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Variability of platelet aggregation in patients with critical limb ischaemia during 6 months of dual anti-platetlet therapy
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Streszczenie
W pracy przedstawiono analize zmian aktywnosci ptytek krwi pod wptywem leczenia dwoma lekami
przeciwptytkowymi — kwasem acetylosalicylowym oraz clopidogrelem — u chorych w IV stopniu niedo-
krwienia konczyn dolnych w obserwacji odlegtej. Praca ma charakter pionierski i wskazuje na postepuja-
cy stabnacy charakter dziatania tych lekéw w odstepie czasu, mimo blokowania ekspres;ji receptora llb/
/llla na powierzchni ptytki krwi oraz blokowania szlaku tromboksanowego.

Stowa kluczowe: krytyczne niedokrwienie koriczyn dolnych, miazdzyca zarostowa tetnic konczyn dolnych,
zmiany troficzne, agregometria impedancyjna, nadreaktywno$¢ plytek krwi, amputacja koficzyn, podwoéjne
leczenie przeciwplytkowe, kwas acetylosalicylowy, clopidogrel, statyny, LMWH, leczenie rekonstrukcyjne,
$miertelno$¢
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Abstract
There was present an analysis of platelet variances in responsibility for dual-antiplatelet therapy — acetyl-
salicylic acid and clopidogrel — in patients with IV stage of limb ischaemia in long term follow-up. This is
a pioneer paper and it is focused on the following weakenees effect of antiplatelet drugs in long time period
despite of the blockade of lIbllla platelet receptor expression and blockage of thromboxane pathway.

Key words: critical limb ischaemia, peripherial arterial occlusive disease, trophic changes, impedance aggrego-
metry, platelet hyper-reactivity, limb amputation, dual antiplatelet therapy, acetylsalicylic acid, clopidogrel,
statins, LMWH, reconstructive procedures, mortality
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Wstep

Hemostaza krwi stanowi kompleks wzajemnie powig-
zanych interakcji miedzy ptytkami krwi, osoczowymi czyn-
nikami krzepniecia oraz $ciang naczynia [1, 2]. Leczenie
przeciwptytkowe w znaczacy sposdb zaburza te réwno-
wage, zarowno na poziomie ptytek krwi, jak i Sciany na-
czynia [1, 3, 4]. Dodatkowo wydaje sig, ze u chorych

Introduction

Blood hemostasis is a complex of mutually related
reactions between platelet, blood coagulation proteins
and vessel wall [1, 2]. An antiplatetlet therapy significantly
upset this equilibrium both in top of platelet and vessel
wall level [1, 3, 4]. Additionally in patients who suffer from
trophic changes in lower extremities (llI™ and IV" stage
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z niedokrwiennymi zmianami troficznymi w obrebie kon-
czyn dolnych (Il oraz IV stopien wg klasyfikacji Fonta-
ine’a) zaburzenia w obrebie $ciany naczynia majg decy-
dujacy wptyw na hemostaze, a w konsekwencji na ryzy-
ko utraty konczyny.

Celem opracowania jest przedstawienie zmian, do
jakich dochodzi w obserwacji odlegtej w zakresie hamo-
wania szlaku tromboksanowego oraz receptora dla ADP
na powierzchni ptytek krwi, ocenianych za pomoca agre-
gometrii impedancyjnej.

Materiat i metody

Badanie przeprowadzono w grupie 33 chorych w IV
stopniu niedokrwienia konczyn dolnych, poddanych le-
czeniu rewaskularyzacyjnemu, u ktérych nie doszto do
petnego wygojenia owrzodzenia niedokrwiennego
w okresie do 3 miesiecy od zabiegu rewaskularyzacyjne-
go. Wszyscy chorzy otrzymywali rutynowo 2 leki prze-
ciwpltytkowe — kwas acetylosalicylowy w jednorazowej
dawce dobowej — 150 mg oraz clopidgrel w jednorazo-
wej dawce dobowej — 75 mg. Dodatkowo chorzy otrzy-
mywali rosuwastatyne w dawce 10 mg na dobe. Ze
wzgledu na wysokie ryzyko zylnej choroby zakrzepowo-
zatorowej, wszyscy leczeni pacjenci w okresie do 14. doby
po zabiegu rewaskularyzacyjnym otrzymywali enoksapa-
ryne w dawce profilaktycznej 40 mg raz na dobe. Z bada-
nia wytagczono chorych na cukrzyce, chorych z niewy-
dolnoscia krgzenia w Il oraz IV stopniu NYHA oraz cho-
rych z niewydolnoscig nerek.

Do oznaczania agregacji ptytek krwi postuzono sie
agregometrem impedancyjnym Multiplate (Dynabate
GmbH, Munich Germany) oraz fabrycznie przygotowa-
nymi testami:

— ADP-test — (Dynabate GmbH, Munich, Niemcy) dla
oceny odpowiedzi ptytki krwi na pobudzenie recep-
tora dla ADP;

— ASPI-test (Dynabate GmbH, Munich, Niemcy) dla oce-
ny stopnia wyhamowania szlaku tromboksanowego
ptytek krwi.

Badanie obejmowato 4 pomiary agregometryczne:
— pomiar wyjsciowy — bez lekéw przeciwptytkowych

lub po okresie 10-dniowego ich odstawienia;

— 1 pomiar po zabiegu rewaskularyzacyjnym, tj. po upty-
wie 48-72 godzin od wtaczenia dwdch lekow prze-
ciwptytkowych;

— 2 pomiar pozabiegowy migdzy 25.-30. doba po za-
biegu rewaskularyzacyjnym;

— 3 pomiar pozabiegowy w okresie 3-6 miesiecy od za-
biegu.

Probki krwi do badan byty pobierane do 4,5 ml pro-
bowek prézniowych zawierajacych 17 jednostek hepa-
ryny na kazdy ml (Vacutainer®, Betcon Dickinson, Mey-
land, Francja).

Wszystkie prébki byty poddane badaniom pomiarowym
w okresie nie dfuzszym niz 10-15 minut od pobrania oraz
przy stafej temperaturze pomiaru — 37 stopni Celsjusza.

Charakterystyke kliniczna i demograficzng badanej
grupy przedstawiono w tabeli I.

of Fonatine classification), the vessel wall disturbances
have a significant influence on hemostasis, and in the
and on the risk of limb lost.

The aim of this study is to show the changes of throm-
boxane pathway blockage and platelet ADP receptor
blockage measured in impedance aggregometry, which
are observed during long time dual-antiplatelet therapy.

Material and methods

The study was performed on the 33 patients group in
IV stage of limb ischaemia, who were gave up reconstruc-
tive procedures and who didn’t present ulcers healing for
3 months after reconstructive procedure. All these patients
received dual antyplatelet therapy — acetylsalicylic acid in
150 mg daily dosage and clopidogrel in 75 mg daily dos-
age. All these patients additionally received 10 mg
rosuvastatinum daily. Despite on high risk of VTE all pa-
tients were treated with LMWH — enoxaparine 40 mg once
daily for two weeks after reconstructive procedure. From
the study were excluded diabetes patients, lll and IV" stage
of NYHA patients and all who present kidney failure.

For platelet activity measurement was used imped-
ance aggregometer — Multiplate (Dynabate GmbH,
Munich, Germany) and factory-made tests:

— ADP-test — (Dynabate GmbH, Munich, Germany) for
evaluation of platelet answer for ADP receptor agonist;

— ASPI-test — (Dynabate GmbH, Munich, Germany) for
evaluation of thromboxane pathway blockage.

The investigation contains 4 aggregometric survays:
— basic measurement — without dual antiplatetelt

therapy or 10 day after stop of this type of therapy;
— 1% postrevascularization measurement — above 48 to

72 hours after beginning of dual antiplatelet therapy;
— 2" postrevascularization measurement — between

25 and 30 day after the procedure;

— 3¢ postrevascularization measurement — between

3 and 6 month after procedure.

Blood samples were collected in 4.5 ml volume
vacuum tubes which contains 17 IU of unfractioned hep-
arin for each milliliter of blood sample (Vacutainer®,
Betcon Dickinson, Meyland, France).

All collected blood samples were gave-up measure-
ment procedures in a no longer period than 10-15 min-
utes after collection. All was performed in standard tem-
perature 37 degree of Celsius.

Demographic and clinical characteristic of investi-
gated group was present in Table I.

For all aggregometric measurements of AUC (area
under the curve) were referred to proper values of ag-
gregation for healthy people.

Normal range of AUC:

— ADP-AUC (548-1167);
— ASPI-AUC (790-1410).

The value of AUC below the lower range for healthy
patients was recognized as the proper answer for
antiplatelet therapy it's mean:

— ADP-test: AUC < 548;
— ASPI-test: AUC < 790.
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Tabela I. Charakterystyka grupy badanej
Table. . Characteristic of investigated group

Grupa badana
Investigated group

Liczba mezczyzn/Number of male 24 (72,7%)
Wiek/Age 67 (SD = 5,27)
Obrzek koficzyny/Leg oedema 16 (48,4%)
Zmiany troficzne/Throphic changes 33(100%)
PTA/Stent/PTA/Stent placement 13 (39,3%)
Pomost naczyniowy/Bypass precedure 16 (48,4%)
Profundoplastyka/Profundoplasty 7(21,2%)

Dla wszystkich pomiarow agregometrycznych anali-
zowano wielko$é obszaru pod krzywg AUC w odniesie-
niu do wartosci prawidtowych, czyli wartosci agregacji
ptytek krwi obserwowane u oséb zdrowych.

Normy:

— ADP — AUC (548-1167);
— ASPI — AUC (790-1410).

Za prawidiowa odpowiedz na leczenie przeciwptyt-
kowe przyjmowano warto$ci AUC mieszczace sie poni-
zej dolnej granicy dla oséb zdrowych w obu testach, to
jest:

— ADP-test: AUC < 548;
— ASPI-test: AUC < 790.

Nadreaktywnos$¢ ptytek krwi w zakresie danego re-
ceptora rozpoznawano w przypadku, gdy wartosci AUC
miescity sie w przedziale wartosci prawidtowych dla oséb
zdrowych, czyli nieleczonych lekami przeciwptytkowymi
lub gdy warto$¢ AUC byta wyzsza od goérnej wartosci
normy dla oséb zdrowych

Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano test normal-
nosci Kolmogorova-Smirnova oraz test zgodnoéci chi-
kwadrat. Poniewaz wyniki przeprowadzonej analizy
wstepnej wskazywaty na odchylenia od rozktadu normal-
nego, zastosowano nieparametryczng analize wariancji
— test Kruskala-Willisa. Do obliczen statystycznych po-
stuzono sie pakietem Statistica 9.0 (StatSoft Inc., Stany
Zjednoczone).

Wyniki
Agregometria
ADP-test

Najsilniejsze wyhamowanie szlaku pobudzenia ptyt-
ki krwi na drodze receptora dla ADP uzyskano w po-
miarze trzecim, to jest miedzy 25. a 30. dobg od zabie-
gu naprawczego (tego rodzaju zmiany obserwowano
u 28 z 33 chorych). Srednia warto$é wyhamowania
wahata sie na poziomie 499,56 AUC. Co ciekawe,
w czwartym pomiarze, czyli w okresie miedzy 3. a 6. mie-
sigcem leczenia, stwierdzono ostabienie stopnia wy-
hamowania agregacji — srednia wartos¢ obszaru pod

Platelet hyperreactivity — according to examined
receptor — was recognized in the case when the value
of AUC was in ranges typical for healthy patients (i.m.
don’t treated antiplatelet drugs) or when the value of
measured AUC was above the upper margin for healthy
patients.

Statistical analysis

For statistical analysis the Kolmogorov-Smirnov nor-
mality test and chi-quarter test were used. Because of
the results of performed analysis suggest differences to
the normal distribution the non-parametric statistic of
Kruskal-Willis was used too. We use Statistica 9.0 pack-
age software (StatSoft Inc. USA)

Results

Aggregometry
ADP-test

The strongest inhibition of platelet activity by the ADP
receptor pathway was obtained in the third measurement
i.m. between 25 and 30 days after revascularization pro-
cedure — in 28 of patients. The average value of AUC
was 499.56. What is interesting — in the forth measure-
ment i.m. between 3 and 5 month of dual antiplatelet
treatment — diminution of platelet aggregation block-
age was observed. The average value of AUC was 506.93.
What else is interesting — in all cases of treated patients
the value of AUC measured in 2™ survey was not in thera-
peutic range (Fig. 1).

ASPl-test

Thromboxane pathway blockage was obtained in
majority of analyzed patients (29 patients) The therapeu-
tic values of platelet inhibition was observed during sec-
ondary measurement (first after revascularization pro-
cedure measurement).

The average value of AUC was 556.35 AU (normal
value for non-treated patient is between 790-1410 AU).

Additionally during the next post-procedure measure-
ments the further inhibition of platelet aggregation was
observed — 168.62 AU in the 3 measurement. Statisti-
cally diminution of aggregation blockage was observed
in 4" measurement — similarly to the ADP receptor an-
swer for aggregation blockage the average value was
290.86 AU. There were observed statistically significant
differences — p < 0,006 (Fig 2).

In our observation we recognized lack of answer for
dual antiplatelet therapy (acetylsalicylic acid and
clopidogrel) in four cases (ADP/AUC > 548 and ASPI/
/AUC > 790) In one patients we recognized resistance
for clopidogrel therapy and proper answer for
acetylsalisylic acid. One patient from the resistance group
died in 4™ months after revascularization procedure as
the result of cardio-vascular decease.

Discussion

Anischaemic trophic changes in lower extremites are
observed in 10-12% of POAD patients [2, 5, 6, 7]. The
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krzywa wynosita 506,93 AU. Uwage zwraca fakt, iz u wszyst-
kich chorych w pomiarze drugim, to jest miedzy 48.
a 72. godzing podwaojnej terapii przeciwptytkowej nie
osiaggnieto terapeutycznego wyhamowania agregacji
ptytek krwi (ryc. 1).

ASPI test

U wigekszoéci analizowanych pacjentéw (29 chorych)
juz w czasie pomiaréw wyjsciowych stwierdzono zada-
walajacy stopien wyhamowania agregacji ptytek krwi na
drodze aktywacji szlaku tromboksanowego. Srednia war-
tos¢ wynosita 556,35 AU (Norma dla os6b nieleczonych
kwasem acetylosalicylowym: 790—1410 AU).

Dodatkowo w czasie kolejnych 2 pomiaréw pozabie-
gowych stwierdzono dalsze pogtebianie sie wyhamo-
wania agregacji ptytek do wartosci 168,62 AU w trze-
cim pomiarze. Podobnie jak w przypadku receptora dla
ADP w czwartym pomiarze stwierdzono istotnie staty-
stycznie ostabienie stopnia wyhamowania agregac;ji pty-
tek na drodze tego szlaku (290,86 AU) wzgledem po-
przednich pomiarow. Réznica ta byta istotna statystycz-
nie — p < 0,006 (ryc. 2).

W badaniu stwierdzono brak odpowiedzi na poda-
wany clopidogrel, jak i kwas acetylosalicylowy u 4 cho-
rych (ADP/AUC > 548 oraz ASPI/AUC > 790). U jedne-
go pacjenta stwierdzono brak tej odpowiedzi w prze-
dziale terapeutycznym w odniesieniu do clopidogrelu,
przy zachowanej prawidtowej odpowiedzi na kwas ace-
tylosalicylowy. Jeden z wyzej wymienionych chorych
zmart w 4 miesigcu leczenia w mechanizmie $mierci
sercowo-naczyniowe;.

Dyskusja

Niedokrwienne zmiany troficzne w przebiegu prze-
wlektego niedokrwienia dotyczg okoto 10-12% pacjen-
téw z przewlektym miazdzycowym niedokrwieniem
konczyn dolnych [2, 5-7]. Standardowym leczeniem —
poza amputacjg pierwotng konczyny — jest rewasku-
laryzacja potgczona z podawaniem dwoch lekéw prze-
ciwptytkowych — kwasu acetylosalicylowego i lekdw
blokujacych receptor dla fibrynogenu (llb/llla) wraz
z leczeniem hipolipemizujagcym [8, 9]. Pozycja kwasu ace-
tylosalicylowego jest ugruntowana w leczeniu miazdzy-
cy i jak dotad nie udato sie stworzy¢ innego leku row-
nie skutecznie blokujagcego synteze tromboksanu
w ptytce krwi [10, 11]. Mimo wprowadzenia nowej ge-
neracji lekow blokujacych receptor Ilb/llla (prasugrel,
kangrelol), nie uzyskano znaczacej poprawy wynikéw
leczenia w tej grupie chorych. Do nadal roczna $mier-
telno$¢ u chorych z niedokrwiennymi zmianami troficz-
nymi w obrebie konczyn dolnych waha sie na pozio-
mie 25-30%, podobnie jak i odsetek tak zwanych du-
zych amputacji [12]. Powstaje zatem pytanie: jakie
mechanizmy prowadzg do obnizenia skutecznosci tego
leczenia?

Od wielu lat porusza sie kweste nadreaktywnosci
ptytek krwi wywotanej przewlektym stanem zapalnym
[7-9]. Przeprowadzone badanie wydaje sie potwierdza¢
to spostrzezenie. Zaréwno w zakresie blokowania szla-
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Rycina 1. Stopien wyhamowania receptora dla ADP w kolej-
nych pomiarach

Figure. 1 Range of ADP receptor inhibition obtained in the fur-
ther surveys.
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Rycina 2. Stopien wyhamowania szlaku tromboksanowego
ptytek krwi w kolejnych pomiarach

Figure 2. Range of platelet thromboxane pathway inhibition
observed during further measurements

standard procedure — except for the primary amputa-
tion — is any revascularization procedure together with
dual antiplatelet therapy — acetylsalicylic acid and
clopidogrel which causes blockage of receptor for fibrino-
gen (llb/llla) — together with hypolipidemic treatment
[8, 9]. The position of acetylsalicylic acid in the treatment
of atheromatic changes is well established and up today
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ku tromboksanowego, jak i szlaku zwigzanego z ADP
obserwuje sie narastajagcy hamujacy wptyw wyzej wy-
mienionych lekéw w okresie pierwszych 30 dni po za-
biegu rewaskularyzacyjnym a nastepnie stopniowy
spadek sity wyhamowania agregacji po uptywie 3-6
miesiecy leczenia, mimo stosowania statych dawek
lekow. Co ciekawe, w przypadku blokowania szlaku
tromboksanowego po 3 miesigcach terapii wartosci
wyhamowania agregacji utrzymywaty sie ponizej dol-
nej wartosci dla oséb zdrowych. Trudno, zatem mo-
wié o pojawianiu sie opornosci na dtugotrwata terapie
tym lekiem. W przypadku blokowania agregacji ptytek
krwi zaleznej od ADP u wigkszosci z badanych chorych
wartosci AUC w ostatnim pomiarze oscylowaty przy
dolnej granicy normy dla oséb zdrowych, czyli nieprzyj-
mujacych lekéw blokujgcych receptor llb/Illa. Powsta-
je zatem pytanie o skutecznos$¢ dtugotrwatego lecze-
nia clopidrogrelem u chorych w IV stopniu niedokrwie-
nia konczyn dolnych.

Przeprowadzone badanie wskazuje na stabngca
w czasie skutecznos$¢ terapii lekami blokujgcymi recep-
tor llb/llla u chorych w IV stopniu niedokrwienia, przy
zachowanej skutecznosci tego leczenia w odniesieniu
do kwasu acetylosalicylowego. Czy obserwowane zja-
wisko jest wynikiem nasilenia sie nadreaktywnosci pty-
tek krwi czy tez wynikiem postepu zmian niedokrwien-
nych w obrebie konczyn prowadzgcych w efekcie kon-
cowym do amputacji lub zgonu pacjenta — wymaga
dalszych badan.

Whioski

U chorych z miazdzyca zarostowg tetnic w IV stop-
niu niedokrwienia konczyn dolnych, u ktérych w okre-
sie do 3 miesiecy od zabiegu rewaskularyzacyjnego nie
dochodzi do wygojenia zmian troficznych obserwuje sie
zjawisko sukcesywnego obnizania sie odpowiedzi na le-
czenie lekami przeciwptytkowymi — szczegolnie w od-
niesieniu do clopidogrelu.
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