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1. Uvod



1.1. Znacenje i mehanizam agregacije trombocita

1.1.1. Hemostaza

Trombociti ili krvne plocice su 1-3 pum veliki stani¢ni fragmenti bez jezgre, a na
laboratorijskom nalazu kompletne krvne slike njihov referentni interval iznosi 150 - 350 x 10%/L
krvi. Nastaju u kostanoj srzi, iz hematopoetske mati¢ne stanice, trombopoezom koja dovodi do
nastanka megakariocita. Sam megakariocit tvori brojne izdanke (protrombocite) koji sezu do
lumena sinusoidalnih krvnih zila koStane srzi nakon ¢ega se trombociti cijepaju s krajeva
protrombocita izravno u krv. Zivotni vijek trombocita u krvi je 9 do 12 dana. lako nemaju
jezgru, sadrze razlicite organele (mitohondrije i dijelove Golgijeva aparata), a iz povrSine se
izboCuje otvoreni sustav kanala gdje se odlaze sadrzaj granula ¢iji je sadrzaj povezan s
njihovom ulogom (Aumuller i sur., 2018).

Trombocitne granule dijele se na a-granule koje sadrze specificne bjelancevine za
adheziju, ¢imbenike zgrusavanja, citokine i inhibitore fibrinolitickih sustava, te p-granule u
kojima je sadrZan serotonin potreban za vazokonstrikciju. Preostala endoplazmatska mrezica
tvori zatvorenu mrezu kanala gdje se nakupljaju ioni kalcija (Aumuller i sur., 2018).

U novije vrijeme otkrivene su uloge trombocita u imunosnom odgovoru na mikrobiolosku
infekciju, pri ¢emu poticu upalni odgovor, ali u nekim slu¢ajevima dovode i do diseminirane
vaskularne koagulacije i sepse. IstraZena je i njihova uloga u angiogenezi §to naposljetku dovodi
do rasta tumora, a uz pomo¢ mehanizama koji se jos istraZuju, trombociti potpomazu i nastanak
metastaza. Ipak, prvo otkrivena i osnovna uloga trombocita jest ona u hemostazi (Leslie, 2010).

Hemostaza predstavlja skup medusobno povezanih biokemijskih reakcija koje dovode
do zaustavljanja krvarenja koje nastaje pri oste¢enju krvne Zile, odrZzavaju normalnu proto¢nost
krvi i sudjeluju u uklanjaju krvnog ugruska nakon popravka krvne zile. lako se hemostaza
tradicionalno dijeli na onu primarnu koja obuhvaca vazokonstrikciju i nastanak trombocitnog
¢epa i sekundarnu u kojoj nastaje fibrinska mreza kao posljedica koagulacijske kaskade, novija
istrazivanja ukazuju na jedan dinamic¢niji i medusobno isprepleten proces izmedu trombocita,
komponenti koagulacijske kaskade i komponenti stijenke krvne zile (Versteeg i sur., 2013).

Kada je endotel neoStecen, trombociti se nalaze u svom neaktivnom stanju koje
karakterizira diskoidni oblik i izostanak adhezije za endotel krvne zile zahvaljujuéi specificnom
glikoproteinskom omotacu koji ne omogucava prianjanje uz normalni endotel. Trombociti se

aktiviraju uslijed ostecenja zilnog endotela unutar nekoliko sekundi nakon ¢ega dolazi do
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promjene njihovog oblika i poprimanja svojstva adhezije (slika 1.). Diskoidni trombociti kroz
interakciju adhezivnih glikoproteinskih receptora s proteinima izvanstani¢nog matriksa koji
postaju dostupni nakon ozljede, von Willebrandova faktora (VWF) preko GP la-V-1X receptora
i kolagena preko GP VI receptora, prianjaju na mjesto ozljede. VWF je sadrZzan u a-granulama
endotelnih stanica i trombocita, a nakon povezivanja s trombocitima ima ulogu restrukturiranja
aktinskog citoskeleta pri ¢emu oni postaju okrugli i formiraju pseudopodije. Potaknuto kalcijem
koji kao sekundarni glasnik potpomaze unutarstani¢éne procese, iz granula pocinje lucenje
autakoida kao $to su tromboksan A2 i ADP koji posljedi¢no aktiviraju trombocite u
neposrednoj blizini i poti¢u njihovu agregaciju. Slijedi izlaganje i aktivacija integrina na
povrsini trombocita koje je bitno za stabilno vezanje trombocita na endotel krvne zile ili za
rastu¢i ugrusak odnosno prethodno aktivirane trombocite. Najvise zastupljen integrin na
povrsini jest GPIIb/IIIa, a njegova posebnost je moguénost prijenosa signala iz vanjskog okolisa
prema unutrasnjosti i obrnuto. Na mjestu ozljede se aktivira sve vise trombocita koji privlace
dodatne trombocite iz blizine koji prianjaju na postojece i tako agregacijom nastaje trombocitni
cep koji je dovoljan za =zaustavljanje krvarenja pri manjim ozljedama krvnih Zzila.
Prokoagulacijski trombociti stvaraju membranu bogatu fofatidilserinom ¢ime poticu stvaranje
odredenih komponenti koagulacijske kaskade - tenaznog kompleksa i kompleksa
protrombinaze §to dovodi do velike proizvodnje trombina. Trombin ima glavnu ulogu u
aktivaciji koagulacijskih faktora, ali i samih trombocita. Brojni trombociti po¢inju se povezivati

preko fibrinogenskih mostova, a kasnije i preko fibrinskih niti (Versteeg i sur., 2013).

O DNt O

Prokoagulacijska
aktivnost

| Stasmie mirovania  Promjena oblika Izlaganje  Sekrecifa autakoida
integrina

Slika 1. Faze aktivacije trombocita i nastanka trombocitnog ¢epa (preuzeto i prilagodeno

prema Versteeg i sur., 2013).



Za nastanak trombina, a posljedi¢no i fibrina koji stabilizira trombocitni ¢ep i pospjesuje
nastanak krvnog ugruska, potrebna je aktivacija koagulacijske kaskade koja dodatno zapocinje
u krvnoj plazmi pri ozljedi krvne zile. Koagulacijska kaskada predstavlja proces u kojem se
kaskadom kemijskih reakcija neaktivne bjelanéevine izlu¢ene pri ozljedi krvne Zile, pretvaraju
u aktivne proteaze. Naposljetku nastaje kompleks aktiviranih tvari koji se naziva aktivator
protrombina. Aktivator protrombina, u prisutnosti dovoljne koli¢ine kalcijevih iona,
potpomaze pretvorbu protrombina u trombin Protrombin je bjelancevina plazme za Cije je
stvaranje u jetri potreban vitamin K i on se neprestano trosi za zgrusavanje krvi posvuda u
organizmu. Trombin Kkoji nastaje iz protrombina ima slaba proteoliticka svojstva koja
omogucuju nastanak netopljivih fibrinskih monomera, a kasnije i niti, iz topljive bjelancevine
fibrinogena. U pocetku nastanka fibrinskih niti, molekule fibrinskog monomera su povezane
slabim vodikovim vezama pa je ugrusak nestabilan. U uévrs¢ivanju ugruska sudjeluje faktor
stabilizacije fibrina koji se otpusta iz trombocita u ugrusku i omogucuje stvaranje kovalentnih
veza izmedu fibrinskih monomera i susjednih fibrinskih niti (Guyton i Hall, 2012).

Nastali krvni ugrusak pocinje se stezati i iz njega se istiskuje tekucina-Serum. Za
stezanje ugruska bitni su trombociti pricvrSéeni za fibrinske niti koji ih dodatno medusobno
povezuju, a osim toga kontraktilne bjelancevine poput aktina i miozina u trombocitima
uzrokuju kontrakciju trombocitnih izdanaka i zbijanje fibrinske mrezice ¢ime se stezu rubovi
prekinute krvne zile. U stvaranju ugruska prisutna je pozitivna povratna sprega u kojoj klju¢nu
ulogu ima trombin (Guyton i Hall, 2012).

Novija istraZivanja pokazuju da nastali krvni ugruSak ima hijerarhijsku gradu odnosno
da gustoca pakiranja i aktivnost trombocita ovisi o gradijentu topljivih agonista koji su prisutni
na mjestu ozljede (trombin, ADP, tromboksan A2). Gustoca pakiranja i aktivnost trombocita
najvece su u sredistu ugruska zbog velikog oslobadanja trombina na mjestu ozljede dok prema
povrsini ugrusak postaje rahlije pakiran i sadrZi manje aktiviranih trombocita. Na povrSini ve¢u

ulogu imaju ADP i tromboksan A2 koji se oslobadaju iz samih trombocita (Stalker i sur., 2013).

1.1.2. Induktori agregacije trombocita

Aktivacija trombocita (slika 2.) moze biti potaknuta razli¢itim topljivim ligandima, no
neovisno o vrsti induktora, aktivacija vodi do stvaranja GP Ilb/llla kompleksa. Nastanak
kompleksa posljedica je stvaranja nekovalentnih veza izmedu GP llb i Il1a podjedinica pri ¢emu

nastaje heterodimerni integrinski receptor GP llb/llla koji ima glavnu ulogu u agregaciji
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trombocita. Vecina integrinskih kompleksa nalazi se na povrSini trombocita dok je dio
uskladisten u a-granulama odakle se oslobada pri aktivaciji trombocita. Afinitet integrinskog
receptora GP IlIb/Illa za svoje ligande nizak je u stanju mirovanja, a raste pri aktivaciji
trombocita. Induktori agregacije trombocita su ADP, kolagen, von Willebrandov faktor,
tromboksan A2, trombin, adrenalin i drugi. Oni vezu za svoje receptore koji su izlozeni na
povrsini trombocita, a kroz slijed biokemijskih reakcija naposljetku poti¢u konformacijsku
promjenu GP IIb/Illa receptora koji tada moze vezati fibrinogen i na taj nacin povezati susjedne

trombocite $to doprinosi nastanku stabilnog trombocitnog ¢epa (Kristensen i sur., 2012).

Trombin

PAF U Serotonin
o OB 63
” g

WF
Kolagen
> 4 TxXA;
St

Aktivacija trombocita
S

Amplifikacija signala Signaliziranje GPI
| iznutra prema van y
) &2 4
i

Luéenje iz
granula

@ @ Promjena oblika

GP lib/llla

Slika 2. Aktivacija trombocita, a posljedi¢no i agregacija, potaknuta je interakcijom pojedinih

agonista s receptorima na povrsini trombocita (preuzeto i prilagodeno prema Kristensen i sur.,

2012).

Svi agonisti agregacije, ukljucujuci i one jake poput kolagena i trombina, izmedu ostalog
dovode i do otpustanja ADP-a iz granula neovisno o signalnom putu koji su pokrenuli (Gachet,
2008). ADP kao slabi agonist veze za P2Y12 | P2Y1 receptore spregnute s G-proteinom. Uslijed
vezanja ADP-a za P2Y1» receptora dolazi do konformacijske promjene i odvajanja o-
podjedinice Gi-proteina koja veze za adenilat ciklazu i inhibira sintezu cAMP-a. CAMP djeluje

na cAMP ovisnu protein kinazu koja fosforilira odredene proteine, ukljucujuc¢i i VASP protein,
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a koji su nuzni za odrzavanje trombocita u stanju mirovanja. Odvajanje By podjedinice Gi-
proteina aktivira fosfoinozitid-3-kinazu (PI3K) uz nastanak fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata
koji omoguéuje aktivaciju protein kinaze Akt. Kao konacan rezultat stimulacije PI3K signalnog
puta, dolazi do aktivacije trombocita odnosno lucenja tvari iz granula i nastanka stabilnog
trombocitnog ¢epa. Vezanje ADP-a za P2Y1 receptore spregnute s Gg-proteinom dovodi do
aktivacije fosfolipaze C (PLC) s§to uzrokuje nastanak sekundarnih glasnika diacilglicerola
(DAG) i inozitol-1,4,5-trifosfata (IP3). DAG i IP3 aktiviraju protein kinazu C (PKC) i uzrokuju
povecéanje koncentracije kalcija u citosolu i sintezu tromboksana A2 Tromboksan A2 aktivira
trombocite u blizini i poti¢e vazokonstrikciju djelovanjem na glatke miSi¢e krvnih Zila (Stalker
i sur, 2013).

Adrenalin (epinefrin). Trombociti na povrSini sadrze i adrenergicke a2-receptore za
adrenalin. Adrenalin je simpatomimetski kateholamin koji se otpusta iz nadbubrezZne zlijezde u
stanjima stresa, a u velikim dozama pokazuje afinitet za a-receptore. Adrenalin se u nekoliko
in vitro istrazivanja pokazao kao slabi induktor, a u kombinaciji s drugim induktorima
primjerice. ADP-om i kolagenom djeluje sinergisticki. Vezanje adrenalina za receptore
spregnute s Gz-proteinom dijeli neke strukturne i funkcionalne karakteristike s Gj-proteinom
vezanim uz P2Y 1, receptor. Istrazivanja su pokazala inhibicijsko djelovanje na sintezu cCAMP-
a, a posljedi¢no i na VASP protein pri ¢emu adrenalin uzorkuje njegovu defosforilaciju i na taj
nacin omogucuje aktivaciju trombocita. Takoder je dokazano znacajno aktivirajuce djelovanje
adrenalina preko PI3K signalnog puta i Akt protein kinaze. Aktivacija adrenergickih receptora
na trombocitima povezana je i s porastom koncentracije slobodnog kalcija u citosolu §to ima
vaznu ulogu u signalnim putevima povezanim s aktivacijom trombocita (Saaed i sur., 2004;
Martin i sur., 2019). Zapazeno je i djelovanje povecane koncentracije kloridnih iona u
trombocitima na pojacanu agregaciju trombocita posredovanu a2-adrenergickim receptorima
dok je s druge strane adrenalin potaknuo izmjenu bikarbonatnih i kloridnih iona stimulacijom
enzima uglji¢ne anhidraze. Postojeci diuretici koji potpomazu izluc¢ivanje klorida iz organizma

mogli bi smanjiti utjecaj adrenalina na agregaciju (Spalding i sur., 1998).



1.2. Kardiovaskularne bolesti

Hemostaza je normalan fiziolo$ki proces koji se cijelo vrijeme odvija u naSem organizmu,
no u nekim slu¢ajevima dolazi do odredenih poremecaja hemostaze koji tada dovode do razvoja
kardiovaskularnih bolesti. Kardiovaskularne bolesti obuhvaéaju poremecaje srca i krvnih zila
medu kojima su koronarna bolest srca, cerebrovaskularna bolest, bolest perifernih arterija,
reumatska bolest srca, kongenitalna bolest srca, duboka venska tromboza i1 plu¢na embolija

(https://www.who.int/).

Cimbenici rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti na koje mozemo utjecati su
hipertenzija, hiperlipidemija, puSenje, pretilost, tjelesna neaktivnost, nepravilna prehrana i
konzumacija alkoholnih pi¢a dok su oni na koje se ne moze utjecati dob, spol i obiteljska
anamneza. Europsko kardiolosko drustvo preporucuje SCORE tablice kao metodu procjene
ukupnog kardiovaskularnog rizika s obzirom na specifiéne vrijednosti c¢imbenika
kardiovaskularnog rizika (Piepoli, 2016).

Najces¢i patofizioloski uzrok kardiovaskularnih bolesti jest ateroskleroza koja
obuhvaca promjene, ostecenja i naslage na stijenkama krvnih Zila, najéesce arterija. Lokalna
zadebljanja nazivaju se plakovi ili ateromi, a sastoje se od jezgre koja je izgradena od lipida,
raspadnutih stanica i upalnih stanica te od takozvane kape sastavljene od promijenjenih glatkih
misiénih stanica i vezivnog tkiva. Smatra se da do nastanka ateroskleroze dolazi kod
izmijenjenog endotela krvne Zile usred poviSenih lipida u krvi, poviSenog tlaka, puSenja,
imunoloskih reakcija pa cak 1 usred izlaganja nekim bakterijama 1 virusima. Na izmijenjeni
endotel pocinju prianjati bijele krvne stanice koje odlaze u intimu krvne zile gdje diferenciraju
u makrofage koji fagocitiraju LDL 1 prelaze u pjenaste stanice. Usred ponavljanih oSte¢enja
odnosno konstantno prisutnog rizicnog ¢imbenika, primjerice poviSenih lipida u krvi, pjenaste
stanice postepeno propadaju, a istovremeno se poCinje stvarati nakupina stanica glatkih misica
i vezivnog tkiva u obliku kape oko nakupine lipida. Najteza posljedica vezana uz aterosklerozu
nastaje pri pucanju vezivne kape pojedinog ateroma. Iako veée nakupine dovode do smanjenog
protoka krvi, ve¢i problem stvaraju manje i nestabilne nakupine koje ¢es¢e pucaju. Uslijed
puknuca dolazi do ulaska krvi iz krvne Zile u nakupinu pri ¢emu moze do¢i do djelomicnog ili
potpunog zacepljenja krvne zile uslijed nastanka ugruska (Reiner, 2012).

Trombociti imaju znacajnu ulogu u kardiovaskularnim bolestima te ¢ine poveznicu
izmedu pocetne upalne reakcije, ateroskleroze i aterotromboze. Aktivirani trombociti luce razne

citokine iz a-granula medu kojima su 1 proupalni medijatori koji poticu pristizanje leukocita na
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mjesto aterosklerotskog plaka, a osim toga dolazi do izlaganja povrSinskih adhezijskih
molekula za leukocite i pojacanja upalnog odgovora na mjestu promijenjenog endotela krvne
zile uslijed izloZenosti rizicnim ¢imbenicima). U slu¢aju kidanja kape aterosklerotske nakupine,
dolazi do brze aktivacije i agregacije trombocita, aktivacije koagulacijske kaskade i stvaranja
tromba na istom mjestu. Tromb je abnormalni ugrusak koji nastaje, a ukoliko se odvoji od
hvatista zbog protoka krvi naziva se embolus. Embolusi iz velikih arterija ili lijeve strane srca
mogu biti prenijeti krvlju na periferiju i zacepiti arterije u mozgu, bubrezima i drugdje. Ukoliko
dolaze iz vena ili desne strane srca mogu uzrokovati plué¢nu emboliju. Trombociti u pojedinaca
koji imaju neki od rizi¢nih faktora za nastanak kardiovaskularnih bolesti pokazali su svojstvo

pojacane aktivacije i agregacije in vitro (Lievens i Hundelshausen, 2011; Guyton i Hall, 2012).



1.3.Antiagregacijska terapija

Antiagregacijska terapija potrebna je u prevenciji aterotrombotickih dogadaja zbog
znacajne uloge trombocita u kardiovaskularnim bolestima. Postojeci antiagregacijski lijekovi
na trziStu djeluju na razli¢ite mete ukljucene u proces prianjanja i nagomilavanja trombocita, a
dijele se na inhibitore ciklooksigenaze, antagoniste ADP receptora, antagoniste GP Ilb/llla
receptora, antagoniste PAR-1 receptora, analoge prostaglandina i inhibitore fosfodiesteraze.
Cesto se propisuju kombinacije lijekova koji djeluju na razli¢ite mete pri ¢emu je njihovo
djelovanje aditivno ili sinergisticko. Uz antiagregacijsku terapiju ¢esto se vezu pojave
rezistencije i nuspojava zbog ¢ega se sve vise istrazuju sigurnije terapijske opcije (McFadyen i
sur., 2018).

Acetilsalicilna kiselina (ASK) spada u skupinu lijekova s analgetskim, antipiretskim i
protuupalnim ucincima, a uz to je i jedan od najceS¢e koriStenih lijekova u terapiji
kardiovaskularnih bolesti. ASK, u nizim dozama, u trombocitima ireverzibilno inhibira enzim
ciklooksigenazu-1 (COX-1) acetilacijom serinskog ostatka u blizini aktivnhog mjesta enzima i
na taj nacin sprjecava vezanje endogenog supstrata arahidonske kiseline i sintezu tromboksana
A2 bitnog za indukciju aktivacije i agregacije trombocita. S obzirom da u trombocitima nema
sinteze novih proteina, djelovanje acetilsalicilne kiseline traje onoliko koliko i Zivotni vijek
trombocita (9-12 dana). Opravdana je uporaba u sekundarnoj prevenciji odnosno nakon vec
preboljelog kardiovaskularnog incidenta ili postojece kardiovaskularne bolesti. Istrazivanja su
pokazala da se najbolji antitrombocitni ucinak postize s dozama 50-325 mg dnevno, a najéesce
se primjenjuje dnevna doza od 75 mg. Novija istrazivanja (ARRIVE, ASCEND, ASPREE)
pokazala su da acetilsalicilna kiselina ne pokazuje znacajan ucinak u primarnoj prevenciji kod
osoba koje imaju odredene ¢imbenike rizika te da dugoro¢no dvostruko povecavaju rizik od
ekstrakranijalnog krvarenja, najviSe u gornjem gastrointestinalnom traktu (Katzung, 2017;
Patrono i Baigent, 2019).

Tromboksan A2 ima ograni¢enu ulogu u agregaciji te monoterapija acetilsalicilnom
kiselinom nije dovoljna u nekim stanjima visokog rizika kao §to su akutni koronarni sindrom
ili perkutana koronarna intervencija. Inhibitori ADP-om ovishe agregacije trombocita imaju
znacajan antiagregacijski u¢inak ponajvise u pocetnoj fazi aktivacije trombocita. Mehanizam
njihova djelovanja je inhibicija P2Y 12 receptora za ADP na membranama trombocita. Prvi lijek
iz ove skupine peroralnih antiagregacijskih lijekova u klini¢koj primjeni jest tiklopidin koji se

pokazao ucinkovitim u terapiji ishemijskog mozdanog udara, angine pektoris te pri ugradnji
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koronarnih stentova, ali zbog odgodenog pocetka djelovanja i ¢estih nuspojava (tromoboti¢na
purpura i aplasti¢na anemija), koje uvjetuju ¢estu kontrolu krvne slike, istisnut je iz uporabe
pronalaskom klopidogrela. Ipak, koristi se u slucajevima rezistencije na klopidogrel.
Klopidogrel ima brzi farmakodinamski u¢inak uz manje hematoloskih nuspojava te se pokazao
uc¢inkovitijim u sekundarnoj prevenciji ishemijskog mozdanog udara od ASK, a kombinirano
lijeCenje acetilsalicilnom kiselinom 1 klopidogrelom postalo je standardna terapija nakon
ugradnje stenta. Klopidogrel se aktivira pomo¢u CYP2C19 enzima u dvije faze Sto ga ¢ini
podloznim interakcijama s drugim lijekovima i pojavi genskih polimorfizama pri ¢emu su
pojedinci koji su spori metabolizatori u nemoguénosti metabolizirati, a time i aktivirati sam
lijek zbog cega dolazi do rezistencije odnosno neuspjesnog lijeCenja. Zbog navedenih
nedostataka uslijedio je razvoj prasugrela. Prasugrel ima brzi i u¢inkovitiji metabolizam te
nema zabiljeZene znacajne pojave genske varijabilnosti. Uporabom prasugrela postignuto je
uspjesnije smanjenje ishemijskih dogadaja u usporedbi s klopidogrelom, ali zbog veceg rizika
od krvarenja ne preporucuje se starijima od 75 godina. Najnoviji inhibitor P2Y 12 receptora jest
tikagrelor i njegova prednost jest reverzibilno vezanje za P2Y12 za razliku od prethodno
navedenih ireverzibilnih inhibitora. Dokazano je statisti¢ki znac¢ajno smanjenje ishemijskih
dogadaja, rizika od krvarenja i mortaliteta u usporedbi s prethodnim inhibitorima. Kangrelor je
reverzibilni inhibitor P2Y 12 receptora i jedini se primjenjuje intravenski nakon ¢ega postize
djelovanje za nekoliko minuta. Kangrelor se koristi kod perkutane koronarne intervencije u
slucajevima kada pacijent ne prima peroralno inhibitor P2Y12 ili GP IIb/Illa antagonist
(Knezevi¢, 2014; Katzung, 2017).

Dostupni lijekovi iz skupine antagonista GP IIb/Illa integrinskog receptora su
abciksimab, tirofiban i eptifibatib. lako im se strukturna i farmakokineticka svojstva razlikuju,
djelovanje im je zajednicko: onemogucuju medusobno prianjanje, a time i1 agregaciju
trombocita. Primjena lijekova iz ove skupine je intravenska te se najée$cée koriste za prevenciju
infarkta miokarda uslijed akutnog koronarnog sindroma (King i sur., 2016). VVorapaksar je
antagonist PAR-1 receptora za trombin koji se koristi za smanjenje aterotrombotskih dogadaja
u bolesnika s infarktom miokarda ili perifernom arterijskom boles¢u.. Ne Koristi se kod
pacijenata s preboljelim mozdanim udarom ili intrakranijalnim krvarenjem zbog povecanog
rizika od krvarenja (Lam i Tran, 2015). Inhibitor fosfodiesteraze cilostazol reverzibilno blokira
agregaciju trombocita i uzrokuje Sirenje krvnih zila ¢ime poboljSava protok krvi, a najéesce se
koristi kod cerebrovaskularne bolesti, koronarne bolesti srca uslijed perkutane koronarne

intervencije te periferne arterijske bolesti kod koje je prisutna intermitentna klaudikacija te je
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dokazana ucinkovitost u vidu lakSeg kretanja bolesnika. Prednost cilostazola jest mali rizik od
krvarenja dok je nedostatak slaba adherencija pacijenata uslijed nuspojava kao §to su
glavobolja, omaglica i drugi (Rogers i sur., 2015).

Jo§ jedan antiagregacijski lijek u primjeni jest dipiridamol. Dipiridamol uz
vazodilatatorno djelovanje ima i antiagregacijsko djelovanje zbog inhibicijskog djelovanja na
prijenos adenozina u trombocite i na enzim fosfodiesterazu. Indiciran je kod sekundarne
prevencije cerebrovaskularne bolesti u kombinaciji s aspirinom te za prevenciju

tromboembolije pri ugradnji umjetnih sr¢anih zalistaka (Katzung, 2017).
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1.4. Flavonoidi

Flavonoidi su polifenolni spojevi biljnog porijekla. Polifenoli su sekundarni metaboliti
biljaka koji imaju vaznu ulogu u zastiti biljaka od Stetnog ucinka ultraljubicastog zracenja i
nametnika, a nalaze se u listovima, cvjetovima, plodovima i kori. Prisutni su u velikom broju
biljnih vrsta, a poznato je viSe tisuca razlicitih polifenolnih spojeva. Gradeni su od najmanje
jednog aromatskog prstena na koji su vezane jedna ili viSe hidroksilnih skupina. Prema
strukturnim karakteristikama odnosno broju fenolnih prstenova i poveznicama izmedu
prstenova dijele se na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (slika 3.). Glavni izvor

polifenola u prehrani ¢ine voce i napitci, a u manjem broju i povrée i zitarice (Manach i sur.,

2004).
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Pojam flavonoida oznacava skupinu biljnih spojeva koji su prema strukturi derivati
benzopirona, a u prirodi se pojavljuju u obliku aglikona, glikozida ili metiliranih derivata §to
uvelike doprinosi njihovoj razli¢itosti. Osnovna struktura flavonoida sastoji se od benzenskog
prstena povezanog sa SesteroClanim prstenom koji kao supstituent na poziciji 2 nosi fenilnu
skupinu. Sestero&lani prsten moZe biti y-piron (flavonoli i flavononi) ili njegov dihidroderivat
(flavanoli i flavanoni). Ukoliko se fenilna skupina nalazi na poziciji 3 u Sesteroclanom prstenu
tada se radi o izoflavonoidima. Osim navedenih u prirodi su zastupljeni i antocijanidini te
katehini (flavan-3-oli) (Havsteen, 1983).

Za proucCavanje bioloskih ucinaka flavonoida potrebno je poznavati njihovu
farmakokinetiku odnosno apsorpciju, distribuciju i metabolizam. Vecina flavonoida nalazi se u
glikoziliranom obliku u prirodi te prije apsorpcije dolazi do hidrolize u aglikone djelomi¢no
ve¢ u tankom crijevu, a u ve¢oj mjeri u debelom crijevu djelovanjem enzima bakterija.
Farmakoloski uc¢inak pojedinog flavonoida uvelike je ovisan o broju i poloZaju hidroksilnih
skupina koje u jetri i tankom crijevu podlijezu konjugaciji u O-glukuronide, sulfat-estere i O-
metiletere. Oksidacija nije toliko zastupljena u metabolizmu flavonoida, ali takoder moze
utjecati na bioloSka svojstva. Kod pojedinih spojeva dolazi i do enterohepaticke cirkulacije
(Covié i sur., 2009).

Pojedine klase flavonoida zastupljene su u razli¢itim namirnicama. Najzastupljeniji
flavanoni su naringenin i hesperitin, u prirodi se pojavljuju kao hidroksilirani, glikozilirani ili
O-metilirani derivati flavanona. Najznacajniji izvor flavanona je citrusno voc¢e poput gorke
narance 1 grejpa. Medu flavonole spadaju kempferol i kvercetin, a najznac¢ajniji izvori su Zuti i
crveni luk, rajcice, treSnje 1 jabuke. Flavoni popu luteolina 1 apigenina su pronadeni u celeru,
persinu i pojedinom zac¢inskom bilju. Flavan-3-oli se u prirodi pojavljuju u raznim oblicima, od
monomera poput katehina i epikatehina do polimernih proantocijadina poznatijih kao tanina.
Neki od izvora flavan-3-ola su zeleni ¢aj (Camellia sinensis (L.) Kuntze) i kakaovac
(Theobroma cacao L.). U izoflavone spadaju daidzein i genistein Kkoji su prisutni u
mahunarkama, a najpoznatija prehrambena namirnica koja ih sadrZi izvor jest soja. Izoflavoni
strukturno nalikuju estrogenu te su klasificirani kao fitoestrogeni. Antocijanidini su u prirodi
prisutni u obliku konjugata s organskim kiselinama i Seerima, a najce$¢i aglikoni su
pelargonidin, cijanidin, delfinidin, peonidin i drugi. Antocijanidini daju boju cvjetovima i
plodovima biljaka, a najviSe su zastupljeni u bobi¢astom vocu i crnom vinu (Del Rio 1 sur.,

2013).
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Istrazivanje povoljnih ucinaka polifenolnih spojeva na zdravlje u velikoj se mjeri
istrazuje u novije vrijeme, a pripisana su im razli¢ita djelovanja poput protuupalnog,
antikancerogenog, hepatoprotektivnog, antibakterijskog i antivirusnog. Za navedene ucinke
zasluzna je antioksidativna i antiradikalna aktivnost flavonoida koja se intenzivno istrazuje, a
kao glavna odrednica antioksidativnog djelovanja isti¢e se struktura flavonoida odnosno broj i
smjestaj hidroksilnih grupa na prstenu B. Mehanizmi antioksidacijskog djelovanja flavonoida
obuhvaca hvatanje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS), keliranje metala i inhibiciju enzima
ukljuenih u stvaranje istih, obnovu enzima koji sudjeluju u antioksidativnoj aktivnosti.
Flavonoidi takoder umanjuju ostecenje uslijed lipidne peroksidacije koje je posljedica
oksidativnog stresa uslijed stvaranja ROS (Kumar i Pandey, 2013).

Gledano na razini organa i organskih sustava prepoznato je blagotvorno djelovanje
flavonoida na razne bolesti. Istrazivanja su pokazala u¢inak flavonoida u prevenciji dijabetesa
preko vise mehanizama: regulacija metabolizma glukoze, aktivnosti jetrenih enzima te lipidnog
profila (Al-Ishag, 2019). Dokazano je i hepatoprotektivno djelovanje pojedinih flavonoida iz
citrusa (Akachi i sur., 2010). Antikancerogeno djelovanje nije u potpunosti razjasnjeno, ali
postoji korelacija izmedu prehrane bogate flavonoidima i1 niZeg rizika od raka kolona, prostate
i dojke (Batra i Sharma, 2013). U posljednje vrijeme istrazuje se i utjecaj na neurodegenerativne
bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti pri ¢emu je problem prijelaz flavonoida kroz
krvno-mozdanu barijeru i pronalazak odgovarajueg terapeutskog oblika (Andrade i sur.,
2016).

Jedno od najviSe istraZivanih ucinaka flavonoida jest njihov ucinak na prevenciju i
terapiju kardiovaskularnih bolesti koji u podlozi sadrzi i antiagregacijski u¢inak flavonoida.
Biokemijski mehanizmi antiagregacijskog ucinka flavonoida nisu u potpunosti razjaSnjeni.
Postoji velik broj istrazivanja in vitro i in vivo koji su dokazali antiagregacijski u¢inak pojedinih
flavonoida ili pojedinih namirnica ¢ije se antiagregacijsko djelovanje pripisuje flavonoidima, a
djelovanje se povezuje s razli¢itim mehanizmima djelovanja na signalne puteve poput inhibicije
ciklooksigenaze i lipooksigenaze, a koje sudjeluju u metabolizmu arahidonske kiseline u
trombocitima, inhibicija fosfodiesteraza smanjujuc¢i cCAMP u trombocitima i inhibirajuci tirozin
kinaze koje su povezane s aktivacijom trombocita posredovanom kolagenom (Guarrero i sur.,
2005).

Vazna karakteristika flavonoida je njihova lipofilnost. Vec¢ina flavonoida je slabo
topljiva u vodi te stoga postoji tendencija za smjeStanjem u lipidni dvosloj bioloskih membrana

Sto je vazan ¢imbenik njihove bioloske aktivnosti (van Dijk 1 sur., 2000.).
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1.4.1. Francuski i azijski paradoks

Povecanje interesa za istrazivanjem pozitivnih bioloskih uc¢inaka flavonoida potaklo je
1 otkrice takozvanog francuskog paradoksa koji povezuje nisku stopu mortaliteta od
kardiovaskularnih bolesti kod populacije na podruc¢ju Mediterana s konzumacijom crnog vina i
hrane bogate zasi¢enim mastima (Nijveldt i sur., 2001). Termin je nastao 1992. godine uz
pretpostavku da glavnu ulogu u smanjenju rizika od kardiovaskularnih bolesti ima alkohol
odnosno crno vino. Dodatna istrazivanja pokazala su da je aktivnost trombocita manja u
Francuskoj nego u nekim drugim europskim zemljama (Renaud i Lorgeril, 1992). Kasnije je
pokazano da je navedena pojava vezana isklju¢ivo za crno vino koje je bogato polifenolima
medu kojima su flavonoli (miricetin, kempferol, kvercetin) zatim flavan-3-oli (katehini,
proantocijanidini) te antocijanidini, fenolne kiseline i stilben resveratrol, a ne za sva alkoholna
pica koja u pravilu u povec¢anom unosu djeluju $tetno na organizam (Catalgol i sur., 2012).

Azija je karakteristicna po velikoj potrosnji cigareta, a unato¢ dokazanom povecanom
riziku od kardiovaskularnih bolesti kod puSaca, u Aziji je rizik od obolijevanja od
kardiovaskularnih bolesti nizak. Niska incidencija kardiovaskularnih bolesti rezultat je
znacajne konzumacije zelenog ¢aja kod azijskog stanovniStva koja u prosjeku iznosi 1,2 L.
Zeleni se ¢aj izraduje od osusenih listova biljke C. sinensis koja u kemijskom sastavu ima preko
4000 spojeva od kojih 1/3 €ine polifenoli. Najvec¢i udio €ine katehini, flavonoli 1 fenolne

kiseline (Sumpio i sur., 2006).
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2. ObrazloZenje teme
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U danasnje vrijeme sve se viSe upozorava na ucestalost pojave kardiovaskularnih
bolesti. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije za 2019. godinu upravo su
ukupnih smrtnih slu¢ajeva godisnje odnosno oko 17 milijuna smrti (www.who.int).

Za samu prevenciju kardiovaskularnih bolesti potrebno je osvijestiti i informirati ljude
o zdravim zivotnim navikama i faktorima rizika, a u slucaju razvoja bolesti potrebna je brza
intervencija u vidu savjetovanja i farmakoterapije. Istrazivanja pokazuju da odredeni ¢imbenici
poput postojece hipertenzije, hiperkolesterolemije i dijabetesa uvelike doprinose samom
razvoju bolesti isto kao 1 debljina, fizicka neaktivnost te ostale nezdrave Zivotne navike. Osim
navedenog na razvoj bolesti utjeCe i oksidativni stres te pojacana koagulacija krvi i povecana
aktivnost trombocita.

Postoje¢a i najce$ée propisivana antiagregacijska farmakoterapija je kombinacija
acetilsalicilne kiseline i klopidogrela koja sa sobom nosi odredene nuspojave i rizike te se stoga
sve vise istrazuju potencijalne terapijske moguénosti iz prirode. S obzirom da su u brojnim
istrazivanjima polifenoli pokazali razne korisne u¢inke medu kojima je i antiagregacijski u¢inak
pokazan od strane flavonoida, pozeljno je detaljnije ispitati takva svojstva. Primjeri iz stvarnog
zivota koji su dokaz djelovanja polifenola su azijski i francuski paradoks u kojima se
pretpostavlja povoljan ucinak polifenola iz hrane unato¢ na prvi pogled loSoj prehrani i
zivotnim navikama.

Svrha je ovog rada ispitati in vitro u¢inak jednog od flavonoida — flavanona, na
agregaciju trombocita u prisustvu adrenalina kao induktora agregacije te odrediti minimalnu
antiagregacijsku koncentraciju ispitivanog flavonoida. 1z dobivenih rezultata bit ¢e moguce
doprinijeti razumijevanju mehanizma antiagregacijskog ucinka flavonoida u prisutnosti
adrenalina. Navedeno istrazivanje provodi se uz metodu impedancijske agregometrije na

uzorcima dobrovoljnih davatelja krvi koji nisu na antiagregacijskoj terapiji.
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3. Materijali i metode

18



Eticko povjerenstvo Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu odobrilo je koristenje
po 4,5 mL venske krvi uzete u spremnik s natrijevim citratom kao antikoagulansom od 20
dobrovoljnih darivatelja krvi za potrebe izrade eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada
na sastanku odrzanom 26. 11. 2019. godine. Za sudjelovanje u ovom istrazivanju dobrovoljni

davatelji duzni su potpisati informirani pismeni pristanak (u Prilogu).

3.1.Materijali

3.1.1. Uzorci i standardi

Uzorci Krvi. U eksperimentu je koristeno 20 uzoraka pune krvi dobrovoljnih davatelja
krvi na Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu. Uzorci su uz pristanak davatelja uzeti
prilikom uzimanja krvi za druge pretrage, a od svakog davatelja uzeto je 4,5 mL pune krvi. Krv
je sakupljena u vakuum epruvete (Vacutainer BD, SAD) s natijevim citratom koji kompleksira
kalcij iz uzorka i na taj nac¢in djeluje kao antikoagulans. Za pristupnika je bilo vazno da ne
uzima nikakvu terapiju protiv agregacije trombocita kako bi se izbjegli dodatni utjecaji na samu

agregaciju. Uzorci su koristeni u istrazivanju otprilike 3 sata nakon prikupljanja uzorka krvi.

Standard flavonoida. Flavonoid koji je koriSten u odredivanju antiagregacijskog
ucinka je standard flavanona (2-fenil-2,3-dihidrokromen-4-on) molekulske mase 224,25 g/mol.
(Sigma-Aldrich, Svicarska). Odvaga od 2,7 mg standarda flavanona otopljena je u DMSO te je
napravljen koncentracijski niz od 17 otopina metodom dvostrukog razrjedenja konaénih
koncentracija od 488 uM do 7,5 nM (Tablica 1.).
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Tablica 1. Konaéne koncentracije flavanona uzete u ispitivanje antiagregacijskog uéinka

flavanona u prisustvu adrenalina kao induktora agregacije.

Konac¢na koncentracija flavanona/uM

R1 488,00
R2 244,00
R3 122,00
R4 61,00
R5 30,50
R6 15,30
R7 7,65
R8 3,83
R9 1,92
R10 0,96
R11 0,48
R12 0,24
R13 0,12
R14 0,06
R15 0,03
R16 0,015
R17 0,0075

3.1.2. Kemikalije

U radu su koriStene sljedece kemikalije i otopine:
= induktor agregacije: adrenalin ampule masene koncentracije 1 mg/ml, a konacne
koncentracije u otopini 10 uM (Alkaloid, Sjeverna Makedonija)
= dimetilsulfoksid (DMSO, Sigma Aldrich, Svicarska)
= fizioloska otopina (0,9% NaCl, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska)
= fizioloska otopina s dodatkom kalcijeva klorida (0,003 M CaCl2u 0,9 % NaCl, Hrvatski

zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska)

3.1.3. Instrumenti i laboratorijski pribor

Ispitivanje je provedeno na analizatoru funkcije trombocita u punoj krvi Multiplate®
(Roche, Svicarska) na Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu. Multiplate® uredaj (slika
4.) radi na principu impedancijske agregometrije, a sastoji se od pet mjernih kanala koji
omogucuju istovremeno mjerenje pet razlicitih uzoraka. U svakom kanalu nalazi se kiveta s dva

para bakrenih elektroda presvucenih srebrom koje omogucéuju dva nezavisna mjerenja istog
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uzorka uz dodatak magnetskog mjesaca. Kivete su povezane s raCunalom i posebnim
racunalnim programom koji putem elektroda provodi mjerenje i biljezi podatke. Racunalni
program ujedno daje upute i naredbe za koriStenje automatske pipete $to smanjuje mogucnost
pogresaka. Neke od prednosti uredaja su mala koli¢ina pune krvi koja je potrebna za analizu
(0,3 mL po testu) i brza priprema uzorka, s obzirom da centrifuga nije potrebna, te mogucnost
odabira razli¢itih testova ovisno o induktorima agregacije i sl. Multiplate® analizator sluzi za
dijagnozu i pronalazak rjeSenja kod pacijenata s poremecajem agregacije trombocita te za

pracenje uéinkovitosti terapije antiagregacijskim lijekovima.

Slika 4. Multiplate® uredaj (preuzeto iz Harrison i Lordkipanidzé, 2013).

Za statisticku analizu koristen je t-test u sklopu programa Microsoft Excel® (Microsoft,
SAD).
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3.2. Metode

3.2.1. lIspitivanje agregacije trombocita

Pracenje agregacije trombocita provodi se metodom impedancijske agregometrije na
Multiplate® uredaju. Impedancijska agregometrija podrazumijeva mjerenje elektriénog otpora
izmedu dvije elektrode pri ¢emu je porast otpora uzrokovan aktivacijom trombocita (slika 5.).
Mjerenje se temelji na Cinjenici da trombociti aktivacijom izlazu svoje receptore na povrsini
zbog Cega poprimaju sposobnost agregacije i adherencije za ozlijedene krvne zile, ali i umjetne

povrsine, kao §to su elektrode uredaja, §to dovodi do povecanja otpora izmjeni¢noj struji.

¥
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W
| gl
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0** 0*|

Slika 5. Slikoviti i graficki prikaz pojave agregacije i porasta otpora nakon aktivacije

trombocita (preuzeto i prilagodeno iz www.haemoview.com.au/multiplate).

Uredaj biljeZi porast otpora odnosno pojafanu agregaciju trombocita 1 izraZava tu
vrijednost u arbitarnim jedinicama agregacije (AU) u ovisnosti o vremenu u minutama (slika
6.). Uredaj istovremeno izraduje graficki prikaz iz kojeg proizlazi najbitniji parametar prema
kojem odredujemo stupanj agregacije, a to je povrsina ispod krivulje (AUC) koja se koristi u
daljnjoj podatkovnoj analizi. S obzirom da uredaj sadrzi dva para elektroda, svaki graficki
prikaz daje nam dva neovisna rezultata nakon ¢ega program uzima srednju vrijednost i izrazava

je kao konacan rezultat (Calatzis i sur., 2007).
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Slika 6. Graficki prikaz ovisnosti agregacije trombocita (arbitarna jedinica, AU) o vremenu
(min) dobiven obradom uzorka na Multiplate® uredaju. Podrugje ispod krivulje (AUC, engl.
area under curve) Koristi se za daljnju analizu (preuzeto i prilagodeno prema Calatzis i sur.,
2007).

3.2.2. Postupak provedbe testa agregacije trombocita

Provedba testa agregacije trombocita zapocinje postavljanjem kivete u inkubacijski blok
uredaja Multiplate® i spajanjem elektroda na uredaj. Potrebno je upisati podatke o uzorku krvi,
a nakon toga slijedi odabir programa s obzirom na induktor agregacije odnosno agonist koji se
koristi. Za potrebe ovog istrazivanja koristeni su programi ADP test i ASPI ASA test. Pojedini

uzorci i reagensi dodaju se automatskom pipetom prema unaprijed postavljenom programu i

uputama koje izdaje uredaj.

3.2.2.1. ADP test

Uzorci pune krvi prvo su ispitani uz ADP test uz ADP kao induktor agregacije, a u svrhu
probira na temelju AUC vrijednosti za daljnja ispitivanja. U Kivetu se automatskom pipetom
dodaje 300 uL fizioloske otopine s dodatkom kalcijeva klorida termostatirane na 37 °C kako

bi se omogucila normalna agregacija trombocita nakon §to se pri uzimanju uzorka pune Krvi u
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epruvete dodao natrijev citrat u svrhu kompleksiranja i uklanjanja kalcija radi sprjeCavanja
zgrusavanja uzorka. Slijedi dodatak 300 pL uzorka krvi prethodno ru¢no promuckane i
inkubacija u trajanju 3 minute. Nakon inkubacije slijedi dodatak 20 uL. ADP-a te inkubacija u
trajanju od 6 minuta uz istovremeno crtanje grafa ovisnosti agregacije o vremenu i izraun
AUC. Nakon navedenog ispitivanja slijedi ispitivanje agregacije trombocita u istim uzorcima
krvi uz adrenalin kao induktor agregacije uz ADP test kako bi se vidjela u¢inkovitost adrenalina

kao induktora u danim eksperimentalnim uvjetima. Postupak je isti kao i za ADP.

3.2.2.2.  ASPI ASA test

ASPI ASA test koristen je u ispitivanju antiagregacijskog ucinka flavonoida u prisustvu
adrenalina na odabranim uzorcima pune krvi iz prethodnih ispitivanja (slika 7.). ASP1 ASA test
omogucuje dodatan korak u ispitivanju, a to je u ovom slucaju dodatak flavonoida. Prvo se
dodaje 300 pL fizioloske otopine s CaCl, termostatirane na 37 °C, 20 pL kontrole (DMSO) ili
razrijedenog uzorka flavanona (5 pL flavanona otopljenog u DMSO i 15 pL fizioloske otopine)
te 300 pL uzorka krvi. Sadrzaj se ostavi inkubirati 3 minute na 37 °C. Zatim se dodaje 20 pL
induktora agregacije adrenalina te se nastavi inkubirati i mjeriti tijekom 6 minuta uz

istovremeno crtanje grafa ovisnosti agregacije o vremenu i izracun AUC.
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Slika 7. Postupak provedbe ispitivanja agregacije trombocita metodom impedancije
agregometrije na Multiplate® uredaju (preuzeto i prilagodeno iz

www.haemoview.com.au/multiplate).

3.2.3. Odredivanje minimalne antiagregacijske koncentracije flavonoida (MINaAC)

Odredivanje minimalne antiagregacijske koncentracije flavonoida pocinje mjerenjem
agregacije trombocita uz pomo¢ ASPI ASA testa u kontrolnom uzorku koji predstavlja uzorak
pune krvi u kojem je umjesto ispitivanog flavonoida dodan DMSO (slika 8.). Iz tog mjerenja
dobijemo vrijednost AUCo. Nakon kontrolnog uzorka ispituje se agregacija uzorka s
flavonoidom (AUC) s najveéim razrjedenjem. Ukoliko se te dvije izmjerene agregacije tj.
vrijednosti povrsine ispod krivulja (AUC 1 AUCo) razlikuju vise od 5%, obavljaju se mjerenja
na dva nova uzorka krvi razli¢itih davatelja. Ukoliko nema statisticki znacajne razlike u
mjerenjima izmedu kontrole i uzorka flavonoida, koncentracija flavonoida se udvostruci i
postupak ponovi. Ako rezultati sva tri mjerenja pokazuju statisticki znacajno smanjenje
agregacije trombocita, u odnosu na kontrolni uzorak, a prema jednosmjernom Studentovom t-
testu provedenom u programu Microsoft Excel, tada analizirana koncentracija predstavlja
trazenu minimalnu antiagregacijsku koncentraciju (MINaAC). Navedeno vrijedi, osim u

slu¢aju da ve¢ prva koncentracija (n=1) pokazuje statisti¢ki znacajno smanjenje agregacije. AKo
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je to slucaj tada se ispitivanje ponavlja uz upola manju koncentraciju. Odredivanje MINaAC je

prikazano shematski na slici 8.
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Slika 8. Shematski prikaz odredivanja minimalne antiagregacijske koncentracije flavonoida
(MINaAC). Na grafu ovisnosti agregacije trombocita o vremenu plavom i crvenom linijom
prikazana su paralelna mjerenja istog uzorka (preuzeto i prilagodeno prema Boji¢ i sur.,
2011).
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4. Rezultati
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4.1. Rezultati impedancijske agregometrije

U nastavku su prikazani rezultati mjerenja antiagregacijskog ucinka flavanona na
agregaciju trombocita potaknutu adrenalinom dobiveni na Multiplate® uredaju metodom
impedancijske agregometrije.

Na svim je slikama prikazan graf ovisnosti agregacije trombocita u arbitarnim
jedinicama agregacije (AU) u ovisnosti o vremenu. Za svaku dobivenu krivulju izraunata je
povrsina ispod krivulje (AUC) ¢ije vrijednosti su navedene uz graf, a nadalje koriStene u
odredivanju minimalne antiagregacijske koncentracije flavonoida.

e Naslici 9. prikazani su rezultati mjerenja agregacije trombocita u tri razli¢ita odabrana
nezavisna uzorka dobrovoljnih davatelja krvi uz adrenalin kao induktor agregacije.

e Naslici 10. prikazani su rezultati mjerenja agregacije trombocita u jednom od odabranih
uzoraka uz DMSO kao slijepu probu i rezultati mjerenja agregacije trombocita uz
dodatak razli¢itih koncentracija flavanona dobivenih dvostrukim razrjedivanjem uzorka
flavanona uz adrenalin kao induktor agregacije.

e Na slici 11. prikazani su rezultati mjerenja agregacije trombocita u jo§ dva dodatna
uzorka uz DMSO kao slijepu probu i razrjedenje flavanona R14 koje je u prethodno

testiranom uzorku pokazalo statisticki znacajno smanjenje agregacije trombocita.
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Slika 9. Rezultati mjerenja za tri odabrana uzorka dobrovoljnih darivatelja krvi uz adrenalin

kao induktor agregacije.
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Slika 10. Rezultati mjerenja za odabrani uzorak dobrovoljnih darivatelja krvi uz DMSO kao

slijepu probu i razli¢ite koncentracije flavanona uz adrenalin kao induktor agregacije.
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Slika 11. Rezultati mjerenja za dodatna dva uzorka dobrovoljnih darivatelja krvi uz DMSO
kao slijepu probu i koncentraciju flavanona R14 (0,06 uM) uz adrenalin kao induktor

agregacije.
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Statisti¢ki znacajno smanjenje agregacije trombocita koje iznosi vise od 5% i uzima se
na daljnje razmatranje izmjereno je u uzorku krvi u koji je dodana koncentracija flavonoida
R14 (0,06 pM). Radi se o izmjerenim vrijednostima AUC Kkoji iznosi 52 U u uzorku s
koncentracijom flavanona R15 (0,12 uM) i 39 U u uzorku s koncentracijom flavanona R14
(0,06 uM).

Statisticki znaCajno smanjenje agregacije trombocita u uzorku (minimalna
antiagregacijska koncentracija) odnosno razlika u postotku agregacije potvrdena je
Studentovim t-testom (Tablica 2) uz razinu znacajnosti 0,05. Minimalna antiagregacijska
koncentracija flavanona uz prisustvo adrenalina u koncentraciji 10 uM kao induktora agregacije
iznosi 0,06 pM (slika 12.).

Tablica 2. Studentov t-test kojim je potvrdena statisticki znac¢ajno smanjenje agregacije

trombocita u uzorku, a time i odredena minimalna antiagregacijska koncentracija flavanona.

AUC AUCo06 um
52 39
26 20
34 27
P 0,02906

Rezultati AUC na uzorcima krvi u probiru najpovoljnijih uzoraka za istraZivanje visi su
od onih u kasnijem ispitivanju utjecaja flavanona na agregaciju zbog smanjenja aktivnosti
trombocita s vremenom stajanja krvi u epruveti, ali i zbog moguéeg utjecaja DMSO otapala na

smanjenje aktivnosti trombocita (Asmis i sur., 2010).
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Slika 12. Postupak i dobivene vrijednosti MINaAC flavanona uz agonist adrenalin (10 uM)

na tri nezavisna uzorka primjenom jednosmjernog t-testa za uparene uzorke uz razinu

znacajnosti 0,05.
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5. Rasprava

34



U ovom radu ispitivan je antiagregacijski u¢inak flavanona (slika 13.) i odredena
njegova MINaAC u prisutnosti adrenalina kao induktora agregacije metodom impedancijske
agregometrije na uzorcima pune krvi. Uzorci krvi uzeti su od dobrovoljnih darivatelja krvi uz
pristanak i potvrdu o izostanku uzimanja antiagregacijske terapije kako bi se otklonio utjecaj
na rezultate istrazivanja. KoriStenje pune krvi omogucuje sli¢ne uvjete bioloskim uvjetima Sto
takoder omogucuje vecu toc¢nost rezultata iako nije moguée u potpunosti simulirati uvjete

agregacije u krvnoj zili zbog velikog broja ¢imbenika koji na nju utjecu.

Slika 13. Struktura flavanona.

5.1. Mehanizam antiagregacijskog ucinka flavanona

Standard flavanona u prisustvu adrenalina (10 pM) je u istrazivanju pokazao
antiagregacijski u¢inak. Odredena je minimalna antiagregacijska koncentracija koja iznosi 0,06
M. Dobiveni rezultat u kontekstu je rezultata iz istrazivanja Babi¢ i sur. (2019) prema kojem
je odreden MINaAC flavanona u prisustvu ADP-a (koncentracije 6.3 uM) kao slabog agonista
i gdje odredena MINaAC iznosi 0,063 uM. Postupak odredivanja MINaAC flavanona u
prisustvu ADP-a proveden je na jednak nacin kao i u ovom istrazivanju metodom
impedancijske agregometrije uz navedeni protokol. Osim uz ADP, u istom istrazivanju
odredene su i MINaAC flavanona u prisustvu jakih agonista te one iznose za TRAP-6 (31 puM)
2,0 uM, a uz jake agoniste kolagen (3,1 pg/mL), ristocetin (0,3 mg/mL) i arahidonsku kiselinu
(0,48 M) MINaAC iznosi 0,5 uM. Prema tome je mogucée potvrditi da je adrenalin slabi
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induktor agregacije s obzirom da je za antiagregacijski uc¢inak potrebna vrlo niska koncentracija
flavanona.

S obzirom da je antiagregacijsko djelovanje flavanona dokazano i uz ostale induktore
agregacije, moguce je zakljuciti da bez obzira koji induktor koristili, flavanon statisticki
znaajno smanjuje agregaciju trombocita. To ukazuje na nespecifi¢no i neselektivno djelovanje
flavanona na pojedine signalne puteve aktivacije i agregacije trombocita neovisno o induktoru
agregacije. Uvida se razlika u intenzitetu djelovanja pri ¢emu su MINaAC odredene za slabe
induktore poput ADP-a i adrenalina za jedan odnosno dva reda veli¢ine manja od minimalnih
antiagregacijskih koncentracija dobivenih u prisustvu jakih induktora poput kolagena odnosno
TRAP-6.

Opisano je djelovanje flavonoida na pojedine signalne puteve pa su tako Pignatello i
sur. (2015) pokazali da mediteranska prehrana koja ukljuéuje velik unos flavonoida, poglavito
u sastavu maslinovog ulja, smanjuje urinarnu ekskreciju 11-dehidro-tromboksana A2 koji je
marker aktivnosti trombocitne COX-1 in vivo kod bolesnika s fibrilacijom atrija. Tamna
¢okolada bogata polifenolima pokazala se u¢inkovitom u smanjenju adhezije trombocita u in
vitro uvjetima u krvi osoba s postoje¢im endotelnim o$tecenjima uzrokovanih pusenjem, u
istrazivanju Hermann i sur. (2006). Pretpostavlja se da je mehanizam posredovan
antioksidacijskim uc¢inkom flavonoida te moguéim utjecajem na aktivnost lipooksigenaze.
Freedman i sur. (2001) pokazali su i in vitro i ex vivo utjecaj soka od crvenog grozda na
smanjenje agregacije trombocita, a izmjereni parametri su pokazali povecanu proizvodnju
duSikovog oksida u trombocitima i smanjen nastanak superoksidnog aniona. Pretpostavka je da
je navedeni ucinak posljedica dvostrukog mehanizma-antioksidacijskog djelovanja i direktnog
djelovanja flavonoida iz grozda na protein kinazu C u trombocitima.

Osim utjecaja na signalne puteve, vazan ucinak flavonoida posljedica je vezanja za
membranske receptore. IstraZivanje koje su proveli Guarrero i sur. (2005) pokazalo je da se
pojedini flavonoidi (apigenin, genistein, luteolin) vezu za membranske receptore za tromboksan
A2 1 djeluju antagonisticki.

U istrazivanju koje su proveli Boji¢ i sur. (2011), na cijelom nizu flavonoida iz razli¢itih
skupina, opisan je odnos strukture i aktivnosti (SAR) pojedinih flavonoida. Istrazivanje je
pokazalo da se antiagregacijski ucinak smanjuje S postojanjem hidroksilnih skupina kao
supstituenata na prstenima A i B, dok se porast antiagregacijskog uc¢inka biljezi kod postojanja
O-metilnih skupina. U slu¢aju da flavonoid sadrzi vise od Cetiri supstituenta, antiagregacijski

uc¢inak se smanjuje bez obzira na vrstu supstituenta. Najpotentnijim flavanononima pokazali su
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se derivati flavanona p-O-metilirani na B prstenu. Ovakav rezultat moze se objasniti ¢injenicom
da veca lipofilnost i volumen metilnog radikala dovode do bolje interakcije s lipidnim
dvoslojem membrana trombocita povecavajuci njihovu rigidnost.

Istrazivanje van Dijk i sur. (2000) pokazalo je da flavonoli imaju blago poviSen afinitet
prema umjetnim lipidnim membranama i interakciju s istima u usporedbi s flavanonima $to se
pripisuje planarnosti molekule flavonola. Unato¢ tome, flavanon u prisutnosti ADP-a i
adrenalina kao induktora agregacije pokazuje najmanju MINaAC od svih istrazenih flavonoida
u istrazivanju Bojica i sur. (2011). U istrazivanju Boji¢ i sur. (2012) MINaAC u vrijednosti od
0,06 UM odreden samo za 6-hidroksiflavon u prisutnosti induktora agregacije antibiotika
ristocetina.

Istrazivanje provedeno od strane Babic i sur. (2019) pokazalo je direktnu povezanost
izmedu lipofilnosti pojedine skupine flavonoida izmjerene i izraZzene pomocu logP i
antiagregacijskog ucinka izrazenog kao MINaAC. Dobivena je negativna korelacija izmedu
logP i MINaAC $to se objasnjava Cinjenicom da S§to je veca lipofilnost odnosno logP to je
potrebna manja koncentracija za ispoljavanje antiagregacijskog ucinka.

U istom istrazivanju provodilo se i ispitivanje signalnih puteva za razliite induktore
agregacije za koje je odredena MINaAC za flavanon koji se u ispitivanjima s ADP-om pokazao
kao najpotentniji. Za ovu svrhu provedena su ispitivanja flavanona u kombinaciji s poznatim
antiagregacijskim lijekovima-inhibitorom PLC U73122, blokatorom kalcijevih kanala
verapamilom te inhibitorom COX-1 u trombocitima indometacinom u prisustvu jakog
induktora TRAP-6 i slabog induktora agregacije ADP-a. U kombinaciji s verapamilom,
pokazano je znacajno poveéano antiagregacijsko djelovanje u prisutnosti TRAP-6, ali ne i
ADP-a. To ukazuje na djelovanje flavanona na putu mobilizacije kalcija, a s obzirom da uc¢inak
nije postignut uz ADP pretpostavlja se da flavanon djeluje na mete specificne za TRAP-6 poput
Rho-kinaza na $to ukazuje i istrazivanje koje su proveli Missy i sur. (2001) gdje uz inhibitor
Rho-kinaze ubrzo nestaje agregacijski ucinak uzrokovan indukcijom agregacije uz TRAP-6.
Nadalje, istrazivanje Babi¢ i sur. (2019) pokazalo je da indometacin u kombinaciji s
flavanonom ne pokazuje povecano smanjenje agregacije u odnosu na sam indometacin §to
ukazuje da flavanon ne djeluje direktno na COX-1. Flavanon je u kombinacji s inhibitorom
PLC pokazao statisticki znac¢ajno smanjenje agregacije trombocita za 35% u prisutnosti jakog
induktora agregacije TRAP-6 dok je sam flavanon pokazao smanjenje od 14% sam i uz U73122
smanjenje od 25%. U prisutnosti slabog induktora ADP-a djelovanjem kombinacije inhibitora

PLC i flavanona, postignuto je smanjenje agregacije trombocita za 50%. Navedeni rezultat
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pokazuje znacajno djelovanje flavonoida, konkretno flavanona, na jednu od klju¢nih meta
ukljucenih u agregaciju trombocita-fosfolipazu C. Istrazivanje Kitagawe i sur. (1993) te Vlasica
i sur. (1993), pokazano je da fluidnost membrane takoder regulira aktivaciju trombocita. Stoga
je postavljena pretpostavka da flavonoidi kao $to je ve¢ navedeno povecavaju rigidnost
membrane, a posljedicno smanjuju izlaganje receptora za induktore agregacije na povrsini §to
kona¢no smanjuje aktivaciju i konacno agregaciju trombocita. Yoshida i sur. (2019) istrazili su
utjecaj promjena u fluidnosti membrane, koja ovisi o sastavu fosfolipida, na aktivnost vezanja
liganda za receptore spregnute s G-proteinima. Rezultati su pokazali da je veca fluidnost
membrane povezana s pristunosti aktivne konformacije receptora na povrSini membrane. S
obzirom da je PLC enzim nizvodno od G-proteina s kojim su spregnuti receptori na povrsini
trombocita, smanjenje fluidnosti membrane indirektno dovodi do smanjenja aktivnosti PLC §to
u konacnici vodi do smanjenja koncentracije kalcija u citosolu i smanjenje aktivacije i
agregacije trombocita.

Trenutno ne postoji velik broj istrazivanja vezanih uz mehanizam antiagregacijskog
ucinka flavanona u prisutnosti adrenalina kao induktora agregacije. Istrazivanje koje su proveli
Rein i sur. (2004) pokazalo je antiagregacijski u¢inak kakao napitka bogatog epikatehinima i
proantocijanidinima Sest sati nakon konzumacije ispitivanjem ex vivo. U tom istrazivanju
ciljano je ispitivana ekspresija GP Ilb-IIla integrina na povr$ini trombocita te je primije¢ena
smanjena ekspresija GP Ilb-Illa receptora kod agregacije potaknute slabim induktorima-
adrenalinom i ADP-om za razliku od kontrolne grupe u kojoj je konzumiran napitak bez
flavonoida. Babi¢ i sur. (2019) proveli proto¢nu citometriju kojom je takoder dokazano
statisticki smanjena ekspresija aktivnih GP Ilb-1l1a receptora, ali uz jaki induktor TRAP-6 te je
u ovom slucaju bila potrebna visa koncentracija flavanona (488 pM) nego u impedancijskoj
agregometriji Sto se djelomic¢no pripisuje drugacijoj tehnici i uzorku plazme umjesto pune krvi.

Komponente signalnog puta na koje djeluje adrenalin vezanjem za receptore su izmedu
ostalog komponente PI3K signalnog puta medu koje spada Akt-protein kinaza. IstraZivanje
Navarra i sur. (2010) otkrilo je da kvercetin pokazuje inhibitorni uc¢inak na pojedine kinaze
izmedu ostalog na kinaze ukljucene u signalni put adrenalina — PI3K i Akt-kinazu. Osim toga
adrenalin djeluje i na sintezu CAMP-a. Istrazivanje OK i sur. (2012) dokazalo je povoljan u¢inak
epigalokatehin-3-galata na povisenje razina cAMP-a potenciranjem aktivnosti adenilil-ciklaze
koje posljedi¢éno dovode do fosforilacije VASP-proteina i odrzavanja trombocita u stanju

mirovanja u prisustvu kolagena kao induktora agregacije.
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Promatrajuci signalni put preko kojeg adrenalin potice agregaciju trombocita 1 dobiven
statisticki znaCajan ucinak na smanjenje agregacije trombocita mogucée je pretpostaviti da
flavanon utjece na pojedinu komponentu signalnog puta, ali s obzirom na usporedivost rezultata
s ostalim induktorima agregacije mogucée je izvesti pretpostavku da je mehanizam
antiagregacijskog ucinka flavanona u prisutnosti adrenalina, barem djelomi¢no, posljedica
stabilizacije membrana trombocita i sprje¢avanja ispoljavanja dodatnih receptora na povrsini
staniéne membrane. Za potpuno objasnjenje mehanizma djelovanja flavanona u prisustvu
adrenalina potrebno je provesti dodatna istrazivanja.

Erlund i sur. (2001) proveli su istrazivanje o koncentraciji naringenina i hesperitina u
plazmi nakon konzumacije soka od naran¢e. Rezultat je za naringenin iznosio 0,6+£0,4 uM dok
je za hesperetin vrijednost iznosila 2,2+1,6 pM. Sli¢no istrazivanje proveli su Manach i sur.
(2003) te takoder dobili koncentracije flavanona usporedive s minimalnom antiagregacijskom
koncentracijom flavanona. Minimalna koncentracija flavanona koja je pokazala statisticki
znacajan antiagregacijski u¢inak vrlo je niska i moguce je postic¢i takve vrijednosti flavanona
svakodnevnom prehranom bogatom flavanonima. Takva prehrana doprinijela bi smanjenju
rizika od aterotrombotickih dogadaja uz manje nuspojava u usporedbi s postoje¢im lijekovima.
Takoder je potrebno dodatno razmotriti u¢inke flavonoida iz prehrane na laboratorijske pretrage

I interakcije s lijekovima.
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6. Zakljucak
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U ovom radu ispitivan je antiagregacijski ucinak flavanona na agregaciju trombocita
metodom impedancijske agregometrije na Multiplate® uredaju. Impedancijska agregometrija
pokazala se brzom i jednostavnom metodom koja zahtjeva male koli¢ine uzorka pune krvi bez
prethodne obrade $to doprinosi vecoj to¢nosti i reproducibilnosti rezultata. Za indukciju

agregacije trombocita koristen je adrenalin.

Dobiveni rezultat iskazan je kao MINaAC, odnosno minimalna antiagregacijska
koncentracija flavonoida koja uzrokuje statisticki znacajno smanjenje agregacije trombocita u

usporedbi s kontrolnim uzorkom. Statisticka obrada provedena je Studentovim t-testom.

Prvi puta je odredena MINaAC flavanona uz adrenalin, a iznosi 0,06 uM. Radi se o vrlo

niskoj koncentraciji flavanona koju je moguce ostvariti kroz prehranu.

Dobiveni rezultat usporediv je s ve¢ provedenim istrazivanjima na flavanonima te se
pretpostavlja zajednicki antiagregacijski ucinak flavanona, neovisan o0 induktoru, na
stabilizaciju membrane trombocita te sprjecavanje ispoljavanja dodatnih receptora za agoniste
na povrsini. Mehanizam djelovanja flavanona na signalni put kod agregacije potaknute

adrenalinom potrebno je dodatno istraziti.

S obzirom na velik broj oboljenja od kardiovaskularnih bolesti i ¢injenicu da smo
svakodnevno izloZeni stresnim situacijama, pozeljno je usmjeriti daljnja ispitivanja na
terapijske moguénosti flavanona u prevenciji i lijeCenju hiperagregabilnih stanja, interakcije s

lijekovima i utjecaj na laboratorijske pretrage.
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SAZETAK

Trombociti imaju znacajnu ulogu u kardiovaskularnim bolestima, a u osoba s poviSenim
rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti pokazuju svojstva pojacane aktivnosti i
hiperagregabilnosti. Uz antiagregacijsku terapiju ¢esto se vezu pojave rezistencije i nuspojava.
Flavonoidi su polifenoli biljnog porijekla koji pokazuju razlicita bioloska djelovanja medu
kojima je i antiagregacijsko djelovanje. Francuski i azijski paradoks primjer su ucinka

flavonoida na prevenciju razvoja kardiovaskularnih bolesti.

U ovom radu ispitan je in vitro antiagregacijski u¢inak flavanona uz adrenalin kao
induktor agregacije. Istrazivanje je provedeno metodom impedancijske agregometrije na
uredaju Multiplate®. Koristeni su uzorci pune krvi dobrovoljnih davatelja krvi koji ne uzimaju

antiagregacijsku terapiju uz potpisani informirani pristanak.

Mjerenjem su dobiveni grafovi ovisnosti agregacije trombocita o vremenu, a za svaku
krivulju izraCunata je povrSina ispod krivulje. Rezultat je iskazan kao minimalna
antiagregacijska koncentracija flavonoida koja statisticki znacajno smanjuje agregaciju
trombocita (MINaAC). Odredena MINaAC flavanona u agregaciji trombocita potaknutoj
adrenalinom iznosi 0,06 uM.

Dobiveni rezultat u kontekstu je postojecih istrazivanja o antiagregacijskom ucinku
flavanona uz druge induktore agregacije. Moguce je pretpostaviti da osim djelovanja na
pojedine signalne puteve postoji nespecifi¢an mehanizam djelovanja flavanona na stabilizaciju

membrane trombocita.

Potrebno je dodatno istraziti specificno djelovanje flavanona na signalne puteve u
agregaciji trombocita potaknutoj adrenalinom. Odredenu MINaAC moguce je posti¢i u prehrani
te je pozeljno dodatno ispitati terapeutske moguénosti flavanona, ali i interakcije s lijekovima i

laboratorijskim pretragama.
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SUMMARY

Platelets play a significant role in cardiovascular diseases. In people with a higher
cardiovascular risk, platelets are found in hyperactive and hyperaggregable state. Antiplatelet
drugs are often related to resistence and have side effects. Flavonoids are polyphenolic
compounds found in plants and exhibit a variety of biological effects, including antiaggregatory
effect. French and Asian paradox are examples of the beneficial effect of flavonoids in the

prevention of cardiovascular diseases.

This thesis studies in vitro antiaggregatory effect of flavanone on aggregation induced
with epinephrine. The method used for measurment of antiaggregatory effect was impedance
aggregometry and the instrument used was Multiplate® analyzer. Samples of blood were
collected from blood-givers who were not on any antiaggregatory therapy and who gave their

written and informed consents.

Measurements showed a platelet aggregation curve in dependence of time, and area
under curve was calculated for every sample. The result was expressed as minimal
antiaggregatory concentration (MINaAC), which significantly reduces platelet aggregation.
The determined value of MINaAC for flavanone in epinephrine induced platelet aggregation is
0,06 uM.

The final result is comparable to existing research papers on antiaggregatory effect of
flavanone when aggregation is induced with different inducers. It is possible to assume that
with the exception of affecting signal pathways, flavanones exhibit a non-specific mechanism,

which includes the stabilization of the platelet membrane.

Specific antiaggregatory mechanism of flavanone on epinephrine induced aggregation
should be examined. The determined value of MINaAC is achievable through dietary
implementations. Possible therapeutical options, drug interactions and altering the laboratory

test results should be examined within future research.
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INFORMIRANI PRISTANAK

DIPLOMAND: REGINA HORVAT, studentica
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
e-mail: rhorvat@student.pharma.hr

MENTOR: izv. prof. dr. sc. Mirza Boji¢
Farmaceutsko-biokemijski fakultet
e-mail: mbojic@pharma.hr

NEPOSREDNI MENTOR: IVANA BABIC, mag. med. biochem.
Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu
e-mail: ivana.babaic@hztm.hr

Naziv istrazivanja: ,,Utjecaj flavanona na agregaciju potaknutu adrenalinom*

Postovana/postovani,

Pozivamo Vas da sudjelujete u znanstvenom istrazivanju u kojem ¢e se ispitivati
antiagregacijsko djelovanja flavonoida. Molimo Vas da paZzljivo procitate ovaj informirani
pristanak jer su u njemu sadrzani podaci koji ¢e Vam pomoc¢i da odlucite zelite li sudjelovati u
ovom znanstvenom istraZivanju, te zasto i kako se ono provodi. U slu€aju da neke dijelove
sadrzaja ne razumijete, molimo Vas da se s pitanjima obratite doktorandu koji vodi ovo
znanstveno istrazivanje ili lije¢niku na uzimanju krvi.

Flavonoidi su Siroko rasprostranjeni u biljnom svijetu 1 uobicajeni su sastojci svakodnevne
prehrane (propolis, vino, zeleni ¢aj, kakao, ¢okolada i ginko). Mnogi metaboliti flavonoida
pokazali su raznoliku biolo§ku aktivnost in vitro: antibakterijsku, antiviralnu, antikancerogenu,
protuupalnu i antiagregacijsku. lako je opisano njihovo inhibitorno djelovanje in vitro na
enzime ukljuene u aktivaciju 1 agregaciju trombocita, jedinstveni mehanizam

antiagregacijskog djelovanja flavonoida jos nije utvrden.

Cilj istraZivanja

Proucavanje flavonoida i njihovog inhibitornog ucinka na agregaciju vazno je zbog razvoja
novih antiagregacijskih terapija i moguc¢eg smanjenja nuspojava tih terapija buduci se radi o
sastojcima svakodnevne prehrane. S tim ciljem a za potrebe istrazivanja potrebno je prilikom
uzimanja krvi za druge pretrage uzeti dodatno jedan uzorak krvi (4,5 mL) s Na-citratom kao

antikoagulansom iz koje bi se radila agregacijska ispitivanja i ispitivanja aktivacije trombocita
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uz dodatak flavonoida i razlicitih agonista zgrusavanja. Nema dodatnog rizika koji proizlazi iz

provedbe ove studije.

Vasa uloga u ovom znanstvenom istraZivanju

Za pristupnika je vazno da ne uzima nikakvu terapiju protiv agregacije trombocita. AKO se
slozite sa sudjelovanjem u istrazivanju, prilikom vadenja krvi za druge testove bit ¢e Vam uzeti
jedan uzorak krvi s citratom kao antikoagulansom. Vas identitet bit ¢e zastiCen na nacin da ¢e
Vas potpisani informirani pristanak mo¢i pregledati samo medicinski djelatnici koji sudjeluju
u istrazivanju, predstavnici EtiCkog povjerenstva u nasoj ustanovi i Povjerenstvo za eti¢nost
eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Podaci
dobiveni istrazivanjem mogu imati znanstvenu vrijednost, te ¢e u tom slucaju biti objavljeni u
znanstvenim publikacijama, pri ¢emu ¢e Vas identitet ostati anoniman.

IstraZivanje se provodi u skladu s nacelima dobre klinicke prakse (HelsinSka deklaracija, Zakon
o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN 121/03) i Zakon o pravima pacijenata Republike
Hrvatske (NN 169/04)). Vase sudjelovanje u ovom istrazivanju je dobrovoljno. Ako odlucite
sudjelovati, potrebno je potpisati informirani pristanak, pri ¢emu jedan primjerak ostaje kod

Vas.

Hvala Vam S§to ste procitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom znanstvenom

istrazivanju.

Ako ste odlucili sudjelovati, molimo Vas da potpisete informirani pristanak.

Potvrdujem da sam (datum , Zagreb) procitala obavijest za navedeno

znanstveno istrazivanje: «Utjecaj flavanona na agregaciju potaknutu adrenalinom» te sam
imao/imala priliku postavljati pitanja. Zelim sudjelovati u navedenom znanstvenom
istrazivanju.

Ime 1 prezime (Stampano)

Potpis:

Datum:
Lije¢nik koji je vodio postupak za informirani pristanak:

Ime i prezime (Stampano)

Potpis:

Datum:

Za dodatne podatke slobodno se obratite diplomandu ili mentorima koji vode istrazivanje.
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Utjecaj flavanona na agregaciju trombocita potaknutu adrenalinom
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SAZETAK

Trombociti imaju znacajnu ulogu u kardiovaskularnim bolestima, a u osoba s povisenim rizikom za razvoj kardiovaskularnih
bolesti pokazuju svojstva pojacane aktivnosti i hiperagregabilnosti. Uz antiagregacijsku terapiju esto se veZu pojave rezistencije i
nuspojava. Flavonoidi su polifenoli biljnog porijekla koji pokazuju razli¢ita bioloska djelovanja medu kojima je i antiagregacijsko
djelovanje. Francuski i azijski paradoks primjer su u¢inka flavonoida na prevenciju razvoja kardiovaskularnih bolesti.

U ovom radu ispitan je in vitro antiagregacijski u¢inak flavanona uz adrenalin kao induktor agregacije. IstraZivanje je provedeno
metodom impedancijske agregometrije na uredaju Multiplate®. KoriSteni su uzorci pune krvi dobrovoljnih davatelja krvi koji ne
uzimaju antiagregacijsku terapiju uz potpisani informirani pristanak.

Mjerenjem su dobiveni grafovi ovisnosti agregacije trombocita o vremenu, a za svaku krivulju izraunata je povrsina ispod
krivulje. Rezultat je iskazan kao minimalna antiagregacijska koncentracija flavonoida koja statisti¢ki zna¢ajno smanjuje agregaciju
trombocita (MINaAC). Odredena MINaAC flavanona u agregaciji trombocita potaknutoj adrenalinom iznosi 0,06 uM.

Dobiveni rezultat u kontekstu je postojecih istrazivanja o antiagregacijskom uéinku flavanona uz druge induktore agregacije.
Moguce je pretpostaviti da osim djelovanja na pojedine signalne puteve postoji nespecifican mehanizam djelovanja flavanona na
stabilizaciju membrane trombocita.

Potrebno je dodatno istraziti specifi¢no djelovanje flavanona na signalne puteve u agregaciji trombocita potaknutoj adrenalinom
Odredenu MINaAC moguce je posti¢i u prehrani te je pozeljno dodatno ispitati terapeutske mogucénosti flavanona, ali i interakcije S
lijekovima i laboratorijskim pretragama.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveucili§ta u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad sadrzi: 53 stranice, 13 grafickih prikaza, 2 tablice i 54 literaturna navoda. I1zvornik je na hrvatskom jeziku.

Klju¢ne rijeci: agregacija trombocita, flavonoidi, impedancijska agregometrija

Mentor: Dr. sc. Mirza Boji¢, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Ocjenjivaci: Dr. sc. Mirza Bojié, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Dr. sc. Ivana Babi¢, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu.
Dr. sc. Goran Benkovi¢, Agencija za lijekove i medicinske proizvode.

Rad prihvacen: lipanj 2020.



Basic documentation card

University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Study: Pharmacy

Department of Pharmaceutical Chemistry

A. Kovacica 1, 10000 Zagreb, Croatia

The effect of flavanone on epinephrine induced platelet aggregation
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SUMMARY

Platelets play a significant role in cardiovascular diseases. In people with a higher cardiovascular risk, platelets are found in
hyperactive and hyperaggregable state. Antiplatelet drugs are often related to resistence and have side effects. Flavonoids are
polyphenolic compounds found in plants and exhibit a variety of biological effects, including antiaggregatory effect. French and
Asian paradox are examples of the beneficial effect of flavonoids in the prevention of cardiovascular diseases.

This thesis studies in vitro antiaggregatory effect of flavanone on aggregation induced with epinephrine. The method used for
measurment of antiaggregatory effect was impedance aggregometry and the instrument used was Multiplate® analyzer. Samples of
blood were collected from blood-givers who were not on any antiaggregatory therapy and who gave their written and informed
consents.

Measurements showed a platelet aggregation curve in dependence of time, and area under curve was calculated for every sample.
The result was expressed as minimal antiaggregatory concentration (MINaAC), which significantly reduces platelet aggregation. The
determined value of MINaAC for flavanone in epinephrine induced platelet aggregation is 0,06 pM.

The final result is comparable to existing research papers on antiaggregatory effect of flavanone when aggregation is induced
with different inducers. It is possible to assume that with the exception of affecting signal pathways, flavanones exhibit a non-specific
mechanism, which includes the stabilization of the platelet membrane.

Specific antiaggregatory mechanism of flavanone on epinephrine induced aggregation should be examined. The determined value
of MINaAC is achievable through dietary implementations. Possible therapeutical options, drug interactions and altering the

laboratory test results should be examined within future research.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 53 pages, 13 figures, 2 tables and 54 references. Original is in Croatian language.
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