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extracts reduce hyperreactivity of
2021 thrombocytesin COVID-19?

3_4 Can plant propolis and ginkgo

Abstract  Propolis is flavonoid rich source that has shown numerous benefi-

cial biological effects such as antibacterial, antiviral, antitumoral,
antiaggregatory, and hepatoprotective. Ginkgo has been used as a dietary supple-
ment for enhancement of cognitive functions. The aim of this study was assessment
of the effect of propolis and ginkgo extracts on primary hemostasis and verify
whether the use of a combination of propolis and ginkgo extracts in the prevention
of cardiovascular diseases is justified. Commercially available extracts were assessed
by impedance aggregometry on the whole blood samples of healthy subjects collected
at the Croatian Institute of Transfusion Medicine. Two aggregation inducers were
used: ADP (adenosine diphosphate, weak agonist of platelet aggregation) and TRAP
(hexapeptide surrogate of thrombin, strong inducer of platelet aggregation). In an
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ADP induced aggregation assay, propolis showed an antiaggregatory effect at a
concentration of 10 uM. In the same test, the antiplatelet effect of ginkgo extract
was absent. In the hexapeptide-induced thrombin mimetic (TRAP) aggregation
test, propolis showed an antiplatelet effect at a concentration of 20 uM as well as
ginkgo extract. Combinations of propolis and ginkgo in a ratio of 1:25 and 1:50
showed an antiplatelet effect at 20 uM concentrations of extracts. Combination of
propolis and ginkgo is justified from a pharmacodynamic aspect, as propolis and
ginkgo have different mechanisms of action because they act on different signaling
pathways of aggregation.

(!Health Institution Pharmacy S'valjek, Ulica Josipa Broza Tita 2/a, 49 210 Zabok,
University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department of Phar-
maceutical Botany, Schrottova 39, 10 000 Zagreb, *PIP Ltd., Karlovacka 8d, 10 451
Pisarovina, *Croatian Institute of Transfusion Medicine, Petrova 3, 10 000 Zagreb,
>Croatia University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department
of Pharmaceutical Chemistry, A. Kovacica 1, 10 000 Zagreb, Croatia)

Uvod

U razvijenim zemljama najces¢i su uzrok smrtnosti kardiova-
skularne bolesti. Prevalencija kardiovaskularnih bolesti (hipertenzija, koronarne
sréane bolesti, infarkt miokarda i mozdani udar) u SAD-u 2010. godine iznosila
je 37 %, rezultirajuci s 272 milijarde dolara direktnih i 172 milijarde dolara indi-
rektnih troskova (1). Prevalencija krvozilnih bolesti u Europi 2015. godine izno-
sila je 31,5 % (2). Prema podacima iz 2012. godine ukupni trosak lijecenja izno-
sio je 196 milijardi eura godi$nje pri cemu 54 % sredstava odlazi na zdravstvenu
zastitu, 24 % sredstava na smanjenje produktivnosti te 22 % sredstava na preven-
ciju krvozilnih bolesti u vidu edukacija (3).

Trombociti su ukljuc¢eni u hemostazu, trombozu i upalne procese, a kardi-
ovaskularne bolesti mogu biti upravo posljedica patoloske aktivacije trombocita
(4). Najcesce primjenjivani lijek u prevenciji kardiovaskularnih bolesti je acetil-
salicilatna kiselina, no zbog brojnih ozbiljnih nuspojava, pa i smrtnih ishoda,
velika se paznja posvecuje istrazivanju lijekova koji ¢e inhibirati agregaciju trom-
bocita na sigurniji na¢in (5). Rezultat je takvih istrazivanja i klopidogrel, sinte-
ticki lijek koji svoje djelovanje temelji na inhibiciji receptora adenozindifosfata
(ADP), koji takoder pokazuje rjede, ali ozbiljne nuspojave poput tromboticne
trombocitopeni¢ne purpure (5). Od izoliranih prirodnih spojeva takvo djelova-
nje pokazuju polifenoli, prvenstveno flavonoidi i prirodni izvori bogati polife-
nolima, kao $to su vino (francuski paradoks), zeleni ¢aj (azijski paradoks), tamna
¢okolada, ginkgo i propolis (6).
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S obzirom na trenutnu pandemiju COVID-19 i ¢injenicu da se uz respira-
torne mogu pojaviti i druge sistemske komplikacije, utjecaj SARS-CoV-2 na
trombozu i hemostazu se intenzivno proucava. Pacijenti s pove¢anim kardiova-
skularnim rizikom (gojaznost, $ecerna bolest, hipertenzija) imaju povecan rizik
poremecaja hemostaze i nastanka tromba koji se javlja kod 20-30 % pacijenata
u kriti¢cnom stanju (7-9).

Propolis je najistrazivaniji pcelinji proizvod. To je smolasta smjesa koju
pcele prikupljaju s pupoljaka stabala, biljnih sokova te drugih biljnih izvora.
Sastoji se od biljne smole, pcelinjeg voska i peludi. Propolis pokazuje protuu-
palni, antibakterijski, antivirusni te antioksidativni u¢inak stoga se koristi kao
nutraceutik. Kemijskom karakterizacijom propolisa pronadeno je vise od 150
razli¢itih spojeva, a najbrojniji medu njima su flavonoidi (10).

Vrsta Ginkgo biloba L. je stablo podrijetlom iz Kine i Japana, ¢iji se listovi
koriste za pripravu biljnih preparata standardiziranih na sadrzaj flavonolskih
heterozida, ginsenozida ili terpenskih laktona ginkolida i bilobalida (11). Ovi
pripravci primjenjuju se kod smetnji prokrvljenosti mozga, uzrokovanih dege-
nerativnim promjenama i smetnjama cerebralne cirkulacije (11).

Svrha ovog rada je ispitivanje utjecaja ekstrakata propolisa i ginka na pri-
marnu hemostazu s ciljem provjere opravdanosti primjene kombinacije ekstra-
kata propolisa i ginkga u prevenciji kardiovaskularnih bolesti. U tu svrhu primije-
njena je impedancijska agregometrija s jakim (trombin) i slabim (adenozindifosfat)
induktorom agregacije, te su odredene minimalne antiagregacijske koncentracije
ekstrakata i kombinacija.

Eksperimentalni dio

Uzorci propolisa i ginkga

Uzorci propolisa ekstrahirani su u 80 % etanolu, a ginkga u metanolu. Ekstrakti
su upareni, te su resuspendirani u dimetilsulfoksidu za potrebe odredivanja
antiagregacijskog ucinka. Temeljem deklariranih sadrzaja polifenola, molarna
koncentracija ekstrakata iskazana je kao ekvivalent kvercetina.

Uzorci krvi

Uzorci svjeze citratne krvi zdravih dobrovoljaca sakupljeni su u vakuum
epruvete od 4,5 mL (Vacutainer BD, SAD). U istrazivanju za procjenu antiagre-
gacijskog ucinka sudjelovalo je 20 ispitanika. Svi su ispitanici dali pisani prista-
nak za sudjelovanje u istrazivanju. Ovaj je rad odobren od etickih povjerenstava
Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu i Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu u sklopu disertacije Andree Antoli¢, mag. pharm, univ. mag. pharm.,
te je proveden u skladu s HelsinSkom deklaracijom.
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Kemikalije i instrumentacija za odredivanje agregacije trombocita
Koristeni su sljedeéi induktori agregacije (Roche, Svicarska): 0,2 mM ADP
(ATPtest) i 1 mM TRAP-6 (TRAPtest). Fizioloske otopine pripremljene su stan-
dardiziranim postupcima u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu,
Zagreb, Hrvatska: fiziolo$ka otopina natrijeva klorida (0,9 % NaCl) te fizioloska
otopina s kalcijevim kloridom (0,003 M CaCl, u 0,9 %-tnom NaCl). Odrediva-
nje agregacije provedeno je mjerenjem impedancije u kivetama s dvostrukim
parom srebrnih elektroda na Multiplate® uredaju (Roche, Svicarska).

Impedancijska agregometrija

Odredivanje agregacije trombocita provedeno je impedancijskom metodom u
punoj krvi. Mjerenje se provodi u kiveti s dva nezavisna para elektroda $to osigu-
rava kvalitetu mjerenja. Impedancijska se agregometrija temelji na c¢injenici da
trombociti u mirovanju nemaju sklonost stvaranja ugruska, no ukoliko dode do
aktivacije, trombociti se pri¢vrs¢uju u fizioloskim uvjetima na krvnu Zilu, a ulabo-
ratorijskom testu na umjetnu povrsinu, odnosno elektrodu. Pri tome jaca elek-
tri¢ni otpor koji se snima, te se rezultat iskazuje kao povrsina ispod krivulje (12).

Odredivanje minimalne antiagregacijske koncentracije

Agregacija trombocita je analizirana na Multiplate® uredaju (slika 1.). Kori$tena je
genericka procedura proizvodaca instrumenta: 300 uL krvi inkubirano je tijekom 3
minute s 20 pL otopine ekstrakta i 300 uL fizioloske otopine s CaCl, na temperaturi

Slika 1. » Provedba agregacijskog testa. A - postavljanje kiveta s magnetskim mjesacem u inkubacijski
blok Multiplate® analizatora, B — spajanje mjernih elektroda na instrument, C — dodavanje krvi i
reagensa, D —inicijacija agregacije dodatkom induktora, E —iskazivanje rezultata (povrsina ispod krivulje)
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od 37°C. Za negativnu je kontrolu koristeno otapalo — dimetilsulfoksid (kona¢na
koncentracija DMSO-a 3 %). Agregacijska je kaskada potaknuta dodatkom 20 pL
reagensa s odabranim agonistom agregacije. Agregacija je mjerena tijekom 6
minuta i izrazena je kao povrsina ispod krivulje u arbitrarnim jedinicama (13).
Ukoliko je uocen antiagregacijski uc¢inak, rezultat je iskazan u obliku mini-
malne antiagregacijske koncentracije flavonoida (MINaAC). MINaAC je naj-
manja koncentracija flavonoida koja statisticki znac¢ajno smanjuje agregaciju u
odnosu na negativnu kontrolu istog ispitanika. Prvo je potrebno izmjeriti agre-
gaciju kontrolnog uzorka (bez dodatka ekstrakta, A,) i uzorka flavonoida (A).
Ukoliko je razlika agregacija ve¢a od 5 %, potrebno je napraviti dva dodatna
mjerenja na novim uzorcima citratne krvi. Ako ekstrakt u analiziranoj koncen-
traciji pokazuje statisticki znacajno smanjenje agregacije trombocita, u odnosu
na kontrolni uzorak, tada analizirana koncentracija odgovara minimalnoj anti-
agregacijskoj koncentraciji (MINaAC). Ukoliko ne postoji statisticki znacajna
razlika, koncentracija se udvostrucuje i analiza se ponavlja od prvog koraka.
Prethodno navedeno vrijedi, ukoliko analizirana koncentracija nije prva analizi-
rana (n > 1) jer analizu treba ponoviti od pocetka, uz dvostruko manju koncen-
traciju. Statisticka je analiza provedena primjenom Studentova ¢-test (13).

Rezultati i rasprava

Utjecaj ekstrakta propolisa na agregaciju trombocita potaknutu
ADP-om i TRAP-om
Postupak odredivanja MINaAC je slikovito prikazan na primjeru propolisa u
testu agregacije koja je potaknuta ADP-om (slika 2.). Razlika agregacija analizi-
rane koncentracije propolisa koja prva pokazuje smanjenje agregacije trombo-
cita (10 uM) u prvom uzorku citratne krvi u odnosu na kontrolnu (DMSO) je
vec¢a od 5 % (54 AU vs. 65 AU). Stoga se provode dva dodatna mjerenje na dva
nova uzorka citratne krvi (krv druga dva dobrovoljca). Analizirana koncentra-
cija propolisa statisticki znacajno smanjuje agregaciju u odnosu na kontrolni
uzorak (p = 0,011) te je MINaAC = 10 pM.

Ekstrakt propolisa pokazao je antiagregacijski u¢inak u testu agregacije
trombocita potaknutom TRAP-om pri minimalnoj antiagregacijskog koncen-
traciji od 20 uM (p = 0,001).

Utjecaj ekstrakta ginkga na agregaciju trombocita potaknutu ADP-om
i TRAP-om

Ekstrakt ginkga nije pokazao antiagregacijski u¢inak u testu agregacije trombo-
cita potaknutom ADP-om. Medutim, ekstrakt ginkga pokazao je antiagregacijski

129



ZNANSTVENI RADOVI + A.Antoli¢, Z. Males, P. Galovié, M. Tomi&ié i M. Bojié: Mogu li biljni pripravci
propolisa i ginkga smanijiti hiperreaktivnost trombocita u bolesti COVID-19?, Farmaceutski glasnik 77, 3-4/2021

oAy

Ao(DMSO)=65 AU A(20 uM)=58 AU

Citratna krv 1
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Slika 2. » Rezultati impedancijskih mjerenja za odredivanje MINaAC propolisa u testu agregacije koja

je potaknuta ADP-om

ucinak u testu agregacije trombocita potaknutom TRAP-om pri minimalnoj
antiagregacijskog koncentraciji od 20 pM uz statisticku znacajnost p = 0,002

(slika 3.).

oAy
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Citratna krv 1

20040

oAU

‘o

A(10 uM)=54 AU

A(5 pM)=83 AU

Citratna krv 2

DAl

A(DMS0)=62 AU A(10 uM)=50 AU

Ao(DMS0)=

59 AU

Citratna krv 3
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Slika 3. » Rezultatiimpedancijskih mjerenja za odredivanje MINGAC ginkga u testu agregacije koja je

potaknuta TRAP-om
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Utjecaj kombinacija ekstrakta propolisa i ginkga na agregaciju
trombocita potaknutu ADP-om

Ekstrakt propolisa pokazao je antiagregacijski ucinak u testovima agregacije
koja je potaknuta ADP-om i TRAP-om, dok je ginkgo pokazao antiagregacijski
ucinak samo u testu agregacije trombocita koja je potaknuta TRAP-om. Stoga je
ispitan antiagregacijski u¢inak kombinacije ekstrakata propolisa i ginkga u testu
agregacije koja je potaknuta ADP-om pri ¢emu je omjer ekstrakata bio 1:25 i
1:50. U oba slu¢aja odredena minimalna antiagregacijska koncentracija je izno-
sila 20 uM uz statisticku znacajnost p = 0,012 (omjer 1:25), odnosno p = 0,002
(omjer 1:50).

Utjecaj biljnih ekstrakata na primarnu hemostazu

Hemostaza (gr¢. aipdotaots, aipa — krv i otdoig - staza) je slozen slijed procesa
koji u fizioloskim uvjetima dovode do sprjecavanja, odnosno prekida krvarenja.
Glavni su dogadaji u hemostazi: vaskularna faza, adhezija trombocita, agregacija
trombocita, degranulacija trombocita, stvaranje ugruska i fibrinoliza. Primarnu
hemostazu karakteriziraju faze inicijacije (aktivacija trombocita kolagenom),
ekstenzije (trombin, ADP, TxA2) i perpetuacije (nastanak primarnog hemosta-
tickog cepa). Sekundarna hemostaza obuhvaca stani¢no bazirano zgrusavanje i
nastanak sekundarnog hemostatickog ¢epa (tromba), nakon ¢ega slijedi fibrino-
liza (razgradnja ugruska i zarastanje ozljede) (14).

Aktivacija i agregacija trombocita klju¢ni su dogadaji u stvaranju tromba
koji moze prouzrociti bolesti kao $to su duboka venska tromboza, plu¢na embo-
lija, infarkt miokarda, mozdani udar. Novija istrazivanja pokazuju da se u poza-
dini nastanka tromba kod pacijenata s dijagnozom COVID-19, izmedu ostalih,
nalazi i hiperaktivacija trombocita (15). U testu agregacije trombocita potaknute
analogom ADP-a, TRAP-om i kolagenom, pokazano je da su bolnicki pacijenti
s dijagnozom COVID-19 imali povecanu agregaciju trombocita u odnosnu na
kontrolu (zdrave dobrovoljce) (15). 16 % bolnickih pacijenata s dijagnozom
COVID-19 lijecenih u New Yorku razvilo je komplikacije vezane uz nastanak
tromba (16). Tromboza je ucestala i kod drugih akutnih infekcija, ali je rizik
izrazeniji kod COVID-19 (17). Iako je patofiziologija COVID-19 slozena, pri-
mjena antagonista ADP-receptora se preporucuje nakon koronarografije pacije-
nata pozitivnih na SARS-CoV-2 (18).

Ekstrakti biljnih vrsta bogatih polifenolima kao $to su vrste roda kadulja
(Salvia sp.), gorska metvica (Calamintha nepeta L.), lavanda (Lavandula angu-
stifolia Mill.), mati¢njak (Melissa officinalis L.), paprena metvica (Mentha x
piperita L.), bosiljak (Ocimum basilicum L.), mravinac (Origanum vulgare L.) i
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ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.), pokazali su pozitivan u¢inak smanjenjem
agregacije trombocita u testovima agregacija koja je potaknuta ADP-om (19).
Djelovanje ekstrakta mati¢njaka povezano je sa sadrzajem ruzmarinske kise-
line (20), dok je ucinak ekstrakata vrsta kadulja povezan s antioksidacijskim
kapacitetom ekstrakata (21). Uzorci propolisa pokazali su da antiagregacijski
ucinak ovisi o pojedinim fenolnim sastavnicama: $to je nizi sadrzaj luteolina i
vi$i sadrzaj pinocembrin-7-metiletera izrazeniji je antiagregacijski ucinak eks-
trakta propolisa (22).

Ispitivanja se naj¢e$¢e provode na ekstraktima pojedinih biljnih vrsta.
Medutim, kombinacije biljnih ekstrakata mogle bi pokazati pozitivho zajed-
ni¢ko djelovanje (sinergizam). U ovom radu je pokazano da pojedinac¢ni ekstrakt
propolisa pokazuje antiagregacijski u¢inak u testu agregacije koja je potaknuta
ADP-om (MINaAC = 10 uM) i TRAP-om (MINaAC = 20 pM), dok ekstrakt
ginkga pokazuje antiagregacijski u¢inak samo u testu agregacije koja je pota-
knuta TRAP-om (MINaAC = 20 uM). Medutim, ekstrakt ginkga u kombinaciji s
propolisom pokazuje antiagregacijski u¢inak i u testu agregacije koja je pota-
knuta ADP-om (MINaAC = 20 uM).

Zakljucak

Ekstrakt propolisa pokazao je antiagregacijski uc¢inak u testu
agregacije trombocita potaknut ADP-om pri koncentraciji od 10 uM dok
ekstrakt ginkga nije pokazao antiagregacijski u¢inak u istom testu agregacije.
I ekstrakt propolisa i ekstrakt ginkga pokazali su antiagregacijski uc¢inak u
testu agregacije trombocita potaknutom TRAP-om pri koncentraciji od 20
uM. TRAP i ADP postizu svoje ucinke razli¢itim signalnim putevima, te se
moze zakljuciti da ekstrakti propolisa i ginkga imaju razli¢ite zahvatne tocke
u sprjecavanju agregacije trombocita. Stoga je kombinacija ekstrakata propo-
lisa i ginkga opravdana s farmakodinamskog aspekta. Kombinacija ekstrakata
pokazala je antiagregacijski u¢inak u testu agregacije trombocita potaknutom
ADP-om pri minimalnim antiagregacijskim koncentracijama sastavnica u omje-
rima 1:25 i 1:50. Ekstrakt propolisa, samostalno ili u kombinaciji s ginkgom,
moze smanjiti agregaciju trombocita, te tako pozitivno djelovati na bolesti i
stanja koja mogu rezultirati nastankom tromba (npr. sr¢ani udar, mozdani
udar, COVID-19).
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