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Dieta bogata w polifenole roslinne obniza
agregacje ptytek krwi u kobiet z rakiem piersi

A polyphenol-rich diet is associated with decreased
platelet aggregation in breast cancer patients

Agnieszka Sut', Maria Pytel?, Marek Zadrozny?, Marcin Rézalski', Jacek Golanski'

'Zaktad Zaburzen Krzepniecia Krwi, Katedra Nauk Biomedycznych, Uniwersytet Medyczny w todzi
2Onkologiczne Centrum Terapeutyczno-Diagnostyczne Nu-Med, Tomaszéw Mazowiecki
*Klinika Chirurgii Onkologicznej i Raka Piersi, Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki, £6dz

Streszczenie

Wiasciwosci przeciwptytkowe i przeciwzapalne zwigzkéw polifenolowych sa dobrze udokumentowane. Celem niniejszej pracy byto
zbadanie zalezno$ci pomiedzy spozyciem polifenoli roslinnych a agregacja ptytek krwi u nowo zdiagnozowanych pacjentek z rakiem
piersi. Wartos¢ odzywcza diety, w tym spozycie polifenoli roslinnych oszacowano korzystajac z bazy Phenol Explorer oraz programéw
dietetycznych. Agregacja ptytek krwi byta indukowana kwasem arachidonowym (0,5 mmol/l), kolagenem (3,2 pg/ml) lub ADP (6,4
pmol/l) i mierzona we krwi petnej za pomocg agregometru impedancyjnego Multiplate®. Zarejestrowano znaczaco wyzszg agregacje
ptytek krwi w grupie pacjentek o niskim spozyciu polifenoli w poréwnaniu do grupy wysokiego spozycia. Wartosci mediany agregacji
wyrazonej jako pole pod krzywa agregacji (U) wynosity odpowiednio: kwas arachidonowy 84,8 vs. 65,3, P=0,003; ADP: 76,5 vs. 67,8,
P=0,006; kolagen 79,5 vs. 64,3, P=0,024. Badanie to po raz pierwszy pokazuje zwigzek pomiedzy dietg bogata w polifenole a obnizong
reaktywnoscia ptytek krwi u kobiet z rakiem piersi.

Abstract

It is well documented that plant polyphenols have both anti-cancer and anti-platelet effects. Hence, the aim of this work was to inves-
tigate a relationship between dietary intake of polyphenols and platelet aggregation in newly-diagnosed breast cancer patients. The
nutritional value of a diet, including dietary intake of plant polyphenols was estimated. Platelet aggregation was induced with arachi-
donic acid (0.5 mmol/I), collagen (3.2 pg/ml) or ADP (6.4 umol/l) and measured using multiple electrode aggregometry (Multiplate®) in
whole blood. It was found that platelet aggregation was significantly higher in the low polyphenol intake group than the high intake
group: the respective values (area under the aggregation curve recorded in units; U) were arachidonic acid: 84.8 vs. 65.3, P=0.003; ADP:
76.5 vs. 67.8, P=0.006; collagen 79.5 vs. 64.3, p=0.024 respectively. The study indicates, for the first time, an association between diet
rich in polyphenols and reduced platelet reactivity in breast cancer patients.
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Wprowadzenie

Wiele badan dokumentuje przeciwptytkowa [1], przeciwzapalng
[2] oraz przeciwnowotworowg [3] aktywnos¢ zwigzkow polifeno-
lowych pochodzenia roslinnego. Wykazano réwniez, ze za pomo-
ca diety mozna modulowac¢ funkcje ptytek krwi [4, 5]. Zjawisko
to ma implikacje zaréwno diagnostyczne, jak i terapeutyczne,
stad przeciwptytkowe i przeciwzapalne wtasciwosci polifenoli
probuje sie wykorzysta¢ do wspomagania profilaktyki i terapii
choréb nowotworowych [6, 71.

Dowiedziono, ze ryzyko wystapienia raka piersi jest znacznie niz-
sze u kobiet z wysokim spozyciem flawonoli i flawonow. Meta-
-analiza przeprowadzona przez Grosso i wsp. udowodnita zwigzek

pomiedzy catkowitym spozyciem flawonoidéw a zmniejszonym
ryzykiem raka piersi [8], natomiast meta-analiza badan typu
case-control wykazata znaczace obnizenie ryzyka wzglednego
zachorowania na nowotwdr zwigzane z wysoka zawartoscig izo-
flawonow i lignanéw w diecie [9, 10, 11, 12].

Polifenole s3 grupa heterogenng, stad prowadzone sg badania
majace na celu wskazanie grupy zwigzkéw o najsilniejszym dzia-
faniu przeciwnowotworowym, szczegdlne w przypadku czesto
wystepujacego raka piersi. Dane epidemiologiczne sugerujg, ze
wysokie spozycie izoflawondéw zwigzane jest z korzystnym efek-
tem klinicznym [13, 14]. Kolejnymi grupami polifenoli o wysokiej
wartosci w profilaktyce i wspomaganiu leczenia raka piersi sa

81



www.diagnostykalaboratoryjna.eu

flawanole [15]i pochodne stilbenu (gtéwnie resweratrol) [14, 16].
Przeciwnowotworowe dziatanie ré6znych zwigzkéw polifenolo-
wych pochodzenia roslinnego jest wielokierunkowe i zwigzane
zich zdolnoscig do neutralizowania reaktywnych form tlenu oraz
modulujacym oddziatywaniem na procesy apoptozy, proliferacji
i réznicowania komérek nowotworowych [14, 16].

Jako, ze ptytki krwi sg obecnie postrzegane jako istotny czynnik
w progresji choroby nowotworowej, rozwazane jest zastosowanie
lekéw przeciwptytkowych w terapii uzupetniajacej i w leczeniu
choréb nowotworowych [17, 18].

Poniewaz obecnie nie ma badan opisujacych wptyw diety bo-
gatej w polifenole rodlinne na reaktywnos¢ ptytek krwi, celem
przeprowadzonego badania byto okreslenie czy wysokie spozycie
polifenoli wraz z dieta obniza agregacje ptytek krwi u pacjentek
cierpigcych na raka piersi.

Materiaty i metody

Pacjenci

Do badania wtaczono 60 kobiet z rakiem piersi (55,9+14,7 lat). Pa-
cjentki byty rekrutowane w Klinice Chirurgii Onkologicznej i Raka

Piersi Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi. Kryteria wia-
czenia byly nastepujace: obecnos¢ lokoregionalnego raka piersi
bez obecnej metastazy potwierdzone badaniem histologicznym,
brak leczenia onkologicznego w przesztosci. Kryteria wyfaczenia
stanowity: stosowanie diet alternatywnych oraz stosowanie lekéw
zawierajacych kwas acetylosalicylowy lub jego pochodne (na 2 ty-
godnie przed badaniem). Wszyscy pacjenci podpisali $wiadoma,
dobrowolna zgode na udziat w badaniu. Uzyskano zgode komi-
sji bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi (RNN/21/16/
KE). Szczeg6towa charakterystyka pacjentek przedstawiona jest
w tabeli I

Pobranie krwi i badania laboratoryjne

Podczas standardowej procedury pobrania krwi, od zakwalifiko-
wanych pacjentéw przed operacjg pobrano dodatkowa prébke
krwi (4,9 ml) w celu wykonania badania agregacji impedancyjnej.
Badania morfologii krwi (Sysmex XN-2000, Sysmex Corporation,
Kobe, Japan) oraz poziomu CRP (VITROS CRP Slidemethod, Ortho-
-Clinical Diagnostics, Inc, Rochester, NY, USA) zostaly wykonane
w szpitalnym laboratorium.

Z wynikéw morfologii krwi wyliczono wskazniki:

Tabela |. Charakterystyka pacjentek z rakiem piersi (n=60) podzielanych na podgrupy niskiego i wyso- NLR (NeUtrOphIl_Lymphocyte Ratio) Jako stosunek
kiego spozycia polifenoli. bezwzglednejliczby neutrofilii do bezwzglednej
Grupa wysokiego  Grupa niskiego liczby limfocytéw, wskaznik PLR (Platelet-Lym-
. spozycia spozycia phocyte Ratio) jako stosunek bezwzglednej liczby
polifenoli polifenoli P= ptytek krwi do bezwzglednej liczby limfocytow
n=32 n=28 oraz MPVLR (Mean Platelet Volume-to-Lymphocyte
i + +
\év,\flk (lata) ;Zz;;‘;? ;:'Z;:Z: ns Ratio) jako wartos¢ sredniej objetosci ptytek krwi
,0E3, ,Ix4, ns - . .
- e 3 Y s do bezwzglednej liczby limfocytow.
Stopien
toliwocci G2 13 13 ns
03 G3 6 5 ns Kwestionariusz dietetyczny i oszacowanie pobrania
nowotworu . X X
nieznany 10 8 ns polifenoli
Status HER2 ;ozytywny 123 133 ns W celu oceny wartosci odzywczej diety, w tym
Pegatywny 3 i ns spozycia polifenoli rodlinnych, uzyto kwestiona-
ozytywn ns
Status ER Negitzl/wn))l/ s 3 ns riusza czestosci spozycia (FFQ; Food Frequency
Status PR Pozytywny 13 14 ns Questionnarie) oraz bazy Phenol Explorer [19].
Negatywny 7 4 ns Punktem odciecia (podstawa podziatu na pod-
Ki-67 [%] 39 36 ns grupe o niskim i wysokim pobraniu polifenoli
Status Pomenopauzalny 22 20 ns w diecie) byta mediana spozycia polifenoli w catej
menopauzalny Przedmenopauzalny 10 8 ns grupie, ktéra wynosita 1780 mg/dobe.
Rak piersi Tak 10 9 ns
w rodzinie Nie 22 19 ns . L .
Hemoglobina (g/d) 1212435 13221 ns W/el(?kanafowa agregometriaimpedancyjna (MEA,
Leukocyty (x 10%/1) 6,9+1,7 7,7+1,9 0,034 Multiple Electrode Aggregometry)
Granulocyty (x 10%/1) 43+1,4 5,1+1,8 0,014 Agregacje ptytek we krwi petnej mierzono za po-
Limfocyty (x 10%/1) 1,98+0,69 1,86+0,74 ns moca pieciokanatowego, pétautomatycznego
Ptytki krwi (x 10%/1) 242,6+6,7 249,4+40,1 ns agregometru (Multiplate® Analyzer, Roche Dia-
Srednia objetos¢ ptytek (fL) 10,0+0,8 11,0+1,0 ns gnostics GmbH, Mannheim, Germany) wedtug
NLR 2,12(1,91-3,96 2,96 (1,80-3,76 0,084 . -
BLR 1173 Ess 8165 i)) 1457 ((1 109 176)4) e zalecen producenta. Jako agonistéw stosowano:
MPVLR 5,41 (4,69-6,76) 6,28 (5,43-8,66) 0,055 ADP (ADPtest) — stezenie koricowe 6,4 pmol/|,
CRP mg/| 0,25 (0,19-0,40) 0,59 (0,25-0,88) 0,014 AA (ASPltest) - stezenie koricowe 0,5 mmol/l lub
Dane ciagte przedstawiono jako srednig + SD lub jako mediane (zakres miedzykwartylowy: LQ-UQ). k0|agen (COLtest) - stezenie koricowe 3,2 ug/
Dane jako$ciowe s przedstawione jako liczby bezwzgledne. Istotnos¢ roznic analizowano za pomoca ml (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany);
testu U Manna-Whitneya (dane ciagte) lub doktadnego testu Fishera (dane jakosciowe). wzrost wartoéci impedancii wynikai 2 aar B
NLR (Neutrophil-Lymphocyte Ratio) - liczba neutrofilii/liczba limfocytéw, PLR (Platelet-Lymphocyte Ratio) ostwartosc pedancjiwynikajacy zagrega
- liczba ptytek krwi/ liczba limfocytéw, MPVLR (Mean Platelet Volume-to-Lymphocyte Ratio) - $rednia ¢ji ptytek i ich adhezji do elektrod pomiarowych
objetos¢ plytkiliczba limfocytow. byt rejestrowany w sposoéb ciagly przez szes¢
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minut. Stopien agregacji ptytek wyrazano jako pole pod krzywa
(w jednostkach U).

Analiza statystyczna

Do zweryfikowania normalnosci rozktadu zastosowany zostat
test Shapiro-Wilka, natomiast t natomiast do okreslenia jedno-
rodnosci wariancji test Brown-Forsythe’a. Zmienne posiadajace
rozktad normalny przedstawione zostaty jako wartos¢ srednia
i odchylenie standardowe (SD). Zmienne nie wykazujgce rozktadu
normalnego zostaty przedstawione jako mediana i zakresy kwar-
tylowe (od 25% kwartyla do 75% kwartyla). Do charakterystyki
reaktywnosci ptytek u pacjentéw, zmienne ciggte analizowano
za pomocg testu U Manna-Whitney’a, a dane jakosciowe testem
Fishera. Obliczona wielko$¢ préobki dla mocy co najmniej 0,8
i istotnosci co najmniej 0,05 wynosita 30 pacjentéw w kazdej
grupie. Analizy przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania
statystycznego StatsDirect w wersji 2.7.8 (StatsDirectLtd, Altrin-
cham, Wielka Brytania).

Wyniki

Spozycie polifenoli

Uzywajac FFQ, oszacowano dzienne spozycie polifenoli roslin-
nych. Bazujac na tych danych, pacjentki zostaty podzielone na
dwie grupy (punkt odciecia wynosit 1780mg/dobe): wysokiego
spozycia polifenoli - n=32 (HDIP; High Dietary Intake of Polyphe-
nols) i niskiego spozycia - n=28 (LDIP; Low Dietary Intake of Po-
lyphenols).

Nie zaobserwowano znaczacych réznic pomiedzy grupami w za-
kresie cech guza: stopnia ztosliwosci, statusu: receptorowego,
HER2 oraz Ki-67. Karmienie piersig byto znaczaco dtuzsze u kobiet
w grupie HDIP. Ponadto, stezenie biatka CRP, liczba leukocytow
i granulocytéw byto znacznie wyzsze w grupie LDIP. Opis grupy
badanej przedstawiony jest szczegétowo w tabeli I.

Agregacja ptytek krwi
Stopien agregacji ptytek krwi (MEA), w grupach

Dyskusja

Coraz czesciej pojawiajg sie publikacje sugerujace zastosowanie
lekow przeciwptytkowych jako uzupetnienie standardowe;j terapii
w chorobach nowotworowych [17, 18]. Nasze badania wykazuja,
ze mozliwe jest zastosowanie diety bogatej w polifenole jako za-
miennika tych lekéw i przez to ograniczenie mozliwych skutkéw
ubocznych zwigzanych z terapia przeciwptytkowa. Wykazano,
ze spozycie co najmniej 100mg flawonoli prowadzi do 3-11%
zahamowania agregacji ptytek krwi indukowanej kolagenem
lub ADP [20]. Bachmair i wsp. donosi, ze spozycie flawan-3-oli
jest powiagzane z obnizong agregacja wywotywana kolagenem
[4]. Wyniki duzej meta-analizy potwierdzaja korelacje pomiedzy
spozywaniem produktéow bogatych w polifenole roslinne a zna-
czacym zahamowaniem agregacji indukowanej kolagenem lub
ADP [20]. Z drugiej strony, doskonale wiadomo, ze substancje
o dziataniu przeciwkrzepliwym i przeciwptytkowym, witaczajac
flawonoidy, odgrywaja istotna role w hamowaniu wzrostu no-
wotworu. Ponadto, sugeruje sie, ze hamowanie reaktywnosci
ptytek zmniejsza ryzyko i nasilenie metastazy [12]. Dodatkowo,
wydzielanie cytokin prozapalnych z aktywowanych ptytek krwi
przyczynia sie do progresji nowotworowej [21].

Wyniki naszych badan obserwacyjnych po raz pierwszy sugeruja
zaleznos¢ pomiedzy wysokim spozyciem polifenoli roslinnych
i obnizong reaktywnoscia ptytek krwi u pacjentek z rakiem piersi.
Ponadto zauwazyliSmy zmniejszenie stezenia markeréw stanu
zapalnego (leukocytéw, CRP) oraz wskaznikéw wyliczanych zmor-
fologii krwi obwodowej takich jak PLR, NLR, MPVLR.
Zastosowanie wspotczynnikéw wyliczanych z morfologii w dia-
gnostyce choréb nowotworowych zostato juz wczesniej opisa-
ne w publikacji Wéjcik i wsp. [22], w ktdrej zauwazono istotnie
wyzszg liczbe leukocytow, bezwzgledna liczbe neutrofili, ptytek
krwi i stezenie CRP oraz istotnie nizszg bezwzgledna liczbe lim-
focytow u pacjentéw z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca.
Wartosci NLR i PLR u chorych byly znacznie wyzsze niz w grupie

niskiego i wysokiego spozycia przedstawiony jest
na rycinie 1. Wysokie spozycie polifenoli znaczaco
obnizyto agregacje we krwi petnej indukowang AA,
ADP, jak réwniez kolagenem (ryc. 1).

Wspétczynnik korelacji rang Spearmana (Rho)
Stwierdzono statystycznie istotna, negatywna ko-
relacje pomiedzy stopniem agregacji ptytek a cat-
kowitym spozyciem polifenoli w diecie (stopien
korelacji niski do sredniego):

« Rho=-0,31(95% Cl:-0,53 do-0,07), P=0,009 dla
agregacji indukowanej AA

» Rho=-0,28(95% Cl:-0,50 do-0,03), P=0,023 dla
agregacji indukowanej kolagenem

« Rho=-0,23(95% Cl:-0,48 do-0,01), P=0,017 dla
agregacji indukowanej ADP

» Rho=-0,41 (95% ClI: -0,64 do -0,11), P=0,005
dla CRP

Reaktywnos¢ plytek krwi. Pole pod krzywa agregaciji [U]

Rycina 1. Wptyw diety bogatej w polifenole na agregacje ptytek krwi (pomiar z zastosowaniem
agregometru impedancyjnego Multiplate’) w dwdch podgrupach pacjentek z rakiem piersi.
Wyniki s przedstawione jako mediana z zakresami kwartylowymi (LQ-UQ) pola pod krzywa
agregacji. Istotnos¢ zmiennych analizowana byta z uzyciem testu U Mann-Whitney’a.

LDIP (Low Dietary Intake of Polyphenols) — niskie spozycie polifenoli (n=28)

HDIP (High Dietary Intake of Polyphenols) — wysokie spozycie polifenoli (n=32).

AA - kwas arachidonowy

referencyjne;j.
LDIP HDIP
AA
(0,5 mmoll) P=0,003
Kolagen
ADP P=0,024
| (6,4 pmoli) -
100 90 8 70 60 50 50 60 70 80 90 100
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Wyniki naszego badania sa obiecujace i bedg ponownie anali-
zowane na wiekszej grupie pacjentéw. Wiadomo, ze pozytywny
wptyw polifenoli przyjmowanych z dieta na przebieg choréb
nowotworowych jest wielokierunkowy [14, 16]. Niniejsza praca
skupia sie gtéwnie na przeciwptytkowych wtasciwosciach tych
zwigzkdéw. Na obecnym etapie badan nie mozemy doktadnie opi-
sac szczegbétowego mechanizmu odpowiadajgcego za interakcje
plytki krwi — stan zapalny - rak piersi, niemniej badania wstepne
ukazuja mozliwos¢ dziatania przeciwptytkowego i przeciwza-
palnego polifenoli zawartych w diecie kobiet z rakiem piersi, co
moze by¢ wykorzystane jako innowacyjna, niefarmakologiczna,
naturalna terapia wspomagajaca.

Wykazanie w niniejszej pracy, ze dieta bogata w polifenole ro-
slinne obniza agregacje ptytek krwi u kobiet chorujacych na raka
piersi jest szczegdlnie interesujace, gdyz w aktualnie prowadzo-
nych badaniach nie udato sie nam wykaza¢ podobnej zaleznosci
u pacjentéw z choroba niedokrwienng serca i w grupie kontrolnej
(dane przygotowywane do publikacji).

Wskazana jest takze dalsza analiza grup zwigzkéw polifenolowych
o najsilniejszych wiasciwosciach przeciwptytkowych w tym typie
schorzenia nowotworowego. W polskiej populacji moga to by¢
flawanole obecne w herbacie i czekoladzie (dane przygotowy-
wane do publikacji).

Whioski

Wyniki pracy sugeruja koniecznos$¢ uwzgledniania diety bogatej
w zwigzki bioaktywne jako czynnika hamujgcego reaktywnos¢
ptytek krwi u pacjentek z nowotworem piersi.

Nalezy zweryfikowac przeciwzapalne dziatanie polifenoli zawar-
tych w diecie i wytypowac zwiazki polifenolowe przydatne w pro-
filaktyce i leczeniu raka piersi w polskiej populacji.
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