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POKUSNÝ MODEL INTRAVASKULÁRNÍ KOAGULACE

Piukovník doc. MUDr. Jaroslav MAZÄK, CSc., plukovník MUDr. Richard URBAN, CSC.
Vojenský lékařský Výzkumný a doškolovací ústav IEP v Hradci Králové

Úvod

Hemokoagulační Změny v průběhu šoku jsou
často vykládány jako konzumptivní koagulopa-
tie, vyvolaná diseminovanou intravaskulární
koagulací krve [28, 29, 30). Přímý průkaz vzni-
ku drobných trombů v arteriolách, kapilárách
a venulách je však obtížný [38) a kvantitativní
posouzení jejich patogenetického významu je
nesnadné [26, 27, 38, 39). Někteří pokládají
mikrotromby v periierním cévním řečišti za pa-
togenetickou příčinu nezvratnosti šoku [12, 30).
Může však jít o nevýznamný následek nebo do-
konce o terminální artefakt. S ohledem na ne-
pochybné laboratorní nálezy koagulačních změn
Za živa je logická myšlenka na použití heparinu
jako účinného antikoagulans k prevenci nitro-
cévního srážení při šoku. Heparin však nemůže
nahradit jiné protišokové léčebné prostředky a
v našich předchozích pokusech sám o sobě ni-
jak neovlivnil letalitu u šokovaných psů [29].

Standardizace podmínek experimentálního
šoku není Snadná. V případě konzumptivních
hemokoagulačnich změn je možno použít jako
Inodelovou náhradu šoku nitrocěvní podání koa-
gulačně aktivních látek, např. tromboplastinu
nebo trombinu, a v těchto zjednodušených pod-
mínkách sledovat dynamiku intravaskulárního
srážení i jeho léčebné ovlivnění.

Metodika

K pokusu jsme použili 12 psů o váze 15 až
28,5 kg. Dávku trombinu a rychlost jeho podá-
ní jsme stanovili v přípravných pokusech na ji-
né skupině pěti zvířat. Vyzkoušeli jsme dávky
30, 300, 500, 1500 a 3000 jednotek Topostasinu
Roche. Pro vlastní pokus jsme zvolili dávku
3000 j., která byla koagulačně účinná a jejíž po-
dání v nitrožilní infúzi 100 ml Íyziologického
roztoku během 30 minut všechna zvířata dobře
snášela.

Pokus byl uspořádán takto: Psi byli rozděleni
do dvou Skupin po 8 a pokus byl prováděn vždy
současně na páru zvířat po jednom Z každé
Skupiny. V prvni skupině byl podáván pouze
trombin nitrožilně. Ve druhé byl podán těsně
před infúzí trombinu heparin Novo v dávce
10000 j. [psi č. 2, 4, 6), respektive 5000 j. [psi
č. 8, 10, 12). Heparin byl ředěn ve 20 ml fyzio-
logického roztoku, nitrožilní injekce trvala 10
minut.

Na tab. 1 jsou dávky trombinu a heparinu
přepočtené na 1 kg tělesné váhy psů:

Psi byli od počátku pokusu v thiopentalové
narkóze. U žádného z nich nedošlo během sle-
dování ke spontánním krvácivým projevům.

Cestou Stehenní tepny byla Zavedena polyety-
lénová cévka do břišní aorty, sloužící k průběž-
nému měření krevního tlaku pomocí rtut'ového
manometru a k odběrům krevních vzorků. Krev
na vyšetření se odebírala v tomto sledu:

1. na Začátku pokusu [po zavedení narkozy
a umístění cévky),

2. za 15 minut po 1. odběru [u skupiny hepa-
rinizovaných ihned po nitrožilní injekci he-
parinu),

3. po dalších 30 minutách [ihned po skonče-
ní infúze trombinu),

4. za 30 minut po skončení iniúze,
5. Za dalších 150 minut po předchozím od-

běru.
Doba od 1. do 5. odběru činila 3 hod. 45 mi-

nut. Přehled prováděných vyšetření:
—— trombinovÿ čas [Tč), ředění standardizová-

no na koagulační čas 15 vteřin,
~— protrombinový čas podle Quicka [Pč),
— trombelastogram rekalcifikované krve,
— fibrinogen podle Guillaumina,
«— trombocyty podle Feisslyho,
— hematokrit,
—— erytrocyty.

Ihned po posledním odběru byla Zvířata utra-
cena nitrožilní injekci thiopentalu a odebrány
orgánové vzorky na histochemické vyšetření
[mozek, plíce, játra, střevo, nadledvinka, kůže).
Výsledky histochemických vyšetření budou
zpracovány odděleně.

Statistické Zpracování výsledků bylo provede-
no párovým a nepárovým t-testem.
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Výsledky .

Arteriální tlak psů Se během pokusu v žádně
Skupině významně neměnil. U psů bez hepari-
nu nepravidelně kolísal mezi 120-170 mm Hg,
ve Skupině heparinizovaných v rozmezí 100 až
180 mm Hg.

Změny v trombinověm čase byly výrazné. Po
podání trombinu docházelo k významnému pro-
dloužení Tč proti výchozím hodnotám u všech
zvířat s maximem ve 4. odběru [Za 30 min. po
skončení iniúze trombinu]. V posledním, 5. od-
běru, došlo k opětněmu poklesu Tč, nikoli však
ještě na výchozí hodnoty [graf 1, 2].

Ani počet erytrocytů v 1 mm3 a hematokrit
se v žádné skupině Významně neměnily. pROTROMBWOW' ČAS
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bh obdobný byl průběh výsledků protrombinové—
‘ ho času (PČ). K maximálnímu prodloužení u psů

bez heparinu docházelo opět při 4. odběru [graf
3, 4]. Ve skupině heparinizovaných dosahoval
Pč stejně jako Tč maxima ve 2. odběru. Na konci
pokusu byl Zřetelnější pokles Pč blíže k výcho-
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Prodloužení Tč bylo Statisticky významně od 3. odběru
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Zmenšení „ma“ TEG po podání trombinu

zím hodnotám, než tomu bylo u Tč [slabší anti-
protrombinový než antitrombinový účinek hepa-
rinu].

Zajímavé byly Změny maximální amplitudy
[„ma“) TEG. Ke Zřetelnému Zmenšení u Všech
psů bez heparinu došlo již ve 3. odběru [ihned
po infúzi trombinu] [graf 5, 6]. U všech hepari-
nizovaných byla „ma“ ihned po injekci [2. od-
běr) nulová a zůstala tak do 4. odběru. Teprve
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v posledních vzorcích [5. odběr] Se křivka TEG
opět rozdělila.

Fibrinogen Se měnil po infúzi trombinu shod-
ně jako Tč a Pč [maximální pokles při 4. odbě-
ru] [graf 7, 8).

Počet trombocytů jevil u obou pokusných sku-
pin postupný pokles, který byl již od 3. odběru
Statisticky významný [graf 9].

Rozprava

K modelování stavu diSeminované intravas-
kulární koagulace použili různí autoři rozmani-
tých metod. Nejčastěji byly použity tkáňový
tromboplastin [3, 44, 46, 48] nebo trombin [3,
5, 7, 8, 11, 12, 17, 19, 22, 26, 27, 30, 33, 35, 38,
44, 47, 51], ale i výtažky nádorové tkáně [30],
placenty [30], hemolyzát krevní [12, 30), po-
porodní sérum [48], injekce hadího jedu [30, 36]
a experimentální vyvolání Schwartzmannovy re-
akce [45]. Ve Svých pokusech jsme použili
trombinu. Tento vysoce Specifický proteolytický
enzym není přítomen v normální cirkulující krvi
v aktivním Stavu. Účinek jeho podání do krve
je závislý na dávce, na rychlosti i místu paren-
terální aplikace [8, 11, 12, 19, 22, 35, 46, 51).
V krvi je trombin inaktivován antitrombiny a
vychytáním v retikuloendoteliálním Systému.
Opakované podání trombinu nevyvolá obvykle
anafylaktickou reakci. Podle Iůrgense a Studera
[17] je poměr prokoagulační aktivity trombinu
firmy Roche k antikoagulačnímu účinku hepa-
rinu 1,29 j. ku 1,0 j. Použili jsme tedy heparin
v dávkách vysoko převyšujících množství nut-
né pro blokování trombinu. Cílem bylo Zajistit
Spolehlivou rozdílnost obou pokusných Skupin
především S ohledem na posmrtné histocheınic~
ké pátrání po mikrotrombech.

Rychle podaná velmi vysoká dávka trombinu
vyvolá akutní hypotenzi a Smrt pokusného zví-
řete. Nilssonová [48) a OlSSon a Spol. [33]
podrobněji studovali vztah hypotenzního a va-
zodilatačniho účinku trombinu k intravaskulár-
ní koagulaci. Podmínkou vazodilatačniho účin-
ku trombinu byla přítomnost krevních buněk
[uvolnění ADP a ATP). Nezjistili žádný vztah
mezi vazoaktivitou trombinu a plazmatickými
kininy. Velké dávky intraarteriálně podaného
trombinu vedly k počátečnímu vzestupu místně
Sledovaného průtoku krve [vazodilatace), kte-
rý byl následován jeho prudkým poklesem [ko-
agulace?]. Vazodilatační účinek trombinu byl
Stejný u normálních jako u defibrinogenova-
ných psů [předchozí velkou dávkou trombinu i.
v.).

Pokud jde o celkový hypotenzní účinek trom-
binu, nebyl Nilssonovou prokázán po intraarte-
riální aplikaci ani při místní koncentraci látky
1 j./ml arteriální krve. Stejná dávka trombinu
podaná v nitrožilní infúzi vyvolala však pokles
krevního tlaku dokonce i u psů zbavených fibri-
nogenu. Hardaway [12) zaznamenal pokles tla-
ku u psů, u nichž kombinoval rychlou intraaor-
tální infúzi poměrně malé dávky trombinu S la-
parotomií a preparací ledviny nebo S 20minuto-
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Postupný pokles trombocytů ve všech pokusných skupż~
nách, nezávisle na podání heparinu

vým Stlačením mezenterickě tepny. V našich po-
kusech, v nichž jsme podávali trombin nitrožíl-
ně, k významným Změnám krevního tlaku ne-
došlo. Je tedy možno dělat Závěr, že hypotenzní
účinnost trombinu v dávkách koagulačně již
prokazatelně aktivních je nevýznamná. Jestliže
velmi vysoké a rychle podané dávky vedou pře-
ce k hypotenzi, není tento účinek Závislý na
koagulaci a lze jej vyvolat i u zvířat, jejichž krev
Se předem stala nesrážlivou. Naše nálezy vý-
Znamných koagulačních změn po iniúzi trombi-
nu a pouze necharakteristického kolísání krev-
ního tlaku, Stejného v obou pokusných Skupi-
nách, jsou v Souladu S tímto závěrem.

Modelové .parenterální použití trombinu po-
Skytuje celou řadu informací o dynamice iluido-
koagulační rovnováhy krve.

Warner (cit. 5] zaznamenal již v r. 1939 mír-
nou hemolýzu po infúzi trombinu. Bennett a.
spol. [5) pozorovali vzestup hemoglobinémie
u psů po podání trombinu. Stupeň hemolýzy ne-
byl Závislý na intravaskulární koagulaci ani na
histologickém průkazu mikrotrombů. Stejné
Změny u psů, králíků, krys a myši popsal
Schneider [44]. Regoeczi a Spol. [36] použili
k vyvolání nitrocěvního Srážení injekce hadího
jedu. Zjistili korelaci mezi Stupněm hemolýzy,
poklesem hladiny iibrinogenu a výskytem mik-
rotrombů. Zajímavá je jejich interpretace vý-
Sledků. Intravaskulární poškození erytrocytů
má dvojí příčinu:
1. dočasné vychytání erytrocytů v miktrotrom-

bech,
2. poškození erytrocytů při jejich průchodu čás-

tečně trombózovanými cévami.
Hadí jed in vitro hemolýzu nevyvolal a k he-

molýze nedošlo ani u králíků S atibrinogeněmií
vyvolanou předchozím podáním plazminu. V na-
šich pokusech jsme Zaznamenali hemolýzu u 14
odběrů z celkového počtu 60. Pouze třikrát šlo
o psy heparinizované.

Mezi uváděnými hemokoagulačními nálezy po
podání trombinu převládají u různých autorů ty-
to: pokles iíbrinogenu a trombocytů, prodlouže-
ní Tč a Pč, pokles faktoru V a VIII [11, 12, 22, 34,
35]. Girolami a spol. [11] prokázali také pokles
konzumpce protrombinu a poruchu generace
tromboplastinu. Brayton a Zuckerová [8] přiklá-
dali hlavní význam poklesu f. VIII. Sníženou
konzupci protrombinu nalezli i Vandenbroucke
a Verwilghen [50].

Trombin vyvolává agregaci trombocytů uvol-
ňováním ADP a ATP [4, 32, 43]. Včasné podání
heparinu zabrání Srážení krve, agregaci trom-
bocytů vyvolané trombinem však nezabrání
[43]. Také v našem pokusu klesaly trombocyty
v obou skupinách, tedy nezávisle na heparinu.
V trombinové poruše fluidokoagulační rovnová-
hy hrají důležitou úlohu také degradační pro-
dukty fibrinogenu [1, 13, 16, 19, 20, 23, 31, 34,
49]. Prodlužují trombinový čas a zmenšují „ma“
TEG svým antitrombinovým působením a inhi-
bicí polymerizace fibrinu. Inhibují také agregaci
a viSkóZní metamorfózu trombocytů.
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Výsledky našich hemokoagulačních vyšetření
jsou v Souladu s uvedenými literárními údaji.
Počáteční hyperkoagulační fázi jsme v našich

.pokusech nezaznamenali. Ze Srovnání výsledků
našich dřívějších pokusů na psech [28, 29], u
nichž byl vyvolán turniketový šok, s účinky
trombinu vyplývají tyto Závěry:
1. Hemokoagulační Změny při tomto experimen-
tálním šoku a po parenterálním podání trombi-
nu jsou kvalitativně shodné. Použitá dávka trom-
binu vyvolá však Změny daleko výraznější (TČ,
Pč, fibrinogenl.
2. Pokles trombocytů po podání trombinu nelze,
Stejně jako u turniketového šoku, ovlivnit hepa-
rinem. Ide pravděpodobně o agregaci trombocy-
tů a jejich distribuční přesuny v cévním řečišti.
3. Přes výrazné Změny koagulace po infúzi
trombinu nevzniká hypotenze a hynutí psů, jako
tomu bylo u turniketového šoku. Tento nález
pokládáme Za důkaz, že nelze přeceňovat vý-
Znam intravaskulární koagulace v patogenezi
šoku a že vznik ireverzibilní hypotenze a hynutí
Zvířat není možno Zjednodušeně vykládat nitro-
cévním srážením krve.
4. Tento Závěr je také v Souladu S naším dřívěj-
ším zjištěním, že heparin Sice mění dynamiku
koagulačních Změn při šoku, avšak není S to
léčebně ovlivnit oběhovou poruchu a hynutí po-
kusných zvířat. -

Souhrn

Bylo použito pomalét nitrožilního podání vysoké
dávky trombinu pokusným psům s cílem vytvořit
model diseıminované intravaskulární koagulace,
Srovnatelné S hemokoagulačními nálezy při turnike-
tovém šoku.

Přesto, že hemofk-oagulační zm'ěny vyvolané trom-
binem byly kvalitativně Stejné jako při šoku a Svým
rozsahem přechodně dokonce daleko výraznější, sne—
vznikla hypotenze ani nedocházelo k hynutí Zvířat
během pokusu. Nelze proto přeceňovat význam in-
travaskulární koagulace v patogenezi šoku.

Heparin může Sice ovlivnit nitrocévní .srážení a
účinně i'nhibovat vznik ko'nzumptivní koagulofpatie
při šoku, není však S to léčebně působit 4na hemo-
dynamické poruchy a na celkovou prognózu šoku.
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