lek. Karolina Gumi¢zna

Frakcja niedojrzalych plytek krwi oraz plytkowe mikroRNA
w ocenie rokowania oraz odpowiedzi na leczenie przeciwplytkowe
w ostrych zespolach wiencowych:
prospektywne badanie kohortowe

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki medyczne

Promotor: dr hab. n. med. 1 n. o zdr. Mariusz Tomaniak
I Katedra 1 Klinika Kardiologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Kierownik Kliniki: prof. dr hab. n. med. Marcin Grabowski

o Ny
i?a %9
= E
B2 RDN >

* wum "

Obrona rozprawy doktorskiej przed Radg Dyscypliny Nauk Medycznych

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Aol /
Warszawa 2024 r. D& 70"‘0/



Stowa kluczowe: frakcja niedojrzalych plytek krwi, mikroRNA, monitorowanie leczenia
przeciwptytkowego, niedojrzate ptytki krwi, ostry zespot wiencowy, podwoéjna terapia

przeciwplytkowa, reaktywnos¢ ptytek krwi

Key words: acute coronary syndrome, antiplatelet therapy monitoring, dual antiplatelet

therapy, immature platelet fraction, microRNA, platelet reactivity, reticulated platelets

Nazwa i numer projektu badawczego: Multimarker Evaluation of Platelet Activity and
Aggregation in Patients Presenting with Acute Coronary Syndrome: Prospective Observational

Study (MULTIMARKER-ACS), NCT06177587



Prace dedykuje Mamie i Tacie



WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIACYCH PRACE DOKTORSKA

1. Gumigzna Karolina, Bednarek Adrian, Sygitowicz Grazyna, Baru$ Piotr, Wisniewska
Agnieszka, Klimczak-Tomaniak Dominika, Kochman Janusz, Opolski Grzegorz, Grabowski
Marcin, Tomaniak Mariusz, “Immature platelet fraction and immature platelet count as novel
biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual antiplatelet
therapy”, Advances in Clinical and Experimental Medicine, 2023;32(12):1465-1470;
doi:10.17219/acem/177406

IF = 2.1, punkty MEiN: 140

2. Gumig¢zna Karolina, Bednarek Adrian, Sygitowicz Grazyna, Maciejak-Jastrzgbska Agata,
Barus Piotr, Hunia Jaromir, Klimczak-Tomaniak Dominika, Kochman Janusz, Grabowski
Marcin, Tomaniak Mariusz, “Platelet microRNAs as potential novel biomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y 12 inhibitors and their association with platelet function.”,
Journal of Clinical Medicine, 2023;13(1):63; doi:10.3390/jcm13010063|

IF = 3.9, punkty MEiN: 140

3. Gumig¢zna Karolina, Baru$ Piotr, Sygitowicz Grazyna, Wisniewska Agnieszka, Bednarek
Adrian, Zabtocki Jakub, Piasecki Adam, Klimczak-Tomaniak Dominika, Kochman Janusz,
Grabowski Marcin, Tomaniak Mariusz, “Prognostic implications of immature platelet
fraction at 5-year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy.”,
Journal of Cardiovascular Pharmacology and Therapeutics, 2024;29: 10742484231202864;
doi:10.1177/10742484231202864

IF = 2.6, punkty MEiN: 100

4. Gumigzna, Karolina, Baru$ Piotr, Sygitowicz Grazyna, Wisniewska Agnieszka,
Ochijewicz Dorota, Pasierb Karolina, Klimczak-Tomaniak Dominika, Kuca-Warnawin Ewa,
Kochman Janusz, Grabowski Marcin, Opolski Grzegorz, Tomaniak Mariusz, Filipiak
Krzysztof, “Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and antiplatelet therapy
monitoring.” Cardiology Journal, 2023;30(5):817-824; doi:10.5603/CJ.a2023.0019

IF = 3.0, punkty MEiN: 100

Sumaryczny IF: 11.6 Suma punktow MEIN: 480



SPIS TRESCI

1. Wykaz stoSOWaNYCh SKIOTOW .......ccviiiiiiiiieiiiiiieiie ettt ettt ettt 7
2. Streszezenie W JEZYKU POISKIM ....eouviiiiiiiiieiieeieeiie ettt 9
3. Streszczenie W JezZyku angielSKim .........ccooecvieiiiiiiiiiiiiiieee e 13
4. WPTOWAAZENIE ..c.veeeiieiieeiiieiie et eeite et eette et esaeeeteesateesbeeseaeenbeessaesnseessseenseesssesnseensseenseensnas 16
4.1 Ostre zespoly wieNcowe — epidemiOlOZIa.......c.ccvverierrieeiiriirieeie e ere e sre e seee e seaesenesenesenes 16
4.2 Znaczenie ptytek krwi w patofizjologii ostrych zespotdw wiencowych.........cocevvevenenceniennene 17
4.3 Podstawy leczenia przeciwplytkowego — znaczenie indywidualizacji terapii........c..ccceevereneneen. 18

4.4 Frakcja niedojrzatych ptytek krwi i jej znaczenie w dotychczasowych badaniach.

Przedstawienie osiggni¢¢ na tle dotychczasowego stanu Wiedzy ..........cccceveeeevienenenienieneneenienens 19

4.5 Plytkowe mikroRNA i ich znaczenie w dotychczasowych badaniach. Uzasadnienie wyboru

POSZCZEZOINYCH CZASTECZEK .....vevvvieeiieeiieiecieeie ettt ettt e et esebe e s e enseenseensesnsennns 21

4.6 Uzasadnienie wyboru tematu pracy i potaczenia przedstawionych publikacji

A0 4 PRSP 23
5. Zat0Z@N1A 1 CEL PIACY ..vviiiiiiiieciie ettt ettt ettt e et e s b e ebeesabeenbeesnseenseens 24
6. Kopie opublIKOWANYCH ......ooiiiiiieiiiiietece ettt 26

6.1 Immature platelet fraction and immature platelet count as novel biomarkers of elevated platelet

reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual antiplatelet therapy..........coccvevveciecieeciincenniennenn, 27

6.2 Platelet microRNAs as potential novel biomarkers for antiplatelet therapy with P2Y 12

inhibitors and their association with platelet fUNCtioN............cccevierieriienieriereereereeee e 34

6.3 Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-year follow-up among ACS patients

treated with dual antiplatelet therapy .....c.cccveeveriieciiecice ettt 46

6.4 Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and antiplatelet therapy monitoring ..55

7. POASUMOWANIE T WIIOSKI ....veuiiiieiieiieniieieeiiesicete ettt st 64
7.1 POASUMOWANIE WYINIKOW......eiiieiiiiiiiieiieiieeeesiestesetesteesteesteesteesseesseesseesseessaesseessaesseessesnsasssaens 64
7.2 Implikacje kliniczne i wyznaczenie dalszych kierunkow badan..........ccoceeceveniniinenininnenne 67
7.3 Ograniczenia WNIOSKOWANIA. ........cccververrerirerireseenrerrerseesseesseesseesseesseesseesseesseesseesseesseessesssasssanns 70
T4 WIHOSKI «.coiiiiiiitiiec ettt sttt 72

8. Opinia Komisji BIOGTYCZNE].......eecviiriiieiieiieeiieeiie ettt ettt ettt ettt eieeseaeeaeeeneeenne 73



9. Oswiadczenia wszystkich wspotautorow publikacji okreslajace indywidualny wktad

kazdego Z Nich W POWSLANIE PIACY.....ccueeriieiiieriieeitienieeteeiee et eneteeteeteeseteeaeeesbeeseesnaeenseesnnas 75
10. ZrOdta fINANSOWANIA. ...........ovoveeeeeeeeeeeeeeeeee et eneeean 116
11. POAZIGKOWANIA ...ceviiiiiiiiiiie ettt ettt et e et e e eta e e e e e earaeesaneseeaseeenaseeens 117
12, PISIMICNNICEWO ....tieniieeiiieiieetteeite et et e et e et e et e sateeabeestaesseessbeesseesaseenseessseenseassseenseesssennne 118
SPIS RYCIN

1. Schemat ilustrujacy zalezno$¢ pomiedzy ryzykiem powiktan zakrzepowo-zatorowych

1 krwotocznych a stopniem zahamowania ptytek krwi

SPIS TABEL

1. Kryteria wlaczenia i wylaczenia



1. WYKAZ STOSOWANCH SKROTOW

ACS

ASA

CVD

DAPT

DES

ESC

HTPR

IPC

IPF

LTA

MACE

MEA

MI

MPV

miR

NSTE-ACS

NSTEMI

ostry zespot wiencowy (ang. acute coronary syndrome)

kwas acetylosalicylowy (ang. acetylsalicylic acid)

choroby sercowo-naczyniowe (ang. cardiovascular diseases)
podwojna terapia przeciwptytkowa (ang. dual antiplatelet therapy)
stent uwalniajacy lek (ang. drug eluting stent)

Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne (ang. European Society of
Cardiology)

wysoka reaktywnos¢ plytek krwi podczas terapii (ang. high on-
treatment platelet reactivity)

liczba niedojrzatych ptytek krwi (ang. immature platelet count)
frakcja niedojrzalych plytek krwi (ang. immature platelet fraction)
agregometria oparta na transmisji $wiatta widzialnego (ang. light
transmission aggregometry)

powazne niekorzystne zdarzenia sercowo-naczyniowe (ang. major
adverse cardiovascular events)

wieloelektrodowa agregometria impedancyjna (ang. multiple electrode
aggregometry)

zawal serca (ang. myocardial infarction)

$rednia objetos¢ ptytki krwi (ang. mean platelet volume)
mikroRNA (ang. microRNA)

ostry zespot wiencowy bez uniesienia odcinka ST (ang. non-ST
elevation acute coronary syndrome)

zawal serca bez uniesienia odcinka ST (ang. non-ST elevation

myocardial infarction)



PCI

PFT

RPs

STE-ACS

STEMI

UA

przezskorna interwencja wiencowa (ang. percutaneous coronary
intervention)

test oceny funkcji ptytek krwi (ang. platelet function test)
niedojrzale ptytki krwi (ang. reticulated platelets)

ostry zespot wiencowy z uniesieniem odcinka ST (ang. ST elevation
acute coronary syndrome)

zawal serca z uniesieniem odcinka ST (ang. ST elevation myocardial
infarction)

niestabilna dtawica piersiowa (ang. unstable angina)



2. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wprowadzenie: Ostre zespoly wiencowe (acute coronary syndromes, ACS) stanowig
powazny problem zdrowotny na catym §wiecie, zastugujacy na szczegdlng uwage. Jednym
z kluczowych elementéw patofizjologii ACS sg ptytki krwi. W zwigzku z tym terapia
skoncentrowana na inhibicje ich dziatania stanowi podstawe leczenia w tej grupie pacjentow.
Pomimo postepéw w rozumieniu fizjologii ptytek krwi i rozwoju lekow przeciwptytkowych,
wcigz istnieje szereg luk w dowodach naukowych dotyczacych optymalnego podejscia do
czasu trwania i doboru lekdw w terapii przeciwptytkowej u pacjentow z ACS. Wobec
zrdznicowanej odpowiedzi pacjentdw na stosowane leczenie majace na celu zapobieganie
powiklaniom zakrzepowo-zatorowym, jednoczes$nie wigzac si¢ z ryzykiem powiklan
krwotocznych, podkreslana jest potrzeba indywidualizacji strategii leczenia. Obecne wytyczne
Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (European Society of Cardiology, ESC)
dostrzegaja to wyzwanie, sugerujac zastosowanie ogdlnych skal oceny ryzyka wystgpienia
zdarzen zakrzepowo-zatorowych 1 krwotocznych. Aktualnie, rutynowa ocena funkcji ptytek
krwi nie jest rekomendowana u wszystkich pacjentéw poddawanych przezskornym
interwencjom wiencowym (percutaneous coronary intervention, PCI). Planujac
farmakoterapi¢ mozna ja jednak rozwazy¢ w zaleznosci od profilu ryzyka i dostgpnosci testow

(zalecenie ESC klasy IIb, poziom dowod6éw naukowych A).

Prezentowana praca miala na celu ocen¢ roli dwoch obiecujacych markeréw — frakceji
niedojrzalych ptytek krwi (immature platelet fraction, IPF) 1 wybranych ptytkopochodnych
mikroRNA (microRNA, miR) — w ocenie rokowania oraz odpowiedzi na leczenie
przeciwplytkowe w ACS. IPF jest jednym ze wskaznikow uzywanych do reprezentacji ilosci
niedojrzatych ptytek krwi (reticulated platelets, RPs) 1 wyraza ich odsetek w catej populacji
ptytek krwi w procentach. Ze wzgledu na wigksza reaktywnos$¢ RPs, podejrzewa si¢, ze IPF
moze by¢ uzyteczna w ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego i monitorowaniu terapii
przeciwplytkowej. Wglad w interakcje pomigdzy IPF a terapia przeciwplytkowa moze
stworzy¢ szanse¢ na udoskonalenie strategii leczenia i poprawe jego wynikoOw u pacjentow
z ACS. MiR to krotkie, niekodujace czasteczki RNA, ktére odgrywaja kluczowa role
w potranskrypcyjnej regulacji genéw. MiR pochodzace z plytek krwi moga regulowac procesy
ich aktywacji 1 tym samym wptywaé na odpowiedz na leczenie przeciwptytkowe. Analiza
wybranych plytkopochodnych miR wsréd pacjentow z ACS moze pozwoli¢ na lepsze

zrozumienie ich roli w patomechanizmie zespolow wiencowych, a takze oceni¢ ich



przydatnos$¢ jako potencjalnych nowych biomarkeréw do stratyfikacji ryzyka i monitorowania

skuteczno$ci podwojnej terapii przeciwptytkowej (dual antiplatelet therapy, DAPT).

Cel: Gtownym celem pracy byta analiza roli IPF i ptytkowych miR w ocenie rokowania oraz

odpowiedzi na leczenie przeciwptytkowe w ACS.

Metody: Badanie zostalo zarejestrowane w ClinicalTrials.gov (NCT06177587). Czesc
oryginalng pracy doktorskiej stanowilo prospektywne jednoosrodkowe badanie kohortowe, do
ktérego wlaczani byli pacjenci przyjmowani do I Kliniki Kardiologii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego z rozpoznaniem ACS (Publikacje 1-3). Pacjenci poddawani byli
koronarografii i PCI zgodnie z obowigzujacymi wytycznymi postgpowania. W okresie
okotozabiegowym chorzy otrzymywali dawki nasycajace lekéw przeciwplytkowych,
obejmujace kwas acetylosalicylowy oraz antagoniste receptora P2Yi» - klopidogrel lub
tikagrelor. Probki krwi z zyly obwodowej pobierano w ciggu pierwszych 24 godzin po zabiegu.
Analize IPF  przeprowadzono na  krwi  pelnej  antykoagulowanej  kwasem
etylenodiaminotetraoctowym (K3EDTA) przy wuzyciu automatycznego analizatora
hematologicznego (Sysmex XN 2000, Kobe, Japonia). Agregometri¢ impedancyjng z ADP
jako agonista, przeprowadzono 30-120 minut po pobraniu krwi przy wykorzystaniu analizatora
Multiplate® (Roche Diagnostics, Bazylea, Szwajcaria). Badanie agregacji przeprowadzono
zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez producenta. Pacjenci byli nast¢pnie obserwowani
przez okres 60 miesigcy w celu oceny dlugoterminowych wynikow leczenia i wartosci
prognostycznej badanych parametréw (Publikacje 1 i1 3). Pierwszorzedowy punkt koncowy
zdefiniowano jako powazne niekorzystne zdarzenia sercowo-naczyniowe (major adverse
cardiovascular events, MACE) obejmujace zgon, zawal mig¢snia sercowego (myocardial
infarction, MI), udar mézgu i nieplanowang rewaskularyzacj¢. Poszerzenie analiz dotyczace
oceny miR zostalo przeprowadzone w podgrupie pacjentow z ACS, obejmujacej dodatkowo
pacjentdw leczonych prasugrelem i zdrowych ochotnikéw (Publikacja 2). Oznaczenia miR
wykonywane byly z probek krwi zylnej, pobranej w ciagu pierwszych 24 godzin po zabiegu.
Pacjenci otrzymywali DAPT z uzyciem klopidogrelu, tikagreloru lub prasugrelu jako
antagonisty receptora P2Y2. W publikacji przedstawiono szczegétowe metody pomiaru

ekspresji wybranych miR: miR-126-3p, miR-21-5p, miR-223-3p, miR-197-3p i miR-24-3p.

Cze$¢ pogladowa rozprawy doktorskiej stanowi kompleksowy przeglad dostepnego

pismiennictwa (Publikacja 4).
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Wyniki: Do pierwszej czesci badania wiaczono 140 pacjentéw (Publikacje 1 i 3). Peina
obserwacja klinicznych punktéw koncowych byla dostepna dla 130 chorych. Lacznie MACE
wystapity u 27 pacjentow (20,8%) w okresie obserwacji o medianie wynoszacej 57 miesigcy.
Po podzieleniu pacjentéw na tercyle w oparciu warto$¢ IPF, model proporcjonalnego hazardu
Coxa wykazat istotng r6znice w wystepowaniu MACE w najwyzszym tercylu, w porownaniu
z najnizszym tercylem IPF (HR = 5,341 95% CI: 1,546-18,454, p = 0,008). Wieloczynnikowa
analiza regresji Coxa ujawnila, Ze wyjsciowy poziom IPF byl niezaleznie zwigzany
z przysztym wystapieniem MACE (HR = 1,279, 95% CI: 1,056-1,549, p = 0,012). Analiza
krzywej ROC (Receiver operating characteristic) pozwolita uzyskaé¢ pole pod krzywa (area
under curve, AUC) na poziomie 0,656 dla 5-letnich wynikow z punktem odcigcia IPF
wynoszacym 3,45%, ktéry byt w 63,0% czuty i w 65,0% swoisty dla MACE. Analiza
wykazala rowniez, ze odsetek IPF koreluje z reaktywnoscia ptytek krwi indukowang ADP
u pacjentow z ostrym zespotem wiencowym bez uniesienia odcinka ST (non-ST elevation acute
coronary syndrome, NSTE-ACS) (rho = 0,387, 95% CI: 0,101-0,615, p = 0,008), niezaleznie
od otrzymywanego antagonisty receptora P2Yi,, ale nie zaobserwowano tej zalezno$ci
w grupie oséb z ostrym zespolem wiencowym z uniesieniem odcinka ST (ST elevation acute
coronary syndrome, STE-ACS) (Publikacja 1). Podobng, jeszcze silniejsza zalezno$¢
zaobserwowano dla liczby niedojrzalych plytek krwi (immature platelet count, 1PC). Do
drugiej czgsci badania (Publikacja 2), dotyczacej pomiaréw miR, zrekrutowano 97 pacjentow,
w tym 79 osoéb z ACS 1 18 zdrowych ochotnikéw. Badanie potwierdzito istotnie nizsza
ekspresj¢ miR-126-3p, miR-223-3p, miR-21-5p 1 miR-197-3p u pacjentow leczonych
tikagrelorem w poréwnaniu z klopidogrelem (fold change od -1,43 do -1,27, warto$ci p od
0,028 do 0,048). Zaobserwowano pozytywne korelacje miedzy reaktywnos$cig ptytek krwi
a ekspresja miR-223-3p (rtho = 0,400, p = 0,019) i miR-21-5p (rho = 0,423, p = 0,013)

u pacjentdw leczonych silnymi antagonistami receptora P2Y 12 (tikagrelorem lub prasugrelem).

Whioski:

e Zr6éznicowana odpowiedz na leczenie przeciwplytkowe wskazuje na koniecznos¢
spersonalizowanych strategii leczenia oraz poszukiwania nowych biomarkeréw do
optymalizacji i monitorowania terapii.

e Warto$¢ IPF u pacjentow z NSTE-ACS przyjmujacych DAPT koreluje z wynikiem

agregometrii impedancyjnej indukowanej ADP.
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Ekspresja miR-126-3p, miR-223-3p, miR-21-5p, miR-197-3p istotnie rdzni si¢ mi¢dzy
pacjentami otrzymujacymi silne (tikagrelor) oraz stabsze (klopidogrel) leki z grupy
antagonistow receptora P2Y1» w ramach DAPT, a ponadto ekspresja miR-223-3p
1 miR-21-5p koreluje z wynikiem agregometrii impedancyjne;.

IPF u pacjentow z ACS ma znaczacg warto$¢ predykcyjng dla MACE w obserwacji
dhugoterminowej. Jednoczesnie czuto$¢ i swoistos¢ IPF wydaje si¢ na ten moment zbyt
niska, aby mogta stuzy¢ jako samodzielne narzedzie do podejmowania decyzji
terapeutycznych.

Uzasadnione sg dalsze badania nad wykorzystaniem IPF oraz wybranych ptytkowych

miR w ocenie rokowania oraz odpowiedzi na leczenie przeciwptytkowe w ACS.
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3. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM (SUMMARY)

Title: Immature platelet fraction and platelet microRNAs in the assessment of prognosis
and response to antiplatelet therapy in acute coronary syndromes: a prospective cohort

study

Background: Acute coronary syndromes (ACS) are a major public health concern worldwide.
Platelets play a central role in the pathophysiology of ACS, and antiplatelet therapy is
a cornerstone of its management. Despite advances in the understanding of platelet biology and
the development of antiplatelet agents, a notable gap in evidence regarding the optimal
approach to antiplatelet therapy in ACS patients exists. The need for individualization of
treatment strategies is underscored by the heterogeneity of patient responses and different risks
of adverse outcomes. While current guidelines acknowledge this challenge, they predominantly
rely on general risk scores that assess bleeding and ischemic risks, lacking factors for predicting
platelet reactivity due to the absence of suitable biomarkers. The presented work aims to bridge
this gap by investigating the role of two promising factors — immature platelet fraction (IPF)
and selected platelet microRNAs (miRs) — in the assessment of the prognosis and response to
antiplatelet therapy in ACS. IPF reflects the number of newly released platelets into circulation.
Due to the greater activity of young platelets, it is suspected that IPF may be useful in assessing
cardiovascular risk and monitoring antiplatelet therapy. Insights into the interplay between IPF
and antiplatelet therapy offer promise for refining treatment strategies and improving outcomes
in ACS patients. MiRs, small RNA molecules, play crucial roles in post-transcriptional gene
regulation and contribute to cardiovascular diseases’ development, including ACS. Specific
platelet-derived miRs can regulate platelets’ activation processes and thus affect the response
to antiplatelet therapy. Exploring the role of selected platelet miRNAs holds promise for
improvement of our understanding of ACS mechanisms and their utility as novel, minimally

invasive biomarkers for risk stratification and monitoring dual antiplatelet therapy (DAPT).

Aim: The main objective of the work was to evaluate the roles of IPF and platelet miRs in

assessing patients’ prognosis and response to antiplatelet therapy in ACS.

Methods: The study was registered with ClinicalTrials.gov (NCT06177587). In the
prospective phase of the study, adult patients with ACS upon admission were enrolled in the
First Department of Cardiology, Medical University of Warsaw (Publications 1-3). Participants

underwent coronary angiography, with percutaneous coronary intervention (PCI) performed as
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per current guidelines. Periprocedurally, patients received loading doses of antiplatelet agents
including clopidogrel or ticagrelor as P2Y 1> receptor antagonist. Peripheral vein blood samples
were obtained within the first 24 hours post-procedure. IPF analysis was conducted on whole
blood anticoagulated with ethylenediaminetetraacetic acid (K3EDTA) using an automated
hematological analyzer (Sysmex XN 2000, Kobe, Japan). Impedance aggregometry with
adenosine diphosphate (ADP) as an agonist, was performed 30-120 minutes after blood
sampling with the Multiplate® Analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). The
aggregation test was conducted following the manufacturer's instructions. Patients were
subsequently followed for a period of 60 months to assess long-term outcomes and evaluate
the prognostic value of the studied parameters (Publications 1 and 3). The primary endpoint
was defined as major adverse cardiovascular events (MACE) comprising all-cause mortality,
myocardial infarction (MI), stroke, and unplanned revascularization. The extension regarding
miR assessment was performed in the subset of enrolled ACS population, which was expanded
to include 18 prasugrel-treated patients and 18 healthy volunteers (Publication 2). Blood
sampling for miR expression measurements was performed in the first 24 hours after the
procedure. Patients received DAPT including clopidogrel, ticagrelor, or prasugrel as a P2Y1>
receptor antagonist. The manuscript provides detailed methods regarding the measurement of
the expression of selected miRs: miR-126-3p, miR-21-5p, miR-223-3p, miR-197-3p, and
miR-24-3p. The final part includes a comprehensive review of the pertinent literature

(Publication 4).

Results: 140 patients were included in the first part of the study (Publications 1 and 3).
Complete clinical follow-up was available for 130 of them. Overall MACE occurred in 27
patients (20.8%) in the median follow-up time of 57 months. After dividing patients into tertiles
based on IPF level, Cox proportional hazard model for MACE revealed a significant difference
in the occurrence of MACE in the highest compared to the lowest tertile (HR = 5.341
95% CI: 1.546-18.454, p = 0.008). Multivariable Cox regression analyses showed that baseline
IPF level was independently associated with MACE (HR =1.279, 95% CI: 1.056-1.549,
p=0.012). Time-dependent receiver operating characteristic (ROC) curve analysis revealed
area under curve (AUC) of 0.656 for 5-year outcome with an IPF cut point of 3.45% being
63.0% sensitive and 65.0% specific for MACE. The analysis also revealed that the level of
IPF correlates with ADP-induced platelet reactivity in non-ST elevation acute coronary
syndrome (NSTE-ACS) patients (tho = 0.387, 95% 95% CI: 0.101-0.615, p = 0.008),

independently of the P2Y 1> receptor antagonist received, but was not observed in the ST
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elevation acute coronary syndrome (STE-ACS) group (Publication 1). A similar, even stronger
relationship was observed for immature platelet count (IPC). The second part of the study
(Publication 2), regarding miR measurements recruited 97 patients, including 79 ACS
individuals and 18 healthy volunteers. It revealed significantly lower expression of
miR-126-3p, miR-223-3p, miR-21-5p, and miR-197-3p in patients treated with ticagrelor
compared to clopidogrel (fold changes from -1.43 to -1.27, p-values from 0.028 to 0.048).
Positive correlations were observed between platelet reactivity and the expression of
miR-223-3p (rho = 0.400, p=0.019) and miR-21-5p (tho = 0.423, p = 0.013) in patients treated
with potent drugs.

Conclusions:

e The heterogenic response to antiplatelet therapy highlights the necessity for
personalized treatment strategies, with the incorporation of new biomarkers offering
the potential to enhance personalized management.

e The value of IPF in NSTE-ACS patients correlates with ADP-induced platelet
reactivity assessed with impedance aggregometry.

e The expression of miR-126-3p, miR-223-3p, miR-21-5p, miR-197-3p significantly
differs between patients receiving potent (ticagrelor) and less potent (clopidogrel)
P2Y 12 receptor antagonists as part of DAPT; in addition, the expression of
miR-223-3p and miR-21-5p correlates with the impedance aggregometry results.

e [PF measurements in ACS patients have predictive value for long-term MACE,
however their sensitivity and specificity at this point appear insufficient as an
independent tool for therapeutic decision-making.

o Further research on the utility of IPF and selected platelet miRs as prognostic tools of

MACE and response to DAPT in ACS is warranted.
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4. WPROWADZENIE

4.1 Ostre zespoly wiencowe — epidemiologia

Choroby sercowo-naczyniowe (cardiovascular diseases, CVD) stanowia gldwna przyczyne
zgondw zarowno w Europie, jak i na §wiecie [ 1]. Choroba niedokrwienna serca jest najczestsza
manifestacja CVD i odpowiada za 17% wszystkich zgonéw w 57 krajach cztonkowskich
Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (European Society of Cardiology, ESC) [2].
Dane Narodowego Funduszu Zdrowia wskazuja, ze wystepowanie ostrych zespolow
wiencowych (acute coronary syndromes, ACS) w Polsce w latach 2014-2021 wahato si¢
w granicach 80 tys.-130 tys. przypadkéw rocznie [3]. Istotnym problemem, zaréwno
w przypadku niestabilnej dtawicy piersiowe]j (unstable angina, UA) jak i zawalu serca
(myocardial infarction, MI) pozostaje nie tylko wezesna §miertelno$¢ (do 30 dni od incydentu),
ale takze wyniki dlugoterminowe. Chociaz mozliwosci terapeutyczne poprawity si¢ istotnie
w ostatnich dekadach, co ma swoje pozytywne przetozenie na dlugo$¢ przezycia, to wcigz
rokowanie dlugoterminowe chorych po ACS jest istotnie gorsze niz w poréwnywalnej
populacji 0s6b bez incydentow wiencowych w wywiadzie [4]. Mimo kluczowej roli leczenia
ostrej fazy choroby, statystyki podkreslaja duze znaczenie optymalnej terapii réwniez

w odleglej perspektywie po incydencie.
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4.2 Znaczenie plytek krwi w patofizjologii ostrych zespolow wiencowych

Pierwsze opisy dotyczace ptytek krwi pojawily si¢ w XIX wieku [5], jednak dopiero w drugiej
polowie XX wieku zaczg¢to docenia¢ ich role w patofizjologii chordb uktadu sercowo-
naczyniowego, w szczegolnosci choroby wiencowej [6]. Obecnie wiemy, ze ich znaczenie
zarowno w przewlektych procesach, tj. progresja blaszki miazdzycowej, jak i w ostrych stanach

tj. ACS jest kluczowe [7].

Jednym z podstawowych mechanizmow, w ktérych dochodzi do wystagpienia ACS jest
tworzenie si¢ czopu ptytkowego w tetnicy wiencowej w odpowiedzi na pekniecie lub erozje
blaszki miazdzycowej [8]. Czynnik tkankowy, produkowany przez makrofagi zawarte
w peknietej blaszee, stymuluje adhezj¢ ptytek krwi do uszkodzonego miejsca w $cianie tetnicy
wiencowej, prowadzac nastgpnie do ich aktywacji i agregacji. Istotne znaczenie w procesie
miazdzycowym majg rowniez inne komorki uktadu immunologicznego, za ktérego modulacje
odpowiadajg liczne czynniki zawarte w ziarnisto$ciach ptytkowych [9]. Ponadto, uszkodzenia
sroédbtonka zaburzaja produkcje czynnikow przeciwptytkowych i rozszerzajacych naczynia,
tj. tlenek azotu czy prostacykliny, a aktywowane plytki wydzielaja kolejne cytokiny i inne
mediatory nasilajace aktywacj¢ coraz wigkszej liczby ptytek, ich agregacj¢ oraz zwezenie
naczynia. Powstajacy skrzep ogranicza $wiatto tetnicy istotnie redukujac przeptyw krwi,

prowadzac do niedokrwienia, a nast¢pnie martwicy migsnia sercowego.
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4.3 Podstawy leczenia przeciwplytkowego — znaczenie indywidualizacji terapii

Ze wzgledu na opisane powyzej patomechanizmy, podstawa leczenia zar6wno ostrej fazy
zespotu wiencowego, jak i dlugoterminowej prewencji wtornej po ACS jest optymalna terapia
skoncentrowana na inhibicj¢ dziatania ptytek krwi. Obecnie w jej sktad wchodzg standardowo
kwas acetylosalicylowy (acetylsalicylic acid, ASA) oraz antagonista receptora P2Y 12, przy
czym po pewnym czasie (jesli nie istniejg dodatkowe czynniki ryzyka to zgodnie z wytycznymi
ESC czas ten powinien wynosi¢ 12 miesiecy) podwojna terapia przeciwptytkowa (dual
antiplatelet therapy, DAPT) zastgpowana jest monoterapia jednym z powyzszych lekow [10].
Niestety, zmienno$¢ osobnicza w wyjsciowe] aktywnosci ptytkowej, a takze rdéznorodna,
zalezna migdzy innymi od czynnikdw genetycznych determinujacych polimorfizmy enzymow
watrobowych odpowiedz na leczenie przeciwptytkowe, prowadza do wystepowania wysokiej
reaktywnos$ci ptytek krwi podczas terapii (high on-treatment platelet reactivity, HTPR),
dotyczacej nawet do 30% pacjentow leczonych klopidogrelem, a takze do 15% 1 do 3% osob
leczonych odpowiednio tikagrelorem i prasugrelem [11]. Jest to stan predysponujacy do
kolejnych zdarzen niedokrwiennych, a jego identyfikacja powinna skioni¢ do rozwazenia
bardziej intensywnej — dtuzszej lub silniejszej terapii przeciwplytkowej [12, 13, 14]. W $wietle
aktualnych wytycznych ESC, planujac farmakoterapi¢, wykonanie dodatkowych testow
odpowiedzi na leczenie przeciwplytkowe celem ewentualnej modyfikacji terapii mozna
rozwazy¢ u pacjentdw ze szczegdlnym profilem ryzyka i w zaleznosci od dostgpnosci
odpowiednich narzedzi (klasa zalecen IIb, poziom dowodu naukowego A) [10, 15]. Wytyczne
zwracaja jednak uwage na obecnos$¢ luk w dowodach naukowych w tym zakresie 1 konieczno$é¢

prospektywnej oceny takiej strategii [10, 15].

Z drugiej strony, mimo niewatpliwych zalet leczenia przeciwptytkowego, wiaze si¢ ono ze
zwigkszonym ryzykiem zdarzen krwotocznych, ktore, jak wykazano, maja niekorzystne
znaczenie rokownicze [16]. Obecnie, coraz czegsciej obiera si¢ zatem kurs na indywidualizacje
terapii z uwzglednieniem klinicznych czynnikéw ryzyka zdarzen niedokrwiennych
1 krwotocznych, wykorzystujac pomiar wyjsciowej reaktywnosci ptytek krwi i jego

potencjalny zwigzek z odpowiedzig na leczenie.
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4.4 Frakcja niedojrzatych plytek krwi i jej znaczenie w dotychczasowych badaniach.

Przedstawienie osiagni¢¢ na tle dotychczasowego stanu wiedzy

Ptytki krwi kraza we krwi obwodowej przez 7-10 dni. Mimo, Ze czas ten jest relatywnie
niedtugi, mozemy podzieli¢ ich ,,zycie” na roézne etapy, najogoélniej wyrdzniajac niedojrzale
i dojrzale ptytki krwi. Najmlodsze, §wiezo uwolnione do krazenia niedojrzate plytki krwi
(reticulated platelets, RPs) sa zwykle wigksze i zawieraja matrycowy RNA (messenger RNA,
mRNA) [17].

Frakcja niedojrzatych plytek (immature platelet fraction, IPF) jest jednym ze wskaznikow
uzywanych do reprezentacji ich ilosci. Wyraza ona odsetek RPs w catkowitej populacji
krazacych plytek przedstawiony w procentach. Pozwala takze na obliczenie bezwzglgdne;j
liczby niedojrzatych plytek krwi (immature platelet count, IPC) jako iloczynu IPF i calkowitej
liczby ptytek krwi. Podwyzszona IPF pojawia si¢ w sytuacji zwigkszonej produkcji RPs przez
megakariocyty w szpiku kostnym 1 jest wskaznikiem wysokiego obrotu ptytkowego (platelet
turnover). Wykazano, ze RPs sg bardziej reaktywne niz dojrzale plytki, co przektada si¢ na ich
istotng role w procesach krzepniecia, a takze w wystepowaniu ACS [18]. Podejrzewa sig,
ze IPF moze by¢ parametrem korelujacym z reaktywnoscig plytek krwi, co u pacjentow z ACS
mogloby istotnie pomoéc oceni¢ odpowiedz na leczenie przeciwptytkowe, wraz z mozliwoscia

jego planowania, monitorowania lub optymalizacji w oparciu o ten parametr.

Przedstawiona praca jest jedng z pierwszych prob poréwnania wynikéw klinicznych
w zalezno$ci od wyjsciowej wartosci IPF w dtugoterminowej obserwacji u pacjentow z ACS
leczonych standardowa DAPT. Dotychczas wykazano istnienie takiej zaleznosci w krotszej
obserwacji [19, 20]. Jedna z hipotez uzasadniajacych opisang zaleznos$¢ jest wspomniana juz
wczesniej korelacja miedzy poziomem IPF a reaktywnos$cig ptytek. W przedstawionym
w pracy badaniu podjetam si¢ weryfikacji hipotezy, wedtug ktorej istnieje zwigzek pomigdzy
IPF a skuteczno$cia stosowanych lekéw przeciwptytkowych z grupy antagonistow receptora
P2Y12. W tym celu, obok nowych potencjalnych biomarkeréw oceniatam reaktywnos$¢ ptytek
za pomoca wystandaryzowanej metody — wieloelektrodowej agregometrii impedancyjne;j
(multiple electrode aggregometry, MEA). Dotychczasowe badania s3 w tym temacie
niekonkluzywne [20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31], co moze wynika¢ migdzy
innymi ze znacznie odmiennych projektéw tych badan — przede wszystkim réoznych punktow
czasowych, w ktorych wykonywano pomiary, a takze innych kryteriow wiaczenia

1 wylaczenia, w szczegdlnosci dotyczacych klinicznej prezentacji choroby wiencowe;.
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W przedstawionej pracy, w przeciwienstwie do poprzednich badaczy, przeanalizowalam
oddzielnie grupy z r6zng prezentacja ACS, poniewaz fenotyp ptytek krwi oraz §rednia objgtosc
ptytki (mean platelet volume, MPV) moga by¢ zasadniczo rozne u pacjentow z zawatem serca
bez uniesienia odcinka ST (non-ST elevation myocardial infarction, NSTEMI) w poroéwnaniu
do os6b z zawalem serca z uniesieniem odcinka ST (ST elevation myocardial infarction,
STEMI) [32]. Co wigcej, opisywano r6zng farmakokinetyke i farmakodynamike niektorych
antagonistow receptora P2Y 12 w zaleznos$ci od rozpoznania klinicznego [33, 34]. Ponadto,
w dotychczasowych pracach obejmujacych pacjentéw leczonych klopidogrelem rekrutowano
gléwnie osoby z przewlekla chorobg wiencowag lub uzywano innych, mniej doktadnych testow

do oceny odpowiedzi ptytkowej na leczenie.
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4.5 Plytkowe mikroRNA i ich znaczenie w dotychczasowych badaniach. Uzasadnienie

wyboru poszczegdlnych czasteczek

MikroRNA (microRNA, miR) to krotkie (18-25 nukleotydow), niekodujace fragmenty RNA,
ktérych gtowng rolg jest regulacja ekspresji mRNA. Po raz pierwszy zidentyfikowano je
w 1993 roku, a w chwili obecnej uwaza sie, ze mogg bra¢ udzial w kontrolowaniu wigkszosci
zachodzacych w organizmie proceséw [35, 36]. Ich istotng zaletg jest stabilno$¢ po uwolnieniu
do krazenia, co przektada si¢ na mozliwos¢ dokladnych, powtarzalnych pomiarow [37].
Podobnie jak w przypadku innych zwiazkéw zbudowanych z kwasoéw nukleinowych, istnieja
metody umozliwiajace ich skuteczng amplifikacje, co pozwala na wykrywanie nawet
nieduzych ilosci miR. Wykazano, ze funkcja i aktywno$¢ ptytek krwi jest réwniez w duzej
mierze regulowana przy pomocy tych niewielkich czasteczek [36]. W samych ptytkach krwi
zidentyfikowano kilkaset roznych miR. W ponizszej pracy zdecydowatam skupi¢ si¢ na tych,
ktérych znaczenie dla aktywacji plytek, wystepowania ACS oraz monitorowania leczenia
przeciwplytkowego mogtoby by¢ najistotniejsze w zwigzku z czym wybratam nastepujace
czasteczki: miR-223-3p, miR-126-3p, miR-21-5p, miR-197-3p i miR-24-3p. Wszystkie
wybrane miR sg obficie obecne w ptytkach krwi [38].

MiR-223 to jedno z najdoktadniej poznanych ptytkowych miR. W ptytkach krwi bierze udziat
w regulacji ekspresji receptora P2Y 12, co przektada si¢ na wazng role w modyfikacji ich
aktywnosci. MiR-223 wigze si¢ z regionem niepodlegajacym translacji 3> mRNA P2Y12,
hamujac ekspresje tego genu [39]. Wstepne badania dotyczace tej czasteczki wskazuja,
ze istnieje zwigzek migdzy ekspresja miR-223, a wystegpowaniem HTPR, a takze, Zze moze mie¢
ona znaczenie predykcyjne wystepowania powaznych niekorzystnych zdarzen sercowo-
naczyniowych (major adverse cardiovascular events, MACE) u pacjentow z chorobg
wiencowa [40]. Ponadto, miR-223 wykazuje wyzsza ekspresje u pacjentéw z choroba
wiencowa, niz u osob zdrowych, co przeklada si¢ — zgodnie z poznanym mechanizmem
dziatania — na obnizong ekspresje genu receptora P2Y 12 [41]. W przypadku miR-126, jego rola
w regulacji dziatania ptytek jest bardziej wieloplaszczyznowa: czasteczka ta réwniez bierze
udziat w regulacji ekspresji receptora P2Y12, dodatkowo posiada jednak takze zdolno$¢
regulacji biatka ADAM9, wptywajac na zahamowanie adhezji plytek krwi do kolagenu. Taki
mechanizm dzialania sugeruje, ze nizsze wartosci miR-126 moga wigza¢ si¢ ze stabsza
aktywnos$cig ptytkowa [42]. W badaniu przeprowadzonym na niewielkiej grupie pacjentow

wykazano takze, ze jego poziom jest zalezny od sity zahamowania ptytek krwi [43]. Co wigcej,
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ekspresja miR-126 wykazywata pozytywny zwigzek z wystepowaniem MI [44]. Znaczenie
miR-197 dla odpowiedzi na leczenie przeciwplytkowe wydaje si¢ nie mniej istotne.
Dotychczas opisano jego rolg predykcyjng dla MI [44] oraz dla zgondw sercowo naczyniowych
u pacjentow z chorobg wiencowg [40]. W badaniach nad celami dziatania miR-21 wykazano
z kolei, ze jego farmakologiczna inhibicja ostabia uwalnianie transformujacego czynnika
wzrostu (transforming growth factor, TGF) Bl 1 innych pozakrzepowych czynnikéw z ptytek
krwi [45]; zaobserwowano takze jego podwyzszong ekspresje u pacjentow z MI, ktora dobrze
korelowata z markerami ostrego uszkodzenia migénia sercowego [46]. Ostatnig badang
czasteczka bylo miR-24. Kilkukrotnie opisywano jej zwiazek z terapia przeciwplytkowa,
zwracajac uwage miedzy innymi na pozytywng korelacja ekspresji miR-24 z oporno$cia na
leczenie klopidogrelem [47]. Co rowniez istotne dla przedstawionych badan, w kontekscie
pacjentow z ACS zaobserwowano korelacje miedzy aktywno$cig plytek krwi oceniang
z uzyciem testu VASP (ang. vasodilator-stimulated phosphoprotein), a miR-24, miR-223
1 miR-126 [42]. Ta zalezno$¢ byla nieobecna przy zastosowaniu agregometrii opartej na
transmisji $wiatta widzialnego (light transmission aggregometry, LTA). W przedstawione;j
ponizej pracy w celu oceny reaktywno$ci plytek uzyto MEA, czyli metody, ktora
charakteryzuje szereg zalet nad powyzszymi. Ze wzgledu na prostsze wykonanie (krotszy czas
1 mniejsza objetos¢ potrzebnej krwi), brak koniecznosci obrobki probki, a takze
wystandaryzowang metodologi¢, MEA moze dawac¢ bardziej wiarygodne wyniki niz inne testy
oceny funkcji ptytek (platelet function test, PFT) [48]. W poréwnaniu wiekszosci dostepnych
PTF uzytecznych w ocenie odpowiedzi na DAPT, Multiplate® (wykorzystujacy MEA)
charakteryzowat si¢ jedna z najlepszych (lecz wcigz pozostawiajacg obszar do poprawy)

powtarzalno$cig uzyskiwanych pomiaréw [49].

Wszystkie badane czasteczki wymieniane s3 jako potencjalne markery terapii
przeciwplytkowej jednak konsensus, ktory z nich bylby najlepszym wyborem w tym celu nie

zostal jeszcze osiagniety [50].
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4.6 Uzasadnienie wyboru tematu pracy i polaczenia przedstawionych publikacji w cykl

Publikacje 1, 2 i 3 podsumowuja analizy wykonane w ramach prospektywnego badania
pt. “Multimarker Evaluation of Platelet Activity and Aggregation in Patients Presenting With
Acute Coronary Syndrome: Prospective Observational Study” (ClinicalTrials.gov:

NCTO06177587).

Badania oryginalne opublikowane jako Publikacje 1 1 3 przedstawiaja warto$¢ diagnostyczng
1 prognostyczng IPF lub IPC u pacjentow z ACS. Obie te prace stanowig cze$¢ wigkszego
projektu badawczego, uzupetniajac sig, a takze pozwalajac na wysnuwanie kolejnych hipotez
tltumaczacych wzajemnie otrzymane wyniki. Obie prezentowane prace poszerzaja wiedze
dotyczaca wptywu IPF zaré6wno na wyjsciowe ryzyko sercowo-naczyniowe, jak i na
odpowiedz na leczenie u pacjentow z ACS, poszerzajac obszar do indywidualnej optymalizacji
strategii terapeutycznych w tej populacji. Pacjenci do obu czgéci badania (Publikacja 1 1 3)
rekrutowani byli zgodnie ze wspdlnymi kryteriami wigczenia i wylaczenia wskazanymi w tych
pracach. Kolejne analizy (Publikacja 2) uzupelniajg te ustalenia, badajac wptyw DAPT na
wybrane miR plytek krwi. Podczas gdy pierwsze dwie publikacje okreslaja prognostyczng
1 predykcyjng role IPF, trzecia bada ekspresje miR zwigzanych z ptytkami krwi w ACS.
Wspdlne spostrzezenia z tych trzech badan stanowig zatem podstawe dla bardziej
holistycznego zrozumienia ztozonej interakcji miedzy IPF, funkcja plytek krwi
1 odpowiedziami terapeutycznymi, oferujac cenne perspektywy dla spersonalizowanych

strategii terapeutycznych u pacjentéw z ACS.

Publikacja 4 przedstawia dotychczasowy stan wiedzy na temat badanych parametrow
dotyczacych niedojrzatych plytek krwi, przede wszystkim IPF i IPC, w szczegdlnosci skupiajac
si¢ na ich zastosowaniu w kontek$cie choroby wiencowej. Koncentruje si¢ nie tylko na
poznanej dotychczas warto$ci IPF jako biomarkera aktywnosci ptytkowej, ale takze na jego
szerokiej dostgpnosci, ktora rowniez sklonita mnie do wyboru wtasnie tego parametru. Wyniki
przedstawione w tym badaniu odgrywaja wazng rol¢ w kontekstualizacji moich wilasnych
rezultatow, umozliwiajac wyciagnigcie klinicznie istotnych wnioskdw 1 potencjalne

sformutowanie nowych hipotez badawczych.

Wszystkie publikacje koncentrujg si¢ na zastosowaniu nowych potencjalnych biomarkeréw
ptytkowych w ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego 1 odpowiedzi na leczenie

przeciwplytkowe u pacjentéw z ACS, leczonych DAPT.
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5. ZALOZENIA I CEL PRACY

W $wietle omowionych powyzej zagadnien, celem przedstawionej pracy byto poszukiwanie
nowych potencjalnych narzedzi uzytecznych w optymalizacji 1 indywidualizacji DAPT

u pacjentéw leczonych z powodu ACS.

Biorac pod uwage czeste wystgpowanie ACS w populacji, stosowane w tym celu narzedzia
powinny by¢ jak najszerzej dostgpne. Wiaze si¢ to z dwoma podstawowymi warunkami:
parametry takie powinny by¢ uzyskiwane w sposob tatwy i jak najmniej inwazyjny, a test
stuzacy do ich wykonania powinien by¢ efektywny pod wzgledem czasu i kosztow. Wszystkie
powyzsze warunki w sposob satysfakcjonujacy spetnia IPF. Parametr ten we wstepnych
badaniach opisanych powyzej wydawat si¢ by¢ obiecujacy dla obranych przeze mnie celow.
Ponadto, wyzwaniem pozostaje wcigz zidentyfikowanie parametréw, ktéore moglyby
efektywnie stuzy¢ do oceny reaktywnosci ptytek krwi, a jednoczesnie posiadatyby wyzsza
skuteczno$¢, stabilnos$¢ i powtarzalno$¢ niz dotychczas znane PFT. Dostepne dane sugeruja,
ze osoczowa ekspresja niektorych miR wykazuje silng korelacje z ich ekspresja w ptytkach
krwi. Czasteczki te pozostajg stabilne, pozwalajac na powtarzalne pomiary i moga by¢ wykryte

nawet w minimalnych ilo$ciach pobranej do badania krwi [51].

Gléwnym celem prac wlaczonych do cyklu rozprawy doktorskiej byla analiza roli IPF, jak
réwniez pltytkowych miR, w ocenie rokowania oraz odpowiedzi na leczenie przeciwptytkowe

w ACS.

Zaplanowane badanie miato na celu udzielenie odpowiedzi na nastgpujace pytania:

1) Czy IPF lub inne parametry niedojrzatych plytek krwi u pacjentow z ACS sg zwigzane
z reaktywno$cig ptytek krwi mierzong za pomoca dotychczas stosowanej agregometrii

impedancyjnej?

2) Czy wyjsciowa warto$¢ IPF u pacjentow z ACS leczonych zgodnie ze standardowymi

zasadami DAPT ma dhugoterminowe znaczenie prognostyczne?

3) Czy i w jaki sposOb poziom ekspresji wybranych ptytkowych miR (miR-126-3p,
miR-21-5p, miR-223-3p, miR-197-3p, miR-24-3p) u pacjentow z ACS jest zalezny od

stosowania réznych antagonistow receptora P2Y 12 na ptytkach krwi?
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4) Czy ekspresja wybranych ptytkowych miRs jest zwigzana z agregacja plytek krwi oceniang
w MEA u pacjentow z ACS?
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6.1 Immature platelet fraction and immature platelet count as novel biomarkers of

elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual antiplatelet therapy.
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Abstract

Background. Antiplatelet therapy is the cornerstone of treatment for patients presenting with acute coronary
syndrome (ACS) treated with percutaneous coronary intervention (PCl). Some patients may not respond
to such therapy adequately, which is associated with a greater risk of ischemic events. Reticulated platelets
are the youngest, largest, and most active platelet subtype. They have been initially shown to be associated
with an increased risk of cardiovascular (CV) events and increased platelet activity.

Objectives. The aim of the presented study was to evaluate whether the immature platelet fraction (IPF)
reflects the response to antiplatelet treatment in invasively managed ACS patients.

Materials and methods. This prospective study enrolled ACS patients treated with PCl and dual anti-
platelet therapy (DAPT) comprising acetylsalicylic acid (ASA) and clopidogrel or ticagrelor. In all patients,
venous blood was collected within 24 h after the procedure. Platelet parameters were measured, including
IPF using the Sysmex hematological analyzer and adenosine diphosphate (ADP)-induced platelet reactivity
using the Multiplate® Analyzer.

Results. A total of 108 patients were enrolled, including 62 with ST-segment elevation ACS (STE-ACS) and
46 with non-ST-segment elevation ACS (NSTE-ACS). Of them, 20.4% had diabetes mellitus, 26.9% had
a history of Ml and 59.2% of smoking. Spearman'’s correlation analysis demonstrated that higher IPF and
immature platelet count (IPC) values are associated with increased ADP-induced platelet reactivity (respec-
tively: rho = 0.387,95% confidence interval (95% (1): 0.101-0.615, p = 0.008; and rho = 0.458, 95% Cl:
0.185-0.666, p=0.001) in NSTE-ACS but not in STE-ACS patients.

Conclusions. Immature platelet count and IPF may be valuable markers of platelet activity in patients with
NSTE-ACS treated invasively and receiving DAPT (ClinicalTrials.gov No. NCT06177587).

Key words: platelet reactivity, acute coronary syndrome, dual anti-platelet therapy, immature platelet
fraction
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Background

Platelets have a significant role in the pathophysiology
of cardiovascular (CV) events, including acute coronary
syndrome (ACS), especially concerning patients treated
invasively."? Therefore, therapy aimed at inhibiting platelet
activity is an essential part of treatment to prevent, i.a.,
stent thrombosis (ST) or recurrent myocardial infarction
(MI). As standard, such patients receive 2 antiplatelet drugs
that act by different mechanisms: acetylsalicylic acid (ASA)
and a P2Y;, inhibitor, for 1 year, according to guidelines.?*
However, the response to treatment varies significantly de-
pending on individual patients’ characteristics, which may
require adjusting the intensity or duration of treatment.>®
To date, there are no simple and accessible methods to ef-
fectively predict, and therefore prevent, high on-treatment
platelet reactivity (HTPR).

Immature, newly released to the circulation reticulated
platelets (RPs) are more reactive than mature ones.” Stud-
ies have shown that their levels represented as a percent-
age of RPs among all platelets, named immature platelet
fraction (IPF), may have a predictive value for the occur-
rence of CV events in patients treated with dual antiplate-
let therapy (DAPT).®-!! However, their exact significance
in assessing response to treatment is not fully understood.

Objectives

The aim of the presented study was to evaluate whether
IPF could be a valuable parameter for determining on-
treatment platelet reactivity and predicting response to an-
tiplatelet therapy in ACS patients treated with percutane-
ous coronary intervention (PCI).

Materials and methods

This was a prospective, single-center study conducted
in a tertiary cardiology clinical center. Written informed
consent was obtained from each participant. This study
was conducted according to the principles outlined
in the Declaration of Helsinki and by the Bioethics Com-
mittee of Medical University of Warsaw under reference
No. KB/242/2015. The clinical trial was registered with
ClinicalTrials.gov under the identifier NCT06177587.

Patients

Consecutive patients presenting with ACS between July
2017 and May 2018 were enrolled. The inclusion crite-
ria were: age >18 years, admission due to ACS, the need
for immediate (<2 h) or early (<24 h) invasive treatment
with stent implantation, treatment with DAPT, and abil-
ity to sign informed consent. The patients were excluded
if they received any other medication that affects platelet

K. Gumigzna et al. IPF and IPC as markers of platelet activity

activity or blood coagulation, had any contraindications
to take ASA or P2Y;, inhibitor, or had coagulation disor-
ders. All patients received a loading dose of ASA (300 mg)
and P2Y, inhibitor (300 mg of clopidogrel or 180 mg of ti-
cagrelor) periprocedurally, and were treated thereafter with
75 mg of ASA daily and either clopidogrel (75 mg once
a day) or ticagrelor (90 mg twice a day).

Laboratory tests

Blood sampling for all analyzed parameters was obtained
from the peripheral vein in the first 24 h after PCIL Blood
collection had taken place while the patients were still
in the catheterization laboratory, before they were trans-
ported to the ward, so in 88% of cases, it was performed
within the first 2 h after the PCI. Platelet count (PLT), he-
moglobin, platelet distribution width, mean platelet volume
(MPV), and IPF were assessed in whole blood anticoagulated
with ethylenediaminetetraacetic (K3EDTA) using an auto-
mated hematological analyzer (Sysmex XN 2000; Sysmex,
Kope, Japan). In the case of 2 IPF measurements, the average
value was used for analyses. Immature platelet count (IPC)
was calculated as a product of IPF and PLT. For platelet reac-
tivity measurements, blood samples were drawn from the pe-
ripheral vein and collected in hirudin-containing tubes. Im-
pedance aggregometry using Multiplate® Analyzer (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) with adenosine diphosphate
(ADP) as agonist was performed 30-120 min after sampling.
The test was carried out as instructed by the manufacturer.
Maximum platelet aggregation and aggregation velocity are
expressed in arbitrary units AUC (area under the curve of ag-
gregation units (AU) over time (min)). Clinical data was col-
lected from an electronic patients’ database.

Statistical analyses

The statistical analysis was performed using IBM SPSS
Statistics v. 28.0 (IBM Corp., Armonk, USA). The distribu-
tion of continuous data was assessed with Shapiro — Wilk
test. Data were presented as mean and standard deviation
(SD) and compared with Student’s t-test, or as median with
interquartile range (IQR) and compared with Mann—Whit-
ney U test for parametric and nonparametric variables,
respectively. Categorical data were presented as number
and percentage. The Spearman’s rank correlation coeffi-
cient was used to assess the relationship between platelet
aggregation and RPs parameters. Two-sided p-values <0.05
were considered statistically significant.

Results

A total of 108 ACS patients were enrolled; 62 of them
presented with ST-segment elevation ACS (STE-ACS)
and 46 with non-ST-segment elevation ACS (NSTE-ACS).
Baseline characteristics (Table 1) did not differ significantly
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Table 1. Baseline characteristics (values in bold are statistically significant)

Variable | All (108) |
Female gender, n (%) 28(25.9)
Age [years], mean (SD) 66.7 (10.7)
HT, n (%) 70 (64.8)
DM, n (%) 22(204)
HL, n (%) 73 (67.6)
HF, n (%) 36 (33.3)
CKD, n (%) 14 (13.0)
Current smoker, n (%) 39(36.1)
Past smoker, n (%) 25(23.1)
Previous M, n (%) 29(26.9)
Previous PCl, n (%) 19(17.6)
MVD, n (%) 53 (49.1)
Clopidogrel, n (%) 82 (75.9)
Ticagrelor, n (%) 26 (24.1)
Creatinine [mg/dL], median (IQR) 1.02 (0.34)
eGFR [mL/min/1.73m?], median (IQR) 74.0 (28.0)
RBC [10%/uL], median (IQR) 453 (0.69)
HGB [g/dL], median (IQR) 14.1(22)
PLT [10%/uL], median (IQR) 217 (63)
Cholesterol [mg/dL], mean (SD) 167 (43)
HDL [mg/dL], median (IQR) 415 (21.0)
LDL [mg/dL], mean (SD) 94.3 (37.6)
TG [mg/dL], median (IQR) 114 (58)
EF (%), median (IQR) 49.0(12.8)
Troponin [ng/mL], median (IQR) 10.3 (29.0)
1 39(36.1)
2 25(23.1)
Number of vessels 3 24(22.2)
4 14 (13.0)
5 6(56)
Final TIMI flow, mean (SD) 29(05)
ASA prior to hospitalization, n (%) 23(213)
Satin, n (%) 106 (98.1)
B-blocker, n (%) 97 (89.8)
ACEI/ARB, n (%) 103 (95.4)
CCB, n (%) 12(11.1)
PPI, n (%) 97 (89.8)

NSTE-ACS(46) | STE-ACS (62) | p-value

12(26.1) 16 (258) 0974
690(92) 658(11.9) 0084

35 (76.1) 35 (56.5) 0.022

11(239) 1377 0364

31 (67.4) 42(67.7) 0903

15 (326) 21 (339) 0954

10(217) 4(65) 0.017

16(348) 23(37.1) 0908

8(17.4) 17 274) 0.166

15 (326) 14 (226) 0245

11(239) 8(129) 0.110

23 (50.0) 30 (48.4) 0781

36 (783) 46 (74.)

10217) 16 (25.8) 065
103 (038) 104 (034) 0320
680 (34.5) 745 (25.3) 0.100
446 (064) 463 (0.70) 0131

1382.1) 141(19) 032

210(77) 219(60) 0546

159 (33) 173 (48) 0.010
425210) 410(225) 0540
833 (304) 1036 (39.0) 0.008

115 (54) 114(53) 0208

535(95) 450(135) <0.001
60(17.0) 171 (55.1) 0.012

14 (304) 25 (403)

10(21.7) 15 (24.2)

13(283) 1107.2) 0228

5(109) 9(145)

487) 202

30(00) 28(06) 0111

11(239) 12(194) 0567

45(978) 61(984) 0831

45(97.8) 52(839) 0.018

44(95.7) 59(95.2) 0904

9(196) 3(48) 0.016

40(870) 57(91.9) 0398

ASA - acetylsalicylic acid; ACEl - angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB - angiotensin receptor blockers; CCB - calcium channel blocker;

CKD - chronic kidney disease; DM - diabetes mellitus; EF - ejection fraction; eGFR - estimated glomerular filtration rate; HDL - high-density

lipoprotein; HF - heart failure; HGB — hemoglobin; HL - hyperlipidemia; HT - hypertension; PPl - proton pump inhibitor; IQR - interquartile range;

LDL - low-density lipoprotein; Ml — myocardial infarction; MVD — multi-vessel disease; n — number; NSTE-ACS — non-ST-elevation acute coronary syndrome;
PCl - percutaneous coronary intervention; PLT - platelets; RBC - red blood cells; SD - standard deviation; STE-ACS - ST-elevation acute coronary syndrome;

TIMI - thrombolysis in myocardial infarction; TG - triglycerides.

between the groups, except for a higher prevalence of hy-
pertension in STE-ACS patients and a greater incidence
of chronic kidney disease in the NSTE-ACS group. Addi-
tionally, the NSTE-ACS group exhibited lower troponin and
cholesterol levels, including LDL, as well as a higher ejection

fraction compared to the STE-ACS group. Ticagrelor was
received by 26 (24.1%) and clopidogrel by 82 (75.9%) patients.

The analysis revealed that the level of IPF correlates with
ADP-induced platelet reactivity in NSTE-ACS patients
(rho = 0.387,95% confidence interval (95% CI): 0.101-0.615,
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Fig. 1. Correlation between adenosine
diphosphate (ADP)-induced platelet
reactivity and (A) immature platelet
fraction and (B) immature platelet count
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p = 0.008); Fig. 1). However, this relationship was not ob-
served in the STE-ACS group.

In the NSTE-ACS group, 36 patients were treated with
clopidogrel and 10 with ticagrelor. We analyzed the rela-
tionship between ADP-induced platelet reactivity and IPF
in both groups separately. For clopidogrel, the positive cor-
relation was also present (rho = 0.346, 95% CI: 0.010-0.612,
p = 0.039), whereas in the ticagrelor group, the observed
correlation did not reach a statistically significant level
(rho = 0.610, 95% CI: —0.054-0.900, p = 0.061).

Analysis concerning IPC revealed an even stronger cor-
relation with ADP-induced platelet reactivity in NSTE-
ACS patients (rho = 0.458, 95% CI: 0.185-0.666, p = 0.001).
Moreover, this relationship was maintained in both
clopidogrel and ticagrelor treated cohorts analyzed sepa-
rately (rho = 0.378, 95% CI: 0.047-0.635, p = 0.023; and

rho = 0.854, 95% CI: 0.467-0.966, p = 0.002, respectively).
Again, the relationship was absent in STE-ACS patients.

Partial Spearman’s correlation for potentially confound-
ing variables including age, gender, diabetes mellitus,
smoking status, and antiplatelet agent was also performed
in the NSTE-ACS cohort. It revealed that the relationship
between ADP and IPF as well as between ADP and IPC
remained while controlling for all the variables mentioned
above. The detailed results of the analysis are presented
in Supplementary Table 1. Moreover, we showed that
clinical presentation did not significantly impact the level
of platelet reactivity, also after adjustment for potentially
confounding variables (Supplementary Table 2), and that
there were no differences in platelet parameters according
to diabetes status, insulin treatment and the P2Y, inhibi-
tor received (Supplementary Table 3).
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Discussion

We demonstrated that the levels of both studied RP pa-
rameters, i.e., IPF and IPC, correlate with ADP-induced
platelet aggregometry among patients with NSTE-ACS
treated with PCI and DAPT. This relationship was not
observed in STE-ACS patients.

Optimal platelet inhibition stands as a crucial factor in-
fluencing the prognosis of post-PCI patients.!? Inadequate
response to antiplatelet treatment remains an open prob-
lem related to serious consequences such as ST, MI, or CV
death.'® Despite numerous attempts and tests evaluated
so far, routine identification of HTPR on a large scale was
not found cost-effective and is currently not recommended
in the society guidelines.>!*

Several studies have indicated the relationship between
the level of RPs and antiplatelet therapy response, particu-
larly notable in patients receiving thienopyridine therapy.
However, it was not apparent in the ticagrelor-treated
group.'>~1® Most of the patients in our study were treated
with clopidogrel. Therefore, the issue of the relationship
between IPF and platelet activity in ticagrelor-treated pa-
tients remains to be further elucidated. Despite the limited
sample size, it is noteworthy that among ticagrelor-treated
patients, there was a rising trend in IPF as ADP-induced
platelet aggregation levels rose. Moreover, a statistically
significant correlation was identified with regard to IPC.
Based on the existing literature, the influence of clopi-
dogrel treatment compared to ticagrelor appears to elicit
varying effects on IPC levels in a long-term observation.!
However, our findings, as presented, reveal that baseline
platelet parameters and their correlation with platelet re-
activity persist irrespective of the administered medication
at a saturating dose.

Immature platelets, known for their heightened pro-
thrombotic potential, can be reflected by IPF level — a re-
liable marker of platelet turnover. Elevated IPF is char-
acteristic for specific patient groups including smokers,
diabetics or the ones with ongoing inflammation,?0-2%
as well as ACS patients.?* Baseline IPF serves as a predic-
tor of major adverse CV events (MACE) in patients with
coronary artery disease (CAD) treated invasively and with
DAPT. 82! Similar findings extend to IPC, which was also
more strongly associated with antiplatelet response.!®2
Patients with higher baseline levels of both parameters
face a higher risk of ischemic events, indicating increased
platelet turnover and reactivity despite adequate therapy.
Regarding patients treated percutaneously with stent im-
plantation, there is an additional risk of ST.

Interestingly, the correlation in our study did not exist
for STE-ACS patients. Prior studies suggested that pa-
tients with STE-ACS have a higher IPF level than NSTE-
ACS patients.?? This was not observed in our population,
where the distribution of IPF and IPC was similar in both
groups. It can be due to the fact that blood parameters
were obtained after an initial treatment including PCI and
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the loading doses of antiplatelet drugs. Perl et al. described
the correlation between RPs level and platelet reactivity
in STE-ACS patients, yet the measurements in that study
were performed 2-4 days after the start of the treatment
and later after 30 days.?® The short interval between
the onset of STE-ACS and the measurements in our study
could be a factor contributing to this observation. Subse-
quent studies should focus on selecting the most optimal
measurement time when IPF or IPC values reliably reflect
platelet activity.

Immature platelet fraction can be easily, inexpensively
measured using automatic hematology analyzers dur-
ing a complete blood count test, providing the results
quickly.?”2® The same applies to IPC, which can be cal-
culated from IPF and PLT. As such, RPs parameters may
become useful markers for guiding antiplatelet therapy
once the above findings are confirmed in further studies
with larger cohorts.

Limitations

Our study predominantly included clopidogrel-treated
NSTE-ACS patients, warranting further research specific
to ticagrelor. The pharmacokinetics and pharmacody-
namics differ among P2Y,, inhibitors. It cannot be ex-
cluded that the relationship between platelet reactivity and
the level of RPs depends on the drug received. Moreover,
our focus on parameters shortly after the procedure pre-
vents us from confirming whether this relationship persists
in longer-term follow-up.

Conclusions

Immature platelet count and IPF may hold promise
as potential markers of platelet reactivity in patients with
NSTE-ACS undergoing invasive treatment and receiv-
ing DAPT. Given their accessibility, these markers could
prove valuable for assessing an individual’s responsiveness
to antiplatelet therapy or aid in identifying individuals
who are at higher risk of thrombotic events. Further re-
search is needed to establish their effectiveness in this
regard.

Supplementary data

Supplementary materials are available at https://zenodo.
org/doi/10.5281/zenodo.10219636. The package contains
the following files:

Supplementary Table 1. Partial Spearman’s correlation
analysis between ADP and IPF/IPC for potentially con-
founding variables.

Supplementary Table 2. Multivariate analysis showing
the relation between ADP-induced platelet aggregation
and the clinical presentation of ACS after adjustment for
potential confounding variables.
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Supplementary Table 3. The differences between plate-
let parameters (IPF, IPC and ADP-induced PA) in groups
divided by diabetic status, insulin intake or P2Y12 inhibi-
tor used.

Data availability

The datasets generated and/or analyzed during the cur-
rent study are available from the corresponding author
on reasonable request.
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Abstract: Introduction: Patients with acute coronary syndrome (ACS) undergoing percutaneous
coronary intervention (PCI) require dual antiplatelet therapy (DAPT). However, the response to
treatment can vary considerably. Certain platelet microRNAs (miRs) are suspected to predict DAPT
response and influence platelet function. This study aimed to analyze selected miRs’ expressions
and compare them among patients treated with different P2Y;, inhibitors while assessing their
association with platelet activity and turnover parameters. Materials and methods: We recruited
79 ACS patients post-PCI treated with clopidogrel, ticagrelor, or prasugrel, along with 18 healthy
volunteers. Expression levels of miR-126-3p, miR223-3p, miR-21-5p, miR-197-3p, and miR-24-3p, as
well as immature platelet fraction (IPF) and ADP-induced platelet reactivity, were measured and
compared between groups. Results: Analyses revealed significantly lower expressions of miR-126-3p,
miR-223-3p, miR-21-5p, and miR-197-3p in patients treated with ticagrelor, compared to clopidogrel
(fold changes from —1.43 to —1.27, p-values from 0.028 to 0.048). Positive correlations were observed
between platelet function and the expressions of miR-223-3p (r = 0.400, p = 0.019) and miR-21-5p
(r = 0423, p = 0.013) in patients treated with potent drugs. Additionally, miR-24-3p (r = 0.411,
p = 0.012) and miR-197-3p (r = 0.333, p = 0.044) showed correlations with IPF. Conclusions: The
identified platelet miRs hold potential as biomarkers for antiplatelet therapy. (ClinicalTrials.gov
number, NCT06177587).

Keywords: acute coronary syndrome; dual antiplatelet therapy; microRNA; platelet reactivity;
P2Y1, inhibitors

1. Introduction

Dual antiplatelet therapy (DAPT) is a standard treatment for patients with acute
coronary syndrome (ACS) who undergo percutaneous coronary intervention (PCI). It
consists of acetylsalicylic acid (ASA) and the inhibitor of the P2Y1, receptor, which most
commonly is either clopidogrel, ticagrelor, or prasugrel. This treatment is crucial for the
prevention of stent thrombosis (ST) or recurrent myocardial infarction (MI), as well as for
the reduction in the long-term risk of cardiovascular (CV) death [1].

However, even 30% of the population can show inadequate platelet inhibition, result-
ing in high on-treatment platelet reactivity (HTPR) during DAPT with clopidogrel, which
is associated with a greater risk of ST or CV events [2—4]. The variability in responses to
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prasugrel and ticagrelor is lower than in responses to clopidogrel but still present [5,6].
However, little is known about the indicators that can predict this state.

Unfortunately, the tests measuring platelet reactivity available so far are not routinely
performed before or during DAPT, and they appear in ESC guidelines with a low class of
recommendation (class IIb), due to multiple limitations [7,8]. Therefore, there is still a need
for novel biomarkers that would be useful in predicting the risk of HTPR occurrence, thus
enabling better individual DAPT strategy planning and monitoring.

MicroRNAs (miRs) are short (18-25 nucleotides), non-coding RNAs that regulate
gene expression. Many of them target messenger RNAs (mRNAs) that encode proteins
involved in platelets’ activation and aggregation, thereby influencing the regulation of their
expression. Some studies suggest that the level of the most abundant platelet-expressed
miRs may be a potential marker of antiplatelet reactivity and response, yet their importance
is still unclear and requires further research [9].

The primary aim of our study was to evaluate the correlation between DAPT with the
use of different P2Y1; inhibitors and the expressions of selected miRs: miR-126-3p, miR-21-
5p, miR-223-3p, miR-197-3p, and miR-24-3p. Moreover, we attempted to assess their role
in the regulation of platelet function and turnover by investigating their relationship with
ADP-induced platelet aggregometry and immature platelet fraction (IPF) levels.

2. Materials and Methods
2.1. Population

This was a prospective, single-center study performed in the 1st Chair and Department
of Cardiology, Medical University of Warsaw. Seventy-nine patients who underwent PCI
and received DAPT were recruited between March 2016 and May 2018. DAPT consisted of
alow dose (75 mg) of ASA in all patients and either 75 mg clopidogrel once a day (n = 40),
90 mg ticagrelor twice a day (n = 21), or 10 mg of prasugrel daily (n = 18). Before PCI,
patients received 300 mg of ASA and the loading dose of the P2Y1, inhibitor (either 300 mg
of clopidogrel, 180 mg of ticagrelor, or 60 mg of prasugrel). The inclusion criteria were:
age > 18 years old, diagnosis of ACS, and treatment with PCI during hospitalization, fol-
lowed by DAPT. The patients were excluded if informed consent could not be obtained or if
the miR expression was not assessed. Moreover, the exclusion criteria were: other treatment
that had an impact on platelet function or coagulation, including ongoing DAPT prior to
admission; low (<30%) or high (>52%) hematocrit; and low platelet count (<100 x 10°/L).
The control group (n = 18) was chosen from among healthy individuals with no history
of coronary artery disease and no documented intake of medications affecting platelet
function or coagulation currently or in the past. Blood samples for all the measurements
were collected in the first 24 h after the PCI. Blood was collected in the catheterization
laboratory before patients were moved to the ward, with more than 90% of cases involving
collection after approximately two hours after the PCI procedure. The study was conducted
according to the principles outlined in the Declaration of Helsinki. Approval from the local
medical ethics committee was obtained. The study was registered with ClinicalTrials.gov
under the identifier NCT06177587.

2.2. Sample Processing and miRNA Isolation

Whole blood samples were collected from each individual into serum separator tubes
using standard phlebotomy techniques. Serum was fractionated from whole blood samples
following the manufacturer’s protocol and was stored at —80 °C prior to the analysis. The
serum samples were analyzed using spectrophotometry to be free from hemoglobin [10].

Total RNA was isolated from 200 pL of serum using miRCURYTM RNA Isolation
Kit-Biofluids (Exiqon A/S, Vedbaek, Denmark), with DNAse digestion on-column. For
increased reproducibility and for quality control of extraction efficiency, carrier RNA from
the bacteriophage MS2 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) and a mix of
three synthetic control templates (RNA Spike-in mix UniSp2, UniSp4, and UniSp5; Exiqon
A/S) were added to the samples just before purification.
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2.3. Quantitative Real-Time RT-PCR and Data Analyzes

First-strand cDNA synthesis was performed using the miRCURY LNA™ Universal
RT microRNA PCR, Universal cDNA Synthesis Kit II (Exiqon A/S), with the addition of a
mixture of two synthetic spike-ins, UniSp6 and cel-miR-39-3p (Exiqon A/S). The expression
levels of selected miRNAs (has-miR-126-3p, has-miR-21-5p, has-miR-223-3p, has-miR-197-
3p, has-miR-24-3p, and miR-21-5p) and potential reference candidates (has-let-7i-5p and
has-miR-103a-3p) were evaluated using microRNA LNATM PCR primer sets and EXiLENT
SYBR® Green Master Mix (Exiqon A /S on the LightCycler® 480 Real-Time PCR system
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland)). The amplification curves were analyzed using
the Roche LC software (version 1.5), both for the determination of the crossing-point (Cp)
values (by the second derivative method) and for melting curve analysis. RT-qPCR data
were normalized to let-7i-5p, which was the most stable reference miR. The expression
level of each miR was represented by the fold change, which was calculated using the
REST 2009 software (Relative Expression Software Tool V2.0.13, Qiagen GmbH (Hilden,
Germany)) [11].

2.4. Platelet Reactivity and Other Blood Parameters

Blood samples were drawn from the peripheral vein and collected into hirudin-
containing tubes. Impedance aggregometry by Multiplate® Analyzer (Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland) using adenosine diphosphate (ADP) as the agonist was performed
30-120 min after sampling. Maximum platelet aggregation and aggregation velocity
were expressed in arbitrary units (AUC, aggregation units [AU] X minutes). Platelet
count, hemoglobin, white blood cell count, platelet distribution width, mean platelet
volume (MPV), and IPF were assessed in whole blood anticoagulated with ethylenedi-
aminetetraacetic (K3EDTA) using an automated hematological analyzer (Sysmex XN 2000,
Kope, Japan).

2.5. Statistical Methods

Statistical analysis was performed using SPSS Statistics 28.0 (IBM, New York, NY, USA).
For continuous variables, the Shapiro-Wilk test was carried out to assess the normality of
distribution. The parametric variables were presented as means and standard deviations
(SD), while parameters with distributions other than normal were presented as the median
along with the interquartile range (IQR), encompassing the 25th and 75th percentiles.
The differences between groups were compared using ANOVA or the Kruskal-Wallis
test as appropriate. Categorical variables were presented as numbers with percentages
and compared using the Chi-square test. Correlation analyses between non-parametric
variables were performed with Spearman’s rtho. All reported p-values were two-sided, and
p < 0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. Population

A total of 97 patients were enrolled in the study, including 79 patients after PCI
receiving DAPT, and 18 healthy volunteers. The mean age in the study group was 61.3 years.
A total of 61 patients (77.2%) were male, 21 (26.6%) were diagnosed with diabetes mellitus,
60 (75.9%) had hyperlipidemia, 43 (54.5%) had a history of smoking (including past and
current smokers), and 17 (21.5%) had a history of previous MI. The study group was
divided based on the P2Y7; inhibitor they received. The mean ages were 66.1, 60.3, and
56.1 years in the clopidogrel, ticagrelor, and prasugrel groups, respectively. Apart from
that, there were no significant differences between the groups. The baseline characteristics
are presented in Table 1.
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Table 1. Baseline characteristics. Bold values represent statistical significance at the p < 0.05 level.
Abbreviations: ACEI—angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB—angiotensin II receptor
blocker; BB—beta blocker; CABG—coronary artery bypass grafting; CCB—calcium channel blocker;
DM—diabetes mellitus; HL—hyperlipidemia; Hgb—hemoglobin; HT—hypertension; LVEF—left
ventricle ejection fraction; MI—myocardial infarction; n—number; PCI—percutaneous coronary
intervention; PLT—platelet count; PPI—proton pump inhibitor; SD—standard deviation; STEMI—ST-
elevation myocardial infarction; y—years.

All Clopidogrel Ticagrelor Prasugrel
(=79 (aed0) (ne21) (ne19) paiee

Mean age, y (SD) 61.3 (11.7) 66.1 (9.2) 60.3 (12.2) 56.1 (12.4) 0.002
Male sex, n (%) 61 (77.2) 30 (75.0) 15 (71.4) 16 (88.9) 0.386
HT, n (%) 58 (73.4) 29 (72.5) 14 (66.7) 15 (83.3) 0.493
DM, n (%) 21 (26.6) 11 (27.5) 3(14.3) 7 (38.9) 0.219
HL, n (%) 60 (75.9) 34 (85.0) 16 (76.2) 10 (55.5) 0.053
Past smokers, n (%) 16 (20.3) 11 (27.5) 2(9.5) 3(16.7) 0.230
Current smokers, n (%) 27 (34.2) 10 (25.0) 10 (47.6) 7 (38.9) 0.186
Previous MI, n (%) 17 (21.5) 9 (22.5) 5(23.8) 3(16.7) 0.844
Previous PCI, n (%) 19 (24.1) 11 (27.5) 6 (28.6) 2(11.1) 0.342
Previous CABG, n (%) 3(3.8) 1(2.5) 2(9.5) 0(0.0) 0.249
Mean LVEEF, % (SD) 49.1(10.2) 49.0 (11.7) 479 (7.9) 50.3 (9.4) 0.818
STEMI 44 (55.7) 22 (55.0) 10 (47.6) 12 (66.7) 0.487
Statin, n (%) 79 (100) 40 (100) 21 (100) 18 (100) 1.0
BB, n (%) 69 (87.3) 37 (92.5) 18 (85.7) 14 (77.8) 0.286
ACEI/ARB, n (%) 74 (93.7) 38 (95.0) 20(95.2) 16 (88.9) 0.637
CCB, n (%) 12 (15.2) 8(20.0) 2(9.5) 2(11.1) 0.479
PPL, n (%) 74 (93.7) 37 (92.5) 20 (95.2) 17 (94.4) 0.906
Creatinine [mg/dL] 0.94 0.97 0.91 0.94 0.831
median (25; 75 percentile) (0.82;1.13) (0.84;1.15) (0.81; 1.12) (0.80; 1.1) ’
Hgb [g/dL] 13.8 13.6 139 14.3 0.662
median (25; 75 percentile) (12.4; 14.6) (12.2;14.7) (12.2;14.4) (12.4;15.5) ’
PLT 103/ uL 220 215 223 227 0336
median (25; 75 percentile) (194; 252) (201; 250) (192; 265) (176; 271) ’

3.2. Comparison of miR Expression between Groups

Among five investigated miRs, the levels of four were statistically significantly de-
creased in ticagrelor- vs. clopidogrel-treated patients (Figures 1 and 2). They included
miR-126-3p (fold change —1.27, p = 0.045), miR223-3p (fold change —1.41, p = 0.043),
miR-21-5p (fold change —1.35, p = 0.028), and miR197-3p (fold change —1.43, p = 0.048).
The level of miR24-3p was also reduced; however, the difference did not reach statistical
significance (fold change —1.36, p = 0.067). Moreover, patients treated with ticagrelor mani-
fested a decreased expression of miR-126-3p (fold change —1.41, p = 0.031), and patients
treated with clopidogrel manifested an increased expression of miR-223-3p (fold change
1.51, p = 0.023) when compared to the prasugrel-treated group (Figure 2). There were no
other statistical differences in miR expression for the prasugrel-treated group; however,
due to the small size of this population, they cannot be definitely excluded.

Only the serum levels of miR-126-3p and miR-21-5p were statistically significantly
altered in patients treated with clopidogrel and ticagrelor, compared with the control group.
The expression level of miR-126-3p was significantly decreased in patients treated with
clopidogrel versus the control group (fold change —1.37, p = 0.010) and in patients treated
with ticagrelor versus the control group (fold change —1.75, p < 0.001). The expression level
of miR-21-5p was down-regulated in patients treated with ticagrelor versus the control
group (fold change —1.65, p = 0.003).
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Figure 1. The relative expressions of microRNAs: log2 ratio of fold change (normalized to let-7i-5p).
p-value < 0.05 was considered statistically significant (*). The lines represent the median fold change
in the 25th and 75th percentiles.

3.3. Expression of miR vs. Platelet Function and Platelet Turnover

The impedance aggregometry with ADP was performed in 63 patients treated with
DAPT. Among them, 29 were treated with clopidogrel and 34 with a potent P2Yj; inhibitor
(19 with ticagrelor and 15 with prasugrel). The latter was pooled into one group, due to
the lack of significant differences in ADP-induced platelet aggregometry levels in previous
studies between ticagrelor- and prasugrel-treated patients [12]. We observed a positive
correlation between platelet function and the expressions of the following particles: miR-
223-3p (r = 0.400 CI: 0.062-0.656, p = 0.019) and miR-21-5p (r = 0.423 CI: 0.088-0.671,
p =0.013) in patients treated with a potent medication. The IPF level was measured in
37 patients (treated with clopidogrel or ticagrelor), and a correlation was found only with
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miR-24-3p (r = 0.411 CI: 0.090-0.654, p = 0.012) and miR-197-3p (r = 0.333 CI: 0.0-0.6,
p = 0.044). Complete results of the correlation analyses are shown in Table 2.
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Figure 2. Relative expressions of miRNAs between investigated groups. Results were determined
by RT-qPCR and normalized to let-7i-5p. Data are presented as expression ratio + standard error.
(A) Significant differences (p-value < 0.05) for miR-126-3p, miR-223-3p, miR-21-5p, and miR-197-3p.
(B) Significant differences (p-value < 0.05) for miR-126-3p. (C) Significant differences (p-value < 0.05)
for miR-223-3p
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Table 2. The results of correlation analyses performed for selected micro-RNAs and platelet functions
measured with impedance aggregometry, with ADP used as the agonist and with platelet turnover
represented by IPF. Bold values represent statistical significance at the p < 0.05 level. Abbreviations:
IPF—immature platelet fraction, miR—micro-RNA, rho—Spearman'’s rho, *—p < 0.05.

miR-126-3p miR-223-3p miR-21-5p miR-24-3p miR-197-3p

p-Value Rho p-Value Rho p-Value Rho p-Value Rho p-Value Rho
Aggregometry (n = 63) 0.600 0.067  0.119 0.199 0.128 0.194 0.363 0.117 0.324 0.126
Aggregometry, clopidogrel (n=29)  0.468 —014 0971 —0.007 0491 —0.133  0.909 —0.022 0984 —0.004
Aggregometry, potent P2Y1, 0271 0194 0019* 0400  0013* 0423 019 0227 0212 0220
inhibitors (n = 34)
Aggregometry, ticagrelor (n = 19) 0.661 0.125  0.180 0.321 0.068 0.427 0.811 0.059 0.668 0.105
Aggregometry, prasugrel (n=14)  0.850 0.054 0930 -0.025 0732 0.096 0.685 0.114 0.732 —0.096
IPF (n = 37) 0.295 0177 0.256 0.126 0.391 0.145 0.012* 0.411 0.044 * 0.333

Based on ADP levels, all the patients were divided into three subgroups: hyperre-
sponders (AUC < 21), normoresponders (AUC 21-47), and hyporesponders (AUC > 47).
The analysis of the expression of studied miRs between groups revealed that the levels of
miR-126-3p and miR-21-3p differed significantly among groups. The expression of miR-
126 was higher in normoresponders than in both hyper- (p = 0.021) and hyporesponsive
patients (p = 0.040). MiR-21-5p was also the highest in the middle group (p = 0.005 and
p = 0.027 for greater and inadequate response, respectively). Other differences inside the
groups included lower expressions of miR-223 and miR-24 in hyperresponders than in
normoresponders, with no significant differences when compared with the HTPR group.

4. Discussion

The presented study assessed the expression of selected miRs involved in platelet
activation depending on selected pharmacological treatment in ACS patients. MiR-126,
miR-21, miR-223, miR-197, and miR-24 are the most highly expressed miRs in platelets
and can regulate protein production, affecting platelet activation [13]. The results of our
study could be summarized as follows: (i) DAPT is associated with the decreased levels of
several platelet miRs; (ii) the choice of P2Y;; inhibitor possibly has an impact on miR levels;
(iii) expressions of miR-223-3p and miR-21-5p showed correlation with platelet function in
patients treated with potent P2Y1, inhibitors (the higher the expression of miRs, the higher
the ADP-induced platelet aggregation level) but not with clopidogrel; and (iv) miR-24-3p
and miR-197-3p showed correlation with the platelet turnover marker (i.e., IPF).

MiR-223 is one of the most abundantly expressed platelet miRs responsible for down-
regulating the expression of the P2Y;, receptor gene (P2RY12). It was shown to target 3'UTR
of P2Y1, mRNA [14]. Opposite to some previous works, we described its lower expression
in high responders [15,16]. However, previous works differed from ours in several aspects,
including the choice of study group, the selection of the P2Y1,-inhibiting agent, and the test
used for platelet reactivity assessment. The existing research examining the relationship
between miR-223 and platelet reactivity during treatment has predominantly concentrated
on the use of clopidogrel therapy. We showed that the relationship was present in patients
treated with other P2Y7; inhibitors, though in an opposite direction. Spearman correlation
analysis revealed that in a group of patients treated with a potent inhibitor, that is, ticagrelor
or prasugrel, lower miR-223 expression was associated with decreased platelet reactivity.
Also, the use of a potent drug was associated with its lower expression than in clopidogrel-
treated individuals. In our patient cohort, measurements were conducted on the first day,
usually after 2 h following the administration of a saturating dose. We suspect that the
more effective inhibition of the P2Y1 receptor during this initial period could be primarily
attributed to the downregulation of miR-223 expression, serving as a potential feedback
mechanism to regulate platelet activity.
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Interestingly, miR-21 function has been defined both as protective and impairing on
endothelial function, depending on the conditions [17,18]. The exact pathways that are
involved in this process have not been clearly defined yet, due to the multiplicity of the
target genes, but previous reports revealed an association of its level with recurrent venous
thromboembolism [19]. The correlation analysis also revealed that a higher expression
of miR-21 is associated with greater platelet reactivity in patients treated with a potent
inhibitor. Its functional role in platelets and megakaryocytes was shown before [20],
indicating that its levels correlate with several platelet-derived profibrotic factors and may
be related to platelet count. That stays in line with our finding showing a lower expression
of miR-21 in hyperresponsive patients, as high responsiveness may be related both to
the decreased production of profibrotic particles or to reduced platelet formation. And
conversely, higher levels of miR-21 could cause greater platelet reactivity. However, the
expression of this particle was also the highest in the normal-response group, a finding that
remains without known justification at this time.

Platelet activation and aggregation play crucial roles in the processes underlying
cardiovascular disorders. Insufficient platelet inhibition when on DAPT may result in
higher rates of adverse events, such as MI and CV death. Previous analyses revealed that
the expression patterns of three specifically chosen miRs served as effective indicators for
predicting MI. Notably, miR-126 exhibited a positive association with the incidence of MI,
whereas miR-223 and miR-197 displayed an inverse relationship in this context [21]. As we
showed, miR-223 expression was the highest in normoresponders, namely patients with
the most well-balanced treatment platelet reactivity. That might explain the higher rates
of adverse cardiovascular events in groups with lower levels of miR-223. However, we
observed the same trend considering miR-126, though the views of previous studies remain
unclear. On the other hand, Hromadka et al. observed opposite findings, i.e., the higher
the miR-223 level, the greater the risk of acute MI. Additionally, the investigation identified
that individuals at the utmost risk of experiencing MI were those characterized by elevated
expression levels of miR-223 and concurrently diminished levels of miR-126, as assessed
by their respective ratios [22]. In the view of presented findings, the roles of miR-223
and miR-126 in predicting MACE are evident but not fully understood. It should also be
remembered that other phenomena, such as platelet exhaustion, may have an impact on
the presented results; however, a dedicated study focused on a particular mechanism ought
to be performed.

The expression of miRs was also dependent on the chosen treatment. Opposite to
a previous preliminary study [23], we showed that the expression of miR-223 differed
significantly among treatment groups, being higher in clopidogrel than both ticagrelor-
and prasugrel-treated patients. However, this preliminary study was performed on a
smaller cohort of 21 patients (10 and 11 patients in subgroups) and, contrary to our study,
excluded patients with STEMI. Based on the outcomes of the correlation analysis, which
demonstrated that the relationship existed for ticagrelor- or prasugrel-treated patients only,
we assumed that potent P2Y;; inhibitors may have a greater impact on miR-223 expression
than clopidogrel. However, the comparison between treated patients and the control
group revealed that miR-126-3p expression is influenced by clopidogrel treatment as well.
Contrasting these results with the study by Willeit et al. allows us to find similarity in terms
of the effect of clopidogrel therapy on miR-126 expression and the lack of effect on miR-21,
miR-24, and miR-197 [13]. The only difference remains in terms of miR-223, which was
influenced by clopidogrel treatment in a previous study but not in our study. Willeit et al.
also found that with stronger inhibition, the level of miRs is more affected by the therapy.
The findings presented above allow us to partially confirm that the use of ticagrelor caused
a more significant reduction in miR levels than clopidogrel treatment. Unfortunately, we
performed measurements at one time point (at the start of treatment within 24 h after PCI,
usually about 2 h after the initial loading dose), which did not allow us to verify the impact
of the duration of therapy on changes in miRs expressions. Moreover, we showed that there
was not only a significant difference between clopidogrel and new P2Y1, inhibitors, but also
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that the level of miR-126 was reduced in ticagrelor when compared to prasugrel-treated
patients. The groups treated with each drug did not differ significantly in characteristics
apart from age. Simon et al. conducted an investigation into the relationship between age
and the most highly expressed platelet miRs among other factors. Their findings did not
reveal any evidence suggesting differential expression of the studied particles based on
age [24]. Therefore, we suspect that this difference did not significantly affect the results
we obtained.

Antiplatelet therapy plays a crucial role in the prevention of ST or recurrent MI in
patients after PCI. However, the response to antiplatelet drugs varies among patients; thus,
an individualized approach in pharmacologic management is warranted, with it being
a cornerstone for maintaining a perfect balance between bleeding and thrombosis risk.
Evidence suggests that platelet miRs are stable in serum and plasma, which translates into a
good correlation of the level of circulating miRs with their platelet expression. Considering
our current discoveries and the findings from previous research, it is reasonable to entertain
the notion that platelet miRs could serve not only as reliable predictors of the response to
antiplatelet therapy but also as indicative markers for precise monitoring. Nevertheless, to
thoroughly assess their correlation with cardiovascular outcomes, further studies involving
the measurement of miR levels during therapy are warranted.

While our study provides valuable insights, it is essential to acknowledge certain
limitations inherent in our research. A notable constraint was the relatively small size of
the patient group under investigation. Moreover, the measurements of platelet reactivity
were not obtained for all the patients, which carries the risk of bias. However, the doctors
and nurses included in the diagnostic and therapeutic processes as well as the researchers
obtaining blood for platelet reactivity measurements were blinded to the results of the
miR expression in order to minimize this risk. Finally, the measurements of all the studied
parameters were performed only at one time point, which did not allow us to compare miR
association with the response to treatment over time. We, however, find it interesting in the
light of our findings and believe that future research should also focus on this aspect.

5. Conclusions

The presented study showed how the most highly expressed platelet miRs are affected
by the application of DAPT and the choice of P2Y1; inhibitor. Moreover, the expressions of
several miRs showed a relationship with platelet function. If confirmed on a larger cohort,
the findings may contribute to figuring out a way to use platelet miRs as biomarkers for
guiding antiplatelet therapy.
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Introduction

Platelets play a crucial role in the thrombotic processes within
the ruptured plaques in coronary arteries, being responsible
for one of the main mechanisms of myocardial infarction
(MI).? Reticulated platelets (RPs) are immature platelets,
newly released to the circulation, that are usually larger than
the mature ones.’ As they contain mRNA and rough endoplasmic
reticulum, they can synthesize proteins; as such their functional
potential has been recognized to be more important than that of
mature platelets, which would explain their greater reactivity or
capacity to aggregate and initiate blood clotting.** Immature
platelet fraction (IPF) is one of the possible indices to describe
the level of RPs.® Calculated as the ratio of RPs to the total
platelet count, IPF can serve as a marker for platelet production
and turnover.®® With the increased adoption of automated hema-
tology analyzers, it has now become possible to assess IPF levels
quickly and inexpensively as part of an extended blood count
test, which is a significant advantage enabling IPF measurement
to be used as a potential screening test.”

Several studies have suggested that RPs can be a good indi-
cator of the effectiveness of dual antiplatelet therapy (DAPT):
higher levels of RPs have been associated with an increased
risk of thrombotic events whereas lower levels of RPs with
better platelet inhibition.''? It was also demonstrated that
RPs were increased in ST-segment elevation myocardial infarc-
tion (STEMI) when compared with healthy controls as well as
with other types of acute coronary syndrome (ACS).'>'* To
date, however, the long-term prognostic value of RPs or IPF
quantification among patients presenting with ACS has not
been elucidated.

The aim of the presented study was to evaluate the effective-
ness of IPF levels in predicting long-term clinical outcomes in
patients with ACS.

Methods

This was a prospective, single-center study conducted in the 1st
Chair and Department of Cardiology, Medical University of
Warsaw. Written informed consent was obtained from each par-
ticipant included in the study. This study was conducted accord-
ing to the principles outlined in the Declaration of Helsinki.
Collection and management of data was approved by the
local medical ethics committee. The clinical trial was registered
with ClinicalTrials.gov under the identifier NCT06177587.

Study Population

A total of 140 patients were recruited between July 2017 and
May 2018. The inclusion criteria were age > 18 years, diagnosis
of ACS, treatment with antiplatelet therapy and the ability to
sign an informed consent. Patients were excluded from the
study if their life expectancy was shorter than 1 year or if
they received GPIIbllla antagonists in order to isolate the
impact of DAPT on patient outcomes depending on IPF. All
the patients were treated with 75 mg of acetylsalicylic acid

(ASA) daily and either clopidogrel (75 mg once a day) or tica-
grelor (90 mg twice a day). Patients undergoing percutaneous
coronary intervention (PCI) received 300 mg of ASA and the
loading dose of P2Y12 inhibitor (either 300 mg of clopidogrel
or 180 mg of ticagrelor) periprocedurally. Patients diagnosed
with ACS were recruited after coronary angiography and, if
applicable, a successful PCI. Consecutive patients who
met all inclusion criteria were enrolled.

Blood Tests

Blood sampling was obtained from peripheral vein in the first
24 h of hospitalization after coronary angiography and, if per-
formed, PCI. In cases where multiple IPF value measurements
were accessible from a single patient, the initial available value
was selected. Platelet count, hemoglobin, white blood cell
count, platelet distribution width, mean platelet volume
(MPV) and IPF were assessed in whole blood anticoagulated
with ethylenediaminetetraacetic (K3EDTA) using an automated
hematological analyzer (Sysmex XN 2000, Kope, Japan).

Follow-up

The primary endpoint was the occurrence of major adverse car-
diovascular events (MACE) defined as all-cause mortality, MI,
ischemic stroke, or unplanned revascularization. Data was also
collected on the cause of death. Cardiovascular (CV) death was
defined as sudden cardiac death including unwitnessed death
with no conclusive evidence of other than CV cause, fatal
MI, death due to heart failure or cardiogenic shock, fatal
stroke or other cerebrovascular event, fatal dysrhythmias, pul-
monary embolism or other vascular causes. MI was defined
according to the Fourth Universal Definition of Myocardial
Infarction.'® The diagnosis of ischemic stroke had to be based
on an imaging study (CT scan or MRI) by an experienced neu-
rologist or radiologist. Unplanned revascularization was
defined as ischemic-driven urgent hospitalization and PCI or
coronary artery bypass grafting due to ischemic symptoms
not meeting criteria for MI. If a patient presented with MI
and required PCI, the primary endpoint was classified as MI.
In case more than one event occurred, the date of the first one
was considered. Patients were contacted in December 2022.
The researchers who collected follow-up were blinded to all
laboratory tests including IPF. Based on the source documenta-
tion including discharge letters or electronic records, 2 physi-
cians independently adjudicated an outcome. Mortality was
verified via the public registries. Patients or their families if
contact with the patient was not possible were contacted via
phone to confirm whether they were hospitalized after the
index hospitalization for ACS.

Statistical Analysis

The statistical analysis was performed using SPSS Statistics
version 28.0 (IBM SPSS, Inc.). Patients were divided into ter-
tiles according to their IPF levels. The normality of distribution
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was assessed with Shapiro—Wilk test. Normally distributed var-
iables are presented as mean and standard deviation and com-
pared using analysis of variance. The non-parametric data is
presented as median and interquartile range (IQR) and com-
pared with Kruskal-Wallis test. Analyses were stratified
according to IPF tertiles. Time-dependent receiver-operating
characteristic (ROC) curve analysis was used to determine the
IPF cutoff point that may have predictive value for MACE.
Cox regression analysis was performed to assess the association
between IPF tertile and MACE. Multivariable Cox regression
was performed for IPF treated as a continuous value, as well
as for the factors identified with P<.1 at univariate analyses.
P-values <.05 were considered statistically significant.

Table |. Baseline Characteristics.

Results

A total of 140 patients were enrolled in the study. Ten patients
were lost to follow-up despite at least 3 attempts to contact them
or their families. The remaining 130 patients (92.9%) were fol-
lowed up for a median time of 57 months [IQR 55-59 months].

Baseline characteristics by IPF tertiles are presented in Tables
1 and 2. Overall, women constituted almost 30% of all the
patients. In the 1st tertile there were 39% of female patients,
whereas in the 3rd tertile 14% (P=.029). MI prior to the
index hospitalization and smoking were more common among
patients in the upper tertile. Apart from these differences, only
platelet assay parameters (platelet count P=.002, mean platelet

All patients First tertile Third tertile
(n=140) (n=46) Second tertile (n =47) (n=47) P-value
Age, y, mean (SD) 65.1 (11.7) 64.8 (11.2) 65.1 (12.8) 65.5 (11.1) .953
Female sex, n (%) 37 (26.4) 18 (39.1) 12 (25.5) 7 (14.9) .029
STEMI, n (%) 78 (55.7) 31 (67.4) 24 (51.1) 23 (48.9) .147
NSTEMI/UA, n (%) 62 (44.3) 15 (32.6) 23 (48.9) 24 (51.1)
PCl, n (%) 126 (90.0) 45 (97.8) 38 (80.9) 43 (91.5) .058
Cardiac risk factors, n (%)
HT, n (%) 95 (67.9) 27 (58.7) 32 (68.1) 36 (76.6) .181
DM, n (%) 32 (229) 9 (19.6) 12 (25.5) 11 (23.4) 757
HL, n (%) 97 (69.3) 34 (73.9) 31 (66.0) 32 (68.1) .675
HF, n (%) 48 (34.3) 15 (32.6) 14 (22.8) 19 (40.4) 531
Asthma, n (%) 5(3.6) 3 (6.5) 2 (4.3) 0 (0.0) 227
COPD, n (%) 8(5.7) 1(22) 3(6.4) 4 (8.5) 408
Peripheral arterial diseases, n (%) 18 (12.9) 6(13.0) 6(12.8) 6(12.8) 999
CKD, n (%) 19 (13.6) 6(13.0) 7(149) 6(12.8) .948
Current smoker, n (%) 46 (32.9) 13 (28.3) 16 (34.0) 17 (36.2) 735
Past smoker, n (%) 35 (25.0) 6(13.0) 13 (27.7) 16 (34.0) .057
Previous Ml, n (%) 35 (25.0) 5(10.9) 15 (31.9) 15 (31.9) .026
Previous PCl, n (%) 27 (19.3) 6(13.0) 12 (25.5) 9 (19.1) .286
Baseline pharmacotherapy, n (%)
Statin 137 (97.9) 46 (100.0) 47 (100.0) 44 (93.6) .048
BB 127 (90.7) 41 (89.1) 41 (87.2) 45 (95.7) 442
ACEI/ARB 130 (92.9) 43 (93.5) 42 (89.4) 45 (95.7) .856
CCB 19 (13.6) 6(13.0) 9 (19.1) 4 (85) 319
PPI 125 (89.3) 42 (91.3) 42 (89.4) 41 (87.2) 817
Clopidogrel 108 (77.1) 36 (78.3) 35 (74.5) 37 (78.7) .561
Ticagrelor 32 (229) 10 (21.7) 12 (25.5) 10 (21.3)
Lesion location, n (%)
MVD 66 (47.1) 19 (6.7) 21 (6.3) 26 (8) .367
LM 18 (12.9) 7(15.2) 3(6.3) 8(17.0) 232
LAD 101 (72.1) 32 (69.6) 36 (78.2) 33 (70.2) 738
Dg 44 (31.4) 18 (39.1) 13 (27.7) 13 (27.7) 497
Cx 43 (30.7) 22 (47.8) 13 (27.7) 8 (17.0) .007
Mg 30 (21.4) 11 (23.9) 9 (19.1) 10 (21.3) 923
RCA 78 (55.7) 23 (50) 26 (55.3) 29 (61.7) 448
Echocardiography

EF, %, median (IQR) 49.0 [42.8, 56.0)

48.0 [41.0, 54.5]

51 [45.5, 57.0] 47.0 [43.0, 56.0] 230

Bold values denote statistical significance at the P < .05 level.

Abbreviations: ACEI/ARB, angiotensis converting enzyme inhibitors/angiotensin receptor blockers; BB, beta-blockers; CABG, coronary artery by-pass graft; CCB,
calcium channel blockers; CKD, chronic kidney disease; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; Cx, the circumflex artery; Dg, diagonal branches of the left
anterior descending artery; DM, diabetes mellitus; EF, ejection fraction; HF, heart failure; HL, hyperlipidemia; HT, hypertension; IQR, interquartile range; LAD, the
left anterior descending artery; LM, the left main artery; Mg, marginal branches of the circumflex artery; MI, myocardial infarction; MVD, multi-vessel disease; n,
number; NSTEMI, non-ST-segment elevation myocardial infarction; PCl, percutaneous coronary intervention; PPI, proton pump inhibitors; RCA, the right coronary
artery; SD, standard deviation; STEMI, ST-segment elevation myocardial infarction, UA, unstable angina.
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Table 2. Laboratory Characteristics.

Overall First tertile Second tertile Third tertile

(n=140) (n=46) (n=47) (n=47) P-value
Troponin, ng/mL, median (IQR) 8.9 [1.0, 32.3] 11.2[1.01, 53.0] 10.3 [1.8, 30.4] 7.6 [0.83, 38.2] 974
Crea, mg/dL, median (IQR) 1.03 [0.84, 1.23] 1.04 [0.79, 1.20] 0.93 [0.84, 1.22] 1.09 [0.89, 1.28] .301
GFR, ng/mL, median (IQR) 74.0 [57.0, 91.0] 74.0 [55.5, 87.0] 84.0 [59.0, 95.0] 69.0 [53.0, 84.0] 256
RBC, 10%/uL, median (IQR) 4.57 [4.11,4.98] 4.45 [4.07, 4.88] 4.78 [4.38, 5.14] 4.51 [4.01, 4.95] .059
WBC, 10°/uL, median (IQR) 9.6 [7.8, 13.4] 9.77 [7.54, 12.5] 9.36 [7.8, 13.9] 9.6 [7.7, 13.2] 956
Neu(%), median (IQR) 69.6 [62.2, 78.2] 68.2 [58.5, 76.8] 71.1 [63.3,79.5] 69.5 [61.3,78.2] 523
Lymph(%), median (IQR) 21.8[14.2,29.7] 21.2[14.7, 33.3] 21.4[13.2,28.1] 23.2[13.8, 28.3] .889
Mon(%), median (IQR) 8.3 [6.4, 10.4] 8.5[6.2,10.0] 76[63,11.2] 8.5 [6.6, 10.4] 798
Bas(%), median (IQR) 0.3 [0.2, 0.6] 0.3 [0.2, 0.6] 0.3 [0.2, 0.6] 0.3 [0.2, 0.6] 936
Eos(%), median (IQR) 1.3 [0.7, 2.4] 1.3 0.3, 23] 1.4 [0.3, 2.8] 1.4 [0.7, 2.5] .689
RDW, %, median (IQR) 13.6 [13.0, 14.4] 14.0 [12.9, 14.9] 13.6 [12.8, 14.4] 13.5[13.2, 14.3] .586
HGB, g/dL, median (IQR) 14.1 [12.7, 15.1] 13.8[123, 14.7] 14.5[13.3, 15.3] 13.8 [12.5, 15.0] .044
HCT, %, median (IQR) 40.8 [37.3, 43.8] 40.1 [36.0, 42.4] 42.5 [39.2, 44.0] 40.7 [37.3, 44.1] 093
PLT, 10*/uL, median (IQR) 209 [182, 254] 220 [199, 285] 219 [185, 270] 197 [161, 232] .002
MPV, fl, median (IQR) 102 [9.5, 11.4] 9.8 9.2, 10.1] 10.4 [9.4, 11.0] 11.5[10.0, 11.9] <.001
PDW, fl, median (IQR) 142 [11.9, 16.8] 11.9[11.0, 14.8] 13.5[12.1, 15.8] 16.4 [14.5, 18.4] <.001
PCT, %, median (IQR) 0.22 [0.18, 0.27] 0.22 [0.18, 0.27] 0.22 [0.19, 0.27] 0.22 [0.18, 0.26] 498
P-LCR, %, median (IQR) 326 [26.1,39.7] 25.4[22.7,29.2] 31.9 [27.4, 35.5] 39.6 [35.8, 43.9] <.001
INR, median (IQR) 1.06 [1.01, 1.20] 1.06 [1.00, 1.30] 1.08 [1.01, 1.20] 1.04 [1.00, 1.12] 476
AST, U/l, median (IQR) 34.0 [23.0, 80.0] 31.0 [21, 109.5] 33.0 [22.5, 67.0] 39.0 [24.5, 72.0] .862
ALT, U/l, median (IQR) 30.0 [23.0, 48.0] 30.0 [21.0, 40.0] 31.0 [23.0, 43.0] 37.0 [27.0, 54.5] 267
CRP, mg/L, median (IQR) 3.65[1.6, 13.5] 5.0 [2.0, 15.2] 33[1.2,11.1] 42117, 15.3] 457
Cholesterol, mg/dl, mean (SD) 171.1 (42.7) 176.4 (45.4) 173.3 (44.0) 163.3 (38.0) 334
HDL, mg/dL, median (IQR) 43.0 [35.0,51.0] 43.0 [34.0, 50.5] 44.0 [36.0, 52.5] 43.0 [33.0, 54.0] 928
LDL, mg/dl, mean (SD) 96.0 (35.5) 101.2 (39.4) 97.3 (39.1) 89.3 (26.4) .308
TG, mg/dL, median (IQR) 117 [92, 153] 113 [87, 156] 114 [94, 156] 121 [86, 146] 998

Bold values denote statistical significance at the P < .05 level.

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; Bas, basophils; Crea, creatinine; Eos, eosinophils; GFR, glomerular filtration rate;
HCT, hematocrit; HDL, high-density lipoprotein; HGB, hemoglobin; INR, international normalized ratio; LDL, low-density lipoprotein; Lymph, lymphocytes; Mon,
monocytes; MPV, mean platelet volume; Neu, neutrophils; PCT, procalcitonin; PDW, platelet distribution width; P-LCR, platelet large cell ratio; PLT, platelets; RBC,
red blood cells; RDW, red cell distribution width; TG, triglicerides; WBC, white blood cells.

Table 3. Follow-up.

First tertile (IPF<2.2%) n=43 Second tertile (IPF 2.2-3.6%) n=42 Third tertile (IPF>3.7%) n=45 Overall n=130

Death 2 (4.7%) 4 (9.5%) 9 (20.0%) 15 (11.5%)
M 1 (2.3%) 4 (9.5%) 2 (4.4%) 7 (5.4%)
Revascularization 0 1 (2.4%) 3 (6.7%) 4 (3.1%)
Stroke 0 0 1 (22%) 1 (0.8%)
Overall 3 (7.0%) 9 (21.4%) 15 (33.3%) 27 (20.8%)

Abbreviations: IPF, immature platelet fraction; M, myocardial infarction.

volume P<.001, platelet distribution width P<.001, platelet
large cell ratio P<.001) differed significantly between groups.
All patients received DAPT, of which 108 (77.1%) were given
clopidogrel and 32 (22.9%) ticagrelor. The recruited patients
were not using glycoprotein IIb/Illa inhibitors.

All patients were diagnosed with ACS. Among them, 78
(55.7%) presented with STEMI and 62 (44.3%) with
NSTEMI (non-ST-segment elevation myocardial infarction)
or UA (unstable angina). 126 (90%) patients had PCI per-
formed. Overall MACE occurred in 27 patients (20.8%).
Patients in the highest tertile had 1.7 times higher relative risk
of MACE than patients in the middle tertile, and 4.9 times
higher than patients in the lowest tertile. Follow-up events in

each IPF tertile are presented in Table 3. The main cause of
death was CV mortality and it occurred in 14 patients (93.3%).

Cox proportional hazard model for MACE revealed a signif-
icant difference in the occurrence of MACE in the highest com-
pared to the lowest tertile (HR =5.341 95% CI: 1.546-18.454,
P=.008). The risk of MACE was also higher in patients in
the middle tertile when compared to the lowest tertile, but it
did not reach statistical significance (HR=3.395 95% CIL:
0.919-12.543, P=.067). The survival Kaplan-Meier curve
for each tertile is presented in Figure 1. Time-dependent ROC
curve analysis revealed AUC of 0.656 for 5-year outcome
with an IPF cut point of 3.45% being 63.0% sensitive and
65.0% specific for MACE (Figure 2).
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Number at risk 0 months 12 months 24 months 36 months 48 months 60 months
IPF 1st tercile 43 a3 41 41 40 12
IPF 2nd tercile 42 a2 35 35 33 5
IPF 3rd tercile 45 43 38 36 32 8

Figure |. Kaplan—Meier event free survival curve with follow-up duration of 5 years after acute coronary syndrome. Blue, green, and red lines
represent Ist, 2nd, and 3rd immature platelet fraction (IPF) tertiles, respectively. The numbers in the table below the graph represent the
number of patients at risk at 0, 12, 24, 36, 48, and 60 months. Log rank P=.013.

Multivariable Cox regression analyses showed that baseline IPF
level was independently associated with MACE (HR =1.279, 95%
CI: 1.056-1.549, P = 012). Other tested variables did not reach stat-
istical significance. Results are presented in Table 4.

In order to evaluate the importance of particular drugs, the
analysis inside subgroups receiving various P2Y12 inhibitors
was also designed. Similarly to the overall study population,
Cox regression analysis further confirmed a significantly higher
risk of MACE in patients in the highest versus lowest IPF
tertile in clopidogrel-treated cohort (HR 6.25 CI: 1.4-27.7, P=
.016), while no statistical significance was achieved in the
ticagrelor-treated group despite the numerically higher risk (HR
3.54 CI: 0.37-34.03, P=274).

Discussion

To the best knowledge of the authors, the presented study was the
first study with such a long-term follow-up to assess the relation-
ship between IPF level and the risk of MACE in patients who
presented with ACS and were treated with DAPT. We

demonstrated that the higher IPF values were associated with sig-
nificantly increased occurrence of MACE, corroborating the pre-
liminary findings of prior reports with shorter observation.

Platelets are known to contribute to the complex and multi-
factorial pathomechanism of CV events.'®!” Their younger
fraction, namely RPs, may reflect underlying disturbances in
the process of platelet production, maturation and clearance,
which can lead to an increased risk of thrombosis.'®!® The
hyperreactivity of RPs could be one of the possible explanations
for the increased risk of CV events in patients with higher IPF
values. In research involving patients with ACS receiving
DAPT (aspirin and clopidogrel), it was found that individuals
with a high platelet turnover, indicated by a larger number of
RPs, experienced a significant reduction in the effectiveness
of the antiplatelet treatment.® The findings were confirmed in
different patients’ groups, also treated with prasugrel.'* One
may suggest that the impaired response to DAPT associated
with increased baseline IPF may be one of the factors underly-
ing the increased risk of subsequent CV events.
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Figure 2. Receiver-operating characteristic curve for prediction of major adverse cardiovascular events based on the immature platelet frac-

tion (IPF) levels.

Table 4. Multivariable Cox Regression.

Hazard ratio P-value ClI95%
IPF 1.279 012 1.056-1.549
Gender 0.702 .540 0.227-2.172
Past smoker 1.348 482 0.587-3.097
Previous M| 1.183 .703 0.500-2.798
Hemoglobin 0.948 .682 0.732-1.227
Statins 0.908 928 0.113-7.325
RBC 1.012 .848 0.895-1.144

Bold values denote statistical significance at the P < .05 level.
Abbreviations: CI95%, 95% confidence interval; IPF, immature platelet fraction;
MI, myocardial infarction; RBC, red blood cells.

It is presumed that RPs may affect ADP-induced platelet
aggregation in patients on therapy with thienopyridines.
Bongiovanni et al investigated the existence of an association of
high IPF with high MACE risk in patients treated with either pra-
sugrel or ticagrelor. In addition, the association of IPF with
ADP-induced platelet aggregation was compared. The risk of
MACE was higher in patients with elevated IPF values regardless

of the drug used, yet the association between ADP-induced plate-
let aggregation and IPF existed only in patients treated with pra-
sugrel. ° Another important feature of RPs is their ability to
produce cyclooxygenase 2 (COX-2). Increased COX2 makes
low doses of ASA insufficient to inhibit thromboxane production,
and thus the risk of thrombotic events is reportedly higher despite
proper intake of the medications.”' The phenomena outlined
above seem to partially explain our findings, however, further
research is needed to fully understand the potential mechanism
of RPs in predicting adverse CV events.

We observed that the risk of MACE in patients with IPF >
3.7% was 4.9 times higher as compared with the group in the
lowest tertile of IPF, that is, <2.2%. Our finding is consistent
with previously conducted research with shorter follow-up
time. It was first shown in 2013 by Cesari et al that RPs can
predict CV death in ACS patients in 1-year follow-up with
optimal cutoff point of 3.3%. This is similar to the value
obtained in our study (3.45%). However, both the previous
and our study showed unsatisfactory sensitivity (63.6% and
63.0%, respectively) and specificity (61.8% and 65.0%, respec-
tively).?> Another study by Freynhofer et al performed on a
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greater number of patients undergoing PCI also showed associ-
ation between IPF level and the risk of MACE with the cutoff
point at 3.35% in 6-month follow-up.>> The other parameters
dependent form the number of RPs were also identified as pre-
dictors of MACE including immature platelet count (IPC)** and
mean platelet volume (MPV).?

The studies presented above differ from ours in terms of
early mortality or MACE rate. Cesari et al showed that there
was a significant difference in survival rate early after the inci-
dent, which was not observed in our population. However, it
should be pointed out that the mortality rate in the first year
was generally higher in that study. It may be due to multiple
factors, the most important of which we find much higher
mean age of patients included in the previous research, that
is, 11 years difference in overall population. Moreover, in the
group with CV death the mean age was 87 years, being signifi-
cantly different than in no CV death group and over 20 years
higher than in our population. Furthermore, in our study, a
higher percentage of patients received optimal therapy includ-
ing ACE-inhibitor and statin (92.9% and 97.9%, respectively,
in our study vs 26.2% and 20.5% in the previously described).
Ibrahim et al on the other hand presented similar results for the
1-month MACE, yet the difference between low and high IPC
groups also occurred earlier. However, the inclusion criteria in
that study were more liberal including both ACS and CCS
patients. Therefore, the treatment differed, meaning only 33%
of patients were treated with stent implantation. Also, the
median baseline IPF value in that study was higher than in
ours (4.3% vs 2.85%, respectively). That is consistent with
the findings of IPF’s predictive value. Knowledge regarding
the relationship between RP levels and early complications of
ACS is sparse. Previous works evaluated the association
between IPF and MACE over various observation periods,
from 6 to about 30 months.?*?*~>* However, studies assessing
the early risk of complications after ACS in relation to MACE
are lacking. Studies also suggest that the risk of CV complica-
tions after cardiac surgery is higher for higher IPF values.>®
Therefore, the aspect of the relationship between IPF and early
complications is a gap in knowledge that should be addressed.

CAD is the most common type of heart disease, causing hun-
dreds of millions of deaths each year.® As the response to anti-
platelet therapy is not identical, it is believed that there should
be a personalization of treatment including the choice of drug,
the duration of treatment and the dosing. Some evidence exists
that identifying patients with higher bleeding or ischemic risk
among patients treated with antiplatelet therapy using genetic
testing or advanced methods determining platelet activity was
beneficial,?’ though it is not recommended in routine clinical
practice, partially considering its costs. Taking into account
the lack of effective and accessible methods to select patients
requiring intensified treatment, IPF appears to be a potentially
useful marker to identify the individuals at an increased risk
of ischemic events. Further research powered for clinical out-
comes in that field is warranted.

The presented study should be viewed at in light of the fol-
lowing limitations. First, the method of collecting follow-up by

interviewing patients or their families by telephone calls carries
the risk of bias. However, we made every effort to verify the
information obtained as far as possible by confirming death
records in a public database and reviewing information on all
hospitalizations due to MACE in the source documentation.
Second, despite the accurate and reliable collection of patient
medical history, the existence of unidentified confounders
cannot be excluded. Moreover, the ratio of conservatively
treated patients compared to the invasively managed group
does not allow a comparison of the predictive value of IPF in
the 2 groups and would require the collection of a larger
cohort. The low event rate in the first few months could also
be viewed as a limitation, not providing the insights into the
impact of IPF on early mortality and MACE. Finally, the pop-
ulation was relatively small. Further studies on a larger cohort
are warranted to confirm presented findings. Future research
should focus on understanding of potential value of therapy
intensification among patients identified with higher IPF
values. In addition, studies to date have primarily assessed base-
line IPF values, while it may be necessary to assess the variabil-
ity of this parameter over time and in relation to the treatment
used in different patients’ groups.

Conclusions

IPF may be an independent predictor of long-term mortality and
MACE in patients with ACS treated with DAPT. Its accessibil-
ity and ease of assessment by flow cytometry may facilitate its
more common use in CV risk assessment in this group of
patients, provided its accuracy is proven on a larger population.
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Abstract

Immature platelet fraction (IPF), circulating platelets still containing RNA, can be easily calculated by
automated flow cytometry, this makes them an accessible biomarker. Higher IPF concentrations were
reported in patients with thrombocytopenia, patients who were smokers, and also those who were dia-
betics. Several studies have reported their diagnostic and prognostic importance in patients presenting
with acute coronary syndromes, especially ST-segment elevation myocardial infarction, where increased
IPF level is an independent predictor of cardiovascular death. In addition, higher IPF were reported
in patients with inadequate response to either clopidogrel or prasugrel, suggesting their potential role
in antiplatelet therapy monitoring. Their prognostic significance was also observed in both coronary
artery disease and postcardiac surgery status, where their higher levels correlated with the risk of major
adverse cardiac events.

The current review aims to present the current evidence on diagnostic, prognostic and potentially thera-
peutic roles of IPF in cardiovascular medicine. (Cardiol ] 2023; 30, 5: 817-824)

Key words: immature platelet fraction, antiplatelet therapy monitoring, acute coronary

syndromes

Introduction

Platelet circulation is held in balance between
production and usage. Around 12% of circulating
platelets are replaced every 24 hours to keep he-
mostasis. The production of platelets is controlled

by many different factors, with thrombopoetin and
interleukin 6 being the two most important ones
[1-13]. When the demand for platelets is high,
megakaryocytes in bone marrow release their
higher amount into circulation. This can liberate
a pool of immature platelets which are also called
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reticulated platelets. They differ considerably from
the mature version — are larger in size and con-
tain messenger RNA (mRNA) in their cytoplasm.
This means they are able to synthesise protein.
Moreover, immature platelets contain a lot of dense
granules. All of this leads to being more enzymati-
cally and metabolically active, which results in the
aggravated prothrombotic potential. Immature
platelet fraction (IPF) represents the percentage
of the youngest circulating platelets still containing
RNA in peripheral blood. This promising biomarker
has many advantages including a relatively low
price (around $10 per test), the feasibility of quick
testing (depends on laboratory logistics and the
organization, normally around 8 h) and determina-
tion by flow cytometry or an automated hematology
analyzer [1-13]. However, flow cytometry cannot
rule out the nonspecific marking of other granulate
components. Fully automated methods allow for
more precise count of the IPE. The values obtained
depend not only on the method, but also on the
source and concentration of fluorochrome and
the protocol that is used. Therefore, if they were
to be used in clinical practice, there is a need for
further standardization of the method that would
be both reliable and accessible [14]. IPF is elevated
in conditions with rapid platelet destruction i.e.,
immune thrombocytopenia, disseminated intra-
vascular coagulation [15]. Furthermore, higher
number of IPF was observed in patients suffering
from gestational hypertensive disorders compared
with the control group [16]. Raised values of this
parameter were documented in patients with septic
shock and correlated with severity scores [17].
Recently, elevated number of IPF was observed
in patients with acute myocardial infarction, espe-
cially in the acute phase of ST-segment elevation
myocardial infarction (STEMI) [18]. The objective
of this review is to summarize the current state
of knowledge regarding the diagnostic and prog-
nostic significance of IPF in various cardiological
conditions, with particular focus on acute coronary
syndromes (ACS), chronic coronary syndromes,
and their pharmacological management. The advan-
tages and possibilities of introducing this biomarker
are summarized in Central illustration.

IPF in acute coronary syndromes

Grove et al. [18] were first to hypothesize that
IPF may contribute to coronary thrombus forma-
tion. Their study investigated IPF levels in: 22
healthy subjects, 39 patients with stable coronary
artery disease (CAD), and 359 patients with ACS.

CHARACTERISTICS:
« Immature platelets
« High granule content i

« Megacaryocyte-derived mRNA
-
*

PREDICTOR OF:

« Cardiovascular death

+ modMACE after surgery
- + Response to antiplatelets

« Prognostic tool in ACS

: FLOW CYTOMETRY
HIGH CONCENTRATION: ANALYSIS:
* ACS (especially STEMI) i « Inexpensive

« Inadequate response to + Rapid

clopidogrel or prasugrel « Widely accessible
« Diabetes, smokers

thrombocytopenia

Central illustration. An outline of the most important
information about immature platelet fraction (IPF); ACS
— acute coronary syndrome; modMACE — major ad-
verse cardiovascular events, deep vein thrombosis or
pulmonary embolism during hospital stay; STEMI —
ST-segment elevation myocardial infarction.

IPF levels proved elevated: in patients with CAD
compared to healthy subjects, in ACS, especially
in STEML. Further, it was observed that IPF levels
were higher by 18% in smoking individuals, com-
pared with non-smokers, and IPF was elevated by
16% in diabetics, compared with non-diabetics [18].

Cesari et al. [19] investigated IPF as a predic-
tor of cardiovascular death in ACS. 229 patients
were enrolled (125 with STEMI and 104 with
non-STEMI/unstable angina). The study group also
was analyzed for highly immature platelet fraction
(H-IPF). At 1-year follow-up 22 (9.6%) patients
died from cardiovascular causes. Those patients
presented elevated levels of IPF (p = 0.05) and
H-IPF (p = 0.006) compared to the alive. Optimal
cut-off values for the prediction of cardiovascular
death were presented: IPF > 3.3% and H-IPF
> 0.9% (Table 1) [19].

IPF in coronary artery disease

It has been proven that increased platelet con-
sumption is present in patients suffering from CAD
[20]. Furthermore, high levels of IPF are correlated
positively with elevated residual platelet aggrega-
tion in patients with CAD receiving antiplatelet
therapy [21-23].

A study from 2014 by Larsen et al. [24] in-
vestigated correlations between platelet turnover
parameters (including IPF), thrombopoietin and
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Table 1. A summary of studies regarding immature platelet fraction in cardiovascular diseases.

Study Population (n)  Intervention Comparison Outcomes
ACS
Cesari 229 PCI IPF parameters among ACS After one-year follow-up, IPF and
etal. [19] patients and after 1-year H-IPF were increased in patients
follow-up who died from cardiovascular
causes
CAD
Verdoia 1789 Coronary Correlation between IPF and the IPF parameter should not be
etal. [13] angiography rate of CAD or severe left main/ overlooked as a marker of coronary
/three vessel-disease atherosclerosis among patients
with CAD undergoing coronary
angiography
Grove 177 75 mg of plain Correlation between platelet IPF reflects increased platelet turn-
etal. [22] ASA daily turnover and platelet aggregation  over in patients with CAD. Increased
in ASA-treated patients platelet turnover may render ASA
less effective in patients with CAD
Guthikonda 90 Elective cardiac Correlation between size of The size proportion of circulating
etal. [23] catheterization platelets and response to IPF affect response to antiplatelet
and/or planned antiplatelet therapy therapy in patients with stable CAD
Larsen 581 75 mg of ASA Correlation between IPF, IPC, Increased IPF, MPV, PDW in stable
etal. [24] daily MPV, PC, PDW, P-LCR, CAD patients, indicate increased
and thrombopoietin platelet turnover. The inverse rela-
tion between thrombopoietin and
IPF, IPC, MPV, PDW and P-LCR
Ibrahim 89 Observational Correlation between the IPC Both the IPF and the IPC were
et al. [28] study and IPF and MACE greater in patients with MACE
at follow-up
Cesari 372 PCl and DAPT Influence of IPF on platelet activity +IPF and H-IPF in ACS patients
etal. [29] Positive correlation between
PA, IPF, H-IPF and MPV
IPF influences the risk of RPR
Therapy ACS
Funck-Jensen 48 STEMI PCl and DAPT IPF levels prior to PCl, 4-12 h after +IPF in acute phase of STEMI
etal. [30] patients with ASA loading doses of ASA and
+ clopidogrel clopidogrel, and 3 months later
Bernlochner 124 ACS PCl and DAPT Correlation of platelet aggregation Prasugrel: PA correlated
etal. [34] patients with ASA and IPF in ticagrelor- vs. with IPF
+ either ticagrelor prasugrel-treated patients Ticagrelor: no correlation
or prasugrel 3 o il
P-selectin expression in immature 1 P-selectin in IPF
platelets vs. in the mature platelets P-selectin in immature platelets
on prasugrel vs. ticagrelor
Fabbri 101 ACS male PCl and DAPT Evaluation of HPR 11PF in late HPR patients
et al. [35] patients divided in ~ with ASA and
subgroups: persis- clopidogrel
tent, non-persistent
and late HPR
Therapy
Ibrahim 29 healthy subjects 75 mg/day Platelet aggregation in Baseline PA similar in all tertials
et al. [41] divided into tertials  of clopidogrel response to 2, 5 and 20 mM 1 PA in response to 5 mM
based on baseline for a week of ADP of ADP after a week of
clopidogrel in the upper
vs. the lower tertial
Wurtz 117 Previous PCI, Platelet aggregation and IPF in Significantly 1 PA and not statisti-
etal. [42] treated with ASA patients with vs. without ST cally significant (p = 0.13)
75 mg/day IPF in patients with ST
Post cardiac surgery
Anetsberger 696 Intermediate Pre- and postoperative IPF level No differences preoperatively

et al. [43]

or high-risk
non-cardiac
surgery

in patients with vs. without
modMACE

11PF in modMACE patients
in the PACU

ACS — acute coronary syndrome; ADP — adenosine

- ASA — ylsalicyli

acid; CAD — coronary artery disease; DAPT — dual antiplatelet

therapy; H-IPF — highly immature platelet fraction; HPR — high on-treatment platelet reactivity; IPC — immature platelet count; IPF — immature platelet
fraction; MACE — major adverse cardiovascular events; modMACE — MACE, deep vein thrombosis or pulmonary embolism during hospital stay;

MPV — mean platelet volume; PA — platelet aggregation; PACU — post anesthesia care unit; PC — platelet count; PCl — percutaneous coronary inter-
vention; PDW — platelet distribution width; P-LCR — platelet large cell ratio; RPR — residual platelet reactivity; ST — stent thrombosis; STEMI — ST seg-

ment elevation myocardial infarction
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Figure 1. Thrombopoietin concentration and immature
platelet fraction values (adapted from: [24]).

low-grade inflammation in stable, high-risk CAD
patients receiving low dose of acetylsalicylic acid
(ASA; 75 mg once a day) during a mono antiplatelet
therapy. 581 patients, who had angiographically
documented CAD were enrolled [24]. Positive
moderate-to-strong correlations were found be-
tween IPF, immature platelet count (IPC), mean
platelet volume (MPV), platelet distribution width
(PDW) and platelet larger cell ration (P-LCR).
This study observed that thrombopoetin levels
were inversely correlated with the values of IPF
(Fig. 1). A negative correlation was also observed
between IPF and microRNA (miR) 423-3p in
patients with high-risk CAD, suggesting that
these miRs may play a role in platelet turnover
[25]. Studies have shown that higher MPV is
positively correlated with a higher mortality rate
among patients suffering from stable CAD, thus
IPF can significantly contribute to this factor [26].
Larger platelets are also associated with early
stent thrombosis in patients with ACS treated by
percutaneous coronary intervention (PCI) [27].

Furthermore, IPF levels of above 6% were as-
sociated with increased age, this is consistent with
the study performed by Cesari et al. [19], which
also showed that low grade inflammation does
not have a significant impact on platelet turnover
parameters, including IPF [24].

Immature platelet fraction is considered to
be a potential biomarker of platelet activity and
major cardiovascular events. A study by Ver-
doia et al. [13] from 2017 investigated the cor-
relation between IPF and the extent of CAD in

patients who underwent coronary angiography.
1789 patients were enrolled and divided into
quartiles based on the levels of IPF. Between
quartiles there was no significant correlation in
angiography, however, a low degree of throm-
bolysis in myocardial infarction flow (p = 0.01)
and lesions involving bifurcations (p = 0.05) cor-
related positively with higher values of IPE. This
shows that IPF is not associated with the extent
of CAD. On the other hand, this study showed
that IPF is higher in: smoking patients (p = 0.02),
in patients with higher levels of hemoglobin
(p < 0.001), in patients with higher levels of uric
acid (p < 0.001), and in patients with a lower plate-
let count (p = 0.003) [13].

Immature platelet fraction can be used as
aprognostic marker for major adverse cardiovascular
events (MACE) in patients with CAD. MACE was
defined as all cause mortality, myocardial infarction,
unplanned revascularization, or hospitalization for
angina. 89 patients were enrolled and followed up
for a median of 31 months. IPF was higher in pa-
tients who suffered MACE, as compared to patients
without any events at the follow up (5.3 [4.3-6.4]
vs. 3.7 [3.0-5.1], p = 0.007) (Fig. 2) [28].

In another study from 2008 performed by
Cesari et al. [29] IPF was used for the assess-
ment of platelet reactivity in CAD patients on dual
antiplatelet therapy (DAPT). 372 patients were
enrolled, IPF was measured using a hematology
analyzer and platelet function by optical platelet
aggregometry (PA) on platelet-rich-plasma induced
by 1 mmol arachidonic acid (AA-PA) and 10 microM
ADP (ADP-PA). Residual platelet reactivity was
defined as either AA-PA > 20% or ADP-PA >
70%. Significant positive correlations were found
between IPF and PA, MPV. Furthermore, the
higher the IPF the greater platelet aggregation by
AA and ADP. Moreover, a significant diversity for
IPF between patients with and without residual
platelet reactivity was proven and therefore IPF
influences the risk of residual platelet reactivity.
This study suggested that high platelet turnover
is a mechanism connected with platelet reactivity
in high-risk CAD on dual antiplatelet therapy [29].

IPF in therapy for acute
coronary syndrome

Funck-Jensen et al. [30] sought to evaluate [IPF
levels in patients suffering from ACS and receiving
dual antiplatelet therapy (clopidogrel and ASA). 48
STEMI patients were enrolled. Patients had their
blood tested prior to PCI, at 4 to 12 hours after
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Figure 2. Outcome events stratified by immature platelet fraction tertile (adapted from: [28]); MACE — major adverse
cardiovascular events; NSTEMI — non-ST-segment elevation myocardial infarction.

administration of bolus doses, and at follow-up after
3 months. Each patient was given loading doses of
ASA (300 mg) and clopidogrel (600 mg) orally in
the ambulance. In the acute phase of STEMI at the
time prior to PCI platelet aggregation was higher
compared to 4 and 12 hours after administration of
loading doses of clopidogrel and ASA (p < 0.01).
Furthermore, IPF values were significantly el-
evated in the acute phase of STEMI compared to
3 months afterwards (p < 0.0001). This proves
that platelet aggregation is much higher in the
acute phase of STEMI even though patients were
given loading doses of antiplatelet drugs. This can
be explained by a high platelet turnover during the
acute phase of STEMI which results in an impaired
response to clopidogrel and ASA [30].

Moreover, a study performed on 100 patients
with STEMI or non-STEMI showed, that IPF
levels tend to decline during a day after a success-
ful PCI (p < 0.001) and remain stable over the
first month [31]. It also revealed, that high IPF
levels correlate with increased troponin levels
(p = 0.001), which might be a ground for future
studies to exploit another feature of the IPFs, as
the troponin level was shown to correlate with
infarct size [32, 33].

Current trends aim at a personalized antiplate-
let therapy. IPF may be a vital marker for choosing
a P2Y,, receptor inhibitor and defining the optimum
time interval of drug administration. The primary
difference between ticagrelor and thienopyridines

i.e., prasugrel is a reversible binding of the P2Y,,
receptor. The hypothesis arises that IPF may re-
spond poorly to therapy with ticagrelor compared
to therapy with prasugrel. Bernlochner et al. [34]
assessed the influence of IPF on ADP-induced
platelet aggregation in ACS patients treated with
either prasugrel or ticagrelor. 124 patients were
enrolled, all of whom received ticagrelor or prasug-
rel loading doses prior to PCI and a continuation of
either drug for 12 months as well as ASA in a dual
antiplatelet strategy. Venous blood was obtained
before drug administration and 6 to 48 hours after
application of a loading dose of studied drugs [34].

The study showed ADP-induced platelet ag-
gregation was significantly lower in patients treated
with prasugrel than with ticagrelor (p = 0.001)
[34]. Furthermore, in prasugrel treated patients,
the platelet aggregation correlated positively with
IPF (p < 0.001). On the other hand, no such cor-
relation was observed in ticagrelor treated patients
(p = 0.51) (Fig. 3) [34].

Additionally, this study aimed to assess the ex-
pression of P-selectin as a marker for platelet acti-
vation in immature platelets versus in mature plate-
lets. A subgroup of the study population (n = 28,
n = 15 prasugrel treated patients, n = 13 ticagrelor
treated patients) was enrolled for this test. ADP-
-induced P-selectin expression was measured in
the dependence of the time point of drug adminis-
tration. Whole blood was analyzed at two different
time points, the first — 2 hours after the last dose,
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Figure 3. Immature platelet fraction and ADP-induced
platelet aggregation in ticagrelor and prasugrel treated
patients (adapted from: [34]).

the second — 1 hour before the next dose. This
came to 26 measurements (14 at the first time point
and 16 at the second) in the prasugrel group and
22 measurements (12 at the first time point and
12 at the second) in the ticagrelor group. The study
proved that P-selectin expression is significantly
higher in IPF compared to those without IPF in
both prasugrel and ticagrelor treated patients
(p < 0.0001). This suggests that immature platelets
have a larger prothrombotic potential. Moreover,
P-selectin expression in immature platelets was
significantly higher in patients treated with prasu-
grel compared with those treated with ticagrelor
(p = 0.047) [34].

Another study aimed to evaluate high on-treat-
ment platelet reactivity (HPR). 101 male patients
with the ACS were enrolled, and these patients
had measured platelet function in the acute phase
(T0), at 6 months (T1) and 12 months (T2) after the
ACS. The study group identified three subgroups
of patients: persistent (HPR at T0, T1, and T2),
acute non persistent (HPR only at T0), and late
(HPR only at T1 and T2). Patients with persistent
HPR were more frequently with higher values of
body mass index, carried CYP2C19*2 variant, and
were diabetics. Significantly higher levels of IPF
at T1 as well as T2 were present in patients with
late HPR. Furthermore, IPF was the only variable
that correlated with late HPR (p = 0.016). The
study group concluded that late HPR presented by
an elevated level of IPF is most likely correlated
with inflammation [35].

The research performed so far also demon-
strated that IPF has a greater prothrombotic poten-

tial than mature platelets [23]. Their importance
in adverse ischemic events after cessation of dual
antiplatelet therapy (DAPT) is still under investiga-
tion. Recently, a study conducted on a group of 62
patients with CAD after myocardial infarction showed
that cessation of the P2Y,, inhibitor treatment is
associated with increased IPF in patients [36]. This
occurred in either, patients receiving clopidogrel,
ticagrelor or prasugrel and may partly explain the
increased incidence of ischemic events after the
exclusion of P2Y, inhibitor from DAPT [37-39].

IPF in therapy

A study from 2016 evaluated whether IPF can
predict antiplatelet response to thienopyridines.
300 patients undergoing elective coronary stenting
who received prasugrel or clopidogrel were en-
rolled. IPF correlated positively with ADP-induced
platelet reactivity (p < 0.01) [40].

A study from 2011 performed by Ibrahim et
al. [41] assessed the modulation of antiplatelet
effects after administration of 75 mg clopidogrel
for a week. 29 healthy subjects were enrolled and
had their blood tested for IPF 1 week prior to daily
dosing of the drug and 1 week after daily dosing of
the drug. The study population was divided based
on IPF concentrations into tertiles. Baseline plate-
let aggregation responses to 2, 5, and 20 uM ADP
were indistinguishable in all three tertiles. After
1 week of treatment with clopidogrel platelet ag-
gregation was higher in the upper tertile than in the
lower tertile in response to 5 uM ADP (p = 0.02).
This proves that IPF can be associated with an
impaired response to the antiplatelet effect of
clopidogrel [41].

A study from 2010 sought to determine wheth-
er a higher level of IPF was correlated with stent
thrombosis in patients who underwent percutane-
ous cardiac intervention and were treated with
a 75 mg dose of ASA once a day. 117 patients
were enrolled, 39 patients had suffered from stent
thrombosis and the remaining 78 patients served
as a control group. The study showed that a trend
was observed towards an elevated IPF in patients
who suffered from stent thrombosis but it missed
statistical significance (p = 0.13) [42].

In order to implement IPF in routine clinical
care, it should be measured with whole blood count
parameters on admission to hospital and during
hospitalization. Afterwards, the IPF concentration
should be assessed, and the optimal pharmacologi-
cal treatment ought to be chosen. Among patients
with chronic coronary syndromes with high IPF
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7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

7.1 Podsumowanie wynikow

W przeprowadzonym prospektywnym badaniu zrekrutowano 140 pacjentow z ACS
poddawanych DAPT z wykorzystaniem tikagreloru lub klopidogrelu zgodnie z kryteriami

wilaczenia 1 wykluczenia przestawionymi ponizej (Tabela 1.).

Tabela 1. Kryteria wlaczenia i wylaczenia

Kryteria wlaczenia Kryteria wylaczenia

e Wiek > 18 lat w momencie « Niestabilny stan kliniczny (niestabilno$é
rekrutacji. hemodynamiczna lub elektryczna).

o Hospitalizacja z powodu e Planowany zabieg chirurgiczny
ACS. wymagajacy przerwania DAPT w trakcie

e Zdolno$é do wyrazenia badania.
pisemnej $wiadomej zgody e Rewaskularyzacja wiencowa (chirurgiczna
w przedziale czasowym 1-24 lub przezskoérna) planowana w ciggu 90 dni
godzin po udanej PCI. od rekrutacji.

e Pacjenci z ACS poddawani o Wywiad udaru, przemijajacego ataku
PCI z uzyciem DES nowe;j niedokrwiennego lub krwawienia
generacji. wewnatrzczaszkowego.

e Zastosowanie dawki o Cigzkie zaburzenia czynno$ci watroby
nasycajacej antagonisty (wyjsciowa wartos¢ ALT > 2,5-krotno$é
receptora P2Y 12 po gornej granicy normy).
rozpoznaniu ACS lub e Niewydolno$é nerek z eGFR < 30 ml/min
podczas PCI. obliczonego za pomocg wzoru Cockrofta-

Gaulta lub wymagajaca hemodializy.

« Cigzka niedokrwisto$¢ (Hgb < 8g/dl).

e PLT<70x 10%ml.

e HCT ponizej 30% lub powyzej 52%.

e Aktywne krwawienie.

e Udokumentowana nadwrazliwo$¢ lub
przeciwwskazania do stosowania ASA,
klopidogrelu, tikagreloru lub prasugrelu.

o Cigza.

« Niezdolnos¢ do zrozumienia i
przestrzegania instrukcji postepowania
zwigzanych z badaniem.

e Udzial w innym badaniu.

Rozwinigcie skrotow: ACS (acute coronary syndrome) — ostry zespot wiencowy; ALT (alanine transaminase) —
aminotransferaza alaninowa; ASA (acetylsalicylic acid) — kwas acetylosalicylowy; DAPT (dual antiplatelet
therapy) — podwdjna terapia przeciwplytkowa); DES (drug eluting stent) — stent uwalniajacy lek; eGFR (estimated
glomerular filtration rate) — szacunkowy wskaznik filtracji ktgbuszkowej; HCT (haematocrit) — hematokryt; Hgb
(haemoglobin) — st¢zenie hemoglobiny; PCI (percutaneous coronary intervention) — przezskorna interwencja

wiencowa; PLT (platelet count) — wskaznik liczby ptytek krwi.
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Sposrod nich petng oceng klinicznych punktow koncowych przeprowadzono u 130 pacjentow,
jak opisano w Publikacji 3. Dodatkowo, pomiary agregacji ptytek krwi indukowanej ADP przy
uzyciu analizatora Multiplate® przeprowadzono u 108 pacjentdw, w tym 62 z ostrym zespolem
wiencowym z uniesieniem odcinka ST (ST elevation acute coronary syndrome, STE-ACS)
1 46 z ostrym zespotem wiencowym bez uniesienia odcinka ST (non-ST elevation acute
coronary syndrome NSTE-ACS), jak opisano w Publikacji 1. Zbadalam réwniez poziomy
ekspresji miR-126-3p, miR223-3p, miR-21-5p, miR-197-3p 1 miR-24-3p u 97 pacjentow,
w tym dodatkowo zrekrutowanych 18 leczonych prasugrelem i 18 zdrowych ochotnikow,
co szczegdtowo przedstawilam w Publikacji 2. Prezentowane analizy dostarczaja waznych
informacji na temat ocenianych  biomarkerow w kontek$cie skutecznosci terapii
przeciwplytkowej. Wyniki badan przedstawionych w niniejszym cyklu publikacji mozna

podsumowac w nastepujacy sposob:

e Istnieje pozytywna korelacja migdzy IPF oraz IPC, a wynikami pomiaréw agregacji
ptytek krwi indukowanej ADP (odpowiednio: rho = 0,387 95% CI: 0,101-0,615,
p = 0,008; rho = 0,458 95% CI: 0,185-0,666, p = 0,001) u pacjentow z NSTE-ACS
(Publikacja 1). Zaleznosci takiej nie zaobserwowatam jednak w grupie o0sob
hospitalizowanych z powodu STEMI.

e Istnieje rowniez pozytywna korelacja migdzy wynikami pomiaroéw agregacji plytek
krwi indukowanej ADP, a poziomem ekspresji miR-223-3p oraz miR-21-3p
(odpowiednio: rho = 0,400, p = 0,019; rho = 0,423, p = 0,013) obecna jedynie
w kohorcie leczonej silnymi lekami przeciwptytkowymi (Publikacja 2).

e Wszystkie zbadane miRs wykazaly znaczace zmniejszenie ekspresji przy
zastosowaniu silniejszego antagonisty receptora P2Y 12 tj. tikagreloru w poréwnaniu
z klopidogrelem. Dla miR-126-3p, miR-223-3p, miR-21-5p, miR-197-3p uzyskano
wyniki istotne statystycznie (p < 0,05), podczas gdy dla miR-24-3p obserwowano
jedynie trend w tym kierunku (p = 0,067).

e Odsetek IPF u pacjentow z ACS ma warto$¢ predykcyjng w przewidywaniu
niekorzystnych zdarzen sercowo-naczyniowych zaré6wno w krétkoterminowe;j
(Publikacja 4), jak réwniez w dlugoterminowej obserwacji (Publikacja 3). Gtownym
punktem koncowym wplywajacym na zalezno$¢ w S-letniej obserwacji
W prezentowanej pracy byty zgony sercowo-naczyniowe.

e W dlugoterminowej (5-letniej) obserwacji (Publikacja 3) MACE wystapity u 21%

pacjentéw, a najczestszym z nich byt zgon sercowo-naczyniowy.
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e Ryzyko MACE bylo najnizsze u pacjentow, ze st¢zeniem IPF ponizej 2,2%
(najnizszy tercyl). W pordwnaniu z pacjentami ze st¢zeniem IPF w najwyzszym
tercylu (to jest co najmniej 3,7%) roznica ta byta istotna statystycznie (p=0,008),
natomiast w porownaniu z grupa z wartosciami IPF w drugim tercylu obserwowano
tendencje w tym kierunku (p = 0,067). Ponadto, wykazatam, ze IPF byl niezaleznym
predyktorem MACE (HR 1,279 95% CI: 1,056-1,549, p = 0,012).

e Jako optymalny punkt odcigcia dla IPF w przewidywaniu MACE w 5-letniej
obserwacji analiza krzywej ROC wykazala stezenie 3,45%. (czuto$¢ 63%, swoisto§¢
65%). Wynik byt poréwnywalny z warto$ciami raportowanymi wczesniej przez
innych badaczy w badaniach z krétszym okresem obserwacji.

e Przeglad pismiennictwa (Publikacja 4) i zawarte w nim dane sugeruja, ze pomiar IPF
moze by¢ wartosciowym testem w  diagnostyce sercowo-naczyniowej
1 monitorowaniu terapii przeciwptytkowej. Jego wykonanie jest stosunkowo proste
technicznie, bezpieczne dla pacjenta i malo kosztowne. Uzasadnione sg dalsze

badania dotyczace diagnostycznej i prognostycznej roli IPF.

66



7.2 Implikacje kliniczne i wyznaczenie dalszych kierunkow badan

Obecnie schemat dlugoterminowego postgpowania wsréd pacjentow z ACS podkresla
konieczno$¢ indywidualizacji farmakoterapii przeciwptytkowej. Pierwszym krokiem przed
podjeciem decyzji dotyczacej proponowanej strategii DAPT powinna by¢ ocena ryzyka
powiktan krwotocznych i niedokrwiennych. Celem indywidualizacji terapii jest uzyskanie
optymalnego stopnia zahamowania ptytek krwi, zachowujac rownowage pomigdzy ryzykiem

tych zdarzen (Rycina 1.).

Ryzyko niedokrwienia Réwnowaga Ryzyko krwawien
N N N

r Y Y A}
. .

A

Ryzyko powiktan

>

Stopien zahamowania ptytek

Krwawienie Niedokrwienie

Rycina 1. Schemat ilustrujacy zalezno$S¢ pomiedzy ryzykiem powiklan zakrzepowo-

zatorowych i krwotocznych a stopniem zahamowania plytek krwi

Standardowo, przy niskim ryzyku zdarzen krwotocznych i niedokrwiennych preferuje si¢
12-miesigczng DAPT ASA i prasugrelem, badz tikagrelorem. Nierzadko zachodzi jednak
konieczno$¢ wyboru lub zmiany leku na klopidogrel ze wzgledu na zagrozenie powiktaniami
krwotocznymi, innymi dzialaniami niepozadanymi silniejszych lekow lub czynnikami

socjoekonomicznymi, na co réwniez zwrocono uwage w wytycznych ESC z 2023 roku [10].
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Zgodnie z rekomendowanymi w wytycznych klinicznymi skalami ryzyka tj. skala PRESICE
DAPT [52] czy ARC-HBR (Academic Research Consortium for High Bleeding Risk) [53],
oczywistg jest konieczno$¢ wykonania badan laboratoryjnych, w tym morfologii. Na podstawie
przedstawionych powyzej obserwacji, wydaje si¢, ze korzystne moze by¢ rozszerzenie badania
o dodatkowe parametry ptytkowe: IPF oraz IPC, ktéore mozna oceni¢ pobierajac kilka
mililitrow krwi z zyly obwodowej, a sam test laboratoryjny wykonuje si¢ przy pomocy
powszechnie dostgpnych analizatorow hematologicznych w ramach rozszerzonego badania
morfologicznego. Wiaze si¢ to z minimalnym dodatkowym kosztem, podobnym czasem
oczekiwania na wynik i brakiem koniecznosci wykonywania dodatkowych procedur przez
lekarzy czy personel pielggniarski. Wysoka warto§¢ IPF moglaby by¢ czynnikiem
wskazujagcym na ewentualng konieczno$¢ dokladniejszego monitorowania terapii i w razie
potrzeby wykonania dodatkowych PFT. Ze wzgledu na niejednoznaczne wartosci punktow
odcigcia na ten moment klinicy$ci podejmujacy decyzje o wiaczaniu tego parametru do modelu
stratyfikacji ryzyka powinni opiera¢ si¢ na dotychczasowych badaniach, w ktorych
za zwigzany z gorszym rokowaniem poziom okreslano co najmniej na 3,3%. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze czuto$¢ 1 specyficznos$¢ IPF wydaje si¢ jednak zbyt niska, aby mogla stuzy¢ jako
samodzielne narz¢dzie do podejmowania decyzji terapeutycznych. IPF moze stanowié
dodatkowy element stratyfikacji ryzyka dotaczony do skal klinicznych lub peti¢ role testu,
ktorego nieprawidlowy wynik bedzie sklania¢ lekarza prowadzacego do doktadniejszego
monitorowania odpowiedzi na leczenie przeciwplytkowe z wykorzystaniem bardziej
zaawansowanych PFT. W $wietle aktualnych wytycznych ESC rutynowe wykonywanie PFT
nie jest rekomendowane, a mozna je rozwazy¢ u osob z niekorzystnym profilem ryzyka
1 w zaleznos$ci od dostgpnosci odpowiednich testow z rekomendacja w klasie IIb (poziom

dowodow naukowych A) [15].

Rola miR w optymalizacji i monitorowaniu terapii przeciwplytkowej wcigz wymaga lepszego
zrozumienia, zanim stanie si¢ elementem praktyki klinicznej. W mojej pracy wykazatam, ze
ekspresja co najmniej 4 z 5 przebadanych przeze mnie czasteczek dobrze korelowala z sitg
zahamowania aktywnos$ci ptytek krwi, przyjmujac $rednio nizsza warto$¢ u pacjentow
leczonych tikagrelorem w poréwnaniu z klopidogrelem. Ponadto, ekspresja miR-223 byta
takze nizsza u pacjentow leczonych prasugrelem, mimo niewielkiej grupy badanej, a takze
wykazywata umiarkowang korelacje¢ z dobrze poznanym PFT — agregometrig impedancyjng w
odpowiedzi na ADP z uzyciem analizatora Multiplate®. Wyniki spojnie sugeruja, ze silniejsza

inhibicja ptytek wiaze si¢ z nizszg ekspresja miR-223. Podobne obserwacje dotycza miR-21,
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z pominig¢ciem zaleznos$ci dla grupy leczonej prasugrelem. Nalezy jednak mie¢ na uwadze maty
rozmiar grupy analizowanej w prezentowanej pracy. Przedstawione wyniki dajg nadziej¢ na
mozliwo$¢ wykorzystania w przysztosci miR-223 1 miR-21 na etapie planowania
1 optymalizacji terapii przeciwptytkowej, szczeg6lnie pod katem wczesnego weryfikowania
adekwatnos$ci odpowiedzi na leczenie klopidogrelem u osdb, u ktorych silniejsze leki moga
by¢ z r6znych powoddéw mniej bezpieczne. Podobne wyniki obserwowatam dla miR-197 oraz
dla miR-126, ktérego ekspresja byla dodatkowo nizsza przy leczeniu przeciwptytkowym
w porownaniu z grupg kontrolng. W ich przypadku natomiast nie zaobserwowali§my korelacji

z reaktywnoscig ptytek krwi w agregometrii impedancyjne;.

Potencjalng przewage miRs nad dotychczas stosowanymi testami stanowi ich wigksza
stabilno$¢ 1 powtarzalno§¢ pomiarow. Zanim jednak ich uzycie bedzie mozliwe w praktyce
klinicznej, konieczne jest potwierdzenie uzyskanych przeze mnie wynikéw na duzej grupie
pacjentéw, a w kolejnym kroku standaryzacja testow stuzacych do ich oznaczania. Mnogo$¢
ptytkowych miR 1 zdolno$¢ wielu z nich do wptywania na te same geny sprawia,
ze zrozumienie zlozonej interakcji migedzy nimi wydaje si¢ wcigz duzym wyzwaniem.
W konteks$cie prowadzenia terapii przeciwptytkowej, przyszie prace powinny zbadaé
wykorzystanie miR z naciskiem na zastosowanie technologii mikromacierzy. Podejscie to jest
obiecujace ze wzgledu na jego potencjal do kompleksowej oceny profili miR, co moze

poprawi¢ nasze zrozumienie i zastosowanie terapii opartych na tych czasteczkach [54].
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7.3 Ograniczenia wnioskowania

Do gtéwnych ograniczen ponizszego badania nalezy ograniczona liczba badanych pacjentow.
Wykazano istotng statystycznie rdznicg w wystepowaniu MACE u pacjentdow z najnizszymi
w pordwnaniu z pacjentami z najwyzszymi warto$ciami IPF (1. vs 3. tercyl). Ryzyko MACE
byto réwniez wyzsze u pacjentow w srodkowym tercylu w pordwnaniu z najnizszym tercylem,
obserwowano réznice nie osiaggnety jednak istotnos$ci statystycznej (p = 0,067), co moze by¢
zwigzane z ograniczong mocg statystyczna przy wiaczonej do badania populacji, niekoniecznie
oznaczajac faktyczny brak istotnej réznicy. Przedstawione badanie dostarcza zatem
interesujacych hipotez, ktorych dalsze potwierdzenie jest konieczne w ramach kolejnych prac
z uwzglednieniem wigkszej populacji. Ograniczenie to jest takze istotne w czgéci pracy
poswieconej miRs. Obserwowane roznice w ekspres;ji trzech sposrdd czterech miRs pomigdzy
pacjentami leczonymi tikagrelorem a pacjentami przyjmujacymi klopidogrel wydaja si¢ by¢
nieobecne dla populacji przyjmujacej prasugrel. Niewielka proba badana leczona prasugrelem
jest jednak istotnym czynnikiem ograniczajacym mozliwo$¢é wyciggnigcia takiego wniosku,
szczeg6lnie biorac pod uwage patofizjologiczne podstawy i sit¢ dzialania poszczegodlnych
antagonistow receptora P2Y . Hipoteza ta wymaga potwierdzenia na wigkszej populacji

pacjentow.

Istotnym ograniczeniem pracy jest takze jednokrotny pomiar parametréw jedynie w ostrej fazie
choroby — w pierwszej dobie po przezskornej interwencji wiencowej (percutaneous coronary
intervention, PCI). Na podstawie wynikéw niektorych prac mozna podejrzewaé, ze zwigzek
mig¢dzy poziomem IPF a odpowiedzig na leczenie przeciwptytkowe byl obserwowany w ostrej
fazie — migdzy pierwszym a 30 dniem od ACS, natomiast w pomiarach mi¢dzy 30-90 dniem
nie byt obecny[24, 25, 26]. Niemniej jednak potwierdzenie opisanych przez nas zaleznosci
W pozniejszej fazie choroby wydaje si¢ by¢ tematem wymagajacym doktadniejszego
wyjasnienia w kolejnych badaniach. Mimo dokonywania pomiaréw w jednym punkcie
czasowym, zaobserwowali§my jednak istotng zaleznos¢ pomiedzy IPF a ryzykiem MACE. Nie
mozna wykluczy¢, ze dokladniejsze pordwnanie zmienno$ci odsetka niedojrzatych ptytek
w czasie pomogloby osiagnaé lepsza czutos¢ i swoisto§¢ w przewidywaniu niekorzystnych

zdarzen sercowo-naczyniowych.

Ponadto, pacjenci leczeni klopidogrelem stanowili istotny odsetek badanej populacji. Zgodnie
z najnowszymi wytycznymi preferowanymi w leczeniu ACS antagonistami receptora P2Y 2

sa nowsze, silniejsze leki, takie jak prasugrel i tikagrelor. Po pierwsze nalezy mie¢ jednak
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na uwadze fakt, ze rekrutacja pacjentow odbywata si¢ w latach 2017-2018, przed pojawieniem
si¢ europejskich wytycznych z 2020 roku dotyczacych leczenia NSTE-ACE, jak réwniez
wytycznych dla ACS z 2023 roku, ktore wskazuja, ze nalezy rozwazy¢ preferowanie
prasugrelu wzgledem tikagreloru w tej populacji. Stad czesciej stosowanym lekiem, gtownie
ze wzgledu na dostgpnos¢, byt tikagrelor. Co wigcej, przedstawione badanie jest badaniem
obserwacyjnym bez za$lepienia. To operator wykonujacy zabieg decydowat o stosowanym
leku. Pomimo dowoddéw na wyzszo$¢ innych antagonistow receptora P2Y 12, klopidogrel
ma wcigz swoje istotne miejsce w terapii osob starszych lub posiadajacych przeciwwskazania
do nowszych lekow. Odsetki w poszczegdlnych grupach terapeutycznych w naszym badaniu
sa spojne z ogolnopolskimi statystykami stosowania antagonistow receptora P2Y 1> z tego

okresu w Polsce [55].
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7.4 Whnioski

1. Zréznicowana odpowiedz na terapi¢ przeciwplytkowa u poszczego6lnych oséb wskazuje na
konieczno$¢ implementacji spersonalizowanych strategii leczenia. Wlaczenie nowych
biomarkerow do wstepnej analizy ryzyka w tej grupie moze potencjalnie stanowi¢ cenny

element bardziej spersonalizowanego postgpowania.

2. Warto$¢ IPF u pacjentow z NSTE-ACS przyjmujacych DAPT koreluje z wynikiem

agregometrii impedancyjnej indukowanej ADP.

3. Ekspresja miR-126-3p, miR-223-3p, miR-21-5p, miR-197-3p istotnie ro6zni si¢ miedzy
pacjentami otrzymujacymi silne (tikagrelor) oraz stabsze (klopidogrel) leki z grupy
antagonistow receptora P2Y12 w ramach DAPT, a ponadto ekspresja miR-223-3p

1 miR-21-5p koreluje z wynikiem agregometrii impedancyjne;.

4. IPF u pacjentow z ACS ma warto$¢ predykcyjng w przewidywaniu MACE w obserwacji
dhlugoterminowej. Jednocze$nie czulo$¢ 1 swoistos¢ IPF wydaje si¢ na ten moment zbyt niska,

aby mogta stuzy¢ jako samodzielne narze¢dzie do podejmowania decyzji terapeutycznych.

5. Uzasadnione sg dalsze badania nad wykorzystaniem IPF oraz wybranych ptytkowych miR

w ocenie rokowania oraz odpowiedzi na leczenie przeciwptytkowe w ACS.
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8. OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ
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Komisja Bioetyczna
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
Tel: 022/57-20-303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
Fax: 022/ 57 - 20 -165 02-091 Warszawa

cmail; komisja.bioctycznaa wum edupl
wiww. komisja-biocts conawum edu. pl

KB..... %2015

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

po zapoznaniu si¢ z wnioskiem /wymienic whioskodawee! - w dniu 01 grudnia 2015r.
Lek. Mariusz Tomaniak, | Katedra i Klinika Kardiologii,

ul, Banacha Ia, 02-097 Warszawa,

dotyczacym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt.: :  Optymalizacia terapii
przeciwplytkowej w przezskomych interwencjach wiencowych-nowe metody
diagnostyczne,”

wyraza nastgpujiycy
opinig
- stwicrdza, 7¢ jest ono dopuszezalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi®.

——stwierdza 2o jest-ono-niedopussosalie i-niezgodne 2 zasdami-naukowo-etyeznym
Uwagi Komisji-verte

Pouczenie-w ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawey przysluguje Prawo
odwolania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioctycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medyeznym.

Komisja dziala na podstawic art.29 ustawy z daia £.12,199%6r. o zawodzic lekarza /Dz.U.nr 2897 poz. 152
wraz 2 phingm./, zarzidrenia MZIOS 7 dnd LOS1999r, w sprawie szczepiobowych zasad powolywania i
finansowania ornz trybu dziakania komisji bioctycznyeh /D2 Unr 47 poz 480/, Ustawy prawo
farmaccutyezne z dnia 6 wrzenia 2001e. (DZUNr 126, poz. 1381 2 péin. zm.) Zarzadzenic nr 562007

2 dnia 15 padidziernika 2007 rw sprawie dziakania Komisji Bioctyezne) przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym /Regulamin Komisji Bioctycznej prey Warszawshim Uniwersytecie Medycznym/,

Komisja dziala zgodnic 2 rasadami GCP.

WV zalaczeniu- sklad Komisji oraz lista obecnodei,

Zastgpea Przewodniczieej
Komisji Bioetycznej
Cﬁf{@m 9\
Prof. dr hab.Barbara|Gajkowska

*nicpotrzebne skresli¢
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9. OSWIADCZENIA WSZYSTKICH WSPOLAUTOROW  PUBLIKACJI
OKRESLAJACE INDYWIDUALNY WKLAD KAZDEGO Z NICH W POWSTANIE
PRACY
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Warszawa, 19.01.2024 r

Dr hab. n. med. Mariusz Tomaniak

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Platelet microRNA as potential novel biomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
o$wiadczam, iz m6j wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie 1
opracowanie badan oraz przedstawienic pracy w formie publikacji stanowi: opracowanic
koncepcji pracy, rekrutacja pacjentow, analiza i interpretacja danych, krytyczna analiza i
korekta artykulu, ostateczna akceptacja artykutu. M6j udzial procentowy w przygotowaniu

publikacji okreslam jako 10%.

Wklad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okre$lam jako 60 %,
obejmowal on: konceptualizacje pracy i projekt badania, rekrutacj¢ pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu,

ostateczng akceptacje artykufu.
Jednoczednie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

e

(podpis o$wiadczajgc
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Warszawa, 19.12.2023r

Dr hab. n. med. Mariusz Tomaniak

OSWIADCZENIFE,

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplatelet therapy oé$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
konceptualizacja pracy i projekt badania, analiza i interpretacja danych, krytyczna
rewizja artykulu, akceptacja ostatecznej wersji pracy. M6j udzial procentowy w

przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%.

Wklad Karoliny Gumig¢znej w powstawanie publikacji okreslam jako 65 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ pracy 1 projekt badania, rekrutacj¢ pacjentow, zbieranie i opracowywanie
danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacj¢

artykulu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg¢$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumig¢znej.

(podpis odwiadezajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Dr hab. n. med. Mariusz Tomaniak

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and
antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz méj whasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: udzial w tworzeniu koncepcji pracy i identyfikacja luk w wiedzy. przeglad
literatury, krytyczna ocena i korekta oraz koncowa akceptacja artykutu. Moj udzial procentowy

w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumieznej w powstawanie publikacji okreslam jako 40 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacj¢ pacjentow. zbieranie i
opracowywanie danych, analize statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu,

ostateczng akceptacje artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy

sy

(podpis o$wiadczajgeego)

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.
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Warszawa, 29.01.2024r.

Dr hab. n. med. Mariusz Tomaniak

OSWIADCZENIF,

Jako wspélautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. o$wiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: udzial w tworzeniu koncepcji pracy pracy i
projekt badania, analiza i interpretacja danych, pisanie, krytyczna ocena i korekta artykutu,
akceptacja ostatecznej wersji pracy. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji

okreslam jako 10%.

Wkiad Karoliny Gumi¢Znej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowat
on: konceptualizacj¢ pracy i projekt badania, rekrutacj¢ pacjentow. zbieranie i opracowywanie
danych, analiz¢ statystyczng i interpretacje danych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje

artykutu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$é rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumig¢znej.

/

(podpis o$wiadczajgeego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Prof. dr hab. n. med. Marcin Grabowski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. o$wiadczam, 12 moj
wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badaf oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: ocena merytoryczna projektu, krytyczna
analiza i korekta artykulu, ostateczna akceptacja artykulu. Moj udzial procentowy w

przygotowaniu publikacji okre$lam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okre$lam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacje pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng 1 interpretacje danych, pisanie artykutu,

ostateczng akceptacjg artykuhu.

Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023r,

Prof. dr hab. n. med. Marcin Grabowski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and
antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz moéj wiasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienic pracy w formie
publikacji stanowi: krytyczna analiza i korekta artykulu, ostateczna akceptacja artykulu,

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okre$lam jako 40 %,
obejmowat on: konceptualizacje i identyfikacj¢ luk w wiedzy, organizacje pracy, przeglad

literatury, tworzenie elementéw graficznych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje artykutu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako Czg8¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;j.

(podpis o§wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Prof. dr hab. n. med. Marcin Grabowski

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Platelet microRNA as potential novel biomarkers: for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
o$wiadczam, iz mo6j wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badai oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: konceptualizacja,
krytyczna analiza i korekta artykulu, ostateczna akceptacja artykutu. Moj udzial procentowy

w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %,
obejmowat on: konceptualizacje pracy i projekt badania, rekrutacj¢ pacjentow, zbicranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykutu,

ostateczng akceptacje artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Prof. dr hab. n. med. Marcin Grabowski

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplatelet therapy o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenic i opracowanie badan oraz przedstawicnic pracy w formie publikacji stanowi:
ocena merytoryczna projektu, krytyezna analiza i korekta artykulu, ostateczna

akceptacja artykulu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacyi okreslam jako 4%.

Wkiad Karoliny Gumig¢znej w powstawanie publikacji okre$lam jako 65 %, obejmowat
on: konceptualizacjg pracy i projekt badania, rekrutacjg pacjentow, zbieranie i opracowywanie
danych, analizg statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykutu, ostateczng akceptacj¢
artykutu.

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg§¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023 r.

Prof. dr hab. n. med. Grzegorz Opolski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and
antiplatelet  therapy monitoring o$wiadczam, iz moj wiasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badaf oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: konceptualizacja pracy, krytyezna analiza i korekta artykulu,
ostateczna akeeptacja pracy. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam

jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumi¢znej w powstawanie publikacji okre$lam jako 40 %,
obejmowal on: konceptualizacjg i identyfikacje luk w wiedzy, organizacjg pracy, przeglad

literatury, tworzenie elementéw graficznych, pisanic artykulu, ostateczng akceptacjg artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(pddpisfoswiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Prof. dr hab. n. med. Grzegorz Opolski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplatelet therapy o$wiadczam, iz m6j wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
Ocena merytoryczna projektu, krytyezna analiza i korekta artykulu, ostateczna

akeeptacja artykutu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okres$lam jako 3%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 65 %, obejmowat
on: konceptualizacjg pracy i projekt badania, rekrutacjg pacjentéw, zbieranie i opracowywanie
danych, analizg statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu, ostateczng akeeptacjg

artykutu.

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;.

T,

(podpis ofwiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023r

Prof. dr hab n. med. Janusz Kochman

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and
antiplatelet therapy monitoring oSwiadczam, 1z mo) wiasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienic pracy w formie
publikacji stanowi: krytyczna analiza i korekta artykulu, ostateczna akeeptacja artykulu.

M) udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.
Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 40 %,
obejmowat on: konceptualizacje i identyfikacje luk w wiedzy, organizacje pracy. przeglad

literatury, tworzenie elementow graficznych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje artvkulu

Jednoczesnie wyrazam zgodg¢ na wykorzystanic w/w pracy jako ¢z¢S¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(podpis gswiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023r

Prot. dr hab n med. Janusz Kochman

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplatelet therapy o$wiadczam, iz moj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie 1 opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacyr stanowi
ocena merytoryczna projektu, krytyczna analiza i Korekta artykulu, ostateczna

akceeptacja artykulu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanic publikacji okreslam jako 65 %. obejmowal
on: konceptualizacje pracy 1 projekt badania, rekrutacy¢ pacjentow, zbieranie 1 opracowywanie
danych. analiz¢ statystyczna | interpretacjg danych, pisanie artykulu, ostateczna akceptacjg

artykutu.

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.
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Warszawa, 19.12.2023r

Prof dr hab. n. med. Janusz Kochman

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Platelet microRNA as potential novel biomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
oswiadczam, iz m6j wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenic i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: konceptualizacja.
krytyczna analiza i korekta artykulu, ostateczna akceptacja artykutu. M¢j udzial procentowy

W przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.

Wktad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %,
obejmowal on: konceptualizacje pracy i projekt badania. rekrutacje pacjentow. zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczna i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu,

ostateczna akceptacje artykulu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumi¢zne;j.

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023r

Prof. drhab. n med. Janusz Kochman

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. oSwiadczam, 1z moj
wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie 1 opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: ocena merytoryczna projektu, krytyczna
analiza i Korekta artykulu, ostateczna akeeptacja artykulu. Moj udzial procentowy w

przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowat
on: konceptuahizacj¢ pracy 1 zaprojektowanie badania, rekrutacje pacjentow, zbieranie 1
opracowywanie danych, analiz¢ statvstyczng 1 interpretacyg danych, pisanie  artykulu,

ostateczng akeeptac)e artykulu

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne)

(podpj¥ oswiadezajacego)
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Warszawa, 19.12.2023r,

Prof. dr hab. n. med. Grazyna Sygitowicz

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Platelet microRNA as potential novel biomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
o$wiadczam, iz méj whasny wklad merytoryezny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: udzial w
wykonywaniu oznaczen laboratoryjnych. krytyczna analiza i korekta artykulu, ostateczna

akceptacja artykulu. M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okre$lam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumig¢znej w powstawanie publikacji okrelam jako 60 %,
obejmowat on: konceptualizacj¢ pracy i projekt badania, rekrutacj¢ pacjentéw, zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacje danych, pisanie artykulu,

ostateczng akceptacj¢ artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.
WARSZAWSK|

des YTET MEDYCZNY
Farm ny
prof. dr ]ﬁé{}ﬁk Syg/ﬂ&l‘y\

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Prof. dr hab. n. med. Grazyna Sygitowicz

OSWIADCZIENIE

Jako wspétautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. oswiadczam, iz moj
wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: Konceptualizacja i udzial w opracowaniu
metodologii, ocena merytoryezna projektu, krytyezna analiza i korekta artykulu,
ostateczna akceptacja artykulu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji

okreslam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowat
on: konceptualizacj¢ pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacje pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacje danych, pisanie artykutu,

ostateczng akceptacj¢ artykutu,

JednoczeSnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢S¢ rozprawy
doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

WARSZAWSK|
UNIWERSYTET MEDYCZNY

Wydzipt , maceutyczny
v WWLM
prof. dr fal¥ Grasyha ygitowicz

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Prof. dr hab. n. med. Grazyna Sygitowicz

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplatelet therapy o$wiadczam, iz méj whasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
koneeptualizacja, zbieranie i analiza danych w tym wykonanie oznaczei laboratoryjnych,
Krytyczna ocena i Korekta tekstu, ostateczna akceptacja artykulu. M6j udzial procentowy

w przygotowaniu publikacji okre$lam jako 5%.

Whkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okre$lam jako 65 %, obejmowat
on: konceptualizacj¢ pracy i projekt badania, rekrutacjg pacjentow, zbieranie i opracowywanie
danych, analizg statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje

artykutu.

Jednocze$nie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czgéé rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

WARSZAWSKI
UNIWERSYTET MEDYCZNY
Wydzlgl Farmaceutyczny

7\

MUMM O
prof. dr hal r‘t% Syg}fm\vllé

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023 r.

Prof. dr hab. n. med. Grazyna Sygitowicz

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and
antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz moj wihasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanic badaf oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: konceptualizacja, krytyezna analiza i korekta artykulu, ostateczna

akceptacja artykulu. M6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okre$lam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okre$lam jako 40 %,
obejmowat on: konceptualizacj¢ i identyfikacje luk w wiedzy, organizacj¢ pracy, przeglad

literatury, tworzenie elementow graficznych, pisanie artykutu, ostateczng akceptacjg artykutu.

Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

WARSZAWSKI
UNIWERBYTET MEDYCZNY
Fj

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 12.01.2024 r.

Dr n. med. Dorota Ochijewicz

OSWIADCZENIE

Jako wspotautorka pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics
and antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz modj wilasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: przeglad literatury i podsumowanie artykulow, krytyczna analiza i korekta
artykutu, ostateczna akceptacja pracy. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji

okreslam jako 1%.

Wktad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 40 %, obejmowat
on: konceptualizacj¢ i identyfikacj¢ luk w wiedzy, organizacj¢ pracy, przeglad literatury,

tworzenie elementow graficznych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje artykutu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;.

po«oTa Oclm e Licz

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 19.01.2024 r,

Drn.med. Dominika Klimezak-Tomaniak

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Platelet microRNA as potential novel hiomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
oswiadczam, iz m6j wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenic i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formic publikacji stanowi: opracowanic
koncepcji, krytyczna analiza i korekta artykutu, ostateczna akceptacja artykulu. Moj udzial

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wklad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacje pracy i projekt badania. rekrutacj¢ pacjentéw, zbicranie i opracowywanie
danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje

artykulu.
Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic w/w pracy jako cz¢d¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19,01.2024r,

Dr n. med. Dominika Klimczak Tomaniak

OSWIADCZENIE

Jako wspolautorka pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics
and antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: udzial w tworzeniu koncepcji pracy, identyfikacja dotychczasowych luk
badawczych, krytyczna analiza i korekta artykulu, ostateczna akceptacja artykutu. Mo6j udzial

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%.

Wklad Karoliny Gumieznej w powstawanie publikacji okreslam jako 40 %, obejmowal
on: konceptualizacje i identyfikacje luk w wiedzy, organizacj¢ pracy, przeglad literatury,

tworzenie elementow graficznych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje artykulu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;j,

DA T

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r

Drn. med. Dominika Klimezak-Tomaniak

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplatelet therapy o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
konceptualizacja pracy i projekt badania, krytyezna analiza i korekta artykulu,
ostateczna akceptacja artykulu. Mo6j udzial procentowy w przygotowaniu publikaciji

okreslam jako 2%.

Wklad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 65 %, obejmowat
on: konceptualizacje pracy i projekt badania, rekrutacje pacjentow, zbieranie i opracowywanie
danych. analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje
artykulu.

Jednoczednie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg$é rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

D, Yhmnale S 0uisie

(podpis o$wiadezajgeego)
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Warszawa, 19.01.2024r.

Dr n. med. Dominika Klimezak-Tomaniak

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. o$wiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: ocena merytoryczna projektu, krytyczna
analiza i korekta artykulu, ostateczna akeeptacja artykulu. Moj udzial procentowy w

przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacje pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacje danych, pisanie artykutu,

ostateczng akceptacje artykuhu.

Jednoczednie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg$é rozprawy doktorskiej

lek. Karoliny Gumig¢znej.

(podpis os$wiadezajgeego)
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Warszawa, 10.01.2024r.

Lek. Piotr Barug

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplatelet therapy o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
zbieranie i opracowywanie danych, pisanie artykulu, ostateczna akeeptacja pracy. M6j udzial

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wklad Karoliny Gumieznej w powstawanie publikacji okreslam jako 65 %. obejmowat
on: konceptualizacje pracy i projekt badania, rekrutacj¢ pacjentéw, zbieranie i opracowywanie
danych, analize statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacjg

artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskiej Iek. Karoliny Gumigzne;.
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Warszawa, 19.12.2023r.

Lek. Piotr Barus

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. o$wiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryezny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanic badai oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: zbieranie danych pacjentow, krytyczna
analiza i korekta artykulu, ostateczna akceptacja artykulu. Moj udzial procentowy w

przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacje pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacj¢ pacjentow. zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacje danych, pisanie artykutu,

ostateczng akceptacje artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgS¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(podpip o$wiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023 r.

Lek. Piotr Barus

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Platelet microRNAs as potential novel biomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenic i
opracowanic badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: zbicranie,
interpretacja i przedstawienie danych, przygotowywanie tekstu artykulu, ostateczna akceptacja

manuskryptu. M6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumieznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacje pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacj¢ pacjentow, zbieranie i
opracowywanic danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu,

ostateczng akceptacje artykulu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze¢$¢ rozprawy
doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

HOERBARUS

podpis o$wiadczajgeego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Lek. Piotr Barus

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and
antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz mo6j wlasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: konceptualizacje i identyfikacj¢ luk w wiedzy, przeglad literatury i
usystematyzowane podsumowanie dotychczasowych badan, pisanie artykulu, akceptacje
ostatecznej wersji pracy. Mo6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako
40%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 40 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ i identyfikacje luk w wiedzy, organizacj¢ pracy, przeglad literatury,

tworzenie elementow graficznych. pisanie artykulu, ostateczng akceptacje artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgodg na wykorzystanic w/w pracy jako cze$é rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumi¢zne;j.

(podpis oswiadezajgeego)
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Warszawa, 19.12.2023r.
pial.
Dr n. med. Agata Maciejak-Jastrzgbska

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. Platelet microRNA as potential novel biomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
o$wiadczam, iz m6j whasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badai oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: udzial w
wykonywaniu oznaczen laboratoryjnych. analiza i interpretacja danych, krytyczna analiza i
korekta artykutu, ostateczna akceptacja artykulu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu

publikacji okreslam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %,
obejmowal on: konceptualizacje pracy i projekt badania, rekrutacje pacjentow, zbieranic i
opracowywanie danych, analize statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykutu,
* ostateczng akceptacje artykulu.

Jednoczednie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy
doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;j.

(podpis oswiadcZajgeego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Mgr Agnicszka Wisniewska

OSWIADCZENIE

Jako wspélautorka pracy pt. Immature platelel fraction in cardiovascular diagnostics
and antiplatelet therapy monitoring oswiadezam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: przeglad literatury i synteza dotychczasowej wiedzy, krytyczna ocena
i korekta oraz koncowa akceptacja artykulu. M) udzial procentowy w przygotowaniu
publikacji okreslam jako 1%.

Wklad Karoliny Gumig¢znej w powstawanie publikacji okreslam jako 40 %, obcjmowal
on: konceptualizacje i identyfikacj¢ luk w wiedzy, organizacj¢ pracy, przeglad literatury.
tworzenic elementow graficznych, pisanic artykulu, ostateczng akceptacj¢ artykulu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgd¢ rozprawy
doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.
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Warszawa, 19.12.2023r.
Mgr Agnieszka Wisniewska

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. o$wiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: wykonywanie oznaczei laboratoryjnych
i analiza otrzymanych wynikéw, ostateczna akceptacja artykulu. Moj udzial procentowy w
przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumi¢znej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacj¢ pacjentow, zbieranie i
opracowywanic danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanic artykulu,
ostateczng akceptacjg artykulu,

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy
doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

/

gl ’

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023r.
Mgr Agnieszka Wisnicwska

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplateler therapy o$wiadczam, iz méj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
zbieranie i analiza danych w tym wykonywanie oznaczed laboratoryjnych, ostateczna
akeeptacja artykulu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumi¢Znej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowat
on: konceptualizacj¢ pracy i projekt badania, rekrutacj¢ pacjentdw, zbieranie i opracowywanie
danych, analizg statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje
artykuiu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy
doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;j.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Adrian Bednarek

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. oswiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: analiza statystyczna, interpretacja i
przedstawienie danych, przygotowywanie tekstu artykulu, ostateczna akceptacja manuskryptu.

Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %. obejmowal
on: konceptualizacje pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacj¢ pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych, analize statystyczng i interpretacje danych, pisanie artykufu,

ostateczng akceptacje artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Adrian Bednarek

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immature platelet fraction and immature platelet count as
novel biomarkers of elevated platelet reactivity in NSTE-ACS patients receiving dual
antiplateler therapy o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
zbieranie i opracowywanie danych, analiza statystyczna, pisanic artykulu, ostateczna

akceptacja pracy. Mdj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 65 %, obejmowal
on: konceptualizacje pracy i projekt badania. rekrutacje pacjentdw, zbieranie i opracowywanie
danych, analiz¢ statystyczng i interpretacje danych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje

artykutu.

Jednoczeénie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;j.

(podpis oswiadezajacego)
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Warszawa, 19.12.2023 r.

Adrian Bednarek

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Platelet microRNAs as potential novel biomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
oswiadczam, iz méj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: analiza
statystyczna, zbieranie, interpretacja i przedstawienie danych, przygotowywanie tekstu
artykulu i rycin, ostateczna akceptacja manuskryptu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu

publikacji okreslam jako 5%.

Wktad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacje pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych. analiz¢ statystyczng i interpretacje danych, pisanie artykulu,

ostateczng akceptacje artykulu.

Jednoczes$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Adam Piasecki

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. o$wiadezam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: zbieranie danych klinicznych, akceptacja
ostatecznej wersji artykulu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako
2%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacje pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykutu,

ostateczng akceptacje artykutu.

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumig¢znej.

A(/? M?”“&{ ...............

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Karolina Pasierb

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics and
antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz moj wilasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawicnie pracy w formie
publikacji stanowi: pisanie artykutu, tworzenie elementow graficznych, ostateczna akceptacja

artykulu. Mé6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 40 %,
obejmowal on: konceptualizacje pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacje pacjentow,
zbieranie i opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie

artykulu, ostateczng akceptacje artykulu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigznej.

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 19.12.2023r.

Jakub Zablocki

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Prognostic implications of immature platelet fraction at 5-
year follow-up among ACS patients treated with dual antiplatelet therapy. oswiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: zbieranie danych klinicznych pacjentow,
wizualizacja danych, ostateczna akceptacja artykutu. M6j udzial procentowy w przygotowaniu

publikacji okreslam jako 2%.

Wkiad Karoliny Gumig¢znej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacj¢ pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych. analize¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykulu,

ostateczng akceptacje artykulu.

Jednoczednie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej

e

lek. Karoliny Gumigznej.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 19.12.2023 r.

Jaromir Hunia

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Platelet microRNAs as potential novel biomarkers for
antiplatelet therapy with P2Y12 inhibitors and their association with platelet function
o$wiadczam, iz méj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi: analiza
statystyczna, przedstawienie danych, przygotowywanie rycin, ostateczna akceptacja

manuskryptu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%.

Wkiad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okreslam jako 60 %, obejmowat
on: konceptualizacje pracy i zaprojektowanie badania, rekrutacj¢ pacjentow, zbieranie i
opracowywanie danych, analiz¢ statystyczng i interpretacj¢ danych, pisanie artykutu,

ostateczng akceptacjg artykutu.

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic w/w pracy jako cze$é rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;.

(podpis o$wiadczajgcego)
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Warszawa, 21.01.2024r,
Dr hab. n. med. Ewa Kuca-Warnawin

OSWIADCZENIE

Jako wspélautorka pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics
and antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz méj wiasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienic pracy w formie
publikacji stanowi: krytyczna analiza i korekta artykuhu, ostateczna akeeptacja artykutu. Méj
udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%.

Wklad Karoliny GumigZnej w powstawanie publikacji okreslam jako 40 %, obejmowal
on: konceptualizacj¢ i identyfikacj¢ luk w wiedzy, organizacj¢ pracy, przeglgd literatury,
tworzenie elementow graficznych, pisanie artykutu, ostateczng akceptacje artykutu,

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czeéé ToZprawy
doktorskiej lek. Karoliny GumigZne;.
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Warszawa, 12.01.2024 r.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Filipiak

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Immature platelet fraction in cardiovascular diagnostics
and antiplatelet therapy monitoring o$wiadczam, iz mdj wilasny wklad merytoryczny
W przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi: udzial w tworzeniu koncepcji pracy, krytyczna ocena i korekta oraz
koncowa akceptacja artykulu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okre§lam

jako 2%.

Wktad Karoliny Gumigznej w powstawanie publikacji okre§lam jako 40 %,
obejmowat on: udzial w tworzeniu koncepcji i identyfikacje luk w wiedzy, organizacje pracy,
przeglad literatury, tworzenie elementéw graficznych, pisanie artykulu, ostateczng akceptacje

artykutu.

Jednoczes$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy

doktorskiej lek. Karoliny Gumigzne;.

115



10. ZRODLEA FINANSOWANIA

Realizacja przedstawionego badania byla mozliwa dzigki $rodkom finansowym z grantu
naukowego  Warszawskiego  Uniwersytetu =~ Medycznego  (Minigrant  Studencki

nr M/MG/71/22).

Przeprowadzenie skutecznych oznaczen byto mozliwe dzigki dostgpowi do specjalistycznego
sprzetu udostgpnionego przez I Katedre i Klinike Kardiologii Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego.
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11. PODZIEKOWANIA
Serdeczne podzi¢kowania kieruje¢ do:

Mojego promotora i opiekuna naukowego, doktora habilitowanego nauk medycznych
Mariusza Tomaniaka — za niezwykle wsparcie, madro$¢ i cenne wskazowki, ktore byty
fundamentem tej pracy. Dzigkuje za cierpliwos¢, inspiracje i niezwykle zaangazowanie w moja
naukowa podroz, a takze za mentorstwo, ktore stanowito dla mnie nie tylko naukowy

drogowskaz, lecz rowniez inspiracj¢ do przekraczania wiasnych granic.

Profesora Grzegorza Opolskiego oraz Profesora Marcina Grabowskiego, kierownikow
I Katedry i1 Kliniki Kardiologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, a takze Profesora
Janusza Kochmana, kierownika Pracowni Kardiologii Inwazyjnej — za udostgpnienie
niezbednych zasobdéw oraz za wiar¢ w moje badania. Otwarte drzwi Kliniki umozliwily mi

rozwijanie projektow naukowych w najbardziej stymulujacym $rodowisku.

Wspotautorom artykutéw naukowych, ktorych imiona znalazly si¢ obok mojego podczas
publikacji — pragng wyrazi¢ gleboka wdzigczno§¢ za wspdlng prace oraz za nieoceniong

pomoc, bez ktorej powstanie powyzszej pracy nie byloby mozliwe.

Mojej rodzinie i przyjaciotom, ktérzy wspierali mnie w catym procesie powstawania pracy —

za nieustajace zrozumienie 1 motywacje, ktora byla moim najwigkszym zrodtem sity.
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