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Recenzja pracy doktorskiej lek. Pawta Szymkiewicza
Ocena wplywu mutacji genow CYP2C19 i ABCB1 na wybrane parametry reaktywnosci

plytek krwi u pacjentow z ostrym zespotem wiericowym

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego, w tym ostre zespoty wieicowe (OZW), sg w
dalszym ciggu gtéwng przyczyng umieralnosci wsréd mieszkancéw Polski oraz wiekszosci
krajow europejskich. W Polsce odpowiadajg za jedng czwartg zgondw wsréd oséb w wieku
produkcyjnym, stajac sie dominujacg przyczyng utraty zycia powyzej 64 roku zycia. Co
wiecej, zachorowalno$¢ na zawat serca jest w Polsce istotnie wyzsza niz w wiekszosci
zachodnich krajow Europy. Na przestrzeni ostatnich lat obserwujemy dynamiczny rozwdj
nowoczesnej farmakoterapii oraz agresywnej, inwazyjnej strategii podejscia do leczenia
chorych z ostrymi zespotami wiencowymi. Znajduje to swoje odzwierciedlenie w wytycznych
Towarzystw Kardiologicznych, ktére wskazuja na angioplastyke wieficowg z implantacjg
stentu jako najbardziej zalecang metode leczenia. Dzieki rejestrom PL-ACS i AMI-PL wiemy,
iz obecnie w Polsce inwazyjnie leczonych jest prawie 80% chorych z zawatem serca z
uniesieniem odcinka ST (STEMI), ponad 70% z zawatem bez uniesienia odcinka ST (NSTEMI) i
zdecydowana wiekszo$¢ chorych z objawami niestabilnej choroby wiericowej (UA). Na
oddziatach kardiologii odsetki te przekraczajg 90%. Prawie u wszystkich chorych
implantowane s3 stenty wienncowe, a w ostatnich latach odsetek stosowania stentéw
uwalniajgcych leki antymitotyczne (DES) w przekracza 70-80% w zaleznosci od typu OZW. W
tym kontekscie nie dziwi, iz niemal kazdy chory z ostrym zespotem wiericowym otrzymuje
podwdjng terapie przeciwpiytkowg, a z uwagi na brak refundacji nowszych lekéw
przeciwptytkowych, nadal zdecydowanie dominuje kwas acetylosalicylowy w potgczeniu z
klopidogrelem.

Jednym z istotnych, cho¢ obecnie dos¢ rzadkich powiktan, ktére dotyczg pacjentow
po implantacji stentu wiencowego jest zakrzepica w stencie, ktdérej konsekwencjy jest
najczesciej zawat serca, a jedng z jej przyczyn jest utrzymujgcy sie zwiekszona reaktywnosc
ptytek krwi pomimo podwdjnego leczenia przeciwptytkowego. Jak zauwaza Doktorant we
wstepie, zjawisko to moze by¢ wynikiem uposledzonej odpowiedzi na aspiryne jednak

gtéwnie zwigzane jest z nieskutecznym leczeniem klopidogrelem. Dlatego tez podijecie przez



niego tego tematu jest bez watpienia wazne i celowe, zaréwno pod wzgledem klinicznym,
jak i naukowym.

Przedstawiona do recenzji praca ma uktad typowy. Liczy 120 stron, zawiera 17 tabel i
16 rycin. Cytowana literatura liczy 231 pozycji. Uwage zwraca bardzo rozbudowany, ciekawie
i dobrze napisany wstep. Autor omawia w nim zaréwno klasyfikacje i aktualne sposoby
leczenia ostrych zespotéw wiericowych jak réwniez szeroko i wnikliwie opisuje dostepne
obecnie leki przeciwptytkowe i powiktania wystepujace podczas ich stosowania. Osobne
podrozdziaty wstepu szczegdtowo przyblizajg zagadnienie zwiekszonej reaktywnosci ptytek
podczas stosowania lekéw przeciwptytkowych wraz z opisem mozliwych do zastosowanych
metod laboratoryjnych dla jej oceny. W koricu zapoznajemy sie genetycznymi aspektami
odpowiedzi na leczenie klopidogrelem. Sposdb przedstawienia problemu wskazuje na duzg
wiedze Doktoranta w tym zakresie. Wykazat, iz potrafi wybiera¢ informacje wazne, o
istotnym znaczeniu dla analizowanego problemu.

W ostatniej czesci wstepu Doktorant przedstawia zatozenia pracy a nastepnie
formutuje oryginalny cel badawczy, ktérym byta ocena czestosci wystepowania mutacji w
zakresie genéw CYP2C19 i ABCB1 oraz ich zwigzku z zaburzeniami reaktywnosci ptytek krwi u
pacjentow z ostrym zespotem wiencowym leczonych za pomocg angioplastyki tetnic
wiecowych z implantacjg stentu. Zatozyt réwniez, iz okresli wptyw wybranych, klinicznych
czynnikdw ryzyka niepetnej odpowiedzi na leczenie klopidogrelem na funkcje ptytek krwi w
badanej przez siebie grupie pacjentéw.

Do badania wigczono 188 chorych, hospitalizowanych w Klinice Kardiologii
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu z powodu ostrego zespotu
wiencowego, u ktérych wykonano PCl z implantacja stentu i byli leczeni kwasem
acetylosalicylowym oraz klopidogrelem. Na uwage zastugujq precyzyjnie sformutowane i
zastosowane kryteria wigczenia i wytgczenia do badanej grupy opisane w metodyce pracy, w
tym wykluczenie pacjentéw z opornoscig na kwas acetylosalicylowy, zidentyfikowanych przy
pomocy dodatkowych laboratoryjnych testéw agregacji ptytek. Swiadczy to o dobrym
przygotowaniu metodologicznym Doktoranta i umiejetnosci wiasciwego doboru badanej
grupy. U wszystkich wykonano testy genetyczne krwi okreslajgce mutacje i polimorfizmy
genetyczne genu CYP2C19: CYP2C19*2, C(CYP2C19*3, CYP2C19*17 oraz wybranego
polimorfizmu genu ABCB1. Wykonano takze pomiary reaktywnosci ptytek za pomocy
agregometru Swietlnego przy uzyciu roznych stezern ADP. Metodyka oznaczer zostata

poprawnie opisana w pracy. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, iz prace analizujace tgcznie, w



jednej grupie pacjentéw, polimorfizmy genetyczne genéw CYP2C19 i ABCB1 s3 nieliczne i
wedtug wiedzy recenzenta w odniesieniu do populacji polskiej dotychczas nieopublikowane.

W oparciu o przeprowadzone badania okreslono czesto$¢ wystepowania
polimorfizméw w zakresie genu CYP2C19 i ABCB1 w badanej populacji. Wyniki pracy
wskazaty, ze wystepowanie alleli *2 i *17 genu CYP2C19 jest zblizone do danych
europejskich i zgodne z nielicznymi doniesieniami opisujgcymi genotypy mieszkarncéw Polski.
Nie zarejestrowano ani jednej mutacji CYP2C19*3. Czestos¢ wystepowania poszczegolnych
genotypdw polimorfizmu genu ABCB1 w badanej w pracy nie odbiegata zasadniczo od
dostepnych danych europejskich i polskich. Analizujgc wptyw badanych polimorfizméw na
reaktywno$¢ ptytek krwi podczas ich stymulacji za pomocg 10 umol/l roztworu ADP,
wykazano istotne réznice w agregacji pomiedzy homozygotami dzikimi a heterozygotami
CYP2C19*2, nie wykazujac przy tym istotnego wptywu polimorfizméw CYP2C19*17 i ABCB1
na reaktywno$¢ ptytek bez wzgledu na steienie zastosowanego ADP. W zakresie
zdefiniowanych fenotypéw metabolicznych wykazano znamienne réznice w sredniej
agregacji ptytek krwi pomiedzy fenotypem nie w petni metabolizujgcym a fenotypem w
posrednim stopniu metabolizujgcym klopidogrel, dla obu stezern ADP. Ponadto nie
stwierdzono istotnego statystycznie wptywu wiekszosci analizowanych czynnikéw ryzyka
zwiekszonej reaktywnosci ptytek pomimo leczenia klopidogrelem na parametry agregacji
ptytek poza wskaznikiem masy ciata (BMI), ktérego wieksze wartosci zwigzane byly ze
stabszg inhibicja agregacji ptytek krwi. Nalezy zaznaczy¢, iz uzyskane wyniki nalezy
rozpatrywac w aspekcie zidentyfikowanych, opisanych i uzasadnionych przez autora w pracy
ograniczen badania, w tym stosunkowo matej liczebnosci badanej grupy.

Czytajac dyskusje nalezy podkresli¢ dojrzatos¢ Doktoranta. Liczne fragmenty swiadczg
nie tylko o umiejetnosci prawidtowej interpretacji przedstawionych danych, ale i pewnym
dystansie w spojrzeniu na wfasng prace naukowg. Przeprowadzona przez Doktoranta
dyskusja i analiza wtasnych wynikéw w odniesieniu do innych badan swiadczy o bardzo
dobrym przygotowaniu merytorycznym w zakresie prezentowanego tematu rozprawy.
Sposéb, w jaki przedstawia i interpretuje zagadnienie dotyczace podobienstw i réznic w
uzyskanych wynikach jest logiczny i przejrzysty, oparty o szczegétowo dobrang literature, co
dodatkowo podnosi wartos¢ pracy. Na koniec autor przedstawia ograniczenia badania,
implikacje kliniczne i podsumowuje kierunki przysztych badan w tematyce terapii
przeciwptytkowej.

Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano szczegétowe wnioski, ktére w

czesci sg powtdrzeniem wynikdw i wyczerpujaco odpowiadajg na postawione cele pracy:



. Wystepowanie allelu CYP2C19*2 u chorych z ostrym zespotem wieficowym leczonych PCI
z implantacjg stentu jest niezaleznym czynnikiem predykcyjnym zwiekszonej reaktywnosci
ptytek krwi pomimo leczenia klopidogrelem (HPR).

. U chorych z ostrym zespotem wiericowym leczonym PCl z implantacjg stentu nie
stwierdzono zaleznosci miedzy reaktywnoscig ptytek krwi a obecnoscig polimorfizmu
gendéw CYP2C19*17 i ABCB1.

. Rozktad polimorfizméw gendéw CYP2C19 i ABCB1 u badanych chorych jest zblizony do
rozktadu opisywanego w innych populacjach Polski i Europy.

. U badanych pacjentéw zwiekszone BMI byto niezaleznym czynnikiem predykcyjnym
zwiekszonej reaktywnosci ptytek pomimo leczenia klopidogrelem.

. W badanej grupie chorych nie wykazano, aby cukrzyca, nadcis$nienie tetnicze, przewlekta
choroba nerek, nikotynizm, wiek i pteé¢ miaty istotny statystycznie wptyw na reaktywnos¢
ptytek krwi.

. Nie stwierdzono zaleznosci migdzy agregacjq ptytek krwi a srednig objetoscig ptytki (MPV)
i liczbg ptytek (PLT).

. Uwzgledniajgc wieloczynnikowe uwarunkowania zdolnosci do agregacji ptytek krwi u
pacjentéw leczonych angioplastykg z implantacjg stentu z powodu ostrego zespotu
wiericowego nalezy uznaé, ze wystepowanie allelu CYP2C19*2 stanowi wazna przyczyng
zwigkszonej reaktywnosci ptytek krwi, ale nie pozwala zidentyfikowaé wszystkich chorych
z HPR.

Dla recenzenta gtéwnym przestaniem przedstawianej pracy i wynikajacych z niej

wnioskow jest spostrzezenie, ze reaktywnos$¢ ptytek krwi jest uwarunkowana wieloma

czynnikami, wsrdd ktérych badania genetyczne moga znalezé realne implikacje kliniczne,

zaréwno w aspekcie wyboru leku przeciwptytkowego jak i identyfikacji czynnikéw ryzyka

powiktan krwotocznych zwigzanych z podwdjng terapig przeciwptytkows.

Pomimo wysokiej oceny przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej lek. Pawta

Szymkiewicza nasuwa sie jeszcze kilka uwag i komentarzy, z ktérych czesé bytaby istotnym

uzupetnieniem w trakcie przygotowywania publikacji. Praca przygotowana jest starannie,

aczkolwiek Doktorant nie ustrzegt sie kilku btedéw edytorskich.

— Pomocny bytby spis rycin i tabel.
— W pierwszym zdaniu w sekcji wynikéw omytkowo uzyto stowa ,,zrandomizowano”

zamiast ,wtaczono”.



W czesci dotyczacej metodyki oznaczen agregacji ptytek krwi ciekawa bytaby
informacja czy weryfikowano powtarzalnos¢ pomiaréw oraz ewentualnego
odsetka powtdrnych oznaczen przy watpliwym/niepewnym wyniku oznaczenia.
Na rycinach 4.3.ai 4.3.b oraz w konsekwencji rowniez w innych miejscach w pracy
watpliwosci budzi oznaczenie *1/*1, gdyz na kazdym z tych wykreséw zwigzane
jest z inng liczebnoscia. Z uwagi na fakt, iz nie potwierdzano obecnosci allelu *1
bardziej prawidtowym byloby oznaczenie braku obecnoéci badanego allelu,
odpowiednio *2-go, *3-go i *17-go.

Ryciny 4.4.a-f oraz 4.6.b-c omytkowo oznaczono jako mediane, rozstep
miedzykwartylowy i zakres, tymczasem wykresy przedstawiaja zdaniem
recenzenta $rednia, btad standardowy i 95% przedziat ufnosci, co jest zgodne z
zastosowanymi metodami statystycznymi (analiza wariancji)

Tabela 4.4.a - nie dziwi fakt, iz nie wykazano istotnosci dla homozygoty
mutacyjnej *2/*2 z uwagi na matg liczebnosé (3 chorych). Zdaniem recenzenta do
rozwazenia jest potaczenie w jedna grupe heterozygot i homozygot mutacyjnych.
Z tabeli 4.5.a wynika, iz obecnos$¢ allelu CYP2C19*2 wykazano u 41% chorych z
HPR a nie u 31% jak podano w tekscie.

Zrezygnowatbym z analizy korelacji przedstawionej w tabeli 4.13.

W analizie wieloczynnikowej przedstawionej w tabeli 4.14 nie uwzgledniatbym
GFR, jako parametr bezposrednio skorelowany z wiekiem, pfcig i kreatynina.
Jednoczeénie wskazane bytoby uzupetnienie w opisie metod statystycznych typu
zastosowanej regresiji (liniowa?) oraz dotgczenie do tabeli 95% przedziatow

ufnosci dla oszacowanych wspétczynnikéw beta.

Przedstawione powyzej uwagi nie pomniejszaja i nie podwazajg duzej wartosci pracy.

W mojej ocenie jest to badanie oryginalne spetniajagce wymogi rozprawy doktorskiej. To
ciekawa i jedna z nielicznych prac w populacji polskich pacjentéw, w ktérej autor podjat sie
badan nad trudnym zagadnieniem genetycznych aspektéw odpowiedzi na leczenie
klopidogrelem. Badanie to wnosi istotny wktad do ciggle trudnego i aktualnego problemu

opornosci na leki przeciwptytkowe.

Dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Ksztatcenia Podyplomowego

Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie lekarza Pawta

Szymkiewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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