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2. STRESZCZENIE

Wprowadzenie: Aktywacja plytek krwi i formowanie zakrzepu na peknigtej blaszce

miazdzycowej sa kluczowymi wydarzeniami w patogenezie ostrego zawalu serca (ang. acute
myocardial infarction, AMI). Plytkowe receptory P2Y1 i P2Y12 odgrywajg istotna role w
procesie aktywacji i agregacji plytek krwi. Podczas gdy antagonisci receptora P2Y 1 pozostaja
na etapie badan przedklinicznych, antagonisci receptora P2Y12 sg powszechnie stosowani w
prewencji wtornej powiklan niedokrwiennych u pacjentow z AMI leczonych przezskoma
angioplastyka wiencowsa (ang. percutaeous coronary intervention, PCI). Nowy i silniejszy
antagonista receptora P2Y12, tikagrelor, obniza $miertelnos¢ w poréwnaniu z klopidogrelem,
poprzednim standardem terapeutycznym u pacjentéw z AMI. Patofizjologiczny mechanizm
lepszego rokowania u pacjentow leczonych tikagrelorem pozostaje niejasny. Z aktywowanych
w przebiegu AMI plytek krwi uwalniane sg ptytkowe pecherzyki zewnatrzkomoérkowe (ang.
extracellular vesicles, EVs) o wlasciwosciach prozapalnych i prozakrzepowych. Prace oparto
0 nastgpujace hipotezy badawcze: (i) inhibicja receptora P2Y1 i P2Y12 ma wplyw na
uwalnianie EVs oraz (ii) nowy 1 silniejszy antagonista receptora P2Y12, tikagrelor, obniza
stezenie EVs w poréwnaniu z klopidogrelem, poprzednim standardem terapeutycznym u
chorych z AML

Cel pracy: Celem ponizszego badania byta ocena wplywu inhibicji receptorow P2Y1 i P2Y12
na reaktywnos¢ plytek krwi, uwalnianie EVs i aktywno$¢ prokoagulacyjng EVs w osoczu
zdrowych ochotnikow (czgs¢ eksperymentalna) i pacjentow z AMI leczonych PCI (czesé
kliniczna).

Metodyka: Czes¢ doswiadczalna to seria eksperymentéw laboratoryjnych przeprowadzonych
w osoczu bogatoptytkowym uzyskanym od 10 zdrowych ochotnikow. Po inkubacji z
antagonista receptora P2Y1 (MRS2179; 100 uM), antagonista receptora P2Y12 (tikagrelor;
1 uM) 1 polgczeniem obu antagonistow, ptytki krwi byly aktywowane adenozynodifosforanem
(ADP; 10 pM). Czes¢ kliniczna to randomizowane badanie poréwnujace wplyw tikagreloru i
klopidogrelu na st¢zenie EVs u 60 pacjentow z AMI leczonych PCI. W czeéei klinicznej, krew
zylna zostala pobrana trzykrotnie: przed randomizacjg, po 72 godzinach leczenia oraz po 6
miesigcach leczenia. W obu czgséciach badania reaktywnos$¢ plytek krwi oceniono z uzyciem
agregometrii impedancyjnej. Stezenie EVs z aktywowanych plytek krwi (CD61%, CD62p"),
eksponujacych fibrynogen, eksponujgcych fosfatydyloseryne (PS™), z leukocytow (CD45%),
komorek srodblonka (CD31%,146") i erytrocytow (CD235a") oceniono przy pomocy cytometrii



przeplywowej. Aktywno$¢ prokoagulacyjna EVs zbadano z uzyciem testu generowania
fibryny.

Wyniki: W osoczu zdrowych ochotnikow, agregacja indukowana ADP byta zmniejszona o 73%
przez antagonist¢ P2Y1, o 86% przez antagonist¢ P2Y12 i o 95% w obecnosci obu
antagonistow (p<0,001). Uwalnianie EV z plytek krwi bylo zmniejszone o 48% jedynie w
obecnosci obu antagonistow ( p=0,015). Uwalnianie EVs z aktywowanych plytek krwi bylo
zmniejszone o 62% przez antagonistg P2Y12 (p=0,035) oraz o 72% przez obu antagonistow
(p=0,022). EVs promowaly krzepnigcie w obecnosci czynnika tkankowego.

W osoczu pacjentow, stgzenie EVs z aktywowanych plytek krwi, eksponujgcych
fibrynogen, eksponujacych PS, EVs z leukocytow i erytrocytéw wzrosto 6 miesiecy po AMI,
w porownaniu do ostrej fazy AMI (p<0,03). Agregacja indukowana ADP byla nizsza u
pacjentow otrzymujacych tikagrelor w poréwnaniu z pacjentami otrzymujacymi klopidogrel po
72 godzinach i1 6 miesigcach leczenia (p<0,01). St¢zenie EVs z aktywowanych plytek krwi bylo
nizsze w przypadku tikagreloru w poréwnaniu do klopidogrelu po 6 miesigcach leczenia
(p=0,03). Stgzenia EV eksponujgcych fibrynogen, eksponujacych PS oraz EVs z leukocytéw
byly nizsze w przypadku tikagreloru w porownaniu do klopidogrelu zarowno po 72 godzinach,
jak 1 po 6 miesigcach leczenia (p<0,03). St¢zenie EVs z komorek srodblonka i aktywnosé
prokoagulacyjna EV nie roznily si¢ pomigdzy grupami oraz w roznych punktach czasowych
(p=0,17).

Whioski: Inhibicja receptora P2Y1 i P2Y 12 wplywa na uwalnianie réznych subpopulacji EVs
z plytek krwi. Antagonista receptora P2Y'12 tikagrelor obniza uwalnianie EVs z aktywowanych
plytek krwi u zdrowych ochotnikow w poréwnaniu z antagonista receptora P2Y1, a takze
zmniejsza wzrost osoczowego stezenia EVs u pacjentow po AMI w poréwnaniu z
klopidogrelem. Obnizenie st¢Zenia prozapalnych i prozakrzepowych EVs moze czesciowo
wyjasniac lepsze rokowanie obserwowane u pacjentow leczonych tikagrelorem. Jednoczesnie,
ciagle uwalnianie EVs pomimo leczenia przeciwplytkowego moze przyczynia¢ si¢ do

wystgpowania nawracajacych zdarzen niedokrwiennych po AML




