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POKUSNY MODEL INTRAVASKULARNI KOAGULACE

Piukovnik doc. MUDr. Jaroslav MAZAK, CSc., plukovnik MUDr. Richard URBAN, CSc.
Vojensky 1ékafsky vyzkumny a doskolovaci tstav JEP v Hradci Krélové

Ovod

Hemokoagulatni zmény v prab&hu Soku jsou
casto vykladany jako konzumptivni koagulopa-
tie, vyvolanad diseminovanou intravaskuladrni
koagulaci krve (28, 29, 30). Primy prikaz vzni-
ku drobnych tromb@ v arteriolach, kapilarach
a venulach je vSak obtiZny (38) a kvantitativni
posouzeni jejich patogenetického vyznamu je
nesnadné (26, 27, 38, 39). Neéktefi pokladaiji
mikrotromby v perifernim cévnim recisti za pa-
togenetickou pric¢inu nezvratnosti Soku (12, 30).
MiZe vSak jit o nevyznamny nésledek nebo do-
konce o termindlni artefakt. S ohledem na ne-
pochybné laboratorni ndlezy koagulac¢nich zmén
za Ziva je logickd mySlenka na pouZiti heparinu
jako ucinného antikoagulans k prevenci nitro-
cévniho srdZeni pi¥i Soku. Heparin v3ak nemiZe
nahradit jiné protiSokové 1éCebné prostfedky a
v naSich predchozich pokusech sdm o sobé& ni-
jak neovlivnil letalitu u Sokovanych pst (29).

Standardizace podminek experimentdalniho
Soku neni snadnd. V pfipadé konzumptivnich
hemokoagulacnich zmén je moZno pouZit jako
modelovou ndhradu Soku nitrocévni podani koa-
gulacné aktivnich latek, napf. tromboplastinu
nebo trombinu, a v téchto zjednoduSenych pod-
minkach sledovat dynamiku intravaskuldrniho
sréazeni i jeho 1éCebné ovlivnéni.

Metodika

K pokusu jsme pouZili 12 psii o vaze 15 az
26,5 kg. Davku trombinu a rychlost jeho poda-
ni jsme stanovili v pripravnych pokusech na ji-
né skupiné péti zvirat. VyzkouSeli jsme davky
30, 300, 500, 1500 a 3000 jednotek Topostasinu
Roche. Pro vlastni pokus jsme zvolili davku
3000 j., ktera byla koagulacné ti¢innd a jejiZz po-
dani v nitroZilni infdzi 100 ml fyziologického
roztoku b&hem 30 minut vSechna zvirata dobre
snéaSela.

Pokus byl uspofadan takto: Psi byli rozdéleni
do dvou skupin po 6 a pokus byl provadén vzdy
soutasné na péru zvifat po jednom z kaZdé
skupiny. V prvni skupiné& byl podavan pouze
trombin nitrozilng. Ve druhé byl podédn t&sné
pfed infiizi trombinu heparin Novo v d&avce
10 000 j. (psi €. 2, 4, 6), respektive 5000 j. (psi
¢. 8, 10, 12). Heparin byl fedén ve 20 ml fyzio-
logického roztoku, nitroZilni injekce trvala 10
minut.

Na tab. 1 jsou davky trombinu a heparinu
prepoctené na 1 kg télesné védhy psi:

Psi byli od pocCatku pokusu v thiopentalové
narkoze. U Zadného z nich nedoSlo béhem sle-
dovani ke spontdnnim krvacivym projevam.

Cestou stehenni tepny byla zavedena polyety-
lénova cévka do brisni aorty, slouZici k pribéz-
nému meéfeni krevniho tlaku pomoci rtutového
manometru a k odbérim krevnich vzorki. Krev
na vySetfeni se odebirala v tomto sledu:

1. na zacCdtku pokusu (po zavedeni narkodzy
a umisténi cévky],

2. za 15 minut po 1. odbéru (u skupiny hepa-
rinizovanych ihned po nitroZilni injekci he-
parinu]),

3. po dalSich 30 minutdch (ihned po skondce-
ni infdze trombinu),

4. za 30 minut po skonceni infiize,

5. za dalsich 150 minut po pfredchozim od-

béru.

Doba od 1. do 5. odbéru cinila 3 hod. 45 mi-
nut. Pfehled provadénych vySetfeni:

— trombinovy ¢as (T¢), fedéni standardizova-
no na koagulaéni ¢as 15 vtefin,

— protrombinovy &as podle Quicka (Pc),

— trombelastogram rekalcifikované krve,

— fibrinogen podle Guillaumina,

— trombocyty podle Feisslyho,

— hematokrit,

— erytrocyty.

Ihned po poslednim odbéru byla zvifata utra-
cena nitroZilni injekci thiopentalu a odebréany
orgdnové vzorky na histochemické vySetfeni
(mozek, plice, jatra, st¥evo, nadledvinka, kiiZe).
Vysledky histochemickych vy3etfeni budou
zpracovany oddélené.

Statistické zpracovéani vysledkd bylo provede-
no parovym a neparovym t-testem.

Pes ¢. Véaha Trombin Heparin
1 18 166,6 j.
2 21,5 139,5 j. 465,1 j.
3 17 176,4 j.
4 18 166,6 j. 555,5 j.
5 26,5 113,2 j.
6 17 176,4 j. 588,2 j.
7 19 157,8 j.
8 18,5 162,1 j. 270,2 j.
9 16 187,5 j.
10 15,5 193,5 j. 322)5 j.
11 15,5 193,5 j.
12 15 200,0 j. 333,3 j.
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Vysledky :

Arterialni tlak psi se b&éhem pokusu v Zadné
skupingé vyznamn& neménil. U psit bez hepari-
nu nepravidelné kolisal mezi 120—170 mm Hg,
ve skupiné heparinizovanych v rozmezi 100 aZ
180 mm Hg.

Ani pocet erytrocyti v 1 mm3 a hematokrit
se v Zadné skupiné vyznamné neménily.
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Zmény v trombinovém case byly vyrazné. Po
podani trombinu dochézelo k vyznamnému pro-
dlouZeni TC proti vychozim hodnotdm u vSech
zvifat s maximem ve 4. odbéru (za 30 min. po
skonceni inftize trombinu). V poslednim, 5. od-
béru, doSlo k opétnému poklesu T¢, nikoli vSak
jeSté na vychozi hodnoty (graf 1, 2).
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Obdobny byl priabéh vysledki protrombinové-
ho ¢asu (P¢). K maximdlnimu prodlouZeni u psit
bez heparinu dochézelo opét pii 4. odbéru (graf
3, 4). Ve skupiné heparinizovanych dosahoval
P& stejné jako T¢ maxima ve 2. odbéru. Na konci

pokusu byl zFetelné&jSi pokles P¢ bliZze k vycho-
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zim hodnotdm, neZ tomu bylo u T¢ (slabs$i anti-
protrombinovy neZ antitrombinovy t€inek hepa-
rinu).

Zajimavé byly zmé&ny maximdlni amplitudy
(,ma“) TEG. Ke zfetelnému zmenSeni u vSech
psil bez heparinu doslo jiz ve 3. odbéru (ihned
po infizi trombinu) (graf 5, 6). U vSech hepari-
nizovanych byla ,ma“ ihned po injekci (2. od-
bér) nulova a zlstala tak do 4. odbéru. Teprve
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v poslednich vzorcich (5. odbér) se kfivka TEG
opét rozdélila.

Fibrinogen se ménil po infuzi trombinu shod-
né jako T¢ a P¢ (maximélni pokles pii 4. odbé-
ru) (graf 7, 8).

Pocet trombocytd jevil u obou pokusnych sku-
pin postupny pokles, ktery byl jiZ od 3. odbéru
statisticky vyznamny (graf 9).

Rozprava

K modelovani stavu diseminované intravas-
kuldrni koagulace pouZili rizni autori rozmani-
tych metod. Nejcastéji byly pouZzity tkainovy
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 vytaZky nédorové tkané (30),
placenty (30), hemolyzat krevni (12, 30), po-
porodni sérum (48), injekce hadiho jedu (30, 36)
a experimentdlni vyvolani Schwartzmannovy re-
akce (45). Ve svych pokusech jsme pouZili
trombinu. Tento vysoce specificky proteolyticky
enzym neni pritomen v normalni cirkulujici krvi
v aktivnim stavu. U&inek jeho podani do krve
je zavisly na dévce, na rychlosti i mistu paren-
terdlni aplikace (8, 11, 12, 19, 22, 35, 46, 51).
V krvi je trombin inaktivovdn antitrombiny a
vychytdnim v retikuloendotelidlnim systému.
Opakované podéani trombinu nevyvold obvykle
anafylaktickou reakci. Podle Jiirgense a Studera
(17) je pomér prokoagulacni aktivity trombinu
firmy Roche k antikoagula¢nimu ucinku hepa-
rinu 1,29 j. ku 1,0 j. PouZili jsme tedy heparin
v davkach vysoko pfevySujicich mnoZstvi nut-
né pro blokovéani trombinu. Cilem bylo zajistit
spolehlivou rozdilnost obou pokusnych skupin
predevSim s ohledem na posmrtné histochemic-
ké patrédni po mikrotrombech.

Rychle podanéd velmi vysokd davka trombinu
vyvola akutni hypotenzi a smrt pokusného zvi-
fete. Nilssonovd (48) a Olsson a spol. (33)
podrobnéji studovali vztah hypotenzniho a va-
zodilatac¢niho tc€inku trombinu k intravaskular-
ni koagulaci. Podminkou vazodilataéniho Géin-
ku trombinu byla pritomnost krevnich bunék
(uvolnéni ADP a ATP). Nezjistili Zadny vztah
mezi vazoaktivitou trombinu a plazmatickymi
kininy. Velké davky intraarteridlné podaného
trombinu vedly k pocdatecnimu vzestupu mistné
sledovaného pritoku krve (vazodilatace), kte-
ry byl nésledovan jeho prudkym poklesem (ko-
agulace?). Vazodilatacni uc¢inek trombinu byl
stejny u normdélnich jako u defibrinogenova-
nych psti (pfedchozi velkou ddvkou trombinu i.
v.].

Pokud jde o celkovy hypotenzni uCinek trom-
binu, nebyl Nilssonovou prokdzan po intraarte-
ridlni aplikaci ani p¥i mistni koncentraci latky
1 j./ml arteridlni krve. Stejnd ddvka trombinu
podand v nitroZilni infdzi vyvolala vSak pokles
krevniho tlaku dokonce i u psi zbavenych fibri-
nogenu. Hardaway (12) zaznamenal pokles tla-
ku u psi, u nichZ kombinoval rychlou intraaor-
talni inftzi pom&rng malé davky trombinu s la-
parotomii a preparaci ledviny nebo s 20minuto-
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Pokles fibrinogenu byl v souladu s prodlouZenim Té¢ a
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Postupny pokles trombocyti ve vSech pokusnyjch skupi-
ndch, nezdvisle na poddni heparinu

vym stlacenim mezenterické tepny. V naSich po-
kusech, v nichZ jsme podéavali trombin nitroZil-
né, k vyznamnym zméndm krevniho tlaku ne-
doSlo. Je tedy moZno délat zavér, Ze hypotenzni
G¢innost trombinu v davkdch koagulaéné jiz
prokazatelné aktivnich je nevyznamni. JestliZe
velmi vysoké a rychle podané davky vedou pfe-
ce k hypotenzi, neni tento GcCinek zavisly na
koagulaci a lze jej vyvolat i u zvirat, jejichZ krev
se pfedem stala nesrdZlivou. NaSe ndlezy vy-
znamnych koagulaénich zmén po infdzi trombi-
nu a pouze necharakteristického kolisdni krev-
niho tlaku, stejného v obou pokusnych skupi-
néch, jsou v souladu s timto zdvérem.

Modelové parenterdlni pouZiti trombinu po-
skytuje celou Fadu informaci o dynamice fluido-
koagulac¢ni rovnovahy krve.

Warner (cit. 5) zaznamenal jiZ v r. 1939 mir-
nou hemolyzu po infazi trombinu. Bennett a
spol. (5) pozorovali vzestup hemoglobinémie
u pstt po podéani trombinu. Stupeii hemolyzy ne-
byl zavisly na intravaskuldrni koagulaci ani na
histologickém prikazu mikrotrombt. Stejné
zmény u psl, kralikti, krys a mySi popsal
Schneider (44). Regoeczi a spol. (36) pouZili
k vyvolani nitrocévniho sraZeni injekce hadiho
jedu. Zjistili korelaci mezi stupném hemolyzy,
poklesem hladiny fibrinogenu a vyskytem mik-
rotrombli. Zajimava je jejich interpretace vy-
sledkli. Intravaskuldrni poSkozeni erytrocyti
ma dvoji pfiinu:

1. docdasné vychytani erytrocytd v miktrotrom-
bech,

2. poSkozeni erytrocytd pf¥i jejich prichodu ¢as-
te¢né trombdzovanymi cévami.

Hadi jed in vitro hemol§yzu nevyvolal a k he-
molyze nedoSlo ani u kralikli s afibrinogenémii
vyvolanou pfedchozim poddnim plazminu. V na-
gich pokusech jsme zaznamenali hemolyzu u 14
odbérid z celkového poétu 60. Pouze tF¥ikréat Slo
o psy heparinizované.

Mezi uvadénymi hemokoagulanimi nédlezy po
podéni trombinu pfevladaji u riiznych autord ty-
to: pokles fibrinogenu a trombocytfi, prodlouZe-
ni T¢ a P&, pokles faktoru V a VIII (11, 12, 22, 34,
35). Girolami a spol. (11) prokéazali také pokles
konzumpce protrombinu a poruchu generace
tromboplastinu. Brayton a Zuckerova (8) prikla-
dali hlavni vyznam poklesu f. VIII. SniZenou
konzupci protrombinu nalezli i Vandenbroucke
a Verwilghen (50).

Trombin vyvoldvd agregaci trombocytd uvol-
tiovanim ADP a ATP (4, 32, 43). Véasné poddani
heparinu zabrdni srédZeni krve, agregaci trom-
bocytd vyvolané trombinem vSak nezabrani
(43). Také v naSem pokusu klesaly trombocyty
v obou skupindch, tedy nezévisle na heparinu.
V trombinové poruse fluidokoagulaéni rovnova-
hy hraji daleZitou tdlohu také degradacni pro-
dukty fibrinogenu (1, 13, 16, 19, 20, 23, 31, 34,
49). ProdluZuji trombinovy &as a zmen3uji ,ma“
TEG svym antitrombinovym plisobenim a inhi-
bici polymerizace fibrinu. Inhibuji také agregaci
a visk6zni metamorfézu trombocyti.
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Vysledky naSich hemokoagulacnich vySetfeni
jsou v souladu s uvedenymi literdrnimi ddaji.
PocateCni hyperkoagula¢ni fdzi jsme v naSich
.pokusech nezaznamenali. Ze srovnéni vysledkd
naSich drivéjSich pokusli na psech (28, 29), u
nichZ byl vyvoldn turniketovy 3ok, s ué&inky
trombinu vyplyvaji tyto zavéry:
1. Hemokoagulatni zmény pfi tomto experimen-
tdlnim Soku a po parenterdlnim podéani trombi-
nu jsou kvalitativné shodné. PouZitd ddvka trom-
binu vyvold vSak zmény daleko vyrazné&jsi (TC,
P¢&, fibrinogen]).
2. Pokles trombocytdi po podani trombinu nelze,
stejné jako u turniketového Soku, ovlivnit hepa-
rinem. Jde pravdépodobné o agregaci trombocy-
td a jejich distribuéni pfesuny v cévnim Fecisti.
3. Pres vyrazné zmény koagulace po infuzi
trombinu nevznikd hypotenze a hynuti psi, jako
tomu bylo u turniketového 3oku. Tento nélez
pokldddme za dikaz, Ze nelze pieceiiovat vy-
znam intravaskularni koagulace v patogenezi
Soku a Ze vznik ireverzibilni hypotenze a hynuti
zviFat neni moZno zjednoduSené vykladat nitro-
cévnim sraZenim krve.
4. Tento zavér je také v souladu s naSim drivéj-
§im zjiSténim, Ze heparin sice méni dynamiku
koagulacnich zmén p¥i Soku, avSak neni s to
l1é&ebné ovlivnit obéhovou poruchu a hynuti po-
kusnych zvirat. :

Souhrn

Bylo pouZito pomalého nitroZilnitho podani vysoké
ddvky trombinu pokusnym psiim s cilem vytvofit
model diseminované intravaskuldrni koagulace,
srovnatelné s hemokoagulaénimi nélezy p¥i turnike-
tovém Soku.

Presto, Ze hemokoagula¢ni zmé&ny vyvolané trom-
binem byly kvalitativné stejné jako p¥i $oku a svym
rozsahem prechodné dokonce daleko vyrazné&jsi, ne-
vznikla hypotenze ani nedochédzelo k hynuti zvifat
b&hem pokusu. Nelze proto preceiiovat vyznam in-
travaskularni koagulace v patogenezi Soku.

Heparin mtiZe sice ovlivnit nitrocévni srdZeni a
uc¢inng inhibovat vznik konzumptivni koagulopatie
pfi Soku, neni vSak s to lé&ebn& péisobit na hemo-
dynamické poruchy a na celkovou prognézu Zokum.
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