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1. UvOD

O vaznosti biljaka nije potrebno mnogo govoriti. Uz to Sto predstavljaju primaran
izvor hranjivih tvari i proizvode Kisik, izrazito su vazne u lijeCenju raznih bolesti. Najstariji
medicinski zapisi, govore o upotrebi biljaka u ljekovite svrhe. Razvojem medicine i
suvremenih kemijskih lijekova sredinom proslog stoljeca, lijeCenje biljkama je palo u drugi
plan. Kemijski spojevi su pokazali snaznije djelovanje te su u brojnim slucajevima bili znatno
korisniji od samih biljaka. Stoga se danas$nja medicina orijentirala vise k takvom pristupu, a
biljke su se poglavito zadrzale u nekim, za zapadnu civilizaciju, alternativnim medicinskim

pravcima.

No, zbog neucinkovitosti ili Stetnosti pojedinih suvremenih lijekova, krenulo se tragati
za novim terapijskim moguénostima. Posljedi¢no se javljaju razli¢iti nacini lijeCenja, a U
jedan od zastupljenijih svakako spada sve popularniji povratak koristenju biljaka. Velika
prednost njihove uporabe je u tome $to su biljke, za razliku od kemijskih spojeva, prirodne te
ih stoga ljudi smatraju sigurnijima, $to ne mora uvijek biti istinito. Biljni pripravci takoder
mogu imati nezeljene i Stetne ucinke te stupati u interakcije s lijekovima, jer iako su prirodni,

sadrze aktivne sastavnice kao i klasi¢ni lijekovi.

Biljne vrste, koje su predmet istrazivanja ovog rada Mentha x piperita L., Origanum
vulgare L., i Rosmarinus officinalis L. pripadaju hrvatskoj flori te se stolje¢ima primjenjuju U
lijeCenju ili ublazavanju razlicitih stanja, od probavnih tegoba, do glavobolja. Uz to, poznato
su zacinsko bilje, vrlo ugodnih aromati¢nih organolepti¢kih svojstava, svakodnevno
upotrebljavane u kulinarstvu. Za poneke je otkriveno da imaju pozitivne ucinke na sr¢ano —
zilni sustav i potencijalno antiagregacijsko djelovanje, odnosno sprje¢avanje nakupljanja
krvnih plocica koje su neophodne za nastanak krvnih ugraSaka, na ¢emu je glavni naglasak u

ovom istrazivanju.



1.1. BOTANICKI PREGLED

1.1.1. Svojstva biljaka porodice Lamiaceae (Labiatae)

Porodica Lamiaceae, neko¢ zvana Labiatae, a u hrvatskom prijevodu usnace, odnosno
usnatice, prema najnovijim podacima obuhvaca vise od 7000 biljnih vrsta podijeljenih u 236
rodova (www.britannica.com). Rasprostranjene su po cijelom svijetu, naroé¢ito u podrucju
Sredozemlja 1 zapadne Azije, a danas se mnoge 1 uzgajaju, Sto zbog svog lijepog izgleda i
mirisa, §to zbog svojih aromati¢nih te ljekovitih svojstava. Radi se o zeljastim biljkama,
trajnicama ili grmovima s karakteristicnom éetverobridnom stabljikom, krizasto nasuprotnim
listovima, bez palistica i cvjetovima sloZzenim u prsljenaste cvatove koji se nalaze u
pazuscima listova. Porodica usnaca je dobila ime po obliku cvijeta. Naime, pet latica je sraslo
u cijev koja je na kraju proSirena i razdijeljena na dvije usne, gornja usna se sastoji od dvije, a
donja od tri latice. Cvjetovi su dvospolni. NajéeS¢e sadrze Cetiri prasnika, ponekad dva, a
plodnica je nadrasla, ¢etverogradna s jednim sjemenim zametkom u svakom pretincu. Plod je
cjepavac, koji se raspada na Cetiri suha, a ponekad mesnata plodi¢a (Domac, 2002; Grli¢,
1986).

Za biljke ove porodice svojstveno je da sadrze eteri¢no ulje koje im daje ugodan
aromati¢an miris te je zasluzno za vecinu njihovih ljekovitih djelovanja, a i upotrebu u
kulinarstvu. Eteri¢no ulje se nalazi uglavnom u zljezdastim dlakama koje su zastupljene na
povrsini stabljike, listova 1 cvjetova te u Zlijezdama. Kao §to je ve¢ spomenuto, brojne biljne
vrste porodice usnaca se koriste kao mirodije 1 zacini, pojedine vrste s manje intenzivnim
mirisom se mogu jesti kao povrce, a takoder se uzgajaju kao ukrasno bilje ili za potrebe
proizvodnje parfema. Stoga, radi se o biljkama s izrazitom industrijskom primjenom (Grlic,
1986).


https://www.britannica.com/plant/Lamiaceae

1.1.2. Obiljezja biljnih vrsta: Mentha x piperita L., Origanum vulgare L., i Rosmarinus

officinalis officinalis L.
1.1.2.1. Mentha x piperita L.

M. x piperita, odnosno paprena metvica je krizanac dviju srodnih vrsta, vodene
metvice (M. aquatica L.) i klasaste metvice (M. spicata L.) (Toplak Galle, 2005). Ne raste
samoniklo, ve¢ samo kao kultivirana biljka u podru¢jima s umjerenom, ali ne presuhom
klimom, na laganom pjeskovitom tlu. Udomacena je u Europi, Aziji, Sjevernoj i Juznoj
Americi, a ponajvise se moze pronac¢i U Engleskoj, Francuskoj, Italiji te Sjedinjenim
Americkim Drzavama. Uzgaja se kao jednogodis$nja ili dvogodisnja kultura, vegetativno
pomoc¢u mnogobrojnih vrijeza koje izbijaju iz podzemnih dijelova (Kustrak, 2005). Potrebno
ju je svake druge godine presadivati, jer se u prirodi krizanjem izgube prvobitna svojstva

(Pahlow, 1989).

Radi se o viSegodisnjoj, 50 do 80 centimetara visokoj zeljastoj biljci, Cetverobridne
razgranate stabljike tamnoljubiCaste boje, s nasuprotno rasporedenim, jajasto kopljastim,
zasiljenim, pilasto nazubljenim, 4 do 7 centimetara dugim listovima s modrim zilama.
Cvjetovi su ljubicaste ili rijetko bijele boje, izrastaju iz koljenaca kao prsljenovi te tvore klasu
slicne cvatove (Slika 1.). Cvate u ljetnim mjesecima, a skuplja se neposredno prije cvatnje
zbog najveceg sadrzaja eteri¢nog ulja koje daje biljci prepoznatljiv miris te je ujedno najéeséi
cilj njezina uzgoja. Upotrebljavaju se listovi, ali i mladice s cvjetnim vrScima, a biljna droga

se naziva Menthae piperitae folium (Gursky, 1999).

AL

Slika 1. Mentha x piperita L. (www.plantea.com.hr)


http://www.plantea.com.hr/

1.1.2.2. Origanum vulgare L.

Mravinac raste na suhim livadama i u svijetlijim Sumama, Sikarama i Zivicama,
odnosno prisojnoj strani padina, u brdovitim krajevima pokraj puteva ¢ak i na nadmorskim
visinama do 1800 metara. Odgovara mu hranjivo i vapnenasto tlo. Rasprostranjen je u
velikom dijelu Europe i Azije pa tako i u Hrvatskoj gdje se moze naéi u Zagorju,
Zumberatkom gorju, Slavoniji i Dalmaciji (Kustrak, 2005; Grli¢, 1986). Skupljaju se cijeli
nadzemni dijelovi u vrijeme cvatnje od lipnja do rujna, od ¢ega su stabljike neupotrebljive pa
se uklanjaju nakon susenja. Za skupljanje se odabiru suncéani predjeli i gornji dijelovi biljke,
zbog veceg sadrzaja eteri¢nog ulja koje se moze procijeniti mirisanjem biljke (Toplak Galle,
2005; Pahlow, 1989).

Vrsta O. vulgare je zeljasta trajnica, visoka 30 do 60 centimetara s ¢etverobridnom,
uspravnom, razgranatom stabljikom koja je na povrsini crvenkasto obojena, nasuprotnih,
jajolikih, siljastih, 2 do 3 centimetra dugih listova s kratkom peteljkom, cjelovita ruba, koji su
pri dnu stabljike veci. Ima sitne ljubicasto do ruzicaste cvjetove koji se nalaze na vrhovima

ogranaka u metlicastim cvatovima (Slika 2.) (Kustrak, 2005).

Slika 2. Origanum vulgare L. (www.plantea.com.hr)


http://www.plantea.com.hr/

1.1.2.3. Rosmarinus officinalis L.

Naziv roda Rosmarinus potjece od latinskog izraza ,,ros marinus® §to znac¢i morska
rosa. Vrsta R. officinalis raste samoniklo na sun¢anim, kamenitim podrué¢jima, u makiji
Mediterana, a Cesto se koristi za zivice. Slabo podnosi hladne zime i mraz, tako da uspijeva
samo u podru¢jima s umjerenom klimom. Veoma je rasprostranjen u primorskom podrucju
Hrvatske, sjevernoj Italiji, juznoj Francuskoj, Spanjolskoj, Portugalu te obali sjeverne Afrike.
Izvan ovih podruc¢ja nalazi se samo u uzgoju, primjerice kao ukrasna biljka, za dobivanje

eteri¢nog ulja i zacina.

Ruzmarin je gusti, trajni, razgranati, vazdazeleni mediteranski grm s mnogo Sibastih
ogranaka, koji je visok 1 do 2 metra. Starije stabljike su drvenaste, a mlade ¢etverobridne kao
I u ostalih usnatica, ¢vrstih, uskih, gotovo iglicastih, kozastih, odozgo zelenih i glatkih, a na
nali¢ju od dlaka sivkastobijelih listova koji su dugi 2 do 3 centimetra. Na kratkim ograncima,
razvijaju se maleni cvjetovi, svijetloplave do plavoljubicaste boje (Slika 3.) (Kustrak, 2005;
Toplak Galle, 2005). Cvate kroz ¢itavu godinu, najintenzivnije od ozujka do svibnja kada se i
skuplja. Nakon susenja, odvajaju se listovi i cvjeti¢i koji se dalje koriste u razli¢ite svrhe
(Gursky, 1999).
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Slika 3. Rosmarinus officinalis L. (www.plantea.com.hr)


http://www.plantea.com.hr/

1.2. KEMIJSKI SASTAYV BILINIH DROGA

1.2.1. Menthae piperitae folium

Glavnom terapijski aktivnom sastavnicom droge Menthae piperitae folium smatra se
etericno ulje, prisutno u koli¢ini od 1 do 3%. Najznacajniji sastojci etericnog ulja su
monoterpeni: mentol, menton, mentilacetat, mentofuran, limonen, izomentol, neomentol,
pulegon i karvon. Takoder su prisutni i seskviterpeni kao $to je viridoflorol. Uz, eteri¢no ulje,
droga sadrzi i druge terapijski znacajne sastavnice, poput spojeva istrazivanih u ovom radu —
flavonoida i fenolnih kiselina. Najzastupljeniji flavonoidi su: luteolin i njegov 7-glukozid,
rutin, hesperidin, eriocitrin i razni visoko oksidirani flavoni (Markovi¢, 2005; ESCOP, 2003),
a fenolne kiseline: ruzmarinska i fenilkarboksilne kiseline poput kavene, kumarne te
ferulinske kiseline (Toplak Galle, 2005). Treba spomenuti i prisutnost male koli¢ine
triterpenskih kiselina: ursolne i oleanolne kiseline te karotenoida, betaina, kaolina i
mineralnih soli (Gursky, 1999).



1.2.2. Origani herba

Zelen mravinca sadrzi manje eteri¢nog ulja od ostalih obradivanih biljaka (0,15 — 4%),
a glavne sastavnice ulja su monoterpeni: limonen, pinen, ocimen, timol, karvakrol, cimol te
seskviterpeni: farnezol, kariofilen i B-bisabolen. Ostale prisutne tvari od farmaceutskog
znacaja su trjeslovine, ruzmarinska kiselina, gorke tvari, vitamin C te flavonoidi: apigenin,

luteolin, kvercetin i skutelarin (Gutiérrez-Grijalva i sur., 2018; Kustrak, 2005; Gursky, 1999).



1.2.3. Rosmarini folium

Listovi ruzmarina (Rosmarini folium) sadrze 1 do 2,5% eteri¢nog ulja ¢iji sastav varira
ovisno o podrijetlu biljnog materijala, razvojnom stadiju biljke i vremenu sabiranja. Razlikuju
se 4 kemotipa: verbenon/bornil acetat, 1,8-cineol, kamfor i B-mircen/kamfor (Markovié,
2005). Opcenito, glavne sastavnice etericnog ulja su monoterpeni: 1,8-cineol, kamfor,
kamfen, a-pinen, borneol, bornilacetat, a-terpineol, B-kariofilen, B-pinen i limonen. Droga
Rosmarini folium sadrzi i druge sastavnice, kao S§to su fenolne kiseline; primjerice
ruzmarinsku kiselinu, diterpensku karnozolnu kiselinu te triterpenske kiseline (ursolnu i
oleanolnu). Ostali diterpenoidi koji se mogu pronaci u ovoj biljci su: karnozol, rozmanol,
izorozmanol, epirozmanol, rozmaridifenol, razmarikinon i derivati hidroksicimetne kiseline.
Od triterpenoida nalaze se: a- i B-amirin i roficeron. S medicinskog gledista veoma vazni
sastojci su flavonoidi, od kojih su u listovima ruzmarina ponajvise prisutni: luteolin, nepetin,
nepitrin, genkvanin, diosmetin i njihovi heterozidi (Kustrak, 2005; ESCOP, 2003).



1.3. FARMAKOLOSKI UCINCI I UPORABA BILJNIH DROGA

1.3.1. Menthae piperitae folium

Droga Menthae piperitae folium je od davnina neizostavna u puckoj medcini te joj se
pripisuju brojna ljekovita djelovanja. NajéeS¢e se koristi zbog svog spazmolitickog
djelovanja, odnosno opustanja glatke muskulature probavnog trakta, ublazavanja gréeva i
smanjivanja nadutosti. Opcenito djeluje umirujuée pri probavnim tegobama pa tako i ublazava
mucninu, a prikladna je i za trudnice. Stimulira lu¢enje Zuci pa se koristi kod zu¢nih kolika.
Opusta glatku muskulaturu respiratornog trakta te stoga djeluje povoljno kod poremecaja
diSnog sustava, primjerice prehlade i kasSlja. Zatim, zbog sadrzaja mentola lokalno prosiruje
krvne zile i izaziva osjecaj hladenja pa se upotrebljava izvana za ublazavanje svrbeza,
razli¢itih boli ukljucujuéi neuralgiju i peludne hunjavice. Pripisuje joj se i analgeticki ucinak,
kao $to je primjerice kod bolnih mjesecnica i migrene, prilikom koje se primjenjuje lokalno
na podrucje Cela i sljepoocnica. Poput brojnih drugih eteri¢nih ulja i eteri¢no ulje paprene
metvice (Menthae piperitae aetheroleum) posjeduje antisepti¢ki, odnosno antibakterijski i
antivirusni uc¢inak. Uz sve navedeno, listovima paprene metvice pripisuje se umirujuce
djelovanje kod psihickih poremecaja. Pripravci paprene metvice mogu se primjenjivati
unutarnjim i vanjskim putem te kao inhalacije, ovisno o ljekovitom obliku, od kojih se
najcesce upotrebljavaju etericno ulje, oparak ili ¢ajna mjeSavina. Izraduju se i brojni drugi
pripravci poput tinktura, pastila, kapsula, tableta te kozmetickih pripravaka, kupki, krema i
masti. Ne smije se koristiti kod dojencadi 1 malene djece jer postoji rizik od nastanka
laringospazma i gusenja. Nezeljena djelovanja nastala uslijed primjene pripravaka paprene
metvice su veoma rijetka, ali su zabiljeZena. Primjerice, uslijed dugotrajne vanjske primjene
velikih koli¢ina etericnog ulja moze do¢i do crvenila koZe uz pojavu mjehuri¢a. Zatim,
zabiljeZena je pojava alergija, treperenja sréanih pretklijetki te reflektorickih gréeva uslijed
inhalacija, no radi se o vrlo rijetkim dogadajima koji se mogu zanemariti. Ipak, najcesce se
primjenjuje kao pomo¢ni sastojak u razli¢itim pripravcima, odnosno korigens okusa i mirisa,
za izradu voda i sprejeva za usta, zubnih pasta te razli¢itih prehrambenih proizvoda, ¢okolada,

zvakacih guma i likera (Kustrak, 2005; Toplak Galle, 2005).



1.3.2. Origani herba

Od davnina je poznata uporaba zeleni mravinca kao zacina, poznatijeg pod nazivom
,»origano“. Naime, povijest uporabe origana seze joS u doba drevne Grcke, a zadrzala se sve
do dana$njih dana, najviSe u mediteranskim zemljama gdje se Kkoristi u raznim jelima, od

pizze do tjestenine, naj¢esce uz rajcicu.

Od terapijskih primjena, droga Origani herba se naj¢eS$¢e koristi za ublaZzavanje
respiratornih tegoba, primjerice kaslja, ali ¢ak i astme. Pokazala je stimuliraju¢e djelovanje na
probavu. Stoga se smatra karminativom koji ujedno poboljsava rad jetre i Zu¢nog mjehura te
ublazava gréeve probavnog trakta pa se preporucuje njena upotreba kod crijevnih i Zelu¢anih
tegoba. Ujedno, zbog sadrzaja trjeslovina i njihovog adstringentnog djelovanja, moze se
koristiti za ublazavanje proljeva. Kao i brojna druga eteri¢na ulja, i ulje zeleni mravinca
posjeduje antisepti¢ko djelovanje pa se razrijedene vodene otopine mravinca Kkoriste za
dezinfekciju grla, usne Supljine i rana. Smatra se da djeluje umirujuée na vegatativno
zivCevlje te se stoga mravinceve kupke koriste za opustanje kod raznih psihic¢kih oboljenja. U
narodnoj medicini se jo§ preporucuje kod epilepsije, ugriza otrovnih Zivotinja i kao
anthelmintik. Smatra se sigurnom biljnom drogom ukoliko se koristi u preporuc¢enim dozama,

no treba izbjegavati primjenu za vrijeme trudnoé¢e (Kustrak, 2005; Pahlow, 1989).
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1.3.3. Rosmarini folium

Ruzmarin je najces¢e koristen kao zacin, posebice u mediteranskoj kuhinji uz pecenu
ribu, meso ili povrée te kao ukrasna biljka. Dobro je poznato da na svadbama ljudi ukrasavaju
revere upravo ruzmarinom jer simbolizira vjernost i bra¢nu srecu. Upotrebljavan je u veterini,
za poticanje teka u slabih zivotinja, kod kolika, za ispiranje rana i njihovo brze cijeljenje
(Toplak Galle, 2005).

Od terapijskih primjena ruzmarina, istice se djelovanje na poboljSanje krvotoka §to je
posljedica prisutnosti rubefacijensa kamfora. U obliku razrijedenog eteri¢nog ulja ili masti u
kombinaciji s drugim biljkama, nanosi se na bolne dijelove tijela kod reumati¢nih bolova,
neuralgije, is¢asenja i oduzetosti (Gursky, 1999). U svrhu poboljsanja prokrvljenosti uslijed
smetnji cirkulacije zbog oslabljenog srca primjenjuje se i ¢ajna mjeSavina s ruzmarinom,
popularno nazvana Kneippov ¢aj. Osim spomenutog, koristi se kod probavnih tegoba,
vjetrova i laksih gréeva, zatim za poboljSanje funkcije jetre i pojacanu sekreciju zuc¢i (Kustrak,
2005). Poznata je primjena kupki ruzmarina kod opce iscrpljenosti, psihickih smetnji i niskog
krvnog tlaka, smatra se da ima stimulativno djelovanje. Upravo zbog navedenih ucinaka,
odnosno moguc¢ih poteSko¢a s usnivanjem, ne preporucuje se uporaba kupelji uvecer. U
narodnoj medicini se zadrZzalo vjerovanje da ruZmarin poboljSava spolnu mo¢ i pamcenje

(Toplak Galle, 2005; Pahlow, 1989).

Kao i brojna druga eteri¢na ulja, tako i ruzmarinovo, pokazuje u in vitro uvjetima
antimikrobno i antivirusno djelovanje. Prisutnost flavonoida i fenolnih kiselina odgovorna je
za antioksidativno djelovanje pa se stoga moZze koristiti u prehrambenoj industriji kao
antioksidans. Vjeruje se da djeluje antiflogisticki i da sprijeCava nastanak upala. Poneki in
vitro i in vivo eksperimenti su pokazali potencijal za citotoksi¢no djelovanje, odnosno
smanjenje inicijacije i promocije tumorigeneze uzrokovane karcinogenima. Nadalje, smatra se
da bi sastavnice ruzmarina mogle posjedovati hiperglikemicki u¢inak. In vivo istrazivanja su
pokazala antiestrogeno djelovanje. Naime, istodobna primjena metanolnog ekstrakta
ruzmarina je ubrzavala jetreni metabolizam estrogena, kako reakcije prve oksidoredukcijske
faze, tako i konjugacijske, §to bi moglo predstavljati jo§ jedan mehanizam antitumorskog
djelovanja (ESCOP, 2003). Ukoliko se upotrebljava u propisanim koli¢inama, ne bi trebao

imati Stetne posljedice na zdravlje pojedinca. Peroralno koristenje eteri¢nog ulja bi se svakako
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trebalo izbjegavati radi nadrazujuceg djelovanja na Zeludac, crijeva i bubrege. Jednako tako,

primjena u trudno¢i nije preporucena (Pahlow, 1989).
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1.4. FENOLNI SPOJEVI U BILIKAMA

Fenolni spojevi su veoma raznolika i Siroko rasprostranjena skupina sekundarnih

metabolita biljaka s brojnim fizioloskim ulogama. S gledista biljke, vazni su za rast,

razmnozavanje, zastitu od patogena i predatora, a ujedno pridonose obojenosti, mirisu i

ostalim opazajnim svojstvima koja mogu dati selektivhu prednost pojedinoj biljnoj wvrsti.

Njihova razina u biljkama se povec¢ava tijekom rasta ili odgovora na razli¢ita stresna stanja:

infekcije, ozljede, UV zracenje i sli¢no. Za Covjeka, fenolni spojevi imaju brojne povoljne

fizioloske ucinke: antialergijske, protuupalne, antiaterogene, antioksidativne, antimikrobne,

antitrombotske, kardioprotektivne te vazodilatacijske (Balasundram, 2006).

Poznato je vise od 8000 strukturno razli¢itih spojeva cija je zajednicka odlika

prisutnost jednog ili vise aromatskih prstena te na njima jednako toliko hidroksilnih skupina

(Huang i Cai, 2010).

Tablica 1. Podjela biljnih fenolnih spojeva prema osnovnim strukturnim obiljezjima

(Balasundram, 2006)

BROJ UGLJIKOVIH POJEDNOSTAVLJENA TIP FENOLNOG SPOJA
ATOMA STRUKTURA
6 Cs Jednostavni fenoli, benzokinoni
7 Cs-C1 Hidroksibenzoati
8 Cs-Co Acetofenoni, fenilaceteti
9 Cs-Cs Hidroksicinamati, fenilpropanoidi
10 C6-Cs Naftokinoni
13 Ce-C1-Cs Ksantoni
14 Ce-Co-Cs Stilbeni, antrakinoni
15 C6-C3-Co Flavonoidi, izoflavonoidi
18 (Ce-C3):2 Lignani, neolignani
30 (Ce-C3-Cq)2 Biflavonoidi
n (Cs-Ca)n Lignini
n (Ce-C3-Cé)n Kondenzirane trjeslovine
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1.4.1. Flavonoidi

Ljudi se s flavonoidima susrecu od drevnih vremena. Iako se nije znalo o kojim se
to¢no spojevima radi, bili su poznati kao pigmenti. Nesto kasnije, poceli su se upotrebljavati
za bojenje pamuka i vune pa zatim i u slikarstvu. Tako su i dobili ime, od latinske rijeci
flavus, Sto znaci zut. Kemijska struktura im je identificirana krajem 19., a u raznim biljkama
su karakterizirani poCetkom 20. stolje¢a. Najprije je bio otkriven utjecaj flavonoida iz vrsta
roda Citrus L. na propusnost krvnih kapilara te se njihova uloga smatrala toliko vaznom da su

nazvani vitaminom P. No, ta teza nije dugo zazivjela (Perez-Vizcaino i Fraga, 2018).

Siroko su rasprostranjeni u biljnom svijetu. Nalaze se slobodni ili u obliku heterozida
(glikozida), tj. konjugata s raznim Secerima. Pretpostavlja se da je prosjeCan dnevni unos
flavonoida oko 1 gram. Od svakodnevno primjenjivanih namirnica bogatih flavonoidima
mogu se istaknuti: voée (najviSe citrusno), povrée, crno vino i zeleni ¢aj. Buduéi su
pigmentirani, o¢ekuje se da su prisutni samo u obojenim cvjetovima i plodovima, ali nalaze se
i u drugim dijelovima biljaka, kao $to su listovi, stabljike, drva, korijenje i podanci (Chun i

sur., 2005; Toplak Galle, 2005).

Svim flavonoidima je zajedni¢ka osnovna struktura koja se sastoji od 15 ugljikovih
atoma (Slika 4.). Medusobno se razlikuju po stupnju oksidacije, rasporedu hidroksilnih i
metoksilnih skupina te vezanim Secerima. Nazivaju se i benzopiranskim heterozidima

(glikozidima) jer im je aglikon derivat benzopirana.

Glavnim podskupinama flavonoida smatraju se: flavoni, flavonoli, izoflavoni,
flavanoni, flavanonoli, kalkoni, antocijanidini, leukoantocijanidini, procijanidini, katehini i
auroni (Kustrak, 2005; Toplak Galle, 2005).

Slika 4. Osnovna struktura flavonoida
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Fizioloske uloge u biljkama su im razli¢ite: privlace insekte na oprasSivanje, pruzaju
zaStitu od Stetnih insekata, virusa i gljivica, sprjec¢avaju djelovanje nekih enzima te utjeu na

oksidacijske i redukcijske procese u stanici (Toplak Galle, 2005).

Flavonoidima u ljudskom organizmu, odnosno ljep$e nazivanim bioflavonoidima se
pripisuju brojna terapijska djelovanja. Ona ovise o vrsti flavonoida, tj. o udjelu pojedinih
bioflavonoida u njihovim prirodnim izvorima putem kojih se primjenjuju. Najcesce
spominjani pozitivni medicinski ucinci su: spazmolitski, koleretski, hepatoprotektivni,
diuretski, dijaforetski, protuupalni, antialergijski, antiskleroticki, kardioprotektivni te
blagotvorni ucinci na krvotok, koronarne krvne zile, vene i kapilare. Antioksidativno
djelovanje podrazumijeva smanjenu infiltraciju upalnim stanicama, nizu razinu proupalnih
citokina, smanjenje tkivne fibroze te poboljSano prezivljavanje i funciju stanica (Kustrak,
2005; Toplak Galle, 2005). Korisnost flavonoida najbolje predocava c¢injenica da je
kombinacija hesperidina i njegovog derivata diosmina registriran lijek na trzistu brojnih
zemalja koji se izdaje na recept u ljekarnama. Indiciran je za lijeCenje kroni¢ne venske
insuficijencije donjih ekstremiteta i akutne hemoroidalne bolesti, a pripisuje mu se smanjenje
venske distenzibilnosti 1 venskog zastoja te smanjenje kapilarne propusnosti i povecanje
kapilarne permeabilnosti (www.halmed.hr). Novija istrazivanja su pokazala da flavonoidi
smanjuju postprandijalnu glikemiju djelujuéi u tankom crijevu te inhibiraju¢i a-amilazu, o-
glukozidazu i o natriju ovisan glukozni transporter. Uz to, smatra se da flavonoidi pozitivho
utjeCu na homeostazu glukoze 1 inzulina brojnim signalnim putevima, povecavaju osjetljivost
na inzulin, smanjuju de novo lipogenezu, povecavaju f-oksidaciju masnih kiselina, lu¢enje
inzulina te smanjuju glukotoksi¢no djelovanje na B-stanice Langerhansovih otoci¢a gusterace.
Nadalje, bioflavonoidi uzrokuju vazorelaksaciju i smanjenje krvnog tlaga povecavajuci
ekspresiju NO sintaze i posljedi¢no nastanak vecih koli¢ina duSikova okisda. Uoceno je da
dovode do smanjenog povecanja tjelesne mase uslijed povecanog unosa hranjivih tvari §to se
pripisuje razli¢itim mehanizmima koji dovode do povecane potroSnje energije 1 razgradnje

masnoca.

Intestinalna mikrobiota razgraduje flavonoide na razne fenolne, odnosno aromatske
metabolite koji se bolje apsorbiraju od izvornih tvari te i zbog povecanog poluzivota, postizu
veée koncentracije u krvi ispitanika. Tako nastali metaboliti suprimiraju proizvodnju
proupalnih citokina i adhezijskih molekula. Ujedno, sami flavonoidi djeluju prebioticki pa

mogu dovesti do promjena u sastavu crijevne mikroflore, S§to moZze imati pozitivne

15


http://www.halmed.hr/

metaboli¢ke posljedice. Takoder, flavonoidi mogu stimulirati mikrobiotu na povecanu
proizvodnju kratkolancanih kiselina, koje imaju najvise 6 ugljikovih atoma poput: octene,
propionske 1 maslacne. Stvaranje spomenutih metabolita ima pozitivne ucinke na homeostazu
glukoze i inzulina, metabolizam drugih hranjivih tvari i upalne procese (Mozaffarian i Wu,
2018).

U flavonoide koji se najcesc¢e susre¢u u biljnom svijetu ubrajaju se: flavoni (luteolin,
apigenin, tangeritin, baikalein, nobiletin, sinensetin), flavonoli (kvercetin, rutin, kemferol,
miricetin, fisetin), flavanoni (hesperetin, hesperidin, naringenin, naringin, eriodiktiol),
izoflavonoidi (genistein, genistin, daidzein, daidzin, glicitein), katehini (epigalokatehin,
epikatehin, teaflavin), antocijanidini (cijanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin) i
kalkoni (floridzin, floretin, kalkonaringenin) (Slika 5.) (Panche i sur., 2016).

daidzein epikatehin cijanidin
HO l OH I OH
OH O
floretin

Slika 5. Strukture pojedinih flavonoida
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1.4.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su vrlo zastupljeni fenolni spojevi u biljnom svijetu. U svojoj
strukturi uz fenolni prsten sadrze najmanje jednu karboksilnu skupinu. Pronalaze se u
slobodnom obliku ili ¢es¢e kao konjugati, odnosno esteri, eteri i acetali koje ¢ine s drugim
prirodnim spojevima poput Secera, alkohola, flavonoida, masnih kiselina, sterola, proteina,
terpena i drugih (Goleniowski i sur., 2013). Prisutne su u razli¢itim dijelovima biljaka.
Gledajuci s mikroskopske, odnosno substani¢ne razine, ovisno o0 njihovoj topljivosti, mogu se
nac¢i u stani¢nim stijenkama, vakuolama i jezgrama (Hutzler i sur., 1998). No, gledajuci

makroskopski, nalaze se u gotovo svim biljnim organima.

Njihova uloga nije u potpunosti razjasnjena. Smatra se da sudjeluju u procesima unosa
hranjivih tvari, sintezi proteina, fotosintezi, enzimskim procesima, alelopatiji te da su takoder
vazne kao strukturne sastavnice biljaka. Alelopatski u¢inci fenolnih kiselina nisu specifi¢ni s
obzirom na vrstu. Djeluju kao prirodni herbicidi koji sprje¢avaju klijanje sjemenka ili rast
korijena u vlastitoj blizini te na taj nacin osiguravaju biljci potreban prostor za rast i razvoj.
Jednako tako, predstavljaju signalne molekule koje sudjeluju u interakciji izmedu biljke i

mikroorganizma.

Zbog njihove sveprisutnosti u biljnom svijetu, ukljué¢ujuéi biljke koje se primjenjuju u
svakodnevnoj prehrani kao voce, povrce i cjelovite Zitarice, procijenjeni dnevni unos fenolnih
kiselina za odraslu osobu iznosi izmedu 25 miligrama i jednog grama, 0Ovisno 0 obrascu
prehrane. Fenolne kiseline imaju utjecaj na organolepticka, antioksidativna i nutritivna
svojstva biljaka. Antioksidativni ucinci su posljedica prisutnosti hidroksilne skupine na
aromatskom prstenu, a ostvaruju se razli¢itim mehanizmima, medu kojima je najzastupljeniji

gasenje slobodnih radikala doniranjem vodikovog atoma ili slobodnog elektrona.

Fenolne kiseline imaju brojne vazne bioloSke i farmakoloSke ucinke koji mogu
pozitivno utjecati na zdravlje ljudi. Smanjuju ostecenje stanic¢ja uzrokovano oksidativnim
stresom, koje bi u konaénici moglo dovesti do mnogih kroni¢nih bolesti ili razvoja karcinoma.
Takoder, imaju i izravan antiproliferativni u¢inak. Smatra se da potro$nja hrane bogate
fenolnim spojevima, §to je slucaj u mediteranskom naéinu prehrane, korelira sa smanjenim
rizikom kardiovaskularnih bolesti kao $to su koronarne bolesti srca ili mozdani udar. Takav

ucinak moze se objasniti njihovom antioksidativnom aktivno$¢u kojom sprjecavaju
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oksidativne promjene lipoproteina niske gustoce (LDL-a) $to je jedan od ¢imbenika rizika za
razvoj bolesti krvozilnog sustava. Brojne fenolne Kkiseline pokazuju nespecifi¢ne
antibakterijske i antifungalne ucinke putem stanitne membrane mikroorganizama. Za
pojedine fenolne spojeve se smatra da imaju specifiéno djelovanje. Primjerice, kavenoj
Kiselini je pripisana inhibicija biosinteze upalnih medijatora leukotriena koji su ukljuceni u
patofizioloske procese nastanka bolesti imunoloskog sustava, astme i alergijskih reakcija. Za
derivate kavene kiseline se smatra da selektivno inhibiraju integrazu virusa humane
imunodeficijencije tipa 1 (HIV 1) te na taj nacin sprjeavaju ugradnju virusne DNA u
domacinsku. Galna kiselina smanjuje znakove alergije djelujuci kao antihistaminik. Takoder
ko¢i transkripcijsku aktivnost AP-1 proteina koji je uklju¢en u upalne procese, diferencijaciju

i proliferaciju stanica te se stoga smatra protuupalnim agensom (Goleniowski i sur., 2013).

Ovisno o osnovnoj strukturi, fenolne kiseline se dijele u dvije skupine; na derivate
hidroksibenzojeve kiseline op¢e formule Cg-Cy (Slika 6.) te na derivate hidroksicimetne
kiseline prikazane opéom formulom Cg-C3 (Slika 7.) (Balasundram i sur., 2006; Kovacevic,

2004).

Slika 6. Osnovna struktura derivata hidroksibenzojeve kiseline

HO =

Slika 7. Osnovna struktura derivata hidroksicimetne kiseline
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Derivati hidroksibenzojeve kiseline na aromatskom prstenu uz karboksilnu imaju i

hidroksilnu skupinu te su moguc¢i i drugi supstituenti na ostalim polozajima u prstenu.

Najpoznatiji spojevi, odnosno Kiseline su: p-hidroksibenzojeva, salicilna, protokatehinska,

2,3-dihidroksibenzojeva, 3,5-dihidroksibenzojeva, 2,5-dihidroksibenzojeva, galna, siringi¢na i

vanilinska kiselina (Slika 8.). Medusobno se razlikuju po polozaju hidroksilacije i metilacije

benzenskog prstena, odnosno metilacije hidroksilne skupine. Najcesce se nalaze u topljivom

obliku, konjugirane sa Sec¢erima ili organskim kiselinama, ili netopljivom obliku, vezane za

sastavnice stani¢ne stijenke.

HO

HO O

p-hidroksibenzojeva kiselina

OH

OH

HO O

2,3-dihidroksibenzojeva

kiselina

HO
HO

HO O

galna kiselina

salicilna kiselina

3,5-dihidroksibenzojeva

siringi¢na kiselina

HO
OH

protokatehinska kiselina

HO

OH

2,5-dihidroksibenzojeva

kiselina

HO

S
HO @)

vanilinska kiselina

Slika 8. Derivati hidroksibenzojeve kiseline
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Najzastupljeniji derivati hidroksicimetne kiseline su: p-kumarinska, o-kumarinska,
kavena, ferulinska, izoferulinska i sinapinska kiselina (Slika 9.). Zajednicka im je prisutnost
hidroksilne skupine na aromatskom prstenu te postrani¢nog lanca od 3 ugljikova atoma s
dvostrukom vezom na polozaju 2, na kraju kojeg se nalazi karboksilna skupina. U biljkama se
nalaze u obliku monomera, dimera, amida te esterificirane s hidroksilnim skupinama hidroksi

kiselina, Secera i drugih polimera (Goleniowski i sur., 2013; Huang i Cai, 2013).

HO HO
HO OH
HO
HO HO
N
O O/ ~ O/ =

p-kumarinska kiselina o-kumarinska kiselina kavena kiselina
HO o HO
O"‘c: Hs o Hs r::’o O‘cz Hs
HO HO HO
O/ ~ O/ ~ O/ ~
ferulinska kiselina izoferulinska kiselina sinapinska kiselina

Slika 9. Derivati hidroksicimetne kiseline
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1.5. ANTIAGREGACIJSKO DJELOVANJE

U Sirem smislu, pod pojmom antitrombotskog djelovanja lijekova, podrazumijevaju se
tri razli¢ita ucinka: antiagregacijski, antikoagulacijski i fibrinoliticki. Lijekovi s
antiagregacijskim ucinkom (klopidogrel, acetilsalicilna kiselina, tiklopidin, tirofiban,
treprostinil) onemogucuju medusobno prijanjanje trombocita i stvaranje funkcionalnog
krvnog ugruska. Preciznije gledaju¢i, svaki od tih ucinaka je razliit, iako pokazuju
sinergizam. Antikoagulacijski lijekovi (varfarin, dabigatran, rivaroksaban) djeluju na
koagulacijsku kaskadu te inhibiraju njezino odvijanje sprje¢avajuci zgrusavanje krvi. Manje
slicni lijekovi, ali koji takoder djeluju na krve ugruske su fibrinolitici (urokinaza,
streptokinaza, alteplaza, tenekteplaza). Primjenjuju se neposredno nakon kardiovaskularnog
incidenta s ciljem brze razgradnje nastalog krvnog ugruska i ponovne uspostave krvotoka u

zahvaéenom dijelu organizma.

Trombociti nastaju u kosStanoj srzi iz pluripotentnih hematopoetskih mati¢nih stanica,
koje se najprije diferenciraju u megakariocite, od kojih se zatim otkidaju pojedini dijelovi te
nastaju kona¢ne funkcionalne stanice. Usitnjavanje megakariocita se uglavnom dogada
prilikom prelaska u krvotok, protiskivanjem kroz kapilare. Trombociti su sitne, okrugle ili
ovalne krvne plocice promjera 1 do 4 mikrometra. Normalno ih u litri krvi ima od 150 do 300
x 10°. Nemaju jezgru zbog &ega se ne mogu dijeliti, ali imaju brojne druge karakteristike
stanica, S§to osigurava njihovu funkcionalnost. Za djelovanje krvnih plo¢ica kljuéni su
Gimbenici koji se nalaze u unutrainjosti stanice (aktin, miozin, ATP, ADP, Ca?",
prostaglandini, ¢imbenik stabilizacije fibrina, ¢imbenici rasta) te anatomsko-fizioloska grada
stijenke, na ¢ijoj se povrsini nalaze brojni glikoproteini koji sprjecavaju prijanjanje trombocita
na normalnu stijenku krvnih zila, ali ujedno omoguéavaju na ostecene stijenke. Uz
glikoproteine, za svrhovitost stijenke, vazna je prisutnost fosfolipida koji djeluju aktivacijski
u procesima zgrusavanja krvi. Poluvijek zivota trombocita je izmedu 8 i 12 dana, a uklanjaju

se iz krvi uglavnom sustavom tkivnih makrofaga.

Uloga trombocita u procesu zaustavljanja krvarenja iz oste¢enih krvnih Zila je dvojaka.
Kada se radi o malenom razdoru krvne zile, kakvih svakodnevno nastaje nekoliko tisuca,
ostecenje se zatvara trombocitnim ¢epom, a ne stvaranjem krvnog ugruska. Trombociti dolaze
u dodir s oStecenom stijenkom krvne zile, naroCito s vlaknima kolagena, nakon cega se

trenutno promijene njihova svojstva. PoCinju bubriti, poprimaju nepravilne oblike, brojni
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zrakasti izdanci str$e s njihove povrsine, kontraktilne bjelancevine se snazno stezu, dolazi do
otpustanja brojnih aktivnih ¢imbenika, postaju ljepljivi te prijanjaju za okolne bjelancevine.
Otpustanjem brojnih ¢imbenika, djeluju na okolne trombocite, uzrokuju njihovu aktivaciju §to
dovodi do agregacije i stvaranja trombocitnog Cepa koji zaustavlja krvarenje. Druga uloga
trombocita u zaustavljanju krvarenja javlja se kod vecih ozljeda krvnih zila. Najprije
koagulacijskom kaskadom nastaje aktivator protrombina, koji zatim pretvara protrombin u
proteoliticki enzim trombin. Trombin djeluje na fibrinogen, proteoliticki ga kida do fibrinskog
monomera koji se polimerizira u duge fibrinske niti I nastaje mrezica krvnog ugruska. U
pocetku je ta mrezica veoma rahla, a fibrinske niti su vezane nekovalentnim vezama. Zatim na
nju djeluje ¢imbenik stabilizacije fibrina koji omogucava kovalentno povezivanje fibrinskih
niti. Na takvu, ¢vrstu mrezicu prijanjaju trombociti i plazma te dolazi do stvaranja krvnog
ugruska. S vremenom, dolazi do stezanja ugruska te se nakon 20 do 60 minuta istisne veéina
tekucine, ugrusak postaje ¢vrst, a krvarenje prestaje. Proces zaustavljanja krvarenja zavrSava
tako da u krvni ugrusak prodiru fibroblasti koji stvore vezivno tkivo u cijelom ugrusku ili da

se ugrusak fibrinolitickim djelovanjem nastalih enzima otopi (Guyton i Hall, 2005).

Funkeciju trombocita kontroliraju tri skupine tvari. Prvu skupinu ¢ine tvari koje nastaju
izvan trombocita kao Sto su trombin, kolagen, prostaciklini 1 kateholamini te djeluju na
trombocite preko povrsinskih receptora. U drugu skupinu ubraja se ADP, prostaglandini i
serotonin, koji nastaju u samim trombocitima, ali jednako kao i tvari prve skupine, djeluju na
membranske receptore. A u trecu skupinu svrstavaju se tvari koje nastaju u trombocitima i
djeluju u njihovoj unutrasnjosti poput prostaglandin endoperoksida 1 tromboksana Aj,

cikli¢kih nukleotida cAMP 1 cGMP te kalcijevih iona.

lako je agregacija trombocita, odnosno stvaranje krvnih ugrusaka fizioloski proces
koji sprjecava prekomjerno istjecanje krvi prilikom ozljede krvnih zila, moze biti veoma
opasan. U slucaju pretjeranog i bespotrebnog stvaranja krvnih ugrusaka posljedice mogu biti
kobne. Stvoreni ugrusak, odnosno tromb koji se odvoji od stijenke krvne zile i slobodno
putuje krvlju uzrokuje razli¢ite tromboembolijske incidente, ovisno o tome gdje je doslo do
njegova odvajanja, odnosno zastoja u krvotoku. Najopasniji te potencijalno smrtonosni
tromboembolijski dogadaji su: sréani udar prilikom ¢ega dolazi do zacepljenja koronarnih
krvnih zila trombom, mozdani udar gdje isto nastaje u cerebralnom krvotoku te plu¢na
embolija koja zahvacéa pluéni krvotok. Svaki od nabrojenih incidenata moze biti trenutno

smrtonosan te je potrebna vrlo brza intervencija medicinske sluzbe, a ukoliko osoba prezivi,
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¢esto dolazi do trajnih posljedica poput kljenuti odredenog dijela tijela. Zbog toga su potrebni
lijekovi koji ¢e u odredenim stanjima sprijeciti stvaranje ugrusaka i omoguciti normalan
protok krvi te tako sprijec¢iti kardiovaskularne incidente. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj
kardiovaskularnih bolesti dijele se na one na koje se ne moze utjecati (dob, spol, pozitivna
obiteljska anamneza) i one na koje se moze utjecati, medu kojima su najvazniji: pretilost,

tjelesna neaktivnost, nepravilna prehrana, puSenje i hipertenzija (Nervo i Mrkonji¢, 2017).

Pretpostavljeni mehanizmi djelovanja antiagregacijskih lijekova su: inhibicija enzima
ciklooksigenaze Cime se smanjuje stvaranje agregacijskih prostaglandina, interferencija s
receptorom za ADP koji predstavlja bitan ¢imbenik u medusobnom prijanjanju trombocita,
blokada glikoproteinskog IIb/Illa receptora na koji se pri agregaciji veze fibrinogen,
antagonizam PAR-1 receptora, inhibicija fosfodiesteraze te oponaSanje djelovanja

antiagregacijskih prostaglandina (Katzung i sur., 2011).

Pretpostavljeni mehanizam antiagregacijskog djelovanja flavonoida je interferencija s
metabolizmom arahidonske kiseline. Toc¢nije, inhibicija stvaranja tromboksana Ay (TXA) i
antagonizam receptora za TxA,. Tromboksan A; je potentni vazokonstriktor i agonist krvnih
plocica koji stimulira promjenu njihova oblika, uzrokuje nakupljanje 1 agregaciju na mjestu
ozljede te rast tromba. Stoga, smanjenjem razine i blokadom ucéinka TxAj,, Sprjecava se

agregacija trombocita (Guerrero i sur., 2005).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Slijede¢i trendove po pitanju uporabe biljnih pripravaka u lijeCenju, a i1 visoke
ucestalosti kardiovaskularnih bolesti koje predstavljaju vode¢i uzrok smrti i invaliditeta u
op¢oj populaciji, odlucili smo se na istrazivanje antiagregacijskog ucinka biljni vrsta M. x
piperita L., O. vulgare L., i R. officinalis L. Navedene vrste su rasprostranjene u odredenim
predjelima Hrvatske, stoga su lako dostupne i eventualno otkri¢e njihovog pozitivnog uéinka
na prevenciju kardiovaskularnih bolesti, odnosno incidenata bilo bi vrlo korisno za stanovnike
lijepe nase. Naime, antiagregacijski lijekovi, tj. lijekovi koji sprjecavaju medusobno
nakupljanje krvnih plo¢ica su veoma upotrebljavani medu velikim brojem pacijenata koji
imaju povisen rizik kardiovaskularnih incidenata, odnosno kod kojih je prisutan poremecaj u
agregaciji trombocita. lako u navedenoj skupini lijekova postoje vrlo dobre, djelotvorne i
relativno sigurne opcije, smatramo da bi eventualno otkrice biljnih ekstrakata i/ili sastavnica S
jednakim djelovanjem predstavljalo veliki napredak u medicini te da bi se pacijenti puno
¢eSce odlucivali za takve prirodne proizvode. Isto nosi i veliku opasnost, a koja je da pacijenti
zbog dostupnosti navedenih biljaka, uzimaju na svoju ruku njihove pripravke te smatraju da
se na taj nacin sami lijeCe. No, uz kvalitetnu edukaciju $ire populacije, kojom ¢e se dati do
znanja da takvi proizvodi nisu jednako ucinkoviti, sigurni, niti provjerene kakvoce kao oni
koji su proizvedeni od strane farmaceutskih tvrtki, vjerujemo da bi se takav problem sprijecio.
lako je put od pretpostavke ili otkri¢a ucinka odredene supstancije do upotrebe iste u
medicinske svrhe veoma dug te da bi se to dogodilo potrebno je uloziti vise milijardi kuna,
uvijek je potrebno napraviti prvi korak, a to su upravo ovakva temeljna istrazivanja. Nadamo
se da ¢e rezultati naSeg istraZivanja antiagregacijskog ucinka biljnih vrsta hrvatske flore,
jednog dana biti iskoriSteni upravo za razvoj novog lijeka, odnosno na dobrobit opce

populacije.
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3. MATERIJALI | METODE

Ovo istrazivanje odobreno je od strane Etickog povjerenstva Hrvatskog zavoda za

transfuzijsku medicinu i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te je provedeno u

skladu s Helsinskom deklaracijom, u sklopu doktorske disertacije Andree Antoli¢, mag.

pharm., univ. mag. pharm. U ovom istrazivanju sudjelovalo je ukupno 15 dobrovoljaca. Svi

dobrovoljci su potpisali informirani pristanak.

3.1. BILINI MATERIJALI

U eksperimentalnom dijelu rada kori$teni su usitnjeni i osuseni listovi biljnih vrsta
(Slika 10.):

>

Mentha x piperita L. skupljene 5.7.2017. u Farmaceutskom botanickom vrtu
,Fran Kuan“ Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko — biokemijskog fakulteta,
Origanum vulgare L. skupljene 8.6.2017. u Farmaceutskom botanickom vrtu
,Fran Kusan“ Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko — biokemijskog fakulteta,
Rosmarinus officinalis L. skupljene 30.6.2017. u Farmaceutskom botanickom
vrtu ,,Fran KuSan“ SveuciliSta u Zagrebu Farmaceutsko — biokemijskog
fakulteta,

Rosmarinus officinalis L. bez cvijeta skupljene 2017. u Orebic¢u na poluotoku
Peljescu,

Rosmarinus officinalis L. s cvijetom skupljene 2017. u Orebi¢u na poluotoku

Peljescu.

Slika 10. Biljni materijali koristeni tijekom izrade eksperimentalnog dijela

diplomskog rada
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3.2. APARATURA | KEMIKALIJE

Za spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja flavonoida i fenolnih Kiselina

upotrijebljen je UV-VIS spektrofotometar Varian Cary 50 Bio (Varian Inc., SAD) Zavoda za

farmaceutsku kemiju Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, Hrvatska.

Za odredivanje koli¢ine flavonoida koriStene su sljedece kemikalije:

>

YV V V VY V

A\

aceton,

25%-tna kloridna kiselina,

0,5%-tna vodena otopina heksametilentetramina,

etilacetat,

0,5%-tna vodena otopina natrijevog citrata,

otopina aluminijevog klorida (2 g AICI3 x 6 H,O otopi se u 100 mL
5%-tne metanolne otopine octene kiseline),

5%-tna metanolna otopina octene kiseline,

destilirana voda.

Za kvantitativnu analizu fenolnih kiselina upotrijebljeni su:

>
>
>

50%-tni etanol,

0,5 mol/dm? kloridna kiselina,

otopina natrijevog nitrita s natrijevim molibdatom (10 g NaNO;i 10 g
NaMoO, x 2 H,O otopi se u 100 mL vode),

otopina natrij hidroksida (8,5 g NaOH otopi se i dopuni vodom do 100
mL),

destilirana voda.

Odredivanje agregacije provedeno je mjerenjem impedancije u kivetama s dvostrukim

parom srebrnih elektroda na Multiplate® uredaju (Slika 11.) (F. Hoffmann-La Roche Ltd,

Svicarska) Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu, Hrvatska.
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Za odredivanje agregacije trombocita koriSteni su:
» ADP (0,2 mmol/dm?®) (Roche Diagnostics, Svicarska)
» fizioloska otopina natrijeva klorida (0,9% NaCl) (Hrvatski zavod za
transfuzijsku medicinu, Hrvatska),
> fizioloska otopina s kalcijevim kloridom (0,003 mol/dm?® CaCl, u 0,9%-
tnom NaCl) (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska).

Slika 11. Multiplate® uredaj za pracenje agregacije trombocita

3.3. PRIPREMA RADNIH OTOPINA

Ekstrakti koriSteni za mjerenje agregacijskog ucinka priredeni su tako da se 0,3 ¢
biljnog materijala ekstrahira s 20 mL acetona, 2 mL 25%-tne kloridne kiseline i 1 mL 0,5%-
tne vodene otopine heksametilentetramina zagrijavanjem do vrenja 30 minuta na vodenoj
kupelji uz povratno hladilo. Dobiveni hidrolizat se zatim propusta kroz pamuk u odmjernu
tikvicu, a ostaci biljnog materijala na pamuku ponovno se ekstrahiraju s 20 mL acetona
grijanjem do vrenja 10 minuta. Nadalje, otopina se propusta kroz pamuk u odmjernu tikvicu
te se ekstrakcija acetonom ponavlja jos jedanput. Sjedinjeni filtrati razrjeduju se acetonom do
100,0 mL. 50,0 mL acetonskog ekstrakta precizno se prenese u okruglu tikvicu i upari do suha
na vakuumskom uparivaéu Rotavapor R-200 (Buchi, Svicarska) Zavoda za farmaceutsku

kemiju Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, Hrvatska. Uparenom
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ostatku, doda se 5 mL dimetilsulfoksida (DMSO; Sigma-Aldrich, Svicarska) te se u istom
otapalu pripremi koncentracijski niz razrijedenih otopina. Koristen je koncentracijski raspon
od 10" do 10° (od 10 do 100 000 puta) za daljnja ispitivanja impedancijskom

agregometrijom.

3.4. UZORCI KRVI

Puna krv zdravih dobrovoljaca izvadena venepunkcijom i skupljena u vakuum
epruvete od 4,5 mL s citratnim antikoagulansom (Vacutainer BD, SAD) koristena je u
ispitivanju antiagregacijskog ucinka flavonoida. Dobrovoljci nisu uzimali lijekove koji bi

utjecali na agregaciju trombocita najmanje sedam dana prije davanja uzorka krvi.

3.5. METODE ISTRAZIVANJA

3.5.1. Identifikacija biljnog materijala

Identitet istrazivane biljne vrste potvrden je ispitivanjem vanjske 1 unutarnje

grade skupljenih uzoraka (Domac, 2002).

3.5.2. Odredivanje koli¢ine flavonoida

0,3 g biljnog materijala ekstrahira se s 20 mL acetona, 2 mL 25%-tne kloridne kiseline
i 1 mL 0,5%-tne vodene otopine heksametilentetramina zagrijavanjem do vrenja 30
minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo (Slika 12.). Hidrolizat se propusta kroz pamuk
u odmjernu tikvicu, a ostaci biljnog materijala na pamuku ponovno se ekstrahiraju s 20 mL
acetona grijanjem do vrenja 10 minuta. Otopina se propusta kroz pamuk u odmjernu tikvicu te
se ekstrakcija acetonom ponavlja jos jedanput. Sjedinjeni filtrati razrjeduju se acetonom do
100,0 mL. 20 mL hidrolizata pomijesa se s 20 mL vode i ekstrahira jednom s 15 mL te jos tri
puta s po 10 mL etilacetata. Sjedinjene etilacetatne faze ispiru se dva puta s 40 mL vode i
propustaju kroz pamuk. Razrjeduju se etilacetatom do 50,0 mL. Po 10,0 mL ove otopine
prenese se u c¢etiri odmjerne tikvice od 25,0 mL. U sve cCetiri tikvice dodaje se 0,5 mL 0,5%-
tne vodene otopine natrijevog citrata. U tri tikvice dodaje se 2 mL otopine AICl3, a zatim se

sve tikvice nadopunjuju do oznake 5%-tnom metanolnom otopinom octene kiseline.
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Nakon 45 minuta izmjerena je apsorbancija otopine s aluminijevim kloridom u sloju debljine

1 cm kod 425 nm u odnosu na otopinu bez aluminijevog klorida (Christ i Miiller, 1960).
Ukupna koli¢ina flavonoida izracuna se kao kvercetin prema izrazu:
Ax0,772

b

gdje je A = apsorbancija; b = odvaga biljnog materijala (g).

% flavonoida =

Slika 12. Ekstrakcija biljnog materijala

3.5.3. Odredivanje kolicine fenolnih Kiselina

Sadrzaj fenolnih kiselina odreden je prema postupku iz Europske farmakopeje (Ph.

Eur., 2004).

0,1 g usitnjenog biljnog materijala ekstrahira se sa 190 mL 50%-tnog etanola na

vodenoj kupelji uz povratno hladilo tijekom 30 minuta. Hladni se ekstrakt filtrira u odmjernu
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tikvicu od 100,0 mL, filtar papir se ispere s 5 mL etanola, a tikvica dopuni etanolom do
oznake. U tri odmjerne tikvice od 10,0 mL stavi se po 1 mL etanolnog ekstrakta, 2 mL
kloridne kiseline (0,5 mol/dm?®), 2 mL otopine natrijevog nitrita s natrijevim molibdatom i 2
mL otopine natrijevog hidroksida. Tikvice se nadopune vodom do oznake pa se izmjeri
apsorbancija na 505 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba se pripremi tako da se u
odmjernu tikvicu od 10,0 mL stavi 1 mL etanolnog ekstrakta, 2 mL kloridne kiseline (0,5

mol/dm®) i 2 mL otopine natrijevog hidroksida te se nadopuni vodom do oznake.

Sadrzaj fenolnih kiselina izracuna se prema formuli:

Ax5

% fenolnih kiselina =

gdje je A = apsorbancija; m = masa biljnog materijala (g).

3.5.4. Impedancijska agregometrija

Odredivanje agregacije trombocita provodi se impedancijskom metodom u punoj krvi.
Mjeri se u kiveti s dva nezavisna para elektroda Sto osigurava kvalitetu mjerenja.
Impedancijska agregometrija se zasniva na cinjenici da trombociti u mirovanju nemaju
sklonost stvaranju ugruska, no ukoliko dode do aktivacije, trombociti se pricvrséuju u
fizioloSkim uvjetima na krvnu zilu, a u laboratorijskom testu na umjetnu povrsinu, odnosno
elektrodu. Pri tome jaca elektricni otpor koji se snima, a rezultat se iskazuje kao povrSina

ispod krivulje (Slika 13.).
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Slika 13. Princip impedancijske agregometrije

Prednost metode su brzina i jednostavnost. Kako nije potrebna dodatna obrada krvi, ne
dolazi do promjene stani¢nog okruzenja te se provjerava funkcija trombocita u fizioloskim
uvjetima. Metoda se moze provoditi s razli¢itim induktorima agregacije (ADP, kolagen,
ristocetin, TRAP-6, arahidonska kiselina) uz upotrebu malih volumena krvi (Paniccia i sur.,
2015; Calatzis, 2007).

3.5.5. Odredivanje statisticki zna¢ajne antiagregacijske koncentracije

Provedba testa agregacije trombocita

Mijerenje agregacije trombocita provedeno je na Multiplate® uredaju. Koristen je
genericki postupak proizvodaca instrumenta: 300 pL krvi inkubira se tijekom 3 minute s 20
uL ekstrakta i 300 pL fizioloSke otopine s CaCl, na temperaturi od 37 °C. Kao negativna
kontrola, umjesto ekstrakta koristeno je samo otapalo — DMSO konaéne koncentracije 3%.
Agregacijska kaskada potaknuta je dodatkom 20 pL reagensa koji sadrzi induktor agregacije
ADP. Agregacija je mjerena kroz 6 minuta 1 izraZena kao povrSina ispod krivulje u

arbitrarnim jedinicama (AUC). Slika 14. ilustrira provedbu agregacijskog testa.
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Warming & equilibration

o

Aggregation
[AU]

Time [min] Area under the curve
[AU*min or U]

Slika 14. Provedba agregacijskog testa. 1 — postavljanje kiveta s magnetskim mjesacem u
inkubacijski blok Multiplate® analizatora, 2 — spajanje mjernih elektroda na instrument, 3 —
dodavanje krvi i reagensa, 4 — inkubacija na 37 °C, 5 — inicijacija agregacije dodatkom

induktora, 6 — iskazivanje rezultata kao povrSina ispod krivulje.
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Postupak odredivanja statisticki znacajne antiagregacijske koncentracije

Mjeri se agregacija kontrolnog uzorka bez dodatka ekstrakta (AUCy) i
koncentracijskog niza ekstrakata (AUC) na dvije elektrode. Najmanje razrjedenje uzorka, koje
pokazuje razliku agregacije u odnosu na kontrolni uzorak vecu od 5%, uzima se kao statisticki
znacajna antiagregacijska koncentracija koja se izrazava kao ekvivalent kvercetina na osnovi
masene koncentracije suhog ostatka ekstrakta. Ukoliko ni kod jednog razrjedenja ne postoji
statistiCki znaCajna razlika, smatra se da ekstrakt ne pokazuje antiagregacijsko djelovanje.

Statisticka analiza provedena je primjenom Studentovog t-testa. (Boji¢ i sur., 2011).
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4. REZULTATI

U nastavku su prikazani rezultati spektrofotometrijskog odredivanja flavonoida i

fenolnih kiselina te antiagregacijskog ucinka ekstrakata 5 razli¢itih biljnih uzoraka: paprene

metvice, mravinca te tri uzorka ruzmarina koji se medusobno razlikuju po nalazistu ili biljnim

organima sadrzanima u uzorku.

4.1. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE FLAVONOIDA 1 FENOLNIH

KISELINA

Koli¢ina flavonoida i fenolnih kiselina u svim uzorcima je spektrofotometrijski

odredena tri puta. Dobiveni rezultati prikazani su u postocima kao srednja vrijednost i

standardna devijacija (Tablica 2.).

Tablica 2. Udio (%) flavonoida i fenolnih kiselina u uzorcima odabranih biljnih vrsta

porodice Lamiaceae

Biljna vrsta, nalaziSte, datum
skupljanja

Wflavonoida(% +S5D,n=3)

Wrenolnih kiselina(%0 £ SD,n = 3)

Mentha x piperita 0,69 +0,01 7,92 + 0,06
("Fran Kusan” 5.7.2017.)

Origanum vulgare 0,32 +0,01 10,65 £ 0,48
("Fran KuSan” 8.6.2017.)

Rosmarinus officinalis 0,43 £0,07 13,57 £ 0,26
("Fran Kusan” 30.6. 2017.)

Rosmarinus officinalis 0,33 +0,00 8,62+ 0,28
(bez cvijeta, Orebic, 2017.)

Rosmarinus officinalis 0,33 +0,00 5,90 £ 0,05

(s cvijetom, Orebi¢, 2017.)

Sadrzaj flavonoida u uzorku paprene metvice iznosio je 0,69%, u uzorku mravinca

0,32%, dok je u uzorcima ruzmarina varirao od 0,33 do 0,43%, s tim da rezultati mjerenja

dvaju uzoraka ruzmarina iz dalmatinskog podru¢ja nisu pokazali razliku u koli¢ini flavonoida

(Slika 15.). Najvise fenolnih kiselina pronadeno je u uzorku ruzmarina iz Farmaceutskog
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botanic¢kog vrta ,,Fran KuSan®. U ostalim uzorcima ruzmarina koli¢ina fenolnih kiselina bila

je 8,62%, odnosno 5,90%, ovisno o odsutnosti ili prisutnosti cvijeta u uzorku. U uzorku

mravinca odredeno je 10,65% fenolnih kiselina, dok je u uzorku metvice odredeno 7,92%

(Slika 16.).
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0,1
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Uzorci
Mentha x Origanum Rosmarinus Rosmarinus Rosmarinus
piperita vulgare officinalis officinalis officinalis
(“Fran (“Fran (“Fran Kusan” (bez cvijeta, (s cvijetom,
Kusan” Kusan” 30.6.2017.) Orebi¢, Orebic,
5.7.2017.) 8.6.2017.) 2017.) 2017.)

Slika 15. Grafi¢ki prikaz udjela (%) flavonoida u uzorcima odabranih biljnih vrsta porodice

Lamiaceae
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Udio fenolnih kiselina (%)

o N b O

Mentha x
piperita

Uzorci
Origanum Rosmarinus
vulgare officinalis

(“Fran Kusan” (“Fran Kusan” (“Fran Kusan”

5.7.2017.)

8.6.2017.) 30.6.2017.)

Rosmarinus Rosmarinus
officinalis officinalis
(bez cvijeta, (s cvijetom,
Orebi¢, 2017.) Orebi¢, 2017.)

Slika 16. Graficki prikaz udjela (%) fenolnih kiselina u uzorcima odabranih biljnih vrsta

porodice Lamiaceae

36



4.2. ANTIAGREGACIJSKI UCINAK EKSTRAKATA BILINIH VRSTA

Antiagregacijski ucinak odabranih biljnih vrsta porodice usnatica, odnosno njihovih
ekstrakata 1 pripadaju¢ih serija razrjedenja, odredivan je metodom impedancijske
agregometrije. Antiagregacijski u¢inak prikazan je statisticki znacajnom antiagregacijskom

koncentracijom (Tablica 3.).

Tablica 3. Statisti¢ki znaCajna antiagregacijska koncentracija u odabranim biljnim vrstama

porodice Lamiaceae

Biljka, nalaziSte i datum Statistic¢ki znacajna antiagregacijska p*
skupljanja koncentracija (umol/dm?®)
Mentha x piperita 20,68 0,0005

("Fran Kusan” 5.7.2017.)

Origanum vulgare 2,07 0,0003
("Fran Kusan” 8.6.2017.)

Rosmarinus officinalis 20,68 0,0023
("Fran KuSan” 31.6. 2017.)

Rosmarinus officinalis 20,68 0,0009
(bez cvijeta, Orebic, 2017.)

Rosmarinus officinalis 2,07 0,0106
(s cvijetom, Orebi¢, 2017.)

*Rezultati ispitivanja su statisti¢ki obradeni Studentovim t-testom. Kao statisticki znacajna
antiagregacijska koncentracija odabrana je najmanja koncentracija za koju je Studentov t-test
pokazao p vrijednost manju od 0,05, $to znaci da se agregacija kod te koncentracije statisticki

razlikuje od agregacije kontrole.

Najbolji antiagregacijski uc¢inak pokazali su ekstrakti mravinca i ruzmarina s cvijetom
skupljenog u Orebic¢u, za koje je izmjerena statisti¢ki znacajna antiagregacijska koncentracija
u iznosu od 2,07 umol/dm3. Uzorci paprene metvice, ruzmarina skupljenog u Farmaceutskom
botanickom vrtu ,,Fran KuSan“ i ruzmarina bez cvijeta skupljenog u Orebi¢u su pokazali
slabiji antiagregacijski uc¢inak uz vrijednost statisticki znacajne antiagregacijske koncentracije

u iznosu od 20,68 umol/dms.
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U nastavku su rezultati ispitivanja agregacije metodom impedancijske agregometrije
grafic¢ki prikazani kao ovisnost agregacije (0S y) 0 vremenu (0S X), a povrSina ispod krivulje
(AUC) sluzi kao arbitrarna mjera, tj. indikator agregacije (Slika 17.). Kod svih uzoraka
obuhvacenih ispitivanjem, izmjerene su vec¢e AUC vrijednosti za kontrole u odnosu na uzorke

koji sadrze ekstrakte.
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5. RASPRAVA

Ljekovite biljke ili njihovi dijelovi koji se koriste u terapijske svrhe su izrazito slozeni
sustavi. Sadrze velik broj razli¢itih sastavnica. Ponekad je sinergisti¢ko djelovanje vise tvari
odgovorno za pozitivne u¢inke pojedine biljne vrste te se u takvim sluc¢ajevima treba koristiti
biljni pripravak, a ponekad se takvi ucinci pripisuju iskljucivo jednoj sastavnici ili njih
nekoliko. Ukoliko se dokaze takva sastavnica, ona se mozZe izolirati i primjenjivati u
terapijske svrhe bez ostalih primjesa. Najbolji primjer takve primjene biljnih sastavnica su
upravo flavonoidi hesperidin i diosmin, sto je ve¢ bilo spomenuto u uvodnom dijelu rada.
Osim izolacijom, odredene prirodne supstancije mogu se dobiti i kemijskom sintezom, sto
moze, ali i ne mora biti isplativije. Stoga, iako se radi o biljnim sastavnicama, moguca je

njihova industrijska proizvodnja u velikim koli¢inama.

U ovom istrazivanju, najprije je bio odreden udio flavonoida i fenolnih kiselina u
pojedinim uzorcima kako bi se saznalo koliko istrazivane biljne vrste uistinu sadrze tvari za
koje je pretpostavljeno da bi mogle imati antiagregacijski u¢inak. Uz navedeno, ispitivani su i
odredeni ¢imbenici koji mogu utjecati na promjenljivost biljnog sastava, kao Sto je geografsko
podrijetlo; na na¢in da je usporedivan sadrzaj flavonoida i fenolnih Kkiselina u ruzmarinu
uzgojenom u Farmaceutskom botanickom vrtu u Zagrebu i samoniklo raslog na poluotoku
Peljescu. Odredeno je da ruzmarin, uzgojen u Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran Kusan®
sadrzi viSe aktivnih sastojaka, to¢nije flavonoida i fenolnih kiselina od ruzmarina samoniklo
raslog na Orebicu. Posredno su ispitane razlike u udjelu navedenih sastojaka medu pojedinim
dijelovima biljke tako $to su u ispitivanje bili uzeti uzorak s cvijetom i bez cvijeta biljke
uzgojene na istom geografskom podrucju. Na temelju usporedbe rezultata ispitivanja udjela
fenolnih kiselina u uzorku ruzmarina skupljenog u Orebicu s cvijetom te bez cvijeta, mozemo

zakljuciti da cvijet ruzmarina, nije bogat fenolnim kiselinama.

Sadrzaj flavonoida u uzorku nam samo djelomi¢no govori o vrijednosti tog uzorka.
Logicno je proizvesti zakljuak da ¢e veca koliCina tih biljnih sastavnica proizvesti snaznije
antiagregacijsko djelovanje, no to nije nuzno tako. Budu¢i se radi o velikom broju razlicitih
spojeva, pojedini flavonoidi razli¢ito pridonose antiagregacijskom uc¢inku te ovisno o koli¢ini
pojedinog i/ili vise flavonoida i/ili 0 njihovom medusobnom omjeru, pokazuju zeljeno
djelovanje. No, poznavajuci tocan udio flavonoida u pojedinom uzorku, moguce je usporediti

ovisnost antiagregacijskog djelovanja o sadrzaju flavonoida te pretpostaviti koji flavonoidi
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i/ili smjese flavonoida prisutne u biljnom uzorku djeluju potentnije na agregaciju trombocita.
Glavni nedostatak spomenutih postupaka je neselektivnost. Istrazivanje ne sadrzava niti jednu
metodu koja bi omogucila jednozna¢nu identifikaciju pojedinih flavonoida. Stoga nije
moguce potencijalno antiagregacijsko djelovanje pripisati pojedinom flavonoidu, jer se ne
moze sa sigurnoS¢u utvrditi koji je flavonoid najzastupljeniji u uzorku. Moguée je samo
referirati se na literaturne podatke, a kao $to je pokazano u istrazivanju, biljni sastav uvelike
varira ovisno 0 brojnim ¢imbenicima te se na temelju literaturnih podataka ne moze

jednoznacno utvrditi sastav ovako slozenih smjesa.

Kao §to smo ve¢ spomenuli, pojedini flavonoidi imaju jaci u¢inak na agregaciju od
drugih. Zato je moguée da odredena biljka sadrzi sveukupno manje flavonoida, a pokazuje
jace djelovanje. Najbolji primjer toga je mravinac. Zelen mravinca sadrzi samo 0,32%
flavonoida, ali ima izrazito izrazen antiagregacijski ucinak, zbog Cega se moze pretpostaviti
da flavonoidi sadrzani u tom uzorku djeluju vrlo potentno na inhibiciju agregacije trombocita.
Mogu¢ je 1 obrnuti slucaj, u kojem uzorak sadrzi mnogo flavonoida, a ima slabo djelovanje na
hemostazu. Takav slu¢aj prisutan je kod listova paprene metvice, koji sadrze ¢ak 0,69%

flavonoida, ali nemaju snazan antiagregacijski u¢inak.

Glavni cilj ovog istrazivanja je utvrditi imaju li pojedine biljke antiagregacijsko
djelovanje. Antiagregacijsko djelovanje prikazano je na dva nacina, kao statisti¢ki znacajna
antiagregacijska koncentracija koja predstavlja najmanju koncentraciju, odnosno najvece
razrjedenje ekstrakta koje jo$ uvijek pokazuje statisticki znacajan antiagregacijski utjecaj. Sto
je niZa koncentracija, to je jaCe inhibicijsko djelovanje na agregaciju. Drugi nacin prikaza
predstavljaju grafovi ovisnosti agregacije o vremenu. Iz dobivene krivulje, izracuna se
povriina ispod krivulje koja sluzi kao arbitrarna jedinica za agregaciju. Sto je ta povriina
veca, to je agregacija trombocita veca. Stoga, oni uzorci ¢ijom analizom se dobije manja
povrSina, imaju jaci antiagregacijski ucinak. Toc¢nije, antiagregacijski u€inak ¢e biti to jaci,
Sto je veca razlika izmedu AUC kontrole i AUC ispitivanog uzorka. Dokazano je da svi
ispitani biljni uzorci u odredenoj mjeri djeluju inhibicijski na agregaciju trombocita, medu
kojima se posebno isti¢u mravinac i uzorak ruzmarina s cvijetom skupljen u Orebicu 2017.

godine.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuCiti da su biljke porodice
Lamiaceae bogate flavonoidima i fenolnim kiselinama. Razli¢iti ¢imbenici, poput kKlimatskih
uvjeta, odnosno geografskog podrijetla utje¢u na sadrzaj i udio spomenutih sastavnica. Tako
su se bogatijima pokazale biljke ruzmarina uzgojene u Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran
Kusan‘“ Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko — biokemijskog fakulteta u odnosu na samonikili
ruzmarin skupljen u Orebi¢u na poluotoku PeljeScu. Nadalje, razlike u udjelu flavonoida i/ili
fenolnih kiselina mogu se prona¢i medu razli¢itim biljnim organima. Na temelju dobivenih
podataka, zakljuCuje se da listovi ruzmarina sadrze veéu koli¢inu flavonoida i fenolnih

kiselina od cvjetova.

Ovo istrazivanje je pokazalo da biljane vrste Mentha x piperita, Origanum vulgare i
Rosmarinus officinalis imaju potencijalni inhibicijski u¢inak na agregaciju trombocita.
Flavonoidi kao bioloski aktivni spojevi pridonose tom ucinku. Ne mozZe se sa sigurnoSé¢u
utvrditi radi 1i se o ucinku pojedinog flavonoida ili o sinergisticCkom djelovanju vise
flavonoidnih spojeva. Ovo otkri¢e moze posluziti kao temelj za daljnja ispitivanja specificih
antiagregacijskih ucinaka pojedinih flavonoida, odnosno njihove smjese prisutne u
ispitivanim biljkama. Klinicka primjenjivost istrazivanja nije znatna. No, buduéi se radi o
veoma popularnom biomedicinskom podru¢ju koje ukljucuje bolesti vodece uzro¢nike smrti
sadasnjice, daljnja istrazivanja koja ¢e se baviti ovom temom je veoma realno za ocekivati, a
u skladu s time i nove, preciznije i opsirnije informacije o uc¢incima pojedinih spojeva, $to bi u
konac¢nici moglo dovesti do njihove klinicke primjene. Otkri¢e prirodnih sastavnica, poput
flavonoida, s dokazanim, o dozi ovisnim, potentnim antiagregacijskim djelovanjem
predstavljalo bi velik hit u lijecenju i prevenciji kardiovaskularnih incidenata te bi takvi

prirodni spojevi sigurno imali svoje mjesto na trzistu lijekova.
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8. SAZETAK/SUMMARY
SAZETAK

Bolesti krvozilnog sustava su vodec¢i uzro¢nici smrti i invaliditeta u svijetu. Kako bi se
sprijecili kardiovaskularni incidenti, koriste se brojni lijekovi, medu kojima i inhibitori
agregacije trombocita ¢ija je glavna uloga onemogucéavanje stvaranja i rasta funkcionalnog
tromba. Pronadeno je da biljne vrste Mentha x piperita L., Origanum vulgare L. i Rosmarinus

officinalis L. koje pripadaju porodici Lamiaceae posjeduju antiagregacijski u¢inak.

U ovom radu spektrofotometrijskom metodom prema Christu i Miilleru su
kvantitativno analizirani flavonoidi i fenolne kiseline prisutne u uzorcima paprene metvice,
mravinca i tri uzorka ruzmarina koji se medusobno razlikuju po geografskom podrijetlu i
sadrzanim biljim organima. U paprenoj metvici je odredeno 0,69% flavonoida i 7,92%
fenolnih kiselina, u mravincu 0,32% flavonoida i 10,65% fenolnih kiselina, a sadrzaj
flavonoida u uzorcima ruzmarina varirao je od 0,33 do 0,43%, dok je fenolnih kiselina
odredeno od 5,90 do 13,57%. Uzorci ruzmarina uzgojeni u Farmaceutskom botanickom vrtu
,Fran Kusan* pokazali su ve¢i sadrzaj aktivnih sastojaka u odnosu na samonikle biljke iz
Orebica, a takoder je pronadeno da su listovi ruzmarina bogatiji flavonoidima i fenolnim

kiselinama od cvjetova.

Nadalje, proucavan je antiagregacijski uc¢inak navedenih biljaka metodom
impedancijske agregometrije na Multiplate™ uredaju prema generi¢kom postupku proizvodaga
instrumenta. Agregacija je bila potaknuta ADP-om. Rezultati su statisticki obradeni
Studentovim t-testom te prikazani kao statisticki znacajna antiagregacijska koncentracija i
grafi¢ki krivuljom ovisnosti agregacije o vremenu. Pronadeno je da najbolje antiagregacijsko
djelovanje imaju ekstrakti mravinca i uzorka s cvijetom skupljenog u Orebi¢u, a njihova
statisticki znacajna antiagregacijska koncentracija je iznosila 2,07 umol/dm3. Nesto slabije
antiagregacijsko djelovanje su pokazali uzorci paprene metvice, ruzmarina uzgojenog u
Farmaceutskom botani¢kom vrtu ,,Fran Kusan® i ruzmarina bez cvijeta skupljenog u Orebicu,

a statisticki znatajna antiagregacijska koncentracija iznosila je 20,68 pmol/dm®.
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SUMMARY

Cardiovascular diseases are leading cause of death and disability in the world. In order
to prevent cardiovascular incidents, many drugs are used, including platelet aggregation
inhibitors which main role is to stop generation and growth of functional thrombus. It is found
that plant species Mentha x piperita L., Origanum vulgare L. and Rosmarinus officinalis L.

which belong to Lamiaceae’s family have an anti-aggregation effect.

In this thesis flavonoids and phenolic acids present in the samples of peppermint,
oregano and three samples of rosemary which differs by geographic origin and plant organs
included, were quantified using spectrophotometric method established by Christ and Miiller.
It was measured that peppermint has 0.69% of flavonoids and 7.92% of phenolic acids,
oregano has 0.32% of flavonoids and 10.65% of phenolic acids and in three samples of
rosemary amount of flavonoids varies between 0.33 and 0.43% and phenolic acids between
5.90 and 13.57%. Samples of rosemary cultivated in Pharmaceutical botanical garden ,,Fran
Kusan‘ are found to have more active compounds than plants from Orebi¢ and it is also seen

that leaves have more flavonoids and phenolic acids than flowers.

Furthermore, antiaggregatory effect of plant extracts was studied by impedance
aggregometry on Multiplate® Analyze. Aggregation was induced by ADP. Results were
statistically assessed by Student’s t-test and presented as statistically significant anti-
aggregation concentration and aggregation-time graph. It is found that the best
antiaggregatory effects have extracts of oregano and rosemary with flowers from Orebi¢ with
statistically significant antiaggregatory concentration of 2.07 pmol/dm?’. Lesser
antiaggregatory effects are determined for samples of peppermint, rosemary cultivated in
Pharmaceutical botanical garden ,,Fran KuSan“ and rosemary without flowers collected in
Orebi¢, so their statistically significant antiaggregatory concentrations are 20.68 pmol/dm® for

each sample.
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SAZETAK

Bolesti krvozilnog sustava su vodeéi uzroénici smrti i invaliditeta u svijetu. Kako bi se sprijeéili kardiovaskularni
incidenti, koriste se brojni lijekovi, medu kojima i inhibitori agregacije trombocita ¢ija je glavna uloga
onemoguéavanje stvaranja i rasta funkcionalnog tromba. Pronadeno je da biljne vrste Mentha x piperita L., Origanum
vulgare L. i Rosmarinus officinalis L. koje pripadaju porodici Lamiaceae posjeduju antiagregacijski u¢inak. U ovom
radu spektrofotometrijskom metodom prema Christu i Milleru su kvantitativno analizirani flavonoidi i fenolne
kiseline prisutne u uzorcima paprene metvice, mravinca i tri uzorka ruzmarina koji se medusobno razlikuju po
geografskom podrijetlu i sadrzanim biljim organima. U paprenoj metvici je odredeno 0,69% flavonoida i 7,92%
fenolnih kiselina, u mravincu 0,32% flavonoida i 10,65% fenolnih kiselina, a sadrzaj flavonoida u uzorcima ruzmarina
varirao je od 0,33 do 0,43%, dok je fenolnih kiselina odredeno od 5,90 do 13,57%. Uzorci ruzmarina uzgojeni u
Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran Kusan* pokazali su veci sadrzaj aktivnih sastojaka u odnosu na samonikle
biljke iz Orebica, a takoder je pronadeno da su listovi ruzmarina bogatiji flavonoidima i fenolnim kiselinama od
cvjetova. Nadalje, proucavan je antiagregacijski u¢inak navedenih biljaka metodom impedancijske agregometrije na
Multiplate® uredaju prema generickom postupku proizvodaca instrumenta. Agregacija je bila potaknuta ADP-om.
Rezultati su statisticki obradeni Studentovim t-testom te prikazani kao statisticki znaCajna antiagregacijska
koncentracija i graficki krivuljom ovisnosti agregacije o vremenu. Pronadeno je da najbolje antiagregacijsko
djelovanje imaju ekstrakti mravinca i uzorka s cvijetom skupljenog u Orebi¢u, a njihova statisticki znacajna
antiagregacijska koncentracija je iznosila 2,07 pmol/dm3. Nesto slabije antiagregacijsko djelovanje su pokazali uzorci
paprene metvice, ruzmarina uzgojenog u Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran KuSan®“ i ruzmarina bez cvijeta
skupljenog u Orebicu, a statisticki znacajna antiagregacijska koncentracija iznosila je 20,68 pmol/dm3.
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SUMMARY

Cardiovascular diseases are leading cause of death and disability in the world. In order to prevent
cardiovascular incidents, many drugs are used, including platelet aggregation inhibitors which main role is
to stop generation and growth of functional thrombus. It is found that plant species Mentha x piperita L.,
Origanum vulgare L. and Rosmarinus officinalis L. which belong to Lamiaceae’s family have an anti-
aggregation effect. In this thesis flavonoids and phenolic acids present in the samples of peppermint,
oregano and three samples of rosemary which differs by geographic origin and plant organs included, were
guantified using spectrophotometric method established by Christ and Miller. It was measured that
peppermint has 0.69% of flavonoids and 7.92% of phenolic acids, oregano has 0.32% of flavonoids and
10.65% of phenolic acids and in three samples of rosemary amount of flavonoids varies between 0.33 and
0.43% and phenolic acids between 5.90 and 13.57%. Samples of rosemary cultivated in Pharmaceutical
botanical garden ,,Fran KuSan® are found to have more active compounds than plants from Orebi¢ and it is
also seen that leaves have more flavonoids and phenolic acids than flowers. Furthermore, antiaggregatory
effect of plant extracts was studied by impedance aggregometry on Multiplate® Analyze. Aggregation was
induced by ADP. Results were statistically assessed by Student’s t-test and presented as statistically
significant anti-aggregation concentration and aggregation-time graph. It is found that the best
antiaggregatory effects have extracts of oregano and rosemary with flowers from Orebi¢ with statistically
significant antiaggregatory concentration of 2.07 umol/dm3. Lesser antiaggregatory effects are determined
for samples of peppermint, rosemary cultivated in Pharmaceutical botanical garden ,Fran Ku$an“ and
rosemary without flowers collected in Orebi¢, so their statistically significant antiaggregatory
concentrations are 20.68 umol/dm3 for each sample.
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