK) για µία ϊρα ςε κερμοκραςία δωματίου. Θ μεμβράνθ εκπλζνεται µε TBS-T και 

επωάηεται τζλοσ µε το ςφςτθμα χθµειοφωταφγειασ (enhanced chemiluminescence – 

ECL) το οποίο αποτζλεςε το χρωμογόνο υπόςτρωμα για τθν horseradish peroxidise του 

δεφτερου αντιςϊματοσ για 1 λεπτό. Ακολουκεί ζκκεςθ ςτο φιλμ και εμφάνιςθ ςε 

εμφανιςτικό μθχάνθμα. Θ ζνταςθ τθσ κάκε ηϊνθσ είναι ανάλογθ τθσ ποςότθτασ τθσ 

ςυγκεκριμζνθσ κάκε φορά πρωτεΐνθσ και μετράται με τθν χριςθ του λογιςμικοφ Image 

Quant. 

Σε πολλζσ περιπτϊςεισ είναι αναγκαίο να γίνει ανίχνευςθ περιςςότερων από µία 

πρωτεϊνϊν ςτθν ίδια νιτροκυτταρίνθ. Αυτό γίνεται µε επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ για 30 

λεπτά ςτουσ 56οC µε το διάλυµα αφαίρεςθσ των ςυνδεδεμζνων πρωτεϊνϊν (stripping). 

Ακολουκεί ζκπλυςθ µε ΤΒS-Τ και επανάλθψθ τθσ παραπάνω διαδικαςίασ. 

Ιςτοπαθολογικό ανϊλυςη 

Για τθν ιςτοπακολογικι εξζταςθ, ζνα τμιμα πνευμονικοφ ιςτοφ τοποκετικθκε ςε 

διάλυμα φορμαλίνθσ και εμπεδϊκθκε ςε παραφίνθ. Ρρζπει να τονιςτεί ότι οι 

πνεφμονεσ δε μονιμοποιικθκαν ςε ςτακερι πίεςθ αλλά αφαιρζκθκαν όλοι με τθν ίδια 

διαδικαςία από τα ηϊα που δεν υποβλικθκαν ςτθ διαδικαςία λιψθσ 

βρογχοκυψελιδικοφ εκπλφματοσ. Ζνασ πακολογοανατόμοσ ο οποίοσ δεν ιξερε ςε τι 
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ομάδα άνθκαν τα δείγματα του πνευμονικοφ ιςτοφ χρθςιμοποίθςε ζνα απλό ςφςτθμα 

βακμολόγθςθσ(78) για να αξιολογιςει καλφτερα τισ μθ αιμορραγικζσ κακϊςεισ τθσ VILI.  

Εν ςυντομία κάκε δείγμα πιρε μία βακμολογία από το 0  μζχρι το 4:  

 0 -> φυςιολογικόσ πνεφμονασ 

 1 -> ιπιεσ βλάβεσ με προςβολι <25% του πνεφμονα 

 2 -> μζτριεσ βλάβεσ με προςβολι 25-50% του πνεφμονα 

 3 -> ςοβαρζσ βλάβεσ με προςβολι 50-75% του πνεφμονα 

 4 -> πολφ ςοβαρζσ βλάβεσ με >75% του πνεφμονα προςβεβλθμζνου 

Αυτζσ οι βακμολογίεσ δόκθκαν για τισ εξισ κατθγορίεσ ιςτικισ βλάβθσ: κυψελιδικι 

ςυμφόρθςθ, αιμορραγία, λευκοκυτταρικι διικθςθ και πάχοσ του κυψελιδικοφ 

τοιχϊματοσ. Θ άκροιςθ των επιμζρουσ βακμολογιϊν οδθγεί ςε μία ςυνολικι 

ιςτολογικι βακμολογία βλάβθσ (HIS: histological injury score), όπου το 0 αντιςτοιχεί ςε 

μία φυςιολογικι ιςτολογικι εικόνα και το 16 ςε πολφ ςοβαρι πνευμονικι βλάβθ. Τρεισ 

τομζσ από κάκε πνεφμονα και πζντε πνεφμονεσ από κάκε ομάδα μελετικθκαν και τα 

αποτελζςματα εκφραςτικαν ωσ μζςοσ όροσ ± SD (ςτακερι απόκλιςθ). 

΢τατιςτικό ανϊλυςη 

Τα αποτελζςματα εκφράηονται ςαν μζςοι όροι ± SD. Οι διαφορζσ ανάμεςα ςτισ 

μετριςεισ των ομάδων όςον αφορά τα αρτθριακά αζρια αίματοσ, τθν ιςτολογικι 

βακμολογία βλάβθσ, τθν πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα και 

τθν ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ IL-6 ςυγκρίκθκαν χρθςιμοποιϊντασ μθ-παραμετρικά 

τεςτ λόγω του μικροφ μζγεκοσ δείγματοσ, πιο ςυγκεκριμζνα χρθςιμοποιικθκαν τα τεςτ 

Kruskal Wallis και Mann-Whitney (τα οποία διορκϊκθκαν κατά Bonferroni για 

πολλαπλζσ ςυγκρίςεισ), χρθςιμοποιϊντασ το ςτατιςτικό πρόγραμμα SPSS. Στατιςτικά 

ςθμαντικά αποτελζςματα ορίηονται αυτά τα οποία ζχουν τιμι p  μικρότερθ από 0.05 

(χρθςιμοποιικθκε προςζγγιςθ Monte Carlo για τα δεδομζνα από ELISA assays). Θ 

καμπφλθ τθσ ςτατικισ αναλογίασ πίεςθσ/όγκου αναλφκθκε με τθ ςιγμοειδι εξίςωςθ 

που προτάκθκε από τουσ Venegas et al.(80) χρθςιμοποιϊντασ το λογιςμικό Origin.  
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ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

 

Πλα τα ποντίκια ιταν ηωντανά ςτο τζλοσ του πειράματοσ. 

Θ μζγιςτθ πίεςθ των αεραγωγϊν ιταν ςτο εφροσ 10-11 cmH2O και θ ΔPawpeak ιταν 

μικρότερθ από 1 cmH2O ςε όλα τα ηϊα που υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό.  

Στο τζλοσ του πειράματοσ αρτθριακό αίμα ελιφκθ από τθν αριςτερι κοιλία και 

διεξιχκθ ανάλυςθ αερίων αίματοσ. Δεν υπιρχαν ςθμαντικζσ διαφοροποιιςεισ ςτα 

αζρια αρτθριακοφ αίματοσ ανάμεςα ςτισ ομάδεσ των ηϊων που υποβλικθκαν ςε 

μθχανικό αεριςμό (Ρίνακασ 1).  

Πλα τα ηϊα που υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό παρουςίαςαν ςε κάποιο βακμό 

μεταβολικι οξζωςθ, αλλά δεν υπιρχαν διαφορζσ ςτο pH του αρτθριακοφ αίματοσ 

ανάμεςα ςτισ ομάδεσ.  

Εικόνα 6 Πειραματικό Διϊταξη Σα 
ζώα υποβλόθηκαν ςε μηχανικό 
αεριςμό χρηςιμοποιώντασ ϋναν 
εμπορικϊ διαθϋςιμο αναπνευςτόρα 
ποντικών (Πύςω) ικανό να παρϋχει 
ελϊχιςτη ειςπνευςτικό ροό 10 
mL/min. Η πύεςη των αεραγωγών 
(Paw) μετρόθηκε από μύα πλαώνό θύρα 
του κυκλώματοσ χρηςιμοποιώντασ 
ϋναν μετατροπϋα πύεςησ. Η 
δειγματοληψύα του ςόματοσ Paw ϋγινε 
με ςυχνότητα 150Hz και 
αποθηκεύτηκε ςε υπολογιςτό για 
περαιτϋρω ανϊλυςη. Κατϊ τη διϊρκεια 
του πειρϊματοσ, η θερμοκραςύα του 
ορθού ελεγχόταν και διατηρούταν ςε 
φυςιολογικϊ επύπεδα με τη χρόςη 
θερμοςτϊτη θϋρμανςησ ςυνδεδεμϋνο 
με λϊμπα (δε φαύνεται ςτην εικόνα).  
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Πίνακασ 1  Ρυθμίςεισ αεριςμοφ διαφορετικών ομάδων και αζρια αρτηριακοφ 

αίματοσ 2 ώρεσ μετά από μηχανικό αεριςμό. Τα αρτθριακά αζρια αίματοσ 

(μετρικθκαν ςε αναλυτι αερίων) ιταν παρόμοια ςε όλεσ τισ ομάδεσ και δεν 

παρατθρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (PaO2 p=0.86, PaCO2 p=0.57, pH 

p=0.88). Οι τιμζσ είναι μζςοσ όροσ ± ςτακερι απόκλιςθ, n=13 ηϊα για κάκε ομάδα, τα 

αζρια αρτθριακοφ αίματοσ μετρικθκαν ςτο τζλοσ του πειράματοσ ςε 8 ηϊα ανά 

ομάδα.. Συντομογραφίεσ: RR = αναπνευςτικι ςυχνότθτα, VT = όγκοσ αεριςμοφ, Ti = 

ειςπνευςτικόσ χρόνοσ, Flowmean = μζςθ ειςπνευςτικι ροι, Paw peak = δυναμικι 

κορυφι πίεςθσ αεραγωγϊν, ΔPaw = διαφορά ςτθ δυναμικι κορυφι πίεςθ αεραγωγϊν 

πριν και μετά από παφςθ 5 δευτερολζπτων που αντιπροςωπεφει τθν δυναμικι 

ενδογενι τελοεκπνευςτικι πίεςθ, PEEP = κετικι τελοεκπνευςτικι πίεςθ και PaO2, 

PaCO2 = μερικι πίεςθ αρτθριακοφ μοριακοφ αντίςτοιχα οξυγόνου και διοξειδίου του 

άνκρακα. 

 RR120VT10 RR80VT12 RR160VT8 RR160VT10 

RR (breaths/min) 120 80 160 10 

VT (mL/kg) 10 12 8 10 

Ti (sec) 0.18 0.24 0.16 0.15 

Ti/Ttotal 1/1.8 1/2 1/1.7 1/1.7 

Flowmean (ml/min) 96±5.8 87±4.9 86±6.8 92±4.6 

Paw peak (cm H2O) 11.7±0.7 9.9±0.5 10.9±0.4 8.9±0.8 

ΔPaw (cm H2O) 0.65±0.1 0.75±0.1 0.22±0.1 0.9±0.2 

PEEP (cm H2O) 1.5 1.5 1.5 1.5 

FiO2 (%) 100 100 100 100 

PaO2 (mm Hg) 369±57 352±47 354±47 340±37 

PaCO2 (mm Hg) 31±8 36±11 39±14 39±17 

pH 7.25±0.07 7.27±0.06 7.24±0.12 7.26±0.02 

  



 ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ| ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 33 

 

Δεν υπόρχε ςημαντικό διαφορϊ ςτην μηχανικό των πνευμόνων 

ανϊμεςα ςτα ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό και ούτε 

ςτα ζώα που υποβλόθηκαν ςε διαφορετικϋσ ςυνθόκεσ μηχανικού 

αεριςμού. 

Θ καμπφλθ τθσ ςτατικισ αναλογίασ πίεςθσ/όγκου για το αναπνευςτικό ςφςτθμα 

ςχεδιάςτθκε ςτο τζλοσ του πειράματοσ (μετά τθ κανάτωςθ του ηϊου με χοριγθςθ 

μεγάλθσ δόςθσ αναιςκθτικοφ) με κλιμακωτι (βιμα = 100μL) χειροκίνθτθ εμφφςθςθ και 

αναρρόφθςθ των πνευμόνων μζχρι θ πίεςθ να φτάςει τα 30 cmH2O ςτο τζλοσ τθσ 

εμφφςθςθσ *το οποίο αντιςτοιχεί ςτθ ςυνολικι χωρθτικότθτα πνεφμονα (TLC = total 

lung capacity)+ και τα 0 cmH2O ςτο τζλοσ τθσ αναρρόφθςθσ, όπωσ ζχει περιγραφεί και 

αλλοφ (79). 

Αυτι θ μεκοδολογία εφαρμόςτθκε δφο φορζσ ςε κάκε ηϊο. Θ καμπφλθ τθσ ςτατικισ 

αναλογίασ πίεςθσ/όγκου αναλφκθκε με τθ ςιγμοειδι καμπφλθ που προτάκθκε από 

τουσ Venegas et al. (80). 

Οι καμπφλεσ τθσ ςτατικισ αναλογίασ πίεςθσ/όγκου για το αναπνευςτικό ςφςτθμα τόςο 

για τθν εμφφςθςθ όςο και για τθ αναρρόφθςθ δεν διζφεραν ςθμαντικά ανάμεςα ςτισ 

ομάδεσ (Εικόνα 7), πράγμα που ςθμαίνει ότι θ ενδοτικότθτα του αναπνευςτικοφ 

ςυςτιματοσ δεν επθρεάςτθκε οφτε από το μθχανικό αεριςμό οφτε από τισ 

διαφορετικζσ ςυνκικεσ μθχανικοφ αεριςμοφ. 
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Εικόνα 7  Οι καμπύλεσ τησ ςτατικόσ αναλογύασ πύεςησ/όγκου για το αναπνευςτικό 

ςύςτημα δεν διϋφεραν ανϊμεςα ςτισ ομϊδεσ ζώων που δεν υποβλόθηκαν ςε 

μηχανικό αεριςμό (no-MV) και ςε ζώα τα οπούα υποβλόθηκαν ςε διαφορετικϋσ 

ςυνθόκεσ μηχανικού αεριςμού. Η καμπύλη τησ ςτατικόσ αναλογύασ πύεςησ/όγκου για 

το αναπνευςτικό ςύςτημα ςχεδιϊςτηκε ςτο τϋλοσ του πειρϊματοσ, μετϊ τη θανϊτωςη του 

ζώου με χορόγηςη μεγϊλησ δόςησ αναιςθητικού, με κλιμακωτό χειροκύνητη εμφύςηςη 

(βόμα = 100μL) και αναρρόφηςη των πνευμόνων μϋχρι η πύεςη να φτϊςει τα 30 cmH2O 

ςτο τϋλοσ τησ εμφύςηςησ, το οπούο αντιςτοιχεύ ςτη ςυνολικό χωρητικότητα πνεύμονα για 

διϊςτημα 2 ωρών. Κϊθε καμπύλη ϋχει ςχεδιαςτεύ χρηςιμοποιώντασ τη ςιγμοειδό καμπύλη 

που περιγρϊφηκε από τουσ Venegas et al. η οπούα προςαρμόζεται ςτα δεδομϋνα και 

αντιπροςωπεύει το μϋςο όρο από όλα τα ζώα μύασ ομϊδασ  (n=5 ζώα για κϊθε ομϊδα). Για 

λόγουσ ευκρύνειασ, η καμπύλη από την αναρρόφηςη δε φαύνεται ςτο ςχόμα. 
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Σα ζώα που υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό παρουςύαςαν αύξηςη 

τησ ολικόσ ςυγκϋντρωςησ πρωτεώνών ςτο βρογχοκυψελιδικό 

ϋκπλυμα. Η αύξηςη όταν ςημαντικϊ μικρότερη ςτισ ομϊδεσ RR80VT12 

και RR160VT8. 

Μετά το κάνατο του ηϊου με μεγάλθ δόςθ αναιςκθτικοφ, πραγματοποιικθκε με 

ςφριγγα ινςουλίνθσ ενδοτραχειακι ζγχυςθ φυςιολογικοφ οροφ (normal saline) ο οποίοσ 

ςυλλζχτθκε και επανεγχφκθκε δφο φορζσ ςτουσ πνεφμονεσ. Σε αυτό το υγρό 

(βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα) που πιραμε υπολογίςαμε τθν ολικι ςυγκζντρωςθ 

πρωτεϊνϊν, αφοφ πρϊτα απομονϊςαμε μετά από φυγοκζντρθςθ το υπερκείμενο που 

περιείχε τισ πρωτεΐνεσ. 

Θ πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα μετρικθκε με τθ μζκοδο 

Bradford χρθςιμοποιϊντασ ζνα protein assay kit τθσ Bio-Rad με bovine serum albumin 

για τθν καταςκευι τθσ καμπφλθσ ςυγκζντρωςθσ.  

Ο μθχανικόσ αεριςμόσ ανεξάρτθτα από το ποιεσ ςυνκικεσ αεριςμοφ χρθςιμοποιικθκαν 

ςτθ παροφςα μελζτθ οδιγθςε ςε μία ςτατιςτικά ςθμαντικι (p<0.05) αφξθςθ ςτθν ολικι 

ςυγκζντρωςθ πρωτεϊνϊν ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα ςε ςφγκριςθ πάντα με τα ηϊα 

τα οποία δεν υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό.  

Θ αφξθςθ αυτι ιταν ςθμαντικά μικρότερθ ςτισ ομάδεσ RR80VT12 και RR160VT8. Ριο 

ςυγκεκριμζνα ςτθν ομάδα RR80VT12, θ ολικι ςυγκζντρωςθ ιταν ςτατιςτικά ςθμαντικά 

μικρότερθ (p<0.05) από τισ ομάδεσ RR120VT10 και RR160VT10. Στθν ομάδα RR160VT8, θ 

ολικι ςυγκζντρωςθ ιταν ςτατιςτικά ςθμαντικά μικρότερθ (p<0.05) από τθν ομάδα 

RR120VT10  (Εικόνα 8). 
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Εικόνα 8  Δύο ώρεσ μηχανικού αεριςμού εύχαν ωσ αποτϋλεςμα την 

αύξηςη τησ ολικόσ ςυγκϋντρωςησ πρωτεώνών ςε όλεσ τισ πειραματικϋσ 

ςυνθόκεσ. Μετϊ το θϊνατο του ζώου με μεγϊλη δόςη αναιςθητικού, 

πραγματοποιόθηκε με ςύριγγα ινςουλύνησ ενδοτραχειακό ϋγχυςη 

φυςιολογικού ορού (normal saline) ο οπούοσ ςυλλϋχτηκε και επανεγχύθηκε 

δύο φορϋσ ςτουσ πνεύμονεσ. ΢ε αυτό το υγρό (βρογχοκυψελιδικό ϋκπλυμα) 

που πόραμε υπολογύςαμε την ολικό ςυγκϋντρωςη πρωτεώνών, αφού πρώτα 

απομονώςαμε μετϊ από φυγοκϋντρηςη το υπερκεύμενο που περιεύχε τισ 

πρωτεύνεσ. Η αύξηςη ςτην ολικό ςυγκϋντρωςη πρωτεώνών όταν ςημαντικϊ 

μικρότερη ςτα ποντύκια τα οπούα ϊνηκαν ςτην ομϊδα μηχανικού αεριςμού 

RR80VT12 και RR160VT8 και ςτα ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε μηχανικό 

αεριςμό. ΢το ιςτόγραμμα απεικονύζονται οι μϋςοι όροι ± τυπικό απόκλιςη τησ 

ολικόσ ςυγκϋντρωςησ πρωτεώνών ςτο βρογχοκυψελιδικό ϋκπλυμα ςε n=8 

ζώα ανϊ ομϊδα. *p<0.05 ςε ςύγκριςη με τα ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε 

μηχανικό αεριςμό. #p<0.05 ςε ςύγκριςη με τισ ομϊδεσ RR120VT10 και 

RR160VT10. ^ p<0.05 ςε ςύγκριςη με την ομϊδα RR120VT10. 
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Η IL-6 ςτο βρογχοκυψελιδικό ϋκπλυμα όταν ςημαντικϊ μικρότερη 

ςτισ ομϊδεσ RR80VT12 και RR160VT8, ςε ςύγκριςη με τισ ομϊδεσ 

RR120VT10 και RR160VT10. ΢τα ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε μηχανικό 

αεριςμό η IL-6 ςτο βρογχοκυψελιδικό υγρό δεν όταν ανιχνεύςιμη. 

Μετά το κάνατο του ηϊου με μεγάλθ δόςθ αναιςκθτικοφ, πραγματοποιικθκε με χριςθ 

ςφριγγασ ινςουλίνθσ ενδοτραχειακι ζγχυςθ φυςιολογικοφ οροφ (normal saline) ο 

οποίοσ ςυλλζχτθκε και επανεγχφκθκε δφο φορζσ ςτουσ πνεφμονεσ. Σε αυτό το υγρό 

(βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα) που πιραμε υπολογίςαμε τθν ολικι ςυγκζντρωςθ 

πρωτεινϊν, αφοφ πρϊτα απομονϊςαμε μετά από φυγοκζντρθςθ το υπερκείμενο που 

περιείχε τισ πρωτείνεσ.  

Ο προςδιοριςμόσ τθσ κυτοκίνθσ IL-6 ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα γίνεται με τθν 

ανοςοενηυμικι μζκοδο ELISA.  

Θ ποςοτικι εκτίμθςθ κάκε δείγματοσ γίνεται με τθ χριςθ πρότυπθσ καμπφλθσ θ οποία 

λαμβάνεται από τθν ταυτόχρονθ μζτρθςθ των δειγμάτων γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων 

ιντερλευκινϊν. Τα δείγματα αραιϊνονται κατάλλθλα όπου χρειάηεται ϊςτε οι τιμζσ 

μζτρθςισ τουσ να βρίςκονται μζςα ςτα όρια τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ. Θ ευαιςκθςία τθσ 

μεκόδου για τθν IL-6 είναι 1.6 pg/ml. 

Τα επίπεδα τθσ ιντερλευκίνθσ 6 (IL-6) ςτο βρογχοκυψελιδικό ζκπλυμα ιταν ςθμαντικά 

μικρότερο ςτθν ομάδα RR80VT12 και RR160VT8 ςε ςφγκριςθ με τισ ομάδεσ RR120VT10 και 

RR160VT10. Στα ηϊα που δεν υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό, θ IL-6 ιταν ςε μθ 

ανιχνεφςιμα επίπεδα. Οι διαφορζσ αυτζσ παρζμειναν όταν θ ςυγκζντρωςθ του IL-6 

διορκϊκθκε με βάςθ τθν ολικι ςυγκζντρωςθ πρωτεϊνϊν ςτο βρογχοκυψελιδικό 

ζκπλυμα και το βάροσ των ηϊων. 
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Εικόνα 9  Δύο ώρεσ μηχανικού αεριςμού οδόγηςαν ςε αύξηςη τησ 

ιντερλευκύνησ 6 ςτο βρογχοκυψελιδικό ϋκπλυμα ςε όλεσ τισ πειραματικϋσ 

ςυνθόκεσ. Μετϊ το θϊνατο του ζώου με μεγϊλη δόςη αναιςθητικού, 

πραγματοποιόθηκε με ςύριγγα ινςουλύνησ ενδοτραχειακό ϋγχυςη φυςιολογικού 

ορού (normal saline) ο οπούοσ ςυλλϋχτηκε και  επανεγχύθηκε δύο φορϋσ ςτουσ 

πνεύμονεσ. ΢ε αυτό το υγρό (βρογχοκυψελιδικό ϋκπλυμα) που πόραμε 

υπολογύςαμε την ολικό ςυγκϋντρωςη πρωτεινών, αφού πρώτα απομονώςαμε 

μετϊ από φυγοκϋντρηςη το υπερκεύμενο που περιεύχε τισ πρωτεύνεσ. Η αύξηςη 

ςτην ολικό ςυγκϋντρωςη πρωτεώνών όταν ςημαντικϊ μικρότερη ςτα ποντύκια τα 

οπούα ϊνηκαν ςτην ομϊδα μηχανικού αεριςμού RR80VT12 και RR160VT8. Η IL-6 

όταν μη ανιχνεύςιμη ςτα ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό. ΢το 

ιςτόγραμμα απεικονύζονται οι μϋςοι όροι ± τυπικό απόκλιςη τησ ολικόσ 

ςυγκϋντρωςησ πρωτεώνών ςτο βρογχοκυψελιδικό ϋκπλυμα ςε n=8 ζώα ανϊ 

ομϊδα. *p<0.05 ςε ςύγκριςη με τα ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε μηχανικό 

αεριςμό. #p<0.05 ςε ςύγκριςη με τισ ομϊδεσ RR120VT10 και RR160VT10. 

ευαιςθηςύα τησ μεθόδου εύναι 1.6 pg/ml. 
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Η ιςτοπαθολογικό ανϊλυςη επιβεβαύωςε ότι ο μηχανικόσ αεριςμόσ 

ςτισ ομϊδεσ RR80VT12 και RR160VT8 ςχετύζεται με προςτατευτικό 

δρϊςη ενϊντια ςτην ανϊπτυξη τησ VILI. 

Για τθν ιςτοπακολογικι εξζταςθ, ζνα τμιμα πνευμονικοφ ιςτοφ - μετά το κάνατο του 

ηϊου με υπερβολικι δόςθ ενδοπεριτοναϊκισ ζνεςθσ αναιςκθτικοφ - τοποκετικθκε ςε 

διάλυμα φορμαλίνθσ και εμπεδϊκθκε ςε παραφίνθ.  

Ρρζπει να τονιςτεί ότι οι πνεφμονεσ δε μονιμοποιικθκαν ςε ςτακερι πίεςθ αλλά 

αφαιρζκθκαν όλοι με τθν ίδια διαδικαςία από τα ηϊα που δεν υποβλικθκαν ςτθ 

διαδικαςία λιψθσ βρογχοκυψελιδικοφ εκπλφματοσ. 

Θ ιςτοπακολογικι ανάλυςθ επιβεβαίωςε ότι ο μθχανικόσ αεριςμόσ ςτισ ομάδεσ 

RR80VT12 και RR160VT8 ςχετίηεται με προςτατευτικι δράςθ ενάντια ςτθν ανάπτυξθ τθσ 

VILI (Εικόνα 10).  

Θ αρχιτεκτονικι των κυψελίδων διατθρικθκε ςε όλα τα δείγματα και δεν 

παρατθρικθκαν υαλοειδείσ μεμβράνεσ. Στισ ομάδεσ RR120VT10 και RR160VT10 

παρατθρικθκε πιο ζντονθ εςτιακι διικθςθ λευκοκυττάρων, πάχυνςθ των κυψελιδικϊν 

τοιχωμάτων, κυψελιδικι ςυμφόρθςθ από ότι ςτισ ομάδεσ RR80VT12 και RR160VT8 (Εικόνα 

10). Στθν ομάδα RR120VT10 υπιρχαν περιοχζσ όπου εντοπίςτθκε ιπια μορφι 

αιμορραγίασ, ενϊ ςτθν ομάδα RR160VT10 παρατθρικθκαν περιςςότερεσ αιμορραγικζσ 

περιοχζσ. Στισ ομάδεσ RR80VT12 και RR160VT8 παρατθρικθκε ιπιασ μορφισ κυψελιδικι 

ςυμφόρθςθ και πάχυνςθ των κυψελιδικϊν τοιχωμάτων. 
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Εικόνα 10 Αντιπροςωπευτικϋσ εικόνεσ 

τομόσ πνεύμονα με χρώςη 

αιματοξυλύνησ-ηωςύνησ (μεγϋθυνςη 

Φ100) ποντικιών που υποβλόθηκαν ςε 

μηχανικό αεριςμό για 2 ώρεσ με 

διαφορετικϋσ ςυνθόκεσ αεριςμού. Για 

την ιςτοπαθολογικό εξϋταςη, ϋνα τμόμα 

πνευμονικού ιςτού τοποθετόθηκε ςε 

διϊλυμα φορμαλύνησ και εμπεδώθηκε ςε 

παραφύνη. A) RR120VT10 B) RR80VT12 C) 

RR160VT8 D) RR160VT10 E) ζώα που δεν 

υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό, από 

n=5 ζώα ανϊ ομϊδα. ΢τισ ομϊδεσ και ομϊδεσ  

RR80VT12  (B) και RR160VT8 (C) 

παρατηρόθηκε όπιασ μορφόσ κυψελιδικό 

ςυμφόρηςη και πϊχυνςη των κυψελιδικών 

τοιχωμϊτων. ΢τισ ομϊδεσ RR120VT10 (Α) και 

RR80VT12 (D) παρατηρόθηκε πιο ϋντονη 

εςτιακό λευκοκυτταρικό διόθηςη, πϊχυνςη 

των κυψελιδικών τοιχωμϊτων όπωσ επύςησ 

και αιμορραγικϋσ περιοχϋσ. Σϋλοσ, ςτην 

ομϊδα RR80VT12 (D) παρατηρόθηκαν 

περιςςότερεσ αιμορραγικϋσ περιοχϋσ 
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Για τθν ποςοτικοποίθςθ των αποτελεςμάτων από τθν ιςτολογικι εξζταςθ (Εικόνα 11) 

χρθςιμοποιιςαμε μία ςυνολικι ιςτολογικι βακμολογία βλάβθσ (HIS = histological 

injury score), όπου το 0 αντιςτοιχεί ςε μία φυςιολογικι ιςτολογικι εικόνα και το 16 ςε 

πολφ ςοβαρι πνευμονικι βλάβθ.  

Για τθν εξαγωγι αυτισ τθσ ςυνολικισ βακμολογίασ χρθςιμοποιικθκε ζνα απλό 

ςφςτθμα βακμολόγθςθσ (78) για να αξιολογιςει καλφτερα τισ μθ αιμορραγικζσ 

κακϊςεισ τθσ VILI όπου λάβαμε υπόψθ μασ τουσ εξισ παράγοντεσ που 

προαναφζρκθκαν: κυψελιδικι ςυμφόρθςθ, αιμορραγία, λευκοκυτταρικι διικθςθ και 

πάχοσ του κυψελιδικοφ τοιχϊματοσ (βλ. Υλικά και Μζκοδοι)..  

Εν ςυντομία κάκε δείγμα πιρε μία βακμολογία από το 0  μζχρι το 4 ςτον κάκε 

επιμζρουσ τομζα:  

 0 -> φυςιολογικόσ πνεφμονασ 

 1 -> ιπιεσ βλάβεσ με προςβολι <25% του πνεφμονα 

 2 -> μζτριεσ βλάβεσ με προςβολι 25-50% του πνεφμονα 

 3 -> ςοβαρζσ βλάβεσ με προςβολι 50-75% του πνεφμονα 

 4 -> πολφ ςοβαρζσ βλάβεσ με >75% του πνεφμονα προςβεβλθμζνου 

Θ άκροιςθ των επιμζρουσ βακμολογιϊν οδθγεί ςε μία ςυνολικι ιςτολογικι 

βακμολογία βλάβθσ, όπου το 0 αντιςτοιχεί ςε μία φυςιολογικι ιςτολογικι εικόνα και 

το 16 ςε πολφ ςοβαρι πνευμονικι βλάβθ.  

Τρεισ τομζσ από κάκε πνεφμονα και πζντε πνεφμονεσ από κάκε ομάδα μελετικθκαν και 

τα αποτελζςματα εκφραςτικαν ωσ μζςοσ όροσ ± SD (ςτακερι απόκλιςθ). 
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Εικόνα 11  ΢υνολικό ιςτολογικό βαθμολογύα βλϊβησ (HIS = 

histological injury score) όλων των ομϊδων τησ μελϋτησ μασ. Για να 

αξιολογιςουμε καλφτερα τισ μθ αιμορραγικζσ κακϊςεισ τθσ VILI όπου λάβαμε 

υπόψθ μασ ςτη βαθμονόμηςη τησ ςυνολικόσ ιςτολογικόσ βαθμολογύα 

βλϊβησ τουσ εξισ επιμζρουσ παράγοντεσ που προαναφζρκθκαν: κυψελιδικι 

ςυμφόρθςθ, αιμορραγία, λευκοκυτταρικι διικθςθ και πάχοσ του κυψελιδικοφ 

τοιχϊματοσ (βλ. Τλικϊ και Μϋθοδοι). Σο 0 αντιςτοιχεύ ςε μύα φυςιολογικό 

ιςτολογικό εικόνα και το 16 ςε πολύ ςοβαρό πνευμονικό βλϊβη. Οι ομϊδεσ 

RR120VT10 και RR80VT12 ςυγκϋντρωςαν πολύ υψηλό βαθμολογύα ςε 

αντύθεςη με τισ ομϊδεσ RR80VT12 και RR160VT8. ΢το ιςτόγραμμα 

αναπαρύςτανται οι μϋςοι όροι ± τυπικό απόκλιςη. *p<0.05 ςε ςύγκριςη με 

τα ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό, RR80VT12 και RR160VT8. 

#p<0.05 ςε ςύγκριςη με τισ ομϊδεσ RR120VT10. 
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Η φωςφορυλύωςη των AKT και ERK1/2 αυξόθηκε ςε όλα τα ζώα που 

υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό. ΢την ομϊδα RR80VT12 η 

φωςφορυλύωςη των AKT και ERK1/2 μειώθηκε ςημαντικϊ ςε 

ςύγκριςη με όλεσ τισ ϊλλεσ ομϊδεσ ζώων που υποβλόθηκαν ςε 

μηχανικό αεριςμό. 

Για τθν ανάλυςθ ςτυπϊματοσ κατά Western, ζνα τμιμα πνευμονικοφ ιςτοφ μετά το 

κάνατο του ηϊου με υπερβολικι δόςθ ενδοπεριτοναϊκισ ζνεςθσ αναιςκθτικοφ 

λιφκθκε και αξιοποιικθκε για τθν ποςοτικοποίθςθ των επιμζρουσ πρωτεϊνϊν.  

Τα τμιματα πνευμονικοφ ιςτοφ λιφκθκαν από ηϊα που δεν υποβλικθκαν ςτθ 

διαδικαςία λιψθσ βρογχοκυψελιδικοφ εκπλφματοσ. 

Θ ανάλυςθ ςτυπϊματοσ κατά Western πραγματοποιικθκε όπωσ ζχει προθγουμζνωσ 

περιγραφεί (81). Συνοπτικά θ διαδικαςία αυτι περιλαμβάνει ςυλλογι και 

προετοιμαςία των δειγμάτων, θλεκτροφόρθςθ τουσ ςε πθκτι πολυακρυλαµίδθσ ςε 

ςυνκικεσ αποδιάταξθσ με χριςθ SDS, μεταφορά των πρωτεϊνϊν από τθν πθκτι 

πολυακρυλαµίδθσ ςε μεµβράνθ νιτροκυτταρίνθσ, υβριδοποίθςι τθσ µε το αντίςτοιχα 

κάκε φορά αντίςωμα και ανίχνευςθ τθσ εκάςτοτε πρωτεΐνθσ µε ςφςτθμα 

χθµειοφωταφγειασ ECL. 

Είναι γνωςτό ότι τα AKT και ERK1/2 ενεργοποιοφνται κατά τθν υπερδιάταςθ. Θ 

φωςφορυλίωςθ των AKT και ERK1/2 ςτθν μελζτθ μασ ιταν αυξθμζνθ ςε όλα τα ηϊα 

που υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό. Στθν ομάδα RR80VT12, θ φωςφορυλίωςθ των 

AKT και ERK1/2 ιταν ςθμαντικά μειωμζνθ ςε ςφγκριςθ με τισ άλλεσ ομάδεσ ηϊων που 

υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό (Εικόνα 12).  
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Εικόνα 12  ΢τύπωμα κατϊ WESTERN το οπούο μετρϊει τη φωςφορυλύωςη 

των AKT και ERK1/2. Λόφθηκαν τμόματα πνευμονικού ιςτού μετϊ το τϋλοσ 

του πειρϊματοσ από ζώα όλων των ομϊδων, τα οπούα δεν εύχαν υποβληθεύ ςε 

διαδικαςύα λόψησ βρογχοκυψελιδικού εκπλύματοσ. Η φωςφορυλύωςη των AKT 

και ERK1/2 όταν αυξημϋνη ςε όλεσ τισ ομϊδεσ ζώων που υποβλόθηκαν ςε 

μηχανικό αεριςμό για 2 ώρεσ με διαφορετικϋσ ςυνθόκεσ αεριςμού ςε ςύγκριςη 

με τα ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό. ΢την ομϊδα RR80VT12 η 

φωςφορυλύωςη των AKT και ERK1/2 όταν ςημαντικϊ μειωμϋνη ςε ςύγκριςό με 

όλεσ τισ ϊλλεσ ομϊδεσ που υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό. ΢την εικόνα 

φαύνονται αντιπροςωπευτικϋσ εικόνεσ από ςτυπώματα κατϊ WESTERN των 

φωςφορυλιωμϋνων και ολικών AKT (Α)  και ERK1/2 (Β) από δεύγματα 

πνεύμονα που λόφθηκαν ςτο τϋλοσ κϊθε πειρϊματοσ και από κϊτω 

ιςτογρϊμματα μετϊ από ςτατιςτικό ανϊλυςη (n=4) των αποτελεςμϊτων. Σο 

ιςοφόρτωμα ελϋγχεται με τισ ολικϋσ (φωςφορυλιωμϋνεσ και μη) AKT  και 

ERK1/2, και όλεσ οι ομϊδεσ εκφρϊζονται ωσ επύ τοισ εκατό τησ ομϊδασ ελϋγχου 

(ζώα που δεν υποβλόθηκαν ςε μηχανικό αεριςμό). *p<0.05 ςε ςύγκριςη με τισ 

ομϊδεσ μηχανικού αεριςμού RR120VT10, RR160VT8 και RR160VT10. 
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΢ΤΖΗΣΗ΢Η 

 

Στθν παροφςα μελζτθ εξετάςαμε τθν επίδραςθ διαφορετικϊν αναπνευςτικϊν 

ςυχνοτιτων ςτθν ανάπτυξθ πνευμονικισ βλάβθσ από μθχανικό αεριςμό ςε ζνα μοντζλο 

ποντικοφ ςε φυςιολογικοφσ πνεφμονεσ. Χρθςιμοποιιςαμε ςυμβατικό όγκο αεριςμοφ 

ςτοχεφοντασ ςε φυςιολογικό PaCO2, ςυνκικεσ οι οποίεσ χρθςιμοποιοφνται ςτθν κλινικι 

πράξθ. Τα κφρια ευριματα τθσ ζρευνάσ μασ μποροφν να ςυνοψιςτοφν ςτα παρακάτω: 

1. Ο μθχανικόσ αεριςμόσ ανεξαρτιτωσ από τα μοντζλα μθχανικοφ αεριςμοφ που 

επιλζγονται ςχετίηεται με αυξθμζνθ απελευκζρωςθ κυτοκινϊν ςτον πνεφμονα 

και ςτθν ςυςτθματικι κυκλοφορία χωρίσ αλλαγζσ ςτθ μθχανικι του 

αναπνευςτικοφ ςυςτιματοσ. 

2. Θ αυξθμζνθ όμωσ αναπνευςτικι ςυχνότθτα οδθγεί ςε βλάβθ του πνεφμονα θ 

οποία μπορεί να αποτραπεί με τθν ταυτόχρονθ μείωςθ του όγκου αεριςμοφ 

3. Θ μείωςθ τθσ αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ ακόμα και ςε ςυνδυαςμό με ελαφρά 

αυξθμζνο όγκο αεριςμοφ ςχετίηεται με μείωςθ τθσ φλεγμονισ ςτον πνεφμονα 

και ςε μειωμζνθ φωςφορυλίωςθ των κιναςϊν που ενεργοποιοφνται με τθν 

υπερδιάταςθ, των AKT και ERK1/2 

Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ οι οποίεσ εκτίμθςαν τθν επίδραςθ τθσ ςυχνότθτασ αεριςμοφ ςε 

ex vivo και in vivo μοντζλα ζδειξαν μία προςτατευτικι λειτουργία τθσ χαμθλισ 

ςυχνότθτασ αεριςμοφ ςε βλάβθ του πνεφμονα θ οποία προκαλείται από τον υψθλό 

όγκο αεριςμοφ (20-40 mL/kg) και από μθχανικό αεριςμό με υψθλι πίεςθ αεραγωγϊν 

(70, 71, 73). Στθν μελζτθ των Rich et al. (71) θ ελάττωςθ τθσ αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ 

μείωςε τθ VILI μόνο όταν χρθςιμοποιοφταν υψθλόσ όγκοσ αεριςμοφ. Ζνα μειονζκτθμα 

αυτισ τθσ μελζτθσ ιταν ότι δεν ελεγχόταν θ ειςπνευςτικι ροι και θ PaCO2. Αρκετζσ 

μελζτεσ ζχουν δείξει ότι τόςο θ ειςπνευςτικι ροι όςο και θ PaCO2 μποροφν να 

επθρεάςουν τθν ανάπτυξθ τθσ VILI (69, 72). Στθν μελζτθ μασ οι δφο αυτζσ μεταβλθτζσ 

είχαν ελάχιςτεσ διαφορζσ και αυτό ιταν αποτζλεςμα των ρυκμίςεων του μθχανικοφ 

αεριςμοφ και παρατθριςαμε ότι θ αναπνευςτικι ςυχνότθτα μπορεί να επθρεάςει τθν 
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ανάπτυξθ τθσ VILI ακόμα και όταν ο όγκοσ αεριςμοφ ιταν ςτθν περιοχι των 10 mL/kg. 

Ραρατθριςαμε επίςθσ ότι ελάττωςθ του όγκου αεριςμοφ ςε υψθλζσ ςυχνότθτεσ 

αεριςμοφ απζτρεψε τθν ανάπτυξθ τθσ VILI. Τα αποτελζςματα αυτά ςυμφωνοφν με τα 

ευριματα των Bshouty and Younes (82) που ζδειξαν, ςε ζνα ex vivo μοντζλο, ότι το 

πνευμονικό οίδθμα ελαττϊκθκε ςε υψθλι ςυχνότθτα με μείωςθ του όγκου αεριςμοφ. 

Θ ανάπτυξθ τθσ VILI ςε μοντζλα φυςιολογικοφ πνεφμονα δεν ζχει αποςαφθνιςτεί 

ακόμα. Ενϊ μερικζσ μελζτεσ ςε ηωικά μοντζλα (61, 83) ζχουν δείξει ότι ο μθχανικόσ 

αεριςμόσ με ελαττωμζνο όγκο αεριςμοφ (6-7 mL/kg) δεν είναι βλαπτικόσ, άλλεσ 

μελζτεσ (78, 84-87) ζχουν δείξει μζτρια αφξθςθ τθσ εμφάνιςθσ VILI με ςυμβατικό όγκο 

αεριςμοφ και πίεςθ αεραγωγϊν. Αυτζσ οι ανακολουκίεσ μποροφν πικανϊσ να 

αποδοκοφν ςτθν προςτατευτικι επίδραςθ του μικροφ όγκου αεριςμοφ όπωσ και ςτισ 

μικρζσ διαφορζσ ςτθ μεκοδολογία που ακολουκικθκε και ςτισ ρυκμίςεισ αεριςμοφ (για 

παράδειγμα επίπεδα PEEP). Στθν μελζτθ μασ βρικαμε ότι ο μθχανικόσ αεριςμόσ με 

ςυμβατικό όγκο αεριςμοφ αλλάηει διάφορουσ βιολογικοφσ δείκτεσ τθσ VILI ςε 

φυςιολογικοφσ πνεφμονεσ, δεδομζνα τα οποία είναι ςε ςυμφωνία με προθγοφμενεσ 

μελζτεσ. 

Σε μελζτεσ με ηωικά μοντζλα τθσ VILI πρζπει να ςυμπεριλάβουμε ςτισ εκτιμιςεισ μασ 

τισ διαφορζσ ανάμεςα ςτα είδθ. Θ δφναμθ που επιφζρει διάταςθ (strain) είναι το 

μζγεκοσ τθσ κυψελιδικισ παραμόρφωςθσ για δεδομζνθ εφαρμοηόμενθ ιςχφ, και 

διαφζρει από είδοσ ςε είδοσ (35, 88). Ρράγματι ζχει δειχκεί ότι θ ελάττωςθ του όγκου 

αεριςμοφ από τα 10 ςτα 8 mL/kg ςτα ποντίκια οδθγεί ςε παρόμοια μείωςθ τθσ 

δφναμθσ που επιφζρει διάταςθ όταν θ ελάττωςθ του όγκου αεριςμοφ είναι από τα 12 

ςτα 6 mL/kg ςτουσ ανκρϊπουσ (88). Στθ μελζτθ μασ παρατθριςαμε ότι μία ελάττωςθ 

του όγκου αεριςμοφ από τα 10 ςτα 8 mL/kg βελτίωςε τα επίπεδα τθσ πνευμονικισ 

βλάβθσ τα οποία επάγονται από τθν υψθλι ςυχνότθτα αεριςμοφ. Αυτι θ παρατιρθςθ 

μπορεί να εξθγθκεί από τθν ελάττωςθ τθσ δφναμθσ που επιφζρει κυψελιδικι διάταςθ 

κατά αναλογία με τθν προςτατευτικι δράςθ που παρατθρικθκε ςτθν μελζτθ του 

ARDSnet (65). Επιπροςκζτωσ είναι πολφ πικανό θ παρατθροφμενθ προςτατευτικι 
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δράςθ τθσ χαμθλισ ςυχνότθτασ αεριςμοφ να ζχει υποτιμθκεί κακϊσ ςτθν ομάδα 

χαμθλισ αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ χρθςιμοποιιςαμε υψθλότερο όγκο αεριςμοφ (12 

mL/kg) για να διατθριςουμε νορμοκαπνία. 

Μια ςθμαντικι κλινικι παρατιρθςθ τθσ μελζτθσ μασ ιταν ότι θ μθχανικι του 

αναπνευςτικοφ ςυςτιματοσ  δεν επθρεάςτθκε από το μθχανικό αεριςμό. Αυτό μασ 

υποδεικνφει ότι θ μθχανικι των πνευμόνων δεν είναι ζνα ευαίςκθτοσ δείκτθσ για τα 

πρϊτα ςτάδια ςχθματιςμοφ τθσ VILI. 

Στθν παροφςα μελζτθ είχαμε ςχετικά μικρζσ διαφορζσ ςτισ παραμζτρουσ του 

μθχανικοφ αεριςμοφ ζτςι ϊςτε να είναι κλινικά αξιοποιιςιμεσ. Συνεπϊσ αφοφ είχαμε 

μικρζσ διαφορζσ ςτισ παραμζτρουσ ιταν ςθμαντικό να μειϊςουμε ςτο ελάχιςτο τισ 

τυχαίεσ πθγζσ διακφμανςθσ ςτο πειραματικό μασ μοντζλο. Για να αποφφγουμε τθν 

υπζρμετρθ ειςπνευςτικι ροι, θ οποία μπορεί επίςθσ να επάγει τθ VILI (69), ο λόγοσ 

χρόνου ειςπνοισ προσ εκπνοι αυξικθκε ςτισ ομάδεσ υψθλισ ςυχνότθτασ. Εξετάςαμε 

τθν παρουςία ενδογενοφσ PEEP και παρατθριςαμε ότι δε διαφζρει ανάμεςα ςτισ 

ομάδεσ, πράγμα που μασ υποδθλϊνει ότι τα αποτελζςματα μασ δεν επθρεάςτθκαν από 

τθν ςυνολικι PEEP. Να ςθμειωκεί ότι παρόλο που ο αυξθμζνοσ ειςπνευςτικόσ χρόνοσ 

ζχει ςυςχετιςτεί με τθ VILI (89, 90), ςτθν μελζτθ μασ, οι διαφορζσ ιταν πολφ μικρότερεσ 

από τισ προθγοφμενεσ αναφορζσ.  

Στθν ομάδα χαμθλισ ςυχνότθτασ αεριςμοφ, ο χρόνοσ ειςπνοισ ιταν μεγαλφτεροσ από 

αυτόν τθσ φυςιολογικισ ομάδασ, εν τοφτοισ θ πικανότθτα να ελαττϊκθκε θ 

προςτατευτικι δράςθ τθσ χαμθλισ ςυχνότθτασ αεριςμοφ λόγω τθσ αφξθςθσ του χρόνου 

ειςπνοισ κατά 40% ςτθν ομάδα RR80VT12 δεν μπορεί να αποκλειςτεί. 

Αναφορικά με τα επίπεδα PaCO2 επιδιϊξαμε ςτο τζλοσ του πειράματοσ να είναι ςχεδόν 

φυςιολογικά και πράγματι δεν παρατθρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ 

ανάμεςα ςτισ ομάδεσ. Ραρόλο που υπιρχε μία μικρι διακφμανςθ ςτθν PaCO2 δεν 

υπιρχε κάποια ςυςχζτιςθ μεταξφ PaCO2, επιπζδων πρωτείνθσ ι και IL-6 ςτο 

βρογχοκυψελιδικό υγρό. Επιπλζον, πρζπει να ςθμειωκεί ότι ςε τζτοιουσ τφπουσ 

πειραμάτων διακυμάνςεισ ςτθν PaCO2 παρατθροφνται ςυχνά. Ρράγματι, ςε αυτό το 
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ηωικό μοντζλο, ςε μελζτεσ με παραπλιςιεσ ςυνκικεσ αεριςμοφ παρατθρικθκαν 

διαφορετικζσ PaCO2, πικανόν λόγω μικρϊν διαφορϊν ςτισ πειραματικζσ ςυνκικεσ (για 

παράδειγμα μζγεκοσ ςωλινα) (83, 91). 

Ραρόλο που δε παρατθρικθκαν αλλαγζσ ςτθ μθχανικι του αναπνευςτικοφ 

ςυςτιματοσ, ο μθχανικόσ αεριςμόσ με μικρι αναπνευςτικι ςυχνότθτα ςυςχετίςτθκε με 

ςθμαντικι βελτίωςθ ςτθν εικόνα του πνεφμονα ςε ςφγκριςθ με τισ φυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ και ςτισ ςυνκικεσ με υψθλι αναπνευςτικι ςυχνότθτα. Θ ολικι πρωτεϊνικι 

ςυγκζντρωςθ ςτο βρογχοκυψελιδικό υγρό που χαρακτθρίηει τθν παρουςία 

πνευμονικοφ οιδιματοσ υψθλισ διαπερατότθτασ, και οι ενδείξεισ πνευμονικισ βλάβθσ 

ςτθν ιςτολογικι εικόνα, ιταν μειωμζνεσ ςτα ηϊα τα οποία υποβλικθκαν ςε μθχανικό 

αεριςμό χαμθλισ αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ ςε ςφγκριςθ με τισ ομάδεσ που 

υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό φυςιολογικισ ι υψθλισ αναπνευςτικισ 

ςυχνότθτασ.  

Είναι ενδιαφζρον να ςθμειϊςουμε ότι ο μθχανικόσ αεριςμόσ με υψθλι ςυχνότθτα 

μθχανικοφ αεριςμοφ δεν ιταν βλαπτικόσ όταν χρθςιμοποιικθκε χαμθλόσ όγκοσ 

αεριςμοφ, υπογραμμίηοντασ για μία ακόμα φορά τθν ςθμαςία του όγκου αεριςμοφ 

ςτθν ανάπτυξθ τθσ πνευμονικισ βλάβθσ επαγόμενθσ από μθχανικό αεριςμό. Ζτςι αν 

προςπακιςουμε να παραλλθλίςουμε τθ VILI με τθν επαγωγι επαναλαμβανόμενου 

ςτρεσ ςε κάποιο βιοχλικό (74) βλζπουμε ότι είτε μειϊνοντασ τθν ςυχνότθτα εφαρμογισ 

του ςτρεσ (αναπνευςτικι ςυχνότθτα) είτε τθν ζνταςθ του ςτρεσ (όγκοσ αεριςμοφ) 

μποροφμε να ελαττϊςουμε αποτελεςματικά το μζγεκοσ τθσ VILI. Οι διαφοροποιιςεισ 

ςτθν ςυνολικι ςυγκζντρωςθ πρωτεϊνϊν που παρατθρικθκαν δεν μποροφν να 

εξθγθκοφν από αλλαγζσ ςτθν διαπερατότθτα του επικθλίου επαγόμενθ από τθν PEEP, 

κακϊσ θ PEEP ιταν ελάχιςτθ και δεν διαφοροποιικθκε ανάμεςα ςτισ ομάδεσ (92).  

Διαφορετικζσ αναπνευςτικζσ ςυχνότθτεσ ςχετίηονται με αλλαγζσ ςτο περιβάλλον τθσ 

φλεγμονισ. H ιντερλευκίνθ 6 (IL-6), μία ςθμαντικι προφλεγμονϊδθσ κυτοκίνθ 

αυξικθκε ςτο βρογχοκυψελιδικό υγρό και ςτον ορό των ηϊων τα οποία υποβλικθκαν 

ςε μθχανικό αεριςμό φυςιολογικισ αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ. Υπάρχουν λόγοι που 
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κάνουν ελκυςτικι τθν προτίμθςθ τθσ IL-6 για μζτρθςθ από τισ προφλεγμονϊδεισ 

κυτταροκίνεσ. Σφμφωνα με μία μετα-ανάλυςθ (93), θ IL-6 βρζκθκε αυξθμζνθ ςτισ 

περιςςότερεσ πειραματικζσ μελζτεσ VILI, επίςθσ ςτθ μεγάλθ κλινικι μελζτθ του 

ARDSnet (65) τα επίπεδα τθσ IL-6 ιταν μειωμζνα ςτθν ομάδα που λάμβανε μικρότερο 

όγκο αεριςμοφ και παρουςίαηε μικρότερθ VILI και καλφτερα ποςοςτά κνθτότθτασ.  

Ο μθχανικόσ αεριςμόσ με χαμθλι ςυχνότθτα αεριςμοφ ιταν προςτατευτικόσ για τθν 

ανάπτυξθ αυτισ τθσ φλεγμονϊδθσ αντίδραςθσ. Μθχανικόσ αεριςμόσ με υψθλι 

αναπνευςτικι ςυχνότθτα ςχετίςτθκε με αυξθμζνθ φλεγμονι και ελαττϊκθκε με τθ 

μείωςθ του όγκου αεριςμοφ, παρόλο που μία προθγοφμενθ μελζτθ (83) με τθ χριςθ 

παρόμοιων ςυνκθκϊν μθχανικοφ αεριςμοφ δε βρικε αυξθμζνθ ολικι ςυγκζντρωςθ 

πρωτεϊνϊν ςτο βρογχοκυψελιδικό υγρό και IL-6, αν και διαφορζσ ςτθ μεκοδολογία 

ιδιαίτερα ςτθν τεχνικι εξαγωγισ του βρογχοκυψελιδικοφ υγροφ κα μποροφςαν να 

εξθγιςουν αυτι τθ διαφορά. 

Για να ςυλλζξουμε περιςςότερα ςτοιχεία για τθν επίδραςθ διαφορετικϊν 

αναπνευςτικϊν ςυχνοτιτων μελετιςαμε τθν ενεργοποίθςθ των AKT και ERK1/2. Ζχει 

δειχκεί ότι τα AKT και ERK1/2 ενεργοποιοφνται ωσ αντίδραςθ ςτθν υπερζκταςθ των 

κυψελιδικϊν κυττάρων με δοςο-εξαρτϊμενο τρόπο (94-96). Επιπλζον ζχει δειχκεί ότι θ 

ενεργοποίθςθ των AKT και ERK1/2 οδθγεί ςε μετατροπι τθσ επαγόμενθσ από 

υπερδιάταςθ φλεγμονι και απόπτωςθ (19, 97). Επιπρόςκετα, ςε μία πρόςφατθ μελζτθ 

(98) ζγινε γνωςτό ότι θ υπερδιάταςθ του πνεφμονα ενεργοποιεί πολλαπλά μονοπάτια 

τα οποία επάγονται από τθν PI3K τα οποία αντιτίκενται το ζνα ςτο άλλο και θ 

ιςορροπία που κα επζλκει, κακορίηει τθν αγγειακι διαπερατότθτα. Ενεργοποίθςθ του 

PI3K/Src  μονοπατιοφ αυξάνει τθν αγγειακι διαπερατότθτα του πνεφμονα και οδθγεί 

ςτο ςχθματιςμό οιδιματοσ ενϊ θ ενεργοποίθςθ του PI3K/Akt/GSK3β μονοπατιοφ 

αντιτίκεται ςτθν αφξθςθ τθσ αγγειακισ διαπερατότθτασ ςε μοντζλο απομονωμζνου 

πνεφμονα (98). Ραρατθριςαμε αυξθμζνθ φωςφορυλίωςθ των AKT και ERK1/2 ςε όλεσ 

τισ ομάδεσ ηϊων οι οποίεσ υποβλικθκαν ςε μθχανικό αεριςμό, αν και τα επίπεδα τθσ 

ενεργοποίθςθσ του AKT και ERK1/2 ιταν μειωμζνα ςε μθχανιςμό αεριςμό με χαμθλι 
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αναπνευςτικι ςυχνότθτα ςε ςφγκριςθ με όλεσ τισ άλλεσ ομάδεσ. Αυτό το εφρθμα 

επιβεβαιϊνει ότι αλλαγζσ ςτθν αναπνευςτικι ςυχνότθτα οδθγοφν ςε αλλαγζσ ςτα 

μονοπάτια μεταφοράσ των μθχανικϊν ςθμάτων. Θ ακριβισ ςχζςθ μεταξφ τθσ 

ενεργοποίθςθσ των AKT και ERK1/2 ςτθν ανάπτυξθ τθσ VILI in vivo παραμζνει άγνωςτθ. 

Δυςτυχϊσ, υπάρχουν αρκετοί περιοριςμοί ςτθν μελζτθ μασ. Ρρϊτον είναι μια μελζτθ 

ςε μοντζλο φυςιολογικοφ πνεφμονα, ςυνεπϊσ είναι άγνωςτο αν αυτζσ οι παρατθριςεισ 

μποροφν να μεταφερκοφν ςε πνεφμονα που ζχει ιδθ υποςτεί βλάβεσ. Δεφτερον οι 

αιμοδυναμικοί παράγοντεσ δεν μελετικθκαν διεξοδικά, αν και θ μεταβολικι οξζωςθ δε 

διζφερε ανάμεςα ςτισ ομάδεσ. Επιπροςκζτωσ για ςφγκριςθ απευκυνκικαμε ςε μελζτεσ 

ςε ηϊα που δεν είχαν υποςτεί τραχειοςτομία και επομζνωσ θ επίδραςθ τθσ 

τραχειοςτομίασ ωσ μεκόδου δεν αξιολογικθκε. Τζλοσ, θ κλινικι ςθμαςία μικρϊν 

αυξιςεων των δεικτϊν τθσ πνευμονικισ βλάβθσ δεν ζχει ακόμα αποδειχτεί και αυτι θ 

μελζτθ μπορεί μόνο να προτείνει ότι θ αναπνευςτικι ςυχνότθτα πρζπει να αξιολογθκεί 

περαιτζρω ωσ παράγων ανάπτυξθσ τθσ VILI. 

 

΢ΤΜΠΕΡΑ΢ΜΑΣΑ 

 

Ο μθχανικόσ αεριςμόσ με ςυμβατικό όγκο αεριςμοφ και αναπνευςτικι ςυχνότθτα 

επάγει τθν δθμιουργία βλάβθσ ςτον πνεφμονα ακόμα και χωρίσ αλλαγι ςτθ μθχανικι 

του πνεφμονα. Ελάττωςθ τθσ αναπνευςτικισ ςυχνότθτασ δρα προςτατευτικά ενάντια 

ςτθν ανάπτυξθ τθσ VILI. Επιπρόςκετα θ βλαπτικι επίδραςθ τθσ υψθλισ αναπνευςτικισ 

ςυχνότθτασ μπορεί να περιοριςτεί από τθν ταυτόχρονθ μείωςθ του όγκου αεριςμοφ. 

Αυτά τα αποτελζςματα καταδεικνφουν ότι θ χαμθλι αναπνευςτικι ςυχνότθτα μπορεί 

να αποβεί αποτελεςματικι ωσ ςτρατθγικι για τθν αποφυγι τθσ VILI. 
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