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The role of the low molecular weight heparin in thrombotic and bleeding complication occurrence in patients
with critical limb ischaemia, qualified to revascularization by the means of an artificial prosthesis
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Streszczenie
Podwdjna terapia przeciwptytkowa, w potaczeniu z podawaniem heparyn drobnoczasteczkowych (LWMH),
zwieksza ryzyko powiktan krwotocznych. Przeprowadzone analizy agregometryczna i tromboelastometryczna
wykazaty brak wptywu LMWH na zaburzenia agregacji ptytek krwi oraz nieistotny statystycznie wptyw na wiasci-
wosci skrzepu krwi badane w tromboelastometrze u chorych z krytycznym niedokrwieniem konczyn dolnych.
Chirurgia Polska 2013, 15, 1, 25-32

Stowa kluczowe: agregometria impedancyijna, tromboelastometria, nadreaktywno$¢ ptytek krwi, krytyczne niedokrwienie
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Abstract
Double antiplatelet therapy and low molecular weight heparin (LMWH) treatment increases the risk of
adverse bleeding events. The performed aggregometric analysis did not reveal any influence of LMWH
on platelet aggregation and had a statistically insignificant influence on the clot properties analyzed by
the means of the thromboelastometry in patients with critical limb ischaemia.
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Key words: impedance aggregometry, thromboelastometry, platelet hyperrectivity, critical limb ischaemia, bypass procedure,
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Wstep Introduction

Krytyczne niedokrwienie konczyn dolnych (CLI, crit/- From 1% to 3% of patients with peripherial occlusive arte-
cal limb ischemia) dotyczy 1-3% chorych z miazdzycg rial disease (POAD) suffer from critical limb ischaemia (CLI).
tetnic obwodowych (POAD). W przypadku braku wtasci- About 20-30% of this group will lose an extremity or die
wego leczenia, blisko 20-30% przypadkéw prowadzi do within one year if not treated properly [1, 2]. If possible,
utraty konczyny lub zgonu w ciggu roku [1, 2]. Zasadni- surgical or endovascular revascularization, which has
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czym, a w wigkszosci przypadkow jedynym skutecznym recently become more common, is the standard method
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sposobem postepowania pozostaje rewaskularyzacja.
Leczenie farmakologiczne przy braku rewaskularyzaciji,
zwykle nie jest skuteczne [1, 3]. W wielu przypadkach pa-
cjentow poddawanych rekonstrukcji naczyniowej z powo-
du krytycznego niedokrwienia kofczyn, w szczegolnosci
pacjentow po leczeniu wewnatrznaczyniowym, zalecana
forma terapii jest podawanie podwdjnej terapii przeciw-
ptytkowej oraz statyn o prawdopodobnym korzystnym
dziataniu w tej grupie chorych. Najczesciej taczy sie poda-
wanie kwasu acetylosalicylowego w dawce 75-325 mg/24
godz. z klopidogrelem w dawce 75 mg/24 godz. Dawka
statyny dobierana jest indywidualnie i modyfikowana na
podstawie zmian profilu lipidowego [1].

Wiekszos$¢ chorych z objawami CLI nalezy do gru-
py $redniego lub wysokiego ryzyka zylnej choroby za-
krzepowo-zatorowej (ZCHZZ) i wymaga zastosowania
odpowiedniej profilaktyki. Poniewaz metody fizykalne
— kompresjoterapia, jak i masaz pneumatyczny sa prze-
ciwwskazane w tej grupie pacjentéw, zas szybkie uru-
chomienie z powodu troficznych zmian niedokrwiennych
i niewygojonych ran — czesto niemozliwe, postepowa-
niem z wyboru w profilaktyce ZCHzz jest podawanie
heparyn drobnoczasteczkowych (LMWH, /low molecular
weight heparin) [3, 4]. Dawki LMWH stosowane w tym
celu zostaty precyzyjnie okreslone i odpowiadajg zwykle
aktualnym wytycznym profilaktyki ZCHZZ. Poniewaz za-
réwno leki przeciwptytkowe, jak i LMWH w istotny sposob
zaburzajg krzepniecie krwi, leczenie to moze wigzac sie ze
zwiekszonym ryzykiem powiktan krwotocznych [1, 3-5].

Celem przeprowadzonego badania byfa ocena wpty-
wu heparyn drobnoczgsteczkowych podawanych pro-
filaktycznie wzgledem ZCHZZ, na zaburzenia agregacii
ptytek krwi oraz wtasciwosci skrzepu krwi, u chorych
z krytycznym niedokrwieniem konczyn dolnych podda-
nych leczeniu rewaskularyzacyjnemu.

Materiat i metody

Badanie przeprowadzono na grupie 29 pacjentow: 26
mezczyzn (89,6%) oraz 3 kobiet (10,4%) w wieku 65 + 1,1
roku, z objawami krytycznego niedokrwienia i zmianami
troficznymi konczyn dolnych (Grupa — LMWH). Chorzy
zostali zakwalifikowani do pomostowania omijajacego
w odcinku aortalno-udowym lub udowo-podkolanowym.
Chorzy ci od 3. doby po operacji otrzymywali dwa leki
przeciwpltytkowe (kwas acetylosalicylowy (ASA, acety!-
salicylic acid)w dawce 1 x 150 mg/24 godz., klopidogrel
w dawce 1 X 75 mg/24 godz.), statyne (rosuwastatyna
w dawce 10 mg/24 godz.) oraz LMWH (enoksaparyna
w dawce 2 X 40 mg na dobe). Terapia byta kontynuowana
przez co najmniej 30 dni.

Grupe kontrolng (CLI-K) stanowito 18 chorych: 15
mezczyzn (83,33%) i 3 kobiety (16,67%) w wieku 61 =
7,7 roku z troficznymi zmianami niedokrwiennymi kon-
czyn dolnych, leczonych érédnaczyniowo (PTA lub PTA
+ stent). Chorzy z grupy kontrolnej byli leczeni dwo-
ma lekami przeciwptytkowymi (kwas acetylosalicylowy
w dawce 1 X 150 mg/24 godz., klopidogrel w dawce 1 X
75 mg/24 godz.) oraz statyng (rosuwastatyna w dawce

of care in this patient group. Pharmacological treatment
is usually not effective and does not result in proper blo-
od circulation restoration [1-3]. In patients undergoing
revascularization procedures, especially those treated
endovascularly, double antiplatelet therapy together
with the intake of statin is a widely accepted method
of treatment and is probably beneficial for this patient
group. The oral administration of acethylsalicylic acid (75—
-325 mg daily) and clopidogrel (75 mg daily) are often
the most preferred type of double antiplatelet treatment.
Statin dosage is individually modified on the basis of
a lipid profile assessment [1].

Due to the presence of various deep vein thrombosis
risk factors, the majority of CLI patients are deemed to
be at a moderate or high risk of VTE (venous thrombo
-embolism) occurrence requiring adequate prophylaxis.
Indeed, a possible method of choice for VTE prophylaxis
remains the implementation of LMWH prophylaxis. This
is because of contraindications for the physical methods
of VTE prophylaxis, such as compression stockings or
intermittent pneumatic compression, as well as trophic
changes and unhealed wounds due to the lack of the
possibility of early mobilization. The dosages of LMWH
are precisely defined and are continuously modified on
the basis of the current consensuses regarding VTE pro-
phylaxis. As both double antiplatelet drugs and LMWH
seriously influence the blood coagulation system, this
type of treatment can be potentially associated with an
increased risk of bleeding complications [1, 3-5].

The aim of this study was an assessment of LMWH
influence on platelet aggregation and clot properties in
patients with CLI undergoing revascularization proce-
dures and VTE prophylaxis by means of low molecular
weight heparin.

Material and methods

The study was performed on a group of 29 patients
including 26 men (89.6%) men and 3 women (10.4%),
aged 65 *= 1.1 years, with critical limb ischaemia and
trophic changes (group-LMWH). All these patients were
qualified to undergo bypass procedures in the aorto-fe-
moral or femoro-popliteal position. All patients received
double antiplatelet therapy (acethylsalicylic acid 150 mg
daily and clopidogrel 75 mg daily), statin (rosuvastatin
10 mg daily) and LMWH (enoxaparine 0.04 s.c. twice
daily) beginning from third postoperative day. Pharma-
cological treatment was continued at least 30 days after
the vascular procedure.

The control group (CLI-K) consisted of 18 patients:
15 men (83.33%) and 3 women (16.67%), aged 61 +
7.7 years, who were treated endovascularly (PTA or
PTA with stent implantation) because of CLI of the lo-
wer extremities. Patients from this group received do-
uble antiplatelet therapy and statin in the same dosages
(acethylsalicylic acid 150 mg daily, clopidogrel 75 mg
daily and rosuvastatin 10 mg daily) for 72 hours before the
endovascular procedure. This treatment was continued
for the next 30 days.
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10 mg/24 godz.) przez co najmniej 72 godziny poprze-
dzajace zabieg. Podwadjne leczenie przeciwptytkowe byto
kontynuowane w tej grupie chorych, przez co najmniej
30 dni po zabiegu endowaskularnym.

Badanie reaktywnos$ci ptytek oraz analiza wtasciwosci
skrzepu krwi byty przeprowadzone dwukrotnie:

1. w grupie CLI-LMWH: w 5. dobie po operacji, tj. po
uptywie 48 godzin od rozpoczecia podwdjnego le-
czenia przeciwptytkowego, oraz po uptywie 30 dni
od zabiegu rewaskularyzacyjnego;

2. w grupie CLI-K: po uptywie 48 godzin od zabiegu
endowaskularnego oraz po uptywie 30 dni.
Dodatkowo oceniano zmiany stezenia CRP oraz profilu

lipidowego w krwi obwodowej. Analize reaktywnosci pty-

tek krwi przeprowadzono na pomocg agregometru impe-
dancyjnego Multiplate (Dynabyte Informationssysteme,

Monachium, Niemcy) wykorzystujgcego do badania petna

krew zylng (WBA, whole blood aggregometry). Metoda

oparta jest na ciggtym pomiarze zmian oporu pomiedzy
dwiema elektrodami pomiarowymi, ktérego wartos¢ jest
proporcjonalna do liczby agregujacych na elektrodach
ptytek krwi, pobudzonych swoistym agonista. Algorytm
badania obejmowat zmieszanie 300 ul 0,9% NaCl z 300 ul
petnej krwi zylnej, ogrzanych do temperatury 37°C, inku-
bacje przez 180 s, nastepnie dodanie swoistego agonisty

zawartego w 20 ul roztworu zbuforowanego do pH 7,4.

Nastepnie przez 6 minut oceniano agregacje ptytek krwi

wyrazong jako pole powierzchni pod krzywa AUC (AUC,

area under the curve).

Badano zmiany agregacji ptytek w odpowiedzi na
pobudzenie za pomocg ADP i kwasu arachidonowego,
wykorzystujgc fabrycznie przygotowane testy — ADP-test
oraz ASPI-test. Zakresy normy agregacji dla poszcze-
goélnych szlakow aktywacji ptytki krwi przedstawiono
w tabeli I.

Wtasciwosci skrzepu krwi analizowano za pomocg
tromboelstometru. Metoda oparta jest na analizie zmian
ruchu rotacyjnego sondy wprowadzonej do komory po-
miarowej w zakresie 4,75° na skutek zmian oporu sta-
wianego przez tworzacy sie skrzep krwi. Zmiany te sa
rejestrowane przez uktad optyczny aparatu, a nastepnie
przetwarzane komputerowo i przedstawiane w formie
krzywej krzepniecia krwi. Algorytm badania obejmowat
wprowadzenie do kuwety pomiarowej 20 ul odczynnika
star-TEM w celu neutralizacji cytrynianu sodowego zawar-
tego w badanej prébce krwi, dodanie 20 ul odpowiednie-
go aktywatora uktadu krzepniecia (kwasu algilowego) oraz
300 ul petnej krwi zylnej pobranej na 0,109M cytrynian
sodowy. Po zmieszaniu kuwete umieszczano w syste-
mie pomiarowym aparatu i rozpoczynano 20-minutowy

Tabela I. Zakresy agregaciji ptytek krwi po stymulacji agonista
Table I. Ranges of platelet aggregation after agonist stimulation

Platelet reactivity and a clot properties analysis was
assessed twice in each group:

1. in the CLI-LMWH group — on the fifth day after the
operation, meaning 48 hrs after the beginning of
the double antiplatelet therapy and 30 days after the
procedure

2. inthe CLI-K group — 48 hours after the endovascular
procedure and 30 days after this treatment
Additionally, the analysis of hs-CRP concentration

and lipid profile in the whole venous blood was also

performed.

A whole blood aggregometry (WBA) was performed
to assess platelet reactivity. In this evaluation, a multi-
channel impedance aggregometer multiplate (Dynabyte
Informationssysteme, Munich, Germany) was used. The
principle method is based on the continuous measure-
ment of changes in resistance recorded by two measuring
electrodes which strictly correlate with the number of
adhering platelets stimulated by a specific agonist. The
measurement procedure was, as follows — a mixture of
300 uL of 0.9% NaCl with 300 uL whole vein blood prehe-
ated to 37°C, incubation for 180 seconds, followed by the
addition of 20 uL of a specific agonist solution buffered to
a pH of 7.4. The aggregation measurement was carried
out for 6 minutes, and finally was manifested as the area
under the curve (AUC).

For the platelet aggregation analysis, factory-prepa-
red reagents were used: an ASPI-test which contains
arachidonic acid and a ADP-test which contains ADP.
The normal range of platelet aggregation for a specific
agonist stimulation are presented in Table I.

Clot properties were analyzed by using a Ro-
teg tromboelastometry (Rothem® delta Pentapharm
GmbH, Germany). The principles of this method are
based on analysis of changes in probe rotation mo-
vement (range 4.75°) after placing the probe inside
the measuring chamber. Changes in clot properties
are recorded by an optical system and, after further
data processing, are presented graphically as a clot
formation curve. The procedure is, as follows: the
introduction of 20 uL of star-TEM into the measuring
chamber for neutralization of sodium citrate from
a blood sample, followed by the introduction of 20 uL
of specific coagulation activator, and finally the intro-
duction of 300 uL of whole vein blood. After mixing,
the prepared chamber was placed into the measure-
ment system and began 20 minutes of testing. In order
to eliminate the influence of heparine on the result
obtained in the in-TEM test, 20 uL of heparinase was
additionally added — test hep-TEM.

Rodzaj aktywatora
Activator

Wartosci prawidtowej odpowiedzi
Proper values of platelet aggregation

Nadreaktywno$¢ plytek krwi
Platelet hyperreactivity

ADP 0-540

> 541

Kwas arachidonowy/Arachidonic acid 0-790

> 790

Legenda: ADP (adenosine diphosphate) — difosforan adenozyny
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pomiar. W celu zniesienia wptywu heparyny na warto$¢

wyniku testu in-TEM dodatkowo do kuwety pomiarowej

wprowadzano 20 ul heparynazy — test hep-TEM. Do
badania uzyto fabrycznie przygotowane testy:

1. in-TEM — zawierajacy kwas alligilowy dla oceny ukfa-
du wewnatrzpochodnego, tj. czynnikow XII, XI, IX,
VI, X, V, ll, | oraz ptytek krwi;

2. hep-TEM — dla weryfikacji wyniku testu in-TEM, po
wyeliminowaniu wptywu heparyny za pomocg he-
parynazy. W przypadku braku heparyny CT (c/oting
time), jak i MCF (maximal clot firmness) przyjmuja
wartosci identyczne, jak w tescie in-TEM.

W badaniu oceniano czas tworzenia sie skrzepu (CT)
oraz maksymalng spojnosé skrzepu w 20. minucie badania
(MCF). Zakresy norm dla testu in-TEM przedstawiono
w tabeli Il.

Kryterium wigczenia dla grupy badanej (CLI-LMWH)
oraz grupy kontrolnej (CLI-K) byty:

1. béle spoczynkowe > 2 tygodni;

2. obecno$¢ zmian troficznych — suchej martwicy
w obrebie stopy;

3. brak kwalifikacji do pierwotnej amputacji konczyny;

4. ABI<0,2.

Kryteria wykluczenia obejmowaty: cukrzyce, przewle-
ktg chorobe nerek z eGRF < 60 ml/min/1,73 m2 powierzch-
ni ciata, zgorzel wilgotng w obrebie konczyny, ciezka
niewydolno$¢ krazenia NYHA HlI/NYHA IV (New York
Heart Association), watpliwe warunki do rekonstrukcji,
niedrozno$¢é pomostu naczyniowego w ciggu pierwszych
24 godzin od zakonczenia operacji, pomostowanie ob-
wodowe jedynie w celu obnizenia poziomu amputacji,
zabiegi hybrydowe, anemig, matoptytkowosé lub nadptyt-
kowosé (<100 ™ 103/mm3 lub >350 " 103/mm?), koniecz-
no$¢ przetoczenia krwi i preparatéw krwiopochodnych.

Metody pobierania krwi do badan

Krew uzyta do badan byta pobierana w godzinach
porannych, z zyty tokciowej, w pozycji siedzacej pacjenta.
Krew byfa pobierana w systemie zamknietym, do probo-
wek prézniowych DB Vacutainer® (Becton, Dickinson and
Company, USA) w objetosci:

* 2 ml do probowek zawierajacych heparyne litowa
w stezeniu 17 j. UFH/1 ml pobranej krwi do badania
agregometrycznego;

* 2 ml do probowek zawierajacych heparyne litowa
w stezeniu 17 j. UFH/1 ml pobranej krwi do oznaczenia
CRP oraz profilu lipidowego;

* 2 ml do probdéwek zawierajacych cytrynian sodowy
w stezeniu 0,109 M do badania tromboelastome-
trycznego;

* 2 ml do probowek zawierajagcych K2 EDTA w celu
oceny morfologii krwi obwodowej, poziomu leuko-
cytéw, poziomu ptytek krwi, hemoglobina (Hb), he-
matokryt (Ht).

Zaréwno pomiary agregometryczne, jak i tromboela-
stometryczne byty wykonywane bezposrednio po pobra-
niu prébek krwi.

Tabela Il. Zakresy dla CT oraz MCF w tescie in-TEM
Table Il. Ranges for CT and MCF for in-TEM test

Rodzaj testu/Type of test | CT (s)/CT (s)

in-TEM 100-240 50-72

MCF [mm)/MCF [mm]

For testing, the following commercially-available re-
agents were used:

1. in-TEM — containing ellagic acid, for the assessment
of internal clotting cascade activity, e.g. factors XII,
X, 1X, VI, X, V, I, | and platelets.

2. Hep-TEM — for the verification of in-TEM , following
the elimination of the influence of heparin on the
obtained results.

In the case of heparin absence in an tested blood
sample, the results of Ct and MCF in both tests are similar.
For all patients the clotting time (CT) and maximal clot
firmness (MCF) after 20 minutes of measurement were
assessed. The normal ranges for the in-TEM test are
presented in Table Il.

The inclusion criteria in both study groups were:

1. rest pain > 2 weeks;

2. presence of trophic changes in lower extremities —
e.g. dry gangrene;

3. patient not qualified to undergo primary amputation;

4. ABPI < 0.2.

The exclusion criteria were, as follows: diabetes
mellitus, chronic kidney disease with eGRF range of
< 60 ml/min/1.73m? of body area, moist gangrene,
serious heart failure — NYHA Ill, NYCHA IV, limited
possibilities for performing reconstructive procedures,
bypass occlusion during the first 24 hours after sur-
gery, vascular reconstruction preformed to lower an
amputation level, anaemia , thrombopenia or throm-
bocytosis (<100 102 /mm?3 or > 350~ 103/mm3), the
necessity of blood transfusion or the transfusion of
blood-related agents.

Methods for sample blood collection

The blood was collected from the cubital vein, in the
morning while the patient was in a sitting position. The
samples were collected into closed system, vacuum test
tubes — DB Vacutainer® (Becton, Dickinson and Compa-
ny, USA) in the following amounts:

* 2 ml into test tubes containing lithium heparin in
a concentration of 17 U/ml of collected blood for
aggregometry;

* 2 ml into test tubes containing lithium heparin in
a concentration of 17 U/ml of collected blood for
assessment of lipid profile and hs-CRP concentration;

* 2 mlinto test tubes containing 0.109M sodium citrate
for thromboelastometric testing;

* 2 mlinto test tubes containing K2 EDTA — for blood
count, leucocyte count, platelet count, Hb, Ht.

Both aggregometric and thromboelastometric me-
asurements were performed immediately after blood
sample collection.
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Tabela Ill. Dane demograficzne
Table lll. Demographic data

Grupa CLI-LMWH/Group CLI-LMWH Grupa CLI-K/Group CLI-K Wartos¢é p

Srednia = SD lub No.(%)/Mean = SD or No.(%) $rednia = SD lub No. (%)/Mean = SD or No. (%)
Liczba pacjentow/ Number of patients 29 18
Mezczyzni/kobiety/ Men/Women 26 (89,6%) /3 (10,4%) 15 (83,33%) /3 (16,67%) NS
Wiek (lata)/ Age (years) 65+ 1,1 61+77 NS
BMI [kg/m?l/ BMI [kg/m?] 211 +31 268 =48 NS
Nadciénienie tetnicze /Arterial hypertension 6 (20,68%) 9 (50%) NS
Cholesterol catkowity [mg/dl]/Cholesterol [mg/dl] 192,2 + 36,29 189 + 221 NS
Cholesterol HDL [mg/dll/HDL Cholesterol [mg/dl] 45 +12,45 48,1 + 16,2 NS
Cholesterol LDL [mg/dl)/LDL cholesterol [mg/dl] 129,35 + 31,11 121 =291 NS
Trsjglicerydy [mg/dl)/Triglicerydes [mg/di] 152,66 = 62,1 148 + 24,2 NS
Leukocyty (x 10~ 3/ul)/White blood cells x 10 3/ul 9,92 +1,1 10,1+22 NS
Erytrocyty (x 10 6/ul)/Red blood cells x 10 ™ 6/ul 4,89 = 0,39 4,78 = 0,89 NS
Hemoglobina g/l/Hemoglobin [g/l] 13,99 = 0,51 14,2 +1,22 NS
Hematokryt %/Hematocrit [%] 4419 =19 4512 = 2,31 NS

Analiza statystyczna

Do analizy danych wyjsciowych w obu grupach ba-
danych wykorzystano test t-Studenta — w przypadku
rozktadu normalnego. W przypadku rozktadu nieprawi-
dtowego postuzono sie testem U Manna-Withneya oraz
analizag wariancji Kruskala-Wallisa. Dla poréwnania zalez-
nosci pomiedzy zmiennymi z pomiaru wyj$ciowego oraz
w 30. dobie po zabiegu naprawczym wykorzystano test
Pearsona oraz Kruskala-Wallisa. Dla wszystkich testow
wartos$¢ p<0,05 przyjeto za poziom istotny statystycznie.
Do opracowania statystycznego wykorzystano program
Statistica 9,0 (StatSoft Inc. USA).

Wyniki

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomie-
dzy obu badanymi grupami w zakresie danych demo-
graficznych, wspéfistniejgcych choréb, wynikéw badan
laboratoryjnych, jak i farmakoterapii (tab. Ill). Analiza
morfologii i funkcji ptytek krwi w pierwszym pomiarze
po zabiegu nie wykazafa istotnych statystycznie réznic
w obu badanych grupach.

W obu badanych grupach nie stwierdzono réwniez
nadreaktywnosci ptytek krwi w odpowiedzi na pobu-
dzenie kwasem arachidonowym. Réwnoczes$nie w obu
grupach, u 23 chorych (79,3%) z grupy badanej oraz 13
(72,2%) z grupy kontrolnej, stwierdzono nadreaktywnos$é
ptytek krwi w odpowiedzi na pobudzenie ADP. Wartosci
te nie réznity sie istotnie statystycznie pomiedzy obu
badanymi grupami. Nie stwierdzono réwniez istotnych
statystycznie réznic w odniesieniu do CRP oraz profilu
lipidowego w obu badanych grupach.

W trakcie pomiarow wykonanych po 30 dniach od
zabiegu nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
w odniesieniu do liczby leukocytéw, erytrocytow, stezenia
hemoglobiny i hematokrytu w obu badanych grupach.
Podobnie jak przy pierwszym pomiarze — nie stwier-
dzono nadreaktywnosci ptytek krwi w odpowiedzi na

Statistical analysis

In both groups the t-student test was used for normal
data distribution as a baseline data analysis. The U-Mann-
-Whitney and Kruskal-Wallis tests were used for abnormal
data distribution. To compare the relationships between
the variables from baseline data and variables carried
out on the 30" day after the reconstructive procedure,
the Pearson and Kruskal-Wallis tests were used. The
value p < 0.05 was recognized as significantly signifi-
cant for all the statistical tests used. In order to carry out
a statistical analysis, Statistica 9.0 software (StatSoft Inc.
USA) was used.

Results

There were no statistically significant differences be-
tween the study groups regarding the demographic data,
comorbidities, laboratory test results and pharmacothera-
py (Table lll). Moreover, the analysis of platelet count and
platelet function in the first post-procedure measurement
did not reveal statistically significant differences between
both investigated groups.

In addition, there was no platelet hyperreactivity me-
asured after arachidonic acid stimulation in both investi-
gated groups. On the other hand, while platelet hyper-
reactivity related to ADP stimulation was observed in 23
cases (79.3%) from the CLI-LMWH group and 13 patients
(72.2%) from the CLI-K group, the values did not differ
significantly between the groups. There were also no
significant differences in relation to hs-CRP concentration
and lipid profile.

In the assessment performed 30 days after the pro-
cedure we did not observe any statistically important
differences related to leucocyte and erythrocyte num-
bers, as well as Hb and Ht in both investigated groups.
Similarly to the first postoperative measurement, there
was also no pathological platelet hyperreactivity after
arachidonic acid stimulation. In both groups patholo-
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Tabela IV. Agregacja ptytek krwi
Table IV. Platelet aggregation

Agregacja ptytek Grupa CLI-LMWH/Group CLI-LMWH Grupa CLI-K/Group CLI-K
Plateled aggregation " " " N
DO $rednia = SD D30 srednia = SD Wartosé p DO srednia = SD D30 srednia = SD Wartosé p
D0 Mean = SD D30 Mean + SD P value DO Mean * SD D30 Mean + SD P value
ADP > 540 (AUC) 832,23 + 199,21 837,59 =+ 166,02 NS 819,11 = 214,23 822,89 + 254,01 NS
ADP > 540 (AUC)
ASPI > 790 (AUC) 578,21 + 378,32 553,22 + 391,12 NS 554,8889 = 435,17 542,23 + 459,11 NS
ASPI > 790 (AUC)
Tabela V. Dane tromboelastometryczne
Table V. Thromboelastometric data
cT Grupa CLI-LMWH/Group CLI-LMWH Grupa CLI-K/Group CLI-K
in-TEM $rednia = SD hep-TEM $rednia = SD Wartosé p in-TEM $rednia = SD hep-TEM srednia + SD Wartosé p
in-TEM Mean = SD hep-TEM Mean = SD P value in-TEM Mean = SD hep-TEM Mean = SD P value
DO [mm] 234 + 14 232+ 16 NS 238 = 11 231+ 17 NS
D30 [mm] 224 =12 221 =13 NS 211+ 16 209 =13 NS
MCF Grupa CLI-LMWH/Group CLI-LMWH Grupa CLI-K/Group CLI-K
in-TEM $rednia = SD hep-TEM $rednia = SD Wartoscé p in-TEM $rednia = SD hep-TEM $rednia = SD Wartosc p
in-TEM Mean + SD hep-TEM Mean = SD P value in-TEM Mean = SD hep-TEM Mean = SD P value
DO [mm] 64 + 19 64 = 11 NS 67 =10 65 =+ 12 NS
D30 [mm] 61 =17 60 =19 NS 64 = 16 62 =18 NS

pobudzenie kwasem arachidonowym w obu badanych
grupach. W obu badanych grupach utrzymywata sie nadal
patologiczna reaktywnos¢ ptytek krwi w odpowiedzi na
pobudzenie ADP (tab. IV).

Wartosci CT, jak i MCF dla testu in-TEM w obu ba-
danych grupach przyjmowaty wartosci mieszczace sie
w przedziale normy dla oséb zdrowych (w obu pomia-
rach). Modyfikacja tego testu za pomocg heparynazy (test
hep-TEM) nie zmienita w istotny statystycznie sposdb
otrzymanych wynikow (tab. V).

W dalszej analizie stwierdzono wystepowanie sta-
bej korelacji pomiedzy nadreaktywnoscig ptytek krwi
w odpowiedzi na pobudzenie ADP, a wartosciami CT oraz
MCF w tescie in-TEM.

Nie stwierdzono wystepowania korelacji pomiedzy
agregacjg ptytek krwi w odpowiedzi na pobudzenie kwa-
sem arachidonowym a wartosciami CT, jak i MCF testu
in-TEM.

Dyskusja

Leczenie przeciwptytkowe w istotny sposéb zmnigj-
szyfo $miertelno$¢ w przebiegu ostrych incydentow wien-
cowych i mézgowych [1]. Niestety nie jest do konca le-
czeniem skutecznym ani bezpiecznym [1, 4, 6]. Podwadjna
terapia przeciwptytkowa, mimo wielu korzysci, niesie ze
soba ryzyko powiktan krwotocznych na poziomie 1-3%
[1, 8]. Dotaczenie do terapii kolejnego leku hamujacego
krzepniecie krwi, w istotny sposéb bedzie zwiekszaé ry-
zyko wystgpienia powikfan krwotocznych. Dotychczas
przeprowadzone analizy tzw. terapii potréjnej (dwa leki
przeciwpiytkowe + doustny antykoagulant) jednoznacz-
nie wskazuja wzrost ryzyka krwawienia i koniecznos$é
unikania dtugotrwatej terapii tego typu. Jak dotad brak

gical platelet hyperactivity after ADP stimulation was
still observed (Table V).

The CT and MCF values for the in-TEM test were
similar in both measurements that is, in the beginning
of the procedure and after 30 days thereafter, and
were located in the range typical for healthy people.
Modification of this test by the addition of heparinase
(hep-TEM test) did not have a statistically significant
effect on the obtained data (Table V).

A poor correlation between platelet hyperreac-
tivity after ADP stimulation and CT, MCF values in
in-TEM test was observed.

Moreover, there was no correlation between plate-
let aggregation after archidonic acid stimulation and
CT, MCF values measured in the in-TEM test.

Discussion

Antiplatelet therapy has significantly reduced mor-
tality after acute heart and brain incidents.” However,
there are still some doubts concerning the safety of
double antiplatelet therapy in clinical settings [1,4, 6].
Despite a large number of benefits, the risk of ble-
eding related to double antiplatelet therapy remains
relatively high (at about 1-3%) [1, 8]. In this situation
the implementation of an additional drug blocking the
coagulation system can potentially increase the risk of
bleeding. Up to now, studies of triple anticoagulation
therapy (double antiplatelet therapy and oral anticoagu-
lations — vitamin K antagonist) have clearly shown an
increase in the risk of bleeding in this patient group. On
the other hand, there are limited data about potential
bleeding complications of dual antiplatelet therapy
provided together with LMWH.
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Rola heparyn drobnoczgsteczkowych w indukowaniu powikian krwotoczno-zakrzepowych

jest doniesien na temat powiktan podwadjnej terapii prze-
ciwptytkowej w skojarzeniu przewlektym z podawaniem
heparyn drobnoczasteczkowych.

Zwigzek pomiedzy negatywnym oddziatywaniem he-
paryn drobnoczgsteczkowych, a ptytkami krwi wyraza
sie w powstawaniu swoistych przeciwciat w klasach IgG
oraz IgM skierowanych przeciwko receptorom PF4 na
powierzchni ptytki krwi [7, 8]. W wyniku reakcji immuno-
logicznej dochodzi do niszczenia ptytek krwi, co przektada
sie bezposrednio na ich poziom w krwi obwodowej [7, 8].
O ile przeciwciata w klasie IgM mozna stwierdzi¢ blisko
u zleczonych za pomocg LMWH, o tyle wystepowanie
przeciwciat w klasie 1gG jest wielokrotnie rzadsze, tj. na
poziomie 0,2-1% leczonych, i nie zawsze prowadzi do
niszczenia ptytek krwi [7, 8]. Poza opisanym i wspomnia-
nym powyzej zjawiskiem trombocytopenii indukowane;j
podawaniem heparyny, w dostepnym pismiennictwie
brak jest jednak nadal danych dotyczacych ewentualnego
zwigzku pomiedzy nadreaktywnoscia ptytek krwi a poten-
cjalnym innym negatywnym oddziatywaniem LMWH na
ptytke krwi. Przeprowadzona analiza wykazata wystepo-
wanie patologicznie wysokiej agregacji ptytek krwi pod
wplywem stymulacji ADP u ponad 70% chorych w obu
grupach badanych. Trudno oszacowac, czy jest to wynik
samej choroby — niedokrwienia obwodowego, czy tez
wptyw innych czynnikéw, na przykfad przewlektego stanu
zapalnego. Przeprowadzona analiza nie wykazata korelacji
pomiedzy poziomem hs-CRP, a nadreaktywnoscia ptytek
krwi w odpowiedzi na pobudzenie za po mocg ADP.

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu wykazano réow-
niez stabg korelacje pomiedzy nadreaktywnoscig ptytek
krwi w odpowiedzi na ADP a testem in-TEM. By¢ moze
jest to wynik oddziatywania innych niz ADP aktywato-
row w tescie in-TEM na ptytke krwi, a w zwigzku z tym
zodmiennym nasileniem agregac;ji i aktywac;ji ptytki krwi.

Bardzo ciekawym zjawiskiem jest dobra odpowiedz
na leczenie kwasem acetylosalicylowym w obu badanych
grupach — u zadnego z chorych nie stwierdzono patolo-
gicznej agregacji ptytek krwi pod wptywem kwasu arachi-
donowego zaréwno w pierwszym pomiarze po zabiegu,
jak i po 30 dobach leczenia. Potwierdza to skutecznos$é
ASA w blokowaniu ptytki krwi [4, 5, 7]. Niestety zabloko-
wanie tylko jednego z kilku mozliwych szlakéw aktywacji
ptytki krwi jest niewystarczajgce, o czym $wiadczy duza
liczba przypadkéw nadreaktywnosci ptytek krwi w od-
powiedzi na pobudzenie ADP w obu badanych grupach.

Od kilku lat poruszany jest problem nadreaktywnosci
plytek krwi w czasie leczenia tienopirydynami, jak i nasilenie
tego zjawiska w ciggu pierwszych 30 dni po zakonczeniu
leczenia tymi lekami [5, 6]. Z pewnoscig majg na to wptyw
czynniki konstytucyjne oraz uwarunkowana predyspozycja
genetyczna [6, 8]. Nie opracowano — jak dotgd — standar-
dow postepowania dla leczenia tego typu powikfan.

Wykazany w badaniu brak istotnych réznic pomiedzy
obu badanymi grupami, w zakresie agregometrii i w wy-
nikach testow in-TEM oraz hep-TEM wskazuja, ze LMWH
nie wywierajg bezposredniego wpfywu na funkcje ptytek
krwi, nawet w przypadku wystepowania nadreaktywnosci
ptytek krwi.

The negative interactions between platelets and
LMWH are manifested by the production of specific an-
tibodies against PF4 (platelet factor 4) receptors located
on the platelet surface. [7, 8]. In this situation, due to
immunological interaction, platelet activation and da-
mage can be observed, leading to a decrease in the
total platelet number [7, 8]. Moreover, although IgM an-
tibodies are observed in a quarter of cases of LMWH
treated patients, they are rarely presented (from 0.2 to
1% of treated patients) and their presence is not always
related to immunological platelet damage [7, 8]. Except
regarding the above-mentioned heparin induced throm-
bocytopenia, there are still no data available concerning
platelet hyperreactivity and any other potential negative
influence of LMWH on platelets. The performed analysis
revealed pathological high platelet aggregation in near
70% of treated patients after ADP stimulation, as well as in
the LMWH-taking group. It is difficult to confirm whether
this process is related to poor peripheral blood supply
or whether it is related to other factors such as chronic
inflammatory reaction. The performed analysis did not
reveal any correlation between hs-CRP concentration and
platelet hyperreactivity after ADP stimulation. There was
also a poor correlation between platelet hyperreactivity
after ADP stimulation and in-TEM test values. This ob-
servation can be related to the potential activity of clotting
activators other than ADP in the in-TEM test, as well as
different activation and aggregation of platelets. An im-
portant observation concerning the patients included in
the study, is the confirmation of good platelet response
to acethylsalicylic acid treatment in both investigated gro-
ups. No cases of pathologically high platelet aggregation
relating to arachidonoic acid were found postoperatively,
as well as 30 days after procedure, in either group. These
findings confirm the evidence of the efficacy of acetylsa-
licid acid in platelet blockage [4, 5, 7]. Unfortunately, the
blockage of the single platelet activation way can turn
out to be ineffective, which was documented by the high
platelet hyperreactivity after ADP stimulation in the same
group of investigated patients. In the recent years, the
problem of platelet hyperreactivity during thienopyridine
treatment, as well as their hyperreactivity during the first
30 days after their administration has been discontinued,
has been widely discussed [5, 6]. Indeed, this could be at
least partially related to the presence of some constitu-
tional factors and one’s genetic predisposition [6, 8]. Up
to now, no standards concerning this clinically very risky
situation has been described. Moreover, the absence of
the statistically significant differences in aggregometric
results and in the in-TEM, as well as in hep-TEM tests,
clearly suggest that LMWH administration (in the propo-
sed doses) do not influence platelet function, even when
platelet hyperreactivity is observed.

Conclusion
The addition of LMWH to standard double plate-

let therapy does not influence platelet aggregation
function.
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Whiosek
Réznoczasowe podawanie LMWH z dwoma lekami 3
przeciwptytkowymi nie wywiera wptywu na zaburzenia
agregacji ptytek krwi.
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