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1. Teoreticky uvod

1.1. Biokompatibilita a materialy

Pfi mimotélnich metodach ndhrady funkce ledvin dochéazi vlidemtaktu krve s
umélym povrchem extrakorporalniho & k celéracé ¢casto nezadoucich reakci.
Dochéazi k aktivaci hemostazy, komplementu, u$oincytokini a dalSich
pusobki. Umelé povrchy také mohou vést k alergickyntoxickym reakcim,
pusobit kanceroger#y menit slozeni krevnich bilkovin apod. Obeécmakové
chovani undlych povrchi nazyvame bioinkompatibilni.

Z experimeni s "umelou ledvinou” je ténd stoleti znama schopnost &igch
povrchi indukovatéi podporovat vznik trombuipjejich kontaktu s krvi. Tato
vlastnost se nazyva trombogenita. Trombogenitataa si mimo¢linich metod
biokompatibility. Z cetnych studii je znamo, Ze zasahuje vSechny oblasti
hemostéazy, tedy koagulaci, fibrinolyzu i trombocyz schéma 1, 2) [Broze
1995, Lane et Bowry 1994, Opatrny et al 1993, Opagt al 1991].

Jinou oste sledovanou oblastiignterakci krve s urglym povrchem je ovlivani
slozek komplementu. Od 70. let 20. stoleti je zngmgchodny pokles pidu
leukocyti a hlavré neutropenie &em prvnich minut hemodialyzy. Tento jev byl
posléze Craddockem a jeho spolupracovniky &yesn  sekvestraci
komplementem aktivovanych leukogy plicnim recisti [Craddock et al 1977].
Mezi vyznamné ukazatele biokompatibility mateariapati i problematika
produkce cytokifi a uvolréni bradykininu pi kontaktu s krvi.

Z dlouhodobého pohledu se bio(in)kompatibilnim ¢ membran rozumi
jejich vliv na kumulaci molekul o g&dni velikosti, nap beta-2-mikroglobulinu a
jeho souvislost s dialyZai amyloidozou [Jadoul 1998, Pickett et al 2002],
kumulaci produki pokratilé glykace a oxidacedetre oxidainiho stresu, a déle
vazba pro dlo dulezitych latek na ugé povrchy mimatiniho okthu, & uz
krevnich bilkovin, protilatek, albuminu, koagtdch faktofi ¢i medikameni.

Cilem metod nahrady funkce ledvin je nejetindé ocistit krev od produkt
metabolismu, které se v organismiil gelhdni ledvin (@akutnimci chronickém)
kumuluji, ale i minimalizovat negativniupobeni kontaktu krve s uym
povrchem mimatiniho okhu na pacienta. Proto se podle interakce krve s
umélym povrchem zéaly materialy dialyzatdr a dalSich satasti mimoélniho
obe¢hu rozliSovat na ménbiokompatibilni, tedy celulozové z derivafi celulézy
(Cuprophan, Haemophan, celulozoacetat apod.), aerialgt s tzv. vyssi
biokompatibilitou, tzv. syntetické, jako jsou meraby polysulfonové,
polyakrylonitrilové, polyamidové, polymethalmetakatové, polykarbonatove
apod. Vlivu tchto membran na aktivaci hemostazy a komplementésevala
fada studii [Craddock et al 1997, Schultze et al2]1%rieter et al 1995,
Mannstadt et al 1995, Hoenich et al 1995, Bos &08l/, Lhotta et al 1998, Jorres
et al 1999, Cianciolo et al 2001]. Byly z&fany gedevSim na uZzititiznych
membran fi metodach intermitentnich.



1.2.Kontinualni metody oé¢istovani krve

V poslednich 20ti letech zaznamenaly prudky roztzj. kontinualni metody
nahrady funkce ledvin (CRRT). Jsou jsatiniou metodou kby selhani ledvin,
predevSim akutniho, a ziskaly misto zejména db&ékriticky nemocnych v
podminkach intenzivni gé. Nemocni indikovani k CRRT¢asto trpi
multiorgdnovou dysfunkci, ktera zahrnuje haplice, srdce a kardiovaskularni
ob¢h, jatra apod. &asto byva provazena i poruchou koagulace [Roneb2201].

U téchto olghow nestabilnich nemocnych jsou kontinualni metody rawn

funkce ledvin v posledni débpreferovany ped procedurami intermitentnimi
zejména pro svoji pomalou, postupnou Upravu frifio prostedi, vysSSi

hemodynamickou stabilitu u kriticky nemocnych patie vétSi moZznosti

odstrarni cytokini, ¢i lepSi kontroly tekutinove bilance [Ronco et ab89Ronco

et al 2001, Cole et al 2000, Kellum et al 2002].

Stale neni jednozie¢ vyireSen postoj kdasnosti zahajeni nahrady funkce ledvin
a vliv v¢asného napojeni na reparaci renalnich funkcireZigp nemocnych
[Bellomo et Ronco 1998, Conger et al 1994, Gretalef998, Golper 2004,
Augustine et al 2004]. DalSi kbvou otazkou je u kontinualnich metod volba
vhodného protisrazlivého zaj#ti. Forma antikoagulac€asto limituje uZziti
téchto metod v [&¢ kriticky nemocnych. Nad#ma ¢ nedostatena
antikoagulace 1ive dale komplikovat klinicky stav paciénti mit za nasledek
nizsi &innost procedur [Conger et al 1994, Webb et al 198&nns et al 1998,
Palsson et Niles 1999, Tan et al 2000, Gabutti 2002, Gabutti et al 2004].

joreeYs

Jak jiz bylo uvedeno vysefigkontaktu krve s ulym povrchem dochazi k celé
fad interakci a trombogenita uhych povrchi se v klinické praxi uplauje
nejvyrazigji. U kontinualnich metod je bio(in)kompatibilni abani materiai
mimotIniho okthu jeS¢ akcentovano ve srovnani s podobnymi vlivii p
intermitentnich metodach nahrady funkce ledvin iemecker et al 1994, Ronco
et al 2001, Lhotta et al 1998, Dhondt et al 1998fbiduer et al 1999, Frank et al
2001, Schultze et al 1992, Cianciolo et al 2001eriich et al 1995, Janssen et al
1993]. Casto jsou timto zjsobem léeni nemocni, u kterych je antikoagulace
nefrakcionovanym heparinem (jez je obvykla u metodermitentnich)
kontraindikovana fedevSim pro riziko krvacivych komplikaci. Nemoagtasto
trpi diseminovanou intravaskularni koagulaci, jgaaré po operacki traumatu,
maji deficit srazlivych faktdr bud’ pri jaterni dysfunkcti v duasledku neadekvatni
substituce krevnich ztrat, nebo maji potencialnkzikoi krvaceni do
gastrointestinalniho traktu (napri stresovych fedech, p akutni nekrotizujici
pankreatitis) apod. To vSe limituje uZziti kontimigh metod nahrady funkce
ledvin a ¢ini volbu vhodného antikoagwaiho zajiSéni procedur jest t€zsi
[Webb et al 1995, Leslie et al 1996, Palsson etd\11999, Reeves et al 1999, Tan
et al 2000].



1.4. Fiprava mimotélniho obéhu pri metodach nahrady funkce ledvin

Diive byl obecs prijiman nazor, Ze pro snizeni trombogenity mighdho okéhu
je pred zahajenim procedury nahrazujici funkci ledviodrié provést proplach
fyziologickym roztokem siisadou heparinu. Ten se podle vazebné schopnosti
konkrétniho materidlu mimeéhich seti a dialyzatoru¢i filtru vaze na unilé
povrchy. Zabranigi omezi se tim aktivace koagulace, ale také komerem i
leukocyti. Tak se zvySuje biokompatibilita systému a nerdanedbatelna ani
moznost redukovani davek antitrombotik, ktera j$owmezeni trombogenity
povrchi podavana [Plotz et al 1992, Cheung et al 1992aiayet al 2000].
Tento nazor byl vSak u procedur intermitentnichchiybren [Opatrny et al 1997].
Ze studie vyplynulo, Ze obe&ndoporiovany proplach mimeétniho okthu s
fyziologickym roztokem s heparinem nema u interntité hemodialyzy vliv na
parametry koagulacefipuZziti polysulfonovych membran s high-fluk low-flux
charakteristikou.

V biokompatibili€ hraji roli i dalSi faktory, jako je slozeni diaggniho roztoku,
rychlost pfitoku krve, jeji teplota apod. [Schindler et al 1984¢hwarzbeck et al
1977, Skroeder et al 1996, Otte et al 1997]. Pratlze vysledky z procedur
intermitentnich automatickyfebirat i pro procedury kontinudlini.

Doporweni provadt proplach mimatiniho okéhu s fyziologickym roztokem s
piisadou heparinuipd zahgjenim @st'ovaci procedury je u metod kontinualnich
do sodasné doby obeéndodrzovano. Je to danargplevSsim snahou omezit
trombogenni pisobeni mimatiniho okhu @i dlouhodobém kontaktu krve s
umeélymi povrchy, kdy je udrZzeni ichodnosti obhu ¢asto problematické. AvSak
u nemocnych s vysokym rizikem krvacivych komplikaoiize proplach
s heparinem riziko krvaceni dale potencovat.

1.5.Formy antikoagulace gt mimotélnich elimina¢nich metodach

Stale neni vieSena problematika optimalniho antikoagulans pratikoalni
metody n&hrady funkce ledvintq@evsim pro vysoké riziko krvacivych
komplikaci na strah jedné a dlouhodobou expozici krve trombogennimu
umeélému povrchu na strardruhé.

Klasicka antikoagulace nefrakcionovanym heparinktera patila mezi zakladni
formu protisrazlivého zaji8hi CRRT, bylacasto nesaimna. Byly zkouSeny
varianty s vysokoobjemovou ultrafiltraci a nahradobstiténimi roztoky [Tan et
al 2000], dale stale ménpopularni tzv. proplachy mimghiho okéhu
fyziologickym roztokem provashé pravidelg v pribéhu procedury, kdy vlivem
proplachu dochazi k odplavenicitého mnoZstvi aktivovanych koagtidch
faktoni, krevnich destiek, aktivovaného komplementu a dalSigsqbki z mist,
kde @i kontaktu krve s ulym povrchem dochazi k jejich aktivaci a produkci.
Tento zmisob do jisté miry limitoval délkudtstovaci procedury na dobu, po
kterou mimogIni obéh vydrZzel ptichodny. U kontinuélnich metod je tato varianta
prakticky nesctidna, pokud nemocny netrpi v ramci syndromu mulaoayé
dysfunkce (MODS) vyraznou koagudtd poruchou. Navic je tato metoda u
kriticky nemocnych nevhodnartgrevsSim kuli aktivaci krevnich elemeft



komplementu a dalSi stimulaci tvorby cytokin coZz u nemocnych
s multiorgdnovym selh&nimibe déle prohloubit tiZi jejich stavu.

Proto byl postup® preferovan nizkomolekularni heparin [Reeves etl299,
Reeves et Graan 2003], byla zkouSena regionalnarimgpace s antagonizaci
G¢inku heparinu protamin sulfatem na konci mighotho ok&hu. Provedeni
regionalni heparinizace vsalasto komplikovaly potize s adekvatni neutralizaci
efektu heparinu, monitoraceginosti této antagonizace a dalecdeny efekt
vazby s protaminem. S odstupem 2 - 4 hodin totithdmeelo k uvolani
protaminu z vazby s heparinertinkem retikuloendotelového systému a nemocni
byli ohroZeni odloZzenym krvacenim. V s@asné dob se od této formy regionalni
antikoagulace ves#s upustilo. Antikoagulace prostacyclinem [Langereait al
1994, Fiaccadori et al 2002] nafamostat mesilatem nedoznatdSiho roz&eni
[Ohtake et al 1991, Hu et al 1999]. DalSi variaamtéikoagulace, ktera ziskava v
poslednich letech stalextéi oblibu, je regionalni antikoagulace citraterde b
metodu popsanou jiz v roce 1961 [Morita et al 19¢4j] bezp&éné provedeni si
vyzadalo mnoho let experiménk vypracovani technicky sébnych schémat
podani, kontroly &innosti a bezp@osti [Kutsogiannis et al 2000, Cointault et al
2004, Tolwani et al 2001, Bunchman et al 2002, Buman et al 2003, Palsson et
Niles 1999, Meier-Kriesche et al 2001, Nuthall 2602, Gabutti et al 2002,
Gabultti et al 2004].

1.6. Regionalni citratova antikoagulace

Jde o metodu antikoagulace, kterd jeé gpravném provedeni omezena jen na
mimoteni obeh, coZz ma vyznamipdevsim u osob s vysokym rizikem krvaceni.
Citrat je chelatotvorna sl@éanina s vysokou afinitou k divalentnim katiomt a
vaze ionty kalciové a magnezoveé. Kalciové iontyujs@zbytné k aktivaci vsech
koagul&nich faktofi s vyjimkou faktoru XlI, proto je citrat vysoce &fe/ni
formou antikoagulace. Kalciové i magneziové ioreké hraji vyznamnou roli
via€ proces, jako nap. v aktivaci komplementu [Vienken J et al 2004t P
regionalni citratové antikoagulaci je infundovara patatku mimoginiho okehu
roztok s citrdtem sodnym, tim dojde k vyvazani Zzomaného kalcia i magnezia
do komplexi, krev se stava prakticky nesrazlivou nebo jen mainé srazlivou a
aktivace hemostazy kontaktem krve séiym povrchem je do ziaé miry
omezena. B navratu krve do ofhu nemocného seaznou formou upravi
kalcemie na vychozi pafry a obnovi se tak koaguél schopnost krve. Tato
varianta antikoagutaiho zajis&ni metod nahrady funkce ledvin byla postépn
rozpracovana do mnohaigohi provedeni [Mehta et al 1990, Kutsogiannis et al
2000, Palsson et Niles 1999, Tolwani et al 2001huBaet al 2002]. Zp&htku
byla aplikovana u metod kontinuélni nahrady funledbvin a poslézeipbirana i
pro metody intermitentni.

1.7. Rizné zpisoby provedeni regionalni citratové antikoagulace
Ze z&kladnich schémat je nutno citovat:

1. Mehtav protokol, kdy pi CAVHD je hypertonicky citrat sodny aplikovan
formou infuse do arterialni linky mim&hiho olehu, dialyzat je



bezkalciovy a obsahuje magnézium, sub&tituroztok je na bazi
fyziologického;

2. Kutsogiannifv protokol, kdy pi CVVHDF je hypertonicky citrat sodny
aplikovan formou infuse do arterialni linky minswtiho ol&hu, dialyzat je
bezkalciovy a obsahuje magnézium, sub&tituroztok stejny jako
dialyzani, ale s pisadou bikarbonatu;

3. Palssoidv zpisob, kdy pi CVVH je isotonicky citrat sodny je aplikovan
formou infuse do arteridlni linky, substini roztok obsahuje takeé citrat a
dale magnézium, je bezkalciovy;

4. Tolwaniho metoda, kdy ip CVVHD je hypertonicky citrat sodny
aplikovan formou infuse do arterialni linky, diaftzje bezkalciovy a
obsahuje magnézium, substiil roztok u CVVHD nebyl pouZit;

5. Gabuttiho varianta, kdy fp CVVHDF citrat sodny obsahuje jak
substit@ni, tak dialyz&ni roztok, oba roztoky jsou bezkalciové a obsahuji
magnézium.

DalSi variantu provedeni tiiouprava kalcemie. Klasicky je prowatdh formou
infuse na konci mim@tniho olEhu ¢i do jiného centréiniho Zilniho katetru, jini
autai doporwuji kalcium obsahujici dialyzai roztoky [Evenepoel et al 2002,
Marshall et al 2003, Morgera et al 2004]. V posledobs jsou v regionalni
citratové antikoagulaci stale vice preferovanyonatké roztoky citratu sodného,
neba’ pii pouZiti hypertonickych roztakcitratu byla pozorovana vyssi incidence
n¢kterych nezadoucich¢iinki, jako je hypernatremie a metabolicka alkaloza,
hyper-¢i hypokalcemie.

Také neexistuje jednotny nazor jak kontrolovat dwmshost davky podaného

citratu. Nekteti autdi doporwuji kontrolu hodnot ionizovaného kalcia, jini jsou
zastanci né‘eni koagulanich ¢adi, predevsim hodnot aktivovanéltasu srazeni

jako bed-side dostupné metody ke kontrole davkoedrétu [Kutsogiannis et al

2000, Gabutti et al 2002, Cointault et al 2004].uggh standardizovaného
provedeni neni u intermitentnich metod zatim plosaveden, u metod

kontinualnich je variabilita provedeni jestySsi.

Ve studiich zabyvajicich se kontrolou RCA podle fmdionizovaného kalcia
také neni jednoziay konsensus ani v cilovych hodnotach®Caajid’ujicich
acinnou antikoagulaci a tim i dlouhodobouighodnost mimainiho olEhu.
V literature je obec# doporkovana takova davka citratu, ktera zajisti pokles
hodnot ionizovaného kalcia na hodnoty 0,25 - 0,35naMi na vystupu
z dialyzatoru/filtru [Kutsogiannis et al 2000], jiautdi akceptuji hodnoty kolem
0,4 mmol/l [Nuthall et al 2002, Tolwani et al 2004 ]dokonce 0,5 - 0,7 mmol/l
ionizovaného kalcia [Morgera et al 2004]. Dale maga shoda ani v mistkde
ma byt kalcemie &tena. Podle ¢kterych pramei je meiena v tzv. ,arterialni
lince* mimotIniho okshu, jini autdi monitoruji hodnotu C& na vystupu krve
z dialyzatoruffiltru. Rizeni RCA podle ionizovaného kalcia vyzaduje befdsi
ionometr, ktery je dnes vessi dolfe dostupny na &sSirg dialyzatnich center.
Hodnoty C&" v8ak nic n&kaji o hodnotach sraZeciehgi.



Jak jiz bylo zmigno vySe, alternativnim #gobem kontroly &nnosti RCA je
meieni aktivovanéhaitasu srazeni plné krve (ACT). Jde o metodu vyzadujic
specialni bed-sideifstroj (Hemochron, i-Stat apod.), ktery poskyteevzorku
krve do 3 minut fehled o dinnosti dané antikoagulace. To ma vyznam
piedevSim u nemocnych s jiz vsté@pmorusenou koagulaci ve smyslu krvacivych
¢i protrombotickych potenci.

Existuje fada studii, které dokumentuji bezpé uZziti regionalni citratove
antikoagulace seretelem na Zivotnost dialyzatogi filtru, vyskyt krvacivych
komplikaci ¢i projevi citratové toxicity (metabolicka alkaloza, hypeti
hypokalcemie, nizké hodnoty ionizované frakce leleilysoké hodnoty po¥ru
celkového a ionizovaného kalcta hypernatremie apod.),igZiti nemocnyckti
dostaténé &innosti procedury, a to jak u metod intermitentnidlak i
kontinualnich. Existuji &které studie zkoumajici vliv regionalni citratové
antikoagulace na parametry biokompatibility [Jansseal 1993, Boss et al 1997,
Dhondt et al 1998, Hofbauer et al 1999, Apsneil @081, Evenepoel et al 2002,
Gabutti et al 2004]. Naprost&téina praci je vSak zaffena na chovanithto
parametit pii intermitentnich procedurach. U kontinualnich ndetidy je kontakt
krve s unglym povrchem mimatiniho ok&hu protrahovany a nemocni magisto
vstupré pritomnou poruchu hemostazy, nebyl ¢egliv regionalni antikoagulace
citratem z pohledu biokompatibility dost&te popsan specifickymi a
senzitivnimi markery.

1.8. Klinicky vyznam biokompatibility

U mimoglnich aistovacich procedur se stale vice prosazuji mategélyssi
biokompatibilitou. U intermitentnich metod je to tivwvano snahou co nejvice
omezit disledky opakované aktivace hemostazy, komplememtal& nezadouci
vlivy bioinkompatibilnich materi@l na organismus chronicky dialyzovanych
nemocnych. Redpoklada se, Ze mimo jiné usledku opakované interakce krve s
materialy unglych povrchi jsou akcelerovany jevy jako endotelova dysfunkce,
ateroskleroza, udrzuje se stav tzv. chronické nmiflaamace, je na jedné stran
vySSi sklon k trombdzam, na druhé straklon k vySSimu vyskytu krvacivych
komplikaci a pod. [Culleton et Wilson 1999; AssowtdEknoyan 1998]. i#PvysSi
trombogeni povrchi také klesa €innost dialyzani procedury a prohlubuje se
vesnes gitomna anemie atd.

Biokompatibilita dialyzanich membran ma nepochybny vliv na delsi uchovani
residualni funkce ledvin u chronicky dialyzovany@kcCarthy et al 1997,
Hartmann et al 1997]. Byla potvrzena souvislost inmgpalbuminemii, ktera je
jednim z nejsilgjSich nezavislych faktarrizika smrti chronicky dialyzovanych, a

s bioinkompatibilitou dialyzénich membran [Parker et al 1996, Tayeb et al
2000].

U chronicky dialyzovanych byla mimo jiné ze séralawana cel&ada sérovych

faktoni, které maji inhikini vliv na fizné funkce granuloc§t monocyi a
makrofag a dale tzné meziprodukty aktivace komplementu. Jde ¥ssmtzv.
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molekuly stedni velikosti, které se fip uziti konvernich nizkopropustnych
dialyzainich membran odstiiaji nedplré, pokud wibec. V Ele chronicky
dialyzovanych se pak kumuluji a jsou zodgawe za poruchy imunity,
amyloiddzu chronicky dialyzovanych apod. Proto gesvice v praxi uplauje
uziti tzv. high-flux membran s vyssi propustnost giedré molekularni latky.

1.9.Markery ke sledovani biokompatibility

Existuje fada pohled na biokompatibilni chovani materal Jiz vySe bylo
zmirgno, Ze v za&atcich dialyzaniho I&€eni to byla pedevSim trombogenita
povrchi, kter4 komplikovala rozvoj a rozéhi dialyz&nich technik do &ného
pouziti. Az ziskani heparinu &isté podok umoznilo dalSi rozvoj dialyzaiho
|é¢eni, do té doby omezenéhtedevSim na experimentalni a ojedinvykony s
pouzitim hirudinu. Trombogenita tak byla prvnimeuyznamgjSim ukazatelem
biokompatibility.

1.9.1. Trombogenita

Jak je znamo z experiménpii interakci krve a um@ych povrchi, dochazi k
aktivaci hemostézy, ktera zahrnuje aktivaci tronybinckoagulace a fibrinolyzy.

Pri kontaktu trombocyt s unglymi povrchy dochazi k jejich adhezi, ktera spousti
celoutadu reakci obeennazyvanych aktivaci trombodgytMezi re pati zmena
jejich tvaru, agregace, uvani obsahu granul (tzv. degranulace), exprese
nékterych molekul dlezitych pro spughi a pokréovani koaguléniho procesu
na jejich povrchu, sekreci tromboxany, ADP a podob&

Aktivaci desttek Ize vySabvat poklesem jejich @bu v krvi pii jejich adhezi na
umelé povrchy, vychytavani ve tvizich se trombechj sekvestraci poskozenych
trombocyt ve slezig. Jde vSak o hruby ukazatel jejich aktivace.

Jsou dostupné i jiné metody vy&etani aktivace trombodyt jako hladiny beta-
tromboglobulinu, destkového faktoru 4 a&ast&né von Willebrandova faktoru
(asi v 15% plasmatickeého mnozstvi jé@mno v trombocytech).

Destikovy faktor 4 (PF4) je specificky desitovy protein s molekulovou
hmotnosti 30 000 daltdn ktery je sloZzeny zetyi identickych podjednotek,
uvoliuje se z alfa granuli aktivovanych trombdcwy je vazan na endotelové
buiky, kde je skladovan. Je silny inhibitor heparinadivity. Uvoliuje se z
destéek pi jejich aktivaci i kontaktu se subendotelovymi strukturami,
aterosklerotickymi plaky, imunitnimi komplexy, @hjmi povrchy, &inkem
trombinu v cirkulaci pi hyperkoagul&nich stavech a podobnTaké stoupa na
pocatku l&€by heparinem, kdy je uvisbvan z cévni shy, ale klesa i vycerpani
téchto zasob.

Beta-tromboglobulin je vysokomolekularni proteiaké uloZzeny v alfa granulich

trombocyfi. Podobg jako PF4 je uvaiovan i aktivaci trombocyi. Je znamo,
Ze jeho koncentrace roste v renalni insuficiencialeé Ze wdkteré dialyzani
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membrany beta-tromboglobulin adsorbuji. To je nutrmEt pi interpretaci
vysledki do Gvahy.

Mezi jiné ukazatele degliové aktivace péat i tromboxan A. Jde o silny
mediator destkové agregace. K jeho minotoraci je mozné vyuzadimly
tromboxanu B, ktery je metabolitem tromboxanu,/a je stabilni. V renalni
insuficienci je vSak fitomna porucha degkové cyklooxygenazy a hladiny
tromboxanu B jsou také modifikovany ptem trombocyi a hematokritem.
Stanoveni tromboxanu,Be navic nachylné na zachazeni se vzorkem, a proto
nedoznalo v diagnostice aktivace trombdcypii nedostaténosti ledvin
vyznammjSiho uplatgni.

Von Wilebrandiv faktor (vWF) je velky multiméricky glykoprotein imolekulove
hmotnosti 1 az 20 milién daltori, ktery se tvéi v endotelovych bikach a
megakaryocytech. V likach endotelu je skladovan ve farnmultiméi ve
zvlastnich cytoplasmatickych granulich, v trombecyit pak v tzv. alfa granulich.
Von Willebrandiv faktor v plasni pIni funkci proteinového nas faktoru VI,
jehoz plasmaticky pot@s prodluzuje ginasobr, a dale se podili na adhezi a
agregaci trombocyt 15% von Willebrandova faktoru z mnoZzstviitpmného

v krevnim kompartmentu se vyskytuje v zasobnicimgjiah destiek, ale ¥tSina

je ho deponovana v endotelovychnkach. Proto je také uzivan jako marker
endotelialnich funkci a poskozeni endotelu, neb&o jamarker aktivace
trombocyf.

1.9.2. VySefeni koagulace

Z&kladnim parametrem vy$ehi koagulace je aktivovany parcialni
tromboplastinovytas. Jeho prodlouzeni ukazuje na deficit koagith faktoi
zejm. ve vnitnim systému sraZeni (viz schéma 1) a dale se WZiménitoraci
lécby nefrakcionovanym heparinemii Rktivaci koagulace pak pozorujeme jeho
zkréaceni.

Aktivovany ¢as srézeni plné krve (ACT) je jinou variantou zdkiao vySeteni
koagulace. Jeho vyhodou je moznost uzitmp u Bizka nemocného, a tudiz se
hodi i k monitoraci efektu antikoagdla l&cby bed-side. Jde o hrubé ukazatele
aktivované koagulace, jejich hodnoceni v fifpnnosti antikoagulancii je
problematické.

CitlivejSim markerem aktivované koagulace jsou kompleryntrin-antitrombin
lll. V procesu koagulace dochézi ke konverzi prdiora na aktivni trombin,
ktery dale Stpi fibrinogen na fibrin, akceleruje inicialsast koaguléni kaskady,
aktivuje krevni destky. V krvi je piitomny jeho pirozeny inhibitor, tzv.
antitrombin [ll. Aktivitu antitrombinu Il potencej az tisicindsolkinvazba s
heparinem. Antitrombin Il se vaZze na trombin zailkm inaktivniho komplexu,
jehoz hladiny v krvi jsou odrazem miry aktivace gokini kaskady. Ma
molekulovou hmotnost 88 000 daltgrproto nejsou jeho koncentrace zkresleny
piestupem do dialyzaiho roztokwi ultrafiltratu.
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Jinou specifickou a senzitivni metodou vy8aef koagulace je analyza
plasmatickych hladin fibrinopeptidu A, ktery vznild@Sgpenim z fibrinogenu
pusobenim trombinu. Jeho molekulova velikost je pahh$540 daltof, proto
prochazi dialyzénimi membranami a hladiny v krvi jsou tim ovlény. Déle ma
biologicky pola@as pouze &kolik minut a pordrné komplikovanou analytickou
¢ast zpracovani vzorku, a proto se jako marker akéimé koagulace nero#&i
Navic jeho hodnoty jsou ¥d$né korelaci sifve zmirgnymi komplexy trombin-
antitrombin 1.

Jinou variantou je gfeni koncentraci protrombinového fragmentu F1+2rykje
odSe€pen i konverzi protrombinu. V hodnoceni antikoagulacenetod nahrady
funkce ledvin zatim neni¢iné uzivan.

1.9.3. VysSekeni fibrinolyzy

Pri aktivaci fibrinolyzy se neaktivni zymogen - plaswgen - konvertuje na
aktivni plasmin, ktery je schoperggit fibrinogen a fibrin na degradiai produkty
(viz schéma 2).

K nejvyznamijSim fibrin degradénim produkém (FDP) pati D-dimer. Jde o
molekulu tvédenou d¥ma sousednimi fibrinovymi monoméry, které byly sgj
aktivovanym faktorem XIII. Jde o velmi roz8ny specificky marker aktivované
fibrinolyzy.

Mezi pisobky vedouci k aktivaci plasminogenu ipatkaiovy aktivator
plasminogenu (t-PA), aktivator plasminogenu urok@&ho typu (u-PA) a dale
aktivator plasminogenu zavisly na kontaktnim systejaz zahrnuje faktor XiIl,
vysokomolekularni  kininogen, prekalikrein a faktoXl. Cesty aktivace
plasminogenu se mohou navzajem propojovat. Do topobcesu dale vstupuji
inhibitory aktivatoru plaminogenu jako je PAI-1 AIF2 inhibujici t-PA a u-PA.
Dosud je povaZzovana za nélielzitéjSi cestu aktivace ta, ktera je aktivovana t-PA.

1.9.4 VySetovani endoteloveé dysfunkce

Vzhledem k intimni souvislosti procesu aterogenegeskozeni endotelu a
prokoagul&niho stavu byva ¢kdy do hodnoceni biokomatibility zahrnovano i
hodnoceni endotelové dysfunkce. Kronschopnosti vasodilatace, navozené
pusobenim oxidu dusnateho, je mozné k yBeini endotelové dysfunkce pouzit
plasmatické hladiny von Willebrandova faktoru (vWHE&ového faktoru (TF),
tkanového aktivatoru plasminogenu (t-PA), inhibitoruie&toru plasminogenu-1
(PAI-1), hladiny trombomodulinu (TM) apod.¢&t8ina tchto molekul jiz byla
zmirgna vyse.

Tkanovy faktor je transmembranovy glykoprotein s molekou hmotnosti cca
47000 dalton, ktery pro svoji funkci vyZaduje rfitomnost specifickych
fosfolipidi. Funguje jako receptor a zardavikofaktor pro koagukani faktor VII a
Vila a ma klgovou roli v inicializaci prokoagulmi aktivity vazané na bgtné
povrchy (viz schéma 1).aRodre byl povazovan za iniciator zevni cesty srazeni
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(aktivovany f. VIl vede k fimé aktivaci f. X). Dnes je znamo, Ze je schopen
aktivovat faktor X skrze vnihi systém srazeni pomoci aktivace faktoru IX na
IXa. Tk&iovy faktor je syntetizovan monocyty, makrofagy lardblasty, nachazi
se zejména v plicich, mozku, placeni&kterych tumorech. Je spolehdiizolovan

od neaktivnihno faktoru VII cirkulujiciho v krvi nepuSenou bariérou
endotelovych buk. V nich se vyskytuje pouze vzacra to v konformaci
neschopné reagovat s faktorem VII. PoruSenim ehdgee tkaovy faktor
vystaven v cirkulaci ftomnému f. VII a tim je umo&mo spu&ni koagul&ni
kaskady.

1.10. Novy dialyzatorfady FX

Pozadavky na vyvoj stale vice biokompatibilnichlydiatnich membran by #h
sphiovat i novy, parou sterilizovany dialyzator FX60BMC, Bad Homburg,
Némecko) se syntetickou, polysulfonovou (tedy vysobeékompatibilni)
membranou, s high-flux charakteristikou a s uprauestrukturou této membrany.
Uprava spdiva ve znéné zvinéni jednotlivych kapilar dialyzatoru, které méa za
dusledek zmensSeni vmitiho pisvitu kapilary z cca 200 na 185 pm, sniZzeni
tlou&’ky stny kapilary ze 40 na 35 um, vysSi sieving koefit@nyssi nahushi
kapilar, umo#ujici zvySeni clearance pro malé iesini molekuly. Vyrobce také
modifikoval zevni design dialyzatoru, ktery je agl& menSi, méa proti obvyklému
uspdadani boné uloZzené koncovky na napojeni krevnichtisefo omezuje
tvorbu smyek a tendenci k zalomeni ggkteré mohou vést k turbulenci krevniho
proudu a zvySovani smykového gtpna povrchu krevnich elemdénta tak k
hemolyze ¢ predcasnému vysrazeni minmdriiho okthu. Zevni pouzdro
dialyzéatoru je polypropylenove, coz protiymdnimu polykarbonatovému vede k
redukci celkové hmotnosti dialyzatoru.

U tohoto nového dialyzatoru vSak cijppoznatky o vlivu novych modifikaci na
parametry trombogenity a aktivace komplementtedp jeho uvedenim do
rutinniho uziti.

1.11. Regionalni citratova antikoagulace § intermitentni hemodialyze

Jak jiz bylo uvedeno vySe, u chronicky dialyzovanye pfipact zvySeného
vyskytu krvacivych komplikaci nengasto mozné uziti klasické a &ene
antikoagulace nefrakcionovanyén nizkomolekularnim heparinem [Ouseph R et
al Semin Dial 2000].

Jako varianta slouzici k omezertegevsSim trombogenity mimshiho okhu je
stéle vice pouzivana technika regionalni antikcagpil citratem (RCA) i
intermitentni hemodialyze. Jak bylo uvedenoigdehozich odstavcich, podabn
jako u kontinuélnich metod je variant provedeni R@Aoho. Existuje mnoZstvi
studii zkoumajici Zivotnost filly acidobazickou rovnovahu, mineralove
dysbalance, adekvatnost dialyzy, kinetiku citratuimptermitentni hemodialyze s
RCA, jsou rkteré prace zabyvajici se vlivem citratové antikdage na
parametry koagulace, aktivaci komplementu, aktivaeukocyti apod.
Predpokladalo se sniZzertichto nezadoucich reakcfi mlepleci kalciovych ion,
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které se upldji nejen v hemostaze, ale i v aktivaci komplememicmeérg
technika regionalni antikoagulace citratemde®tni plosa rozStena pedevsim
pro svoji vysSSi narnost na oSétljici personal a vybaveni dialyadch stedisek.
Neni také dosud stanoven dopgEmy zpisob provedeni s ohledem na bezyest
nemocného, dostateou Urové antikoagulace a zatim se tato technika nefideSi
do rutinniho uziti.

1.12. Citrat - kalciovy monitor

Pro usnadéni rutinniho provedeni regionalni citratové antigolace byl v
posledni dob vyvijen Univerzitou v Krems v Rakouskuigtroj, usnadujici
podavani infuze s citratem nagatku mimoéliniho okhu a sotasré podavani
infuse kalciovych iont na konci mimatiniho okehu [Schrefl et al 2001].

Jde o pidatné z&zeni k dialyzanimu gFistroji, které je s dialyzsim monitorem
propojeno, tim je umoZma synchronizace rychlosti krevniho afmku
mimotélnim okthem s mnozstvim infundovaného citratu a kalcigstm®j funguje
na principuiizeni RCA podle hodnot ionizovaného kalcia, to fak/ nétenou
pouze v systémové krvi nemocného. Podle vstupnhdtgdionizovaného kalcia
pacienta a na zakladeho opakovaného &reni v systémové krvi nemocného,
koriguje monitor v pravidelnych intervalech rychiaefuse s kalciem tak, aby
byla udrZzena normalni hodnota kalciovych itont pacientské krvi. Tim je
zarwena bezp#ost provedenifiedevsSim z pohledu dostate restituce kalcemie
na konci mimatiniho ok&hu. Neni vSak dostatek informaci o &rach parametr
hemostazy a aktivace komplementu wlghu mimoglniho okruhu, zejména na
dialyzaini membran. Tento gistroj, ktery je ve fazi klinického zkouSeni, by
znamenal usnadni provedeni této formy antikoagulace jak u metod
intermitentnich, tak i kontinualnich.
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2. Cile dizertatni prace

Problematika biokompatibility je stale vice v pegi zajmu wad odwtvi lidské
¢innosti. Lidské snazeni v mediéije motivovano snahou co nejménegativié
ovliviovat lidsky organismus ¢ébnymi zasahy. Nejinak je tomu v nefrologii u
mimotélnich metod nahrazujicich funkci ledvin. Proto seisfeduje pozornost
na metody zvySeni biokompatibility pouzitych madéri formy provedeni
procedur a podokira déle na metody jejiho ovlivni.

Cilem préace bylo:

1. zhodnoceni vlivu proplachu mimitiho olhu u kontinualnich metod
nahrady funkce ledvin roztokem s heparinem;

2. popsani vlivu regionalni citratové antikoagulacgpaeametry hemostazy a
aktivaci komplementu ve srovnani s klasickou systén antikoagulaci
heparinem u kontinualnich metod nahrady funkceitedv

3. analyza chovani parameétrbiokompatibility u nového dialyzatoru se
syntetickou, polysulfonovou (tedy vysoce biokomipirii) membranou z
fady FX (FMC, Bad Homburg), s charakteristikou hflyhe a upravenou
strukturou dialyzéni membrany u chronicky hemodialyzovanych
pacient;

4. posouzeni chovani parametbiokompatibility a aktivace komplementu
pii regionalni citrdtové antikoagulaci, kontrolovangodle hodnot
ionizovaného kalcia i uziti noveho citrat-kalciového monitorufip
intermitentni hemodialyze.
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3. Soubory a metodika

Prace se zabyv&tyimi raznymi problémy spojenymi s biokompatibilitou
mimotelnich aiistovacich metod nahrazujicich funkci ledvin, a prgsou
nasledujici kapitolg¢lenény do &chtocasti:

1. Vliv proplachu s heparinem na vybrané parametrykdmapatibility u
kontinualnich mimatinich metod nahrazujicich funkci ledvin.

2. Vliv regionalni citratové antikoagulace na vybranparametry
biokompatibility u kontinualnich mimeinich metod nahrazujicich funkci
ledvin.

3. Parametry trombogenity a aktivace komplementti mtermitentni
hemodialyze s novym polysulfonovym dialyzatorgady FX.

4. Vybrané parametry biokompatibility fip intermitentni hemodialyze
s regionalni citratovou antikoagulaci, kontrolovangoodle hladin
ionizovaného kalcia.

3.1. Vliv proplachu s heparinem na vybrané paramety biokompatibility u
kontinualnich mimotélnich metod nahrazujicich funkci ledvin

3.1.1. Charakteristika souboru

VySetovany soubor tvislo 11 nemocnych v kritickém stavu (8 niua 3 Zeny),
pramérného ¥ku 60 + 5 (aritmeticky pmmeér £ SEM), kteéi trpeli akutnim
selhanim ledvin. Bylo u nich provedeno celkem 26tkmalnich venovenoznich
hemodiafiltraci (CVVHDF) v postdiknim usp#adéani. Indikaci k CVVHDF bylo
akutni selhani ledvin, které se u 9 nemocnych ragwiv ramci multiorganového
selhani (u 3 v idkledku sepse) a u 2 rhabdomyolyzou. Pro zavazrtast s
nemocnych s¥d¢i dalSi gitomné diagnozy jako hemoragicko-nekrotizujici
pankreatitida u 2 nemocnych, perforace Zalnd® Wedu u 1 nemocného,
ruptura aneurysmatu a. cerebri media u dalSiho oeém a pancytopenidip
imunosupresivni B¢ u 1 z nemocnych. P zahgjeni studie byl soubor
charakterizovdn pmérnou hodnotou APACHE 1l 28,0 + 1,86, sérového
kreatininu 362,2 = 51,6umol/l, sérové urey 23,7 £ 2,4 mmol/l, celkovou
bilkovinou v séru 51,3 + 2,2 g/l, hematokritem 3@,10,9 % a C reaktivnim
proteinem 158,5 + 27,8 mg/l. Kontrolni souboritlm11 zdravych dobrovolnik
ktefi byli k nemocnym parovani podi€ku a pohlavi.

3.1.2. Provedeni CVVHDF
CVVHDF byly provedeny s diafiltry M100 ze soupra®risma SET (Hospal

Industrie, Meyzieu, Francie) a Ultraflux AV600S €Benius Medical Care, St.
Wendel, SRN), které obsahovaly high-flux membraaysgntetickych materiél

17



(polyakrylonitril AN69 nebo polysulfon). Byly poui monitory Prisma (Hospal
Dasco S.p.A., Medolla, Italie) a Kimal (Middlesexnglie). K potebné nahrad
odfiltrovaného mnozstvi tekutiny slouzily konie¢ vyrakené roztoky Medisol-
K3 (Medites Pharma s.r.0., Roznov pod RadimsCzech Republic, koncentrace
sodiku 140 mmol/l, koncentrace kalcia 1,75 mmad@ncentrace hdiku 1,00
mmol/l, koncentrace chlorid108,5 mmol/l, koncentrace laktatu 40,0 mmol/l)
aplikované v postdiknim usp#adani. Cévni fistup byl zaji&n pomoci
dvoucestnych katétr Arrow (Arrow International, Inc., Reading, PA, UAS),
zavedenych do pravé femoralni Zily. Rychlost stiosti nahradniho roztoku byla
nastavena na 1000 ml/h,upok krve mezi 100 - 150 mi/min a dialyzdho
roztoku Medisol-K3 o teplét 37 st. C na 2000 ml/h. Viipad regionalni
antikoagulace citrdtem byl pouZzit magistralitéippaveny bikarbonatovy roztok
(koncentrace bikarbonatu 18 mmol/l, koncentracekso#i31 mmol/l, koncentrace
kalcia 0 mmol/l, koncentrace chlotidl17 mmol/l. Odchylky od nastavenych
pratokta byly pripus€ny, pokud to zavaznost stavu nemocného nezbytn
vyZzadovala. Pokud nebylo nezb§tmutné, nebyly 30 minut ipd odiry
aplikovany nahradni roztoky (s vyjimkou substitym® CVVHDF) ani krevni
derivaty. Diafiltr byl pouzit maximakpo dobu 24 hodin.

Byly srovnavany 3 2zjsoby proplachu mimeémiho okkhu CVVHDF ped
zahajenim procedury:

1. Proplach s fyziologickym roztokem be#impési heparinu, tedy mimaini
okruh byl proplachnut 3000ml fyziologického roztokoez gimesi
heparinu rychlosti 100ml/min bez recirkulace.

2. "Obecr¢ doporkovany proplach”,  kterém byl mimaiini obkeh
proplachnut 3000 ml fyziologického roztoku s hepam v koncentraci
2000 U/l rychlosti 100 ml/min. Proplach byl &pjednopfitoény bez
recirkulace. Roztok se po fjmhodu mimatinim obkthem vypoudtl do
odpadu.

3. "Dlouhotrvajici proplach s heparinem ve vysoké lemiraci”, tj. 2000 ml
fyziologického roztoku s 10000 IU heparinu/l rycstio 100 ml/min po
dobu 60 minut. Roztok po tuto dobu recirkuloval wmtélinim obkzhu.
Nasledoval jednojdtocny proplach s 500 ml fyziologického roztoku bez
heparinu rychlosti 100 ml/min, kterydhrodstranit veSkery volny heparin a
umoznil, aby #stal pouze heparintfpadré vazany na membranu.

Paadi procedur suznym typem proplachu (1, 2 nebo 3) bylo pro jedwuétl

nemocné voleno nahodn U jednotlivych nemocnych prébly srovnavané

procedury za pouziti stejného typu diafiltru. Wkierych nemocnych se
nepodailo provést vSechny 3 #goby proplachu, neliou nekterych nemocnych

pied provedenim vSech 3 procedur indikace k CVVHDRipola. Hodnoceno

tak bylo 9 procedur s proplachem bez heparinu, p@oplachem o nizké a 7 s
proplachem o vysoké koncentraci heparinu.
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3.1.3. Antikoagulace

Pét minut g'ed napojenim na mimdhi obéh byl nemocnym nitroZilk podan
bolus heparinu (Heparin, Zentiva, Prague, CzechuBlep v davce 30 IU/kg
télesné hmotnosti. Po napojeni byla spoatinfize heparinu do arterialsasti
setu rychlosti 10 IU/kg/h. Zpob nasetovani CVVHDF v postdilim
uspdadani je znazosm na schématu 3 (viziioha). Davka heparinu v fiochu
procedury byla pizpusobovana podle hodnot aktivovanétasu srazeni (ACT,
Hemochroff 401, International Technidyne Corporation Limitegilison, NJ,
USA se zkumavkami P214) tak, aby hodnota ACdana v setu ffivadejicim
krev do diafiltru byla o 10-15 % vySSi nez je homéz referetniho rozmezi.
Pokud byla hodnota ACT horni mez refefeimo rozmezi, zvySila se hodinova
davka heparinu o 25%. Ufitnemocnych byla pouzita regionalni citratova
antikoagulace, kdy byl do mim#hiho okthu CVVHDF ped diafiltrem
infundovan trojsodny citrat ve fonACD-A roztoku (Baxter Health Care,
Deerfield, IL, USA, s koncentraci citratu 0,113rjoK paiateini rychlosti 400
mi/h. Za diafiltrem byl dinek citrdtu neutralizovan infuzi 10% calcium
gluconicum (Calcium Biotika, Hoechst-Biotika spsl.r. 0., Martin, Slovenska
republika) aplikovaného s vychozi rychlosti 15 mlMiz schéma 4). Davkovani
citratu a kalcia bylo upravovano dle hodnot aktaoghotasu srazeni se stejnymi
cilovymi hodnotami ACT jakoip pouZiti heparinu. Do centralniho Zilniho katétru
nemocni dostavali 20% Magnesium sulfuricum (Magmessulfuricum Biotika,
Hoechst-Biotika spol. s r. 0., Martin, Slovenskauialika) rychlosti 3 ml/h.

K hodnoceni biokompatibility je uzivana célda parameir Pro tuto studii byly
vybrany nésledujici:

1. potet leukocytt v krvi (jako marker aktivace leukoayta dale
komplementu) analyzatorem SE 9000 autoanalyzerm8&ys Kobe,
Japonsko,

2. pocet trombocyl v krvi (marker aktivace tromboayt analyzatorem SE
9000 autoanalyzer, Sysmex, Kobe, Japonsko,

3. hladina beta-tromboglobulinu (marker aktivace troeyai) kitem
Asserachroffi Beta-thromboglobulin, Diagnostica Stago, Asnieses-
Seine, Francie,

4. aktivovany parcialni tromboplastinovyas (aPTT, ukazatel hodnotici
koagulaci) byl mdteny s vyuzitim kefalin-kaolinového reagens firmy
EXBIO Olomouc s.r.o. (Olomou¢;eska republika),

5. hladina komple# trombin-antitrombin Il (ukazatel hodnotici koagai)
kitem Enzygnos$t TAT micro, Behring Diagnostics GmbH, Marburg,
Némecko,

6. hladina D-dimeru (ukazatel hodnotici fibrinolyzuitekn TintElizé D-
dimer, Biopool International, Umed, Svédsko,
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7. hladina Cb5a anafylatoxinu (marker aktivace kompletmge kitem
Enzygnost C5a micro, Behring Diagnostics GmbH, Marburgni¢cko.

Dale byly stanovovany koncentrace heparinu v péapomoci kitu Accuclot
Heptes? (Sigma Diagnostics, Inc., St. Louis, MO, USA).

3.1.5. Odk#r materialu k vySetreni

Krev k vySeteni pged zahajenim procedury byla odebirana z katét¢ j@éd
podanim antikoagulancii. Podlégedpokladu, Ze pokud bude efekt proplachu s
heparinem fitomen, projevi se zejména v gabeinich fazich procedury, byly
stanoveny i jednotlivé odbové ¢asy. V pfibchu CVVHDF byla krev proto
ziskavana v 15., 60. a 360 miauvzdy na vstupu a vystupu diafiltru. Vighu
procedury byl na fitomnost heparinu, kompléxtrombin-antitrombin Ill, beta-
tromboglobulinu, D-dimeru a Cba vygstan také diafiltrdt. S odebranym
diafiltratem se zachazelo st&jjako s odebranou krvi. Vzorky byly zpracovavany
podle doporteni v komegné dostupnych kitech.

3.1.6. Statisticka analyza

Vysledky jsou uvaehy jako aritmetické gmeéry + SEM. Soubor 11 nemocnych
vySetenych bezproggdre pred zahajenim by CVVHDF byl srovnan s 11
zdravymi dobrovolniky neparovym t-testem. Neparawgst byl pouzit i ke
srovnani vysledk pii raznych zmsobech proplachu (ne vSichni nemocni
podstoupili vSechny varianty proplachu). Parovedttbyl pouzit pro srovnani
vysledki ziskanych v pibéhu procedury. Fed statistickou analyzou byly §y
burgk a koncentrace latek zjidvané v piib¢hu procedury korigovany s pouzitim
hematokritu k vylodgeni vlivu hemokoncentrac€i hemodiluce v pibehu
procedury.

3.2. Vliv regiondlni citrdtové antikoagulace na vybané parametry
biokompatibility u kontinualnich mimot élnich metod nahrazujicich funkci
ledvin

3.2.1. Charakteristika souboru

Dewt kriticky nemocnych (APACHE Il 24,4 + 1,6, aritneky pramér £ SEM) s
akutnim ledvinnym selhanim veéku 53,3 + 4,6 let podstoupilo v ramci studie 11
kontinualnich venovenéznich hemodiafiltraci (CVVHDFpti kterych byla
pouzita regiondlni citrdtovd antikoagulace (RCA). jloych &tyr kriticky
nemocnych (APACHE Il 27,0 + 1,3, p=NS) s akutnirth&eim ledvin, kt& byl

ve wku 67,0 £ 8,6 let (p=NS), se uskamdo 10 CVVHDF se systémovou
antikoagulaci nefrakcionovanym heparinem. O toma Zoude CVVHDF
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provedena s RCA nebo s antikoagulaci heparinenmodial podle klinickeého
stavu oSetijici 1éka. Nemocni byli 1éeni na jednotce intenzivni ¢ interniho
zantieni nebo na klinice anesteziologie a resuscitadeergitni nemocnice.
Studie byla schvalena mistni etickou komisi. Nemao@antli arterialni ¢i Zilni
tromb6zu a nebyli Eeni heparinem ani warfarinem. Kontrolni skupinaabyl
sestavena z 11 zdravych osob ¥kw59,8 + 4,4 let.

3.2.2. Provedeni CVVHDF

K 11 CVVHDF u nemocnych s RCA byl pouzit hemodiafilltraflux AV600S
(Fresenius Medical Care, St. Wendelgmdecko) s high-flux polysulfonovou
membranou o ploSe 1,4 °msterilizovany parou. VSechny procedury se
systémovou heparinizaci byly vykonany s hemodiefitt M100 ze soupravy
Prisma SET (Hospal Industrie, Meyzieu, Francieijgb{flux polyakrylonitrilovou
membranou ANG9 o plo$e 0,9%mterilizovanym etylénoxidem.i&d zahajenim
CVVHDF byl proveden proplach mim#hiho olkkhu se 3 litry fyziologického
roztoku s nefrakcionovanym heparinem o koncent2&€0 1U/l rychlosti 100
ml/min. Proplach byl jednofitoény. Roztok k proplachu se neinfundoval do
obéhu nemocného. Venovendzni cévriisfup byl zaji&n dvoucestnym 12F
katétrem Arrow (Arrow International, Inc., ReadingA, USA). Byly pouzity
monitory Hygiea (Kimal, Middlesex, United Kingdom)Prisma (Hospal Dasco
S.p.A., Medolla, Italie).

Pritok krve byl v piibéhu CVVHDF procedur nastaven na 150 ml/mirti P
regionalni citrdtové antikoagulaci byl k substitpciuzit magistraliter fpraveny
bikarbonatovy roztok (koncentrace bikarbonatu 18 atmimkoncentrace sodiku
131 mmol/l, koncentrace kalcia O mmol/l, koncecgrahloridi 117 mmol/l),
ktery byl aplikovan v postdittnim usp#adani rychlosti 1000 mil/h. V prvni
hodiné procedury byla udrZzovana nulova tekutinova bilanéedalSim pébehu
zavisela mira nahrady filtratu na klinickém stawemwocnych. Roztok stejného
sloZeni byl pouzit také jako roztok dialyré Dialyza&ni roztok n&l pokojovou
teplotu a protékal diafiltrem rychlosti 2 fithodinu. U procedur s heparinovou
antikoagulaci byl jako substitoi i dialyzani roztok pouzit Medisol-K3 (Medites
Pharma s.r.0., RoZznov pod RadRkast Czech Republic, koncentrace sodiku 140
mmol/l, koncentrace kalcia 1,75 mmol/l, koncentraoaciku 1,00 mmol/l,
koncentrace chlorid 108,5 mmol/l, koncentrace laktatu 40,0 mmol/lod&dury
ve studii probihaly maximéatn24 hodin.

3.2.3. Antikoagulace

Pt regiondlni antikoagulaci citratem byl do mirleiho okthu CVVHDF ped
diafiltrem infundovan citrat ve fortn ACD-A roztoku (citrat trojsodny
74,8mmol/l a kyselina citrbnova 38mmol/l, Baxteraith Care, Deerfield, IL,
USA) s p&ateni rychlosti 400 ml/h. V gibéhu procedury se pmeérna rychlost
infUze citratu pohybovala v roZp 356,0 + 62,7 az 389,6 + 57,9 ml/h {per +
SD). Za diafiltrem byl Ginek citratu neutralizovan infazi 10% calcium
gluconicum (Calcium Biotika, Hoechst-Biotika spsl.r. 0., Martin, Slovenska
republika), aplikovaného s vychozi rychlosti 15hméchéma 4, vizifloha). Ri
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CVVHDF se rychlost infaze gmila v rozsahu 13,4 + 1,5 az 15,6 £ 2,7 ml/h.
Davkovani citratu a kalcia bylo upravovano dle hatdsktivovanéh@asu srazeni
(ACT, Hemochron 40%, International Technidyne Corporation Limited, &ah,
NJ, USA se zkumavkami P214). Snahou bylo hodnotd &€ diafiltrem drzet o
10-15% vysSi, nez byla vychozi hodnota. Do cenitnélizilniho katétru nemocni
dostavali 20% Magnesium sulfuricum (Magnesium gidfun Biotika, Hoechst-
Biotika spol. s r. 0., Martin, Slovenska republikgghlosti 3 ml/h.

Nemocni I€éeni CVVHDF s uzitim systémové heparinizace do&atinut ged
napojenim na mimeémi obeh nitrozilng bolus nefrakcionovaného heparinu z
bovinnich plic stejné Sarze (Heparin, Zentiva, Bea@gzech Republic) v davce 30
IU/kg télesné hmotnosti. Po napojeni byla spnétinfuze heparinu do arteriélni
¢asti setu rychlosti 10 IU/kg hmotnosti/h.

3.2.4. Parametry k hodnoceni biokompatibility

V priabéhu této studie byly podobkrako v gredchozi studii sledovany nasledujici
parametry:

1. pocet leukocyt v krvi (jako marker aktivace leukoayta dale
komplementu) analyzatorem SE 9000 autoanalyzesm8y, Kobe,
Japonsko,

2. pocet trombocyl v krvi (marker aktivace tromboayt analyzatorem SE
9000 autoanalyzer, Sysmex, Kobe, Japonsko,

3. hladina beta-tromboglobulinu (marker aktivace trooyai) kitem
Asserachroffi Beta-thromboglobulin, Diagnostica Stago, Asnieses-
Seine, Francie,

4. hladiny von Wilebrandova faktoru (marker aktivaceontbocyti a
endotelové dysfunkce)- u paciéns regionalni antikoagulaci citratem
kitem IMUBIND® vWF ELISA, American Diagnostica Inc., Greenwich,
CT, USA,

5. aktivovany parcialni tromboplastinov§as (aPTT) (ukazatel hodnotici
koagulaci) byl mdfeny s vyuZitim kefalin-kaolinového reagens firmy
EXBIO Olomouc s.r.0.Ceska republika),

6. hladina komplex trombin-antitrombin Ill (ukazatel hodnotici koagai)
kitem Enzygnos$t TAT micro, Behring Diagnostics GmbH, Marburg,
SRN,

7. hladina D-dimeru (ukazatel hodnotici fibrinolyzuitekn TintEliz& D-
dimer, Biopool International, Umed, Svédsko,

8. hladina Cba anafylatoxinu (marker aktivace kompletmge kitem
Enzygnost C5a micro, Behring Diagnostics GmbH, Marburg, SRN.
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Dale byly stanovovany koncentrace heparinu v ptagmomoci kitu Accuclot
Heptest (Sigma Diagnostics, Inc., St. Louis, MO, USA).

3.2.5. Odi#r materialu k vySetreni

VySe zmigné ukazatele biokompatibility byly vy$ehy pged zahajenim
CVVHDF pied aplikaci antikoagulancii, a to z krve odebranarterialniho
katétru na pazi, a daleipgCVVHDF v 15., 60., 360. a 1440. mirutV prib&éhu
CVVHDF byla krev k vysgenim odebirana na vystupu z diafiltru (u RCA dest
pied infuzi kalcia a substi¢niho roztoku) a na vstupu do diafiltru (u RCA za
infuzi citratu). Bi regionalni citratové antikoagulaci bylo kréntoho n&feno
ACT v systémové arterialni krvi nemocnych. C5a komgnta komplementu a
beta tromboglobulin byly analyzovany i ve filtrgitiz schéma 4).

3.2.6. Statisticka analyza

Koncentrace latek a pty burgk zjisttné v pabéhu CVVHDF byly s pouZzitim
hematokritu korigovany k vylaieni vlivu hemokoncentrace nebo hemodiluce. K
statistickému hodnoceni byl pouZzit program SigmiaftaWindows 2.03 (SPSS
Inc.,Chicago, IL, USA). V zavislosti od vysledku dimality test” a "Equal
Variance Test" byl ke srovnani hodnot zjistch u nemocnychipd CVVHDF s
RCA, u nemocnychied CVVHDF se systémovou heparinizaci a u zdravciio
pouzit test One Way ANOVA nebo Kruskal - WalNstest. Pokud bylémito
metodami prokazan statisticky vyznamny rozdil, gkt ANOVA doplrn
"Tukey testem" a Kruskal - Wallis test "Dunnovou metodou". Hodnotyeual
zahgjenim procedury byly s hodnotami &emymi v phAbéhu CVVHD
srovnavany parovym t-testem nebo Wilcoxonovym tastgxt v zavislosti od
vysledku "normality test” a "Equal Variance Ted€"srovnani ploch podikkou
(AUC) vybranych paramairbyl uzit nepéarovy t-test.

3.3. Parametry trombogenity a aktivace komplementup¥i intermitentni
hemodialyze s novym polysulfonovym dialyzatorentady FX

3.3.1. Charakteristika souboru

Otewené, prospektivni, randomizované, fizené studie se #astnilo 18
nemocnych (9 Zen a 9 mizs chronickym selhanim ledvin, kidoyli Ié&eni v
pravidelném hemodialyZaim programu 34,5 (10-137) &sial. Pamérny wek
nemocnych v souboru byl 57,5 let (36-87, uveden iamdmin-max). Ze
zakladnich onemoeni ledvin se v souboru vyskytovalo 8 paciest selhanim
ledvin @i chronické glomerulonefritis, u 5ti nemocnych saih ledviny i
chronické tubulointersticialni nefritis, 4 nemoanéli autosomald dominantg
dédicné polycystické ledviny a jeden nemocny byl po altianné nefrektomii
pro GrawitzZiv tumor. Na z&atku studie i nemocni vstupni hematokrit 31,3
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(21-37) %, sérovy albumin 42,0 (37-46) g/l, Kt/Veyr1,4 (1,0-1,7). Krom
piedpokladané fivodni poruchy hemostazy nemocnych s chronickymaseth
ledvin, nikdo z nemocnych nebykkn antikoagulanciti antiagreganciti jinou s
hemostazou interferujicidbou, krong bézné a chronicky podavané heparinizace
béhem hemodialyzy. Tato davkastavala po celou dobu studie fixni. Nemocni
meéli stabilni hodnoty hematokrituied vstupem do studie a vipehu 3 nésiai
pied zahajenim studie byli na stabilni davce rekoanttimho erytropoetinu. Tato
davka zistavala stejnd i po celou dobu studie.

3.3.2. Charakteristiky dialyzatora pouzitych ve studii

Novy, parou sterilizovany dialyzator FX60S (FMC,dBldomburg, Nmecko) ma
syntetickou, polysulfonovou membranu (Helix8n&resenius Medical Care, Bad
Homburg, Germany) o plose 1,4 nmultrafiltraini koeficient 46 ml/mmHg/h, je
sterilizovana parou a ma upravenou strukturu daglyfzmembrany. Tato Uprava
spaiva ve znéné zvinéni jednotlivych kapilar dialyzatoru, které ma ziskbdek
zmenSeni vnihiho piasvitu kapilary z cca 200 na 18&n, sniZzeni tlouXky stny
kapilary ze 40 na 3um, vysSi sieving koeficient a vySSi nalinst kapilar,
umoziujici zvySeni clearance pro malé ifestni molekuly. Vyrobce také
modifikoval zevni design dialyzatoru, ktery je a@i& mensi, méa proti obvykléemu
uspdadani boné ulozené koncovky na napojeni krevnichtisefo omezuje
tvorbu smyek a tendenci k zalomeni ggkteré mohou vést k turbulenci krevniho
proudu a zvySovani smykového gtpna povrchu krevnich elemént tak k
hemolyze ¢i predcasnému vysrazeni minériiho olhu. Zevni pouzdro
dialyzatoru je polypropylenové, coz profiypdnimu polykarbonatovému vede ke
snizeni celkové hmotnosti dialyzatoru. Tento diatge byl v ramci studie
porovnavdm s obdobnym, jiZz klinicky Siroce vyuZiyanm vysoce propustnym
dialyzatorem F60S (FMC, Bad Homburg,srvecko) s plochou 1,3 Mma
ultrafiltracnim koeficientem 30,77 ml/mmHg/h, ktery je takéquasterilizovany.

3.3.3. Provedeni intermitentni hemodialyzy

Nemocni byli randomizovani do 2 skupin po 9ti nemah. S vybranym
dialyzatorem nemocni podstoupili celkem 3 hemodwaly tydnu. Skupina A byla
1. tyden léena s pouzitim dialyzatoru F60S, skupina B hemgpdislana s
novym dialyzatorem FX60S. Po tydenniché byla skupina nemocnych A
pievedena na &u pomoci FX60S a opaé skupina B léena s dialyzatorem
F60S. Ri dialyzatnich procedurach byly pouzity krevni sety FA 204B/E04B
(FMC, Bad Homburg, Bmecko). Ped dialyzou byl proveden proplach
mimotelniho okkhu s 500ml fyziologického roztoku bez heparinu. Kibghu
procedury byl krevni fitok nastaven v rozmezi 200 - 300ml/min podlétqicu
uzivaného u konkrétniho pacientéeg zahajenim studie. Vi¢hu studie byl u
kaZzdého nemocného tento

pratok fixni po celou dobu sledovani. Napojeni na ntifimd obeh bylo zajiséno
punkci arteriovenozni fistule pomoci jehel 16G, ytelpouzivana jednojehlova
technika dialyzy. Ritok dialyza&niho roztoku byl nastaven na 500ml/min, sloZzeni
dialyzainiho roztoku bylo obvyklé, které bylo pouzivaneg zahjenim studie u
konkrétniho nemocného, a v upthu procedury se nemilo. Po punkci
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arteriovenozni fistule byly odebrany vzorky ke kigw analyzam fed zahjenim
procedury, pak byl nemocnému podan bolus nefraksi@ného heparinu z
bovinnich plic stejné Sarze (Heparin, Zentiva, Brafieskd Republika) do
arteriovenozni fistule a po 5ti minutach napojermmmotiIni obeh s kontinudlni
infusi heparinu. Strategie antikoagiriého zajis¢éni byla shodna s davkou
obvyklou u konkrétniho nemocnéhted vstupem do studie &hem sledovani se
nentnila. U nekterych nemocnych byla kontinualni infuse hepartikontena 30
minut p'ed koncem dialyzy. 30 minutigd vSemi odéry byla u nemocnych
nastavena fixni ultrafiltrace 10ml/min, ktera byda odlErech upravena podle
konkrétni pateby nemocného. V fibchu studie nebyly podavany Zzadné krevni
derivaty.

3.3.4. Odk#r materialu k vySetreni

Odkery krve a dialyzaniho roztoku k analyze paramettrombogenity a
biokompatibility byly provadny vzdy @ prvni dialyze s konkrétnim
dialyzatorem. Vzorky krve byly odebrany bezptedtt pred zahdjenim
dialyzani procedury fed podanim heparinu a dale vilpthu hemodialyzy v 15.
a 60. minw, kdy byva interakce krve s wym povrchem nejvice vyj&dna.

Vzorky byly odebirany vzdy na vstupu i vystupu krzedialyzatoru. Nkteré

parametry byly sledovany i v diafiltratu ve stejhyasech.

3.3.5. Parametry k hodnoceni biokompatibility
K hodnoceni biokompatiblity byly pouzity nasledijparametry:
1. pxet leukocyt v krvi (jako marker aktivace leukodyta dale
komplementu, analyzator SE 9000 autoanalyzer, Sysmi€obe,

Japonsko),

2. pocet trombocyi v krvi (marker aktivace tromboaytanalyzator SE 9000
autoanalyzer, Sysmex, Kobe, Japonsko),

3. desttkovy faktor 4 (PF4) v plasén(marker aktivace tromboayt kit
ELISA, Asserachroffi PF4, Boehringer, Mannheim, Germany),

4. aktivovany parcialni tromboplastinov§as (aPTT) (ukazatel hodnotici
koagulaci) byl miteny s vyuzitim kefalin-kaolinového reagens firmy
EXBIO Olomouc s.r.o.((eska republika),

5. hladina komplex trombin-antitrombin Il v plasm (ukazatel hodnotici
koagulaci, kit EnzygnoSt TAT micro, Behring Diagnostics GmbH,
Marburg, Nemecko),

6. hladina D-dimeru v plasén(ukazatel hodnotici fibrinolyzu, kit TintEli%e
D-dimer, Biopool International, Umea, Svédsko),
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7. hladina C5a anafylatoxinu v plagnimarker aktivace komplementu, kit
Enzygnost C5a micro, Behring Diagnostics GmbH, Marburgni¢cko).

Dale byly stanovovany plasmatické koncentrace hiepav plasnd (Accuclot
Heptes? kit, Sigma Diagnostics, Inc., St. Louis, MO, USA)ybrané parametry
byly stanovovany také v dialyzaim roztoku. Konkrét&iSlo o hladiny PF4, TAT
[l komplexy a hladiny D-dimeru. S dialyzaim roztokem se zachéazelo stejn
jako s krvi. Vzorky pro vySe uvedené parametry bylgracovany podle
doporieni v komegn¢ dostupnych kitech.

3.3.6. Statisticka analyza

Koncentrace latek a pty burek zjisttné v phabéhu hemodialyzy byly pomoci
hematokritu korigovany k vylaieni vlivu hemokoncentrace nebo hemodiluce.
Byly porovnavany vysledky z procedur provedenycldialyzatorem F60S, s
vysledky z procedur vedenych s dialyzatorem FX6@&wym Wilcoxonovym
testem. Ten byl také pouZzit ke srovnavani vysiegiibéhu dialyz s hodnotami v
case 0. min fed zah4jenim procedur v jednotlivych skupinachla Hgorovnani
zmen, které eventuetnnastavaji i prichodu krve dialyzatorem, tedy hodnot na
vstupu a vystupu z dialyzatoru. K vyk®mni statistické vyznamnosti dané
rozdilnymi vychozimi hodnotami jednotlivych skupiyly vysledky vyjadeny
také jako rozdily protiéasu 0. min a ty pak srovnany stejnymiggbem jako
z&kladni zkorigovand data.

3.4. Vybrané parametry biokompatibility p¥i intermitentni hemodialyze s
regionalni  citratovou antikoagulaci, kontrolovanou podle hodnot
ionizovaného kalcia

3.4.1. Charakteristika souboru

Studie se ztastnilo celkem 10 dlouhoddbhemodialyzovanych nemocnych (8
muzi a 2 Zeny), kit byli ve stabilnim klinickém stavu. #nérny vék nemocnych
ve studii byl 56,5 let (37-75, uveden median a migix). Z fFicin selhani ledvin
se v souboru vyskytla chronickad glomerulonefritid@edmi nemocnych, jednou
selhani ledvin P uratové nefropatii, jednou v ramci Goodpasturesyadromu a
jedna nemocna &a selhani ledvin ip kombinaci hypertenzniho poskozeni a
chronické tubulointersticialni nefritis. Sledovapacienti netrpli interkurentni
infekci, meli stabilni hodnoty hematokritu nad 0,30 fi pnemenné davce
rekombinantniho erytropoetinu, nebylééhi Zadnymi antikoagulancii s vyjimkou
heparinu podavaného fip hemodialyze. Dale net¢h projevy kardialni
insuficience, hyperhydratace a neétrpmanifestnim onemoemim koronérnich
tepen, neuzivali digitalisové fipravky. Zadny z nemocnych némjaterni
insuficienci¢i malignitu v anamnéze.
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3.4.2. Provedeni intermitentni hemodialyzy

V ramci studie byli nemocni dialyzovani s pouZitinegionalni citratove
antikoagulace, ip které byl pouZzit citrat-kalciovy monitor vyvijenfentrem
biomedicinskych technologii #ip Universi€ v Krems v Rakousku. i&troj
usnadiuje podavani infuze s citrdtem nacptku a sotasré podavani infuse
kalciovych ionfi na konci mimatiniho okthu. Jde o fidatné z&zeni
k dialyza&nimu istroji, které je s dialyzmim monitorem propojeno, a tim je
umozréna synchronizace rychlosti krevniho ufwku mimoglnim okhem
s rychlosti podani infundovaného citrdtu a kalcRodle vstupni hodnoty
ionizovaného kalcia v krvi nemocného a na zaklggho opakovaného ¢eni
pristroj v pravidelnych intervalech upravuje rychlasuse kalciovych iorit tak,
aby byla udrZzena normalni kalcemie v pacientské. KB¢hem studie s timto
monitorem byly studovany parametry biokompatibilétyaktivace komplementu,
kdy regiondlni citratova antikoagulace byfi@ena podle hodnot ionizovaného
kalcia.

3.4.3. Postup pi provadéni hemodialyzy

Pt dialyzainich procedurach byly pouzity dialyad monitory 4008B, 4008E,
4008S (FMC, Nmecko), krevni sety FA 204B/FB 204B (FMC, Bad Homgyu
Némecko) a dialyzatory s low-flux polysulfonovou, epar sterilizovanou
membranou. fd dialyzou byl proveden proplach mimloiho olhu s 500 ml
fyziologického roztoku bez heparinu. Viapehu procedury byl krevni ptok
nastaven na 200 ml/min. Rok dialyz&niho roztoku byl 500 ml/min a k jeho
piipraw byl pouzit kometn¢ dostupny bikarbonatovy koncentrat BIA-F 8,4% a
bezkalciovy kysely koncentrat BIK-F 40 (Medites Bha spol. s r.0., Roznov
pod Radho®m, Ceska Republika, vysledna koncentrace natria 140 Ifhrkalia

2 mmol/l, kalcia 0 mmol/l, magnézia 0,5 mmol/l, ahtti 108,0 mmol/l,
bikarbonatu 32 mmol/l, acetatu 3 mmol/l). ¥igad nutnosti byla korigovana
kalemie pisadou chloridu draselného na k&meu koncentraci kalia v
dialyzanim roztoku 4 mmol/l. Teplota dialyzaiho roztoku byla nastavena na 37
st. C. Ultrafiltrace byla nastavena podle ipbt nemocného, dialyzy trvaly 4
hodiny a v jejich pibéhu nebyly podavany krevnigvody ani jejich derivaty.

3.4.4. Antikoagulace

Na za&atku mimoélniho olhu byla na krevni sety napojena infuze citratu
sodného ve forgh ACD-A roztoku (Baxter Health Care, Deerfield, ILUSA,

s vyslednou koncentraci citratovych a citronanovyehtat 0,113 mol/l), jejiz
rychlost byla vySe zmémym citrat-kalciovym monitorem automaticky
piizpisobena rychlosti krevniho {goku mimog&lnim obihem s vyslednou
koncentraci citratu 3,4 mmol v 1 litru krve a eiimi hladinami ionizovaného
kalcia mens€i rovno 0,4mmol/l na vystupu z dialyzatoru [Nuth@let al 2002].
Do navratového setu byl podavan 0,5 mol/l chloridpenaty fpraveny
magistraliter v nemoctini lékar. Rychlost infuse kalciovych ioft byla
piistrojem automaticky ifzpisobena tak, aby byla hodnota ionizovaného kalcia
v systémoveé krvi nemocného udrzena v normalnim ezzm
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3.4.5. OdiEr materialu k vySetireni

lonizované kalcium bylo gfeno ged napojenim na mim#hi ob¢h a dale ve 30.,
60., 120., 210. a 240 miruhemodialyzy na pgtku mimoélniho okEhu (pred
infuzi citratovych ioni) na jeho konci (fed infuzi kaciovych iorit za
dialyzatorem). Kromd 60. minuty bylo ve stejnycltasech mnieno i ACT.

K posouzeni biokompatibility (viz nize) byla krevdebirana ped zahajenim
hemodialyzy a déle ve 30. a 240. minut odlErovych mist ped a za
dialyzatorem. K vyloteni projew citratové toxicity byla kontrolovana v kazdém
z odkErovych ¢adi i acidobazickd rovnovaha a mineralogram v systé@miavi
pacienti na fFistroji ABL™520 Blood Gas System (Radiometer Medical A/S,
Copenhagen, Dansko) .

3.4.6. Parametry k hodnoceni biokompatibility
K hodnoceni biokompatiblity byly v této studii patyznasledujici parametry:

1. pxet leukocyt v krvi (jako marker aktivace leukodyta dale
komplementu, analyzator SE 9000 autoanalyzer, Sysmi€obe,
Japonsko),

2. pocet trombocyi v krvi (marker aktivace tromboaytanalyzator SE 9000
autoanalyzer, Sysmex, Kobe, Japonsko),

3. hladiny destikového faktoru 4 (PF4) v plagm(marker aktivace
trombocyfi, kit ELISA, Asserachrofi PF4, Boehringer, Mannheim,
Germany),

4. hladiny von Willebrandova faktoru v plagnimarker aktivace tromboayt
a endotelové dysfunkce, kit IMUBIND VWF ELISA, American
Diagnostica Inc., Greenwich, CT, USA),

5. hladiny tk&ového faktoru v plastn(TF, marker endotelové dysfunkce,
kit IMUBIND® Tissue Factor ELISA, American Diagnostica Inc.,
Greenwich, CT, USA),

6. aktivovanycas srazeni plné krve (ACT) (ukazatel hodnotici kited) byl
mé&feny s pouZitim bed-sidéiptroje i-STAT™ (i-STAT corporation, East
Windsor, NJ, USA) a Celite ACT cartridge,

7. hladina komplei trombin-antitrombin Il v plasi (ukazatel hodnotici
koagulaci, kit EnzygnoSt TAT micro, Behring Diagnostics GmbH,
Marburg, NNmecko),

8. hladina C5a anafylatoxinu v plagnimarker aktivace komplementu, kit
Enzygnost C5a micro, Behring Diagnostics GmbH, Marburgni¢cko).
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Vzorky pro vySe uvedené parametry byly zpracovamgle dopordeni v
komekn¢ dostupnych kitech.

3.4.7. Statisticka analyza

Koncentrace latek a pty burek zjistné v pibéhu hemodialyzy byly oft
pomoci hematokritu korigovany k vyléeni vlivu hemokoncentrace nebo
hemodiluce. Parovym Wilcoxonovym testem byly porwény hodnoty fed
zahjenim procedury s hodnotami paraihebéhem hemodialyzy a takeé
parametry ziskané na vstupu a vystupu krve z disbym v tomtéZéase. Po
analyze hodnot ionizovaného kalcia na vystupu bzé@oru byla oddena
skupina 5 nemocnych, Kkie v nekterém ze sledovanychiasi nedosahli
pozadované meze ionizovaného kaleia0,4 mmol/l a pomoci neparového
Wilcoxonova testu byly porovnany élskupiny nemocnych, u kterych pedtha
RCA pozadovanym Zpobem sdmi, ktefi pozadovanych hodnot i€anedosanhli.
Ke srovnani byly uzity firastky jednotlivych hodnot proti hodnov ¢ase 0. min.
Pro korel&ni analyzu byl pouzit Spearmantest.
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4. Vysledky

4.1. Vliv proplachu s heparinem na vybrané paramety biokompatibility u
kontinualnich mimotélnich metod nahrazujicich funkci ledvin

V porovnani se zdravymi dobrovolnikyéinnemocni indikovani ke kontinualni
venovenozni hemodialfiltraci (CVVHDF) krahmensiho hematokritu, vysokého
CRP, hypoproteinemie a renalni dysfunkce (viz taddl) jiz vstupg pritomnou
poruchu hemostazy, zvySenydet leukocyt v krvi a vysoké hodnoty C5a slozky
komplementu jako markeru aktivace komplementovélstésnu (viz tabulka 2).
Nemocni ndli signifikantné niZSi p@et trombocyi v krvi a vy3Si hodnoty beta-
tromboglobulinu v krvi p aktivaci krevnich destek, neli signifikantné
prodlouzené aPTT, vysSi koncentraci heparinu wmdaseZ zdravi dobrovolnici a
dale vyrazg elevované koncentrace D-dimeru v plasmkazujici i na aktivaci
fibrinolyzy. Nemocni také dosahli sice vysSich hatw koncentracich kompléx
trombin-antitrombin Ill, ale tento vzestup nebtsiticky vyznamny.

Ve studii byly srovnavanyftit zpasoby gipravy mimo€lniho okruhu éznym
zpisobem proplachuipd zahajenim CVVHDF. Jak bylo zndfro v metodice,
byly porovnavany parametry trombogenity, aktivamgkbcyti a komplementuip
proplachu extrakorporalniho étu 3000ml fyziologického roztoku bez heparinu
(v tabulkach ozngen 1) s proplachem 3000ml fyziologického roztokR0O80
jednotek heparinu/l (tzv. obvykly proplach, vtdkadh znaen 2) a také
dlouhotrvajicim proplachem s 2000ml fyziologickélaztoku s pisadou 10000
jednotek heparinu/l, ktery recirkuloval 60minut wmotélnim obshu (ozn&en

v tabulkach ¢islem 3). Vysledky sledovanych ukazatdbyly porovnany pro
vSechny 3 zfisoby proplachu navzajem a jsou uvedeny v tabulBéah 10.

Urovei antikoagulace hodnocena podle koncentraci hepariplasné se u
procedur siznou formou proplachu signifikantmeliSila (viz tabulka 3).

Pti srovnani aktivovaného parcialniho tromboplastégtoxcasu byly sice zjighy
vySSi hodnoty aPTT u procedur po proplachu s heeariv koncentraci 2000 i
10000 1U/1, ale Zadny z rozdihedosahl statistické vyznamnosti (viz tabulka 4).

V tabulkdch 5 a 6 jsou uvedeny g trombocyti v krvi a koncentrace beta-
tromboglobulinu v plasg Jiz vstupg byly tyto markery aktivace trombodyt
elevované, ale v fibéhu procedur nebyl ani vjednom z parametmezi
jednotlivymi formami proplachu prokazan statistickyznamny rozdil.

Koncentrace kompleéx trombin-antitrombin [l byly u CVVHDF s tznymi
zpiasoby proplachu vstugnrozdilné, i kdyz tento rozdil nedoséahl statistické
vyznamnosti. Aby bylo zamezeno zkresleni rozdilnymchozimi hodnotami,
byly hodnoty v piibéhu jednotlivych procedur vyjddny jako pordr hodnot
aktualnich k hodnotam vstupnim a pak porovnanytisiitky vyznamny rozdil
nebyl zjiS€n (viz tabulka 7).
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Koncentrace D-dimér, jako markeru aktivované fibrinolyzy, bylygud zahajenim
lécby zvySeny p@blizné 30x proti hodnotdam u zdravych dobrovolijkale u
jednotlivych zgisohi proplachu nebyl prokazan vyznamny rozdil (tab@ka

V tabulce 9 a 10 jsou uvedeny g leukocyti v krvi a dale koncentrace Cba
slozky komplementu v plashjako ukazatele aktivace komplementu alternativni
cestou. Oba parametry se u CVVHDF s rozdilnou farmplachu také neliSily
ani v jednom ze sledovany¢hsi.

Ve vSech tabulkach jsou uvéd/ vysledky ziskané na vystupu krve z diafiltru,
tyto hodnoty jsou korigované pomoci hematokritu ylouceni vlivu
hemokoncentracéi hemodiluce. VySe zmémé parametry byly také sledovany
pied vstupem do diafiltru, tedyigd usekem mimeéiniho okruhu, ktery ma
vzhledem k ploSe a prodems na membrahnejwtsi podil na bioinkompatibilnich
procesech. Ani v jednom ze sledovanych ukai@atelbyl v krvi odebrané ipd
diafiltrem prokazan statisticky vyznamny rozdil t@aejsou ukazana).

Nekteré latky byly sledovany také v diafiltratu, byl&ak zji¥ovana pouze
stopova mnozstvi C5a slozky komplementu a D-dimelednotlivé formy
proplachu se mezi sebou v koncentragchto latek v diafiltratu statisticky
vyznamr neliSily (data nejsou ukazana).

4.2. Vliv regionalni citratové antikoagulace na vybané parametry
biokompatibility u kontinualnich mimot élnich metod nahrazujicich funkci
ledvin

Ve studii sledujici vliv regiondlni citratové antikgulace (RCA) na vybrané
parametry biokompatibility byly fied zahajenim CVVHDF porovnanykieré
laboratorni ukazatele s hodnotami 2Zjigtmi u nemocnych indikovanych
k CVVHDF se systémovou antikoagulaci heparinemka & skupinou zdravych
dobrovolniki (viz tabulka 11). Nemocnitpd CVVHDF neli kromé renalni
dysfunkce i nizSi hematokrit, celkovou bilkovinwgssi C reaktivni protein ve
srovnani se skupinou zdravych osob, v markereckohipatibility meli nizsi
pocet trombocyi v krvi (pacienti indikovani k RCA jeStvyrazré nizSi proti
skupire s antikoagulaci heparinem), vyssi koncentrace-toetaboglobulinu, D-
dimeru v plasré a vy3Si poet leukocyt v krvi. Nemocni indikovani k CVVHDF
s RCA ntli navic singifikanti vysSi koncentraci heparinu a trombin-antitrombin
[l komplexa v plasng proti zdravym osobam (tabulka 12).

Regionalni citratova antikoagulace byla v tomtipad: fizena podle hodnot ACT
na vystupu krve z diafiltru, paral€inbyl sledovan ACT v systémoveé Krvi
nemocnych. V systémové krvi nemocnych (@&diyl provaan z kanyly zavedené
do a. radialis) nebyl ACT signifikantnprodlouzen, zatimco hodnoty ACT na
vystupu krve z dialfiltru (fed infuzi kalciovych ion, viz schéma 4) dokladaji
acinnou antikoagulaci, i kdyz po 24 hodinach procgdutedy v dok
planovaného ukamni) jiz nebylo prodlouzeni ACT statisticky vyznadnrCitrat
tedy negisobil mimo mimotini obsh. Uinnou antikoagulaci v mimainim
ob¢hu potvrzuje i aPTT ®feny po inflzi citratu fed diafiltrem a ped infazi
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kalcia za diafiltrem. Vyjimkou je ajt méreni ve 24. hodig pii konceni
procedury. (tabulka 13).

V tabulce 14 jsou uvedeny ukazatele trombogenitgzmatickych koncentraci
Cbha a potu leukocyti v krvi v pribéhu CVVHDF s regionalni antikoagulaci
citratem. Porovnani aktualnich hodnot, korigovanymmoci hematokritu na
hemokoncentraaii hemodiluci, s hodnotami vstupnimi jsou uvederdolni ¢asti
jednotlivych poli. Bhem CVVHDF s RCA nedochazelo k signifikantnim
zménam v markerech aktivace trombogyttedy pd@tu trombocyl v Kkrvi,
koncentracich beta-tromboglobulinu a von Willebaal faktoru. Statisticky
vyznamrié se nemnily ani koncentrace trombin-antitrombin Il kompgte jako
markeru aktivované koagulace. Proti stavedozahajenim procedury byly po 1 a
6 hodinach jejiho trvani vyznamnvyssi plazmatické koncentrace D-dimeru
ukazujici na aktivaci fibrinolyzy. Na patku CVVHDF, konkréta v 15. minug
doSlo k signifikantnimu poklesu i leukocyti a dale v 15. i 60. minéttaké
vyznamr narostly koncentrace C5a slozky komplementu.

Béhem procedur se systémovou antikoagulaci heparifsty ve vSech
odkerovych intervalech hodnoty aPTT na vstupu do diafistatisticky vyznamh
prodlouzeny ve srovnani s hodnotanieg zahajenim vykonu. Procentufilse
zvySeni pohybovalo mezi 416%-661% vychozi hodnotyignifikantre
prodlouzeny aPTT byl gilen i v krvi na vystupu z diafiltru vracejici se dbshu
nemocného (viz tabulka 15).

Pti CVVHDF se systémovou antikoagulaci heparinem lgrigny sledovanych
parametit nasledujici (viz tabulka 16). Na vystupu krve d&filiru nedoslo
k signifikantnim zninam pd@tu trombocyi, koncentraci TAT 1ll komplek a na
rozdil od RCA ani p&u leukocyfi v krvi. Podobg jako @i procedurach
s citratovou antikoagulaci doSlo v 15. miautk signifikantnimu nérstu
koncentraci C5a komponenty komplementu. V 6. hodima konci procedury se
vyznamm snizily koncentrace D-dimeru a v 60. miutavic klesla i hodnota
beta-tromboglobulinu.

Nekteré  ukazatele byly sledovany i v ultrafiltratu.  \detekovatelnych
koncentracich byl izolovan pouze beta-tromboglohulktery byl zji$ovan
v koncentraci o &kolik radi nizsi ve srovnani s plasmatickou.

Pti analyze ploch podifvkou (viz tabulka 17) nebyl ve sledovanych ukaliele
zjisten statisticky vyznamny rozdil pro koncentrace hetaboglobulinu,
trombin-antitrombin 1ll, D-dimeryi C5a. Jedinym rozdilem byly hodnoty aPTT,
které byly u CVVHDF s heparinovou antikoagulactistacky vyznams vyssi.

V tabulce 18 je uvedeno srovnani celkového a io@mého kalcia a vybranych
ukazatel acidobazické rovnovahyied zahgjenim a po ukéeni CVVHDF s
regionalni citratovou antikoagulaci. Ani v jednoravedenych paramétnedosio
ke statisticky vyznamnym zgnam g dlouhodobé expozici citratu. Hodnoty
kalcemie jsou relativhnizsi, ale tento nalez je u kriticky nemocnych yidy a i
zde koreluje s nizkou hodnotou krevnich bilkovig@743, p=0,007).
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4.3. Parametry trombogenity a aktivace komplementup¥i intermitentni
hemodialyze s novym polysulfonovym dialyzatorenfady FX

Otewené, prospektivni, randomizovanéfizkné studie se Zastnilo celkem 18
nemocnych, z nichZ polovina (skupina A) podstoupilprvnim tydnu studie 3
hemodialyzy s dialyzatorem F60S a druha skupina (B@¢modialyzy

s dialyzatorem FX60S. V druhém tydnu studie bybddé skupiny pouzit opay
druh dialyzatoru, tedy skupina A&a 3 hemodialyzy s dialyzatorem FX60S a
skupina B s dialyzatorem F60S. Statisticky bylyvadny vysledky z veSkerych
hemodialyz s dialyzatorem F60S a analogicky s détyrem FX60S (blize viz
kapitola Soubory a metodika). Vysledky jsou uvedengbulkach 19 az 26, jde o
hodnoty ziskané na vystupu krve z dialyzatdtteré jsou pomoci hematokritu
korigovany k vylodeni vlivu hemokoncentrage hemodiluce.

Trombogenita

Pfi sledovani p&tu trombocyt v krvi, hrubého markeru aktivace trombagyt
nebyl zjis&n statisticky vyznamny rozdil v 15. ani v 60. mihuia vystupu krve
pii porovnani se vstupni hodnotou pro dialyzator F&AISFX60S. H vzajemném
porovnani vysledk ziskanych s alma typy dialyzatar nebyl zjiStn zadny
signifikantni rozdil v pétu trombocyt ani v jednom ze sledovanyaadi (viz
tabulka 19). Destkovy faktor 4 je podstatn citlivéjSi ukazatel aktivace
trombocyft.. Fi dialyzach s obma typy dialyzatoru byl v 15. minthemodialyzy
zaznamenan vzestup jeho koncentraci, ktery byl ouobypi dialyzatof
statisticky vyznamny (tabulka 20). Vysledky z prdge s dialyzatorem F60S a
FX60S se vSak navzajem neliSily. V tabulce 21 @&tyize hodnoty aktivovaného
parcialniho tromboplastinovéhéasu byly u obou typ dialyzatofi statisticky
vyznammé prodlouzeny v 15. i 60. mindipproti hodnotadm vstupnim, navzajem se
vS8ak u obou skupin neliSily. Prodlouzeni aPTT bylsouhlase sdinnou
heparinizaci, kterou dokladuji statisticky vyznamrySSi koncentrace heparinu
v pribéhu procedur (viz tabulka 26), mira antikoagulace s&ak u jednotlivych
typt dialyzatofi neliSila. Koncentrace kompléxtrombin-antitrombin Il jsou
uvedeny v tabulce 22. U obou fydialyzatofi doslo k vyznamnému nistu TAT

[l komplexa v 60. minu¢. Koncentrace TAT Il byly v 60. min&tdokonce u
dialyzatoru FX60S statisticky vyznaghwyssi. Koncentrace D-dimeru v plasm
ukazuji na stav fibrinolyzy. Pro oba aztované dialyzatory nebyl zji&t
statisticky rozdil v hodnotach D-dimeru v 15. an@. 6minug v porovnani
s hodnotou vstupni, podobpii srovnani procedur s F60S a s FX60S se hodnoty
vyznamm neliSily (viz tabulka 23).

Aktivace komplementu a leukodyt

V tabulce 23 je patrné, Ze u procedur s dialyzatoF60S a stefhi FX60S byl
zaznamenan signifikantni poklescpo leukocyfi v 15.minué procedury. Stupe
tohoto poklesu se pro jednotlivé typy dialyzétoneliSil. U obou druf
dialyzatofi byl zaznamenan po zahajeni procedury vzestup Roedu
anafylatoxinu C5a, u F60S byl vzestup statistickgnamny v 15. mingta u
dialyzatoru FX60S v 15. i 60. minut Fi porovnani hodnot u obou skupin
dialyzatofi nebyl v8ak zji&n signifikantni rozdil.

U obou tym dialyzatofi byly vySe zmi#né parametry také sledovanyegd
vstupem krve do dialyzatoru. Vysledky srovnani bylgdobné s hodnotami
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ziskanymi na vystupu krve z dialyzatoru. K omezdiiu rozdilnych vstupnich
hodnot jednotlivych paramétr byly vysledky ziskané v pbéhu procedur
vyjadieny jako pirastky ¢i poklesy od hodnot vstupnichiiRBrovnani &hto tzv.

diferenci byly vysledky statistického hodnoceni & s vySe zmiémym

porovnanim absolutnich hodnot.

Nekteré latky byly sledovany i v diafiltratu. KrahD-dimeru nebyly v diafiltratu
zjisteny mefitelné koncentrace. Vipstupu D-dimeru do dialyzaiho roztoku se
oba dialyzatory statisticky vyznarneliSily (data nejsou prezentovana).

4.4. Vybrané parametry biokompatibility p¥i intermitentni hemodialyze
sregionalni  citratovou antikoagulaci, kontrolovana podle hladin
ionizovaného kalcia

V této studii bylo u 10 stabilnich, dlouhodolhemodialyzovanych pacient
provedeno 10 hemodialyz s regionalni citratovotikaagulaci (RCA), ke které
byl pouZit citrat — kalciovy monitor (bliZze viz kiapla Soubory a metodika).

Z tabulky 27 je patrné, Ze viieéhu hemodialyz s RCA dochézelo na vystupu
z dialyzatoru (za infuzi citratu afgd infuzi kalciovych iori) k signifikantnimu
poklesu hladin ionizovaného kalcia a mediany veckhSedrovych ¢asech
dosahovaly cilové hodnoty 0,4 mmol/l. U hodnot aktivovanéhtasu srazeni
plné krve (ACT), ktery je povaZzovan také za jednonaznosti kontroly RCA
vedle monitorace G4, vSak v krvi opousjici dialyzator nebyl zaznamenan
Zadny vyznamny nést, ve 120. mingt doSlo dokonce ke statisticky
vyznamnému zkraceni ACT.

Za tchto podminek byla v parametrech trombogenity, vake leukocyt a
komplementu zaznamenana nasledujici pozorovani, taimlka 28. P&et
trombocyt statisticky vyznamé klesl ve 30. i 240. mingt zatimco koncentrace
tk&ioveho faktoru v oboucasech signifikanth narostly, hodnoty trombin-
antitrombin Il komplex stouply vyznamé& az ve 240. mingt Jiné markery
aktivace trombocyt, jako je destikovy faktor 4 a von Willebrano faktor, sice
vykazovaly stoupajici trend, ten vSak nedosahissiizké vyznamnosti v Zzadném
ze sledovanycliasi. Paiet leukocyil v pribéhu hemodialyzy s RCA vyznaran
klesl a sodasreé byl zaznamenan i signifikantni &t v produkci C5a sloZky
komplementu v obou odlovych¢asech.

Pt porovnani hodnot na vstupu a vystupu krve z dilgru doslo po gichodu
krve dialyzatorem ke statisticky signifikantnimu rigtu hodnot TAT Il
komplexi ve 240. minu, tk&ového faktoru ve 30. mintita C5a komponenty
komplementu v obou sledovanyéhsech. Pé&et trombocyt ve 30. i 240. minut
vyznamm klesl po ptichodu krve dialyzatorem.

Tabulka 30 vyjathje korelace mezi ACT a sledovanymi parametry
biokompatibility, obdob# jsou korelace ionizovaného kalcia&hto parametr
uvedeny v tabulce 31. ACT korelovalo &terymi ukazateli trombogenity,
konkrétré s hodnotami tk#ového faktoru a pgem trombocyi v krvi. Naproti
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tomu hodnoty iC& nekorelovaly se Zadnym z uvedenych paraindtaké nebyla
zjistsna ani korelace mezi ACT a hodnotami 7C@s=0,37; p=0,12).

P analyze dat bylo zji8ho, Ze wésti nemocnych dktera z narrenych hodnot
ionizovaného kalcia v béhu hemodialyzy s RCA nedosahla pozadovanych
hodnot < 0,4 mmol/l. Tak vznikla skupina paciénts RCA provedenou

s dopor@enou hodnotou iG4 a skupina nemocnych s RCA mimo dop@mé
rozmezi. Porovnanim vysletlkobou skupin nebyl v Zadném ze sledovanych
parametl zjistn statisticky vyznamny rozdil krofdosaZenych hodnot i€3viz
tabulka 32).

Hemodialyzy s regiondlni antikoagulaci citratem bghdy bez klinickych
komplikaci. Navzdory vySe uvedenym pozorovanim febyni jedna
hemodialyza s RCA komplikovanargatasnym vysrédZzenim systému, nebyly
zaznamenany ani vzestupy tlaki vizualni gitomnost tromb v mimoglnim
ob¢hu, predznamenavajici tuto komplikaci.
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5. Tabulky a schémata

Nasledujici kapitola jélenéna do &chtocasti:

1. Vliv proplachu s heparinem na vybrané parametrykdmapatibility u
kontinualnich mimatinich metod nahrazujicich funkci ledvin.

2. Vliv regiondini citrdtové antikoagulace na vybranparametry
biokompatibility u kontinualnich mimeinich metod nahrazujicich funkci
ledvin.

3. Parametry trombogenity a aktivace komplementti mtermitentni
hemodialyze s novym polysulfonovym dialyzatorgady FX.

4. Vybrané parametry biokompatibility fip intermitentni hemodialyze
s regionalni citratovou antikoagulaci, kontrolovangpodle hladin
ionizovaného kalcia.
5. Schémata.
5.1. Vliv proplachu s heparinem na vybrané paramety biokompatibility u

kontinualnich mimotélnich metod nahrazujicich funkci ledvin

Tabulka 1. Srovnani vybranych laboratornich paramememocnych fed
zahajenim CVVHDF a zdravych dobrovolhikJvedeny piméry + SEM.

Pac. pi CVWHDF |24 I statisticka

Parametr (n=11) dobrovolnici vvznamnost
(n=11) y

Vek 60+5 59+4 NS
[roky]
Hematokrit 30,1+0,9 45.5+1,0 p<0,001
[%]
Urea v seru 23.7+2.4 5,5+0,4 p<0,001
[mmol/l]
Kreatinin v séru 362.2+51 6 92,7427 p<0,001
[umol/l]
Natrium v séru 142.142.6 141,5+1,0 NS
[mmol/I]
Kalium v séru 4,5+0.1 4,5+0,1 NS
[mmol/l]
Chloridy v séru 106,0+2.3 106,2+1,0 NS
[mmol/l]
Cel!<ova bilkovina 51.3+2.2 75,5+0,8 p<0,001
v séru [g/l]
CRP v seru 158,5+27,8 3,2£0,6 p<0,001
[ma/l]
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Tabulka 2. Srovnani parameirbiokompatibility u nemocnychipd zahajenim
CVVHDF a zdravych dobrovolnik Uvedeny piiméry + SEM.

Pac. ped Zdravi Statisticka
Parametr CVVHDF dobrovolnici viznamnost
(n=11) (n=11) y
Patet leukocyt v krvi
[X109/|] 14,8+ 2,0 5,7£0,4 p<0,001
Pacet trombocyl VKIVI | 953 8195 4 223,7+10,4 p<0,01
[x107/1]
Koncentrace BTG
v plasn [U/ml] 158,9+26,4 36,5+2,8 p<0,001
,[A;I]DTT 44, 3+2.7 36,4+0,8 p<0,05
Koncentrace heparinu
v plasné [U/ml] 0,1+0,0 0,0+0,0 p<0,05
Koncentrace TAT Il 13.444.0 57455 NS
v plasng [ug/l]
Koncentrace DD 1129642233 35,8+14,2 p<0,001
v plasng [ug/l]
Koncentrace Cb5a
v plasne [ug/l 6,2+1,4 2,0+0,2 p<0,01

Tabulka 3. Srovnani drové antikoagulace dhem procedur siznym typem
proplachu. Uvedeny koncentrace heparinu [U/ml] ystwpu z diafiltru, pouzity
pramery + SEM.

Typ proplachu 0. min 15. min 60. min 360. min
CVVHDF CVVHDF CVVHDF CVVHDF

1 0,056 +0,034 0,122 +0,032 0,156 +0,029 0,178086

2 0,080 +£0,025 0,180 +0,040 0,390+0,135 0,2D0160

3 0,071 +0,042 0,329+0,127 0,257 £0,084 0,300163
Srovnani 1 vs 2 NS NS NS NS
Srovnani 1 vs 3 NS NS NS NS
Srovnani 2 vs 3 NS NS NS NS

Legenda pro tabulky 3-10:

1=proplach bez heparinu

2=proplach s 2000 I.U. heparinu/I
3=hodinovy proplach s 10000 I.U.heparinu/I
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Tabulka 4. Srovnani aPTT [s] dhem procedur siznym typem proplachu na
vystupu z diafiltru, pouZzity gmeéry + SEM.

Typ proplachu 0. min 15. min 60. min 360. min
CVVHDF CVVHDF CVVHDF CVVHDF

1 44,2 + 3,2 100,0 + 26,1 70,3 +13,1 66,3+ 114

2 45,0+4,9 162,4 + 48,( 107,0 + 294 92,7 £ 24,6

3 446 +4.,8 172,4+654 177,1+67|9 85,0 + 15,0
Srovnani 1 vs 2 NS NS NS NS
Srovnani 1 vs 3 NS NS NS NS
Srovnani 2 vs 3 NS NS NS NS

Tabulka 5. Srovnani p&tu trombocyl v krvi [x10%1] na vystupu z diafiltru
béhem procedur siznym typem proplachu. Uvedenyipréry £ SEM.

Typ proplachu 0. min 15. min 60. min 360. min
CVVHDF CVVHDF CVVHDF CVVHDF
1 163,2 +29,0| 156,1+27,Y¥ 153,5+29,3 135,7920
2 175,9+41,6| 170,2+40,0 186,8+46,0 175,0843
3 205,3+61,4, 205,1+59,83 205,7+61,2 189,7960
Srovnani 1 vs 2 NS NS NS NS
Srovnani 1 vs 3 NS NS NS NS
Srovnani 2 vs 3 NS NS NS NS
Tabulka 6. Srovnani koncentraci betatromboglobulinu v plasfu/ml] na
vystupu z diafiltru Bhem procedur siznym typem proplachu. Uvedenyipnery
+ SEM.
Typ proplachu 0. min 15. min 60. min 360. min
CVVHDF CVVHDF CVVHDF CVVHDF
1 131,3+22,5| 103,7 +20,8 77,2+184 109,6 #25,
2 155,3+28,2| 126,3+27,8 127,2+28,2 1350634
3 95,0+21,5 102,0 + 29,6 85,2 +20,1 87,3+17,5
Srovnani 1 vs 2 NS NS NS NS
Srovnani 1 vs 3 NS NS NS NS
Srovnani 2 vs 3 NS NS NS NS
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Tabulka 7. Srovnani koncentraci TAT Il v plasimjug/l] na vystupu z diafiltru
béhem procedur siznym typem proplachu, &ase 0. min pouzita vychozi
hodnota, v dalSicltasech pak po#én hodnoty aktualni k hodndtv ¢ase 0 min,

uvedeny piméry £ SEM.
Typ proplachu 0. min 15. min 60. min 360. min
CVVHDF CVVHDF CVVHDF CVVHDF
1 9,8+2,6 1,4+0,3 1,8+0,5 29+0,7
2 13,3+4,5 0,7+0,1 1,0+0,3 24+09
3 41+18 0,7+0,3 1,0+0,6 6,4 +6,0
Srovnani 1 vs 2 NS NS NS NS
Srovnani 1 vs 3 NS NS NS NS
Srovnani 2 vs 3 NS NS NS NS

Tabulka 8. Srovnani koncentraci D-dimerv plasné [ug/l] béhem procedur
s miznym typem proplachu na vystupu z diafiltru, poyjitiméry £ SEM.

Typ proplachu 0. min 15. min 60. min 360. min
CVVHDF CVVHDF CVVHDF CVVHDF

1 1014,5+ 296,61076,1+ 268,2 1015,6+ 239,71 839,8 + 276,9

2 1087,7+ 250,61023,5+ 218,6 1064,5+ 217,71 877,0 £ 193,1

3 847,8 £+266,4 856,1 +248|7 790,9+223,6 5412%1
Srovnani 1 vs 2 NS NS NS NS
Srovnani 1 vs 3 NS NS NS NS
Srovnani 2 vs 3 NS NS NS NS

Tabulka 9. Srovnani pstu leukocyfi [x101] behem procedur siznym typem
proplachu na vystupu z diafiltru, uvedenyipery £ SEM.

Typ proplachu 0. min 15. min 60. min 360. min
CVVHDF CVVHDF CVVHDF CVVHDF

1 16,1+1,9 145+19 143+1,5 142+2,0

2 12,7+1,9 12,3 +1,7 13,4+1,9 140+ 2.3

3 17,1+ 3,6 149+2.8 15,7+2,9 148+29
Srovnani 1 vs 2 NS NS NS NS
Srovnani 1 vs 3 NS NS NS NS
Srovnani 2 vs 3 NS NS NS NS
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Tabulka 10. Srovnani koncentraci C5a v plasmg/l] béhem procedur siznym
typem proplachu na vystupu z diafiltru, pouZityipery £ SEM.

Typ proplachu 0. min 15. min 60. min 360. min
CVVHDF CVVHDF CVVHDF CVVHDF

1 55+1,6 8,0+19 7,1+1,8 53+1,1

2 49+11 6,5+1,3 6,4+1,6 52+1,4

3 4,7 +1,7 74+24 7,3+24 6,8+2,3
Srovnani 1 vs 2 NS NS NS NS
Srovnani 1 vs 3 NS NS NS NS
Srovnani 2 vs 3 NS NS NS NS

5.2. Vliv

funkci ledvin

regionalni

citrdtové antikoagulace

na vybané parametry
biokompatibility u kontinualnich mimot élnich metod nahrazujicich

Tabulka 11. Srovnani vybranych laboratornich parametremocnych fed
zahajenim CVVHDF s regionalni citratovou antikoagil (RCA), systémovou
antikoagulaci heparinem (HA) a zdravych dobrovalniidC). Uvedeny piméry

+ SEM.
Parametr CVVHDF CVVHDF HC ANOVA i
s RCA (n=11) |s HA (n=10) |(n=11) KW

. 28,8+1,0 30,5+1,1 455+1,0 ANOVA:
Hematokrit [%] ys HC: <0,001 |vs HC: <0,001 <0,001
Urea v séru28.3+2,3 19,1+ 3,0 55204 KW:
[mmol/l] vs HC: <0,05 |vs HC: <0,05 <0,001
Kreatinin 347,1 34,7 |311,1x554 (92,727 KW:
v séru fumol/l] |VS HC: <0,001 |vs HC: <0,001 <0,001
Natrium v séryl41,2+1,9 138,5+1,8 1415+1,0 ANOVA:
[mmol/l] NS
Kalium Vv séru 4,4+0,2 46+0,2 45+0,1 ANOVA:
[mmol/l] NS
[mmol/l] NS
Celk. bilkovina47.5%2,4 50,5+9,2 75,5+0,8 ANOVA:
v séru [g/l] vs HC: <0,001 |vs HC: <0,001 <0,001
CRP vséryl52,7+23,7 |1535+99,6 [3,2+0,6 KW:
[mg/I] vs HC: <0,05 |vs HC: <0,05 <0,001

KW = Kruskal — Wallisiv test, CRP = C-reaktivni protein
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Tabulka 12. Srovnani vybranych parametbiokompatibility u nemocnychipd
zahjenim CVVHDF s regionalni citratovou antikoagil (RCA), systémovou
antikoagulaci heparinem (HA) a zdravych dobrovalniidC). Uvedeny piméry

+ SEM.

Parametr CVVHDF CVVHDF s HA|HC Q';‘VOVA ¢l
s RCA (n=11) |(n=10) (n=11)
Patet 95,0+ 14,0 156,3 + 9,8 223,7+10,4| ANOVA:
trombocyti vs HA: <0,01 |vs HC: <0,001 <0,001
v krvi [x10%]  |vs HC: <0,001
BTG v plasm |124,4 +29,8 147,7 £ 19,7 36,5+2,8 KW:
[U/ml] vs HC: <0,05 |vs HC: <0,05 <0,001
APTT [s] 28,0+2,7 40,7+2,1 36,4+0,8 KW:
NS
Koncentrace |0,1+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 KW:
heparinu v plastvs HC: <0,05 <0,001
me [U/ml]
TAT Il 14,1+ 35 8,2+2,7 57+55 KW:
v plasng [ug/l] |vs HC: <0,05 <0,01
DD v plasné 2891,1 + 1306,2830,1 +181,8 |358+ 14,2 | KW:
[ug/l] vs HC: <0,05 |vs HC: <0,05 <0,001
Patet leukocyt | 17,2 + 3,0 11,3+1,3 57+04 KW:
v krvi [x10%]  |vs HC: <0,05 |vs HC: <0,05 <0,001
Chavplasm [2,3+0,6 4,0+£0,9 2,0+0,2 KW:
[nofl] NS
Legenda:

CVVHDF = kontinualni venovenozni hemodiafiltrace
BTG = beta-tromboglobulin
TAT Il = trombin-antitrombin Il komplex
KW = Kruskal — Wallisiv test

Tabulka 13. ACT a aPTT v pibéhu CVVHDF s regionalni citratovou

antikoagulaci. Udany pméry + SEM. Tabulka uvedena na nasledujici stran
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Parametr Trvani procedury CVVHDF [min]

0 min 15/20 min 60 min 360 min 1440 min
ACT v 182,6 + 5,0/ 203,4+ 30,5 XX 192,3+7,5 154,3+ 12,6
arterialni NS NS NS
krvi [s]
ACT na -- 309,6+ 87,7 XX 250,3+ 33,3 226,3+ 35,2
vystupu z p<0,01 p<0,05 NS
diafiltru [s]
aPTT na 28,0+2,7| 36,3+2,964,2+29,7 382+4,2| 258+4,2
vstupu do p<0,001 p<0,001 p< 0,01 NS
diafiltru [s]
aPTT na -- 345+28| 354+21| 375+25| 30,0+3,4
vystupu z p<0,05 p<0,01 p<0,01 NS
diafiltru [s]
Legenda:
xx = nengieno, ACT = aktivovanyas srazeni plné krve, aPTT= aktivovany

parcialni tromboplastinov§as
*ACT bylo méfeno 20 min. po zahajeni procedury, aPTT byésemo v 15. min.
Poznamka: Hodnoty ziskané na vstupu do diafiltdy b infusi citratu, vzorky na vystupu krve z
diafiltru byly odebirany ped infusi kalciovych iorit, hodnoty jsou korigované praéstnictvim
hematokritu k vylogeni vlivu hemokoncentrac& hemodiluce, ACT v arterialni krvi odebrano

z a. radialis a reprezentuje systémové hodnoty ciepta. V tabulce je uvedeno statistické

srovnani hodnot v fibehu procedury s hodnotoucase 0 min.

Tabulka 14. Srovnani vybranych parametrbiokompatibility u nemocnych

lé¢enych CVVHDF s regionalni citratovou antikoagula@RCA). Uvedeny
praméry = SEM.
Parametr Trvani procedury CVVHDF [min]

0 min 15 min 60 min 360 min 1440 min
Trombocyty| 95,0 +14,0 89,3+15,0 92,1+151 | 91,9+17,6 | 127,2+31,3
v Krvi NS NS NS NS
[x10%]
BTG 124,4 + 29,8 1845+37,8 150,5+35,5| 120,0+25,4| 141,8+47,4
v plasng NS NS NS NS
[U/ml]
VWF 2595,6+ 137,9 2683,9+ 156|22615,4+ 143,7 2681,3+ 186,5 2614,1+ 318,7
v plasng NS NS NS NS
[mU/ml]
TAT I 14,1+ 3,5 14,4+ 3,0 13,3+2;3 151+40 9,0+2,3
v plasng NS NS NS NS
[ug/l]
DD 2891,1+1306,2 3038,0+1327,0 3565,6+1533,6 3857,6+1701,9 3956,1+2677,71
v plasng NS p<0,05 p<0,05 NS
[ng/l]
Leukocyty 17,2+3,0 15527 16,7+ 2,6 17,4+2,6 18,5+4,2
v krvi p<0,01 NS NS NS
[x10%]
Cb5a 2,3+0,6 72+21 83+3,5 48+272 6,5+3,9
v plasng p<0,001 p<0,001 NS NS
[ng/l]

42



Legenda:

CVVHDF = kontinualni venovenozni hemodiafiltrace

BTG = beta-tromboglobulin,
TAT Il = komplex trombin-antitrombin 11|
VWF = von Willebrandyv faktor.

Poznamka: Hodnotyipd CVVHDF byly ziskané z cévnihdigtupu, vzorky na vystupu krve z
diafiltru byly odebirany ped infusi kalciovych iorit, hodnoty jsou korigované praéstnictvim
hematokritu k vylogeni vlivu hemokoncentrace/hemodiluce. V tabulceuyedeno statistické
srovnani hodnot v gbéhu procedury s hodnotoucdase 0 min.

Tabulka 15.aPTT v ptibéhu CVVHDF i systémoveé antikoagulaci heparinem.

Parametr Trvani procedury CVVHDF [min]
0 min 15 min 60 min 360 min 1440 min
aPTT na vstupu| 40,7 +2,1| 259,7 +47,215,6 + 53,1180,3 + 39,3169,9 + 35,7
do diafiltru [s] p<0,01 p<0,05 p<0,01 p<0,05
aPTT na vystupu z -- 249,0 £52,2196,0 £+ 48,3122,5+21,6§117,9 £ 25,2
diafiltru [s] p<0,01 p<0,05 p<0,01 p<0,05
Legenda:

aPTT= aktivovany parcialni tromboplastinoigs
Poznamka: Hodnotyipd CVVHDF byly ziskané z cévnihdistupu, hodnotyv fibéchu CVVHDF
jsou korigované progdnictvim hematokritu k vylaieni vlivu hemokoncentrace/hemodiluce.
Udany paiméry + SEM. V tabulce je uvedeno statistické srovnidmdnot v pitbéhu procedury s
hodnotou Wase 0 min.

Tabulka 16. Srovnani vybranych paramétbiokompatibility u nemocnychip
CVVHDF se systémovou antikoagulaci heparinem. Urnggeimery £ SEM.

Parametr Trvani procedury CVVHDF [min]
0 min 15 min 60 min 360 min 1440 min
Trombocyty 156,3+9,9 159,7+10,8 161,5+12,5| 158,0+13,0| 150,4+15,5
v krvi [x107] NS NS NS NS
BTG v plasné | 147,7+19,7| 122,2+21,2 83,1+15,0 | 130,0+35,3|116,9+21,2
[U/ml] NS p<0,01 NS NS
TAT I 8227 9,0+3,1 6,8+22 13,7+4,5 9,4+4,0
v plasng [ug/l] NS NS NS NS
DD v plasn¢ | 830,1+181,8| 800,3t177,7 803,5+168,0| 634,6+171,7| 413,1+90,5
[ng/l] NS NS p<0,05 p<0,05
Leukocyty 11,3+1;3 11,3+1,2 11,7+11 105+1,1 11,4+20
v krvi [x1071] NS NS NS NS
C5a v plasm 40+0,9 6,4+1,3 6,0+1,4 52+1,3 45+1.2
[ng/l] p<0,05 NS NS NS
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Legenda:

CVVHDF = kontinualni venovenozni hemodiafiltrace

BTG = beta-tromboglobulin,

TAT Il = trombin-antitrombin Il komplex,

DD = D-dimer.

Poznamka: Hodnoty jsou korigované prednictvim hematokritu k vylaeni vlivu

hemokoncentracei hemodiluce. V tabulce je uvedeno statistické sémi hodnot v pibéhu
procedury s hodnotoudase 0 min.

Tabulka 17. Srovnani vybranych parameétbiokompatibility pomoci ploch pod
kiivkou v pribéhu CVVHDF s regionalni citratovou antikoagulaciystémovou
antikoagulaci heparinem. Uvedenyipery + SD.

CVVHDF CVVHDF P
Parametr oo .

S citratem s heparinem
aPTT [s*min] 216,04 + 43,72 999,34 + 604,61 0,003
BTG v plasnd [U/mI*min] 840,55 + 573,35 643,24 + 428,01 0,38
TAT 1l v plasme [pg/lI*min] 84,84 + 58,02 59,44 + 54,59 0,31
DD v plasng [pg/I*min] 21798,1 + 24428,7 4400,41 + 3157,30 0,10
Cbha v plasma [ug/I*min] 39,66 + 50,88 33,72 £ 24,94 0,74

Plocha pod #vkou vypaitena z vychozi hodnoty ziskané z cévnikistppu ped
CVVHDF a dale z hodnot na vystupu z diafiltru (Yigact RCA ped infusi
kalciovych ionti).

Tabulka 18. Srovnani kalcemie a vybranych parameicidobazické rovnovahy
pred a po CVVHDF s RCA. Uvedenyipnéry + SEM.

Parametr fed CVVHDF Po CVVHDF p
Séroveé kalcium [mmol/l] 1,74 £ 0,08 1,81 +£0,09 403
lonizované kalcium [mmol/l] 0,79 £ 0,08 0,84 +0,10 | 0,413
pH krve 7,36 + 0,03 7,35 +0,03 0,695
Aktualni HCG' [mmol/l] 22,3+1,45 21,3+1,57 0,818
BE [mmol/I] -2,56 + 1,74 -3,6 £1,97 0,878
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5.3. Parametry trombogenity a aktivace komplementup¥i intermitentni
hemodialyze s novym polysulfonovym dialyzatorentady FX

Tabulka 19. Srovnani pétu trombocyt v krvi béhem hemodialyz siznym
typem dialyzatoru. Uvedeny @ty trombocyfi v krvi [x10%I] na vystupu
z dialyzatoru, uvedeny mediany (min-max).

Pozet trombocytt Trvani hemodialyzy [min]
: 9
v kv [x10771] 0 min 15 min 60 min
175,0 179,8 179,5
F60S (85,0-262,0) | (80,3-260,7) | (86,4 -264,8)
NS NS
166,5 164,9 167,1
FX60S (94,0-269,0) | (90,1-267,5) | (86,5-404,4)
NS NS
F60S vs FX60S NS NS NS

Legenda pro tabulky 19 — 26:

F60S= hemodialyzy provedené s dialyzatorem F60%ip(ek A v 1. tydnu a
skupina B v 2. tydnu studie)

FX60S= hemodialyzy provedené s dialyzatorem FX&Ksigina A v 2. tydnu a
skupina B v 1. tydnu studie)

Statisticky byly porovnany hodnoty vifséhu procedury s hodnotou vstuprieg
hemodialyzou - data uvedena pro kazdy dialyzatta®v a dale ve spodnim
fadku tabulky je uvedeno srovnani vystédkprocedur s dialyzatorem F60S a
FX60S navzajem, srovnani bylo provedeno parovyncdXibnovym testem.

Tabulka 20. Srovnani koncentraci PF4 v plasihem hemodialyz siznym
typem dialyzatoru. Uvedeny koncentrace PF4 v ptaglwvml] na vystupu
z dialyzéatoru, uvedeny mediany (min-max).

v plasné [U/ml] 0 min 15 min 60 min
14,5 22,6 15,3
F60S (10,0-52,0) | (12,9-67,3) | (10,7 -37,3)
p<0,05 NS
13,5 25,3 16,5
FX60S (8,0-39,0) | (10,7-533) | (87— 34,4)
p<0,01 NS
F60S vs FX60S NS NS NS
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Tabulka 21. Srovnani aPTT [s]dhem hemodialyz siznym typem dialyzéatoru.
Uvedeny aPTT [s] na vystupu z dialyzatoru, uvedaegiany (min-max).

Trvani hemodialyzy [min]
aPTT [g]
0 min 15 min 60 min
34,0 66,0 51,0
F60S (30,0 - 61,0) (50,0 - 95,0) (43,0 - 82,0)
p<0,01+ p<0,01+
35,0 65,0 52,0
FX60S (30,0 - 43,0) (47,0 -95,0) (43,0 - 89,0)
p<0,001 p<0,001
F60S vs FX60S NS NS NS

+ dostupnych pouze l4dgeni

Tabulka 22. Srovnani koncentraci TAT Il v plasnbéchem hemodialyz siznym
typem dialyzatoru. Uvedeny koncentrace TAT Il \agi€ [ug/l] na vystupu
z dialyzatoru, uvedeny mediany (min-max).

Koncentrace Trvani hemodialyzy [min]
TAT lll v plasme
[no/l] 0 min 15 min 60 min
3,0 3,0 4,5
F60S (2,0 - 24,0) (1,9—7.6) (2.8 - 21,8)
NS p<0,01
3,0 2,9 5,8
FX60S (2,0 - 6,0) (1,9 - 5,9) (2,7 - 21,8)
NS p<0,001
F60S vs FX60S NS NS p<0,05

Tabulka 23. Srovnani koncentraci D-dimeru v plasnbéchem hemodialyz
s iznym typem dialyzatoru. Uvedeny koncentrace D-dimemplasnd [ug/l] na
vystupu z dialyzatoru, uvedeny mediany (min-max).

Koncentrace DD Trvani hemodialyzy [min]
v plasnt [ug/] 0 min 15 min 60 min
£60S 94,0 122,6 116,5
(14,0-857,0) | (1,0-763,8) (5,9 —999,4)
NS NS
99,0 93,1 99,2
FX60S (1,0 - 610,0) (0,0 - 694,9) (0,0 - 681,2)
NS NS
F60S vs FX60S NS NS NS
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Tabulka 24.Srovnani pétu leukocyt v krvi béhem hemodialyz siznym typem
dialyzatoru. Uvedeny gty leukocyfi v krvi [x10%I] na vystupu z dialyzatoru,
uvedeny mediany (min-max).

Poset leukocyt Trvani hemodialyzy [min]
: ]
v krvi [x 10°] 0 min 15 min 60 min
5,6 5,0 55
F60S (3.6 - 7,9) (2.4-7,5) (2,6 - 8,2)
p<0,01 NS
6,1 5,2 6,0
FX60S (2,8-9,2) 2,3-7,7) (2,5-8,7)
p<0,01 NS
F60S vs FX60S NS NS NS

Tabulka 25. Srovnani koncentraci C5a v plasihem hemodialyz siznym
typem dialyzatoru. Uvedeny koncentrace Cb5a v ptadmg/l] na vystupu
z dialyzatoru, uvedeny mediany (min-max).

Koncentrace C54a Trvani hemodialyzy [min]
v plasng [ug/l] 0 min 15 min 60 min
2,6 4,2 3,2
F60S (0,0 -9,0) (1.7 -7,9) (1.2 - 5,9)
p<0,01 NS
2,3 4.8 3,4
FX60S (0,0 - 11,0) (1,9 - 9,4) (0,7 - 6,5)
0<0,01 0<0,01
F60S vs FX60S NS NS NS

Tabulka 26. Srovnani koncentraci heparinu v plasrbéhem hemodialyz
s riznym typem dialyzatoru. Uvedeny koncentrace hepaviplasnd [U/ml] na
vystupu z diafiltru, pouZity mediany (min-max).

Koncentrace Trvani hemodialyzy [min]
heparinu v
plasne [U/ml] 0 min 15 min 60 min
0,0 0,30 0,20
F60S (0.0 - 0,0) (0,10-0,50) | (0,10 - 0,40)
p<0,001 p<0,001
0,0 0,30 0,20
FX60S (0,0 - 0,0) (0,10 - 0,50) (0,10 - 0,50)
p<0,001 p<0,001
F60S vs FX60S NS NS NS
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5.4. Vybrané parametry biokompatibility p¥i intermitentni hemodialyze s
regionalni  citrdtovou antikoagulaci, kontrolovanou podle hodnot
ionizovaného kalcia

Tabulka 27. lonizované kalcium a aktivovanias srazeni plné krve (ACT) na
vystupu krve z dialyzatoru fed infusi kalciovych iorif) v pribéhu hemodialyzy
(HD) s regionalni citratovou antikoagulaci (RCANddieny mediany (min-max).

Paramety Trvani hemodialyzy [min]
0 30 60 120 210 240
(pted HD)
ica™ 1,22 0,38 0,375 0,39 0,4 0,395

[mmol/] | (1,03-1,38)| (0,35-0,46)| (0,35-0,46)| (0,35-0,54)| (0,36-0,82)| (0,36-0,79)
p<0,01 | p<0,01 | p<0,01 | p<0,01 | p<0,01

ACT 162,5 156,5 XX 142,5 1475 142
[s] | (135-213)| (133-184) (113-173) | (118-201) | (129-186)
NS p<0,05 NS NS

XX = nen&reno

Tabulka 28. Vybrané parametry biokompatibility vidéhu hemodialyzy
s regionalni citrdtovou antikoagulaci (RCA). Uveglemediany (min-max).

Parametr Trvani hemodialyzy [min]
0 (pred HD) 30 240
Patet trombocyi v 173,5 155,8 152,6
krvi [x10%/] (140,0-413,0) (81,7-332,8) (105,0-330,5)
p<0,01 p<0,01
PF 4 pg/l] 176,5 200,2 2149
(88,5-294,2) (100,9-249,3) (92,1-254,6)
NS NS
VWF [mU/ml] 1983,4 2188,0 2348,6
(1178,0-4456,5) (1007,3-4054,9) (1577,0-4251,1
NS NS
TF [ng/l] 381,1 460,6 495,0
(275,0-533,2) | (288,7-550,6 | (234,7-643,3)
p<0,05 p<0,05
TAT 1l [ pg/l] 3,57 3,63 73,02
(3,21-4,83) (2,94-6,36) (13,75-98,15)
NS p<0,01
Patet leukocyt v 7,3 4,9 6,1
krvi [x10%/1] (3,1-9,1) (2,5-6,7) (3,5-8,7)
p<0,01 p<0,05
Cba [ug/l] 0,05 3,95 0,59
(0,00-0,32) (1,48-5,98) (0,17-1,01)
p<0,01 p<0,01

Poznadmka: Udany hodnoty korigované naémynhematokritu v pibéhu hemodialyzy, parovym
Wilcoxonovym testem srovnany hodnoty na vystupuatydatoru (ged infusi kalciovych iorii)
v prabéhu hemodialyzy s hodnotamiqul zahajenim hemodialyzy.
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Tabulka 29. Parametry trombogenity, C5a a¢pb leukocyt v krvi na vstupu a
vystupu z dialyzatoru i hemodialyze s regionalni antikoagulaci citratem.
Uvedeny mediany (min-max).

30. min 240. min
Parametr Vstup Vystup Vstup Vystup
dialyzatoru dialyzéatoru dialyzatoru dialyzéatoru
; 159,0 155,5 172,5 160,5
Paset t_rombg)cyﬂi (98,0-347,0) | (81,7-343,3) | (122,0-357,0)| (116,7-346,1)
v krvi [x1071] 0<0,01 0<0,05
204,7 205,0 242,4 239,7
PF 4 jug/l] (53,4-263,3) | (94,3-262,3) | (49,6-301,8) | (101,1-285,0)
NS NS
2019,3 2157,4 2325,6 24224
VWF [mU/ml] (961,4-3859,6) (1039,0-4054,9)(1428,4-4649,1)(1651,4-4728,7
NS NS
403,1 470,8 528,0 546,1
TF [ng/l] (215,6-531,5) | (304,4-570,3)| (321,0-654,7)| (243,5-699,9)
p<0,05 NS
3,88 3,80 26,61 80,76
TAT 1l [ ug/l] (3,45-5,41) (3,05-6,36) (5,48-83,69) | (14,96-95,89)
NS p<0,01
5 51 4,9 6,3 6,4
Pacetleukocyb v|  (2,5-6,7) (2,6-6,9) (4,3-9,7) (4,2-9,6)
krvi [x107/1] NS NS
0,64 4,08 0,04 0,61
C5a jug/l] (0,00-2,39) (1,54-6,25) (0,00-0,50) (0,19-1,13)
p<0,01 p<0,01

Poznamka: Parovym Wilcoxonovym testem srovnany btydna vstupu a vystupu z dialyzatoru

s pouzitim hodnot korigovanych na &amy hematokritu.

Tabulka 30. Korelace mezi ACT a parametry trombogenity, C5gpaitem

leukocyfti v krvi.

Parametr Parametr Koréld koeficient| p

ACT TAT Il -0,28 0,23
TF -0,60 0,009
VWF -0,28 0,23
PF 4 -0,19 0,42
Patet trombocyt v krvi | -0,63 0,006
C5a 0,28 0,23
Patet leukocyt v krvi  |-0,43 0,06

Poznamka: Hodnoty byly vyj&eny jako rozdily od hodnot dase 0 min a k analyze byl pouzit

Spearmadiv test.
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Tabulka 31. Korelace mezi iC4 a parametry trombogenity, C5a acfm
leukocyfti v krvi.

Parametr Paramei Korelaini koeficient| p

lonizované C& | TAT IIl -0,02 0,93
TF 0,16 0,50
VWF 0,18 0,44
PF 4 -0,22 0,35
Patet trombocwl v krvi | 0,27 0,25
Cbha 0,08 0,73
Paet leukocyt v krvi 0,41 0,08

Poznamka: Hodnoty byly vyjdéeny jako rozdily od hodnot dase 0 min a k
analyze byl pouzit Spearmantest.

Tabulka 32. Srovnani paciefit s RCA s ,doporéenou* hodnotou iCd na
vystupu z diafiltru a pacieits RCA ,mimo doportené rozmezi“. Pouzity
rozdily od vychozich hodnotg@d zahajenim HD, uvedeny medidny (min-max).

Parametr RCA's RCA ,mimo p
,2doporuenou* doporiené
hodnotou iC&™ rozmezi

Patet trombocyi -22,5 -6,5 0,13

v krvi [x107/] (-92,0 - 17,0) (-66,0 - 14,0)

PF4 g/l] 18,69 9,6 0,61

(-118,4 - 185,2) | (-164,3 - 211,28)

TAT I [ png/l] 1,99 6,87 0,89
(-0,09 - 94,10) (-0,33 - 94,81)

TF [ng/l] 58,2 52,0 0,59
(-77,6 - 237,9) (-300,3 - 347,2)

VWF [mU/ml] 146,9 228,8 0,41

(-1035,1-794,4) | (-216,6 -1376,9)

Patet leukocyid v -11 -1,6 0,16

krvi [x10%/] (-3,9-2,3) (-3,5 -1,3)

Cba pg/l] 0,51 0,54 0,67
(-0,01 - 6,31) (-0,04 - 6,40)

ACT [s] -19,00 -21,00 0,68
(-65,0 - 51,0) (-44,0 - 21,00)

Ca* [mmol/l] -0,85 -0,74 0,007
(-1,02- -0,83) (-0,88- -0,28)

Legenda:

RCA=regionalni citratova antikoagulace.

RCA s ,doporgenou” hodnotou Ca2+ = na vystupu z diafiltru byl§eghny
zmeiené hodnoty iCd < 0,4mmol/l, RCA ,mimo doporiené rozmezi“= na
vystupu z diafiltru byly skteré hodnoty iC& > 0,4mmol/l.
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Tabulka 33. Vybrané parametry mineralogramu a acidobazick@aweahy ged a
po HD s RCA. Uvedeny mediany (min-max).

Parametr fed HD po HD p

Sérové kalcium [mmol/] | 03’302 69)| (0 9%?63 20 0074

lonizované kalcium [mmol/l 1 0:13’321 38) (1 0513'201 42) 0,333

Sérové magnézium [mmol/l] © 8}1’961 20)| (0 73'901 18) 0,154
7,35 7,42

pH krve (7.28—7,41)| (7.33-7.44) 0007

Atudini HCQ [mmol] | (¢ 20 &) (20 22 g 0013
-4,2 -1,4

BE [mmol/l] (-100-05)| (-2,7--0.2) 0,013

Legenda:

HD= hemodialyza

Hodnoty byly zmnéiené ped a po hemodialyze z ot vzorku z arteriovendzni

fistule. Statistické srovnani provedeno parovymcddiibnovym testem.
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5.5. Schémata

Schéma 1.
Schéma koagutai kaskady:

Zevni cesta Vnitni cesta
TF XII
PK
XI HK
VI » Vila
HK v
< Xlla
IX <
\ 4 \ 4 C"2+ !:j
»nl C
Vila/TF qP Xla
Y
ce’ IXa
PL
Villa |« - - VIl
x \ AR 4 l > Xa
Va Vv
Protrombir X Y » Trombir
Fibrinoger » Fibrin ,
monomé
\ 4
Fibrin
polymér
Legenda:
TF — tkaiovy faktor Alll > Xllla i
PK — prekallikrein Zestovany
fibrin

HK — vysokomolekulérni kininogen

PL — desttkové fosfolipidy

Prevzato z: Ferguson et al, Eur Heart J 1998, Suigl 1
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Schéma 2.
Schéma fibrinolyzy

t-PA u-PA cs-PA

PAI-1 \’

PAI-2 + C1-INA

Plasminogen Plasmin
Alfa-1-AT
Alfa-2-AP
TAFI

Fibrin » FDP
Legenda:

t-PA — tk&ovy aktivator plasminogenu

u-PA — aktivator plasminogenu urokinazoveho typu

cs-PA — aktivator plasminogenu zavisly na kontaktsystému

PAI- 1 a 2 — inhibitor aktivatoru plasminogenu 2 a

C1-INA — C1 inhibitor

Alfa-1-AT — alfa-1-antitrypsin

Alfa-2-AP — alfa-2-antiplasmin

TAFI — trombinem aktivovatelny inhibitor fibrinolyz

FDP — fibrin-degradani produkty

Upraveno podle: Opatrny K Jr, Biokompatibilita gzdcnich membran, 2000
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Schéma 3.

Schéma CVVHDF se systémovou antikoagulaci hepatinem

Infuse

heparinu

“Arterialni“
se

Schéma 4.

Infuse
citratu

“Arterialni”
se

Odher Substiténi
vzorka roztok
A
—— Dialyzaini
Ultrafiltrat roztok
A
y -
»  Diafiltr — VGQZ.Z”'
Odber Odber
vzorki vzorki
Schéma CVVHDF s regionalni antikoagulaci citratem
Odher Substiténi
vzorka roztok
A
—— Dialyzaini
Ultrafiltrat roztok Infuse
kalcia
y
. — v v.| “Venozni’
> Diafiltr se
Odhbsr Odkber
vzorka vzorki




Schéma 5.

Schéma citrat — kalciového monitoru

ACD-A CaCj
0,113mol/l 0,5mol/l

P——Q) O

Citrat — kalciovy monitor

>

JArterialni | 3 . SN W/ | .Venbdzni“
set >®_’ Dialyzator " A' set

Legenda:

@ vzduchovy detektor

tlakovy senzor

X vendzni klapka
krevni pumpa

Poznamka:

ACD-A roztok obsahuje 74,8 mmol/l citratu sodneh@Bammol/l kyseliny
citronové, vysledné koncentrace citratovych a ogwmvych ioni je 0,113mol/l.
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6. Diskuse

6.1. Vliv proplachu s heparinem na vybrané paramety biokompatibility u
kontinualnich mimotélnich metod nahrazujicich funkci ledvin

Studie n¢la dva hlavni cile. Jednak posoudit hemostazu uoosagth s akutnim
selh&nim ledvin v kritickém stavu indikovanych k YNDF, jednak zjistit, jaky
vliv ma na biokompatibilitu, fedevSim na trombogenitu a pattu antikoagulancii
v pribéhu procedury, proplach mim#tbiho okEhu roztokem s heparinem.

Proplach s heparinem je obé&atioporiovan jako snadno proveditelné afe,
které snizi trombogenitu mininiho olEhu a potebu antitrombotik. Tim by &h
proplach s heparinem sniZzit rizikastych a obavanych komplikaci u nemocnych
s akutnim selhanim ledvin, kterymi jsou jednak emdkrve v mimatinim okghu

pii dlouhé expozici ulému povrchu, ale i krvaceni z podavani antikoauggila
Krom¢ ukazatel trombogenity byla podle koncentraci C5a také hodna
aktivace komplementu, ktera je v gsasné dob, spol€éné¢ se zmndnami patu
leukocyti v krvi, povazovana za obligatni ukazatel biokoriipkty.

U nemocnych indikovanych ke kontinualni venovendzsinodiafiltraci byly jiz
pied zahajenim néhrady funkce ledvititpmny odchylky v hemostaze a v
ukazatelich pouzivanych k posuzovani trombogemigmocni ndli vyznamre
nizSi paet trombocylt v krvi a vy3Si koncentrace beta-tromboglobuliniz ne
kontrolni soubor zdravych dobrovoliiik Beta-tromboglobulin je uvabvan z
trombocyfi pii jejich aktivaci a jeho plazmatické koncentragaujproto citlivym
ukazatelem této aktivace. Plazmatické koncentraew-toomboglobulinu se
zvySuji s poklesem ledvinnych funkci. U vy@stanych nemocnych vSak byly
plazmatické koncentrace beta-tromboglobulinu ngamvyssi, nez odpovidalo
poklesu ledvinnych funkci, a proto skéne dokladaji aktivaci trombocyt Dale
byly u nemocnych signifikanéndelSi hodnoty aPTT, které ukazuji na poruchu ve
vhitinim systému srazeni. VysSi plazmatické koncentnaparinu, ktery j&asto

u kriticky nemocnych preventi¥rpouzivan, mohly k prodlouzeni aPTHigpivat.
Vyznamré zvySené koncentrace D-dimeru ukazuji na aktivdminfolytického
systému u nemocnych s akutnim selhanim ledvin. &yt zvySené koncentrace
Cbha v plasma dokladaji aktivaci komplementu jizigd zahajenim CVVHDF a
zvySeny poet leukocyl ukazuje, ve shads vysokym C reaktivnim proteinem,
na systémovou zétlivou odpowd’ u vySetované skupiny.

Pt popisu trombogenity rozeznavame markery popiswgidivaci trombocyi,
koagulaci a fibrinolyzu. Mezi &kejni parametr popisujici trombogenitu jiz
historicky pati potet trombocyli v krvi. Fri interakci s unilym povrchem
dochézi casto k poklesu jejich @tu. V uvedené studii ip srovnavani pé&u
trombocyfi mezi temi riznymi proplachy nebyl zji8h vyznamny rozdil.
Podstat citlivejSim ukazatelem aktivace trombotyfpri kontaktu s cizim
povrchem jsou zgmy plazmatickych koncentraci beta-tromboglobuliduni v
tomto ukazateli sditsledované proplachy mezi sebou neliSily.

Mezi zakladni testy posuzujici stav koagulacefipatprvni rack aktivovany
parcialni tromboplastinovytas. Ri aktivaci koagulace kontaktem s &iym
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povrchem dochazi kjeho zkraceni. Toto zkracenivak malo citlivym
ukazatelem trombogenity povrchuétdi vyznam ma prodlouzeni aPTTedwici
pro poruchu vniniho systému koagulai kaskady a také pro vliv antitrombotik.
V prezentované studii bylo jiz vstupraPTT prodlouzené, v fiochu procedury
vlivem efektu heparinu aPTT dale stouplo. U procesiproplachem sipmési
heparinu v obvykl&i vysSi koncentraci byly sice zj&ty vysSi hodnoty aPTT,
ale toto prodlouzeni nedosahlo statistické vyznatinoObdobg vyssSi
koncentrace heparinu v plasmnemocnych byly zji§nhy pfi procedurach
s proplachy sifisadou heparinu, ani tento rozdil vSak nebyl sikaitni.

CitlivejSim ukazatelem aktivované koagulace jsou konceatrarombin-
antitrombin Il komplex. Pfes pozorované nevyznamné &m v hodnotach
aPTT nebyl v koncentracich TAT Il mezi jednotliviproplachy zjis¢n rozdil.

K posouzeni fibrinolyzy byly v prezentované stysbuZzity koncentrace D-dimeru
v plasné jako jednoho z fibrin-degradaich produki. Mezi procedurami
s riznym typem proplachu nebyly v koncentracich D-dimerokazany zadné
vyznamné rozdily. Stejné pozorovani platilo i pronkentrace C5a slozky
komplementu, markeru aktivace komplementu altevnatcestou, i pro peet
leukocyti v krvi, které &sné s aktivaci komplementu souviseji [Craddock et al
1977].

V této studii bylo zvoleno postditni uspgadani CVVHDF umyslé& Je znamo,
Ze pi postdilkknim setovani je interakce krve sé&gm povrchem v dsledku
hemokoncentrace intenzig8i a tato forma je ke vzniku trombozy nachyé
nez i predilkknim uspeadani CVVHDF [Kaplan 1985]. Zarem bylo, aby

st s

zmeny vyvolané iznou formou proplachu co nejvice zviditelnily.

Ve studii byly sledovany i &které ukazatele biokompatibility v diafiltratu.
V piipac, Ze by rkteré z latek pechazely do dialyzaiho roztoku, mohly by byt
plazmatické koncentrace na vystupu krve z diafiltfimto prestupem fes
membranu diafiltru zkresleny.tiPvySeteni diafiltratu byly zjiovany pouze
stopové koncentrace D-dimeru a C5a slozky komplémederé se i riznych
typech proplachu neliSily. Plazmatické koncentrbeta-tromboglobulinu a C5a
jsou ovliviiovany také adsorpci k polyakrylonitrilové memkr#@iN69 [Cheung et
1990, Opatrny et al 1995], ktera bylacéasti nemocnych pouzita. Povrchy s
imobilizovanym heparinem maji schopnost adsorboikteré proteiny [Cheung
et al 1992]. V sotasné dob neni prokazano, Zze by proplach migioiho okEhu
adsorpci k povrchu ovlitoval a tak mohl ovlivnit plazmatické koncentrace
sledovanych markérv této studii.

Prezentovand studie tedy ukazala, Ze nemocni indikd |&b¢ CVVHDF maji
poruchu hemostazy, ktera zahrnuje trombocyty, ki@agu fibrinolyzu. Zarové
z ni vyplyva, Ze jiz ped zahajenim by CVVHDF maji tito nemocni zeémy v
ukazatelich, podle kterych se hodnoti trombogeniBamubor sledovanych
nemocnych se odliSoval od zdravych osob také vnpddizkych koncentracich
Cbha a v potu leukocyt krvi, které jsou Bznymi markery biokompatibility.
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Studie neprokazala, Ze by proplach mighdho olkEhu roztokem s heparinem,
provedeny ped zahajenim CVVHDF, imes| prospch ve smyslu sniZeni
trombogenity mimatiniho ol&hu a poteby antikoagulancii v ib¢hu procedury,
¢i mél jinak pozitivni vliv na kkteré dalSi ukazatele biokompatibility. Proplach s
heparinem je proto mozné povazovat za zbye Toto tvrzeni plati pro
podminky uskuténéné studie, kdy byly pouzity polysulfonové a
polyakrylonitrilové membrany, kteréfipkontinualnich metodach nepochybn
pati k nejuziva®jSim [Ronco et al 2001], a pro nejobvyklejSi anéigala&ni
schéma, kdy proplach je nasledovan podanim antikaagi v phabehu
procedury. Z hlediska trombogenity je zpochdtin vyznamu proplachu s
heparinem ve sh@&ds vysledky ziskanymi ip intermitentni hemodialyze u
nemocnych s chronickym selh&nim ledvin [Opatrngl €1997].

Soubor sledovanych nemocnych byl relativmaly. Bylo velmi €Zké provést
studii u nemocnych s akutnim selhanim ledvin vidkém stavu tak, aby u
jednotlivych nemocnych byly CVVHDF siznym proplachem provedeny za jinak
standardnich a shodnych podminek.

Je na zvazeni, zda bytipvétSim souboru rozdily v hodnotach aPTT a v
koncentracich heparinu, kde byla na®rea tendence k vysSim hodnotéii p
proplachu s heparinem, nedosahly statistické vymosth Pro posouzeni
trombogenity vS8ak maji podst&trvysSi sensitivitu a specificitu koncentrace
komplexa trombin-antitrombin 1ll a beta-tromboglobulinu,eké se vyznanin
neliSily ani nejevily tendenci k rozdiin. | kdyby aPTT¢i koncentrace heparinu
dosahly s ¥tSim p@tem vySeteni statistické vyznamnosti, nésiiilo by to v
prosgch proplachu s heparinem. Naopak by to mohlo znatmere proplach
s heparinem znamenaétsi zatizeni okhu nemocnych iimési heparinu
(potenciali nebezpénou pro nemocné z hlediska krvaceni), attizmve ovlivni
podstaté sensitivijSi a specifit¢jSi ukazatele trombogenity, kterymi jsou
plazmatické koncentrace kompiex trombin-antitrombin 1l a beta-
tromboglobulinu.

Ve studii byly pouzity d¢ membrany stznou biokompatibilitou a systémova
antikoagulace heparineti regionalni citrdtem. U jednotlivych nemocnycherkt
pii hodnoceni proplachu byli sami sokontrolou, vSak bylo zachovano pravidlo,
Ze jeden nemocny ¢hvzdy stejnou membranu a stejné antikoagulans ghouc
dobu studie se vSemi&goby proplachu.

Nabizi se otazka, zda proplach s heparinem ma ayzbiauziti jinych membran
nez jsou polysulfon a AN69. Lze uvaZovat tizpivém vlivu no¥ vyvinuté
membrany AN69ST. Podle dostupnych zprav ma tato on@na schopnost vazat
heparin zjisobem, p kterém je zaji&tna jeho dinnost po delSi dobu [Renaux et
al 2001, Lavaud et al 2003]. Tyto zpravy o AN69ST \&ak zatim netykaji
kontinualnich procedur. Navic testy pouzité k hamhmo trombogenity nebyly
dostatén¢ sensitivni. Vzhledem k rozdilnym naboj je heparin vadzan také
celulézovou membranou s di-etyl-amino-etylovymi @ikiami (Hemophan).
Podle zkuSenosti¢hterych autol [Opatrny et al 1992, Schulze et al 1992] je tato
vlastnost z hlediska trombogenity spiSe nevyho&iudlouhodobém proplachu s
heparinem ve vysoké koncentraci Ize snadgtot dalSiho podavani heparinu
v pribéhu intermitentni hemodialyzy s Hemophanem sniziefGet al 1998, Lee
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et al 2004]. Dlouhodoby proplach minsitiho okZhu je vSak z praktického
hlediska neSikovny a Hemophan v high-flux Ggranedosahl &Siho uplatani
[Ward et al 1993]. ®# dneSnim trendu preferovat metody s vysSSim podilem
filtrace je uZziti Hemophanu s high-flux Gpravou & piteoretickou mozZnosti.
Uvahy o mozném ifiznivém &inku proplachu mim@iniho ol&hu roztokem s
heparinem § uziti jinygch membran nez polysulfon a AN69 neltmz
experimeni s gislusnymi membranami definitiéruzawit.

6.2. Vliv regiondlni citrdtové antikoagulace na vybané parametry
biokompatibility u kontinualnich mimot élnich metod nahrazujicich funkci
ledvin.

Pri regiondlni citrdtové antikoagulaci (RCA) jsou poém citratu na zstku
mimotelniho olEhu vyvazany divalentni kationty jako kalcium a mégam.
Kalciové ionty jsou nezbytné k aktivaci vSech kdaguich faktofi s vyjimkou
faktoru Xl a dale se dastni mnoha dalSich prodesjako nap. aktivace
komplementu [Vienken et al 2004]&ldkem citratu se krev v miméhim obshu
stadva nesrazlivougi je vyrazré snizena jeji srazlivost a aktivace hemostazy
kontaktem krve s ugtym povrchem je do z@aé miry omezena. Aby &hcitrat
pouze lokalni efekt v mim&inim okehu, je nutno fed navratem krve do &bu
nemocného upravit kalcémii naiypodni hodnoty, a tak obnovit videalnim
piipadt srazlivost krve na {jwodni Grové. Komplexy citratu s divalentnimi
kationty jsou neaktivni a ze systémové cirkulaceujodstréaovany v tle
nemocného metabolizaci v jatrech v mimo&Inim obkhu pestupem fes
dialyzatni membranu. Tento Apob antikoagukniho zajis¢ni je ve srovnani
v8ak ukazuji, Ze ve srovnani se systémovou hepadhinefrakcionovanyndi
nizkomolekularnim heparinem je riziko krvacivychnialikaci nizsi [Flanigan et
al 1987, Mehta et al 1990, Monchi et al 2004].

U kriticky nemocnych s akutnim selhanim ledvin by#sto pitomna porucha
hemostazy @ ve smyslu krvacivych, tak i prokoagutdch staw. Presna
diagnostika je mozn4 jen laboratérnTakto potencionathzmenénou hemostazu
nemocnych dale ovliwje interakce krve s ustym povrchem mimatiniho olkehu

pii CRRT, antitrombotika podavana kgkonani této interakce, nebo i indukovana
spotebni koagulopatieipnedostaténé davce antitrombotik. U nemocnych se tak
porucha hemostazy ike dale prohloubit. Z tohoto pohledu jéekvapive, jak
malo informaci o vlivu CRRT na zmy hemostazy, které by byly popsany
specifickymi a senzitivnimi laboratornimi metodafhane et Bowry 1994], je

v literature k dispozici. ¥tSina praci se zattfuje na klinické hodnoceni {gochu
CRRT sohledem na Zzivotnost filir pravodni krvacivé komplikace apod.
[Palsson et Niles 1999, Kutsogiannis et al 200(hu®@aet al 2002, Bunchman et
al 2003, Gupta et al 2004]. Vekterych gipadech je hemostdza hodnocena
exaktnimi laboratornimi metodami, ale tyto pracevesngs tykaji heparinové
antikoagulace [Stefanidis et al 1995, Salmon e1987, Cardigan et al 1999,
Opatrny et al 2002]. Hemostaza u regionalni angktsce citratem ip CRRT
byla dosud laborato#n hodnocena pouze podiadi srazeni, které nedavaji
dostaténou informaci o trombogenninigobeni mimatiniho ok&hu. Poznatky o
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ovlivnéni trombogenity i dalSich prodegii RCA, jako je aktivace komplementu
a leukocyti, prezentovana studie doplnila.

Z vySeteni fred zahajenim CVVHDF s RCA je patrné, Ze nemocnspgujici
lécbu trpi komplexni poruchou hemostazy, zahrnujicct@y ti oblasti. Ri
vstupnim vySéeni byla ¥ejma aktivace trombocyt(pokles jejich pétu spolu se
vzestupem plazmatickych koncentraci beta-trombadiob), aktivace koagulace
(vzestup plazmatickych koncentraci komglexombin-antitrombin Ill, mozna i
podle zkraceni aPTT, které nebylo fe$tatisticky vyznamné proti skugin
s heparinovou antikoagulaci) a aktivace fibrinolygszestup koncentraci D-
dimeru). Ze plazmatické koncentrace beta-trombagiob rostou s poklesem
ledvinnych funkci, bylo jiz konstatovano veglchozich odstavcich, ale v tomto
souboru jeho hladina nekorelovala se sérovym krieatin, takZze podil aktivace
trombocyti na jejich vzestupu jeigjmy (n=11, Pearsdn korela&ni koeficient
r=-0,20, p = 0,56). Znamky aktivace koaguldno systému nebo tromboayu
kriticky nemocnych s akutnim selhanim ledvin prakaztaké jini autd
[Stefanidis et al 1995, Salmon et al 1997]. Jdg tethstou poruchu hemostazy a
vzhledem Kk jeji zavaZnosti a moznyniistedikim pro nemocné je nutno jeji
ovlivnéni pii CRRT dale zkoumat.

Citratova antikoagulace byla podle hodnot koagnileh ¢asi skut&né omezena
pouze na mimetni obsh. V pribéhu procedury nedoslo k poklesu ¢po
trombocyfi nebo vzestupu plazmatickych koncentraci beta-togiabulinu,
které by swdCily pro dalSi aktivaci krevnich desék. Nengnily se ani hodnoty
von Willebrandova faktoru, jako markeru stimulace@telu i trombocyt, take
nebyl zaznamenan dalSi vzestup koncentraci korapiexnbin-antitrombin |,
které by swedCily pro potencovani jiz vstugnaktivované koagulace pomoci
CVVHDF sregionalni citratovou antikoagulaci. Vy&eti vySe uvedenych
markefi v diafiltratu vylowilo zkresleni plasmatickych koncentraci jejich
odstragnim do diafiltratu. Bd’ v ném wviibec nebyly prokazany, nebo - ¥ipac
beta-tromboglobulinu - byly zji8hy pouze ve stopovych koncentracich. Zkresleni
koncentraci sledovanych parantetrdsorpci na membranu je neprgwadobné,
protoZe pouzitd polysulfonova membrana uvedend laflznamrié neadsorbuje.
Jedinou statisticky vyznamnou #nou v pibéhu CVVHDF s RCA byl
piechodny vzestup plazmatickych koncentraci D-dim@ma. tento vzestup neni
jednozné&né vyswtleni. Ri analyze koncentraci D-dimeruqa diafiltrem a za
nim se hodnoty nijak vyznarmeliSily, a tudiZz vzestup nemohl vzniknoui p
pratoku diafiltrem. Vzhledem k tomu, Ze procedurou (NF s RCA nebyly
indukované jiné ziémy hemostazy, jefpdpoklad, Ze vzestup D-dinfienema byt
hodnocen jako negativnicimek procedury. Snad iwe byt projevem zvysSené
fibrinolytické aktivity organismu $ odpowdi na spatebni koagulopatii,
piitomnou jiz ged zahajenim procedury.

Tranzitorni leukopenie, zji&a na z&itku CVVHDF, je doke znama
z intermitentnich procedur s heparinem. Je charalitkd pro interakci krve
s polysulfonovou membranou, pouzitou i zde [Hoemithl 1996]. Citrat, alespo
v koncentracich zajf§ijicich &innou antikoagulaci, nema na tuto &m
podstatny vliv. Podokln se chova i anafylatoxin Cba, dalSi indikator
bioinkompatibility, jehoz plasmatické koncentracérvi na vystupu z diafiltru
piechod@d mirné¢ narostly navzdory tomu, Ze high-flux polysulfonavo
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membranou prochazi. V 15. migukoncentrace v krvi na vystupu z diafiltru
vyznamré korelovaly s koncentracemi v diafiltratu (n=11,aPsriiv korela&ni
koeficient r=0,84, p<0,01).

U nemocnych indikovanych k CVVHDF se systémovou dngmvou
antikoagulaci (HA) byla takéffpomna porucha hemostézy, kterd vSak bylaémén
vyrazna. Na rozdil od skupiny paciénpied CVVHDF s RCA zde chyia
elevace koncentraci kompliextrombin-antitrombin lll, citlivého ukazatele
aktivace koagulace. Nebyla zfiga ani trombocytopenie. Aktivaci trombogyt
vSak dokladaly vysoké koncentrace beta-tromboglobulKoncentrace beta-
tromboglobulinu také nekorelovaly se sérovym kreaeém (n=10, r=0,16,
p=0,655) a nelze je tudiz vy&iit poklesem ledvinnych funkci.

vvvvv

vysoko nastavenou antikoagulaci. Davky heparinty lvgleny podle zkuSenosti
oSetujiciho personalu a vzhledem k absenci klinickyahmek krvaceni u
nemocnych,¢i srazeni v mimainim obihu, nebyly u Wzka nemocného dale
upravovany. Zaéchto podminek nebyly v pbéhu procedury zaznamenany
projevy aktivace tromboclt koagulace, ani fibrinolyzy. V i/¢jSi praci
Stefanidise a spol. se heparinizaci také fituda praibéchu CRRT zabranit aktivaci
koagulace, avSak zvySila se aktivace tromhbg¢$tefanidis et al 1995]. V jiné
praci byly ges podani heparinu nalezeny vyssi koncentrace lethplombin-
antitrombin Il a tedy zvySena aktivace koaguldo systému [Cardigan et al
1999]. Je mozné, Ze v naSi studii bylo zabménaktivaci hemostazyiisnou
heparinizaci. Jde vSak o spekulaci, protoZze ardng ze dvou citovanych praci s
prikazem aktivace koagulace nebo trombadayeni Urové heparinizace igsre
popsana. Na vyznamn snizenych plazmatickych koncentracich beta-
tromboglobulinu, zji&né v nasi studii v jednom z ogtbvych interval, se mohla
podilet jeho adsorpce k polyakrylonitrilové memkxgd®©patrny et al 1995].
Vyznamnou zminou byl také pokles D-dimeru. Jeho pokles nelzevatlis
piestupem fes membranu diafiltru, nebkoncentrace v diafiltratu bylyadow
nizsi nez v plaz® a @i porovnani koncentraci na vstupu a vystupu krve
z diafiltru nebyl zjis¢n vyznamny rozdil. Souvislost poklesu koncentraci D
dimeru s CVVHDEF je proto problematicka.

V prezentované studii jsougdvedeny nejen vysledky s CVWHDF s RCA ale i s
CVVHDF se systémovou heparinizaci. Vzéajemné srovnatou typ
antikoagulace s sebou neséi pouzité metodice dité probléemy. Vykr
nemocnych pro regiondlni antikoagulaci citrdtémsystémovou heparinizaci
nebyl randomizovan a nemocni byli vybirani podlmikkych kriterii. Nemocni

s vysokym rizikem krvacendi nedavnou krvacivou komplikaci byli indikovani
k RCA, tedy pro B8 potencialg bezpeéngjSi metoéd antikoagulace. Navzdory
silngji aktivované hemostdze u nemocnycted zahajenim CVVHDF s RCA,
nebyla zaznamenana jeji dalSi aktivace dbgnu procedury. Toto zji8hi
podporuje opodstatnost uziti RCA u kriticky nemocnych.

Druhym potencidlnim metodickym problémem prigng srovnani procedur je
pouziti polysulfonové membrany u procedur s rediminétratovou antikoagulaci

a polyakrylonitrilové membrany u systémové hepaene. Je otazkou, zda se
material obou membran liSi v jeho trombogé&ni§ pouzitim sensitivhich a
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specifickych test se timto problémem zabyvalykieré studie v podminkach
intermitentnich procedur a dagp k rozpornym néleim [Frank et al 2001;
Ivanovich et al 1993]. V podminkadch CRRT bylo tatédovano, zda sefite
vysrazi hemofiltr s polysulfonovou nebo polyakrytolovou membranou
[Silvester et al 1996]. Vyznamny rozdil nebyl nalez Jednozrimy rozdil
v trombogen& obou uzitych membran tedy dosud nebyl &jist Pouzité
membrany se vSak liSily ve velikosti jejich plochffouzita polysulfonova
membrana u CVVHDF s RCA bylaétsi nez u procedur se systémovou
heparinizaci. ¥tSi plocha znamena &tsi interakci krve s ugtym povrchem, a
tedy i WtSi trombogenni potenciél.¢koliv byla plocha polysulfonové membrany
uzité @i RCA wtSi nez u antikoagulace heparinem, byly hodnoty kevar
trombogenity (kromd aPTT, viz niZze) srovnatelné. To &@ppodporuje tvrzeni o
vhodnosti regionalni antikoagulace citratem u ozjch nemocnych. DalSim
rozdilem v provedeni procedur s RCA a HA byla Gtpaatikoagulace. U obou
typt antikoagulace byla zji&a srovnatelnd aktivace tromboitytkoagulace i
fibrinolyzy hodnocené plochami podikkou pro beta-tromboglobulin, komplexy
trombin-antitrombin 11l a D-dimer. Tato aktivacelaysrovnatelna - za podminek
podstate vétSiho prodlouzeni aPTT u procedur s heparinem -alezn

u regionalni antikoagulace citratem (hodnocenét ggpochou pod kvkou). Je
titeba podotknout, Ze na rozdil od citratové antiktempy ktera bylaciste
regionalni, nebyl &inek heparinu $ navratu krve do adhu nemocnych nijak
antagonizovan. Van de Wetering a spolupracovniézak, Ze jiz hodnoty aPTT v
rozmezi 45-55 sekund jsou spojeny s trojnagobvySenym rizikem krvaceni
[Van de Wetering et al 1996]. VyraziprodlouZené koagutai ¢asy na vystupu
krve z diafiltru v této studii tak dokladaji, jaklre antikoagulovana krev se
vracela do okhu nemocnych, coZ bylo nepochyspojeno se zvySenym rizikem
krvaceni.

Existuji také studie o pozitivnim vlivu citratovétékoagulace u intermitentnich
procedur na ¢&které ukazatele bio(in)kompatibility, jako je aldoe
komplementu, leukopeni& produkce cytokifi [Bohler et al 1996; Gabutti et al
2004]. Riznivy vliv RCA na aktivaci komplementu @gzhodnou leukopenii byl
pozorovan f pouziti cuprofanové membrany, ktera je silnym iaorem
komplementu [Bohler et al 1996; Gabutti et al 2004egmann et al 1988]. Kdyz
byla ve stejné studii pouzita polymethylmetakrylonémbrana, ktera je slabym
aktivatorem komplementu, pozitivni vliv citratu semanifestoval [Bohler et al
1996]. Pokud byla testovana celulozo-triacetatovémbrana- také slabSi
aktivator komplementu ve srovnani s Cuprophanemylnebmiire aktivace
komplementu mezi heparinovou a citratovou antikéegjurozdil [Bos et al
1997]. Slozitost problému doklada, Ze byla publéwa i studie popisujicietsi
aktivaci komplementu ip nezneénéné aktivaci koagulace v fioéhu intermitentni
hemodialyzy s RCA v porovnani s heparinovou antikbaci, kdyz byla pouzita
high-flux polysulfonovd membrana.

V nasi studii doSlo kratce po zahajeni CVVHDF saramvou antikoagulaci

v krvi, kterd opousia diafiltr, k p'echodnému, statisticky vyznamnému vzestupu
hladiny Cb5a pesto, Ze tranzitorni leukopenie nebyla zaznamenddia:
pozorovani odpovidaji vysledin znamym z intermitentnich hemodialyz
s membranou AN69ipheparinové antikoagulaci [Wegmuller et al 1986iaké
schopnosti AN69 absorbovat produkty aktivace kommegletu [Cheung et al
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1990]. Mirna, ale signifikantni leukopenie byla pozvana u CVVHDF s RCA
pifi pouZiti polysulfonové membrany. fifntermitentnich procedurach
s polysulfonovou membranou a heparinovou antikaegubyly popsany stejné
nalezy [Hoenich et al 1996]. To samé plati i pi@ghodny a mirny nast
koncentraci C5a slozky komplementu. Z toho vyplyécitratova antikoagulace
neeliminuje u CVVHDF aktivaci komplementu &ephodnou leukopenii anitip
uziti membrany, ktera slataktivuje komplement.

Hlavnim sdlenim prezentované studie je, Ze regionalni citr@toantikoagulaci
je mozné provad tak, Ze p nezneEnénych koagulanich ¢asech v krvi
nemocného je igkonana trombogenita wweho povrchu a nedochazi k aktivaci
hemostazy v miméinim obshu. K tomuto zji&ni se dosflo u kriticky
nemocnych, jejichz hemostaza byla vyrazmaruSena, pr& ve smyslu jeji
aktivace, jiz ped zahdenim CVVHDF. DalSi aktivaci hemostadzy seaplo
zabranit po celou dobu kontinuélni procedury, naxgkut€énéné v postdildnim
uspdadani, které je z hlediska indukce srazeni rizij&v nez predilani
[Davenport 1997]. Podobnych vyslédikoylo dosazeno i ip CVVHDF se
systémovou heparinizaci, ale jen za cenu vysoké&ikarkrvaceni. Vysledky
podporuji pedstavu o bezgaosti RCA jak z hlediska krvacivych, tak
trombotickych komplikaci.

DalSim poznatkem studie je, Z&i jRCA se péty leukocyti v krvi a Cha

komponenta komplementu chovaji tak, jak je znanmtermitentnich procedur s
heparinem. Determinujici je v tomtofipadd membrana, nikoli zjsob

antikoagulace.

6.3. Parametry trombogenity a aktivace komplementup¥i intermitentni
hemodialyze s novym polysulfonovym dialyzatoremiady FX

Hlavnim cilem prospektivni, randomizované,tizkné studie bylo zhodnotit
biokompatibilitu, konkrété trombogenitu, aktivaci komplementu a &g pactu
leukocyti, u nového vysoce propustného polysulfonového débru (FXtada,
Fresenius Medical Care, Bad HomburginMcko). Rozdil v konstrukci nového
dialyzatoru spdiva ve znéné vlastnosti krevniho prouddigpratoku dialyzatorem
a ve zvySeni vnihi filtrace diky znéné v praiméru kapilar [Ronco et al 2002].
Nova membrana (Helixon) ma&téi pimér pom, mensi tloug&ku seny, a tim i
vétSi propustnost. Diky tomu by niagti hemokoncentraci vlivem vySSi filtrace
dochéazelo k silgsi aktivaci hemostazy vlivem kontaktu sé&lgm povrchem
membrany. Déale je moZno zvazZovat, Zeislddku naiistu zgtné filtrace mohou
pronikat rékteré latky z dialyzéniho roztoku snadiji, a tak napomahat aktivaci
hemostazy a pod. [Bommer et al 1996]. Daleighd vzit do Gvahy i zému
reologickych vlastnosti krve [Ward 1995]. Dialyzateady FX byl proto
srovnavan s klasickym dialyzatorentady F, ktery je také polysulfonovy a ma
také charakteristiku high-flux. Biokompatibilita allyzatofi fady F byla
opakova® testovana a je srovnatelnd s dialyzatory obsdmijienembrany
z polyakrylonitrilu ¢i polyamidu [Mujais et al 1995; Hoenich et al 2000]
Srovnani obou dialyzatorbylo provaéno v takovych podminkach, aby byly
vylouceny ¢i minimalizovany potencionalni interferujici fakyolPlocha membran
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byla téngi identicka, pétok krve i dialyz&niho roztoku byl stejny, byla i stejna
technika sterilizace, teplota dialyzaho roztoku a ne#mné antikoagukani
schéma. Studie byla #kend, takZze kazdy nemocny byl 8d&wmntrolou, aby byla
vylou¢ena interindividualni variabilita.

Dodnes nejsou vdiné praxi dostupné materidly pro dialjmamembranyi casti
mimotelniho okehu, které by nely trombogenni vlastnosti. V drtivecising
piipadi je nutno Bhem hemodialyzy podavat antitrombotika, ktera byo to
negativni @sobeni ulého povrchu fekonala. Jejich podani je vSak spojeno -
asp@ u nemocnych se selhanim ledvin- se zvySenim rikikaceni, ale i
n¢kterych metabolickych komplikaci [Elisaf et al 19%4i et al 2001]. Navzdory
podavani antitrombotickych latek je mozné pomocizgg/nich a specifickych
testi prokazat aktivaci hemostazy i fnemodialyze, ktera préhne bez klinicky
zjevnych zndmek srdzeni [Opatrny et al 1997]. Trpnmbohou vznikat na
povrchu dialyzani membrany, coz vede ke snizZeginadosti procedury a nastu
residuainiho objemu krve v dialyzatoru. Opakovan&lauhodoba aktivace
krevnich destiek i koagulanich faktofi v krvi, vracené nemocnému,tie byt
spojena u chronicky dialyzovanych s aterosklergtick a trombotickymi
komplikacemi [Culleton et Wilson 1999; Assouad kh&yan 1998].

K hodnoceni potencialni trombogenity testovanéhalydatoru byly pouzity
doporwené senzitivni a specifické ukazatele [Lane et Bow®94; Lindhout
1994]. Byly sledovany markery hodnotici aktivacomibocyfi, koagulaci i
fibrinolyzu.

PrestoZe p&et trombocyt je hruby ukazatel k posuzovani trombogenity fipat
mezi zakladni a povinné parametry v jejim hodnac&ifliveéjSi markery ke
sledovani aktivace trombodyjsou pisobky, které seipjejich aktivaci uvohuji
do ok&hu. Z nich byl v této studii pouzit destovy faktor 4 (PF4). Jeho hladina
v plasng je vSak ovliviéna i uvolénim z cévni siny (Cinkem heparinu. Je také
silnym inhibitorem heparinové aktivity. Aktivovangarcialni tromboplastinovy
¢as slouzi hlavé k hodnoceni intenzity heparinizace (zde byly sléshy i
hladiny heparinu v krvi), ale vlivem aktivace ko#ge trombogennim povrchem
muze dochazet ke zkraceni aPTT. Koncentrace konmglexnbin-antitrombin 111
(TAT 1) byly pouzity k hodnoceni aktivované kodgue, nebt zkraceni aPTT
neni dostain¢ senzitivnim ukazatelem. Plasmatické hladiny D-dimslouzily

k posouzeni miry aktivace fibrinolytického systému.

U dialyzatoru FXfady bylo zjis¢no prodlouzeni aPTT ve srovnani se vstupnimi
hodnotami, které bylo dano ndtem hladin heparinu v plagm Vzestup
plasmatickych hladin PF4 byl také nejspiSe dank@&m heparinu, nelvos pastu
trombocyfi v krvi nedochazelo k zadnym vyznamnym &am. Hodnoty D-
dimeru se v prbéhu procedury také vyznammenenily. Koncentrace TAT Il
komplexi porgkud narostly v 60. mingtprocedury s dialyzatoreitady FX. Ri
dialyzach s dialyzatorem F60 byly z§igy podobné zrny jako uiady FX wetn
signifikantniho, ale mirného ni&tu koncentraci TAT Il v 60. minétdialyzy,
které ukazuji na aktivaci koagulace.

Pt srovnani vysledk z procedur s afma typy dialyzatoru byl zjigh statisticky
vyznamny rozdil pouze vjednom z @gdivych cadi v hladinach TAT Il
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komplexi, které byly signifikant&d vysSSi u dialyzatorurady FX. Nicmeés
praimérnd hodnota TAT Il byla i u dialyzatoru FX v rozmigkteré jsou &né i u
jinych, tzv. biokompatibilnich dialyzatér[Mujais et al 1995; Schultze et al
1992]. Ri dialyze s cuprophanovou membranou, ktera koagaltivuje mirre,
byla koncentrace TAT IIl kompléxv plasné 7,5 ug/l ve 180. minut [Kolb et al
1991], zatimco u hemophanové membrany &sahtivujici koagulaci) byly ve
stejnémcase registrovany hodnoty TAT Ill dokonce 1hdl.

Klinicky vyznam aktivace komplementu a sni spojenpoklesu pé&u
leukocyti, je @i hodnoceni biokompatibility membran nepochybny xastelji
davody, pr@& se uziti materidl s vysokym stupfm aktivace komplementu
vyvarovat [Bloembergen et al 1999]. Anafylatoxinad®yl v této studii vybran k
hodnoceni aktivace komplementu alternativni cestotivodem bylo jednak
Siroké spektrum potenci&nskodlivych biologickych &nkd C5a (uvolgni
histaminu z Zirnych buk, zvySeni propustnosti kapilar, kontrakce hladké
svaloviny, indukce degranulace neutnfilpodpora transkripce a uveéhmi
cytokini a pod.), jednak moznost detektovat i G533 ktery ma biologicky
acinek sice slabsi, nicménnezanedbatelny, a nelze od Cb5a odli&Znymi
laboratornimi testy. Jak ukazuje vzestup koncent@ba na vystupu krve
z dialyzatoru, dialyzatorrady FX mirg aktivoval komplement na pétku
hemodialyzani procedury a zjsoboval i maly pokles f@tu leukocyti v krvi.
Podobné nalezy byly zji&ty i pri procedurach s dialyzatorerady F, ktery pat
mezi dialyzatory s nizkym stupm aktivace komplementu [Grooteman et al
1995; Bloembergen et al 1999; Tayeb et al 2000]a ®ypy dialyzatoru se
v téchto parametrech neliSily. Staléstava nezodpazena otazka, zda aktivace
komplementu mize byt zcela eliminovana a zda by tato eliminacaélemmit dalSi
klinicky prosgech.

Ve studii byly prezentovany vysledky ziskané natwys krve z dialyzatoru, tedy
po prtichodu mistem, kde je interakce krve séiyim povrchem nejvyrazisi. Fi
srovnani vysledk ziskanych na vstupu krve do dialyzatoru, kteréabeji stav

v ob¢hu nemocnych, byly zji§hy obdobné nélezy jako na vystupu krveég n
Pokud by sledované latky prochazely high-flux memnbu do dialyzéniho
roztoku, mohly by byt koncentrace na vystupu krvdiatyzatoru zkresleny
[Opatrny et al 1993]. Proto bylyékteré sledované substance analyzovany i
v dialyzanim roztoku a krom D-dimeru zde nebyly zastizeny. Koncentrace D-
dimeru pak byla o &kolik fadi nizSi nez v plasth Fxi porovnani obou tyjp
dialyzatofi nebyl zjiS€n rozdil v jejich koncentracich v dialy#@m roztoku.
Plazmatické hladiny markérbiokompatibility mohou byt ovlivény i adsorpci

k umélému povrchu [Cheung et al 1990; Opatrny et al ]199dsorpce

k membrag nebyla v této studii sledovana. Nicndédsorgni schopnost pouzité
polysulfonové membrany je minimalni a neni zdevatl, aby byla adsotpi
kapacita dialyzatdriady F a FX rozdilna.

Na zaklad prezentovanych vysledije mozné vyslovit z&kr, Ze Uprava designu
noveho, vysoce propustného, polysulfonového diatymarady FX, ktera
umoziuje vysSi efektivnost vdastovani krve, nema vliv na trombogenitu
hodnocenou markery aktivace trombdcya fibrinolyzy. Ackoliv jednim
z paramett byla zastizena aktivace koagulace a byla &iuySSi nez u
dialyzatoru fady F, pohybovala se vrozmezi, které je obvykl® pné
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biokompatibilni dialyzatory. Pokud jde o aktiva@rkplementu a zemy v pa:tu
leukocyti byl novy dialyzator také srovnatelny s jinymi baokpatibilnimi
dialyzatory.

Kromé trombogenity, aktivace komplementu a&mv paitu leukocyt v krvi, je
tieba zohlednit i dalSi aspekty bio(in)kompatibiljiyoerl 2002; Opatrny 2003].
Pri pripraw této studie se objevily dvzpravy hodnotici biokompatibilitu FX
dialyzatoru. V jedné z nich nebyl zji$t rozdil v zastlivé odpowdi organizmu,
hodnocené plasmatickymi koncentracemi leukocytaelastazy, solubilni
meziburgéné adhezivni molekuly 1 a C-reaktivniho proteinwzintkalyzatory FX
a Frady [Stefoni et al 2003]. Autbjiné studie uzavirali sva pozorovani tak, Ze ve
srovnani s nizce propustnou membraiedy F nevede high-flux dialyzatéady
FX k signifikantnim zminam plasmatickych hladirékterych cytokiri. Zjistovali
vSak, Ze po stimulaci krve odebrané nemocnym didabo dialyzovanym
s membranou FX kmenem stafylococcus epidermidisolseovuje utlumena
produkce interferonu gama v odebrané krvi [Lonnemetral 2003].

Helixonovd membrana, kterda je sdésti dialyzatar fady FX, ma vysSi
permeabilitu, a tak mohou vlivem &pé filtrace pechazet z dialyzaiho roztoku
do krve latky, které indukuji tvorbu cytoKinZ tohoto divodu byla zkouméana i
propustnost polysulfonovych membran pro pyrogenghigler et al 2003].
V této studii, kterd probihala in vitro, bylédome kontaminovan dialyzani
kompartment lipopolysacharidy z escherichia coti stenotrophomonas
maltophilia. V krevnim kompartmentuigoouZziti dialyzatorurady FX nebaady
F nebyla zji&na vyznamna produkce interleukinu-1 (IL-1), intek@u-6 (IL-6)
¢i tumor-necrosis faktoru (TNF) ve srovnéni s kolanoi bez kontaminace.
Nicmére signifikantni vzestup produkce IL-1, IL-6 i TNHFippouziti vysoce
propustné polysulfonové membrany DIAPES rd8uje, Ze ne vSechny
polysulfonové membrany se chovaji steye smyslu propustnosti pyrogea ol
fady dialyzatol F i FX jsou z pohledu mozné kontaminace diatyiao roztoku
bezpéné [Schindler et al 2003].

6.4. Vybrané parametry biokompatibility p#i intermitentni hemodialyze
sregionalni citratovou antikoagulaci, kontrolovana podle hladin
ionizovaného kalcia

Regionalni citratova antikoagulace (RCA) se staiilmou souasti &by
mimo&Inimi  metodami  ¢iStovani krve u nemocnych s krvacivymi
komplikacemi. Od toho, co byla poprvé popsana [kogt al 1961], byla tato
metoda postupgn rozpracovana do mnoha tgohi UsmSného provedeni
[Kutsogiannis et al 2000, Cointault et al 2004, Wanhi et al 2001, Bunchman et al
2002, Bunchman et al 2003, Palsson et Niles 19%ieiMKriesche et al 2001,
Nuthall et al 2002, Gabutti et al 2002, Gabuttale2004]. Potencialni metabolicka
rizika spojena s RCA, jako je alkal6za, aciddzapdmpatrémie, hypokalcémie,
hyperkalcémie, f@stavaji byt s néstajicimi zkuSenostmi afipradné monitoraci
problémem, pokud metodu provadi zkuSeny a zoépoy personal. ZkuSenost
fady autoi je takova, Ze sefpRCA vyskytuji krvacivé pihody még ¢asto, nez
pii pouZiti jiné formy antikoagulace, a zardvenimoglni obdh zistava dobe
prichodny [Apsner et al 2001, Gabutti et al 2002, San®t al 1993]. Tyto studie

66



se vSak zagfuji predevSim na sledovani udrzeniagirodnosti obhu, vyskyt
krvacivych komplikaci, Zivotnost dialyzator¢i diafiltrd a jen malo z nich
posuzuje hemostazu laboratornimi parametry. Stgdifesnym posouzenim
hemostazy a trombogenity specifickymi a senzitiinitetodami pi RCA je malo
[Gabutti et al 2004, Apsner et al 2001Fitém plati, Ze pro hodnoceni poruch
hemostazy a trombogenity je laboratorni vieeit nezbytné.

Antikoagulani &inek citratu v mimatinim obshu se Bzn¢ kontroluje podle
koagul&nich ¢adi [Janssen et al 1993, Mehta 1998; Flanigan et 86[1Bylo
zjisteno, Ze v Wwitém rozmezi koreluji hodnoty aktivovaného koagniho ¢asu
s dobou fungovani filtr [Stefanidis et al 1995] a je-li RCAizena podle
koagul&nich¢adi, je mozné komplethprekonat trombogenitu ar@dejit aktivaci
hemostazy [Polanska et al 2004].

V poslednich letech se opako¥an literatue objevila sdleni, dopordujici
kontrolu citrdtové antikoagulace a titrovani davigitratu podle hodnot
ionizovaného kalcia (iC4) v krvi opoustjici dialyzator [Kutsogiannis et al 2000,
Nuthall et al 2002, Cointault et al 2004, Guptaaket2004]. Zatimco existuje
korelace mezi aktivovanymc¢asem srazeni a Zzivotnosti filfr nemocni
s vysraZzenymi a nevysrazenymi filtry se neli$i \datach iC&, zmstenych
v krvi za dialyzatorem [Tolwani et al 2001; Tobea¢?2003]. Nebylo vSak dosud
provedeno porovnani, zdaifjgeni regionalni antikoagulace citratem podle hodno
ionizovaného kalcia srovnatelné s kontrolou RCA lpo#dloagul&nich ¢agi.
Existuje malo studii zabyvajicich se trombogenaduemostdzouipRCA, Zadna
z nizch se nezabyva hodnoceni&ehto viastnosti o RCA fizené podle hodnot
iCa™.

V uvedené studii byly véechny medianové hodnoty*i@spribshu hemodialyzy
na vystupu z dialyzatore 0,4 mmol/l, tedy v rozmezi, kterétgina autoi
povazuje za cilové pro pginikinnou antikoagulaci citratem [Nuthall et al 2002,
Tolwani et al 2001, Morgera et al 2004]. Zahto podminek vSak byly zji&ty
nepochybné znamky aktivace koagulace (vzestup @aekych koncentraci TAT
[l a TF) a spateby trombocyi (pokles jejich pstu v krvi) pri srovnani hodnot
vstupnich a v gibéhu diaylyzy na vytupu z diafiltru. Souvislost ird&ce krve

s untlym povrchem s uvedenymi zZmami je umocdna poklesem piu
trombocyfi nebo vzestupem TAT Il a tkdveho faktoru fi porovnani hodnot na
vystupu krve z dialyzatoru oproti hodnotdm na vetuplodnoty aktivovaného
¢asu srazeni plné krve (ACT) - &eného parametru kontrolyianosti RCA -
v8ak s¥dcily pro nel&innou antikoagulaci v miméinim okthu. ACT také
nekorelovalo s hodnotami i€a lonizované kalcium v séru nekorelovalo ani s
Zadnym z ukazatél aktivace hemostdzy a trombogenity. Mezi aktivovany
c¢asem srazeni askterymi ukazateli trombogenity naproti tomu zavsti@jisSeny
byly.

Jednotlivé prameny, které dopouji kontrolu RCA podle hodnot ionizovaného
kalcia a cilové hodnoty iG&< 0,4 mmol/l, se li§i v mnoZstvi podavaného citratu
sodného. Ve studii vedené Cointaultem a spoluprag&gvbyl podavan citrat ve
formé ACD-A roztoku rychlosti 29,37 mmol/h (v rozmezi,28-31,63 mmol/h),

v Guptow studii 16,9 mmol/h, a Kutsogiannis a spoluautpodavali citrat
rychlosti 25 mmol/h. Rozdily jsou pochopitelné, tpie efekt citratu zavisel na

67



rychlosti krevniho pitoku, typu procedury [Davenport 2004], slozZeni
dialyzaniho roztoku (roztoky siznym obsahem kalcia a/nebo magnezibez
nich) a dalSich faktorech. Rychlost podani citr&iak nedava dostdi@ou
informaci o antikoagukmnim efektu citratu. VSichnifit citovani autdi, ktefi
doporiuji  kontrolu antikoagulace podle hodnot ionizovaméhkalcia,
dokumentovali klinicky uspokojivy fibéh procedur s RCA. V praci Cointaulta
doSlo k vysrazeni diafiltru v 18% vSech 22 proceslptimérnou dobou vysrazeni
po 29 hodinach trvani d8y. Kutsogiannis udaval u 38% diafiltrnutnost
ukonieni procedury pro vysoky transmembranovy tlak. @pavida, Ze v obou
studiich byla hemostaza aktivovand. D& sedpokladat, Ze ip pouZiti
senzitivnich a specifickych metod k hodnoceni trogdmity, by autth dosgli

k podobnym pozorovanim jako ve zde prezentovardiistu

Doporwtené hodnoty ionizovaného kalci& 0,4 mmol/l po piichodu
dialyzatorem/filtrem vychazeji vesi® ze studii p kontinualnich metodach
ociStovani krve. Je otdzka, zda tyto cilové hladiny jeZzno povazovat za
doporwi&ené i pro intermitentni procedury. Pouze prace Mir@ spol. se tykaji
RCA monitorované podle hodnot i€ai intermitentni hemodialyzy [Morgera et
al 2004]. Ri pouziti 4% citratu sodného na g@dku mimotlniho okEhu jsou
Morgerou a spolupracovniky dopéany cilové hodnoty pro ionizované kalcium
za dialyzatorem 0,5-0,7 mmol/l. Navic dialyna roztok ve Morgero¥ studii
obsahoval 1 mmol Gav litru roztoku a nebyla ani rutigrupravovana kalcemie
na konci mimatiniho okEhu infusi kalciovych iornit. V této praci byla efektivita
antikoagulace hodnocena klinicky a poZzadovana déiklyzy dosazena u vSech
27 nemocnych kroghjednoho. Hemostatické ukazatele nebyly hodnocélay.
z&klad téchto informaci neni mozné jednozna vytycit optimalni cilové
hladiny pro iC&" na vystupu krve z dialyzatordipntermitentni hemodialyze. Je
zapotebi dalSich studii, které byéty ukazat, zda dopotené cilové hladiny pro
kontinualni metody nahrady funkce ledvin jsou stgjpro metody intermitentni.
Takové studie budou vyZadovat sasné podrob#jSi zhodnoceni hemostazy,
jako bylo provedeno ve zde prezentované studioritd gipadt koagul&ni casy

a dalSi parametry kompleknposuzujici hemostazu poskytovalyreprEjSi
informaci o mfe aktivace hemostazy, nez hodnoty ionizovanéhoidkaktere
poskytovaly jen informaci népmou.

Je otazka, jaké klinickéidledky maji laboratorni nalezy prémou praxi. V naSi
studii nebyly, podob# jako u autot hodnotici RCA dle klinického pbe¢hu
procedur, pozorovany zadné znamky srazeni v ndimiat okehu. Nicmér
aktivovana hemostaza zvySuje riziko jednak trondkgtth komplikaci

v mimo&Inim okehu i v €le nemocnych, jednak riziko krvaceni ponsumgni
koagulopatii. Je znamo, Ze plasmatické hladiny TWTrostou vyznama u
trombotickych stalr, jako je disseminovana intravaskularni koagulaDéC)
[Wada et al 1999; Watanabe et al 200ilkutni infarkt myokardu, u kterého je
narist hladin TAT Il komplex spojen s vysSi mortalitou [Scharfstein et al 1996]
Ve nasi studii byl vzestup hladin TAT lIkt8i, neZ byl registrovan u DIC nebo
akutniho infarktu myokardu [Wada et al 1999, Wakenat al 2001, Scharfstein et
al 1996]. Nedavno byla uigréna studie o rutinnim dlouhodobém opakovaném
uziti citratové antikoagulace u nemocnych s chignit selhanim ledvin [Apsner
et al 2005], ktera byla @pzantrena spiSe na klinicky fbch a sledovani event.
mineralovych posuih a zneén acidobazické rovnovahy. AvSak opakovana,
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klinicky latentni aktivace hemostazyuge mit je&t dalSi negativni dsledky
[Culleton et Wilson 1999; Assouad et Eknoyan 19%8]akutnim selhani ledvin
a multiorganoveé dysfunkci (MODS) je subklinické iskte hemostazy jeSwice
nezadouci, prawgpodobr vyznami piispivd krozvoji MODS [Hack et
Zeerleder 2001]. Nemocni v naSi studii vSak riitrpied zahajenim studie
krvacivymi problémy, ani trombdézu, a tak mohli ytivedenym komplikacim
meére nachyini.

Vyznam aktivace komplementu #eghodnou leukopenii je v souvislosti
s biokompatibilitou desitky let diskutovan.ieBtoZze neni hodnoceni jejich
klinického vyznamu jednozieé, z obavy =z moznych ddledka byly
uprednostiny materialy, které maji malou schopnost aktivokamplement a
vyvolat tranzitorni leukopenii [Hakim 1998]. V uwexde studii byla zjigha
vyznamna aktivace komplementu iiephodna leukopenie. Intenzita obouénm
odpovidala pouzité dialyzai membras a regionalni antikoagulace citratem je
nebyla schopna zcela eliminovat. Podghjako v gipad parametit hemostazy a
trombogenity, nebyla mezi koncentracemi C5a &tgu leukocyt na strag
jedné a iC& na stras druhé zjis¢na ?adna korelace. C5a slozka komplementu a
pocet leukocyd v krvi nekorelovaly ani s aktivovanydasem srazeni a ukazateli
trombogenity. Narst C5a a pokles gtu leukocyti byl vyznamny i v podskupin
nemocnych, kde hemodialyzy p&dthy podle doporteni o cilovych hladinach
iCa’". Podobné nélezy byly pozorovany u polymetylmethitugi celuldzacetatu,
tedy membran slab aktivujicich komplement, kde regionalni citratova
antikoagulace ve srovnani s heparinizaci jiz daeedla ke sniZzeni aktivace
komplementu a poklesu leukoé@yv krvi [Bohler et al 1993; Bos et al 1997].
N¢kterd data ukazuji, Zeipsilné aktivaci komplementu a hluboké neutropeiiii
uziti cuprophanové membranyage byt situace jina a RCA ihe mit na tyto
fenomény piznivy &inek [Bohler et al 1993; Wiegmann et al 1988]. VWigic
autai vSak k tomuto za&ru nedospli [Janssen et al 1993]. Ve studii
prezentované autorkou nebyla sledovana degranigakecyti. Pro ni je podle
pokusdi in vitro i in vivo klicovym mediatorem kalcium a nikoli komplement.
Tomu odpovida i zjighi, Ze RCA pi uziti raiznych dialyz&nich membran Gpth
eliminuje nebo vyznamin inhibuje uvolgni myeloperoxidazy a lactoferinu
[BOhler et al 1993; Bos et al 1997, Gitters et@0Z].

Neni mozné vylotit, Ze dosazeni jeStnizSich koncentraci ionizovaného kalcia
by omezilo aktivaci komplementu a leukopenii nebaiplré eliminovalo. Pokud
by se v dal$ich studiich ukazalo, Ze niz&i hladls/* snizuji nebo eliminuji i zde
piitomnou aktivaci komplementu a leukopenii, bylo tsgba vyesit, zda tyto
zmeny jsou je&t klinicky vyznamné.
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7. Zawr

7.1. Vliv proplachu s heparinem na vybrané paramety biokompatibility u
kontinualnich mimotélnich metod nahrazujicich funkci ledvin

Studie sledujici vliv proplachu s heparinem na petay biokompatibility u
kontinualnich metod nahrady funkce ledvin ukéazaa, nemocni indikovani
k CVWHDF maji komplexni poruchu hemostazy, kterahrpaje aktivaci
trombocyfti, koagulaci i fibrinolyzu.

Souwasrg u takovych nemocnych byly zj&ty vysoké hladiny Cba a
vysoky pa@et leukocyt krvi, které jsou Bznymi markery biokompatibility,
v porovnani s kontrolnim souborem zdravych osob.

Studie dale neprokazala, Z&igvava mimotiniho olehu pred CVVHDF iznym
zpasobem proplachu (fyziologicky roztok bez hepaririyziologicky roztok
s piisadou 2000 IU heparinu/l a hodinovy proplach figgickym roztokem
s 10000 IU heparinu/l s recirkulaci) ma vliv na céoi parametr trombogenity,
aktivaci komplementu a pet leukocyll v krvi béhem kontinualni venovenozni
hemodialfiltracesi ovlivni spotebu podavanych antikoagulacii.

Lze tedy uzakit, Ze proplach mimeétniho ol&hu roztokem s heparinem,
provedeny ped zahgjenim CVVHDF népdasi prospch z pohledu snizeni
trombogenity, patby antikoagulancii a eliminace negativniho vlivonéieho
povrchu na dalSi parametry biokompatibility. Praplas heparinem Ize proto
povazovat za zbytay.

7.2. Vliv regionalni citratové antikoagulace na vybané parametry
biokompatibility u kontinualnich mimot élnich metod nahrazujicich funkci
ledvin.

Z prace studujici vliv regionalni antikoagulaceratgm (RCA) u kontinualni
venovenozni hemodiafiltrace vyplyva, Ze u nemocrnigdikovanych k CVVHDF
s regionalni antikoagulaci citratem, tenaji vyraz® naruSenou hemostazu jiz
pied z&atkem I€by mimog€Ini eliminani metodou, dokaze RCAftgkonat
trombogenitu urdého povrchu a vylatit dalSi aktivaci hemostazy v minétiim
ob¢hu. To navic plati pro CVVHDF s tzv. postdiim uspdadani, které je
z hlediska srazeni krve v mingbtim okruhu rizikojsi. Fitom je mozné RCA
veést tak, Ze nedochazi ke amy koagul&nich ¢asi v krvi nemocnych, coz ma
podstatny vyznam v redukci o krvacivych gihod u nemocnych s vysokym
rizikem krvaceni.

Podobného igkonani trombogenity mim&hiho systému bylo dosazeno tip
CVVHDF se systémovou heparinizaci, ale jen za qawulstat® prodlouzenych
koagul&nich ¢asi v systémové krvi nemocnych, tedy za cenu vysokdtika
krvaceni.
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V uvedené studii bylo zji8ho, Ze citrdtova antikoagulace neeliminuje u
CVVHDF aktivaci komplementu atpchodnou leukopenii ankipuziti membréany,
ktera slab aktivuje komplement. Chovani obou pararhgx obdobné, jako u
intermitentnich procedur s heparinem a determinujee v tomto pipact
membrana, nikoli zjsob antikoagulace.

7.3. Parametry trombogenity a aktivace komplementup¥i intermitentni
hemodialyze s novym polysulfonovym dialyzatorentady FX

Ze sledovani paramétrtrombogenity, aktivace komplementu a é&mpaitu
leukocyti u nového, vysoce propustného, polysulfonovéhoyrébruiady FX,
plyne, Ze Uprava designu nema vliv na trombogehid@nocenou markery
aktivace trombocyi a fibrinolyzy.

Aktivace koagulace zji8ha jednim z ukazatielv jednom z odérovych ¢adi byla
sice mir vysSi u testovaného dialyzatoru FX nez u dialyzatady F, ale
pohybovala se v mezich, které jsou obvyklé i ugmywysoce biokompatibilnich
membran.

Pfi hodnoceni intenzity aktivace komplementu a paklpe&itu leukocyt v krvi
bylo chovani nového dialyzatoru obdobné jako uidhlglialyzatoi s vysokou
biokompatibilitou.

7.4. Vybrané parametry biokompatibility p#i intermitentni hemodialyze
sregionalni citratovou antikoagulaci, kontrolovana podle hladin
ionizovaného kalcia

V préci zabyvajici se kontrolou regiondlni antikokage citrdtem podle hodnot
ionizovaného kalcia u intermitentni hemodialyzydyjiS€no, Ze pes dosazeni
doporienych cilovych hodnot ionizovaného kalcia 0,4 mmol/l — dosud
povazovanych za &inné branici srazeni krve — neni kompketprekonana
aktivace hemostazy v mimihim obthu. Tato aktivace hemostazy je vSak pouze
subklinicka.

Dale bylo shledano, Zefiphemodialyze s RCA nekoreluji hodnoty fCa
s koagulanimi ¢asy a s ukazateli trombogenity, zatimco aktivovaay srazeni
(ACT) koreluje s skterymi ukazateli trombogenity.

Pfi hemodialyze s polysulfonovymi dialyzatory nezaiir regionalni citratova
antikoagulace mirné, ale statisticky vyznamné akiikkomplementu a poklesu
poctu leukocyt v krvi.

Doporusené cilové hodnoty iGapro RCA i intermitentni hemodialyze jéaba

dale gesrgji stanovit a posoudit vyznam subklinicky aktivoeahemostazy na
organismus jak z pohledu kratkodobého, tak bpakované dlouhodobé expozici.
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11. Seznam n&jastji pouzitych zkratek

HD = hemodialyza

RCA = regionalni citratova antikoagulace.

CRRT = kontinualni metodycgtovani krve,
kontinualni metody nahrady funkce ledvin

CVVHDF = kontinuélni venovenozni hemodiafiltrace

BTG = beta-tromboglobulin,

TAT Il = trombin-antitrombin Il komplex

DD = D-dimer

aPTT = aktivovany parcialni tromboplastinoigs

VWEF = von Willebrandv faktor

ACT = aktivovanycas srazeni plné krve

TF = tkaovy faktor

PK = prekallikrein

HK = vysokomolekularni kininogen

PL = destikové fosfolipidy

t-PA = tk&ovy aktivator plasminogenu

u-PA = aktivator plasminogenu urokindzového typu

cs-PA = aktivator plasminogenu zavisly na kontaktsistému

PAI- 1 a 2 = inhibitor aktivatoru plasminogenu 2 a

C1-INA = C1 inhibitor

Alfa-1-AT = alfa-1-antitrypsin

Alfa-2-AP = alfa-2-antiplasmin

TAFI = trombinem aktivovatelny inhibitor fibrinolyz

FDP = fibrin-degradéni produkty

F60S = dialyzator F60S, Fresenius Medical Care

FX60S = dialyzator FX60S, Fresenius Medical Care

iCa’* = ionizované kalcium v séru

p = hladina vyznamnosti

NS = nesignifikantni rozdilipstatistickém zhodnoceni

SEM = standardni chybadméru

SD = standardni odchylka
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