laboratorní kontrola (farmakodynamický princip monitorování) účinku léků - Antagonisté a antidota - Demonstrace Účinku farmak ovlivňujících hemostázu

Připravili: MUDr. Jolana Cermanová, Prof. MUDr. Jiřina Martínková, CSc., MUDr. Stanislav Mičuda.

K experimentu použijeme králíka v celkové anestézii pentobarbitalem (Pentobarbital 30mg/kg i.v.). Do a. carotis zavedeme polyetylenovou kanylu naplněnou fyziologickým roztokem. Kanyla slouží jak pro aplikaci látek do organismu (pokusy in vivo), tak i pro odběry krve (pokusy in vitro).

	Zkoumaná farmaka

	Heparin: 
	Antikoagulans působící in vitro a in vivo. Zrychluje a potencuje účinek endogenního inhibitoru koagulace-antitrombinu III. přítomného v plazmě.

	Pelentan: 
	Kumarinové antikoagulans působící pouze in vivo. Mechanismem účinku je inhibice vlivu vitaminu K na tvorbu prokoagulačních faktorů II, VII, IX a X a proteinu C v játrech.

	Protaminsulfát: 
	Váže heparin za vzniku neúčinných komplexů.


Úloha č.1: Důkaz účinku heparinu in vitro.

Ke stanovení srážlivosti krve použijeme LEE WHITEUV test (test srážlivosti).

Připravíme si tři vodní lázně o teplotě přibližně 37 °C.

	Lázeň č. 1.   Obsahuje 3 zkumavky prázdné (kontrola)

	           č. 2.   Obsahuje 3 zkumavky s heparinem (3/4 IU)

	           č. 3.   Obsahuje 3 zkumavky s Pelentanem (1 mg)


Kanylou odeberte 9 ml krve do inj. stříkačky a krev rozdělte po 1 ml do všech připravených zkumavek. Od okamžiku, kdy se krev objeví se stříkačce, měřte pomocí stopek dobu srážení. Počínejte si následovně: 

A.  Po přidání krve do zkumavek obsah mírně protřepte 

B. Po uplynutí 3 minut sledujte srážení krve ve zkumavkách v půlminutových intervalech. Odečítání usnadněte mírným nakláněním zkumavky (po 0.5 min) až do vytvoření koagula. V okamžiku vytvoření sraženiny odečtěte čas.

Časové intervaly zaneste do tabulky č. 59 a vypočtěte průměrné hodnoty. Vyhodnoťte a zdůvodněte výsledky pokusu.  Napište závěr.

Tab. č. 59. Srovnání účinku heparinu a Pelentanu in vitro.

	
	Zkouška srážlivosti podle LEE WHITEA

	Lázeň
	č. 1 – Kontrola
	Č. 2 – Heparin
	č. 3 – Pelentan

	Zkumavka
	1.
	2.
	3.
	1.
	2.
	3.
	1.
	2.
	3.

	Čas (min)
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Průměrný čas (min)
	
	
	


Vyhodnocení a závěr:

Úloha č.2: Důkaz účinku heparinu in vivo.
Kanylou zavedenou do a. carotis králíka aplikujte heparin (Heparin 250 IU) a následně kanylu propláchněte 2-3 ml fyz. roztoku. Po 10 minutách odeberte popsaným způsobem 3 ml krve opět ke stanovení srážlivosti podle LEE WHITEA ve třech zkumavkách. Dobu srážlivosti sledujte max. 30 minut. Výsledný čas zaznamenejte do tabulky č. 60 a opět  vypočtěte  průměrnou hodnotu. Vyhodnoťte a zdůvodněte výsledky pokusu. Napište závěr.

Tab. č. 60.  Důkaz účinku heparinu in vivo.

	
	Heparin

	Zkumavka
	1.
	2.
	3.

	Čas (min)
	
	
	

	Průměrný čas (min)
	


Vyhodnocení a závěr:

Úloha č.3: Vliv protaminsulfátu na účinek heparinu.

Heparinisovanému králíkovi podejte kanylou i.v. protaminsulfát (0,6mg/100 I.U. heparinu). Kanylu propláchněte 2-3 ml fyz. roztoku. Za 10 minut proveďte opět odběr krve na test srážlivosti. Test proveďte popsaným způsobem ve třech zkumavkách.

Výsledný čas zaneste do tabulky č. 61 a vypočtěte průměrnou hodnotu.Vyhodnoťte výsledky a napište závěr.

Tab. č. 61.  Interakce heparin - protaminsulfát

	
	Heparin + protaminsulfát
	

	Zkumavka
	1.
	2.
	3.

	Čas (min)
	
	
	

	Průměrný čas (min)
	
	


Vyhodnocení a závěr:

Kontrolní otázky:

1. Který srážecí systém (vnitřní či zevní) je hodnocen testem podle Lee Whitea?

2. U kterých onemocnění je prodloužena doba srážlivosti a proč?

3. Který test je vhodný ke stanovení účinku Pelentanu v praxi a jaký je jeho princip?

4. Co znamená výsledek INR.= 1? Stačí k vyvolání antikoagulačního účinku?

5. Jaká by měla být hodnota INR, bude-li pacient pelentanizován za účelem prevence hluboké žilní trombózy?

6. V jaké dávce je třeba podat protaminsulfát ke zrušení účinku heparinu, byl-li heparin aplikován v dávce 3000 IU?

7. Je protaminsulfát  antagonistou nebo detoxikans heparinu?   

8. Jaké možnosti přicházejí v úvahu při léčbě předávkování (intoxikaci) Pelentanem? 

9. Vyjmenujte alespoň tři látky, které mohou být zdrojem závažných interakcí s Pelentanem.

