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POPIS KRATICA

ADP - adenozin difosfat

ATP — adenozin trifosfat

AU — arbitrarna jedinica, engl. arbitrary unit

AUC - povrsina ispod krivulje, engl. area under curve

COX -1 - ciklooksigenaza 1

MINaAC - minimalna antiagregacijska koncentracija

TRAP-6 — aktivator trombinskog receptora za peptid 6, engl. thrombin receptor activator for
peptide 6

TxA2 — tromboksan A

vWT — von Willebrandov faktor



1. UVOD



Traganje ¢ovjeka za ljekovitim tvarima iz prirode seze u daleku proslost, s ciljem pronalaska
rjesSenja odnosno izlje¢enja bolesti. Danas nije niSta drugacije. Vise od sedam milijardi ljudi, na
tisuce razlicitih lijekova na trziStu sa svojim indikacijama i nuspojavama i stotine bolesti Cija
etiologija joS uvijek nije u potpunosti ili barem djelomi¢no razjasnjena. Ubrzan tempo zivota,
stres, pretilost, puSenje i manjak tjelesne aktivnosti u pozadini su 31% smrtnih sluc¢ajeva u
svijetu -17,9 milijuna ljudi godi$nje umire kao posljedice komplikacije istih (www.who.int).
Prema studiji European Observatory on Health System and Policies - Croatia: Country Health
Profile 2017, State of Health in the EU u Hrvatskoj je u 2017. godini zabiljeZen dvostruko veci
rizik od kardiovaskularnih bolesti i jedna od najvisih stopa smrtnosti u odnosu na prosjek
zemalja Europske unije (www.ec.europa.eu).

Vecéina suvremenih lijekova razvijena je iz izoliranih spojeva ljekovitog bilja. Kao neogranic¢en
izvor novih i slozenih kemijskih struktura, ljekovito bilje sve viSe dobiva na vaznosti i sve veci
broj literaturnih podataka ukazuje na njihove potencijalne prednosti s manjim rizikom od

komplikacija u odnosu na ve¢ postojece lijekove.

Veliki interes za istrazivanja pokazuju i1 polifenoli kao sastavnica mnogih biljaka zbog njihovog
antioksidativnog, protuupalnog, antitumorskog, antihipertenzivnog, neuroprotektivnog,
antidijabetickog i antiagregacijskog djelovanja (Andrade i sur., 2018).

Terapija kardiovaskularnih bolesti je najc¢eS¢e dozivotna i tezi se pronalasku ucinkovitije i
sigurnije terapije kako bi se odrzala odnosno povecala kvaliteta Zivota pacijenta.

Medutim, faktor prirodne varijabilnosti u razini spojeva prisutnih u biljkama te njihova izolacija
u vrlo malim koli¢inama glavno su ograni¢enje uporabe biljaka. Potrebna su daljnja istrazivanja
kako bi uporaba ljekovitog bilja kao fitofarmaceutika poprimila istu razinu vaznosti kao ostali

farmaceutski proizvodi. (Opara i Chohan, 2014).



1.1. POLIFENOLI - FLAVONOIDI | FENOLNE KISELINE

Biljke sintetiziraju polifenole kao odgovor na stresne uvjete povecavajuéi otpornost prema
razli¢itim mikroorganizmima, za zaStitu od UV zracenja, za pigmentaciju, rast i
razmnozavanje. Podjela polifenola u uzem smislu, kao velike skupine strukturno razli¢itih
spojeva s najmanje jednim aromatskim prstenom i1 s vezanom jednom ili viSe hidroksilnih
skupina, je na flavonoide i fenolne kiseline.

Vec su stolje¢ima poznati blagotvorni utjecaji polifenolnih spojeva na zdravlje. Preko 4000
flavonoida je izolirano iz biljnog materijala od kojih ih vjerojatno nema samo u algama.
Flavonodi su najvec¢im dijelom zastupljeni u svim dijelovima biljke, dok manji dio ¢ine fenolne
kiseline. Polifenoli daju boju laticama, listovima i plodovima dok ih ljudi i Zivotinje ne mogu
sintetizirati. Najcesce ih nalazimo u vocu, povréu, zitaricama, vinu. Zbog izrazite brojnosti i
razliCite strukture pripisuje im se Sirok spektar djelovanja poput protuupalnog, antitumorskog,
hepatoprotektivnog, spazmolitickog, diuretickog te su jedni od najvaznijih prirodnih
antioksidansa. Pokazali su i pozitivan ucinak u sprjeCavanju ateroskleroze i lijeCenju mnogih
kardiovaskularnih bolesti.

Polifenoli su danas smatrani nezamjenjivim komponentama u raznim farmaceutskim,

kozmeti¢kim, medicinskim i nutritivnim primjenama (Markovi¢, 2010., Panche i sur., 2016).



1.1.1. PODJELA I FARMAKOLOSKO DJELOVANJE FLAVONOIDA

Osnovna struktura flavonoida ima oblik Cs-C3-Cs. Dva benzenska prstena (A i B) povezana su
preko heterociklickog piranskog prstena (C). Skupine flavonoida razlikuju se po polozaju
prstena B, supstituciji i stupnju oksidacije prstena C dok razlike unutar skupine flavonoida ovise

0 supstituciji prstena A i B (slika 1).

Slika 1: Osnovna struktura flavonoida. (Preuzeto iz Kumar i Pandey, 2013).

Flavonoidi mogu postojati kao aglikoni, glikozidi i metilirani derivati. Metilni esteri i acetil
esteri alkoholne skupine se javljaju u prirodi dok formiranjem glikozida, glikozidna veza se
smjesta na polozajima 3 ili 7. Seéerna komponenta u strukturi moZe biti glukoza, ramnoza,
glukoramnoza, galaktoza ili arabinoza.

Flavonoidi u kojima je B prsten vezan na polozaju 3 prstena C se nazivaju izoflavoni, dok na
polozaju 4 se nazivaju neoflavonoidi. Podjela flavonoida u slucaju kada je B prsten vezan na
poloZaju 2 je na flavone, flavonole, flavanone, flavanonole, katehine i antocijanine. (Kumar i

Pandey, 2013). Strukturna podjela flavonoida prikazana je u tablici 1.



Tablica 1: Strukturna podjela flavonoida
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Ovisno o izvoru hrane, njihovim fizicko-kemijskim svojstvima, flavonoidi se razliCito
apsorbiraju. Nakon apsorpcije u tankom ili debelom crijevu, flavonoidi se konjugiraju u jetri
procesima glukuronidacije, suflatacije, metilacije ili se metaboliziraju u manje fenolne spojeve

te se ne nalaze u slobodnom obliku u plazmi ili urinu (slika 2).

Flavonoidi -
oblik prstena

D> D D

ﬂ Flavonoidi -
oblik otvoreno
prstena 5
IDebelo crijevo,

O

Slika 2: Proces apsorpcije i metabolizma flavonoida. (Preuzeto i prilagodeno prema Kumar i
Pandey, 2013)

Bioloska aktivnost flavonoida ovisi o strukturnim znaajkama, stupnju hidroksilacije,
supstitucije, konjugacije i stupnju polimerizacije. Se¢erna komponenta flavonoida vaZna je za
njihovu bioraspoloZzivost ¢ime izoflavoni pokazuju najvecu bioraspolozivost.

Antioksidativni uc¢inak flavonoida se temelji na inhibiciji enzima poput mikrosomalne
monooksifenaze, glutation-S-transferaze, NADH oksidaze u procesu stvaranja reaktivnih
radikala te keliranja metala (bakar, Zeljezo) koji se vezu za funkcionalne hidroksilne skupine
na prstenovima flavonoida. Pokazano je da su aglikoni jaci antioksidansi od glikozida iako se
antioksidacijski ucinak glikozida moze povecati glukoznom skupinom. Povecani stupanj
polimerizacije flavonoida povecava ucinkovitost protiv razli€itih vrsta radikala.

Istrazivanja su pokazala znacajno hepatoprotektivno djelovanje kod silimarina koji stimulira
aktivnost DNA ovisne RNA polimeraze 1 rezultiraju¢i u biosintezi DNA, strani¢noj
proliferaciji 1 regeneraciji oStecene jetre.

Protuupalno djelovanje posljedica je inhibicije mnogih enzima kao $to su ksantin oksidaza,

ciklooksigenaza, lipoksigenaza i fosfoinozitid 3-kinaza. Indukcijom zastitnih ljudskih
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enzimskih sustava, flavonoidi pokazuju zastitni u¢inak protiv mnogih bakterijskih, virusnih i
degenerativnih bolesti. Flavonoidi bobicastog voca pokazali su pozitivan ucinak na
Parkinsonovu bolest i poboljSanje pamcenja. Kao arome, boje i antioksidansi djeluju na

stabilnost i kvalitetu hrane (Kumar i Pandey, 2013).

1.1.2. PODJELA I OSNOVNA STRUKTURA FENOLNIH KISELINA

Fenolne kiseline se mogu podijeliti u dvije skupine- derivate benzojeve kiseline s osnovnom
strukturom Ce-C1 i na derivate cimetne kiseline s osnovnom strukturom Ce-Cs (slika 3). U
prirodi se najcesce nalaze u esterificiranom obliku.

Neki od derivata benzojeve kiseline su salicilna, vanilinska, galna kiselina dok su derivati

cimetne kiseline feruli¢na, kavena i kumarinska kiselina (Tsao, 2010).

Benzojeva kiselina Cimetna kiselina

Slika 3: Osnovne strukture fenolnih kiselina

1.2. ZACINSKO BILJE PORODICE LAMIACEAE

MENTHA x PIPERITA L, LAMIACEAE- paprena metvica

Mentha x piperita L., Lamiaceae kao hibrid vrste M. aquatica i M. spicicata susrece se kao
kultivirana, ali i samonikla biljka. Tijekom povijesti metvica se koristila za lijecenje kolere,
kao afrodizijak, za sprjeCavanje zaceca. Americka mornarica je etericno ulje metvice koristila

za ispitivanje plinskih maski.



Glavne sastavnice mentol i metil salicilat imaju antispazmatski ucinak na zeludac i
gastrointestinalni trakt zbog djelovanja na kalcijeve kanale glatkih miSi¢nih stanica (Schaffner
i sur., 1999).

ORIGANUM VULGARE L., LAMIACEAE- mravinac

ViSegodis$nja aromatska biljka, porijeklom iz brda aromatskih zemalja i zapadne Azije. Glavni
sastojci etetericnog ulja su timol koji je zasluzan za opustanje tkiva grla i Zeluca te karvakrol.
U listovima biljke mozemo najvise naci spojeve antioksidativnog djelovanja poput ruzmarinske

kiseline (Oniga i sur., 2018).

ROSMARINUS OFFICINALIS L., LAMIACEAE- ruZzmarin

U povijesti se ruzmarin koristio kao ljekovito sredstvo protiv zutice, pluénih oboljenja, oteZzane
probave. Danas se koristi u kulinarstvu zbog svoje karakteristi¢éne arome, ali i u tradicionalnoj
medicini za sprjecavanje i lijeCenje prehlade, bolova misica i zglobova.

Droga ruzmarina kao biljke Sredozemlja s viemenom cvatnje od oZujka do listopada, sastoji se
od svjezih ili osuSenih listova, sabranih tijekom ili nakon cvatnje.

R. officinalis L., Lamiaceae se uglavnom sastoji od fenolnih spojeva, di- i triterpena te eteri¢nih
ulja (Schaffner i sur., 1999).

Siroki spektar farmakoloske aktivnosti ukljuéuje antibakterijsko, antidijabeti¢ko, antitumorsko,
antioksidativno i protuupalno djelovanje. Europska unija je odobrila ekstrakt ruzmarina i

klasificirala ga kao siguran i u¢inkovit prirodan antioksidans E392 (Andrade i sur., 2018).



OCIMUM BASILICUM L., LAMIACEAE - bosiljak

Naziv bosiljak je grckog podrijetla i znaci »kraljevski« te zbog Sireg spektra kemotipova,
eteri¢na ulja bosiljka se ne mogu oznacavati samo kao » eteri¢no ulje bosiljka«. Eteri¢no ulje
se dobiva destilacijom vodenom parom nadzemnog dijela biljke. Ovisno o kemotipovima,
etericno ulje moze biti bogato metoksifenolima i1 djelovati spazmoliticki, protuupalno i
analgeti¢ki. Europski i egipatski varijeteti su bogati linaolom i 1,8-cineolom i djeluju kao
stimulirajuc¢a sredstva za cijeli organizam, poti¢uci probavu i funkciju jetre. Za infekcije

probavnog sustava najbolji su varijeteti bogati aldehidima (Markovi¢, 2010).

CALAMINTHA NEPETA L., LAMIACEAE - gorska metvica

Calamintha nepeta L., Lamiaceae je rasprostranjena na podru¢ju Mediterana. Droga se sastoji
od osusenih listova koji sadrze flavonoide 1 koriste se za lijeCenje gastroenteritisa i respiratornih
bolesti. Za antimikrobnu aktivnost odgovorni su terpenoidi dok su vodeni ekstrakti pokazali
visoki alelopatski potencijal s potencijalnom primjenom za kontrolu korova. Istrazivanjima se
pokazalo da metanolni ekstrakti vrste Calamintha nepeta L., Lamiaceae djeluju fitotoksi¢no.
(Araniti i sur., 2013).

LAVANDULA ANGUSTIFOLIA L., LAMIACEAE - lavanda

Pravu vrstu lavande, Lavanda angustifolia L., Lamiaceae , karakterizira duga tradicija upotrebe
u aromaterapiji za opustanje, ublaZzavanje tjeskobe te se preporucuje za inhalaciju i lije¢enja
faringitisa zbog svojih analgetskih i1 antiseptickih svojstva. IstraZivanjima je pokazano da
sastavnice linalol i terpineol imaju deprimiraju¢i u¢inak na srediS$nji ziv¢ani sustav. Nadalje, in
vitro studija je pokazala da vodeni ekstrakt lavande u kojemu je pronadeno najvise kavene
kiseline i luteolin-7-glikozida, ovisno o dozi, inhibira formiranje Ap plakova u mozgu te

poboljsava ucenje i pamcenje (Soheili i Salami, 2019).



MELISSA OFFICINALIS L., LAMIACEAE — mati¢njak

Samonikla je biljka Mediterana s vremenom cvatnje od lipnja do kolovoza, ali je danas
naturalizirana Sirom cijelog svijeta. Tijekom povijesti se koristila za lijeCenje zubobolje, za
bolove u zglobovima i1 psece ugrize, kod dizenterije. U puckoj medicini se koristi kod
poremecaja sna, prehlada i kod uboda osa 1 pcela.

Droga se sastoji od osusenih listova dok su glavne sastavnice etericno ulje, tanini, triterpenske

kiseline, gorke tvari i1 flavonoidi s umiruju¢im, karminativnim i antivirusnim djelovanjem.

(Schaffner i sur., 1999).

SALVIA OFFICINALIS L., LAMIACEAE - kadulja

Rasprostranjenost kadulje je na podrucju juzne i srednje Europe, ali je i naturalizirana i u
ostalim dijelovima svijeta. Mozemo ju na¢i kao samoniklu ili se uzgaja s vremenom cvatnje
od svibnja do srpnja. Koristi se kod upale sluznice usta i zdrijela, dispepti¢nih tegoba te
smanjuje znojenje. (Schaffner i sur., 1999). Zadnjih nekoliko godina ova je biljka predmet
intenzivnih istrazivanja zbog Sirokog spektra djelovanja ukljucujuéi antikancerogeno,
antimikrobno, antioksidativno, protuupalno te hipoglikemijskog i hipolipidemijskog ucinka.
Nekad su se osim listova koristili i cvjetovi i sjemenke kadulje dok se vino od kadulje koristilo
kod ostecenja jetre, koznih osipa, gihta. U puckoj medicini koristi se za snizavanje Seéera u Krvi
te se zbog supresivnog ucinka koristi za lak3e odvikavanje djeteta od maj¢inog mlijeka. Siroki
raspon fitokemikalija u cvjetovima, lis¢u i stabiljci S. officinalis ukljucuje alkaloide,
ugljikohidrate, masne kiseline, fenolne spojeve, steroide.

Alkoholni i vodeni ekstrakti bogati su flavonoidima posebice luteolin-7-glukozidom i
ruzmarinskom kiselinom te fenolnim kiselinama poput kavene Kkiseline (Ghorbani i
Esmaeilizadeh, 2017).

Kod dugotrajnijeg koriStenja alkoholnih ekstrakata 1 €istih eteri¢nih ulja mozZe do¢i do pojave

epilepsijskih gréeva, tahikardije ili vrtoglavice zbog djelovanja tujona (Schaffner i sur., 1999).



1.3. AGREGACIJA TROMBOCITA

Hemostaza je regulirani fizioloski proces zasluzan za sprjeCavanje krvarenja na mjestu oSte¢ene
krvne zile s ciljem odrzavanja normalnog protoka krvi. Primarna hemostaza se odnosi na
viSestruke procese agregacije trombocita i stvaranje trombocitnog ¢epa dok sekundarna
hemostaza ukljucuje talozenje netopljivog fibrina i stvaranje fibrinske mreze 1 posljedi¢no
stabilizaciju krvnog ugruska. Procesi hemostaze aktiviraju se unutar sekunde nakon ostecenja
krvne zile i medusobno se ispreplicu. Razumijevanje hemostaze od kljucne je vaznosti za

koriStenje postojecih, ali i za razvoj novih lijekova (Gale, 2011).

U normalnim uvjetima i kod normalnog protoka krvi, trombociti se ne agregiraju ni ne lijepe
na stijenke krvnih zila dok oSte¢enjem krvne zile dolazi do adhezije i agregacije trombocita.
Ozljedom stijenke krvne Zile dolazi do kontrakcije glatkog miSi¢a u stijenci zile 1 smanjenja
otjecanja krvi. Kontrakcija nastaje kao posljedica lokalnog miogenog spazma, lokalnih
¢imbenika iz oStecenog tkiva i trombocita te Ziv€anih refleksa.

Trombociti ili krvne plocice su aktivne strukture koje nastaju u kostanoj srzi iz megakariocita,
poluzivota od 8 do 12 dana. lako bez jezgre i bez moguénosti dijeljenja, trombociti u svojoj
citoplazmi sadrZe aktivne cimbenike poput kontraktilnih bjelancevina aktina, miozina 1
trombostenina. Trombociti takoder sadrze i ostatke endoplazmatske mrezice i Golgijevog
aparata zasluzne za sintezu nekih enzima 1 pohranu kalcijevih iona, zatim mitohondrijski 1
enzimatski sustav za stvaranje adenozin trifosfata i adenozin difosfata (ATP i ADP).

Stvaranje trombocitnog ¢epa temelji se na promjeni povrsine i oblika trombocita u dodiru s
ostecenim endotelom krvne Zile (slika 4). Nabubreni trombociti nepravilnog oblika vezu se za
inace nedostupnu bjelancevinu nazvanu von Willebrandov faktor 1 tkivni kolagen iz dubljih
slojeva. Trombociti luée i velike kolicine ADP, tromboksana A. potrebne za aktivaciju
susjednih trombocita €ine¢i ih ljepljivima te dolazi do stvaranja rahlog trombocitnog Cepa
dovoljnog za zatvaranje malih pukotina oStecenih stijenki krvnih Zila. U procesu zgrusavanja

fibrinske niti svojim pri¢vrS¢ivavanjem na trombocite stvoraju nepropustan cep.

Kao posljedica ostecenja krvne zile dolazi i do aktivacije slozene kaskade kemijskih reakcija u
kojima sudjeluje Sirok spektar koagulacijskih faktora. Pojednostavljeno, prvo nastaje aktivator
protrombina koji je zasluzan za pretvorbu protrombina u aktivni trombin u prisustvu dovoljne

koli¢ine kalcijevih iona. Protrombin je po strukturi bjelancevina plazme koja se neprestano
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stvara u jetri i tro8i za zgruSavanje krvi. Za normalno stvaranje protrombina potrebne su
dovoljne koli¢ine vitamina K. Protrombin se takoder veze na protrombinske receptore na
trombocitima vezanim za oSteceni endotel.

Trombin uzrokuje polimerizaciju fibrinogena u fibrinske niti odcjepljivanjem cetiri peptida
male molekulske mase iz svake molekule fibrinogena. Fibrinogen je takoder bjelancevina koja
se stvara u jetri.

Slabe nekovalentne vodikove veze su karakteristi¢ne za rane faze polimerizacije i ugrusak se
moze raspasti, dok u drugoj fazi trombin aktivira faktor stabilizacije fibrina i dolazi do
ucvrséivanja fibrinske mrezice.

Jednom stvoreni ugrusak Siri se i u okolnu krv i dolazi do pokretanja pozitivne povratne sprege.
Sam trombin proteoliticki djeluje ne samo na fibrinogen i neke druge faktore zgrusnjavanja,
ve¢ 1izravno na protrombin ¢ime dolazi do stvaranja sve vise trombina i povec¢anja ugruska dok

krvarenje ne prestane (Guyton i Hall, 2012).

L L[| Adhezivni proteini
- - . e e e e e e - trombocita: VWF, P-
S s i M - selektin, CD40L,
Plazma adhezivni T ;
R T ~{#1 tronexkimn
proteu'u: \'\\"F_ Tr O;];boLl;l =

fibrinogen, Agonisti trombocita:

ADP. TXA2. serotonin

Koagulacijska
kaskada: :
trombin Recep‘.o:}.zza s
trombocitima: GPVIL

GPIb/V/IX, allbf33,

Komponente stijenke Zile izloZzene Krvi: 8 e
VWEF, kolagen, fibronektin, TF a2P1, PAR1, PAR4

Slika 4: Agregacija trombocita na mjestu ozljede. (Preuzeto i prilagodeno prema Gale, 2011).
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1.4. PREGLED ANTIAGREGACIJSKE TERAPIJE

Postoji znacajan broj lijekova koji svojim razli¢itim mehanizmima mogu utjecati na put
zgruSavanja krvi 1 agregaciju trombocita iako se i1 dalje traga za novijim, u¢inkovitijim i
sigurnijim lijekovima. Istrazivanjima je pokazano da flavonoidi pokazuju znacajnu dobrobit za
zdravlje, izmedu ostalog 1 antiagregacijski u¢inak.

Okidaci poput ubrzanog nacina zivota, nepravilne prehrane, manjka tjelesne aktivnosti i
genetskih faktora doprinose poremecaju hemostaze i posljedi¢no do sréanog i mozdanog udara,
duboke venske tromboze i plu¢ne embolije. Puknuéem i odvajanjem aterosklerotskog plaka od
krvne zile dolazi do pokretanja procesa agregacije trombocita, koagulacijske kaskade i stvaranja
tromba.

Pronadeno je viSe od 50 tvari u krvi i tkivima koji utjecu na zgruSavanje krvi. Tvari koje
pospjesuju koagulaciju nazivaju se prokoagulancije i aktiviraju se u slucaju ozljede zile, dok
tvari koje je sprjecavaju se zovu antikoagulancije i prevladavaju u normalnom protoku Kkrvi.
Manjkom bilo kojeg faktora zgrusavanja krvi moze doci do obilnog krvarenja kod ljudi, ali isto
tako i do stvaranja tromba. Tromb, kao abnormalni ugrusak, zbog stalnog protoka krvi moze se
odvojiti od krvne zile 1 dospijeti u druge dijelove tijela i blokirati protok krvi te zaepiti arterije
u bubrezima, mozgu, plu¢ima 1 ostalim organima $to za posljedicu moze biti smrtonosno
(Guyton i Hall, 2012).

Acetilsalicilna kiselina (ASA) djeluje inhibicijom enzima ciklooksigenaze, bitnog u stvaranju
tromboksana Az u metabolizmu arahidonske kiseline. Tromboksan Az ima vazokonstriktivni
ucinak, izaziva agregaciju trombocita, ali 1 pojac¢ava djelovanje agonista trombocita poput
trombina.

Inhibicija ciklooksigenaze 2 u nizim dozama acetilsalicilnom kiselinom ima antiagregacijski
ucinak. Vise doze acetilsalicilne kiseline djeluju na inhibiciju ciklooksigenaze 1 i imaju
analgetski i protuupalni ucinak.

Dnevna doza kojom se postize antiagregacijski u¢inak je od 75 do 100 mg, ali se i dvostruko
povecava rizik od krvarenja iz gastrointestinalnog sustava zbog inhibicije funkcije trombocita
1 smanjenje citoprotekivog ucinka prostaglandina E2. IstraZivanjima je pokazan profilakticki
ucinak acetilsalicilne kiseline kod stabilne 1 nestabilne angine pektoris, nakon preboljelog
infarkta miokarta te mozdanog udara.

Tienopiridini poput Klopidogrela, prasugrela, tikagrelora, tiklopidina inhibiraju agregaciju
trombocita induciranu adenozin difosfatom, ali za razliku od acetilsalicilne kiseline, ne utjecu
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na ciklus arahidonske Kiseline. Ireverzbilno blokiraju vezanje ADP na P2Y1» receptor.
Tiklopidin u odnosu na klopidogrel, ima losiji profil sigurnosti i uzrokuje mnoge nuspojave kao
Sto su poremecaj jetrene funkcije i neutropenija.

U kombinaciji s acetilsalicilnom kiselinom, klopidogrel se Kkoristi za prevenciju
aterotrombotskih dogadaja u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom. ASA i klopidogrel
su ireverzibilni inhibitori agregacije trombocita i njihov ucinak traje koliko je i zivotni vijek
trombocita Sto moze izazvati krvarenja uslijed pogresne doze.

Nedostatak klopidogrela jest i forma prolijeka koji za aktivaciju prije svega koristi CYP2C19

koji je podlozan genetskom polimorfizmu §to ujedno smanjuje odgovor na terapiju.

Antagonisti glikoproteinskih receptora novija su skupina lijekova koji djeluju inhibicijski na
integrin-adhezijski receptor i blokiraju povezivanje trombocita s fibrinogenom i von
Willebrandovim faktorom. Lijekovi iz te skupine se koriste intravenski, uz istodobnu primjenu
heparina, imaju poviSeni rizik od krvarenja i izrazito su skupi. Unato¢ tome, danas se najvise
koriste abciksimab, tirofiban i eptifibatid i u¢inkoviti su za smanjenje agregacije trombocita

kod bolesnika s akutnim koronarnim sindromom (Bergovec i Vrazi¢, 2010).
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1.5. METODE PRACENJA AGREGACIJE TROMBOCITA

1.5.1. Agregometrija trombocita

Smatrana zlatnim standardom, opticka agregometrija koristi se za mjerenje agregacije
trombocita u plazmi bogatoj trombocitima (PRP) u ispitivanjima nasljednih i stecenih
poremecaja funkcije trombocita. Ispituje se funkcija trombocita in vitro mjerenjem razlike u
transmisiji svjetla fotometrom nakon dodatka agonista u plazmu bogate trombocitima.
Uzorcima se moze dodati Sirok raspon agonista medu kojima su najces¢i ADP, arahidonska
kiselina, adrenalin, kolagen ili ristocetin. Kao rezultat se dobiva krivulja agregacijskog indeksa
koja prikazuje promjene intenziteta u transmisiji uzoraka s maksimalnim opsegom agregacije
u postotcima na y-osi i izmjerenim minutama na X-0si.

Nedostatak ove metode je potreba za standardizacijom i samim time oteZana interpretacija
rezultata u razliCitim laboratorijima, potreba za velikom koli¢inom uzorka, dugotrajna i slozena

priprema uzorka i moguénost aktivacije trombocita in vitro (Koltai i sur., 2017).

1.5.2. Analizator trombocitne funkcije

Opticka agregometrija se pokazala korisnom u kombinaciji s analizatorom funkcije trombocita
za otkrivanje rezidualne aktivnosti trombocita.

Analizatori PFA-100 i Innovance PFA-200 mjere funkciju trombocita u uvjetima Kkoji
simuliraju protok krvi u krvnoj zili. Mali volumen krvi se usisava kroz otvor membrane
obloZene kombinacijom ADP i kolagena (patrona CADP) ili kolagena i adrenalina (patrona
CEPI). CEPI se koristi za ispitivanje disfunkcije trombocita uzrokovane lijekovima, intriziénim
nedostacima trombocita ili nedostatkom VWF dok se CADP koristi u slu¢aju nenormalnih
rezultata mjerenih CEPI metodom.

Visoke brzine smicanja zbog usisavanja krvi kroz mali otvor uzrokuju vezanje, aktivaciju i
agregaciju trombocita i stvaranja trombocitnog ¢epa. Uredaj mjeri smanjenje protoka krvi i
vrijeme potrebno za postizanje potpunog zatvaranja otvora (CT-closing time). lako su potrebne
male kolic¢ine uzorka pune krvi i metoda je relativno brza i jednostavna, postotak hematokrita,

broj trombocita i razina von Willebrandovog faktora mogu znafajno utjecati na vrijeme
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zatvaranja. Krace vrijeme zatvaranja ukazuje na povecanu rezidualnu aktivnost trombocita kod

pacijenata na terapiji acetilsalicilnom kiselinom (Nguyen i sur., 2016).

Impedancijska agregometrija trombocita je metoda kojom se procjenjuje agregacijska funkcija
trombocita. Mjeri se promjena elektri¢nog otpora izmedu dva para srebrnih elektroda nakon
dodatka agonista koji induciraju agregaciju trombocita. Povecana agregacija trombocita se
ocituje povecanom elektricnom impedancijom.

Temelji na impedancijskoj agregometriji s viSestrukim elektrodama za istodobno mjerenje vise
razli¢itih uzoraka. Koristi se za procjenu rizika predoperativnog i intraoperativnog krvarenja
pacijenata te za pracenje antitrombocitnih terapija.

Prednosti metode su u malim koli¢inama uzorka pune Krvi ¢ime se postize utjecaj drugih krvnih
elemenata na agregaciju trombocita i izbjegava se dodatna priprema suspenzije trombocita. Broj
trombocita, leukocita, visoke koncentracije agonista u odnosu na opti¢ku metodu samo su neke

od ograni¢enja ove metode (Paniccia i sur., 2009).

1.5.3. Lumiagregometrija

Metoda kojom se otkriva poremecaj agregacije trombocita istovremenim mjerenjem agregacije
trombocita 1 izluCivanja ATP-a. Agregacija trombocita se odreduje turbidimetrijskom
metodom, dok se koli¢ina izlucenog ATP-a mjeri metodom luminiscencije koriStenjem
reagensa luciferin-luciferaze. Luciferin se dodaje u plazmu bogatu trombocitima, dok su
trombociti inducirani agonistima. Intenzitet luminiscencije je razmjeran koli¢ini izlu¢enog
ATP-a iz trombocita (Paniccia i sur., 2009).
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1.6. Tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrometrijom masa

LC-MS igra vaznu ulogu u detekciji lijekova i njihovih metabolita in vivo te terapijskog
prac¢enja lijekova obuhvacajuéi Sirok raspon bioloskih molekula s visokom osjetljivosti,
specifi¢nosti i tocnosti.

Otopljeni uzorak nanosi se na kolonu za tekuéinsku kromatografiju i odvaja na temelju
razli¢itog afiniteta za pokretnu i nepokretnu fazu. Izlaskom iz kolone, razdvojene komponente
uzorka se usmjeravaju prema spekrometru masa.

Komponente uzroka podlijezu elektrosprej ili kemijskoj ionizaciji atomosferskim tlakom te
foto-ionizaciji atmosferskim tlakom. Spektrometar masa razdvaja nabijene Cestice u plinovitoj
fazi na temelju odnosa mase i naboja pod utjecajem elektri¢nog ili magnetskog polja.
Elektrosprej ionizacija (ESI) je ucinkovita metoda za umjereno polarne molekule ¢ime je
omogucena analiza razli¢itih metabolita, ksenobiotika i peptida, dok se neutralne molekule i
molekule male polarnosti ne mogu ucinkovito ionizirati. Kemijska ionizacija je pogodna za
male, termicki stabilne molekule. Foto-ionizacija atmosferskog tlaka je metoda koja se koristi

za analizu neutralnih spojeva koristenjem fotona za ionizaciju molekula (Pitt, 2009).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Kardiovasularne bolesti su na prvom mjestu uzroka smrti u svijetu. Smatra se da u prosjeku 17
milijuna ljudi godi$nje u svijetu umire od nekog oblika kardiovaskularne bolesti, s time da se
tri Cetvrtine smrtnih slucajeva odnosi na nerazvijene zemlje 1 85% smrtnih slucajeva je
uzrokovano sréanim i mozdanim udarom.

Problem ucinkovitosti, rezistencije i brojnih nuspojava acetilsalicilne kiseline te ozbiljne
nuspojave 1 problem genetskog polimorfizma klopidogrela kao najceS¢e primjenjivanih
lijekova u prevenciji kardiovaskularnih bolesti postali su sve naglaseniji. Nadalje, povecanjem
udjela starije populacije, problem kardiovaskularnih bolesti je sve izrazeniji, a pritisak na
farmaceutsku industriju i potrebu za razvojem novih, u€inkovitijih i sigurnijih lijekova sve ve¢i.
(www.who.int).

Razli¢ite studije su pokazale da polifenolni spojevi, kao sastavnice mnogih biljaka te flavonoidi
izolirani iz vina i zelenog ¢aja pokazuju Sirok raspon blagotvornog utjecaja pa tako i
antiagregacijski u¢inak.

Svrha ovog rada je odrediti minimalnu antiagregacijsku koncentraciju flavonoida kojom se
postize antiagregacijski ucinak izabranih biljnih vrsta porodice Lamiaceae i identificirati
sastavnice istrazivanih biljaka te samim time istraziti njihov potencijalni klinicki znacaj.
Metoda kojom se odreduje antiagregacijski ucinak potaknut ADP-om je in vitro metoda
impedancijske trombocitne agregometrije dok je za odredivanje i identifikaciju sastavnica
biljaka koristena LC-MS metoda.

Francuski paradoks

Visok unos zasi¢enih masti povezuje se s ve¢om incidencijom kardiovasularnih bolesti i stopom
smrtnosti. Termin francuskog paradoksa datira iz 1980ih 1 oznacava kontradikciju izmedu
znanstvene teorije i stvarnih ¢injenica. Stopa smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti je niza od
ocekivane unato¢ konzumaciji hrane bogate zasi¢enim mastima i povecanim kolesterolom u
usporedbi sa stopom smrtnosti pacijenata u ostalim zemljama gdje se stavlja naglasak na
pravilniju  prehranu. Unato¢ nedostatku detaljnijih intervencijskih studija, proucavanje
medukulturne i zemljopisne usporedbe, regionalne varijabilosti i Zivotnih navika mogu barem

djelomi¢no objasniti francuski paradoks. Umjerena konzumacija kvalitetnog crnog vina
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povecava koncentracije lipoproteina visoke gusto¢e (HDL), a smanjuje koncentraciju
lipoproteina niske gustoc¢e (LDL) i samim time reducira rizik kardiovaskularnih bolesti.

Istrazivanja su pokazala da 20-30 grama vina dnevno smanjuje kardiovaskularni rizik za
najmanje 40%. Polifenol resveratrol, kao glavna sastavnica grozda, svojim antioksidativnim i
protuupalnim djelovanjem smanjuje oksidativnu peroksidaciju regulirajuéi aktivnost endotelne
NO sintaze zasluzne za stvaranje duSikovog oksida (NO). Dusikov oksid sprje¢ava adheziju i
agregaciju trombocita, adheziju i migraciju leukocita u arterijsku stijenku te inhibira
proliferaciju vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica koje su klju¢ne komponente u razvoju

ateroskleroze (Ferriéres, 2004).

Azijski paradoks

Azijsku populaciju karakterizira niski rizik raka pluéa i1 kardiovaskularnih bolesti unato¢
¢injenici da je potroSnja cigareta vec¢a nego u vecini drugih zemalja, s ¢ak 31,3 milijuna teskih
pusaca. (Kishore i sur., 2013).

Uzrok smanjene incidencije bolesti je posljedica velike dnevne konzumacije zelenog ¢aja, u
prosjeku od 1,2 L dnevno. Najznacajnija sastavnica zelenog ¢aja u vi$oj koncentraciji je
polifenol epigalokatehin-3-galat (Nugala i sur., 2012).

Istrazivanjima je pokazano da postoji poveznica izmedu konzumacije zelenog Caja sa
smanjenom serumskom koncentracijom ukupnog kolesterola, LDL-a, triglicerida te pove¢anom
koncentracijom HDL. Pokazano je da konzumacijom vise od 1 Salice zelenog ¢aja dnevno na
duzi period dolazi do smanjenja rizika infarkta miokarda za 44%.

Epigalokatehin-3-galat moze inhibirati faktore aktivacije trombocita i na taj nacin smanjiti
»ljepljivost« 1 agregaciju trombocita. Nadalje, njegovo antioksidativno, protuupalno,
protutumorsko djelovanje epigalokatehin galata ublazava rizik kardiovaskularnih bolesti

uklanjanjem stetnih slobodnih radikala (Sumpio i sur., 2006).
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3. MATERIJALI I METODE
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Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Hrvatskog zavoda za
transfuzijsku medicinu na zahtjev mag. pharm. Andree Antoli¢ u sklopu doktorske disertacije.
U istrazivanju je sudjelovalo 20 zdravih dobrovoljaca uz potpisani informirani pristanak
(Prilog).

3.1. Uzorci

Uzorci krvi

U radu je koristena puna krv zdravih dobrovoljaca koji nisu uzimali lijekove najmanje deset
dana prije ispitivanja kako ne bi bilo dodatnih utjecaja na agregaciju trombocita. Uzorci krvi
sakupljeni su u vakuum epruvete od 4,5 mL (Vacutainer BD, SAD). Po uzorku ispitivane biljke
uzeta je krv troje dobrovoljaca u svrhu minimalizacije bioloske varijabilnosti. Natrijev citrat je
dodan u uzorke pune krvi prije ispitivanja kao antikoagulacijsko sredstvo za kompleksaciju

kalcijevih iona vaznih u agregaciji trombocita.

Ekstrakti biljaka porodice Lamiaceae

Ispitivani ekstrakti biljaka, pripremljeni prema propisu Europske farmakopeje, za odredivanje
minimalne antiagregacijske koncentracije prisutnih flavonoida su sljedeci:

Uzorak 1: Origanum vulgare L., Lamiaceae - list, stabiljka i cvijet, ubran u farmaceutskom
botanickom vrtu Fran Kusan

Uzorak 2: Mentha x piperita L., Lamiaceae - list, stabiljka, Fran Kusan

Uzorak 3: Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae - list i cvijet, Fran Kusan

Uzorak 4: Ocimum basilicum L., Lamiaceae - list i stabiljka, Fran Kusan

Uzorak 5: Lavandula angustifolia L., Lamiaceae - list, cvijet i stabiljka, Fran Kusan

Uzorak 6: Calamintha sp. L., Lamiaceae - list, stabiljka i cvijet, Fran Kusan

Uzorak 7: Lavandula angustifolia L., Lamiaceae - stabiljka, list i cvijet, Orebic, Skvar
Uzorak 8: Lavandula sp. L., Lamiaceae, hibrid, krizanac, Orebi¢, Bilopolje

Uzorak 9: Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae - bez cvijeta, Orebi¢, Skvar

Uzorak 10: Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae - cvijet, stabiljka, list, Orebi¢, Bilopolje
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3.2.  Kemikalije

Kao induktor agregacije je koriSten adenozin difosfat koncentracije 0,2 MM (Multiplate® ADPtest,

Roche, Svicarska) dok su preostale kemikalije pribavljene od sljedeéih dobavljaca:

e aceton (Kemika, Hrvatska)

e acetonitril HPLC cisto¢e (Merck, Njemacka)

e adenozin difosfat (ADP), (Roche, Svicarska)

e dimetilsulfoksid (DMSO), (Sigma-Aldrich, Svicarska)

e etanol (Kemika, Hrvatska)

e ctilacetat (Merck, Njemacka)

e fizioloska otopina s dodatkom kalcijeva klorida (0,003 M CaCl2u 0,9% NaCl), (Hrvatski zavod
za transfuzijsku medicinu, Hrvatska)

e heksametilentetraamin (Fluka, Svicarska)

e kloridna kiselina 25% (Kemika, Hrvatska)

e mravlja kiselina HPLC ¢istoce (Sigma-Aldrich, SAD)

e metanol HPLC ¢istoce (Merck, Njemacka)

3.2.1 Priprema uzoraka ispitivanih biljnih vrsta

Radne otopine biljnih vrsta priredene su ekstrakcijom 0,3 g usitnjenog biljnog materijala s 20
mL acetona, 2 mL 25%-tne Kloridne kiseline i 1 mL 0,5%-tne vodene otopine
heksametilentetraamina zagrijavanjem do vrenja 30 minuta na vodenoj kupelji uz povratno
hladilo. Dobiveni hidrolizat se propusta kroz pamuk u odmjernu tikvicu, a ostaci biljnog
materijala se ponovno ekstrahiraju s 20 mL acetona grijanjem do vrenja 10 minuta. Zatim se
otopina propusta kroz pamuk u odmjernu tikvicu i ponavlja se ekstrakcija acetonom. Sjedinjeni
se filtrati razrjeduju acetonom do 100,0 mL. Prenese se 50,0 mL acetonskog ekstrakta u okruglu
tikvicu te upari do suha na rotacijskom vakuum uparivac¢u. Uparenom ostatku dodano je 5 mL

DMSO te se priprema koncentracijski niz pripravljenih otopina.
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3.3.  Instrumenti i laboratorijski pribor

Laboratorijski pribor

e analiticka vaga (Mettler-Toledo, SAD)

e detektor masa Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF LC/MS s elektronsprej
ionizacijskim suceljem (Agilent, Njemacka)

e kolona za teku¢insku kromatografiju Poroshell 120 EC-C18 dimenzija 100 x 3,0 mm i
promjera zrna punila 2,7 pm (Agilent, SAD)

e kolona za teku¢insku kromatografiju Zorbax SBC8 dimenzija 12,5 x 4,0 mm i promjera
zrna punila Sum (Agilent, SAD)

e laboratorijska vaga Mettler-Toledo AB135-S/FACT (Mettler-Toledo, SAD)

e tekucinski kromatograf Agilent 1200 RR s DAD detektorom (Agilent, Njemacka)
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Impedancijski agregometar

Eksperimentalni dio mjerenja agregacije trombocita proveden je na Multiplate®
Analyzer (Roche,Switzerland) instrumentu na Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu u
Zagrebu (slika 5). Analizator se moze Koristiti u dijagnozi i terapijskom rjeSavanju problema
pacijenata s poremecajima funkcije trombocita, preoperativno kao alat u predvidanju krvarenja
pacijenta i za pracenje uc¢inkovitosti antitrombocitne terapije pacijenta.

Postupak mjerenja je unaprijed odreden prema generickom postupku proizvodaca instrumenta.
Racunalni program korisnika vodi kroz proces mjerenja i koriStenje automatske pipete. Svi
sastojci se dodaju automatskom pipetom u kivetu s dva para srebrnih elektroda i magnetskim

mjeSacem oblozenim teflonom te povezanih s racunalom (www.diagnostics.roche.com).

Slika 5: Multiplate® Analyzer (Roche,Switzerland) za provedbu agregacije trombocita.
Preuzeto iz www.diagnostics.roche.com
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3.4. METODE

3.4.1. Metoda pracenja agregacije trombocita

Mijerenje agregacije trombocita provodi se u kiveti s dva para srebrnih elektroda i teflonom
oblozenim mjeSacem. Kiveta se stavlja u inkubacijski blok analizatora i elektrode se spajaju na
instrument (slika 6A). U sljede¢cem koraku dolazi do dodavanja uzoraka krvi i reagensa

automatskom pipetom te indukcije agregacije dodatkom induktora (slika 6B).

Slika 6A: Provedba testa agregacije: A) stavljanje kivete s dva para nezavisnih elektroda i
magnetskim mjeSacem u inkubacijski blok analizatora i spajanje na instrument.
Preuzeto iz www.diapharma.com
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Slika 6B: Provedba testa agregacije: B) Stavljanje uzoraka krvi, reagensa i induktora
agregacije automatskom pipetom u kivetu. Preuzeto iz www.diapharma.com

Trombociti u mirovanju nece stvarati ugruSak ve¢ ukoliko dode do njihove aktivacije i adhezije
na stijenke krvnih Zila odnosno na povrsinu elektroda prilikom laboratorijskog ispitivanja.
Dodatkom induktora aktivacije trombociti na svojim membranama prezentiraju adhezijske
molekule, mijenjaju oblik 1 dolazi do njihovog medusobnog povezivanja i agregacije na

povrsini elektroda (slika 7).

Slika 7: Prikaz agregiranih trombocita na elektrodama dodatkom induktora agregacije ADP-a
I agregacije trombocita elektronskim mikroskopom. Preuzeto i prilagodeno prema
www.researchgate.net
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U ispitivanjima agregacije trombocita koriste se razli¢iti induktori agregacije kao §to su ADP,
TRAP-6, arahidonska kiselina, kolagen i ristocetin. U ovom je ispitivanju koriSten ADP test.
Dodatkom ADP-a u uzorak krvi do¢i ¢e do aktivacije trombocita putem ADP receptora,

otpustanja endogenog ADP iz granula trombocita te njihove ireverzibilne agregacije (Slika 8).

- Klopidogrel
—) Aktivacija TRAPtest Pritenorst

S } Inhibicija ‘ TRAP Tli'(agrelor

3
sy, [RORE
<

ADP

! Otpustanje
arahidonske kiseline libllla antagonisti:

ReoPro*  (Abciximab)

Aggrastat® (Tirofiban)

ADPtest HS , Integrilin®  (Eptifibatid)
(ADP+PGET1)

PGE1

ASPltest

: Aspirin* : ;
Girllilggnska ey izlaganje receptoru Gplib/lila

Slika 8: Prikaz procesa agregacije trombocita potaknuto razli¢itim induktorima agregacije.
Preuzeto i prilagodeno prema www.diagnostics.roche.com
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Racunalo prijanjanje trombocita na povrsinu elektroda biljezi kao graficki prikaz povecanja
otpora u ovisnosti o vremenu. Za daljnju analizu se koristi izracunata povrSina ispod krivulje
(AUC). Graficki prikaz ovisnosti agregacije trombocita o vremenu i povrsine ispod krivulje su
prikazani na slici 9 (Calatzis i sur., 2007).

Koristenjem Multiplate® Analyzer uredaja omogucena je upotreba pune krvi ¢ime se izbjegava
oStecenje trombocita, potreba za dodatnom pripremom uzorka i centrifugiranja krvi. Potrebne

su manje koli¢ine uzoraka te je moguce vrsiti pet mjerenja agregacije istovremeno (Novakovic,
2017).

§ Agregacija (AU)
= 60
©
=
8, 40
g » Brzina (AU/min)
(=]
< \
0 ‘,/'r,_‘eme 1m,“'?)
0\ 1 2 3 4 5 6/

Podruéje ispod krivulje = AUC (AU*min ili U)
10 AU*min=1U

Slika 9: Graficki prikaz ovisnosti agregacije trombocita na povrsinu elektroda (izraZzeno u
arbitrarnim jedinicama, AU) o vremenu. Sveukupnu aktivnost trombocita najbolje prikazuje
povrsina ispod krivulje (AUC, eng. area under curve).

(Preuzeto i prilagodeno prema Calatzis i sur., 2007)

Za sprjeCavanje koagulacije krvi dobrovoljaca prije ispitivanja uzorku pune krvi dodaje se
antikoagulans natrijev citrat za kompleksaciju kalcijevih iona koji su vazni za normalnu
funkciju trombocita. Dodavanje fizioloske otopine s dodatkom CaClz u kivetu za mjerenje
osigurava dovoljnu razinu kalcijevih iona i nadilazi u¢inak citrata.

Prema generi¢koj proceduri proizvodaca instrumenta, u Kivetu za mjerenje agregacije
trombocita, automatskom pipetom dodaje se 300 pL fizioloske otopine CaClz. Zatim se doda
20 pL ekstrakta ispitivane biljke te 300 pL citratne krvi. Ispitivani uzorak se inkubira 3 minute
na 37° C nakon Cega se dodaje 20 pL induktora agregacije ADP-a.
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Sljedeca inkubacija traje 6 minuta i istovremeno se provodi mjerenje agregacije izrazene kao
povrsina ispod krivulje u arbitrarnim jedinicama na grafu ovisnosti agregacije o vremenu.
Umjesto ekstrakta ispitivane biljke, za negativnu kontrolu se dodaje isti volumen

dimetilsulfoksida kona¢ne koncentracije 3% u svim pokusima.
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3.4.2. Odredivanje minimalne antiagregacijske koncentracije flavonoida

Za svaki uzorak ispitivane biljke potrebno je izmjeriti agregaciju kontrolnog uzorka odnosno

negativne kontrole (AUCo, bez dodatka ekstrakta biljke; bez prisustva flavonoida) te uzorka s

ekstraktom biljke (AUC).

U slucaju da je razlika u vrijednostima agregacije negativne kontrole i uzorka s ekstraktom
biljke manja od 5% potrebno je udvostruciti koncentraciju flavonoida. Ako je razlika agregacija

veca od 5%, potrebna su dva dodatna mjerenja na novim uzorcima citratne krvi (Boji¢, 2012).

Postupak je slikovito prikazan na slici 10.

AUC, =52 U

CITRATNA KRV 1

AUC,, . =54U AUC,,,, .., =45V

Kontrolni AUC,

CITRATNA KRV 2

AUC,=57U AuC,,,.,, =35U

—~—

dva dodatna
uzorka krvi AUC,
i AUCc

CITRATNA KRV 3

AuC,=72U AUC,, ..., =59U

Slika 10: Slikoviti prikaz odredivanja minimalne antiagregacijske koncentracije flavonoida
(MINaAC). Dva paralelna mjerenja istog uzorka predstavljena su plavom i crvenom linijom

na grafu ovisnosti agregacije trombocita o vremenu (Boji¢, 2012).
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3.4.3. Kbvalitativna analiza biljnih vrsta teku¢inskom kromatografijom spregnutom sa
spektrometrom masa (LC-MS)

LC-MS analiza provedena je na HPLC sustavu spregnutom s detektorom spektrometrije masa
s kvadrupolnim analizatorom i analizatorom vremena leta (Q-TOF, engl. quadrupol time-of-
flight mass spectrometry detector) koji koristi sucelje ionizacije elektrorasprsenjem (ESI, engl.
electronspray ionization). Separacija je postignuta na Poroshell 120 EC-C18 koloni s
gradijentnim protokom mobilnih faza voda/metanol/mravlja kiselina 93:5:2 (A) i 3:95:2 (B)
sljedeceg rasporeda: (t/min, %B): (0, 40), (14, 80), (15, 80), (16, 40), (20, 40). Protok mobilne
faze iznosio je 400 uL/min, a volumen injektiranih uzoraka 5 pL. Odijeljene sastavnice
detektirane su masenim detektorom nakon provedene ionizacije elektrorasprSenjem. Protok
duSika iznosio je 8 L/min, temperatura 300 °C. Sastavnice su odredene na osnovi rezultata

dobivenih za poredbene supstancije i literaturnih podataka.
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4. REZULTATI
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4.1. Rezultati impedancijske agregometrije

Za svako mjerenje antiagregacijskog ucinka razrijedenih ekstrakata ispitivanih uzoraka
izmjerena je i agregacija kontrolnog uzorka gdje se dodaje isti volumen DMSO umjesto
odredenog volumena ekstrakta ispitivane biljke. Za daljnju analizu Koristile su se izmjerene
povrsine ispod krivulje (AUC), dok je statisticki znaCajno smanjenje agregacije uzorka
(minimalna antiagregacijska koncentracija) odnosno razlika u postotku agregacije potvrdena
Studentovim t-testom. Koncentracije ekstrakata biljaka izrazene su u molarnim
koncentracijama uzimajuci u obzir molekulsku masu kvercetina (My = 302,236).

Dobiveni rezultati razrijedenih ekstrakata ispitivanih biljaka i kontrolnog uzorka prikazani su
tabli¢no (tablica 2-11).

Tablica 2: Uzorak 1: Origanum vulgare L., Lamiaceae - list, stabiljka i cvijet, Fran Kusan

RAZRJEDENJE 10000
AGREGACIJA KONTROLA 47
AGREGACIJA UZORKA 35
%AGREGACIJE 74,47
%DEVIJACIJE 0,98
%DEV. KONTROLA 8,08
ST. DEV. KONTROLA 1,90
ST. DEV. UZORAK 0,17

P 0,0003
KONCENTRACUA (g/L) 0,02
MINaAC(uM) 2,07
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Tablica 3: Uzorak 2: Mentha x piperita L., Lamiaceae -list, stabiljka, Fran Kusan

RAZRJEDENJE 1000
AGREGACIJA KONTROLA 76
AGREGACIJA UZORKA 47
%AGREGACIJE 61,84
%DEVIJACIJE 4,20
%DEV .KONTROLA 2,35
ST. DEV. KONTROLA 0,89
ST. DEV. UZORAK 0,99

P 0,0005
KONCENTRACUA (g/L) 0,2
MINaAC(uM) 20,68

Tablica 4: Uzorak 3: Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae - list i cvijet, Fran Kusan

RAZRJEDENIJE 1000
AGREGACIJA KONTROLA 35
AGREGACIA UZORKA 16

%AGREGACIJE 45,71

%DEVIJACIE 12,17

%DEV.KONTROLA 10,92
ST. DEV. KONTROLA 1,91
ST. DEV. UZORAK 0,97

P 0,0023
KONCENTRACIA (g/L) 0,2

MINaAC(uM) 20,68
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Tablica 5: Uzorak 4: Ocimum basilicum L., Lamiaceae - list i stabiljka, Fran Kusan

RAZRJEDENIJE 100000
AGREGACIA KONTROLA 96
AGREGACHIA UZORKA 94
%AGREGACIJE 97,92
%DEVIJACIIE 4,20
%DEV.KONTROLA 0,001
ST. DEV. KONTROLA 0,00048
ST.DEV.UZORAK 1,97
P 0,05
KONCENTRACIJA (g/L) 0,0002
MINaAC(uM) 0,02

Tablica 6: Uzorak 5: Lavandula angustifolia L., Lamiaceae - list, cvijet i stabiljka, Fran

KuSan
RAZRJEDENIJE 10000
AGREGACIJA KONTROLA 64
AGREGACHIA UZORKA 46
%AGREGACIJE 71,88
%DEVIJACIJE 15,18
%DEV.KONTROLA 5,26
ST.DEV.KONTROLA 1,68
ST.DEV.UZORAK 3,49
P 0,0081
KONCENTRACUA (g/L) 0,02
MINaAC(uM) 2,07
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RAZRIJEDENJE 10000
AGREGACIA KONTROLA 96
AGREGACHIA UZORKA 62
%AGREGACIJE 64,58
%DEVIJACIIE 11,43
%DEV. KONTROLA 0,001
ST. DEV. KONTROLA 0,00048
ST. DEV. UZORAK 3,54
P 0,0001
KONCENTRACUA (g/L) 0,02
MINaAC(uM) 2,07

Skvar

RAZRJEDENIJE 1000
AGREGACIJA KONTROLA 61
AGREGACHA UZORKA 40

%AGREGACIJE 65,57
%DEVIJACIE 4,96
%DEV.KONTROLA 9,30
ST. DEV. KONTROLA 2,84
ST. DEV. UZORAK 0,99

P 0,0031
KONCENTRACIA (g/L) 0,2
MINaAC(uM) 20,68

Tablica 7: Uzorak 6: Calaminha sp L., Lamiaceae - list, stabiljka i cvijet, Fran Kusan

Tablica 8: Uzorak 7: Lavandula angustifolia L., Lamiaceae -stabiljka, list i cvijet, Orebic,
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Tablica 9: Uzorak 8: Lavandula sp L., Lamiaceae, hibrid, krizanac, Orebi¢, Bilopolje

RAZRJEDENJE 100
AGREGACIJA KONTROLA 53
AGREGACIJA UZORKA 46
%AGREGACIJE 86,79
%DEVIJACIJE 3,97
%DEV. KONTROLA 14,21
ST. DEV. KONTROLA 3,76
ST. DEV. UZORAK 0,91
P 0,01
KONCENTRACUA (g/L) 2,00
MINaAC(iM) 206,79

Tablica 10: Uzorak 9: Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae - bez cvijeta, Orebi¢, Skvar

RAZRJEDENIJE 1000
AGREGACIJA KONTROLA 46
AGREGACIA UZORKA 45

%AGREGACIJE 97,83

%DEVIJACIE 20,26
%DEV.KONTROLA 2,24
ST. DEV. KONTROLA 0,51
ST. DEV. UZORAK 4,56

P 0,0009
KONCENTRACNA (g/L) 0,2

MINaAC(uM) 20,68
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Tablica 11: Uzorak 10: Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae - cvijet, stabiljka, list, Orebic,

Bilopolje
RAZRJEDENJE 10000
AGREGACIJA KONTROLA 62
AGREGACIJA UZORKA 46
%AGREGACIJE 74,19
%DEVIJACIE 16,83
%DEV.KONTROLA 4,88
ST. DEV. KONTROLA 1,51
ST. DEV. UZORAK 3,87
P 0,0106
KONCENTRACHA (g/L) 0,02
MINaAC(uM) 2,07

Raspon koncentracija razrijedenih ekstrakata ispitivanih biljaka kretao se od 0,002 g/LL — 0,2
g/L dok je raspon minimalnih antiagregacijskih koncentracija bio izmedu 0,02 uM i 206,79
uM. Usporedujuci koncentraciju uzoraka biljaka i postotak agregacije, Ocimum basilicum, L.,
Lamiaceae je pokazao statisticki najznacajniju agregaciju trombocita: 97,92% agregacije s
MINaAC od 0,02 uM. Sto je niza MINaAC to je antiagregacijski u¢inak veéi.
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4.2. Rezultati kvalitativne analize sastava ekstrakata biljnih vrsta

U svrhu identifikacije pojedinih sastavnica ispitivanih uzoraka ekstrakata biljaka s koristena je

LC-MS analiza. Dobiveni rezultati su prikazani tabli¢no (tablica 12-21).

Tablica 12: Uzorak 1: Origanum vulgare - list, stabiljka i cvijet, Fran KuS$an

CoHgOa4 3,04 180,0422 Kavena kiselina
CoHsOs3 3,04 162,0314 Umbeliferon
C18H160s6 12,67 328,0949 Salvigenin

Tablica 13: Uzorak 2: Mentha x piperita - list, stabiljka, Fran Kusan

Ci5H1006 2,14 286,0477 Luteolin
C11H1602 2,16 180,1149 Kempferol
CoHsO4 3,02 180,0422 Kavena kiselina
CoHeOs 3,02 162,0314 Umbeliferon
Ci15H1206 4,11 288,0634 Eriodiktiol
C18H160s 7,66 360,0842 Ruzmarinska
kiselina
C17H140s 9,98 314,0789 Krizmaritin
CisH160s 12,68 328,0949 Salvigenin
C20H2802 15,26 300,209 Karnozinska kiselina
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Tablica 14: Uzorak 3: Rosmarinus officinalis - list i cvijet, Fran Kusan

CoHsO4 2,97 180,0422 Kavena kiselina

CoHeOs3 2,97 162,0314 Umbeliferon
C20H2605 7,26 346,1779 Epirozmanol
C15H1005 7,57 270,0529 Apigenin
C16H1206 7,85 300,0634 Diosmetin
C20H2605 8,2 346,1779 Rozmanol
C17H1406 9,97 314,0789 Krizmaritin
C16H1205 11,39 284,0685 Akacetin
Ci1sH160s 12,67 328,0949 Salvigenin
C21H2805 13,57 360,1937 Epirozmanol metileter
C20H2604 14,7 330,1836 Karnozol
C1oH2603 15,83 302,1882 5,6,7,10-tetrahidro-7-

hidroksirozmarikinon

Tablica 15: Uzorak 4: Ocimum basilicum - list i stabiljka, Fran Kusan

CoHs0s3 2,99 162,0314 Umbeliferon
CoHsgO4 2,99 180,0422 Kavena kiselina
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Tablica 16: Uzorak 5: Lavandula angustifolia - list, cvijet i stabiljka, Fran Kusan

Kemijska formula Vrijeme Sastavnice
zadrzavanja
CoHeOs 2,99 162,0314 Umbeliferon
Ci15H100s 7,58 270,0529 Apigenin
C17H1406 9,97 314,0789 Krizmaritin
C20H2604 14,68 330,1836 Karnozol

Tablica 17: Uzorak 6: Calamintha nepeta - list, stabiljka i cvijet, Fran Ku$an

Kemijska formula Vrijeme Sastavnice
zadrZavanja
CoHgO4 3,02 180,0422 Kavena kiselina
CoHeOs3 3,02 162,0314 Umbeliferon
Ci8H160s8 7,67 360,0842 Ruzmarinska
kiselina

Tablica 18: Uzorak 7: Lavandula angustifolia - stabiljka, list i cvijet, Orebi¢, Skvar

Kemijska formula Vrijeme Sastavnice
zadrzavanja
CoHsgO4 2,97 180,0422 Kavena kiselina
CoHeOs3 2,97 162,0314 Umbeliferon
C20H2802 15,28 300,2089 Karnozinska kiselina
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Tablica 19: Uzorak 8: Lavandula sp. - hibrid, krizanac, Orebi¢, Bilopolje

CoHeOs3

2,99

162,0314

Umbeliferon

Tablica 20: Uzorak 9: Rosmarinus officinalis - bez cvijeta, Orebi¢, Skvar

CoHsO4
CoHeOs3
C20H2605
Ci16H1206
C20H2605
C17H1406
Ci16H1205
C21H2805

C19H2603

13,57

15,84

2,98
2,98
7,27
7,86
8,21
9,98
11,4

180,0422
162,0314
346,1779
300,0634
346,1779
314,0789
284,0685
360,1937

302,1882

Kavena kiselina
Umbeliferon
Epirozmanol

Diosmetin
Rozmanol
Krizmaritin
Akacetin

Epirozmanol  metil

eter
5,6,7,10tetrahidro-7-

hidroksirozmarikinon
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Tablica 21: Uzorak 10: Rosmarinus officinalis - cvijet, stabiljka, list, Orebi¢, Bilopolje

CoHsO4
CoHeOs3
Ci15H1005
Ci16H1206
C20H2605
C21H2s805

C20H26014

2,98
2,98
7,99
7,9
8,21
13,58

14,7

180,0422
162,0314
270,0529
300,0634
346,1779
360,1937

330,1836

Kavena kiselina
Umbeliferon
Apigenin
Diosmetin
Rozmanol

Epirozmanol metil

eter

Karnozol
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5. RASPRAVA
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Kardiovaskularne bolesti su ve¢ dugi niz godina glavni uzrok smrtnosti. Postotak umrlih od
sr¢anog, mozdanog udara je sve vise u porastu. Ljudima je dostupan Sirok raspon informacija,
svjesniji su nuspojava postojece terapije i ¢esto se okrecu prirodnijim rjeSenjima; od obi¢nog
sirupa za kasalj pa sve do kompleksnijih bolesti. Pritisak na farmaceutsku industriju je samim
time sve vedi i stavlja se naglasak na istrazivanja spojeva prirodnih izvora u svrhu prevencije i

lijecenja bolesti.

Od davnina su poznata ljekovita svojstva biljaka i brojnim istrazivanjima je dokazana njihova
dobrobit na zdravlje, od antioksidativnog, protuupalnog, antitumorskog, hepatoprotektivnog i

drugog djelovanja.

Kako trombociti imaju kljuénu ulogu u stvaranju ugruSka, a poremecaji hemostaze mogu u
konacnici dovesti i do smrti, cilj ovog rada je bio istraziti antiagregacijski uc¢inak ispitivanih
ekstrakata biljnih vrsta te njihov potencijalni klini¢ki znacaj u prevenciji kardiovaskularnih

bolesti.

Ispitivan je antiagregacijski u¢inak na deset uzoraka biljaka porodice Lamiaceae i na vecem
broju uzoraka krvi metodom impedancijske agregometrije prema generickoj proceduri

proizvodaca instrumenta Multiplate® Analyzer.

Kao slabi induktor agregacije trombocita koristen je ADP. Primjenom jakog induktora
agregacije poput kolagena ili TRAP-6 dobivaju se vrijednosti i do 2000 puta vec¢e u odnosu na
MINaAC flavonoida primjenom slabog agonista poput ADP-a.

Kao reprezentativni rezultati, prikazane su koncentracije razrijedenih ekstrakata ispitivanih
biljnih vrsta, koje su pokazale statisticCku znacajnost (vrijednost p). Raspon koncentracija
ekstrakata kretao se od 0,002 g/L — 0,2 g/L dok je raspon minimalnih antiagregacijskih
koncentracija bio izmedu 0,02 uM za Ocimum basilicum i 206,79 uM za Lavandula sp. Sto je

niza vrijednost MINaAC to je antiagregacijski u€inak veci.

Za kvalitativnu analizu koriStena je LC-MS metoda. Usporedbom s literaturnim podacima,
tabli¢no su prikazane identificirane sastavnice flavonoida i fenolnih kiselina za svaku ispitivanu
biljnu vrstu. Najve¢i broj identificiranih sastavnica je u ruzmarinu: flavonoidi apigenin,
diosmetin, krizmaritin, akacetin, salvigenin i terpenoidni derivati karnozola i rozmanola.
Umbeliferon i kavena kiselina pokazale su se kao najcesce sastavnice svih ispitivanih biljnih

vrsta.
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5.1. Usporedna istrazivanja

Za kavenu kiselinu, Lu i suradnici su 2015. god. pokazali da je je snazan inhibitor aktivacije
trombocita djelujuci na agregaciju trombocita, oslobadanje ATP, ekspresiju receptora i ostalih
adhezivnih proteina in vivo i in vitro na misjem modelu akutne tromboze. Kao najcesca
sastavnica, prisutnost kavene kiseline objaSnjava antiagregacijski ucinak svih ispitivanih
ekstrakata. Za vrstu Lavandula sp. je identificiran samo umbeliferon $to bi donekle moglo
objasniti najve¢u vrijednost MINaAC i samim time najmanji antiagregacijski ucinak. Za
usporedbu, Antoli¢ i suradnici su 2017. dokazali sinergisti¢ko djelovanje sastavnica Salvia sp.

na inhibiciju agregaciju trombocita $to je bitna ¢injenica u usporedbi in vivo i in vitro uvjeta.

Novakovi¢ je u svom radu iz 2017. god. pokazao da ekstrakt mati¢njaka (Melissa officinalis
pokazuje antiagregacijski ucinak te usporedbom koncentracije ekstrakata i standarda
ruzmarinske kiseline, kao najzastupljenije sastavnice, zaklju¢io da je ruzmarinska kiselina

odgovorna za antiagregacijski u¢inak.

Boji¢ i suradnici su 2011. god. u svome znanstvenome radu dokazali antiagregacijski ucinak
niza flavonoida medu kojima su bili akacetin, apigenin i diosmetin, identificirani i u ovome
radu. Navarro-Nufez i sur. su 2009. god. pokazali da apigenin utjece na agregaciju trombocita

interferirajuci sa signalnim putevima u agregaciji trombocita.

Males i sur. su u svome radu objavljenom 2017.god. pokazali da brojni ¢imbenici poput mjesta
uzgoja, vrste tla, dostupnih hranjivih tvari, koli¢ine sunca, utje¢u na razvoj biljke i samim time
na sadrzaj polifenola. Dokazali su statisticki znacajnu razliku u sadrzaju flavonoida ekstrakata
maticnjaka uzgojenih u Farmaceutskom botani¢kom vrtu »Fran KuSan« i na podruc¢ju NaSica,
Novog Sada i Banja Luke u razdoblju od 2014.-2016. godine. Usporedno, postoji razlika u
sadrzaju ispitivane biljne vrste Rosmarinus officinalis ubrane u botani¢kom vrtu »Fran Kusan,

u Orebicu 1 Bilopolju.
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5.2.  Prednosti i ogranienja istraZivanja

Metoda impedancijske agregometrije nije zlatni standard u odredivanju agregacije trombocita,
ali je postupak brzi, jednostavniji te nije potreban veliki volumen i dodatna obrada uzoraka krvi.
Nadalje, barem deset dana prije, davatelji krvi nisu uzimali lijekove koji bi utjecali na
agregaciju trombocita u svrhu smanjenja utjecaja na rezultate mjerenja. Uzimani su uzorci pune

krvi kako bi se stvorili $to sli¢niji in vivo uvjeti u in vitro postupku.

Iako neke sastavnice ne pokazuju znacajan antiagregacijski ucinak in vitro te unosom u
organizam podlijezu metaboli¢kim reakcijama, sinergistickim djelovanjem sastavnica bi se
ipak mogao posti¢i znacajan antiagregacijski uc¢inak te dovoljne koncentracije in vivo. Potrebna
su daljnja ispitivanja i na ve¢em broju uzoraka uzimajuci u obzir razli¢ite ¢imbenike i prirodne
faktore kako bi se postigli rezultati bitnog klinickog znacaja u prevenciji kardiovaskularnih

bolesti.
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6. ZAKLJUCAK
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Metoda impedancijske agregometrije se pokazala kao brza i jednostavna metoda simulirajuci
prirodni okoli§ trombocita u odredivanju agregacije. lako se mogu koristiti razli¢iti induktori

agregacije, u ovom radu je koristen slabi induktor ADP.

U svrhu minimalizacije bioloske varijabilnosti, rezultati su iskazani kao minimalna
antiagregacijska koncentracija flavonoida koja pokazuje statisticki znacajnu agregaciju u

odnosu na negativnu kontrolu.

LC-MS metodom su identificirane pojedine sastavnice deset uzoraka ispitivanih biljaka
porodice Lamiaceae. Svi uzorci ekstrakata biljaka su pokazali antiagregacijski ucinak s

MINaAC od 0,02 uM za Ocimum basilicum do 206,79 uM za Lavandula sp.

Ograni¢enja koristenih metoda u istrazivanjima, faktori prirodne varijabilnosti, promjenjiv
sadrzaj u razini spojeva prisutnih u biljkama samo su neki od ¢imbenika koji uporabu biljaka

kao fitofarmaceutika jo$ uvijek stavljaju u podredenu poziciju.

Problem kardiovaskularnih bolesti je sve izraZeniji posebice s povecanjem udjela starije

populacije, ali ono §to se ulozi u prevenciju to se visestruko vraca.
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8. SAZETAK/SUMMARY

54



Zbog brojnih nuspojava postojece terapije u prevenciji kardiovaskularnih bolesti 1 sve veceg
broja smrtnosti od sr€anog i mozdanog udara u razvijenim zemljama, tezi se pronalasku
ucinkovitijih i sigurnijih lijekova. Od samih pocetaka, ljudi su se okretali prirodi u potrazi za
rjeSenjima. Brojna istrazivanja su pokazala da spojevi izolirani iz prirodnih izvora poput
polifenola pokazaju znacajnu dobrobit za zdravlje pa tako i antiagregacijski u¢inak kao bitnu
poveznicu u prevenciji kardiovaskularnih bolesti. Trombociti imaju glavnu ulogu u hemostazi

i trombozi.

Metodom impedancijske agregometrije, prema generickoj proceduri proizvodaca instrumenta
Multiplate® Analyzer, ispitivan je antiagregacijski ucinak na deset uzoraka ekstrakata
ispitivanih biljaka porodice Lamiaceae uz ADP kao induktora agregacije. Rezultati su iskazani
kao minimalna antiagregacijska koncentracija (MINaAC) koja statisticki znac¢ajno smanjuje
agregaciju u odnosu na negativnu kontrolu. Za dokazivanje pojedinih sastavnica ekstrakata
biljaka koristena je LC-MS metoda.

Vrijednosti MINaAC kretale su se izmedu 0,02 uM za Ocimum basilicum do 206,79 uM za

Lavandula sp. Ocimum basilicum je pokazao najjaci antiagregacijski ucinak.

Biljni ekstrakti bogati polifenolima koji pokazuju antiagregacijski ucinak mogli bi doprinijeti

prevenciji kardiovaskularnih bolesti.

55



Due to the various side effects of the existing therapy in the prevention of cardiovascular
diseases and the increasing number of deaths from cardiac arrest and stroke in developed
countries, the goal is to find safer and more effective therapy. From the very beginning, people
turned to nature in order to find solution for health issues. Numerous studies have shown that
compounds isolated from natural sources, such as polyphenols, show significant health benefits
and thus anti-aggregation effect as an essential link in the prevention of cardiovascular diseases.

Thrombocytes play a major role in hemostasis and thrombosis.

By the method of impedance agregometry, according to the generic procedure of the producer
of the Multiplate® analyzer instrument, the antiaggregation effect was investigated on ten
samples of Lamiaceae family tested extracts with ADP as the inductance aggregator. The results
are shown as the minimum anti-aggregation concentration (MINaAC), which statistically
significantly reduces aggregation. The LC-MS method was used to identify the plant extracts

components.

MINaAC values ranged between 0,02 uM for Ocimum basilicum to 206,79 uM for Lavandula
sp. The final results showed that Ocimum basilicum had the strongest anti-aggregation effect.

Plant extracts rich in polyphenols that show antiaggregating properties could be used in

prevention of cardiovascular diseases.
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9. PRILOG

9.1 Informirani pristanak
L~Antiagregacijski uc¢inak propolisa i odabranih biljnih vrsta iz porodice Lamiaceae“

Glavni istrazivaci/mentori:

Doc. dr. sc. Mirza Boji¢, Zavod za farmaceutsku kemiju, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Prof. dr. sc. Zeljan Male§, Zavod za farmaceutsku botaniku, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Kandidat na doktorskom radu:

Andrea Antoli¢, mag. pharm., univ. mag. pharm.
ZU Ljekarne Svaljek

Kralja Tomislava 24, 49 246 Marija Bistrica
E-adresa: aantolicl @gmail.com

Postovani dobrovoljni davatelji krvi,

Prije pristanka na sudjelovanje u ovom istraZivanju vaZzno je da pazljivo proditate ovaj informirani
pristanak koji sadrZi sve informacije bitne za Vasu odluku o sudjelovanju u ovom istraZivanju.
Nakon Sto procitate informirani pristanak, sva svoja pitanja moZete postaviti lije¢niku ili osoblju
koje sudjeluje u istrazivanju. Posebno je vaZno da ispitivaca obavijestite o svojim proslim
bolestima ili lijekovima koje uzimate.

1. SVRHA ISTRAZIVANJA

Trombociti sudjeluju u stvaranju hemostatskog ugruska na mjestu ozlijede krvne Zile, ali mogu
sudjelovati i u patoloskim procesima - trombozama koje mogu dovesti do sranog udara,
moZzdanog udara ili periferne duboke venske tromboze te pluéne embolije. Vodec¢i uzrocnici
smrtnosti u razvijenim zemljama upravo su krvozilne bolesti, stoga se stalno traga za novim
antiagregacijskim lijekovima. Naj¢eS¢e primjenjivani lijekovi u prevenciji krvozilnih bolesti su
acetilsalicilna kiselina i klopidogrel. Acetilsalicilna kiselina je ireverzibilni inhibitor enzima
ciklooksigenaza 1, dok je klopidogrel ireverzibilni inhibitor P2Y1, receptora za adenozin-difosfat.
Glavni nedostatak ovih lijekova je njihovo nakupljanje unutar trombocita stoga se samo
prestankom uzimanja ovih lijekova ne moze uspostaviti funkcija trombocita uslijed krvarenja. Od
izoliranih prirodnih spojeva, antiagregacijsko djelovanje pokazuju polifenoli, prvenstveno
flavonoidi i prirodni izvori bogati polifenolima poput propolisa te biljnih vrsta poput mati¢njaka,
kadulje, lavande, ruzmarina, paprene metvice i bosiljka.

Cilj istrazivanja, za koje C¢e se koristiti Vasa krvi (4,5 mL citratne krvi), jest ispitivanje
antiagregacijskog djelovanja potencijalnih novih farmakoloski aktivnih spojeva
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2. OPIS ISTRAZIVANJA

2.1. Tipistrazivanja

[straZivanje Ce se provesti u laboratoriju na uzorcima krvne plazme dobrovoljnih davatelja krvi.
Za potrebe istrazivanja Koristit ¢e se uzorci krvi preostali nakon neophodne rutinske
laboratorijske dijagnostike. Uzorci krvi za standardna laboratorijska ispitivanja ¢e se prikupljati i
obradivati pod izravnim nadzorom prim. dr. sc. Maje Tomici¢, dr. med., spec. transfuziolog,
voditeljice Odjela za trombocitnu i leukocitnu dijagnostiku i hemostazu.

2.2. TijekistrazZivanja

Vasa suradnja i ukljucivanje u ovo istrazivanje ¢e nam omogucditi da ispitamo antiagregacijskog
ucinka propolisa i odredenih biljnih vrsta te dodemo do novih potencijalnih farmakoloski aktivnih
spojeva.

Vi Cete biti ukljuceni u istrazivanje na nacin da ¢e se od Vas, uz dobrovoljnu darovanu krv, prikupiti
i uzorci krvi u jednu epruvetu zapremnine 5 mL (4,5 mL krvi + 0,5 mL natrijeva citrata) koja ¢e se,
uz standardna krvna ispitivanja, koristiti i za gore navedeno istrazivanje. Napominjemo da se nece
uzimati dodatni uzorci krvi, ve¢ ¢e se koristiti isti uzorci koji se inace koriste za rutinsku
laboratorijsku analizu darovane krvi.

3. MOGUCE NEGATIVNE POSLJEDICE ISTRAZIVANJA
U odnosu na uobicajeno davanje krvi, nema nikakvih dodatnih potencijalnih rizika jer ¢e se
sva ispitivanja vrsiti u standardnom uzorku darovane Kkrvi.

4, MOGUCA KORIST ISTRAZIVANJA
Ispitivanje antiagregacijskog ucinka ispitivanih spojeva moZe utjecati na razvijanje novih
potencijalnih farmakoloski aktivnih spojeva.

5. NAKNADE
Na Vama je da odlucite Zelite li sudjelovati ili ne.
Ako odlucite sudjelovati neéete dobiti nikakvu naknadu.

6. TAJNOST PODATAKA

Svi Vasi osobni podaci ¢e biti pohranjeni i obradivani uz najvecu moguéu diskreciju i zastitu
osobnosti i privatnosti u elektronickom obliku. Glavni istaZivac i njegovi suradnici pridrzavat ¢e
se interne procedure za zaStitu osobnih podataka. U okviru istraZivanja ili objavljivanja njegovih
rezultata Vase ime nece biti objavljeno. [zuzetak je mogu¢ samo na Vas zahtjev, a glavni istrazivac
i njegovi suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane postupke za zaStitu osobnih
podataka. Uspostava naSe baze podataka biti ¢e organizirana prema inicijalima imena i prezimena
i pomocu posebnog koda. VaSu medicinsku dokumentaciju mo¢i ¢e pregledavati samo glavni
istrazivac i njegovi suradnici, a VaSe ime nikada nece biti otkriveno tre¢im osobama. Pristup Vasoj
dokumentaciji mogu imati predstavnici Etickog povjerenstva Hrvatskog zavoda za transfuzijsku
medicinu i Povjerenstva za etiCnost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog
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fakulteta, koje je odgovorno za odobravanje i nadzor nad provodenjem ovog znanstvenog
istrazivanja.

7. PUBLICIRANJE REZULTATA

Rezultati istrazivanja bit ¢e prezentirani na javnim skupovima, kao primjerice kongresima i
seminarima, te mogu biti publicirani u znanstvenim ili promotivnim ¢asopisima. U svakom
slucaju, Vas identitet bit ¢e zadrZan u tajnosti. Ako osim skupnih podataka budu objavljeni i
pojedinacni podaci, koristit ¢e se identifikacijski brojevi kako bi identitet sudionika ostao tajan,
odnosno nedostupan javnosti.

8. SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU I IZLAZAK
Sudjelovanje u istrazivanju je dobrovoljno. U bilo kojem trenutku mozete prestati sudjelovati u
istrazivanju bez ikakvih Stetnih posljedica.

9. OSOBA ZA KONTAKT

Kao sudionik istrazivanja imate pravo na informacije o istrazivanju. MoZete pitati u vezi
istrazivanja bilo kada tijekom sudjelovanja u istrazivanju. Bit ¢ete upoznati s novim znacajnim
rezultatima koji bi mogli utjecati na Vasu sigurnost ili odluku o daljnjem sudjelovanju u
istrazivanju.

Ukoliko imate bilo kakvih pitanja slobodno nazovite glavnog istrazivaca dr. sc. Mirza Boji¢,
Farmaceutsko-biokemijski fakultet, mob. 099/ 676 1379, e-adresa: mbojic@pharma.hr ili
kandidata Andrea Antoli¢, mag. pharm., univ. mag. pharm. koji sudjeluje u provodenju projekta u
svrhu izrade svog doktorskog rada, mob. 099 690 3401, e-adresa: aantolicl @gmail.com.
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INFORMIRANI PRISTANAK
Potvrdujem da sam imao/la dovoljno vremena da procitam i razumijem protokol istraZivanja, te
da sam dobio/la zadovoljavaju¢e odgovore na sva postavljena pitanja.

Potvrdujem da sam u potpunosti informiran/a o:

(D Svrsi istrazivanja;

(2) Opisu istrazivanja;

(3) Mogucim negativnim posljedicama;
4) Mogudim koristima istrazivanja;

(5) Naknadama;

(6) Tajnosti podataka;

(7) Publiciranju rezultata;

(8) Sudjelovanju u istrazivanju i izlasku;
9 Osobama za kontakt.

Pristankom na sudjelovanje u istrazivanju takoder potvrdujem da razumijem da time nisam
zakinut za svoja prava u sustavu osnovnoga zdravstvenog osiguranja.

Vlastoru¢nim potpisom potvrdujem dobrovoljno sudjelovanje u istraZivanju.

(ime i prezime dobrovoljnog davatelja krvi)

(potpis dobrovoljnog davatelja krvi) (datum)

(ime i prezime osobe koja vodi
razgovor u vezi Inform. pristanka)

(potpis osobe koja vodi (datum)
razgovor u vezi Inform. pristanka)
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SAZETAK

Zbog brojnih nuspojava postojece terapije u prevenciji kardiovaskularnih bolesti i sve veceg broja smrtnosti od sr¢anog
i mozdanog udara u razvijenim zemljama, tezi se pronalasku u¢inkovitijih i sigurnijih lijekova. Od samih pocetaka, ljudi
su se okretali prirodi u potrazi za rjeSenjima. Brojna istraZivanja su pokazala da spojevi izolirani iz prirodnih izvora
poput polifenola pokazaju znacajnu dobrobit za zdravlje pa tako i antiagregacijski uc¢inak kao bitnu poveznicu u
prevenciji kardiovaskularnih bolesti. Trombociti imaju glavnu ulogu u hemostazi i trombozi.

Metodom impedancijske agregometrije, prema generickoj proceduri proizvodaca instrumenta Multiplate® Analyzer,
ispitivan je antiagregacijski u¢inak na deset uzoraka ekstrakata ispitivanih biljaka porodice Lamiaceae uz ADP kao
induktora agregacije. Rezultati su iskazani kao minimalna antiagregacijska koncentracija (MINaAC) koja statisticki
znagajno smanjuje agregaciju u odnosu na negativnu kontrolu. Za dokazivanje pojedinih sastavnica ekstrakata biljaka
kori$tena je LC-MS metoda.

Vrijednosti MINaAC kretale su se izmedu 0,02 uM za Ocimum basilicum do 206,79 uM za Lavandula sp. Ocimum
basilicum je pokazao najjaci antiagregacijski u¢inak.

Biljni ekstrakti bogati polifenolima koji pokazuju antiagregacijski u¢inak mogli bi doprinijeti prevenciji
kardiovaskularnih bolesti.
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The effect of herb species of Lamiaceae family on platelet aggregation

Vanessa Bobetié

SUMMARY

Due to the various side effects of the existing therapy in the prevention of cardiovascular diseases and the increasing
number of deaths from cardiac arrest and stroke in developed countries, the goal is to find safer and more effective
therapy. From the very beginning, people turned to nature in order to find solution for health issues. Numerous studies
have shown that compounds isolated from natural sources, such as polyphenols, show significant health benefits and
thus anti-aggregation effect as an essential link in the prevention of cardiovascular diseases. Thrombocytes play a major
role in hemostasis and thrombosis.

By the method of impedance agregometry, according to the generic procedure of the producer of the Multiplate®
analyzer instrument, the antiaggregation effect was investigated on ten samples of Lamiaceae family tested extracts with
ADP as the inductance aggregator. The results are shown as the minimum anti-aggregation concentration (MINaAC),
which statistically significantly reduces aggregation. The LC-MS method was used to identify the plant extracts
components.

MINaAC values ranged between 0,02 uM for Ocimum basilicum to 206,79 uM for Lavandula sp. The final results
showed that Ocimum basilicum had the strongest anti-aggregation effect.

Plant extracts rich in polyphenols that show antiaggregating properties could be used in prevention of cardiovascular
diseases.
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