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ZMIANY AKTYWACJI PLYTEK KRWI WYWOLANE DZIALANIEM
LEKU ANTYNOWOTWOROWEGO - CISPLATYNY

Badano w warunkach in vitro wplyw cis- i transplatyny na proces aktywacji
ptytek krwi, obejmujacy agregacje oraz sekrecje zmagazynowanych zwigzkéw. Wy-
kazano, ze zwiazki platyny powodujg zahamowanie procesu agregacji krwinek
ptytkowych indukowanego ADP (10 /¢;M) oraz procesu sekrecyjnego stymulowanego
trombina. CDDP ma hamujacy wptyw zaréwno na sekrecje nukleotydéw adeninowych,
jak i biatek zmagazynowanych w ziarnistociach ptytkowych. Badane zwigzki platyny
zmieniajg poziom dialdehydu malonowego - markera przemiany endogennego kwasu
arachidonowego i syntezy tromboksanu A2 w plytkach.

WSTEP

Inwazyjny wzrost nowotworu, zwilaszcza w fazie tworzenia przerzutow,
jest ztozonym i wielostopniowym procesem, w ktdrym istotng role odgrywajg
oddziatywania komorek nowotworowych z innymi komoérkami, a w tym
réwniez z krwinkami phytkowymi [3-6, 22]. W procesie metastazy istotng
funkcje spetnia aktywacja ptytek krwi polegajgca na adhezji, agregacji
komdrek oraz sekrecji zmagazynowanych zwigzkéw. Wiele komdrek nowo-
tworowych ma zdolno$¢ aktywowania krwinek ptytkowych. Zjawisko to
moze zachodzi¢ dzieki syntezie trombiny oraz bezposredniemu kontaktowi
ptytek z komoérkami nowotworowymi, wydzielaniu przez nie zwigzkéw
petnigcych role aktywatorow plytkowych (ADP, proteinaz), a takze dzieki
zmianom metabolizmu kwasu arachidonowego w niektérych liniach komdrek
nowotworowych [7],

Procesowi metastazy bardzo czesto oprocz anemii czy leukopenii towa-
rzyszy zjawisko trombocytopenii, ktore moze wynika¢ z cytotoksycznego
wptywu réznych lekdéw antynowotworowych [13, 14]. Cytostatykiem o duzej
skuteczno$ci dziatania wykorzystywanym w leczeniu réznorodnych nowo-
tworéw jest cisplatyna (cis-diamminodichloroplatyna 11, CDDP). Wstepne



badania prowadzone w naszej Katedrze wykazaly, ze cisplatyna hamuje
aktywacje ptytek krwi i ma wplyw na metabolizm tych komoérek [21].

Celem obecnych doswiadczeA byto ustalenie w warunkach in vitro
wpltywu cisplatyny i jej izomeru (transplatyny) charakteryzujacego sie
brakiem antynowotworowego efektu na przebieg agregacji ptytek i sekrecji
zmagazynowanych w nich zwigzkéw, na poziom MDA, jako markera
przemiany endogennego arachidonianu oraz na synteze tromboksanu A2
w ptytkach pobudzonych trombing.

MATERIAL | METODY

Izolowanie phytek krwi. Plytki krwi otrzymywano metodg wirowania
roznicowego $wiezej krwi pobranej na roztwor ACD (65 mM kwas cyt-
rynowy/85 mM cytrynian sodu/l 10 mM glukoza, 5:1 v/v). Komorki
przemywano dwukrotnie zmodyfikowanym buforem Tyroda i zawieszano
w tym samym buforze do stezenia 10 mg biatka ptytek/ml. Biatko oznaczano
zmodyfikowang metodg Lowry’ego [18].

Pomiar agregacji ptytek krwi. Pomiar agregacji ptytek krwi przeprowadzono
w agregatorze typu Labor APPACT, stosujac osocze bogatoptytkowe
zawierajgce 2x 108 ptytek w ml. Po 5-minutowej inkubacji osocza bogato-
ptytkowego z cisplatyng lub transplatyng (20 /iM) agregacje wywotywano
ADP (10 fiU).

Badanie ptytkowej reakcji uwalniania. Nukleotydy adeninowe uwolnione
z ptytek kontrolnych i preinkubowanych ze zwigzkami platyny po aktywacji
trombing oznaczono metodg spektrofotometryczng w supernatancie (odbiat-
czenie 1,2 M HC104). llos¢ uwolnionych nukleotydéw wyrazono w procentach
catkowitej zawartosci tych zwigzkéw w ptytkach krwi [20], natomiast ilos¢
uwolnionych biatek poprzez pomiar absorbancji przy 280 nm.

Oznaczanie poziomu dialdehydu malonowego (MDA). Po preinkubacji
krwinek ptytkowych z izomerami platyny (20 /¢;M, 100 /iM, 0-120 min,
37°C) dodawano trombine do koncowego stezenia 10 j/ml i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 2 min. Reakcje hamowano przez dodanie réwnej
objetosci 20% kwasu trichlorooctowego (TCA) w 0,6 M HC1 i w super-
natancie oznaczano poziom wytworzonego MDA wedlug zmodyfikowanej
metody tiobarbiturowej [15, 19],

Do analizy statystycznej zastosowano sparowany test i-Studenta. Wyniki
przedstawiono jako wartosci $rednie z odchyleniem standardowym (SD).



WYNIKI | DYSKUSJA

Przeprowadzone badania in vitro wykazaty, ze cisplatyna hamuje aktywacje
ptytek krwi mierzong tworzeniem agregatéw ptytkowych i uwalnianiem
nukleotydéw adeninowych i biatek zmagazynowanych w ptytkowych ziar-
nistosciach. Przebieg procesu agregacji ptytek krwi wywotany ADP (10 p.M)
zaréwno ptytek kontrolnych, jak i po 5-minutowej inkubacji z cis- i trans-
platyng (20 /¢M) zostat przedstawiony na rys. 1 Cisplatyna w poréwnaniu
z transplatyng powoduje wyrazne zahamowanie procesu agregacji (rys. 1).

%T

Rys. 1. Poréwnanie dziatania cis- i transptatyny (20 /*M, 5 min, 37°C) na agregacje ptytek
krwi zawieszonych w osoczu, aktywowanych ADP (10 /iM)

Przed przystapieniem do badania wptywu zwigzkéw platyny na sekrecje
nukleotydéw adeninowych okres$lono catkowitg pule nukleotydéw adeninowych
obecnych w ptytkach krwi S$wini. Wynosita ona ok. 70 nmoli/mg biatka
ptytkowego. W wyniku dziatania trombiny dochodzito do uwolnienia z ziar-
nistosci ok. 41 nmoli nukleotyddéw/mg biatka, co stanowi 59% ich catkowitej
zawartosci. Warto$¢ ta zostata przyjeta jako punkt odniesienia do dalszych
badan (0% hamowania). Stwierdzono, ze w plytkach krwi preinkubowanych
z cis- lub transplatyng (30 min, 37°C) dochodzi do obnizenia ilosci uwal-
nianych nukleotydéw adeninowych jako wzrost procesu hamowania sekrecji,
co przedstawiono na rys. 2 (p<0,01).
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Rys. 2. Wplyw réznych stezen cis- i transplatyny (30 min, 37°C) na ilo$¢ uwalnianych
nukleotydéw adeninowych z ptytek krwi stymulowanych trombing (10 j/ml, 2 min, 37°C)

Wykazano ponadto, ze CDDP - w zaleznosci od stosowanej dawki
i czasu inkubacji z krwinkami plytkowymi - zmniejsza réwniez proces
sekrecji biatek. W porédwnaniu z ptytkami kontrolnymi, gdzie ilos¢ uwol-
nionych biatek wynosi ok. 0,4 £ 0,05 mg/mg biatka catkowitego komdrek
(stanowi to ok. 10% ilosci biatka catkowitego) piytki po inkubacji z cisplatyna
uwalniajg zmniejszong ilos¢ biatek (p < 0,05) (rys. 3, 4). Do peinej sekrecji
zmagazynowanych w ziarnistosciach biatek doszto w przypadku inkubacji
krwinek ptytkowych z cisplatyng o stezeniu 100 /¢M (30 min, 37°C) (rys. 3).
W tych warunkach nie obserwowano lizy komorek.

Obecnie jest ponad 2000 réznych komplekséw platyny stosowanych
w terapii przeciwnowotworowej. Obok cisplatyny naleza do nich takze
karboplatyna, lobaplatyna czy ormaplatyna [17]. Oprocz platyny niektdre
metale ciezkie (ztoto, ruten, rot, pallad, tytan, cyna) oraz ich zwigzKi
pochodne wykazujg aktywnos$¢ biologiczng wykorzystywang w leczeniu
r6znorodnych nowotwordéw [9]. Chociaz CDDP jest bardzo skutecznym
i silnym lekiem cytostatycznym podawanym od wielu lat przy leczeniu
réznych nowotworow, to kliniczne zastosowanie tego leku jest ograniczone,
m. in. ze wzgledu na jej hematologiczng toksycznos$¢ [1, 2, 13, 14], Hemato-
logiczna toksyczno$¢ spowodowana podawaniem cisplatyny obejmuje spadek
poziomu granulocytéw, jak i obnizenie ilosci ptytek krwi (< 50000/mm3) [2].

Zahamowanie aktywacji ptytek krwi spowodowane dziataniem cisplatyny
prowadzi¢ moze do ograniczenia udziatu krwinek plytkowych w procesie
metastazy. Na skutek zmniejszania ilosci uwolnionych z ziarnistosci ptytkowych
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Rys. 3. Wplyw réznych stezern CDDP (30 min, 37°C) na ilo$¢ uwalnianych biatek z ziarnistosci
ptytkowych (ptytki krwi stymulowano trombing (10 j/ml, 2 min, 37°C))
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Rys. 4. Wplyw czasu inkubacji ptytek z CDDP (0,1 /¢(M, 37°C) na ilo$¢ uwalnianych biatek
z ziarnisto$ci ptytkowych (ptytki krwi stymulowano trombing (10 j/ml, 2 min, 37°C))



biatek adhezywnych: fibrynogenu, fibronektyny, czynnika von Willcbranda
czy trombospondyny moze dochodzi¢ do ograniczenia interakcji ptytek krwi
z komorkami nowotworowymi przy udziale integryn znajdujacych sie na
obu typach komérek, gtdwnie integryny ant/i3 [8, 10, 22], Z drugiej strony
zmiany wihasciwosci biologicznych ptytek krwi wywotane CDDP moga sta¢
sie przyczyng zaburzen w procesie krzepniecia krwi na skutek blokowania
tworzenia agregatow plytkowych uszczelniajgcych uszkodzone naczynia
krwionosne oraz ograniczenia procesu sekrecji zwigzkow oddziatujgcych na
naczynia krwionosne.

Zmianom morfologicznym ptytek krwi wywolanym aktywacjg phytek
przy udziale trombiny towarzyszy kaskadowa przemiana arachidonianu
i synteza prostanoidéw. Krwinki ptytkowe nie majg wolnego arachidonianu.
Wystepuje on w fosfolipidach btony, przede wszystkim w fosfatydyloinozytolu
czy fosfatydylocholinie, skad jest uwalniany na drodze hydrolizy enzymatycznej
przy udziale fosfolipaz A2 i C aktywowanych przez silnych agonistow
i metabolizowany w dwdch odmiennych uktadach. W ukladzie zaleznym od
lipoksygenazy dochodzi do powstania gtownie hydroksykwasow (kwas
12-hydroperoksyeikozatetraenowy (12-HPETE) i hydroksyeikozotetraenowy
(12-HETE) oraz hepoksyliny A3 - zwigzku, ktéry hamuje agregacje phytek
krwi [11, 12]. W przemianie zaleznej od cyklooksygenazy powstaje oprocz
nadtlenkéw prostaglandyn przede wszystkim tromboksan A2, ktory jest
silnym agonistg ptytek.

Zastosowanie trombiny (10 j/ml) jako jednego z induktoréw aktywacji
ptytek krwi prowadzi do stymulacji przemiany endogennego arachidonianu
ptytkowego i powstania m. in. tromboksanu A2 wraz z dialdehydem
malonowym (MDA), ktéry jest markerem tego procesu. Po wprowadzeniu
do Srodowiska inkubacyjnego CDDP lub TDDP (20-100 jiM) w pierwszych
minutach (5 min) dochodzi do pobudzenia przemiany arachidonianu, a na-
stepnie do hamowania tego zjawiska. Po dluzszym czasie inkubacji (120 min)
krwinek plytkowych ze zwigzkami platyny (20 /iM) zaobserwowano, ze
poziom MDA jest zblizony do poziomu w ptytkach kontrolnych (rys. 5, 6).

Zahamowanie przemiany kwasu arachidonowego phytek krwi inkubowa-
nych z CDDP prawdopodobnie moze nie tylko prowadzi¢ do obnizenia
poziomu MDA, ale rowniez do produkcji mniejszej ilosci kwasu 12-HETE,
ktory odgrywa wazng role w procesie tworzenia przerzutéw nowotworowych
[6]. Syntetyzowany w plytkach 12-HETE powoduje ponadto odwracalng
retrakcje komorek sSrédbtonka i zwiekszajgc ekspresje integryn all?3 na
komérkach nowotworowych moze inicjowaé¢ adhezje do $rodbtonka zaréwno
leukocytéw, jak i komérek nowotworowych [6, 16].

Poznanie mechanizméw dziatania CDDP na krwinki ptytkowe i reakcji
odpowiedzialnych za wiasciwosci antynowotworowe cisplatyny umozliwi
stosowanie wiasciwej terapii.
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Rys. 5. Wplyw CDDP (20/iM, 100 /iM, 37°C) na enzymatyczne wytwarzanie MDA w plytkach
krwi aktywowanych trombing (10 j/ml, 2 min, 37°C)
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Rys. 6. Wpltyw TDDP (20/iM, 100 [M, 37°C) na enzymatyczne wytwarzanie MDA w plytkach
krwi aktywowanych trombing (10 j/ml, 2 min, 37°C)
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Beata Olas, Barbara Wachowicz

CHANGES OF BLOOD PLATELETS ACTIVATION CAUSED
BY ANTITUMOUR DRUG - CISPLATIN

The effects of cisplatin and transplatin on the ADP (10 ¢iM) - induced aggregation and
secretion in vitro were studied. Platinum compounds had an inhibitory effect on ADP-induced
platelet aggregation and secretion of adenine nucleotides and proteins from blood platelets.
Cisplatin and transplatin also changed the metabolism of endogenous platelet arachidonate
and thromboxne A2 synthesis in platelets stimulated by thrombin.



