Postepy Hig Med Dosw. (online), 2006; 60: 265-277 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2006.01.16
Accepted:  2006.04.19
Published: 2006.05.10

Review

Ptytki krwi jako regulatory procesow
odpornosciowych*

Platelet-mediated regulation of immunity

Ewa Wazna

Zaktad Immunologii Klinicznej Instytutu Transplantologii Akademii Medycznej w Warszawie

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Ptytki krwi (PLT), czyli trombocyty, sa otoczonymi btong komérkowa fragmentami megakario-
cytéw, najmniejszymi, ale bardzo reaktywnymi sktadnikami krwi obwodowej, uczestniczacymi
w procesie krzepnigcia i utrzymywaniu homeostazy. Mikropecherzyki (PMV — platelet-derived
microvesicles), zwane takze mikroczastkami (PMP — platelet-derived microparticles) sa uwalnia-
nymi z ptytek krwi waznymi mediatorami przekazywania sygnatu do wnetrza komoérki, migdzy
plytkami oraz migdzy ptytkami i innymi komdrkami. Nastgpnie moduluja funkcje tych komérek.
Powstaja po stymulacji ptytek krwi trombinag, kolagenem i innymi czynnikami. Pochodzenie mi-
kroczastek moze by¢ rézne: w stanach zapalnych sa to fragmenty aktywowanych ptytek i leuko-
cytéw, natomiast w miazdzycy moga to by¢ fragmenty apoptotycznych komdrek srédbtonka, lim-
focytéw lub monocytéw. Udowodniono ponadto, ze ptytki krwi sg regulatorami odpornosci oraz
mediatorami reakcji zapalnej. Na powierzchni ptytek krwi sa obecne receptory TLR (Toll-like re-
ceptors) odpowiedzialne za inicjowanie odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Rola ptytek krwi
w chorobie nowotworowej zostata udowodniona, ale konieczne sa dalsze badania celem wyjas-
nienia rzeczywistych mechanizméw rzadzacych tym zjawiskiem.

ptytki krwi » mikropecherzyki uwalniane z ptytek (PMV) ¢ mikroczastki uwalniane z ptytek
(PMP) * odpornos¢ * zapalenie * choroba nowotworowa
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Summary

Platelets, essentially non-nucleated blood cells, are highly reactive components of the circulatory
system. They have long been consigned solely to a role in thrombosis and hemostasis. Platelets re-
lease platelet-derived microvesicles (PMV), also known as platelet-derived microparticles (PMP).
They are important but still under-appreciated mediators of intracellular cross-talk between pla-
telets and other cells and modulate their function. They are formed after stimulation of platelets
by an agonist, such as thrombin, collagen, and many others. Platelets can carry biological media-
tors; they can modulate immune responses and inflammatory events. Microparticles can be rele-
ased from activated platelets and leukocytes in inflammatory events, but in atherosclerosis they
can be released from apoptotic endothelial cells, lymphocytes, and monocytes. The markers of
innate immunity expressed by platelets are Toll-like receptors (TLRs). The role of platelets in tu-
mor progression and metastasis has been recognized, but the mechanism of their action remains
still unclear.

platelets  platelet-derived microvesicles (PMV) « platelet-microparticles (PMP) ¢ immunity
¢ inflammatory ¢ neoplastic disease
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PryTKI KRWI

Plytki krwi (PLT), czyli trombocyty, najmniejsze ze wszyst-
kich komérkowych sktadnikéw krwi obwodowej cztowie-
ka, powstajace w szpiku kostnym, sa otoczonymi btona
komoérkowa bezjadrowymi fragmentami megakariocytow.
Zawieraja ziarnisto$ci odpowiedzialne za proces inicjacji
krzepnigcia, fibrynolize i skurcz naczyn krwiono$nych.

Ptytki krwi sa odpowiedzialne za samoistne tamowanie
krwawienia po uszkodzeniu tgtniczki, drobnej zyty albo
naczyn wiosowatych.

Na powierzchni PLT sa obecne biatka adhezyjne, biorace
udzial m.in. w faczeniu si¢ ptytek miedzy soba. Szczegdélna
role w tym zjawisku przypisuje si¢ integrynie pltytkowej
o, B, zwanej réwniez receptorem GP IIb/Illa, nalezacej do
grupy B, integryn, a ktorej defekt ekspresji doprowadza do
rzadko spotykanej, genetycznie uwarunkowanej, ptytkowe;j
skazy krwotocznej — trombastenii Glanzmana.

Czasteczka o, B, pojawia sig na ptytkach krwi, megaka-
riocytach, a takze na komoérkach czerniaka. Jej liganda-
mi sa: fibrynogen, czynnik von Willebranda, witronekty-
na, trombospondyna.

Uwalniane z plytek czynniki chemotaktyczne i czynniki
wzrostu decydujg o interakcji PLT z innymi komérkami,
gtéwnie granulocytami obojgtnochtonnymi, monocytami,
makrofagami, fibroblastami. Natomiast substancje naczy-
nioruchowe i zwigkszajace przepuszczalnos$¢ naczyn regu-
luja przeptyw krwi w obrebie ogniska zapalnego.

Istotna role w procesie zapalnym odgrywaja prawdopodob-
nie PDGF (platelet-derived growth factor) oraz selektyna
P. PDGF jest czynnikiem chemotaktycznym dla monocy-
tow i fibroblastow; pobudza proliferacje komérek migs-
ni gtadkich naczyn; stymuluje eozynofile do wytwarzania
anionu nadtlenkowego. Za posrednictwem autokrynnych
mechanizméw hamuje agregacje ptytek.

Selektyna P (CD62P), glikoproteina nalezaca do czaste-
czek adhezyjnych z grupy selektyn, bierze udziat w pierw-
szym odwracalnym etapie diapedezy, w ktérym leukocyty
tocza si¢ po powierzchni komérek srédbtonka. Jest prze-
chowywana w ziarnisto$ciach o ptytek (oraz w ciatkach
Weibela-Palade’a w komorkach srédbtonka). Nastepnie
zostaje przetransportowana na powierzchnig¢ blony cyto-
plazmatycznej ptytek (lub komoérek srédbtonka), a po sty-
mulacji substancjami aktywujacymi, taczy si¢ z recepto-
rem na neutrofilach lub monocytach. Pobudza te komoérki
itworzy z nimi agregaty. Opisanym ligandem selektyny P
jest czasteczka PSGL-1, ktéra jest takze ligandem selek-

tyny E — endotelialnej. Czynnik martwicy nowotworéw
(TNF-o. — tumor necrosis factor) oraz lipopolisacharyd
(LPS) zwigkszaja syntezg de novo selektyny P, indukujac
ekspresje jej genu. Wytwarzanie selektyny P zwigkszaja
réwniez wirusy i Rickettsia rickettsii. Selektyna P moze
rowniez odpowiadaé za polaczenie ptytek z odstonigtym
w §cianie uszkodzonego Srédbtonka kolagenem i nastgp-
czej diapedezy (przechodzenie leukocytéw i erytrocytéw
przez srédbtonek naczyn wlosowatych i zytek).

MPV - MIKROPECHERZYKI UWALNIANE Z PLYTEK

Krazace fragmenty bton komérkowych aktywowanych
komoérek eukariotycznych uwalniane do przestrzeni ze-
wnatrzkomoérkowej, zwane mikropgcherzykami (MV),
badz mikroczastkami (MP) [7,11,27,28] sa wykrywane
w wielu ptynach biologicznych, wtaczajac krew obwodo-
wa [34,48,49,51,58,92]. Zjawisko uwalniania MV z akty-
wowanych plytek zostato dobrze udokumentowane [34,91].
Mikropecherzyki powstajace z PLT (PMV, MV) lub tez mi-
kroczastki powstajace z PLT (PMP, MP) powstaja po sty-
mulacji ptytek m.in. trombing lub kolagenem [51]. W plyt-
kach krwi nastgpuje reakcja wazykulacji réwnoczasowa
z utworzeniem prozakrzepowej powierzchni, powstaje wow-
czas ujemnie natadowana fosfolipidowa warstwa, nastgpnie
z powierzchni blonowej oddzielaja si¢ mikroczastki. MP
sgq nosnikami czynnika tkankowego (TF — tissue factor),
tworza nowe miejsca wbudowywania czynnika krzepnig-
cia VIIla i Va, wzmagaja efektywnos¢ przejscia czynnika
X w Xa i protrombiny w trombing. Wielu autoréw podkre-
$la znaczaca role MV, jako czastek przekazujacych sygnat
do wnetrza komorki [4,33,64,113]. By¢ moze ten sposéb
komunikowania rozwinat si¢ bardzo weczes$nie w ewolucji
organizméw eukariotycznych, jeszcze przed pojawieniem
si¢ rozpuszczalnych mediatoréw.

Pochodzenie mikroczastek moze by¢ rézne: w stanach za-
palnych sa to fragmenty aktywowanych ptytek i leukocy-
téw, natomiast w miazdzycy sa to fragmenty apoptotycz-
nych komoérek srédbtonka, limfocytéw lub monocytow.

PMV zawieraja na swojej powierzchni liczne biatka, po-
dobne, lecz nie identyczne z biatkami obecnymi w bionie
komorkowej czasteczek, z ktérych pochodza. Analiza uwal-
nianych mikroczastek — MV wykazuje r6znice w ich budo-
wie zalezne od procesu powstawania [34,51].

Na swojej powierzchni PMV maja liczne wyspecjalizowane
receptory: glikoproteing Ila/ITla (CD41), Ib, Ialla i selek-
tyng P (CD62P) [4,64]. Ponadto moga zawiera¢ aktywne
biologicznie lipidy, sfingozyng (S1P) oraz kwas arachido-
nowy (AA) [8,9,32,33]. Interakcja PMV z komérkami do-
celowymi wywotuje réznorodne biologiczne nastgpstwa,
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m.in. aktywacje komoérek srodbtonka, stymulacje wydzie-
lania cytokin, ekspresj¢ czynnika tkankowego (TF — tis-
sue factor) na powierzchni komoérek srédbtonka [10,89,114]
oraz chemotaksj¢ monocytéw [7,10].

Niedawno wysunig¢to hipoteze, ze PMV moga regulowad

proliferacje, przezycie i adhezje ludzkich prawidlowych

i ztosliwych komdrek hemopoetycznych [4,64]; dodatkowo

moga bra¢ czynny udzial w zakazeniu wirusem HIV:

(1) we wtargnigciu wirusa HIV do ustroju transportujac
koreceptor CXCR4 na powierzchni¢ komoérek, ktére
nie maja tego receptora na swojej powierzchni;

(2) moga spetniaé role nosnika dla wirusa zawartego w ich
wnetrzu — w mechanizmie zwanym ,,koniem trojan-
skim” [112,113].

Pod wzgledem budowy mozna wyrézni¢ dwa rodzaje
PMV (izolowane przy réznych gradientach wirowania) —
pecherzyki uwalniane z powierzchni bton komérkowych,
relatywnie wieksze, wielkosci okoto 100 nm™ pm [51,65]
oraz egzosomy. Egzosomy, mniejsze czastki (30—100 nm),
uwalniane w trakcie fuzji a-ziarnistosci ptytkowych z bto-
na komoérkowa, gdzie funkcjonuja jako pecherzyki zwia-
zane z btona komdrkowa; po egzocytozie, uwalniane do
przestrzeni pozakomoérkowej [28].

PMYV zbudowane sg przede wszystkim z biatek i lipidéw,
okoto 10% stanowia glikolipidy i glikoproteiny [28,51].
Gestosé PMV jest Scisle zwiazana z iloscia biatek, ktére
moga by¢ biochemicznie aktywnymi sktadnikami btony
komoérkowej — receptorami, czasteczkami adhezyjnymi,
transporterami blonowymi, enzymami, wtaczajac meta-
loproteinazy macierzy komérkowej (MMPs).

MMPs, charakteryzujace si¢ obecnoscia dwuwartosciowe-
go kationu metalu w centrum aktywnym, stanowia duza
grupe enzymow proteolitycznych, degradujacych taczno-
tkankowe podscielisko i utatwiajacych progresj¢ choroby
nowotworowej — wzrost guza, angiogenez¢ oraz rozwoj
przerzutéw odlegtych [15,29,98,119]. Ich rola w proce-
sie nowotworowym polega prawdopodobnie na zdolno-
$ci trawienia kolagenu typu IV i zalezna jest od zdolnosci
degradowania substratéw wchodzacych w sktad macierzy
pozakomoérkowej, a takze cytokin, chemokin, receptoréw
czynnikéw wzrostu, czasteczek adhezyjnych. Wzrost ak-
tywnosci MMPs obserwowano w réznych rodzajach nowo-
tworéw, zwlaszcza metaloproteinaz typu btonowego (MT)
w raku ptuca [65,97,98,130].

PMYV poprzez ich prozapalne dziatanie moga si¢ przyczyniacé
do rozwoju miazdzycy tetnic [126], ponadto obecnos$¢ mi-
kroczastek wykazano w ostrych zespotach wieficowych, pod-
czas angioplastyki wienicowej, w cukrzycy [72,88,134,137],
ostrym udarze niedokrwiennym, chorobach naczyn obwo-
dowych, rzucawce, chorobie Alzheimera [88], nocnej napa-
dowej hemoglobinurii i niedokrwistosci aplastycznej [57],
oraz matoptytkowej plamicy zakrzepowej [67].

Nieliczne wstgpne doniesienia sugeruja przyszle terapeu-
tyczne zastosowanie MP. U myszy chorych na hemofili¢
A zaobserwowano uwalnianie MP po infuzji selektyny P
[56], a u chorych otrzymujacych aktywowany czynnik VII
(rFVIIa) wykazano przejSciowe zwigkszenie uwalniania
MP pochodzenia ptytkowego [116].

PLYTKI KRWI JAKO REGULATORY PROCESOW ODPORNOSCIOWYCH

Nowe dane sugeruja, ze ptytki krwi poza swoja dobrze udo-
kumentowana funkcja hemostatyczna moga by¢ aktywnymi
sktadnikami wielu proceséw toczacych si¢ w organizmie,
m.in. aktywnego zapalenia, wpltywajac na wytwarzanie cy-
tokin, chemokin, czasteczek adhezyjnych, a poprzez ekspre-
sje czasteczki CD154 moga wptywac na uktad odpornos-
ciowy. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze poprzez czasteczke
CD154 PLT indukuja dojrzewanie komérek dendrytycz-
nych — nalezacych obok limfocytéw B i makrofagéw do
grupy komorek prezentujacych antygen.

CD154 (gp39, ligand CD40, CD40L) jest to czasteczka na-
lezaca do nadrodziny biatek TNF-podobnych, wystepuja-
ca przede wszystkim na powierzchni aktywowanych lim-
focytéw T (CD4*) i komorek tucznych, a takze limfocytéw
B i komérek NK. Szlakowi CD40-CD40L przypisuje si¢
udziat w aktywacji limfocytéw B, ale takze limfocytow T.
Jednym z mechanizméw bioracych udzial w tym zjawi-
sku jest na pewno posrednie dziatanie CD40L, polegaja-
ce na wzroscie wlasciwosci kostymulujacych czasteczek
prezentujacych antygen, ponadto sugeruje si¢ réwniez, ze
czasteczka CD40L jest zdolna do przekazywania bezpo-
Sredniego sygnatu do wnetrza limfocytu T.

Elzey i wsp. [31] w celu wyjasnienia wptywu PLT na in-
dukowanie i modyfikowanie odpowiedzi immunologiczne;j
zaprojektowali doswiadczenie na modelu mysim, w kto-
rym wykazano, ze na aktywowanych ptytkach krwi wzra-
sta ekspresja selektyny P, czasteczek CD154 i pozosta-
ja one na plytkach okoto 8 godzin. Celem oceny wptywu
PLT na pochodzace ze szpiku prekursory komorek den-
drytycznych inkubowano je z aktywowanymi ptytkami.
Miara oddziatywania aktywowanych ptytek i komérek den-
drytycznych bylo wytwarzanie interleukin: IL-6 i IL-12.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze PLT indukuja CD154-zalez-
ne wytwarzanie IL-6 i IL-12 przez komoérki dendrytyczne.
Ponadto wykazano wzrost ekspresji czasteczek B7.1, B7.2
oraz ICAM-1 na prekursorowych komérkach dendrytycz-
nych, co wydaje si¢ potwierdzaé hipoteze, ze aktywowa-
ne ptytki poprzez CD154 indukuja dojrzewanie komoérek
dendrytycznych.

W warunkach in vivo PLT z udzialem CD154 stymuluja
przetaczenie klasy wytwarzanych przeciwcial z IgM/IgD
na IgG lub inny typ przeciwciat wytwarzanych przez lim-
focyty B [108]. Limfocyty B wymagaja obecnosci cza-
steczki CD40 do zmiany klasy wytwarzanych przeciwciat
[108]. Zaréwno u myszy jak i u ludzi brak ligandu CD40
na powierzchni limfocytéw B powoduje zesp6t nadmier-
nego wydzielania przeciwciat [gM, z mozliwoscia niewiel-
kiego wytwarzania przeciwcial klasy IgG, potwierdzajac
znaczaca rolg czasteczki CD154 w przetaczaniu klasy wy-
twarzanych przeciwciat [108].

Dozylne podanie myszom adenowirusa wywotuje zapale-
nie watroby i Sledziony [143]. Myszom CD 1547 podawano
dozylnie typ 5 adenowirusa (z defektem replikacji), nastgp-
nie po podaniu aktywowanych ptytek stwierdzono zmiang
klasy wytwarzanych przeciwcial z IgM na IgG [31].

Pytanie, czy ptytkowa czasteczka CD154 moze wpltywac
in vitro na dojrzewanie prekursorow komorek dendry-
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tycznych poprzez aktywowane limfocyty T (CDS8*) byto
przedmiotem kolejnego do§wiadczenia przeprowadzone-
go przez Elzeya i wsp. Stwierdzono, ze dozylna iniekcja
aktywowanych ptytek wzmaga wytwarzanie interferonu y
(IFN-7) przez limfocyty T, wzmacniajac ich catkowitg ak-
tywnos¢ lityczna [31].

Przedmiotem kolejnego eksperymentu bylo wyjasnienie
problemu, czy krazace, nieaktywne PLT sg zdolne do wzbu-
dzania odpowiedzi immunologicznej. W doswiadczeniu
wykazano, ze PLT tatwo przechodza w stan nieaktywny,
lecz mimo to utrzymuja zdolnos$¢ aktywacji po bodzcach
fizjologicznych, a takze, ze dozylne podanie fragmentéw
adenowirusa aktywuje ptytki bezposrednio, podczas gdy
byly one niezdolne do aktywacji w warunkach in vitro; do-
datkowo udowodniono, ze indukuja one wzrost ekspresji
selektyny P na powierzchni ptytek [31].

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wskazuja, ze kra-
zace PLT, aktywowane w odpowiedzi na infekcj¢ wiruso-
wa moga indukowac zalezng od czasteczki CD154 zmia-
ne¢ klasy wytwarzanych przez limfocyty B przeciwcial (za
ktéra odpowiada receptor Fc limfocytéw B) oraz odpo-
wiedz aktywnych limfocytéw T CD8* poprzez nasilenie
ich litycznych wiasciwosci wobec antygenéw wirusowych.
Wykazano zatem, ze plytki krwi przez CD154 wzmacnia-
ja wtérng odpowiedZ uktadu immunologicznego na poda-
ny wezesniej patogen [31].

Dane literaturowe i do§wiadczalne pozwalaja na wysu-
nigcie hipotezy, ze PLT odgrywaja wazna rol¢ w szybkim
przekazywaniu sygnatu do wnetrza komérek uktadu od-
pornosciowego. Pltytki krwi poprzez czasteczke CD154 po-
woduja wzrost wytwarzania IgG w warunkach, w ktérych
liczba limfocytéw T CD4* jest zmniejszona. Wysunigto
przypuszczenie, ze w sytuacjach fizjologicznych, w kto-
rych liczba limfocytéw B oraz T i ich odpowiedZ antyge-
nowo swoista jest ostabiona, PLT przejmuja ich funkcje
i powoduja przekazywanie sygnatu do komérki wzbudza-
jac silng odpowiedZ humoralna [30].

Aby okresli¢ role ptytek krwi w indukowaniu odpowiedzi
zapalnej przeprowadzono doswiadczenie, w ktérym za po-
moca cytometrii przeptywowej badano ekspresje receptoréw
TLR (Toll-like receptor) na ludzkich ptytkach krwi [23].

TLR sa grupa, co najmniej jedenastu receptoréw biora-
cych udziat we wczesnej odpowiedzi uktadu odpornoscio-
wego na wnikajace patogeny [22,23,142]. Rozpoznaja one
sekwencje charakterystyczne dla okreslonej grupy patoge-
noéw, np. TLR 1, 2, 4, 5 oraz 6 rozpoznaja swoiste dla bak-
terii czastki, takie jak: LPS, peptydoglikan, lipoproteina
oraz flagelina. TLR 3, 7, 8 i 9 rozpoznaja charakterystycz-
ne sekwencje nukleotydowe [62,125,132].

Receptory TLR4 sg obecne na réznych typach komérek:
neutrofilach, makrofagach, komdérkach nabtonka, komor-
kach srédbtonka oraz keratynocytach. Interesujacym wy-
daje sig to, ze receptory TLR4 pojawiaja si¢ na komdrkach
dendrytycznych dopiero w odpowiedzi na LPS [1,3,55,9
6,107,115,128,135].

LPS jest gtéwnym strukturalnym sktadnikiem btony ko-
moérkowej Gram-ujemnych bakterii pozwalajacym komor-

kom gospodarza wykrywaé wnikajace patogeny. W roz-
poznawanie LPS przez komorki ssakéw zaangazowanych
jest kilka mechanizméw (biatka osocza — biatko wiazace
LPS i transportujace na powierzchnig komorki, aby pota-
czy¢ LPS z czasteczka CD14) [3,23,93,140]. Czasteczka ta
jest receptorem LPS, wystepujacym w postaci rozpuszczal-
nej we krwi lub jako czasteczka adhezyjna na powierzch-
ni komdrek hemopoetycznych.

Udowodniono, ze myszy z brakiem czasteczek (CD41%)
na powierzchni swoich komoérek maja 100-krotnie wigk-
sze ryzyko zgonu z powodu sepsy. Aktywacja LPS zacho-
dzi z udziatem receptoréw TLR4 [23].

Wplyw plytek krwi na ekspresj¢ receptora TLR4 oraz
zwiazek tego zjawiska z trombocytopenig po raz pierw-
szy wykazano w doswiadczeniu przeprowadzonym przez
Andonegui i wsp. Udowodniono wzrost ekspresji tego re-
ceptora, przy braku ekspresji selektyny P oraz silniejsze
wiazanie ptytek krwi z fibrynogenem [3].

Natomiast Montrucchio i wsp. dowiedli, ze ptytki krwi nie
sa w stanie rozpoznaé LPS, poniewaz nie maja na swojej
powierzchni, ani receptora TLR4, ani czasteczki CD14~
bezposrednio wiazacej LPS [93].

W eksperymencie Cognasse stwierdzono staba ekspresje
receptor6w TLR 2, 4 oraz 9 na powierzchni ptytek, nato-
miast znaczna ekspresj¢ tych samych receptoréw w cyto-
plazmie ptytek CD41*. Wykazano znamienna statystycznie
réznicg ekspresji receptoréw TLR na PLT aktywowanych
i nieaktywowanych, wskazujac na aktywowane ptytki, jako
na istotne elementy odpowiedzi immunologicznej [23].

PLYTKI KRWI JAKO MEDIATORY REAKCJI ZAPALNE)

W wielu badaniach eksperymentalnych wykazano, ze PLT
maja réwniez wlasciwosci prozapalne [102]. Liczba [50,63],
aktywacja i agregacja PLT [25] wzrasta w chorobach za-
palnych jelit. Sugeruje sig, ze mikrozawat jelita powodu-
jacy nieznaczne jego niedokrwienie moze leze¢ u podstaw
patogenezy choroby Crohna [25,136].

Nieswoiste choroby zapalne jelit (choroba Crohna, wrzo-
dziejace zapalenie jelita grubego) sa przewlektymi choro-
bami zapalnymi jelit, najprawdopodobniej o charakterze
autoimmunologicznym, réznie umiejscowione w przewo-
dzie pokarmowym, rozwijajacymi si¢ zwykle na tle pre-
dyspozycji genetycznej.

Selektyna P, ktéra ulega ekspresji na aktywowanych ptyt-
kach krwi stanowi podstawe do tworzenia agregatow pty-
tek i leukocytéw (PLAs). PLT moga by¢ aktywowane przez
leukocyty [37]; leukocyty krazace jako agregaty PLAs (po-
laczenia: ptytek z granulocytami oboj¢tnochtonnymi, pty-
tek z monocytami, ptytek z limfocytami) sa czgsciej akty-
wowane niz krazace pojedyncze komoérki [20,98,105]. We
krwi krazacej zdrowych oséb znajduje si¢ niewielka licz-
ba PLAs [80,106], ich liczba znacznie wzrasta w stanach
patologicznych, takich jak: choroby mieloproliferacyjne
[70], ostre zespoty wieicowe [43,44,101], reumatoidalne
zapalenie stawdw, toczen rumieniowaty uktadowy [68] oraz
posocznica [45]. Ponadto stgzenie PLAs wzrasta u pala-
czy [78], podczas wysitku fizycznego [81], u chorych he-
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modializowanych [46] w czasie angioplastyki wieficowej
[90] oraz operacji kardiochirurgicznych [109].

W doswiadczeniu Irvinga i wsp. [63] celem okreslenia akty-
wacji PLT i granulocytéw obojetnochtonnych uzyto przeciw-
ciat wyznakowanych fluoresceing odpowiednio przeciwko
selektynie P oraz selektynie L. Do wykrywania agregatéw
plytek i leukocytéw wykorzystano czasteczki adhezyjne cha-
rakterystyczne dla tych potaczen: CD42a oraz CD45. W ba-
daniu oznaczano liczbg leukocytéw, ptytek krwi oraz parame-
try morfometryczne badanych sktadnikéw krwi. U chorych
z aktywna nieswoista choroba zapalna jelit (choroba Crohna,
wrzodziejace zapalenie jelita grubego) wykazano zwigkszo-
na liczbe PLAs, w poréwnaniu ze zdrowymi oraz z grupa
pacjentéw w okresie remisji, co moze leze¢ u podstaw pa-
togenezy nieswoistych choréb zapalnych jelit i moze odpo-
wiadaé za wigzanie granulocytow obojetnochtonnych przez
selektyng P oraz czasteczki adhezyjne CD11b/CD18.

Role ptytek krwi i leukocytéw w nieswoistych chorobach
zapalnych jelit badano wielokrotnie. W chorobach zapalnych
jelit dochodzi do znacznej aktywacji PLT oraz ich agrega-
téw. Aktywowane ptytki powoduja aktywacje neutrofiléw
i mogg si¢ przyczynia¢ do wzrostu oddziatywan pomigdzy
neutrofilami a komérkami §rédbtonka. Aktywowane PLT
moga dodatkowo powodowacé niedokrwienie jelit przez
tworzenie skrzeplin w drobnych naczyniach [25].

Kompleksy granulocytéw obojetnochtonnych i ptytek krwi
fatwiej ulegaja aktywacji, niz pojedyncze krazace neutro-
file, powodujac wzrost adhezji, zdolnosci do fagocytozy
Neisseria meningitidis 1 wytwarzania toksycznych meta-
bolitéw [105]. Polaczenie trombiny z ptytkami krwi indu-
kuje wytwarzanie cytokin [100] oraz ekspresje czasteczek
adhezyjnych CD11b oraz selektyny L [98].

Dotychczas opublikowano niewiele danych dotyczacych roli
PLAs w chorobach przewodu pokarmowego. Dootrzewnowe
podanie szczurom toksyny A Clostridium difficile oraz
Helicobacter pylori powoduje powstawanie PLAs [75,76],
ktére mozna zahamowac przeciwciatami przeciwko selek-
tynie P, co jednoczesnie powoduje ucieczke albumin i mi-
gracje leukocytow [75]. Zjawisko to uwidacznia istotng role
PLAs w zapalnych chorobach jelit.

W eksperymencie potwierdzono, ze liczba ptytek krwi
i ekspresja selektyny P rosnie w chorobach zapalnych jelit
[19,25], ponadto stwierdzono wzrost ekspresji selektyny P
w grupie pacjentéw z zapaleniem stawow, ktdre czesto to-
warzyszy chorobom zapalnym jelit. Wyniki eksperymen-
téw sa sprzeczne z otrzymanymi wczesniej przez Collinsa
i wsp. Réznice moga wynikaé z uzycia do badan réznych
antykoagulantéw oraz réznego doboru pacjentéw do po-
szczegblnych grup badanych [84,109].

Potwierdzono, ze w chorobach zapalnych jelit Srednia ob-
jetosé ptytek krwi u pacjentéw leczonych objawowo ma-
leje, zwlaszcza w aktywnym okresie choroby [66,71], zja-
wisko to moze by¢ zwiazane ze wzrostem aktywacji ptytek
krwi w tej grupie pacjentow.

Obecnos¢ selektyny L jest konieczna do aktywacji granu-
locytéw obojetnochtonnych i tworzenia oddziatywar mig-
dzy granulocytami a komdrkami Srédbtonka oraz migdzy

samymi neutrofilami [6,103]. Wyniki doswiadczenia prze-
prowadzonego przez Irvinga — brak wzrostu ekspresji selek-
tyny L w chorobach zapalnych jelit, sa sprzeczne z otrzy-
manymi wczesniej przez Seidelina, ktéry sugerowat wzrost
ekspresji selektyny L w chorobie Crohna.

Wykazano, ze poziom PLAs jest wigkszy u chorych z nie-
swoistymi zapalnymi chorobami jelit oraz w grupie ze
wspdtistniejacym zapaleniem stawdw, w poréwnaniu z gru-
pa kontrolna (zdrowymi ochotnikami). W trakcie inkubacji
krwi tworzenie PLAs wystepuje czg$ciowo pod wpltywem
spontanicznej aktywacji ptytek krwi. Byé moze u pacjen-
téw z chorobami zapalnymi jelit dochodzi w ten sposéb
do wytwarzania prozapalnych cytokin: TNF-a, IL-1, oraz
PAF (platelet-activating factor) [79] i powstawania agrega-
tow ptytek z leukocytami. Po inkubacji krwi pacjentow ze
wspolistniejaca artropatia zapalna liczba PLAs zwigksza
si¢ w poréwnaniu z grupa kontrolna, sugerujac, ze mimo
braku agregacji in vivo ptytki i leukocyty u pacjentéw z za-
palnymi chorobami jelit ze wspdtistniejaca artropatia po
inkubacji ulegaja duzo tatwiej agregacji.

U pacjentéw z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
otrzymujacych azatiopryne (heterocykliczna pochodna 6-
merkaptopuryny, o dzialaniu immunosupresyjnym), stwier-
dzono zmniejszenie agregatow PLAs, podobnie jak u pa-
cjentéw z zapaleniem stawéw otrzymujacych metotreksat
(antagonista kwasu foliowego, hamujacy aktywnos¢ reduk-
tazy dihydrofolianowej katalizujacy przemiang dihydrofoli-
nu w tetrahydrofolian, antymetabolit, o dzialaniu przeciw-
nowotworowym i immunosupresyjnym) [63]. W zwiazku
z tym istnieje duze prawdopodobieristwo, ze do badania
zostali zakwalifikowani pacjenci z mata aktywnoscig pro-
cesu zapalnego. Wyniki otrzymane w grupie pacjentéw
z artropatia wskazuja, ze powstawanie PLAs nie jest swoi-
ste dla procesu zapalnego, oraz ze czastki PLAs odgrywaja
duzo wigksza rolg w etiopatogenezie nieswoistych zapal-
nych choréb jelit niz w zapaleniu stawow. Nie znaleziono
zwigzku miedzy formowaniem agregatéw PLAs a klinicz-
nymi markerami aktywnosci zapaleri jelit. Prawdopodobnie
liczba PLAs nie ma zwiazku z aktywnoscia procesu zapal-
nego. W aktywnym okresie choroby znacznie wigcej PLAs
ulega adhezji do Srédbtonka naczyn, a wigc w wigkszym
stopniu odzyskiwane sa z krazenia.

Rola aktywowanych leukocytéw w procesie powstawania
PLAs nie jest do kofica wyjasniona. W jednym z licznych
badan uzyskano zahamowanie adhezji aktywowanych pty-
tek krwi do granulocytéw obojetnochtonnych po stymula-
cji leukocytéw N-formylo-metionylo-leucynylo-fenylaming
(fMLP) [111], podczas gdy w innych badaniach z uzyciem
fMLP stwierdzono zwigkszong liczbe agregatow PLAs
[79]. Podanie przeciwcial monoklonalnych przeciwko se-
lektynie L nie hamuje tworzenia potaczen ptytkowo-leu-
kocytowych, a L-selektyna nie ulega ekspresji podczas
tworzenia agregatow z granulocytéw obojetnochtonnych
i aktywowanych ptytek krwi [111].

Niektore z mechanizméw tworzenia PLAs omawiane po-
wyzej moglyby by¢ wykorzystane w terapii celowane;j.
Interesujacym wydaje si¢ to, ze u pacjentéw otrzymujacych
azatiopryng stwierdza si¢ mniej agregatow PLAs. Tiopuryny
sg analogami puryn, hamujacymi syntez¢ adeniny i guani-
ny [129]. Azatiopryna hamuje indukowang ptytkami agre-
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gacje poprzez fosforylacj¢ adenozyny i w tym mechani-
zmie zmniejsza liczb¢ PLAs. By¢ moze wplyw tiopuryn
na PLAs moze zosta¢ wykorzystany do hamowania pro-
ces6éw zapalnych w tkankach.

Kwas acetylosalicylowy i jego pochodne oraz glikokorty-
kosteroidy stosowane w nieswoistych chorobach zapalnych
jelit in vivo hamuja agregacje ptytek, ale nie wptywaja na
powstawanie PLAs [63].

Znaczenie PLT w patogenezie astmy oskrzelowej — prze-
wlektej zapalnej choroby oskrzeli, charakteryzujacej si¢ ich
odwracalna obturacja, jest przedmiotem dyskusji. Istnieja
jednak przestanki wskazujace na udziat aktywacji ptytek
w ciagu reakcji migdzykomoérkowych przyczyniajacych sig
do rozwoju reakcji zapalnej w astmie. Za wptywem PLT
na patogenezg astmy przemawia m.in.: wystgpowanie re-
ceptora IgE na powierzchni PLT, skrécenie czasu zycia
PLT u chorych na astme z duzym stgzeniem IgE, ostabie-
nie agregacji PLT zachodzacej pod wptywem adrenaliny
i ADP (adenozynodifosforan) w przebiegu astmy, wydtu-
zenie czasu krwawienia u chorych na choroby alergiczne,
a takze zwigkszenie stgzenia serotoniny w osoczu cho-
rych na choroby alergiczne (zmniejszenie wychwytu se-
rotoniny przez PLT).

U myszy z ostrym zapaleniem watroby niezaleznie od
prokoagulacyjnej funkcji aktywowane ptytki biorg udziat
w redukcji wirusa w swoistych cytotoksycznych limfocy-
tach T watroby, a przez to zapobiegaja niszczeniu organu
i pogarszaniu jego funkcji [60].

RoOLA PLYTEK W PROGRESJI CHOROBY NOWOTWOROWE)

Sugeruje sig, ze PMV moga utatwia¢ wzrost guza pierwot-
nego, powstawanie przerzutéw odlegtych oraz angiogene-
z¢, ale mechanizmy odpowiedzialne za to zjawisko wciaz
pozostaja niepewne. Celem wyjasnienia roli PMV w roz-
WOju guza nowotworowego i powstawaniu przerzutow za-
projektowano do§wiadczenie, w ktérym na pigciu ludzkich
liniach komérkowych raka ptuc (A549, CRL 2066, CRL
2062, HTB 183, HTB 177) oraz linii komdrkowej Lewis —
mysiego raka ptuc (LCC) badano zdolnos¢ transportu ko-
morek nowotworowych przez PMV na powierzchni¢ bton
komoérkowych, bezposredni wptyw na aktywacj¢ i drogi
przekazywania sygnatu do wnetrza komérki, proliferacje
komorek, ekspresje czynnikéw angiogenezy (takze MMPs),
chemoinwazj¢ oraz adhezjg [65].

PMV transportuja ptytkowa integryng CD41 na powierzch-
ni¢ wigkszosci komérek nowotworowych badanych li-
nii komoérkowych, a w komérkach nowotworowych sty-
muluja kinazozalezna fosforylacje bialek MAPK p42/44
i AKT, wzmagaja ekspresj¢ metaloproteinaz macierzy —
typu-1 (MT1-MMP). PMV dziataja chemotaktycznie na 4
z 5 badanych linii komérkowych, powodujac silng odpo-
wiedzZ ze strony komérek A549 — stymuluja ich prolifera-
cj¢, co wiaze si¢ z powstawaniem przerzutéw odlegtych,
powoduja nieprawidiowa ekspresj¢ cykliny D2 i wzmagaja
chemoinwazje (trans-Matrigel). Dodatkowo indukuja eks-
presje mRNA czynnika majacego wtasciwosci naczynio-
tworcze — metaloproteinazy 9 (MMP-9), srédbtonkowego
czynnika wzrostu naczyi, interleukiny 8, czynnika wzro-
stu hepatocytéw; wzmagaja adhezje ludzkich zylnych, pgp-

kowych komérek srodbtonka. Po dozylnej iniekcji mysich
PMV optaszczonych komérkami LL.C wykazano znacza-
cy wzrost czgstosci przerzutéw w plucach i szpiku kost-
nym w poréwnaniu z grupa otrzymujaca wytacznie dozyl-
ng iniekcj¢ komoérek LLC [65].

Uwaza sig, ze ptytki krwi moga si¢ przyczynia¢ do progre-
sji guza nowotworowego, tworzenia przerzutow odlegtych,
oraz ze wplywaja na naczyniotworzenie [53,86,127,147].
Wyniki do§wiadczenia opisanego wyzej moga potwier-
dzac¢ udzial ptytek krwi — PMV oraz eksoméw w progre-
sji choroby nowotworowej, powstawaniu przerzutéw i an-
giogenezie. W warunkach do§wiadczalnych wykazano, ze
indukowana trombocytopenia by¢ moze zmniejsza powsta-
wanie przerzutéw nowotworowych [147].

Wydaje si¢, ze PMV sa waznymi czasteczkami uczestni-
czacymi w przekazywaniu sygnatu do wngtrza komorek,
zwlaszcza do komérek nowotworowych, modulujac ich
funkcje. Zjawisko to jednak wymaga dalszych badan ce-
lem ustalenia wszystkich jego mechanizméw i rzeczywi-
stego znaczenia w progresji choroby rozrostowe;.

Powstawanie przerzutéw odlegtych jest procesem wielo-
etapowym, gdzie komorki nowotworowe z ogniska pier-
wotnego rozsiewaja si¢ do narzadéw odlegtych droga na-
czyn krwiono$nych badZ chtonnych, a takze szerza sie
przez ciagtos¢ lub wzdtuz przebiegu nerwéw. Komorka
nowotworowa, aby mogta utworzy¢ przerzut musi poko-
naé tzw. kaskade przerzutowania, na ktéra skladaja sig:
angiogeneza, przejScie przez Sciang¢ naczynia, przetrwa-
nie/przezycie w krwiobiegu, zatrzymanie w narzadzie
docelowym, przejscie przez Sciang naczynia, prolifera-
cja — powstanie przerzutu. Komoérki nowotworowe tworza
przerzuty tylko w warunkach sprzyjajacych do przetrwa-
nia i dalszego wzrostu. Pokonanie przez komérke nowo-
tworowa wszystkich barier przy przejsciu przez btong ko-
morkowa jest mozliwe dzigki mutacji i uaktywnieniu genu
kodujacego kolagenazg IV, ktéra wraz z innymi enzyma-
mi proteolitycznymi bierze udziat w ich degradacji. Nowa
koloni¢ komorek sg w stanie zapoczatkowac tylko te, ktére
zaczna si¢ dzieli¢, nast¢pnie w powstajacym guzie musi si¢
rozpoczaé naczyniotworzenie, zapewniajace doptyw sub-
stancji odzywczych dla intensywnie dzielacych si¢ komo-
rek nowotworowych.

Bakewell i wsp. wysungli przypuszczenie, ze do powstawa-
nia przerzutéw nowotworowych i osteolizy konieczna jest
obecnos¢ integryny [3, [5], bedacej heterodimerem, sktada-
jacym sig z dwéch podjednostek: o, B, (GP IIb/IlIa) oraz
o, B, (receptor witronektyny) [59]. o, B, ulega ekspresji na
wielu komérkach: osteoklastach, PLT, megakariocytach,
komorkach srédbtonka nerek i tozyska [16,54].

Myszy z delecja B, integryny (B,7) uzyto w doswiadczeniu
majacym na celu wyjasnienie mechanizméw odpowiedzial-
nych za powstawanie odlegtych przerzutéw oraz niszcze-
nie kosci [5]. Delecje integryny B, dziedziczong zgodnie
z prawami Mendla, cechuje dysfunkcja agregacji ptytek,
wrodzona skaza krwotoczna, a takze wysoka smiertelnosé
okotoporodowa [52]. Zwierzeta charakteryzuje duza aktyw-
nos¢ osteosklerotyczna z powodu ostabionej funkcji osteo-
klastéw [38,87], przejawiajaca si¢ wzrostem masy kostnej
zwierzat i zarastaniem jam szpikowych [87].
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Celem badania byto okreslenie roli PLT, ich agregacji oraz
funkcji swoistych inhibitoréw receptoréw o, 3, w powsta-
waniu przerzutéw nowotworowych po przeszczepieniu szpi-
ku kostnego u opisanych wyzej zwierzat.

Stwierdzono, Ze iniekcja komdrek czerniaka B16 do le-
wej komory serca powoduje powstanie przerzutéw os-
teolitycznych w ciagu 14 dni u 74% (26/35) myszy B,**
(podobna czestos¢ charakteryzuje myszy heterozygotycz-
ne ,*"), natomiast organiczna chorobe kosci stwierdza
si¢ tylko u 4% (1/24) myszy B,”~. Obecnos¢ przerzutéw
w narzadach trzewnych (otrzewnej, nadnerczach, jelicie,
nerkach, skdérze, watrobie i mézgu) stwierdzono po po-
daniu linii komérek nowotworowych do uktadu krazenia.
Nie wykazano réznic statystycznych w czgstosci wyste-
powania przerzutéw do narzadow trzewnych w obu bada-
nych grupach (B,"*i ,7). Histomorfometryczna analiza
kosci beleczkowej wykazata, ze bezposrednie podanie ko-
morek nowotworowych do kosci piszczelowej powoduje
jej znaczna destrukcje w grupie myszy B,**, w poréwna-
niu do grupy kontrolnej, ktérej wstrzyknigto roztwor soli
fizjologicznej. Nie obserwowano destrukcji kosci w gru-

pie myszy B,

Z doswiadczenia wynika, ze myszy 3,7~ sa chronione przed
powstawaniem przerzutéw osteolitycznych, takze po bezpo-
Srednim podaniu komérek nowotworowych do jamy szpi-
kowej. Na tej podstawie autorzy doswiadczenia wysung-
li przypuszczenie, ze u myszy 3,7~ nie powstaja przerzuty
nowotworowe z powodu nieprawidtowej funkcji osteokla-
stéw badz ptytek krwi [5].

Aby wykluczy¢, ze za zjawisko opornosci na powstawanie
przerzutéw u myszy 3,7~ moga by¢ odpowiedzialne inne ro-
dzaje komorek zaplanowano kolejne doswiadczenie, w ktd-
rym myszom WT przeszczepiano szpik kostny myszy 3,7
oraz myszom [3,” szpik kostny myszy WT, po uprzednim
naswietlaniu biorcéw szpiku letalng dawka promieniowa-
nia v, aby zniszczy¢ komorki szeregu hemopoezy biorcéw.
Szpik kostny przeszczepiano 3 tygodnie po napromienio-
waniu, po normalizacji liczby krwinek oraz czasu krwa-
wienia; nastgpnie do lewej komory serca podano ponownie
komorki czerniaka B16. W doswiadczeniu udowodniono,
ze przeszczep szpiku kostnego u myszy [, chroni przed
rozwojem przerzutéw osteolitycznych w kosciach, co po-
twierdza, ze za brak powstawania przerzutéw u myszy 3,7
odpowiedzialne sa ptytki krwi, badZ wywodzace si¢ z ko-
morek hemopoetycznych osteoklasty.

Kolejnym etapem eksperymentu bylo wyjasnienie, czy za
opisane zjawisko u myszy B,”~ odpowiada defekt osteo-
klastéw, i czy za zjawisko to odpowiada defekt agregacji
PLT. W badaniu wykorzystano myszy scr-, z defektem os-
teoklastow, u ktdérych stwierdza si¢ prawidtowa agregacje
plytek krwi, mierzong prawidtowym czasem krwawienia.
Myszom scr™~ oraz scr*’* (bez defektu osteoklastéw) poda-
no do lewej komory serca komérki czerniaka B16. W ba-
daniu histomorfometrycznym wykazano obecnos¢ guza
niszczacego kos¢ beleczkowa u myszy ,"*, w poréwna-
niu z grupa kontrolna, w grupie zwierzat ,”~ uzyskano
niewielka destrukcje kostng. Mozna zatem przypuszczad,
ze do powstania przerzutéw nowotworowych i zwiagzanej
z nimi osteolizy konieczna jest obecnos¢ prawidtowo funk-
cjonujacych osteoklastow.

MLA464 jest doustnie podawanym antagonista mysich recep-
toréw ptytkowych GP IIb/IlIa (o 3,), o okresie pottrwania 3
godziny, metabolizowanym w watrobie do aktywnej posta-
ci ML728. Po doustnym podaniu 100 mg/kg m.c. powoduje
on agregacje plytek, we krwi utrzymuje si¢ okoto 10 godzin.
W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze zablokowanie
receptora GP IIb/Illa hamuje zalezne od PLT taczenie z fibry-
nogenem [138]. Zwiazek ten uzyto w doswiadczeniu, ktdre-
go celem byto okreslenie wplywu antagonistow receptoréw
plytkowych IIb/Illa na powstawanie przerzutow nowotwo-
rowych u myszy [3,"* [145]. Myszom B,"* podano komérki
czerniaka B16, aby wywotac u nich chorobg nowotworowa;
30 minut przed podaniem komérek B16 w grupie badanej po-
dano antagoniste receptora ptytkowego GP IIb/IlIa w dawce
100 mg/kg m.c, a grupie kontrolnej placebo. U 35% (14/40)
myszy wystapilo Smiertelne krwawienie. U 6% (1/17) my-
szy otrzymujacych placebo wystapity Smiertelne powiktania
po podaniu komérek B16. W grupie zwierzat, ktére przezyly
wsrdd tych, ktére otrzymaty inhibitor receptoréw ptytkowych
GP IIb/IlIa wykazano znamiennie nizsza czgstos¢ przerzu-
téw nowotworowych do kosci (23%), w poréwnaniu do gru-
py, ktéra otrzymata placebo (76%), a takze mniej przerzutéw
do narzadéw migkkich w obu badanych grupach [5].

U pacjentéw z uogdlniong choroba nowotworowa (w tym
z przerzutami do kosci) farmakologiczna blokada osteokla-
stow gospodarza bifosforanami zmniejsza destrukcje kostna,
zwigzana z rozrostem guza [24]. Brak osteolizy i przerzu-
téw nowotworowych w kosciach u myszy 3,7~ oraz scr”" po-
zwala przypuszczad, ze osteoklasty sa waznymi komérkami
W rozwoju procesu nowotworowego w kosciach, wskazujac
na Scr oraz o, 3, jako na potencjalnie terapeutyczne czynniki
przeciwnowotworowe. W przeciwienistwie do myszy scr/-,
umyszy f3, brak rozwoju przerzutéw w kosciach zalezy réw-
niez od hamowania migracji komérek nowotworowych do
kosci. Moze to wskazywaé, ze powstanie przerzutow no-
wotworowych nie jest uwarunkowane wylacznie dysfunk-
cja osteoklastow, lecz moze wymagac¢ obecnosci integryny
B, na powierzchni komérek gospodarza. Wydaje sig to jed-
nak mato prawdopodobne, ze wzgledu na brak powstawania
przerzutéw nowotworowych u biorcéw szpiku w opisanym
doswiadczeniu. Procentowy odsetek przerzutéw nowotwo-
rowych po przeszczepieniu szpiku jest nizszy niz przerzu-
tow trzewnych, by¢ moze ze wzgledu na niekorzystne dla
wzrostu nowotworéw mikrosrodowisko kosci [5].

Bakewell i wsp. wykazali, Ze antagoni$ci mysich receptoréw
ptytkowych GP IIb/IIIa spetniaja ochronng role w powsta-
waniu przerzutow nowotworowych, zarowno w kosciach,
jak i w narzadach trzewnych, uniemozliwiajac interakcje
miedzy ptytkami, ale tez migdzy ptytkami i komérkami
guza nowotworowego. Funkcj¢ ptytek krwi w chorobie
nowotworowej badano wielokrotnie. W kilku badaniach
wykazano krzyzowe reakcje plytek z antygenami komorek
nowotworowych, co mogto powodowac progresje choroby
nowotworowej [39,73]. Natomiast czg$¢ autoréw podkre-
Sla korzystny wptyw inhibitoréw receptorow ptytkowych
GP IIb/Illa — ML464 w niszczeniu polaczen ptytek krwi
z guzem nowotworowym. Mozliwych jest kilka interakcji
plytek z guzem nowotworowym odpowiedzialnych za po-
wstawanie przerzutow nowotworowych:
* komorki nowotworowe tacza si¢ z ptytkami, ktére ulegaja
adhezji do uszkodzonego Srédbtonka naczyi i w ten sposéb
przyczyniaja si¢ do powstawania przerzutéw odlegtych;
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e agregacja PLT z komoérkami nowotworowymi prowadzi
do parakrynnej regulacji proliferacji i wzrostu komérek
nowotworowych;

e antygeny komoérek nowotworowych optaszczone PLT
moga by¢ chronione przed rozpoznawaniem przez uktad
immunologiczny gospodarza;

* komorki nowotworowe optaszczone PLT oraz skrzep
moga mechanicznie rozsiewaé komoérki nowotworowe
w organizmie [5].

Myszy otrzymujace inhibitor receptora ptytkowego GP

IIb/IITa oraz myszy B,”~ sa chronione przed powstawa-

niem przerzutow nowotworowych w kosciach, natomiast

u myszy 3,7 po podaniu ML464 stwierdzono dodatkowo

mniejszy odsetek przerzutéw narzadowych. Réznica ta

moze wynikac z tego, ze:

* powstawanie przerzutow trzewnych zalezy w wigkszym
stopniu od naczyniotworzenia, niz w przypadku prze-
rzutéw do kosci; za regulacje angiogenezy u myszy 3,7
odpowiada Srodbtonkowy czynnik wzrostu naczyn za
posrednictwem ,,up” regulacji;

* nieswoista aktywacja ML464 moze wplywaé na prze-
rzutowanie;

e do doswiadczenia z uzyciem antagonistow receptorow
GP IIb/IlIa uzyto innego szczepu myszy (C57B6), niz
do pozostatych do§wiadczen (C57B6/129) [5].

Weiyw PMV NA HEMOPOEZE

MPV wywoluja wiele dziatan biologicznych, aktywujac r6z-
ne komorki docelowe poprzez ich biatka powierzchniowe
np.: CD154, RANTES i/lub PF-4 [7,10] oraz lipidy: sfingo-
zyng S1P, kwas arachidonowy [32,94,124,139,141], modu-
luja aktywnos$¢ biologiczna poprzez transport czasteczek
adhezyjnych, receptoréw czynnikéw wzrostu i chemokin.

W fizjologicznych warunkach we krwi obwodowej poza
komoérkami krwi obwodowej sa réwniez obecne krazace
PMV. W wielu badaniach udowodniono, ze liczba kraza-
cych PMV rosnie w stanach patologicznych, takich jak: po-
socznica [98], trombocytopenia wywotana heparyna (HIT)
[58], a takze podczas leukoferezy [7,26,30], oraz ze leuko-
fereza powoduje geste optaszczenie prekursorowych komo-
rek hemopoetycznych czasteczkami PMV [64].

Na podstawie tych obserwacji wysunigto przypuszczenie,
ze PMV moga spelniac istotna role w hemopoezie, a tak-
ze, ze sa waznymi czasteczkami uczestniczacymi w prze-
kazywaniu sygnatu niezbgdnego do aktywacji komoérek
hemopoetycznych.

Celem wyjasnienia wptywu PMV na hemopoezg Baj-

Krzyworzeka i wsp. przeprowadzili doswiadczenie, w kt6-

rym:

(1) fenotypowano ekspresj¢ roznych czasteczek adhezyj-
nych na ludzkich PMV;

(2) badano zalezny od PMV transport czasteczek adhezyj-
nych na powierzchnie komérek hemopoetycznych;

(3) badano bezposredni wptyw na chemotaksje, adhezje,
przezycie i proliferacje¢ prawidtowych i nowotworo-
wych ludzkich komérek hemopoetycznych;

(4) badano przekazywanie sygnatu do komoérek aktywo-
wane przez PMP (MAPK p42/44, PI-3K-AKT, bial-
ko Jak-STAT) [4].

Uzywajac FACS wykazano, ze na powierzchni PMV poza
czasteczka CD41 (integryna o, B,) oraz CD62P (selektyna
P) znajduja si¢ jeszcze inne czasteczki adhezyjne: receptor
chemokin CXCR4, receptor trombiny PAR-1, antygen CD154
(ligand czasteczki CD40), ptytkowy czynnik 4 (PF-4), ponad-
to cytokinowe receptory: TNF-RI, TNF-RII, CD95. W za-
leznosci od czynnika aktywujacego plytki na powierzchni
PMYV pojawiaja si¢ okreslone czasteczki adhezyjne, charak-
terystyczne dla czynnika aktywujacego. Wykazano, ze kilka
z wymienionych wyzej receptoréw moze by¢ transportowa-
nych na powierzchni¢ prawidtowych i nowotworowych ko-
morek hemopoetycznych z udziatem PMV [51]. PMV dzia-
taja chemotaktycznie na prekursorowe komoérki hemopoezy
(samodzielnie lub ze sfingozyna 1 i kwasem arachidonowym)
[12,32,95,124,141]. Na kilku eksperymentalnych modelach
stwierdzono, ze nienasycone kwasy thuszczowe moga by¢
czynnikami wyzwalajacymi apoptoze [124] oraz inhibito-
rami proliferacji komoérek [139]. Wyniki otrzymane przez
Baj-Krzyworzeke wskazuja, ze aktywnos¢ PMV jest zwia-
zana z obecnoscia biatek wysokoczasteczkowych, natomiast
biologiczne efekty powodowane przez PMV zostaja tylko
czesSciowo zmniejszone po inaktywacji cieplnej, a takze po
trawieniu trypsyng wskazujac, ze poza biatkowymi kompo-
nentami PMV takze lipidy wchodzace w ich sktad sa odpo-
wiedzialne za ich aktywnos¢ biologiczna [4].

PMYV wzmagaja proliferacje i adhezje ludzkich prekursoro-
wych komérek krwiotworczych do fibrynogenu (wtaczajac
w to komorki CD34%). Zjawisko to zachodzi najprawdopo-
dobniej z udziatem czasteczki adhezyjnej CD41 (integryna
o,,,B,). Ponadto hamuja apoptoze tych komérek, dzieki biat-
kom i/lub aktywnym lipidom PMV. Jednym z wielu czynni-
kéw odpowiedzialnych za pobudzanie proliferacji ludzkich
prekursorowych komérek krwiotworczych jest prawdopodob-
nie czasteczka CD40 ligand (CD154), obecna na powierzchni
PMYV, ktéra by¢ moze odpowiada za powrdt czynnosci ukta-
du immunologicznego oraz hemopoezy po przeszczepieniu
szpiku kostnego. PMV dodatkowo aktywuja kaskade prze-
kazywania sygnatu do wnetrza komoérki poprzez czasteczki
MAPK p42/44, PI-3K-AKT (w nowotworowych i prawid-
towych komérkach hemopoezy), biatko STAT, co skutkuje
proliferacja i przezyciem komorek [32,94,124,139,141].

Na podstawie tych obserwacji sugeruje si¢, ze PMV obec-
ne w duzym stezeniu w tkankach, w ktorych toczy si¢ ak-
tywny proces zapalny dzialaja chemotaktycznie na komorki
uktadu odpornosciowego — monocyty, komoérki NK, limfo-
cyty T, limfocyty B i modyfikuja adhezj¢ fibrynogenu do
ludzkich komérek hemo/limfopoetycznych [4].

SELEKTYNA P, CZYNNIK TKANKOWY, RECEPTORY PLYTKOWE GP
l1s/1lla

Aktywacja ptytek krwi powoduje nie tylko agregacje pty-
tek, ale takze adhezje ptytek do monocytéw i neutrofi-
16w, w ktérej gléwna role odgrywa selektyna P (CD62P).
Selektyna P obecna na powierzchni aktywowanych pty-
tek laczy si¢ ze swoim ligandem PSGL-1, obecnym na
powierzchni leukocytéw [42,110,122]. Poza CD62P oraz
PSGL-1, inne czasteczki adhezyjne takie jak: fibrynogen,
integryna [, biorg udziat w adhezji ptytek do leukocytéw
[74,122]. Potaczenie ptytek z leukocytami powoduje zmia-
ne funkcji komorek, zaczynajq one wytwarzaé leukotrieny
oraz prozapalne cytokiny [85,131,138].
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Na powierzchni aktywowanych ptytek i PMV sa obecne
rézne receptory, umozliwiajace oddziatywanie z innymi
komoérkami [13,121]. Wykryto obecnos¢ czynnika tkan-
kowego (TF — tissue factor), ktéry jest najwazniejszym
czynnikiem inicjujacym wewnatrznaczyniowe krzepnigcie
[17,118,120,146]. TF bierze udzial w powstawaniu czynni-
ka VII/VIla i aktywnego kompleksu czynnika X. W fizjo-
logicznych warunkach TF nie jest obecny we krwi obwo-
dowej, natomiast ekspresje TF na powierzchni monocytéw
i komérek Srédbtonka wzmaga obecnos¢ endotoksyn bak-
teryjnych oraz cytokin prozapalnych. TF nie ma na gra-
nulocytach obojetnochtonnych [18,100], chociaz istnieja
sprzeczne dane sugerujace, ze adhezja ptytek z neutro-
filami powoduje wzrost ekspresji TF na ich powierzchni
[42,100,146]. Wzrost TF w osoczu obserwuje si¢ w pew-
nych stanach klinicznych, np. w ostrych zespotach wien-
cowych, posocznicy [35,76,123,133].

Aktywacja plytek jest czynnikiem niezbgdnym do ekspresji
TF na monocytach. Ekspresja TF na monocytach wymaga
obecnosci CD62P. Interakcja migdzy ptytkami a monocy-
tami aktywuje ekspresj¢ genu i syntez¢ TF de novo [41].
Ostatnie badania wskazuja, ze ptytki i PMV maja zdolnos$¢
transportu TF na powierzchni¢ monocytéw [118,144,146].

Obserwacje chorych po przeszczepieniu macierzystych ko-
morek krwiotworczych wykazaty, ze czynnik tkankowy (TF)
byt zwiazany gtéwnie z pula jednojadrowych komérek krwi,
ale w fazie ostrej leukopenii z pula ptytek krwi [116].

Celem wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za
interakcje PMV z monocytami oraz ekspresj¢ TF Scholz
i wsp. [144] zaplanowali doswiadczenie, w ktérym ba-
dano wplyw antagonisty receptora IIb/IIla — eptifibatidu
na powstawanie potaczen migdzy ptytkami krwi a leuko-
cytami oraz ekspresj¢ leukocytarnego czynnika wzrostu.
Uzywajac cytometrii przeptywowej, po 30 min ekspozycji
krwi ludzkiej na kolagen, okreslano ilosciowo liczbg po-
Taczen ptytkowo-neutrofilowych (P/N) oraz ptytek z mo-
nocytami (P/M). Dla P/M charakterystyczny byt 2,5-krot-
ny wzrost ekspresji TF na monocytach, natomiast na P/N
ekspresja TF zmienita si¢ tylko o 10%. Eptifibatid hamu-
je powstawanie potaczern monocytéw z PLT w stezeniu
1,5 png/ml, ktére przez wigkszos¢ autoréw jest uwazane za
stgzenie farmakologiczne.

Ptytki krwi maja na swojej powierzchni TF, ktéry wykry-
wany jest rowniez na powierzchni monocytéw, po potacze-
niu monocytéw z plytkami krwi przez CD62P. Przeciwciata
przeciwko CD62P hamuja nie tylko ekspresj¢ TF na po-
wierzchni monocytéw, po ekspozycji krwi na kolagen
[17,144], ale takze hamuja powstawanie trombiny i fibryny
po aktywacji plytek [17,144]. W doswiadczeniu obserwo-
wano wzrost polaczen PLT z monocytami oraz ekspresji TF
po podaniu antagonisty receptora ptytkowego GP IIb/Illa —
eptifibatidu, w zaleznosci od dawki leku. Otrzymane wyni-
ki moga sugerowad, ze powstawanie potaczent PLT z mono-
cytami oraz ekspresja TF na powierzchni monocytéw moga
by¢ odpowiedzialne za brak efektu przeciwkrzepliwego po
zastosowaniu doustnych antagonistéw receptoréw GP IIb/
IIIa (np.: orbofiban, xemilofiban, sibrafiban) u ludzi, ponie-
waz w badaniach in vivo wykazano, ze zjawisko moze by¢
odpowiedzialne za formowanie skrzepliny, mimo podania
leku z grupy inhibitoréw receptoréw GP IIb/IIIa [21].

Losche i wsp. [83] okreslali zaleznos$¢ migdzy ptytkami krwi,
monocytami i neutrofilami, a takze zalezno$¢ migdzy aktywa-
cja leukocytéw i ekspresja czynnika tkankowego. Po inkuba-
cji bogatoptytkowego osocza z kolagenem, uzywajac FACS
(fluorescence activated cell storting) analizowano obecnos$¢é
CD42a oraz TF (antygenéw powierzchniowych charaktery-
stycznych dla ptytek na monocytach i neutrofilach). W prze-
prowadzonym doswiadczeniu, podobnie jak i w wielu in-
nych badaniach do§wiadczalnych, stwierdzono obecnos¢ TF
na plytkach krwi po aktywacji kolagenem. W poréwnaniu
do grupy kontrolnej wykazano znaczacy wzrost liczby cza-
steczek CD42a na powierzchni monocytéw i granulocytéw
obojetnochtonnych. Wykazano dwukrotny wzrost ekspresji
TF na monocytach, jednoczesnie nie uzyskujac ekspresji TF
na powierzchni granulocytéw obojetnochtonnych. Obecnosé
przeciwciat anty-CD42a znacznie zmniejsza ekspresj¢ cza-
steczki CD42a oraz TF na powierzchni monocytéw.

W obecnosci réznych antagonistéw receptoréw GP IIb/IIla
dochodzi do zwigkszonej agregacji ptytek krwi do leukocy-
tow mierzonej zwigkszona ekspresja czasteczek CD42a na
neutrofilach i monocytach [83,144]. Przyleganie ptytek krwi
do leukocytéw powoduje aktywacje leukocytéw [36,131],
niezalezna od obecnosci selektyny P, lecz wytacznie od ak-
tywacji ptytek krwi ,,odstonigtym” kolagenem.

Przedmiotem doswiadczenia zaplanowanego przez Zhao
i wsp. [145] bylo réwniez tworzenie potaczen miedzy ptytka-
mi i leukocytami oraz udziat czasteczek adhezyjnych: CD62P,
TF oraz CD40 ligand (CD40L) w ksztattowaniu tych oddzia-
tywan. Badano obecnos¢ CD62P, TF oraz CD40L przy pota-
czeniach leukocytéw z ptytkami krwi w obecnosci antagoni-
sty receptora ptytkowego GP IIb/Illa — MK-852 oraz wplyw
EDTA na uksztattowane wczesniej potaczenia. Uzywajac cyto-
metrii przeplywowej wykazano zwigkszong ekspresje wszyst-
kich badanych czasteczek adhezyjnych po potaczeniu ptytek
krwi z leukocytami, zwigkszona w przypadku potaczen mo-
nocytowo-ptytkowych. Zauwazono znaczny wzrost tworzenia
potaczen leukocytéw z ptytkami w obecnosci inhibitora recep-
toréw ptytkowych GP IIb/IIla, poprzez hamowanie agregacji
plytek krwi i mozliwo$¢ wiazania si¢ ptytek z innymi komér-
kami. Dodanie EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid, czyli
kwas etylenodiaminotetraoctowy) powodowato wyparcie leu-
kocytéw z potaczeri PLT z leukocytami, podobny wynik uzy-
skano dla czasteczek adhezyjnych w tych potaczeniach, nato-
miast nie wykazano wptywu EDTA na potaczenia selektyny P
oraz CD40L migdzy PLT. Wcze$niejsze badania wskazuja, ze
do tworzenia potaczen ptytek z leukocytami z udziatem selek-
tyny P wymagana jest obecnosé jonéw Ca** [47,69]. Potaczenie
jonéw Ca** z selektyna P powoduje konformacyjne zmiany
w domenie lektynowej, uwrazliwiajac leukocyty na adhezje.
Dodanie do badanego materiatu EDTA powoduje rozerwa-
nie polaczen migdzy leukocytami a ptytkami krwi; natomiast
niewielka liczba wczesniej utworzonych polaczen pozostaje
nierozerwana i wykrywa si¢ ja za pomoca czasteczki CD42a.
Wskazuje to, ze selektyna P oraz jony Ca** powoduja powsta-
wanie niezaleznych potaczen plytek z leukocytami. Zalezna
od jonéw Ca* adhezj¢ plytek i monocytéw krwi obserwuje
si¢ u chorych z ostrym zespotem wiericowym [117].

PobpsumowaniE

Coraz wigcej danych wskazuje, ze PLT odgrywaja role
nie tylko w krzepnigciu krwi, ale takze w regulacji odpo-
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wiedzi immunologicznej i nowotworzeniu. Konieczne sa
dalsze badania, ktére moga doprowadzi¢ do opracowa-

PismiennicTwo

nia nowych form immunomodulacji w oparciu o oddzia-
tywania na PLT.
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