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Souhrn

Cil: Posoudit schopnost indikatorové mikrodialyzaéni techniky s 3H,0 detekovat zmény regionalni tkarno-
vé perfuze v kosternim svalu a jatrech na modelu hemoragického Soku u potkana.

Metodika: U 9 potkantl byla mikrodialyzaéni sonda zavedena do stehennich svalu a jater a byla perfundo-
vana roztokem obsahujicim 3H,0. U 6 potkan( byl navozen hemoragicky Sok opakovanymi odbéry krve, 3
potkani byli pouziti jako kontrolni skupina. Byly opakované méfreny poméry A, /A;, znacené vody, laktat
a pyruvat v dialyzatu a byl dopocitan pomér laktat-pyruvat (L/P). Statisticka analyza byla provedena s po-
uzitim Spearmanova korela¢niho koeficientu a T-testu, *p = 0,05.

Vysledky: Nebyla nalezena statisticky vyznamna zavislost mezi krevnimi ztratami a pomérem A, ,/A;, ve
svalu (r = 0,49) ani v jatrech (r = 0,23), ani mezi koncentraci laktatu v dialyzatu a pomérem A, /A;, ve sva-
lu (r = 0,29) ani v jatrech (r = &jsi

v koncentraci laktatu i poméru L/P mezi zvifaty s hemoragickym Sokem a kontrolni skupinou.

Zavéry: Mikrodialyza s 3H,0 nemtiZe byt pouzita jako senzitivni metoda pro posouzeni zmén regionalni tka-
nové perfuze béhem hemoragického Soku u potkana. Méreni laktatu, pyruvatu a poméru L/P v mikrodialy-
zatu se zda byt vhodnéjsi metodou pro posouzeni tkanové hypoperfuze u hemoragického Soku.

Klicova slova: mikrodialyza¢ni technika s 3H,0 — poméry znacené vody, laktatu a pyruvatu v dialyzatu —
pomér laktat-pyruvat — zavazny stupen krevnich ztrat

Abstract

Evaluation of tissue perfusion by microdialysis technique with 3H,0 indicator in the rat model
of haemorrhagic shock

Objective: To evaluate the indicator microdialysis technique with 3H,0 as a method of estimation of local
blood flow in skeletal muscle and liver in the rat model of haemorrhagic shock.

Methods: Microdialysis probes were inserted in the hind limb muscle and liver of 9 rats and perfused with
perfusate containing 3H,0. Haemorrhagic shock was induced in 6 rats by repeated exsanguinations and 3
rats were used as the control group. The outflow-to-inflow ratio of water activity, lactate and pyruvate in the
dialysate were repeatedly measured and the lactate to pyruvate ratio (L/P) was calculated. Spearman cor-
relation coefficient and T-test were used for statistical analysis, *P = 0.05.

Results: There was no correlation between the blood loss and the outflow-inflow ratio in either the musc-
le (r = 0.49) or the liver (r = 0.23). Similarly there was no correlation between the lactate concentration in
the dialysate and the outflow-inflow ratio in both the muscle (r = 0.29) and the liver (r = —-0.15). Significant
difference in both the lactate concentration (P < 0.05) and L/P ratio (P < 0.05) between the rats with hae-
morrhagic shock and the control animals was found in more severe grades of blood loss.

Conclusions: Microdialysis with 3H,0 cannot be used as a sensitive method for estimation of the regional blo-
od flow changes during haemorrhagic shock in rats. Measuring the lactate, pyruvate and L/P ratio in the mic-
rodialysate seems to be a better method for estimation of tissue hypoperfusion due to haemorrhagic shock.
Key words: microdialysis technique with 3H,0 — ratio of water activity, lactate and pyruvate in the dialysa-
te — lactate to pyruvate ratio — severe grades of blood loss
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Uvod

Indikatorova mikrodialyzacni technika [1] je jednou
z metod méreni regionalni tkanové perfuze, ktera vy-
uziva zavislosti mezi tkanovou perfuzi a rychlosti elimi-

nace indikatoru z mikrodialyzac¢ni sondy. Zavéry dosud
provedenych studii [2, 3, 4, 5, 6, 7], zabyvajicich se
indikatorovou mikrodialyzaéni technikou jako metodou
k posouzeni tkanové perfuze, jsou rozporuplné.
Cilem studie bylo posouzeni schopnosti indikato-
rové mikrodialyzac¢ni techniky detegovat zmény tka-
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nové perfuze in vivo na modelu hemoragického $oku
u potkana. Testovanou hypotézou byl predpoklad
zavislosti aktivity zna¢eného indikatoru na stupni tka-
nové hypoperfuze vzniklé v dusledku krevni ztraty.

Soubor a metody

Protokol studie byl schvalen Odbornou komisi pro
ochranu zvirat proti tyrani Lékarské fakulty v Hradci
Kralové. Studie byla provadéna v souladu se stan-
dardnimi pravidly pro humanni zachazeni s experi-
mentalnimi zvifaty.

Jako experimentalni zvirata byli pouziti samci
potkana kmene Wistar o hmotnosti 280-320 g
(objem krve 6-7ml/100 g). Den pred zahajenim expe-
rimentu byly v celkové anestezii Pentobarbitalem
v davce 50 mg/kg intraperitonedlné (i. p.) vypreparo-
vany a. carotis sin. a v. jugularis dx., do kterych byly
zavedeny kanyly se zatavenymi konci naplnéné
heparinem. Kanyly byly vyvedeny po stranach krku
mimo operac¢ni ranu. Po odeznéni anestezie byla zvi-
fata umisténa zpét do chovné klece. Nasledujici den
pred zahajenim vlastniho experimentu byl zvifatim
podan Pentobarbital v davce 50 mg/kg i. p. a zvife
bylo fixovano k operaénimu stolku. Bylo provedeno
napojeni arterialniho katétru na monitor, zilni kanyla
byla napojena na injekéni stiikacku s fyziologickym
roztokem. Poté byla provedena horizontalnim rezem
ve vySi pod S&titnou chrupavkou tracheostomie. Do
prudusnice byla zavedena periferni Zilni kanyla 16 G,
ktera byla zkracena na délku cca 3 cm, vzdalenost
zavedeni kanyly byla cca 8-10 mm od Grovné stoma-
tu; kanyla byla nasledné fixovana cirkularnim stehem
k pradusnici. Zvifata byla ponechana spontanné ven-
tilujici. Anestezie byla udrzovana podanim Pentobar-
bitalu 10 mg/kg i. p. pfi zndmkéach nedostate¢né
hloubky anestezie (napf. pohyb vousu, konéetin, dol-
ni Gelisti, prudky narust arterialniho tlaku apod.).

Kontinualné byl monitorovan arterialni tlak a rektal-
ni teplota (monitor Datex-Ohmeda, USA), jejiz hod-
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nota byla pomoci termolampy udrzovana v rozmezi
36,5-38,0 °C.

Zavedeni mikrodialyzaCnich sond: Prvni sonda
(CMA20, CMA, Svédsko) byla zavadéna do levostran-
ného m. quadriceps femoris po predchozi preparaci
svalu do hloubky cca 2 cm a fixovana stehem ke kuZi.
Druha sonda (CMA20, CMA, Svédsko) byla zavadéna
z horni stredni laparotomie do lobus dexter medialis
jater, punkce pouzdra jater pred zavedenim vlastni
mikrodialyzaéni sondy byla provedena jehlou 18 G.

Zvitrata byla rozdélena do dvou skupin — hemora-
gické a kontrolni. U hemoragické skupiny byl navozen
kontrolovany hemoragicky $ok opakovanymi odbéry
(kazdych 30 minut) 1 ml krve z v. jugularis az do umr-
ti zvirete. Prvni odbér nasledoval 20 minut po zaha-
jeni experimentu. U kontrolni skupiny nebyly prova-
dény krevni odbéry, po 4 hodinach trvani experimen-
tu byla zvifata usmrcena vykrvenim (obr. 1).

Mikrodialyza¢ni sondy byly pfipojeny k originalni
1ml stifkaéce (CMA102, CMA, Svédsko) naplnéné
fyziologickym roztokem s pfimési 3H,O technikou
zabranujici vstupu vzduchu do sondy. Pred zahajenim
vlastniho experimentu byly sondy in situ 30 minut pro-
myvany fyziologickym roztokem s indikatorem (znace-
néa voda, 3H,0, aktivita perfuzatu cca 15 kBg/ml) rych-
losti 2 pl/min mikrodialyzaéni pumpou (CMA102,
CMA, Svédsko). Béhem vlastniho experimentu jsme
pokraCovali s perfuzi stejnym roztokem rychlosti 2
ul/min. Dialyzat byl sbiran do plastovych mikrozkuma-
vek ve 20minutovych intervalech (cca 40 pl dialyzatu
na vzorek). Prvni vyména mikrozkumavek (respektive
odbér dialyzatu) probéhla 20 minut po zahajeni expe-
rimentu, tésné pred prvnim odbérem krve.

Aktivita 3H,O ve vzorcich byla stanovena hned po
dokonceni experimentu tentyz den. 15ul ze vzorku
bylo napipetovano do 10 ml Brayova roztoku (preva-
di beta zareni na svételné scintilace) a scintilace,
respektive aktivita vzniklého roztoku, byla zmérena
na analyzatoru LS6000 Analyzer (Beckman Instru-
ments, USA). Z naméfené aktivity dialyzatu (A,
a perfuzatu (A;,) byl kalkulovan pomér A, /A;,. Zbyly

objem vzorkl s dia-

hemoragicka skupina

1T LT

lyzatem byl do nésle-
dujici analyzy za-
mrazen pfi teploté
—5°C. Po rozmrazeni
byla v dialyzatu sta-
novena koncentrace

kontrolni skupina

S S N S B A

laktatu a pyruvatu
a kalkulovan pomér
laktat/pyruvat. Analy-
za obou latek byla
1 l provedena na analy-
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zatoru ISCUS (CMA,
Svédsko) s vyuzitim
enzymatické metody.

Statistické zpraco-
vani jsme provedli
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Obr. 1. Schéma experimentu

programem MedCalc
version 8.1.1.0. Vy-
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sledky jsou prezentovany jako skupinové primeéry,
pripadné jako 95% intervaly spolehlivosti. Normalita
dat byla ovérena chi-kvadrat testem. Meziskupinové
rozdily v jednotlivych &asech byly hodnoceny T-tes-
tem, nelinearni korelaci mezi veli¢inami jsme hodnoti-
li Spearmanovym koeficientem nelineérni korelace.
Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena 0,05.

Vysledky

K experimentu jsme pouzili 13 zvifat, 4 uhynula
pred zacatkem nebo kratce po zacatku experimentu,
6 zvirat bylo zafazeno do hemoragické skupiny, 3 zvi-
fata byla kontrolni.

Krevni tlak

Hodnoty stfedniho arterialniho tlaku (MAP) ukazuje
graf 1.V hodnotach MAP nebyly po dobu prvnich 120
minut nalezeny rozdily mezi skupinami. Od 140. minu-
ty dale jsou hodnoty MAP v hemoragické skupiné sig-
nifikantné nizsi nez v kontrolni skupiné (p < 0,05).

Znacena voda

Casové vyvoje pomérl A /A, pro jatra a sval jsou
zobrazeny v grafech 2 a 3. BEhem celého experimentu
se poméry A,/A, ze svalu i jater mezi kontrolni
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Graf 1. Casovy vyvoj stfedniho arterialniho tiaku
MAP — stfedni arterialni tlak, *p < 0,05
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Graf 2. Casovy vyvoj poméru A/apn V jétrech
Aoyt — aktivita dialyzatu
A, — aktivita perfuzatu
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a hemoragickou skupinou statisticky vyznamné nelisily.
Nebyla nalezena statisticky vyznamna zavislost mezi
krevni ztratou a pomérem A,,/Ai, ze svalu (r = 0,49),
ani z jater (r = 0,23), ani mezi koncentraci laktatu
a pomérem A, /A, (r = 0,29 pro sval resp. r =-0,15 pro
jatra). Poméry A,./A;, se pohybovaly v rozmezi
0,62—0,66 u jater a 0,77-0,81 u svalu.

Laktat, pyruvat a pomér laktat/pyruvat (L/P)

Koncentrace laktatu a pyruvatu ze svalu a jater
ukazuiji tabulky 1 a 2. Chybéjici udaj je dlisledkem
nedostate¢ného mnozstvi vzorku dialyzatu pro ana-
lyzu. Poméry L/P pro jatra a sval ukazuji grafy 4 a 5.
Béhem prvnich 150 minut nejsou hodnoty L/P v kon-
trolni a hemoragické skupiné ve svalu ani jatrech
statisticky vyznamné odlisné. Od 160. minuty dale
jsou pomeéry L/P ze svalu i z jater v hemoragické
skupiné signifikantné vyssi (p < 0,05) nez v kontrol-
ni skupiné, kde pomeér L/P zlstava neménny. Podob-
ny ¢asovy profil se tyka i laktatu ze svalu i jater, rov-
néz asi po 160 minutach nardsta koncentrace lakta-
tu u hemoragické skupiny, beze zmén u kontrolni
skupiny. Koncentrace laktatu v jatrech byly béhem
celého experimentu 4—-6nasobné vyssi nez ve svalu.
Koncentrace pyruvatu u kontrolni i hemoragické sku-
piny byly po celou dobu experimentu totozné
a v case se nemeénily.
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Graf 3. Casovy vyvoj poméru A, /an Ve svalu
Aot — aktivita dialyzatu
A, — aktivita perfuzatu
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Graf 4. Casovy vyvoj poméru L/P v jatrech
*p < 0,05

Anesteziologie a intenzivni medicina

205

—



anesteziologie 4 06

15.9.2006 15:02 Str. 206

Tabulka 1. Casovy vyvoj koncentrace laktatu (v umol) v dialyza-
tu z jater a svalu pro hemoragickou a kontrolni skupinu
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jatra sval

Cas hemoragickd kontrolni |hemoragické| kontrolni

skupina skupina skupina skupina
0:20 812 206 119 150
0:40 782 306 213 158
1:00 722 247 153 116
1:20 953 295 164
1:40 692 505 230 181
2:00 736 292 206 121
2:20 704 260 224 193
2:40 1207 186 445 101
3:00 1403 250 512 107
3:20 1630 205 842 101
3:40 1625 451 838 344

Tab. 2. Casovy vyvoj koncentrace pyruvatu (v umol) v dialyzatu
z jater a svalu pro hemoragickou a kontrolni skupinu

jatra sval
Cas hemoragickd kontrolni | hemoragicka| kontrolni
skupina skupina skupina skupina
0:20 75 41 24 17
0:40 53 35 37 17
1:00 61 36 37 13
1:20 96 59 37 24
1:40 61 43 54 37
2:00 53 57 55 24
2:20 56 25 50 44
2:40 56 56 46 32
3:00 46 63 50 26
3:20 59 49 46 26
3:40 31 33 15 22
3:50 31 33 25 22
40
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Graf 5. Casovy vyvoj poméru L/P ve svalu
*p < 0,05

Diskuse

Metoda indikatorové mikrodialyzy vychazi z pred-
pokladu, Ze molekuly indikatoru difundujici pres dia-
lyzaéni membranu ze sondy do intersticia jsou z&asti
eliminovany resorpci do krevnich kapilar a to tim
vice, 8im vétsi je prutok krve tkani [8, 9]. Pomér kon-
centraci indikatoru na vystupu a vstupu sondy

Obr. 2. Zavislost poméru C,,/C;, na krevnim pratoku tkané pfi
rGznych rychlostech perfuze sondy

F — normalizovany krevni pritok (bezrozmérna veliéina umérna
krevnimu pratoku)

A — normalizovana rychlost perfuze sondy(bezrozmérna veli¢ina
Uumeérna perfuzi sondy)

(Cout/Cin, respektive Ayy/Ain) by tedy mél byt neprimo
umeérny perfuzi tkané, coz by bylo mozné vyuzit k jeji-
mu méreni (obr. 2).

Z dosazenych vysledkl ovéem vyplyva, ze zmény
aktivity 3H,O, respektive pomér A, /A;, nejsou
v korelaci s krevnimi ztratami, ani s jinymi markery
hypoperfuze (laktat, pomér L/P). Vyznamny pokles
MAP i narust koncentrace laktatu i poméru L/P v dia-
lyzatu pritom dokazuji, Ze pouzity model objemové
kontrolovaného krvaceni vedl k rozvoji Soku s tkano-
vou hypoperfuzi [10].

Pfi¢in neuspéchu indikatorové techniky mizeme
nalézt mnoho. Prvotni metodicka studie [3] indikato-
rové mikrodialyzy testovala metodu na modelu kon-
trolované perfuze s definovanym a ¢asové nemeén-
nym pratokem konéetinou. Autofi sice ziskali velmi
presnou linearni zavislost poméru C,/C;, na tkano-
vé perfuzi v urcité oblasti perfuze, zaroven ale ukaza-
li, Ze variace poméru pri opakovanych odbérech
z jedné sondy pfi identickém krevnim pritoku (tzv.
Casova heterogenita) se pohybuje v rozmezi 3—18 %
(stfedni koeficient variace) a variace pomérl mezi
ruznymi sondami ve stejném okamziku pfi daném
krevnim pratoku (tzv. prostorova heterogenita)
dokonce v rozmezi 4-59 %. Dlvodem je zfejmé rliz-
na difuzibilita molekul v riznych oblastech tkané spo-
lu s nehomogenitou (prostorovou i ¢asovou) rozloze-
ni perfuze v tkani. Pripo¢teme-li fakt, Zze u Zivého zvi-
fete neni, na rozdil od modelt s kontrolovanou perfu-
zi, ani globalni perfuze (napf. minutovy srdec¢ni vydej)
konstantni, je zfejmé, Ze porovnavani vysledkd mezi
méfenimi na rlznych zvifatech je zna¢né obtizné.

Podobna studie [2] s kontrolovanou perfuzi zjistila,
Ze trojnasobné zvyseni perfuze méni pomér C,,/Ci,
pouze o 0,05, tj. 0 5 % z maxima, z ¢ehoz pro in vivo
studie plyne pozadavek témér nedosazitelné pres-
nosti provedeni mikrodialyzy i analyzy vzorkd. Napf.
chyba méreni aktivity pristrojem LS Beckmann se
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pohybuije okolo 2 %, pro pomér aktivit jesté vice. Dal-
&im moznym zdrojem chyb mlZe byt nepfesnost
pipetovani velmi malych objem{ vzorku. Redenim je
bud zvy$eni rychlosti perfuze sondy, coz ovéem zvy-
Suje pomér C,/Ci, a snizuje tak pfesnost metody,
nebo prodlouzeni doby sbirani dialyzatu, coz ovSem
znemoznuje detekci rychlych zmén perfuze. Hlavnim
zdrojem nehomogenity pro in vivo studie je vSak zvi-
fe samo. Intenzita Sokového stavu koreluje jen ¢as-
te¢né s velikosti krevnich ztrat a strednim arterialnim
tlakem, nelze tedy urcit, které hodnoty ve kterém
Case odpovidaji stejné intenzité Sokového stavu,
a méli bychom je tedy nejlépe pouzit pro porovnava-
ni mezi jednotlivymi zviraty a pro statistické zpraco-
vavani. Pfinosnéjsi nez primérné vysledky skupiny
zvirat by bylo sledovani individualnich trendl mére-
nych parametrd, ale napf. i faktor jako pohyb tkani,
kde je sonda zavedena (napr. souhyb jater s dycha-
nim), ovliviiuje pomér C,,/C;, velmi vyrazné, jak pro-
kazala studie [4] na zdravych dobrovolnicich.

Pro redlné vyuziti je dllezitd pfesnost metody
v oblasti nizkych tkanovych perfuzi. Vzhledem k neli-
nearni zavislosti poméru C,,/C;, na tkanové perfuzi
[8] (obr. 2) sice pomér C,,/C;, s klesajici perfuzi
rychle narUsta, zaroven se vsak prodluzuje doba do
ustaveni stacionarniho stavu, kdy se pri dané perfuzi
pomér C,,/Ci, uz dale neméni. Ovéem pomér
Cou/Cin, j& Umérny tkanové perfuzi pouze ve stacio-
narnim stavu, pred jeho ustavenim umérny neni. Tato
skute¢nost znesnadnuje zejména méreni rychlych
zmeén v oblasti nizké tkanové perfuze, protoze tkano-
va perfuze se pak méni rychleji, nez se ustavuje sta-
cionarni stav v difuzi indikatoru, a pomér C,,/C;, pak
neodrazi tkanovou perfuzi [2].

Urcitym limitem vysledkd mize byt i poGet zvifat
pouzitych ve studii. Bylo pouzito pouze 6 zvirat
v hemoragické skupiné a 3 v kontrolni skupiné; pova-
Zujeme to ovSem za pocet dostate¢ny. Vychazime
z Uvahy, Ze byla-li by metoda dostate¢né presna pro
potencidlni vyuZiti v klinické mediciné, pak 6, respek-
tive 3 zvirata musi stacit ke statisticky vyznamnym
vysledkim. A naopak, pokud nebudou v experimentu
dosazeny statisticky vyznamné vysledky, nevyluCuje
to vyuzitelnost metody v experimentu pfi pouziti vys-
Siho poctu zvirat, ale prakticky je vylou¢ena moznost
pouziti v realné klinické praxi.

Za pozornost stoji zmény v koncentracich laktatu,
pyruvatu a poméru L/P, kde, v kontrastu s poméry
Cout/Cin, dochazi k nékolikandsobnému a rychlému
zvy$eni koncentrace laktatu i poméru L/P pfi rozvoji
Sokového stavu. Sledovani laktatu, pyruvatu a pomé-
ru L/P mikrodialyzou se proto jevi jako vhodnéjsi
metoda pro sledovani tize Sokového stavu nez indi-
katorova mikrodialyza¢ni technika.

Zaver

Na modelu objemové kontrolovaného hemoragic-
kého Soku u potkana jsme testovali schopnost indika-
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torové mikrodialyzacni techniky kvantitativné posou-
dit tkadnovou perfuzi. Zjistili jsme, ze zatimco stredni
arterialni tlak signifikantné klesa a koncentrace lakta-
tu v mikrodialyzatu i pomér L/P signifikantné rostou
s krevnimi ztratami, korelace mezi krevnimi ztratami
a pomérem C,,/C;, nedosahuje statistické vyznam-
nosti a pomér C,,/C;, se béhem celého experimentu
neliS§i mezi hemoragickou a kontrolni skupinou.
Schopnost indikatorové mikrodialyzaéni techniky
posuzovat zmény tkanové perfuze se zda byt nizka
a v klinické praxi je technika podle naseho nazoru
prakticky nepouzitelna.
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