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Spis skrótów użytych w pracy  

 

ASA - kwas acetylosalicylowy (ang. acetylsalicylic acid)  

GoF – wzmocnienie funkcji (ang. gain-of-function)_ 

HPR - wysoka reaktywność płytek krwi (ang. high platelet reactivity)  

HLPC - wysokosprawna chromatografia cieczowa ( ang. high-performance liquid chromatography  

LoF - osłabienie funkcji (ang. loss-of-function) 

LPR - niska reaktywność płytek krwi (ang. low platelet reactivity)  

MBP-  2-bromo-3’- metoksyacetofenon 

NSTEMI - zawał serca bez przetrwałego uniesienia odcinka ST (ang. non-ST-elevation myocardial 

infarction)  

OZW – ostry zespół wieńcowy 

PCI - przezskórna interwencja wieńcowa (ang. percutaneous coronary intervention)  

P-GP - glikoproteina P-GP 

PPP - osocze ubogopłytkowe (ang. platelet poor plasma) 

PRP - osocze bogatopłytkowe (ang. platelet rich plasma) 

STEMI - zawał serca z przetrwałym uniesieniem odcinka ST (ang. ST-elevation myocardial 

infarction) 
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Streszczenie 

Najczęstszą przyczyną zgonów w Polsce są choroby układu krążenia. Spośród nich 

najczęstszą przyczyną bezpośrednią jest zawał mięśnia sercowego, a następnie rozwijająca się w 

konsekwencji niewydolność serca. Złotym standardem leczenia ostrych zespołów wieńcowych jest 

przezskórna interwencja wieńcowa, a następnie terapia przeciwpłytkowa (zazwyczaj przez pierwsze 

12 miesięcy podwójna, następnie pojedyncza). Obok od lat stosowanego kwasu 

acetylosalicylowego będącym inhibitorem cyklooksygenazy-1, stosowane są 3 leki 

przeciwpłytkowe jak: klopidogrel, prasugrel i tikagrelor, będące inhibitorami receptora P2Y12. 

Pomimo szerokiego stosowania nowszych leków przeciwpłytkowych (tikagrelor i prasugrel) w 

leczeniu ostrych zespołów wieńcowych, wciąż wielu pacjentów jest leczonych znanym od lat 

klopidogrelem, głównie ze względu na konieczność stosowania dodatkowej terapii 

przeciwkrzepliwej, przy której wymieniowe wcześniej inhibitory receptora P2Y12 są 

przeciwwskazane. Wiele lat doświadczeń w zastosowaniu klopidogrelu obok jego 

niezaprzeczalnych korzyści, wykazały również jego ograniczenia, wiążące się głównie z formą pro-

leku, którym faktycznie jest klopidogrel, a tym samym koniecznością jego metabolizacji do formy 

aktywnej w szeregu skomplikowanych przemian biochemicznych przez enzymy cytochromu P450 

(m.in. CYP2C19). Ponadto lek po zażyciu podlega w jelicie absorbcji, której skuteczność 

regulowana jest aktywnością p-glikoproteiny (P-GP). Wobec powyższego, stwierdzane u ludzi 

polimorfizmy genów kodujących funkcjonowanie białka ABCB1 i CYP2C19, mogą przyczyniać się 

do nieadekwatnej odpowiedzi płytek krwi na działanie leku czyli tzw. zwiększonej reaktywności 

płytek pomimo leczenia klopidogrelem, co niesie ryzyko istotnych powikłań. W przedstawionej 

pracy zbadaliśmy dystrybucję polimorfizmów genów w populacji pacjentów z Dolnego Śląska 

leczonych z powodu ostrego zespołu wieńcowego, wykazując że częstość występowania 

polimorfizmu genu ABCB1 w populacji jest duża, częstość występowania polimorfizmu typu 

CYPC19*2 w populacji jest względnie duża oraz, że częstość występowania polimorfizmu typu 

CYPC19*3 w populacji jest bardzo niska. Potwierdziliśmy, że przyjmowanie form generycznych 

klopidogrelu nie różnią sie w stosunku do preparatu oryginalnego, zarówno pod względem 

osiągniętych stężeń aktywnego metabolitu klopidogrelu, ani także jego działania 

antyagregacyjnego. Finalnie udowodniliśmy, że obecność badanych polimorfizmów genów nie 

wpływa na stężenie aktywnego metabolitu klopidogrelu we krwi pacjentów z zawałem z- i bez 

uniesienia odcinka ST oraz na działanie przeciwpłytkowe leku. 
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Summary 

Cardiovascular diseases are the leading cause of mortality in Poland. Acute coronary 

syndromes (ACS) constitute a common reason for hospital admission. Percutaneous coronary 

intervention together with dual antiplatelet therapy can be seen as a gold standard in the treatment 

of ACS. Besides acetylsalicylic acid – a well-established cyclooxygenase-1 inhibitor – also P2Y12 

platelet receptor antagonists are employed including: prasugrel, ticagrelor and clopidogrel. While 

newer antiplatelet agents (namely prasugrel and ticagrelor) are preferred in the therapy of ACS, a 

proportion of patients present with significant contraindications to their use such as the need for 

parallel antithrombotic treatment. In such cases clopidogrel might be an antiplatelet of choice.Years 

of clinical experience with the use of clopidogrel have defined its undisputable advantages but also 

pointed at its limitations related to being a pro-drug which requires complex conversion to the 

active metabolite. Metabolic changes of clopidogrel take place in liver in several oxidative steps 

involving cytochrome P450 and enzymes coded by CYPC19 gene. Moreover, clopidogel is 

absorbed in intestines which is regulated by p-glycoprotein (P-GP) coded by ABCB1 gene. Hence, 

genetical polymorphisms within these genes (coding transport proteins of digestive tract and several 

oxidative enzymes) might contribute to inadequate platelets inhibition in response to clopidogrel. 

This could potentially lead to disastrous complications in patients undergoing percutaneous 

coronary interventions. In the current dissertation, the prevalence of gene polymorphisms involved 

in clopidogrel absorption and metabolism in the population of patients from Lower Silesia treated 

for ACS was analysed. The ABCB1 gene polymorphism was highly prevalent, type CYPC19*2 was 

quite prevalent and type CYPC19*3 was very rare. The generic formulations of clopidogrel were as 

effective as the original one both in terms of the concentration of active metabolite and the level of 

antiplatelet activity. Finally, we showed that the presence of investigated genetic variations does not 

influence the serum concentration of active metabolite nor the antiplatelet activity in patients with 

myocardial infarction (with and without ST elevation). 
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1. Wstęp 

 Pomimo dostępności coraz doskonalszych metod leczniczych, wciąż najczęstszą przyczyną 

zgonów w Polsce ( 46 % ), pozostają od wielu lat szeroko pojęte choroby układu krążenia [1]. 

Zgodnie z rejestrem PL-ACS, czyli Ogólnopolskiego Rejestru Ostrych Zespołów Wieńcowych, 

około 45 tys. pacjentów rocznie doznaje zawału mięśnia sercowego bez- lub z uniesieniem odcinka 

ST (NSTEMI i STEMI). Oba rodzaje zawału, będące epizodami ostrego zespołu wieńcowego 

(OZW), obarczonego są znaczną śmiertelnością w okresie 6-miesięcznym od wystąpienia 

incydentu, ale stanowią również bezpośrednią przyczynę rozwoju niewydolności serca. 

Najskuteczniejszą metodą leczenia OZW jest przezskórna interwencja wieńcowa ( PCI ), po której 

konieczne jest czasowe ( zazwyczaj 12 miesięczne ) zablokowanie funkcji endogennych płytek krwi 

przy pomocy leków przeciwpłytkowych. Przez ostatnie kilkadziesiąt lat koronne miejsce w terapii 

przeciwpłytkowej zajmował kwas acetylosalicylowy ( ASA ), będący inhibitorem cyklooksygenazy-

1. Kolejne lata rozwoju kardiologii interwencyjnej a w szczególności zabiegi endowaskularne 

połączone z implantacją stentów, wykazały konieczność zastosowania tzw. podwójnej terapii 

przeciwpłytkowej [2], opierającej na różnych mechanizmach hamowania aktywności płytek krwi. 

Przez długi czas wytyczne ekspertów dotyczące leczenia pacjentów z ostrym zespołem wieńcowym 

wysoko pozycjonowały zastosowanie klopidogrelu obok wymienionego wcześniej ASA. Niemniej 

jednak, nowsze randomizowane badania kliniczne ( TRITON-TIMI 38 oraz PLATO ), przyniosły 

rezultaty faworyzujące użycie w jego miejsce prasugrelu lub tikagreloru [3-4]. 

Opisane leczenie nie jest jednak optymalne dla wszystkich grup pacjentów leczonych inwazyjnie. 

We współczesnej kardiologii duży odsetek stanowią chorzy ze współistniejącym napadowym lub 

przetrwałym migotaniem przedsionków [5] lub po przebytej zatorowości płucnej czy zakrzepicy żył 

głębokich, którzy wymagają leczenia przeciwkrzepliwego. Z racji wyższego ryzyka powikłań 

krwotocznych, połączenie tego rodzaju terapii z prasugrelem i tikagrelorem nie jest zalecane. Tym, 

samym  ich miejsce w dalszym ciągu zajmuje znany od lat klopidogrel. 

 

1.1 Klopidorgel 

Lek z grupy inhibitorów receptora P2Y12 jako drugi obok ASA, stosowany jest w celu 

minimalizacji ryzyka powikłań zatorowo-zakrzepowych, w szczególności zakrzepicy w stencie oraz 

ponownemu zawałowi serca. Wiele lat doświadczeń w zastosowaniu klopidogrelu ( badanie CURE 

i  CLARITY TIMI 28 ) obok jego niezaprzeczalnych korzyści wykazały również jego ograniczenia 

[6-7]. Wiążą się one głównie z formą pro-leku, którym faktycznie jest klopidogrel, a tym samym 

koniecznością jego metabolizacji do formy aktywnej w szeregu skomplikowanych przemian 

biochemicznych przez enzymy cytochromu P450 ( m.in. CYP2C19 ) [8]. Ponadto lek po zażyciu 

podlega w jelicie absorbcji, której skuteczność regulowana jest aktywnością p-glikoproteiny (P-
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GP). Uważa się, że polimorfizm genów kodujących funkcjonowanie białka ABCB1 i CYP2C19 

może przyczyniać się do nieadekwatnej odpowiedzi płytek krwi na działanie leku czyli tzw. 

zwiększonej reaktywności płytek ( HPR ), pomimo leczenia klopidogrelem, co niesie ryzyko 

istotnych powikłań. [8] Miedzy innymi te ograniczenia były podstawą poszukiwań skuteczniejszej 

terapii przeciwpłytkowej.  

 

1.2 Prasugrel i tikagleror 

Nowe inhibitory receptora P2Y12 ( prasugrel i tikagrelor ) przyniosły dodatkowe korzyści w 

leczeniu pacjentów z OZW, między innymi poprzez szybsze zablokowanie funkcji płytek krwi, do 

którego dążymy u chorych ze świeżym zawałem serca [9-10].  

Prasugrel, podobnie jak klopidogrel, jest prolekiem podlegającym jednak szybkiemu 

wchłanianiu z przewodu pokarmowego, ponadto w odróżnieniu od klopidogrelu, jego metabolizm 

jest jednoetapowy. Bardziej efektywny proces wchłaniania i utleniania prasugrelu, doprowadza do 

efektywniejszej i wyraźnie szybszej inhibicji płytkowej ( już po 30 minutach ).  

Tikagrelor, kolejny z nowych inhibitorów receptora P2Y12, jest bezpośrednim i 

odwracalnym blokerem wymienionego receptora. Lek dla swego działanie nie wymaga przemian 

metabolicznych i jest aktywny bezpośrednio  po wchłonięciu z przewodu pokarmowego. 

Pomimo tego, że leki te znalazły już swoje ugruntowane miejsce w zaleceniach 

terapeutycznych, przyczyniły się również do większej liczby powikłań krwotocznych [11] i z tego 

względu ich zastosowanie ma w pewnych grupach pacjentów istotne ograniczenia. 

 

2. Genetyka 

 

2.1 Wchłanianie klopidogrelu 

W pierwszym etapie przemian klopidogrelu, pro-lek musi zostać wchłonięty z przewodu 

pokarmowego. Ilość substancji ostatecznie wchłoniętej do organizmu, zależy od aktywności 

glikoproteiny P-GP obecnej w jelitach. Białko to, będące pompą zależną od ATP, zaliczane do grupy 

MDR1 czyli białek odporności wielolekowej 1, usuwającego znaczną liczbę ksenobiotyków 

dostających się do organizmu. Wśród tych substancji znajduje się klopidogrel.. Podobnie jak dla 

enzymów metabolizujących klopidogrel, również w przypadku ABCB1 występują polimorfizmy 

genowe mogące zmieniać jego aktywność . Mutacja w locus 3435 C> T prowadzi do  wzmożonej 

aktywność P-GP i zmniejszenia absorpcji klopidogrelu z przewodu pokarmowego poprzez jego 

zwiększony wyrzut zwrotny do światła jelita. Takie zjawisko występuje zarówno w formie hetero i 

homozygotycznej genu ABCB1.  
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Zmienność w obrębie ABCB1 wskazywana była jako przyczyna HPR oraz zwiększonej 

ilości zawałów serca, udarów czy zgonu wśród chorych z OZW [12]. Trzeba jednak zaznaczyć, że 

obserwacje te nie są powtarzalne [13-14]. Co więcej dwie metaanalizy nie wykazały istotnego 

wpływu polimorfizmu genu ABCB1 na międzyosobniczą odpowiedź na klopidogrel [15-16]. 

 

2.1.1 Allele właściwego (GA- „good absorbers”) i osłabinego wchłaniania ( PA - ”poor 

absorbers” 

Na cele obecnego cyklu przyjęto, że osobniki będące homozygotami dzikimi (CC), 

pozbawionymi mutacji 3435C>T, które cechuje właściwe wchłaniania klopidogrelu oznaczane będą 

jako GA. Do grupy obniżonego wchłaniania (PA) zaliczono osobniki heterozygotyczne (CT) oraz 

homozygoty mutacyjne (TT) genu ABCB1. 

 

2.2 Metabolizm klopidogrelu 

W skład cytochromu P-450 wchodzą enzymy, uczestniczące w wątrobowych przemianach 

metabolicznych wielu stosowanych leków: m.in. leków antydepresyjnych, benzodiazepin, 

inhibitorów pompy protonowej czy klopidogrelu. W tej grupie znajdują się monooksygenazy  

CYP1A2, CYP2C19 i CYP2B6, które są zaangażowane w pierwszym etapie metabolizmu 

klopidogrelu. Produktem ich działania jest 2-oksyklopidogrel, który w drodze docelowej do 

transformacji do aktywnego metabolitu musi przejść kolejne utlenianie z użyciem białek CYP2C9, 

CYP2B6, CYP3A4, CYP3A5 i CYP2C19. Wśród genów kodujących paletę CYP występują różne 

osobnicze odrębności genetyczne, spośród których najlepiej poznano polimorfizm genów 

CYP2C19, CYP3A4/5, CYP1A2. Samego białka CYP2C19 zarejestrowano 25 polimorfizmów 

[17]. 

Odmienność genetyczna wpływać może na indywidualną skuteczność leczenia klopidogrelem. 

Poszczególne allele, które negatywnie wpływają na metabolizm omawianego leku, a co za tym 

idzie, na potencjalnie większą reaktywność płytek krwi w wynikach badań laboratoryjnych ( HPR ), 

przydzielone zostały do grupy tzw. LoF ( ang. loss-of-function ). Odwrotnie natomiast, allele, które 

wzmagają działanie klopidogrelu poprze nasilenie agregacji płytek, zostały przydzielone do grupy 

GoF ( ang. gain-of-function ).  

 

2.2.1 Allele wzmacniające ( GoF- „gain-of-function” ) i osłabiające funkcję ( LoF - ”loss-of-

function” ) 

U podłoża upośledzenia metabolizmu klopidogrelu leży błąd w transkrypcji materiału 

genetycznego w mechanizmie tzw. przesunięcia ramki odczytu ( ang. frame Shift ), 

nieprawidłowym splicingu ( składaniu genów ) i mutacji lub zbyt wczesnemu występowaniu 
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kodonu „stop”. Do alleli powodujących osłabienie metabolizmu klopidogrelu ( LoF ) należą allele 

CYP2C19 *2-*8. Najczęstszym wariantem występującym w Europie jest CYP2C19*2 ( około 25 % 

populacji ), natomiast wariant *3 identyfikowano średnio z częstością 1-7%. Allele *4-*8 należą do 

rzadkości, z przynależnością poniżej 1% [17]. Wobec powyższego w cyklu publikacji skupiliśmy 

się na analizie wariantów *2-*3.  

Jak wykazały wcześniejsze obserwacje, pacjenci posiadający jeden z wymienionych 

wariantów genetycznych mogą być narażeni na gorsze wyniki leczenia w mechanizmie HPR, 

poprzez redukcję ilości aktywnego metabolitu klopdiogrelu w osoczu [18]. U chorych 

poddawanych leczeniu z powodu zawału serca, przy współistnieniu wariacji genetycznej, w dalszej 

obserwacji stwierdzano istotny wzrost ryzyka wystąpienia kolejnego zawału serca, głównie poprzez 

mechanizm zakrzepicy w stencie, udar mózgu i ostatecznie zgon. [19-20]. Z drugiej jednak strony 

indywidualizowana terapia przeciwpłytkowa, uwzględniająca obecność polimorfizmów 

genetycznych nie wpływała na poprawę rokowania wskazując, na inne mechanizmy HPR i świetle 

tych obserwacji rutynowe oznaczenia genetyczne i terapia personalna nie są zalecane w aktualnych 

wytycznych [21]. 

 Obecność u ludzi jednego z alleli CYP2C19 *17-*21 powoduje wzmożony metabolizm 

klopidogrelu ( GoF ) co przekłada się wyższe stężenie aktywnej formy leku we krwi i niską 

reaktywność płytek krwi ( LPR ). Najszerzej rozpowszechnionym i najlepiej poznanym jest allel 

*17. Częstość jego występowania w populacji kaukaskiej jest szacowana na 41% [22]. U pacjentów 

posiadających ten wariant genetyczny obserwowano silną inhibicję płytek i wysokie stężenie 

aktywnego metabolitu klopidogrelu w osoczu [23]. Niestety obecność tego allelu nie zabezpieczała 

pacjentów przed kolejnymi incydentami niedokrwiennymi, zwiększając natomiast występowanie 

ilości krwawień. [22] 

 

2.3 Oznaczenia genetyczne 

 Wszystkie przedstawione w cyklu prace, w których analizowano  występowanie 

polimorfizmów genów wpływających na metabolizm i wchłanianie klopidogrelu bazowały na 

identycznej metodologii. Jej dokładny opis przedstawiony jest w poszczególnych publikacjach. 

Badania przeprowadzono w Zakładzie Technik Molekularnych Uniwersytetu Medycznego we 

Wrocławiu. 

 Przybliżając po krótce sposób oznaczeń genetycznych: w celu ich przeprowadzenia 

pobierano krew pełną do próbówek z EDTA. Materiał genetyczny izolowano z krwi przy użyciu 

zestawu High Pure PCR Template Preparation Kit ( Roche Diagnostics, Warszawa, Polska ). W tym 

etapie, celem pozyskania oczyszczonego materiału genetycznego, przeprowadzano lizę i degradację 

białek komórkowych, wirowanie lizatu na minikolumience zawierającej membranę krzemionkową, 
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wiążącej DNA oraz finalnie odzyskania oczyszczonego DNA poprzez dodanie buforu elucyjnego.  

Następnym krokiem postępowania laboratoryjnego była amplifikacja DNA metodą PCR ( 

polymerase chain reaction, PCR ). Reakcję amplifikacji DNA przeprowadzono przy użyciu 4 par 

specyficznych starterów odpowiednio dla: CYP2C19*17 ( -3402C>T ), CYP2C19*3, ABCB1 ( 

C3435C>T ), CYP2C19*2 i zestawu Multiplex PCR Kit ( Qiagen ).  

 Oznaczanie polimorfizmów typu SNP ( single nucleotide polymorphism – polimorfizm 

pojedynczego nukleotydu ) genów CYP2C19 (CYPC19*2, *3) i ABCB1 przeprowadzano z 

wykorzystaniem techniki minisekwencjonowania. W tym celu zastosowano zestaw SNaPshot 

Multiplex Kit ( AB Applied Biosystems, Thermo Scientific, Gdańsk, Polska )  Reakcję 

minisekwencjonowania przeprowadzano z udziałem starterów zaprojektowanych w ten sposób, aby 

hybrydyzowały one do matrycy kończąc rekację przed oznaczanym miejscem polimorficznym. W 

reakcji brały udział terminatory znakowane fluorescencyjnie. Po enzymatycznym oczyszczeniu 

produktu minisekwencjonowania próbkę poddawano analizie z detekcją produktów techniką 

elektroforezy kapilarnej. Z użyciem sekwenatora 3130 Genetic Analyzer ( Applied Biosystems, 

Thermo Scientific, Gdańsk, Polska ), znaczniki fluorescencyjne dobudowane do starterów podczas 

reakcji minisekwencjonowania wzbudzane do swiecenia były przy użycia światła laserowego. 

Wyniki analizowano z wykorzystaniem programu GeneMapper ID v.3.2.  

 Do oznaczenia polimorfizmu CYP2C19*17 ( locus -3402 C>T ) zastosowano technikę 

RFLP ( restriction fragment length polymorphism - analiza długości fragmentów restrykcyjnych ). 

W metodzie tej powielony materiał genetyczny poddawano inkubacji z restryktazami, czyli 

enzymami specyficznie tnącymi nici DNA. Produkty trawienia materiału genetycznego, 

warunkowane  wystąpieniem mutacji w zakresie badanego polimorfizmu, identyfikowano metodą 

elektroforezy.  

 

3. Oznaczenie agregacji płytek krwi 

We wszystkich pracach włączonych do cyklu, w których oceniano skuteczność 

antyagregacyjną klopidogrelu zastosowano jednolita metodologię uzyskania materiału 

biologicznego i oznaczeń aktywności płytek krwi.  

Szczegółowy opis metodologii znajduje się w poszczególnych pracach. Pokrótce, żylne 

próbki krwi były pobierana między 2-4 dobą od wystąpienia OZW do dwóch próbówek z 

dodatkiem cytrynianu sodu. Krew wirowano w temperaturze pokojowej do uzyskania osocza 

bogatopłytkowego ( PRP ). Następnie przeprowadzano kolejne wirowanie celem pozyskania osocza 

ubogopłytkowego ( PPP ). Właściwa ocena reaktywności płytek była wykonana do 2 godzin od 

czasu pobrania, metodą agregacji optycznej wg Borna przy użyciu jednokanałowego agregometru 

świetlnego produkcji Chrono Log 560CA ( Chrono-log, Havertown, PA, USA ).  
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Zasadą tej metody jest ciągły pomiar zmian transmisji światła padającego na stale mieszane 

osocze PRP.  Jako wzór referencyjny służyła próbka z PPP o przepuszczalności światła 100%. 

Następnie badane próbki z PRP (przepuszczalność świetlna 0%) były umieszczane w aparacie i 

pobudzane za pomocą roztworu ADP o stężeniu 5 µmol/l oraz10 µmol/l. 

Celem tego pomiaru była ocena zwiększenia przepuszczalności światła widzialnego, gdyż 

pod wpływem wyżej wymienionych agonistów dochodzi do wytworzenia agregatów płytkowych i 

zmiany gęstości optycznej roztworów. Wynik badania przedstawiono jako odsetek maksymalnej 

agregacji płytek krwi w ciągu 6 minut obserwacji, wyrażający skuteczność farmakologicznej 

inhibicji płytkowej. 

 

4. Oznaczenie aktywnego metabolitu klopidogrelu 

Ocena stężenia aktywnego metabolitu klopidogrelu w krwi pacjentów jest trudna 

technicznie ze względu na dużą niestabilność badanej substancji i jej krótki czas półtrwania. Do 

chwili obecnej jedynie kilka metod z użyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej ( ang. 

high-performance liquid chromatography – HLPC )  okazało się wystarczająco czułych dla 

przeprowadzania tego rodzaju analiz [24]. W pracy doktorskiej zastosowałem metodę oznaczeń 

aktywnego metabolitu klopidogrelu Karaźniewicz-Łady [25], zmodyfikowaną  w Katedrze i 

Zakładzie Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu. Jej podstawą jest 

połączenie możliwości fizycznego rozdzielania chromatografii cieczowej z możliwościami analizy 

masowej spektrometrii masowej i określana jest skrótem  LC-MS/MS.  

Wszyscy pacjenci poddani działaniu badanego leku, zarówno w formie oryginalnej jak i 

generycznej otrzymywali preparaty zawierające klopidogrel w postaci soli wodorosiarczanu. 

Analiza stężenia leku przeprowadzona była w trzecim dniu stosowania w dawce podtrzymującej. 

Kluczowym elementem analizy było ustabilizowanie niestabilnego aktywnego metabolitu za 

pomoca 2-bromo-3’- metoksyacetofenonu ( MPB ) ze względu na istotne zmniejszenie jego 

stężenia obserwowane już po 10 minutach od uzyskanie próbki krwi. Dokładny opis zastosowanej 

metody analitycznej przedstawiony został w poszczególnych pracach cyklu.  

 

5. Przesłanki do prowadzenia badań i cele pracy 

Rzeczywistość pokazuje, że nadal wielu pacjentów, zarówno w Polsce jak i na Świecie,  

w przypadku OZW i zabiegu angioplastyki z wszczepieniem stentu, leczonych jest z użyciem 

klopidogrelu. Przez lata swojej obecności na rynku, klopidogrel stał się lekiem powszechnie 

dostępnym poprzez produkcję wielu preparatów generycznych. 

 Istniejące przesłanki dotyczące wpływu polimorfizmu genów ABCB1 i CYPC19 na 

działanie klopidogrelu w dużym stopniu dotyczą populacji młodych i zdrowych [19,26]. 
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Doniesienia omawiające powyższe zagadnienie u pacjentów z ostrym zespołem wieńcowym nie są 

spójne i pełne [27,28], co szczególnie dotyczy genu ABCB1. Choć negatywny wpływ polimorfizmu 

CYPC19 na przebieg kliniczny pacjentów z OZW został stwierdzony w dużych badaniach 

randomizowanych, w tym w badaniu TRITON-TIMI 38  ( Trial to Assess Improvement in 

Therapeutic Outcomes by Optimizing Platelet Inhibition with Prasugrel–Thrombolysis in 

Myocardial Infarction 38 ), to brakującym elementem w pełnej ocenie pozostaje w tych 

obserwacjach brak analizy różnic w stężeniu aktywnego metabolitu klopidogrelu oraz agregacji 

płytek krwi w zależności od profilu genetycznego.  

 

W cyklu prac składających się na pracę doktorska postawione przeze mnie cele dotyczyły: 

 

- Oceny częstości występowania polimorfizmu genów ABCB1 i CYPC19 w badanej populacji;   

- Oceny wpływu polimorfizmu genów ABCB1 i CYPC19 na skuteczność terapii klopidogrelem u 

pacjentów z ostrym zespołem wieńcowym 

- Określenie potencjalnych różnic w stężeniu aktywnej formy klopidogrelu u pacjentów z różnymi 

typami ostrych zespołów wieńcowych 

- Określenie potencjalnych różnic stężenia aktywnej formy klopidogrelu po zastosowaniu 

preparatów generycznych klopidogrelu w porównaniu z jego formą oryginalną 

 

 

6. Cykl prac 

W pracy pod tytułem „Distribution of polymorphisms in the CYP2C19 and ABCB1 

genes among patients with acute coronary syndrome in Lower Silesian population” analizie 

poddano  dystrybucję polimorfizmów genów w populacji pacjentów z OZW pochodzących z terenu 

Dolnego Śląska. Do badania włączono 199 pacjentów z ostrym zespołem wieńcowym, którzy  

hospitalizowani byli w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym we Wrocławiu.  

Badanie wykazało powszechność występowania polimorfizmu genu ABCB1 w 

analizowanej grupie, z blisko 58% odsetkiem heterozygot mutacyjnych oraz 26% homozygot 

mutacyjnych. Łącznie pacjenci o profilu zaburzonego wchłaniania klopidogrelu stanowili 84% całej 

grupy badanej.  Ponadto u 26% pacjentów stwierdzono nosicielstwo, co najmniej, jednego allelu 

mutacyjnego CYPC19*2, a tym samym potencjalnie obniżoną zdolność metabolizmu klopidogrelu. 

Biorąc pod uwagę częstość występowania allelu CYPC19*17, którą oszacowano u około 45% 

pacjentów, odsetek osób określanych jako słabo metabolizujący klopidogrel równy był 18%. 

Łączne występowanie profilu genetycznego warunkujące obniżone wchłanianie leku oraz jego 

osłabiony metabolizm sięgnęło 14.6%.  Wyniki te pozostają w zgodzie z rezultatami analiz 
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wykonanych przez innych autorów  u pacjentów rasy kaukaskiej. Istotnym, nowatorskim 

elementem przedstawionej pracy jest fakt udowodnienia, po raz pierwszy w populacji polskiej, 

bardzo niskiej penetracji polimorfizmu CYPC19*3. Według wiedzy autorów analizy takiej do tej 

pory w Polsce nie przeprowadzono. 

  

 Praca „Original and generic clopidogrel: A comparison of antiplatelet effects and active 

metabolite concentrations in patients without polymorphisms in the ABCB1 gene and the 

allele variants CYPC19*2 and *3” została zaplanowana jako analiza potencjalnych różnic 

pomiędzy stosowanymi powszechnie w Polsce preparatami klopidogrelu. Analizowano różnice w 

stężeniu aktywnego metabolitu klopidogrelu oraz jego działania przeciwpłytkowego. Badaną grupę 

stanowiło 22 zdrowych ochotników. Celem eliminacji wpływu polimorfizmu badanych genów na 

wyniki badania wszyscy poddani analizie pozbawieni byli alleli mutacyjnych genów ABCB1 oraz 

CYPC19. Jak wykazało badanie dwa najczęściej stosowane preparaty generyczne klopidogrelu nie 

odbiegały od jego oryginalnej formy pod względem osiągniętego we krwi stężenia aktywnego 

metabolitu (12,7 pg/µL vs 13,0 pg/µL vs 14,4 pg/µL) oraz zdolności hamowania agregacji 

płytkowej, analizowanej w oparciu o transmisję światła widzialnego (34,5% vs 35,0% vs 36,6%). 

Uzyskane rezultaty wykazały brak różnic działania różnych preparatów klopidogrelu. Tym samym  

zasadną okazała się planowana w kolejnej pracy analiza wpływu polimorfizmu ABCB1 oraz 

CYPC19 na działanie klopidogrelu (stosowanego w postaci różnych preparatów) w większej grupie 

pacjentów z ostrym zespołem wieńcowym 

Praca „The influence of acute coronary syndrome on levels of clopidogrel active 

metabolite and platelet inhibition in patients with and without CYP2C19*2(681 G>A),*3(636 

G>A) and ABCB1(C3435C> T) gene polymorphisms” jest zamknięciem cyklu publikacji . 

Zaplanowano przeprowadzenie badania wpływu wyszczególnionych polimorfizmów genów, na 

działanie przeciwpłytkowe klopidogrelu u pacjentów z zawałem mięśnia sercowego z uniesieniem 

oraz bez uniesienia odcinka ST pozostających w klasie Killip I-III . Wykazano, że działanie leku u 

pacjentów ze STEMi lub NSTEMI, pozostaje niezmienne w stosunku do grupy kontrolnej ze 

stabilną chorobą wieńcową. Obserwacja ta dotyczyła zarówno grupy pacjentów  pozbawionych 

polimorfizmów genów ABCB1 oraz CYPC19  jak i grupy z co najmniej jednym allelem 

mutacyjnym. Wartości, zarówno stężenia aktywnego metabolitu klopidogrelu jak i agregacji płytek 

krwi, pozostawały na podobnym poziomie, również w grupie potencjalnie najbardziej narażonej, w 

której obserwowano równoczesne występowanie genetycznego podłoża zaburzonego wchłaniania 

klopidogrelu i jego metabolizmu.  

Opisywane w innych badaniach, przeprowadzonych na populacjach młodych, zdrowych 

ochotników, różnice w działaniu klopidogrelu, w zależności od występowania polimorfizmu genów 
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ABCB1 i CYPC19 tym samym nie potwierdzały się w populacji starszej z obciążeniami 

współistniejącymi. Wydaje się, że oddziaływanie polimorfizmu genetycznego na badane parametry 

nie jest addytywny i może być stłumiony w tej populacji przez występowanie innych czynników 

fenotypowych znanych z wpływu na skuteczność działania klopidogrelu ( min. niewydolność nerek, 

palenie tytoniu, cukrzyca, stosowanie innych leków itp.). Tym samym badane różnice genetyczne 

okazały się nie być istotnym czynnikiem ingerującym w efekty leczenia przeciwpłytkowego u 

chorych z ostrym zespołem wieńcowym.  
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7. Wnioski 

Na podstawie przeprowadzonych badań można stwierdzić, że: 

1. Częstość występowania polimorfizmu genu ABCB1 w populacji polskiej jest duża 

2. Częstość występowania polimorfizmu typu CYPC19*2 w populacji polskiej jest względnie duża 

3. Częstość występowania polimorfizmu typu CYPC19*3 w populacji polskiej jest bardzo niska 

4. Badane formy generyczne klopidogrelu nie różnią sie w stosunku do preparatu oryginalnego 

zarówno pod względem osiągniętych stężeń aktywnego metabolitu klopidogrelu, jak i jego 

działania antyagregacyjnego 

5. Wpływ badanych polimorfizmów genów nie wpływa na stężenie aktywnego metabolitu 

klopidogrelu we krwi pacjentów z zawałem z- i bez uniesienia odcinka ST oraz na działanie 

przeciwpłytkowe leku 

6. Róże rodzaje ostrego incydentu wieńcowego (STEMI i NSTEMI) nie wpływają na stężenie 

aktywnego metabolitu klopidogrelu we krwi pacjentów z OZW oraz na działanie przeciwpłytkowe 

leku. 
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