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Uticaj biljnih polifenola na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa

¢elijjama endotela, krvnim 1 malignim ¢elijama

REZIME

Trombociti imaju vaznu ulogu u patogenezi kardiovaskularnih i malignih bolesti.
Uticaj bioloski aktivnih sastojaka namirnica na aktivaciju trombocita i njihovu
heterotipsku agregaciju predstavlja jedan od potencijalnih mehanizama njihove uloge u
prevenciji hroni¢nih bolesti i promociji zdravlja. Rezultati interventnih dijetarnih studija
potvrduju uticaj polifenola na funkciju trombocita. Proto¢na citometrija predstavlja
jednu od najoptimalnijih metoda ispitivanja uticaja dijetarnih sastojaka na trombocite.

Osnovni cilj doktorske disertacije je ispitivanje uticaja biljaka koje sadrze polifenole
na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa leukocitima, u in Vvitro
eksperimentalnim uslovima, kao i nakon konzumacije namirnica biljnog porekla, koje
predstavljaju dijetarni izvor polifenola.

Primenom proto¢ne citometrije pokazano je da u in vitro eksperimentalnim
uslovima svi ispitivani ekstrakti (ekstrakt koprive, mirodije, Sarplaninskog caja, kelja,
nara, japanske jabuke i aronije) pokazuju efekte su na neki od analiziranih parametara
aktivacije trombocita i njihove agregacije sa monocitima i neutrofilima, kod zdravih
ispitanika ili ispitanika sa metabolickim sindromom. Na najveéi broj parametara
delovali su ekstrakti kelja 1 mirodije, a u tom smislu najmanje izrazeno delovanje
pokazao je ekstrakt nara.

Ispitivanjem delovanja metabolita pokazano je da svi ispitivani metaboliti:
kvercetin-3-glukuronid, ~ 3’-metil-kvercetin-3-glukuronid,  Kkvercetin-3’-sulfat i
sulforafan-cistein-glicin pokazuju efekte na neki od parametara aktivacije trombocita i
njihove agregacije sa monocitima i neutrofilima, kod zdravih ispitanika ili ispitanika sa
metabolickim sindromom. Sulforafan-cistein-glicin delovao je na veci broj parametara u
odnosu na metabolite kvercetina. Delovanje 3’-metil-kvercetin-3-glukuronida bilo je
izraZenije u odnosu na delovanje ostalih metabolita kvercetina.

Nakon ispitivanja delovanja jednokratne konzumacije namirnica koje predstavljaju
dijetarni izvor polifenola pokazano je da konzumacija soka od aronije kod zdravih
ispitanika dovodi do smanjenja aktivacije trombocita i to smanjenjem procenta P-
selektin-pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima, kao i smanjenjem procenta i

gustine ovog adhezionog receptora nakon ex vivo delovanja adenozin-difosfata i



arahidonske kiseline kao agonista. Uticaj na aktivaciju pracen je i smanjenjem procenta
agregata trombocita i monocita i agregata trombocita i neutrofila u svim ispitivanim
eksperimentalnim uslovima. Konzumacija soka od aronije dovela je i do smanjenja
adhezije trombocita za EA.hy 926 celije.

Konzumacija ¢aja od koprive, ¢aja od mirodije i Sarplaninskog Caja uticala je na
ekspresiju pojedinih markera aktivacije, ali ne i na agregaciju trombocita sa monocitima
i neutrofilima. Poredenjem delovanja jednokratne konzumacije ovih ¢ajeva pokazano je
da je konzumacija ¢aja od mirodije dovela je do promene najveceg broja parametara
aktivacije trombocita.

Uticaj jednokratne konzumacije soka od nara na aktivaciju trombocita i njihovu
heterotipsku agregaciju pokazan je smanjenjem procenta P-selektin-pozitivnih
trombocita i gustine P-selektina nakon ex vivo delovanja suboptimalne i optimalne
koncentracije adenozin-difosfata kao agonista i njihove agregacije sa monocitima u
istim ekspermentalnim uslovima. Konzumacija ovog soka nije uticala na ekspresiju
GPlIb-Illa na trombocitima i procenat agregata trombocita i neutrofila.

Ekstrakti koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, kelja, nara, japanske jabuke, pored
antioksidativne aktivnosti odredene hemijskim metodama, pokazuju i antioksidativno
delovanje primenom celijskih modela, smanjujuc¢i nivo reaktivnih vrsta kiseonika u
eritrocitima izlozenim delovanju vodonik peroksida i trombocitima izloZenim delovanju
adenozin-difosfata. Delovanjem na trombocite, ispitivani esktrakti dovode i do
smanjenja agregacije trombocita sa HelLa celijama, porekla iz malignog karcinoma
grli¢a materice.

Rezultati dobijeni u okviru ovog istrazivanja ukazuju na potencijalno delovanje
ispitivanih namirnica u prevenciji nepovoljnih uticaja faktora sredine na trombocite,
ukljucujuéi i uticaj neodgovarajuce dijete i nepravilnog rezima ishrane. Shodno tome,
ispitivane namirnice, kao sastavni deo optimalne dijete, imaju znacajnu ulogu u

ocuvanju kardiovaskularnog zdravlja.

Klju¢ne redi: polifenoli; trombociti; protocna citometrija; aktivacija; agregacija;
Naucna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Hemija hrane i dijetetskih proizvoda
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The impact of plant polyphenols on platelet activation and their

aggregation with endothelial, blood and malignant cells

SUMMARY

Platelets have an important role in the pathogenesis of the cardiovascular and
malignant diseases. The impact of bioactive dietary compounds on platelet activation
and their aggregation with leukocytes is one of the potential mechanisms of their role in
health promotion and the prevention of chronic diseases. The results of dietary
intervention studies confirm the effect of polyphenols on platelet function. Flow
cytometry is considered to be one of the most advantageous methods in investigation of
dietary compounds effects on platelets.

The main aim of this study was the evaluation of potential effects of polyphenol-rich
plants on platelets activation and their aggregation with leukocytes, in in vitro
experimental setting and after the consumption of plant foods, as dietary sources of
polyphenols.

All investigated plant extracts (extracts of nettle, dill, mountain tea, Kkale,
pomegranate, persimmon and chokeberry) affected some of the analyzed parameters of
platelets activation and their aggregation with monocytes and neutrophils, in healthy
subjects or subjects with metabolic syndrome The most effective were kale and dill
extracts, influencing most of the parameters evaluated by flow cytometry, while the
least effective was pomegranate extract.

All investigated metabolites: quercetin-3-glucuronide, 3'-methyl-quercetin-3-
glucuronide, quercetin-3'-sulfate and sulforaphane-cysteine-glycine have shown the
effects on some parameters of platelet activation and their aggregation with monocytes
and neutrophils, in healthy subjects or subjects with metabolic syndrome. The most
effective was sulforaphane-cysteine-glycine, influencing most of the analyzed
parameters. 3'-methyl-quercetin-3-glucuronide showed more pronounced effects
compared to the effects of other metabolites of quercetin.

Dietary intervention studies investigating the effects of single consumption of plant-
based foods as dietary sources of polyphenols have shown that consumption of
chokeberry juice beneficially influenced platelet activation status by reducing the

percentage of P-selectin-positive platelets under basal conditions, as well as reducing



the percentage and density of P-selectin after ex vivo agonistic action of adenosine
diphosphate and arachidonic acid. The impact on activation is accompanied by the
reduction of percentage of platelets-monocytes aggregates and platelet-neutrophils
aggregates, in all experimental conditions. Consumption of chokeberry juice also
reduced the adhesion of isolated platelets to EA.hy 926 cells.

The consumption of nettle, dill and mounain-tea infusions affected the expression of
specific markers of activation, but not the aggregation of platelets to monocytes and
platelet to neutrophils. The most effective, compared to other infusions, was the
infusion of dill, influencing the most of the analyzed parameters of platelet activation,
evaluated by flow cytometry.

The consumption of pomegranate juice influenced platelet activation by reducing
the percentage of P-selectin-positive platelets and the density of P-selectin, after ex vivo
action of suboptimal and optimal concentrations of adenosine diphosphate as agonists.
The effects were accompanied with the decrease in platelet-monocyte aggregates in the
experimental conditions. Pomegranate juice did not show an effect on GPllb-llla
expression and platelet-neutrophil aggregation.

The antioxidant activity of nettle, dill, mountain tea, kale, pomegranate, persimmon
and chokeberry extracts have been shown by using chemical and cell-based models.
Cellular antioxidant protection was shown by reducing the level of reactive oxygen
species in erythrocytes exposed to hydrogen peroxide and in platelets exposed to
adenosine diphosphate. Investigated extracts also reduced platelet aggregation with
human cervix carcinoma HelLa cells, by their action specifically targeted to platelets.

The results obtained in this study indicate the potential role of investigated foods in
modulation of adverse effects of environmental factors on platelets, including the
impact of dietary factors and inadequate dietary regiments. In conclusion, as a part of

optimal diet, these foods have an important role in maintaining cardiovascular health.

Keywords: polyphenols; platelets; flow cytometry; activation; aggregation;
Scientific field: Pharmacy

Scientific discipline : Chemistry of Food and Dietetic Products

UDK number: 612.392.7 : 547.56 : 611.018.52 (043.3)
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UVOD

1.1. TROMBOCITI

Trombociti su krvne celije bez jedra i formiraju se u KkoStanoj srzi iz
megakariocita. Predstavljaju najmanje krvne celije, diskoidnog oblika i pre¢nika 2-5
um. Prosecan Zivotni vek trombocita u cirkulaciji je 7-10 dana, a njihov optimalan broj
iznosi 150 - 450 x 10°/L krvi (1, 2).

U fizioloskim uslovima trombociti imaju kljuénu ulogu u jednom od
najznacajnijih homestatskih mehanizama— hemostazi, procesu zaustavljanja krvarenja
nakon oStecenja zida krvnog suda i naruSavanja njegovog integriteta. Hemostatski
proces se zasniva na adheziji trombocita za molekule subendotelnog ekstracelijskog
matriksa ostec¢enog krvnog suda, njihovoj aktivaciji, formiranju agregata trombocita i
trombocitnog ¢epa. U patoloskim stanjima, povecana aktivacija trombocita i sklonost ka
agregaciji ima vaznu ulogu u etiologiji 1 patogenezi koronarnih, perifernih i cerebralnih
vaskularnih bolesti. Interakcija hiperaktivnih trombocita sa ¢elijama endotela krvnih
sudova i drugim trombocitima moze dovesti do formiranja arterijskih trombova (3).
Poremecaj funkcije trombocita takode doprinosi etiopatogenezi ateroskleroze i
predlozeni mehanizmi ukljucuju interakciju aktiviranih trombocita sa ¢elijama endotela,
granulocitima, monocitima i makrofagama (4), kao i efekte posredovane trombocitnim
hemokinima, proinflamatornim faktorima i mikropartikulama (5).

Pored uloge u etiopatogenezi kardiovaskularnih bolesti, najnovija istrazivanja
ukazuju i na znacajnu ulogu trombocita u nastanku i razvoju malignih bolesti (6),
hroni¢nih zapaljenskih bolesti (7), u funkciji imunskog sistema (8), kao i povezanost sa

pojedinim neuro-degenerativnim (9) i psihijatrijskim bolestima(10).

1.1.1 Struktura trombocita

Funkcija trombocita u fizioloskim uslovima i patoloSkim stanjima zasniva se na
njihovim specifiénim morfoloskim karakteristikama. Kada napuste kostnu srz i dospeju
u cirkulaciju, trombociti cirkuliSu u sloju najblizem povrSini krvnog suda. Ovakvo
kretanje unutar lumena, kao posledica malih dimenzija c¢elija, njihovog specificnog
oblika, kao i hemodinamskih i reoloskih karakteristika krvi klju¢no je za proces

hemostaze. Ukoliko u cirkulaciji ne dodu u kontakt sa bilo kojim od fizioloSkih
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agonista, trombociti zavr$avaju svoj Zivotni vek u neaktiviranom obliku, dospevajuci do
¢elija retikularno-endotelijalnog sistema (11). U suprothom, kao odgovor na
promenjene uslove sredine kojima su izloZeni, trombociti odgovaraju kompleksnim
mehanizmima koji rezultuju i nizom fenotipskih promena. Osnovne promene u
strukturi, do kojih dolazi nakon aktivacije i na osnovu kojih se aktivirani trombociti
diferenciraju u odnosu na neaktivirane, ,mirujuce” trombocite su promena oblika,
odnosno formiranje visestrukih pseudopoda (Slika 1) i ekspresija specifi¢nih receptora

na povrsini.

(@) "1

(http://ouhsc.edu/platelets/Platelets/platelets%20intro.html)

(b)
Slika 1. Neaktivirani trombociti glatke povrsine i diskoidnog oblika (a) i aktivirani
trombociti nepravilnog oblika sa velikim brojem pseudopoda (b)

S obzirom da ne poseduju jedro i nisu u stanju da se adaptiraju na izmenjene
uslove sredine de novo sintezom proteina, trombociti sadrze veliki broj pre-sintetisanih
molekula i struktura, raspolozivih da se ispolje i ostvare svoje funkcije kao odgovor na
odredene patoloske promene u organizmu.

Osnovnu strukturu trombocita ¢ine tri zone: periferna zona, ,,sol-gel* zona i
zona organela (12).

Perifernu zonu c¢ine plazma membrana, sastavljena od spoljasnjeg omotaca —
glikokaliksa i unutra$njeg lipidnog dvosloja, i sub-membranski sloj, u kome su smesteni
kontraktilni filamenti. Vaznu karakteristiku strukture trombocita predstavljaju brojna
cevasta udubljenja na povrsini, invaginacije plazma membrane, koje ¢ine takozvani
"kanalikularni sistem povezan sa povrsinom™ (eng. surface-connected canalicular
system - SCCS). Ovaj sistem predstavlja “rezervnu” raspolozivu membranu trombocita,
specificne grade i funkcije, neophodnu za promenu oblika i ekspresiju specifi¢nih
povrsinskih molekula nakon aktivacije. Na povrsini glikokaliksa nalaze se receptori za
razli¢ite fizioloSke agoniste trombocita: adenozin difosfat (ADP), trombin, von
Willebrand-ov faktor (VWF), kolagen, fibrinogen, fibrin, fibronektin, epinefrin,
trombocitni aktivacioni faktor (eng. platelet activating factor — PFA), trombospondin

(TSP), tromboksan A2 (TxAZ2), epinefrin, serotonin i glikozil-transferazu. U nivou
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submembranskog sloja citoplazmatski domeni ovih receptora stupaju u interakciju sa
proteinima ukljuenim u prenosenje signala tokom procesa aktivacije trombocita i
kontraktilnim proteinima citoskeleta koji ucestvuju u translokaciji pojedinih
receptorskih kompleksa iz unutra$njosti na povrSinu trombocita, nakon aktivacije.
Periferna zona ima Kljuénu ulogu u procesu adhezije, aktivacije i agregacije, jer
predstavlja mesto prvog kontakta trombocita sa spoljasnjom sredinom i potencijalnim
aktivacionim stimulusima (12).

U ,,s0l-gel“ zoni ispresecanoj kanalima SCCS koji se prostiru sa povrSine,
nalaze se mikrotubule i mikrofilamenti, kao deo citoskeleta i kontraktilni aparat
trombocita, ukljuéeni u proces promene oblika prilikom aktivacije i kontrakciji
trombocita prilikom formiranja trombocitnog ¢epa (12).

U zoni organela se, pored mitohondrija i lizozoma, nalaze i specificne organele
trombocita: a-granule i ,,guste” granule, u kojima su smesteni molekuli od klju¢nog
znaCaja za funkciju trombocita u fizioloSkim i patoloSkim stanjima. Najbrojnije
organele u trombocitima (40-80 po trombocitu) su o-granule u kojima su smesteni
adhezivni proteini: P-selektin, VWF, TSP, fibrinogen, integrin allbf3; trombocitni
hemokini: trombocitni faktor 4 (eng. platelet factor 4 —PF 4), makrofagni inflamatorni
protein 1 a (eng. macrophage inflammatory protein 1 o — MIP-1 o), RANTES molekuli
(eng. ,,Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted*), monocitni
hemotakti¢ni protein 3 (eng. monocyte chemotactic protein 3, MCP-3) i interleukin 8;
faktori koagulacije V i VIII; faktori fibrinolitickog puta: plazminogen i inhibitor
aktivatora plazminogena (eng. plasminogen activator inhibitor 1, PAI-1) kao i faktori
rasta i angiogeneze: trombocitni faktor rasta (eng. platelet-derived growth factor -
PDGF), transformisu¢i faktor rasta B (eng. transforming growth factor f- TGFp);
epidermalni faktor rasta, faktor rasta hepatocita, insulinu-slican faktor rasta-1, faktori
rasta vaskularnog endotela A i C (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF).
Nakon aktivacije trombocita dolazi do fuzije prethodno odvojenih a-granula i
oslobadanja njihovog sadrzaja preko kanala SCCS, na povrSinu trombocita i u
cirkulaciju. U ,,gustim“ granulama smeSteni su: adenozin-difosfat (eng. adenosin
diphosphate — ADP), autokrini agonisti trombocitnih receptora; joni kalcijuma i
magnezijuma (Ca®"), drugi nukleotidi i serotonin (12, 13).

Interakcija trombocita i spoljasnje sredine ostvaruje se posredstvom velikog

broja receptora. Receptori prisutni na povrSini trombocita razlikuju se po strukturi,
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funkciji, broju, po tome da li su prisutni na povrsini ,,miruju¢ih® trombocita ili se
eksprimiraju kao odgovor na aktivaciju i funkcioniSu kao adhezioni molekuli (14).

Transmembranski receptori za fizioloske agoniste prisutni su na povrsSini
,miruju¢ih® trombocita. Najveé¢i broj ovih receptora pripada familiji G-protein
kuplovanih receptora (eng. G-protein coupled receptors- GPCR) uklju¢ujuci receptore
koji vezuju trombin (PAR1, PAR2, PAR4), ADP (P2Y: i P2Yy,), prostaglandine
(receptor za TXA, i PGE)), lipide (receptori za PAF i lizo-fosfatidnu Kkiselinu),
hemokine, vazopresin, epinefrin (B2-adrenergicki receptor), serotonin (5-HTza).
Posebnu vaznost imaju receptori za trombin, s obzirom na klju¢nu ulogu trombina u
hemostazi, i ADP, s obzirom na prisustvo ovog molekula u ,,gustim“ granulama
trombocita i autokrinog agonistickog delovanja. Autokrino delovanje ima i tromboksan
A2 (TxA,). U inhibitorne receptore GPCR familije spadaju receptori za prostaglandin 12
(prostaciklin) (14).

Familiji receptora sa domenima bogatim leucinom (eng. leucine rich repeat -
LRR) pripada receptorski kompleks GPIb/IX/V. U uslovima povecanog napona
smicanja (eng. shear stress), kome su izlozeni trombociti, ostale krvne ¢elije i1 celije
endotela usled proticanja krvi kroz smanjen volumen krvnog suda ili turbulencije
izazvane promenama strukture zida krvnog suda (15), ovaj receptorski kompleks
predstavlja osnovni receptor trombocita za VWF. Istovremeno, GPIb/IX/V receptorski
kompleks stupa u interakciju sa TSP, aMp2 integrinima na povrSini leukocita i P-
selektinom na povrsini aktiviranih endotelnih ¢elija i trombocita, ucestvuje u aktivaciji
GPlIb-Illa receptora i prokoagulatornoj funkciji trombocita vezivanjem trombina i
pojedinih faktora koagulacije, kao i u regulaciji oblika i veli¢ine trombocita i uklanjanju
trombocita iz cirkulacije ¢elijama retikularno-endotelijalnog sistema (16).
Familiji integrina pripada glikoprotein a21 (GP la-l1lb na trombocitima, VLA2 na
leukocitima), koji predstavlja receptor trombocita za kolagen (14). U indirektne
receptore za kolagen spadaju GPVI, koji pripada superfamiliji imunoglobulina i ¢ije je
vezivanje zavisno od vezivanja kolagena za GPla-IIb, i GPIb/IX/V za ¢iju se GPV
jedinicu vezuje kolagen samo ukoliko je za Ibp jedinicu vezan vVWF.

Nakon niza signalnih dogadaja prouzrokovanih delovanjem agonista i njihovom
interakcijom sa odgovaraju¢im receptorima, na povrSini aktiviranih trombocita dolazi
do eksprimiranja receptora koji imaju direktnu ulogu u hemostatskom procesu, kao

odgovoru trombocita na agoniste. Oni mogu biti rezultat konformacionih promena
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receptorskih kompleksa ve¢ prisutnih na povr$ini neaktiviranih trombocita (GPIlb-I1la)
ili predstavljaju glikoproteine prisutne u granulama neaktiviranih trombocita koji ¢e se
na¢i na povrSini nakon aktivacije (P-selektin). S obzirom da se nalaze isklu¢ivo na
povrsini aktiviranih trombocita, ovi receptori se koriste kao markeri njihove aktivacije.

Glikoprotein allbpB3 (GPIlIb-11la kompleks) pripada porodici integrina i
karakteristi¢an je iskljuc¢ivo za trombocite. Na jednoj ¢eliji se u proseku nalazi 50000-
80000 kopija ovog glikoproteina. S obzirom da je prisutan jedino na povrsini trombocita
I megakariocita, i allb subjedinica (CD41) i B3 subjedinica (CD61) ovog integrina
koriste se kao pan-trombocitni markeri tj. u analizi Celija periferne krvi, trombociti se
diferenciraju u odnosu na ostale populacije ¢elija na osnovu njihovog prisustva na
povrsini. Intergin allbB3 ima funkciju receptora. Na “miruju¢im” trombocitima integrin
allbB3 nalazi se u neaktivnom obliku. Aktivacijom trombocita razli¢itim agonistima
(trombin, ADP, kolagen, VWF, TxA,) dolazi do niza signalnih dogadaja koji dovode do
konformacionih promena u ollbp3 kompleksu i on prelazi u aktivno stanje, stanje
povecanog afiniteta 1 aviditeta za ligande. Klju¢na uloga aktivnog oblika GPIIb-Illa
receptora je uloga u agregaciji trombocita vezivanjem za osnovne ekstracelijske ligande,
fibrinogen 1 vVWF. Vezivanjem jednog molekula liganda za receptore na povrSini dva
trombocita, formiraju se wunakrsne veze | propagira agreagacija trombocita.
Prepoznavanje vitronektina, fibronektina i trombospondina kao liganda od strane GPI1b-
Illa ima dodatnu ulogu u adheziji trombocita za subendotelijalni matriks i njihovoj
agregaciji (17).

P-selektin je glikoprotein konstitutivno prisutan u a-granulama trombocita.
Nakon stimulacije trombocita agonistima, P-selektin se oslobada iz ovih granula i putem
sistema kanala SCCS dospeva na povrSinu trombocita i eksprimiran na povrsini ima
funkciju receptora. Osnovni ligand P-selektina je PSGL-1 (od eng. P-selectin
glycoprotein ligand) prisutan na povrsini svih leukocita. Aktivna uloga P-selektina u
patogenezi tromboze, u koagulaciji 1 klju¢na uloga u patogenezi ateroskleroze zasniva
se pre svega na ucescu u regrutovanju leukocita, pre svega monocita, u okviru
inflamatorne komponente aterosklerotskog procesa i posredovana je interakcijom
izmedu P-selektina i molekula PSGL-1. Studije na animalnim modelima pokazale su da
inhibicija formiranja P-selektin/PSGL-1 kompleksa pospesuje endogenu fibrinolizu i
arterijsku trombolizu, kao i1 da smanjuje intenzitet procesa ukjucenih u razvoj

aterosklerotskih promena na krvnim sudovima, ukljucujuéi proliferaciju glatkih
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misi¢nih cCelija, aktivaciju makrofaga, akumulaciju estara holesterola u makrofagama i
formiranje aterosklerotskog plaka (18).
Uces¢e pojedinih receptora na povrSini aktiviranih trombocita, aktiviranih

endotelnih Celija i leukocita u njihovoj medusobnoj interakciji prikazano je na Slici 2.

Aktivirana endotelna celija Leukocit
P-selectin PSGL-1
ICAM-1, Mac-1
others (aMp2)
Aktivirani trombocit Leukocit
P-selectin PSGL-1
GPlba — Mac-1
(aMp2)
Aktivirana endotelna celija Trombocit
VWF -+ GPlba
P-selectin A e PSGL-1(?)
Aktivirani trombocit Aktivirani trombocit
et X - ?
allbp3 —p> 5 24— allbp3
Fibrinogen
10 nm
@ Lectin domain @ Igdomain
o EGF domain O-linked glycosylation
< Shorl consensus repeal ! N-linked glycosylation

D Leucine-rich repeats

Slika 2. Interakcija izmedu trombocita, leukocita i endotelnih ¢elija [preuzeto i
modifikovano iz McEver, 2007(19) ]

1.1.2 Uloga trombocita u patogenezi kardiovaskularnih bolesti

Kardiovaskularne bolesti predstavljaju bolesti koje zahvataju srce i krvne sudove
i prema lokalizaciji mogu se podeliti na bolesti srca, cerebro-vaskularne bolesti i bolesti
perifernih krvnih sudova. Na osnovu podataka Svetske zdravstvene organizacije
kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju najces¢i uzrok morbiditeta i mortaliteta u
svetu. Prema najnovijim statistickim podacima u Evropi je ¢ak 46% smrtnih slucajeva
posledica KVB.

Osnovni uzroc¢nici kardiovaskularnih bolesti su ateroskleroza i tromboza. Uloga
trombocita u etiopatogenezi ateroskleroze i tromboze zasnhiva se na interakciji

aktiviranih trombocita sa drugim trombocitima, ¢elijama endotela, granulocitima,
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monocitima i makrofagama, kao i delovanju trombocitnih hemokina, proinflamatornih
faktora i mikropartikula, koji se oslobadaju nakon aktivacije (5).

U inicijalnoj interakciji trombocita sa endotelnim ¢elijama klju¢nu ulogu ima P-
selektin, mada se ¢vrsta veza izmedu endotelnih ¢elija i trombocita, pokazana u in vitro
uslovima, uspostavlja preko GPIlIb-11la. Postoji vise potencijalnih mehanizama kojima
se ostvaruje uticaj interakcije trombocita i endotelnih ¢elija u nastanku i razvoju
ateroskleroze. Najverovatnije je da sloj trombocita, koji se formira na mestu o$te¢enog
krvnog suda, ili sporadi¢no vezani trombociti, dovode do regrutovanja leukocita
posredstvom trombocitnih citokina (5, 20).

Interakcija trombocita i leukocita ostvaruje se preko P-selektina trombocita i
PSGL-1 receptora na leukocitima. Dodatno je moguce indirektno vezivanje GPIIb-Illa
receptora za integrine leukocita, preko proteina plazme. Monociti, kao jedna od
populacija leukocita, imaju kompetitivnu prednost u odnosu na ostale populacije, mada
molekularne osnove jo§ uvek nisu poznate (21). Zivotni vek nastalih agregata monocita
i trombocita je ograni¢en i brojni eksperimenti pokazali su da on u proseku iznosi 2-3 h,
koliko je i zivotni vek P-selektina na povrSini aktiviranih trombocita. Najverovatnije sa
“otpadanjem” P-selektina sa povrSine trombocita dolazi i do odvajanja nastalih
agregata. Medutim, vezivanjem za monocite trombociti prouzrokuju niz promena u
ovim Celijama koje uticu na ulogu monocita u procesu ateroskleroze. Vezivanjem
trombocita za leukocite dolazi do aktivacije integrina Mac-1 i VLA-1 na leukocitima,
povecanja afiniteta i aviditeta PSGL-1, do oksidativnog stresa u monocitima koji deluje
stimulativno na “regrutovanje” monocita. Prisustvo P-selektina ili izlaganje delovanju
trombocitnih citokina, u monocitima dovodi do stimulacije ekspresije faktora nekroze
tumora (TNF a), interleukina-8, MCP-1. Sve ovo doprinosi razvoju inflamatornih i
prokoagulatornih procesa ukljuc¢enih u patogenezu kardiovaskularnih bolesti (5, 22).
Najznacajnija uloga trombocita u patogenezi ateroskleroze zasniva se na njihovom
vezivanju za monocite.

Uloga trombocitnih hemokina u aterosklerozi i vaskularnom remodelovanju je
visestruka. Najzastupljeniji protein o-granula trombocita, PF 4, ima hemotakti¢no
delovanje na monocite i druge leukocite i stimulise vezivanje oksidovanog LDL-a za
endotelne i glatke miSi¢ne celije krvnog suda. RANTES molekul i MIP-1 snazni su
hemoatraktanti T-limfocita i monocita. Osnovni faktor rasta trombocita, PDGF, pored
hemotakticnog delovanja na monocite, stimuliS$e migraciju i proliferaciju glatkih

miSi¢nih Celija zida krvnog suda (23). Vaznu ulogu ima i ligand za CD40 receptor
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(CD40L), koji je takode prisutan u granulama trombocita. Njegova sekrecija, nakon
aktivacije trombocita, indukuje niz inflamatornih reakcija u endotelnim ¢elijama
ukljucujuéi produkciju reaktivnih vrsta kiseonika i ekspresiju adhezionih molekula
(VCAM-1, ICAM-1, E-selektin), hemokina (MCP-1 i IL-8) i citokina (IL-6), Koji
ucestvuju u regrutovanju leukocita. Vezivanje CD40 L za CD40 receptor na povrSini
makrofaga, endotelnih i glatkih misi¢nih celija krvnog suda inicira i ekspresiju
matriksnih metalo-proteinaza, koje takode ucestvuju u procesu aterogeneze (24).

Na osnovu definicije Ameri¢ke asocijacije za srce (eng. American Heart
Association - AHA) faktori rizika za nastanak bolesti, ukljuc¢ujuci i KVB, predstavljaju
“merljive bioloske karakteristike individue koje prethode dobro definisanom ishodu te
bolesti (npr. infarktu miokarda), predvidaju taj ishod i1 nalaze se na direktnom
bioloskom uzro¢nom putu tog ishoda”. Za razliku od faktora rizika, AHA definise
biomarker kao ,,bioloski indikator procesa ukljucenih u razvoj odredene bolesti koji
mogu, ili ne, biti uzrok nastanka te bolesti” (25). Osnovni cilj definisanja faktora rizika
u odnosu na biomarkere je identifikovanje pojedinaca sa poveéanim rizikom kao ciljne
grupe primene preventivnih mera u oblasti javnog zdravlja.

Nezavisni faktori rizika za nastanak KVB obuhvataju faktore podlozne
promenama: pusenje, hipertenziju, dislipidemiju, gojaznost, hiperglikemiju, fizi€ku
neaktivnost, neadekvatnu ishranu i nepromenljive: starost, pol i porodi¢nu anamnezu
KVB (26). Pored navedenih ,.tradicionalnih* faktora rizika, u nove, ,netradicionalne*
faktore rizika spadaju povisen nivo C-reaktivnog proteina, triglicerida, interleukina-6,
fibrinogena, homocisteina (25).

Povecan procenat aktiviranih trombocita prisutan je kod pacijenata sa
hiperholesterolemijom (27), hipertenzijom (28), kod puSaca (29), pacijenata sa
Se¢ernom boles¢u (30) i metabolickim sindromom (31). Pored povecanog broja
aktiviranih trombocita, prisustvo pojedinih faktora rizika KVB povezano je i sa hiper-
reaktivno$¢u trombocita, odnosno pove¢anom aktivacijom trombocita pri delovanju
niskih koncentracije agonista, u odnosu na aktivaciju kod zdravih osoba. Pokazano je da
hiper-reaktivnost trombocita, odnosno povecana ekspresija P-selektina pri delovanju
niskih, suboptimalnih koncentracija ADP, direktno koreliSe sa incidencom akutnih
kardiovaskularnih dogadaja, infarkta i $loga, kod pacijenata sa koronarnom arterijskom
bolescu, ali i pacijenata sa dijabetesom tip 11 (32). Na osnovu predloZenog, poremecaj
funkcije trombocita ne smatra se iskljuc¢ivo biomarkerom akutnih kardiovaskularnih

bolesti, ve¢ predstavlja i biomarker rizika za nastanak i razvoj ateroskleroze i KVB, na
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osnovu Cega se racionalizuje potreba za evaluacijom antitrombocitnih agenasa u

primarnoj, sekundarnoj i tercijarnoj prevenciji ovih bolesti.

1.1.3. Uloga trombocita u patogenezi malignih bolesti

Na osnovu epidemioloskih studija i brojnih eksperimenata u in vitro uslovima i
na animalnim modelima, pokazano je da trombociti imaju veliki znacaj u patogenezi i
progresiji malignih bolesti. Interakcija trombocita i malignih ¢elija znacajno doprinosi i
razvoju malignog procesa i stanjima povecane aktivacije trombocita, hiperkoagulacije 1
trombocitopenije, kao Cestih prate¢ih simptoma malignih bolesti.

Aktivacija trombocita, prisutna kod malignih bolesti, posredovana je trombinom
koji oslobadaju maligne ¢elije, ADP-om porekla iz malignih ¢elija ili trombocita, i
tromboksanom A2 iz trombocita. Trombin, prisutan na povrSini aktiviranih trombocita,
stimuli$e direktnu agregaciju sa malignim ¢elijama, koja zavisi od ekspresije GPIlb-Illa
i prisustva fibronektina i VWEF. Sekvestracija trombocitima omogucava malignim
¢elijama da izbegnu mehanizme imunoloske kontrole tumorskog procesa i doprinosi
njihovom metastatskom potencijalu. Aktivirani trombociti oslobadaju faktore rasta
tumora (PDGF) i faktore angiogeneze (VEGF i angiopoetin-1). VEGF je najverovatnije
odgovoran za povecanje permeabilnosti endotela i ekstravazaciju tumora.
Ekstravazacija tumorskih ¢elija 1 njithov metastatski potencijal direktno je srazmeran
njihovoj sklonosti da vezuju trombocite, odnosno formiraju agregate. Vezivanje
agregata tumorskih celija 1 endotelnih ¢elija u inicijalnim fazama ovog procesa
posredovano je P-selektinom (6, 33).

Znacaj uloge trombocita u nastanku i progresiji malignog procesa potvrden je i
antitumorskim efektima trombinskih inhibitora i prostaciklina. Epidemioloske studije
takode pokazuju da acetil-salicilna kiselina smanjuje prevalencu vise tipova kancera
(34) i potencijalni mehanizmi pored inhibicije ciklooksigenaze, ukljucuju i direktno
delovanje na metastatski proces (35), mada uticaj aspirina na prezivljavanje pacijenata
nije potvrdeno.

Najnovija saznanja o ulozi trombocita u nastanku i progresiji malignog procesa
otvaraju novu oblast istrazivanja antitumorskog delovanja sastojaka biljaka, usmerenog

na funkciju trombocita (36).
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1.1.4. Uticaj dijetarnih faktora na funkciju trombocita

Prisustvo faktora rizika za nastanak KVB povezanih sa ishranom i
odgovarajuc¢ih biomarkera najc¢e$¢e je posledica dugotrajnih nepravilnih obrazaca u
ishrani, odnosno nepravilnog rezima ishrane i neoptimalne, neizbalansirane dijete (37,
38). Faktori rizika, pre svega, ukazuju na poremecaj u homeostazi brojnih biomolekula,
Cinilaca faktora rizika, pri ¢emu dolazi do poremecaja njihovog statusa i ispoljavanja
nezeljenih efekata. Prisustvo ovih faktora povezano je 1 sa poremecajima u funkciji
trombocita, najverovatnije kao posledica direktnog delovanja relevantnih biomolekula
na trombocite. U eksperimentalnim uslovima pokazano je da do povecanja aktivacije i
agregacije trombocita dolazi pri povecanju koncentracije glukoze (39), LDL i VLDL-
holesterola (40), leptina (41), dok na smanjenje osetljivosti trombocita na delovanje
agonista utiu insulin (42), HDL holesterol, hilomikroni (40) i azot-monoksid
osloboden iz endotela (43). S obzirom na direktno uce$ée trombocita u patogenezi
KVB, dodatni znacaj dijetarnih mera prevencije KVB smanjenjem faktora rizika je i
smanjenje njima posredovanog delovanja na funkciju trombocita.

Pored faktora rizika za nastanak KVB, na aktivaciju trombocita i drugih celija
ukljucenih u patogenezu KVB znacajno utice i postprandijalni status. Kao odgovor na
postprandijalnu lipemiju dolazi do povecanja ekspresije P-selektina i GPllb-Illa,
povecane agregacije trombocita i monocita i aktivacije monocita (44, 45) dok
postprandijalna hiperglikemija povecava aktivaciju i reaktivnost trombocita (46, 47).
Postprandijalni efekti na trombocite praceni su disfunkcijom endotelnih Ccelija,

rezistentnom na akutno delovanje aspirina i osetljivom na delovanje azot-monoksida.

1.1.5. Metode ispitivanja funkcije trombocita

Postoji veliki broj laboratorijskih metoda koje se primenjuju u ispitivanju
funkcije trombocita. One su deo laboratorijske dijagnostike odredenih patoloskih stanja
povezanih sa njihovom funkcijom, ali se koriste i u okviru eksperimentalnih
istrazivanja.

NajceS¢e rutinski koriS¢en test u dijagnostici poremecaja vaskularne faze
hemostaze je odredivanje ,,vremena krvarenja“. Pored broja i funkcije trombocita, na
,vreme krvarenja“ uti¢u i poremecaji u strukturi zida krvnih sudova, kao i u nivou vVWF
i fibrinogena u Kkrvi, $to onemogucava postojanje standardizovanih protokola i u
savremenoj dijagnostici ovaj test ima istorijski znacaj (48). U okviru rutinske

hematoloske dijagnostike se pored parametara ostalih krvnih celija, primenom
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hematoloskog brojaca, odreduje i ukupan broj trombocita u odredenoj zapremini krvi i
srednji volumen trombocita (eng. mean platelet volume —MPV). Povisene vrednosti
MPV, koje su povezane sa pojedinim KVB, ali i faktorima rizika za njihov nastanak
(49), ukazuju na prisustvo povecanog broja hiper-aktivnih, nezrelih, retikuliranih
trombocita u ukupnoj populaciji trombocita i predstavlja indirektni pokazatelj njihove
funkcije. Na osnovu rezultata velikog broja epidemioloskih istrazivanja i meta-analiza
MPV se smatra potencijalnim prognostickim markerom razvoja bolesti kod pacijenata
sa KVB ali njegov znacaj u proceni Kardiovaskularnog rizika nije potvrden (50).
»Zlatnim standardom® u ispitivanju funkcije trombocita smatra se metoda opticke
agregometrije (eng. light transmission aggregometry — LTA), u kojoj se funkcija
trombocita procenjuje na osnovu njihove sklonosti ka agregaciji u prisustvu agonista
koji se dodaju in vitro. Nedostaci ove metode u dijagnostici su nedovoljna ta¢nost i
ponovljivost (51). Odgovor na in vitro delovanje agonista predstavlja osnovni princip
rada velikog broja savremenih, automatizovanih uredaja koji se danas koriste u rutinskoj
dijagnostici poremecaja funkcije trombocita i hemostaze uopsteno (PFA-100®, Ultegra-
RPFA®, Hemostasis Analysis System®), ¢ija je najveca prednost simulacija fizioloskih
uslova hemostaze i minimalna manipulacija uzorka. Pored dijagnosticke primene ove
metode se koriste i u istrazivanju, u okviru klini¢kih ispitivanjima lekova koji deluju na
funkciju trombocita. Nedostatak pomenutih metoda, naroCito u oblasti istrazivanja,
predstavlja upotreba nefizioloskih koncentracija ograni¢enog broja agonista i shodno
tome mala osetljivost na fine modulatore funkcije trombocita, kao 1 nemogucénost
identifikacije preciznih mehanizama delovanja ispitivanih agenasa, od posebnog znacaja

za ispitivanje delovanje sastojaka hrane.

Protocna citometrija u ispitivanja funkcije trombocita

Proto¢na citometrija predstavlja nezamenjivu tehniku u odredivanju populacija i
subpopulacija krvnih ¢elija na osnovu njihovih morfoloskih karakteristika i prisustvu
odredenih antigena na povrSini. Diferenciranje c¢elija na osnovu morfoloskih
karakteristika zasniva se na upravnom rasipanju zraka svetlosti usmerenog na
pojedinac¢nu ¢eliju, koje zavisi od veli¢ine ¢elije i bo¢nom rasipanju, kKoje zavisi od
granulacije i shodno tome karakteristicnom polozaju na FSC/SSC dijagramu (FSC, od
engl. forward light scatter, upravno rasipanje svetlosti; SSC, od eng. side light scatter,
boc¢no rasipanje svetlosti). Vezivanjem antitela obelezenih fluorescentnim bojama za

povrsinske antigene detektuje se njihovo prisustvo i definise odredeni fenotip celijske

11



UvoD

populacije. Merenjem srednjeg intenziteta fluorescencije analiziranih ¢elija u uzorku
zasi¢enom antitelima moguce je proceniti i gustinu, odnosno intenzitet ekspresije
pojedinih povrsinskih antigena (52).

Prednost primene proto¢ne citometrije u ispitivanju funkcije trombocita, u
poredenju sa prethodno opisanim metodama, je detekcija i kvantifikacija celog spektra
povrsinskih receptora trombocita prisutnih na povrsini neaktiviranih trombocita, koji se
koriste kao pan-trombocitni markeri, ili eksprimiranih nakon aktivacije, koji imaju
funkciju aktivacionih markera. Stepen aktivacije trombocita procenjuje se na osnovu
procenta trombocita koji na povrsini eksprimiraju odredeni aktivacioni marker u odnosu
na ukupnu populaciju analiziranih trombocita, kao i na osnovu gustine receptora.
Proto¢na citometrija se koristi u dijagnostici urodenih i steCenih poremecaja funkcije
trombocita, detaljnoj dijagnostici KVB i pracenju odgovora na farmakolosku terapiju i
razliCite terapijske procedure, sa nizom prednosti i odredenim nedostacima, koji se
odnose na dostupnost i cenu aparata i reagenasa kao i neophodnu ekspertizu u radu (53).

Za razliku od klini¢ke primene, proto¢na citometrija je nezamenjiva u
istrazivanjima usmerenim na funkciju trombocita. Princip ove metode omogucéava uvid
u precizne mehanizme funkcije trombocita i odgovora na razli¢ite agoniste u
suboptimalnim ili optimalnim koncentracijama kao faktora rizika za razvoj odredenih
bolesti, specificno delovanje farmakoloski i bioloski aktivnih agenasa, ispitivanja u in
vitro eksperimentalnim uslovima. Istovremeno, proto¢na citometrija je jedina metoda
kojom je moguée specificno odrediti procenat heterotipskih agregata trombocita sa
drugim krvnim celijama (monocitima, neutrofilima, limfocitima) koji se smatraju
specifi¢nijim markerima in vivo aktivacije trombocita u odnosu na ekspresiju
povrSinskih antigena (54), kao i mikropartikula trombocitnog porekla (55). Pored
povrsinskih markera, protocna citometrija omogucava i detekciju molekula unutar
trombocita i drugih ¢elija, uklju¢enih u patogenezu tromboze i ateroskleroze (56).
Standardizovani protokoli za primenu proto¢ne citometrije u dijagnostici i istrazivanju
definiSu sve faze laboratorijskog rada, od uzorkovanja do analize i tumacenja dobijenih
rezultata, ukljucujuéi i analizu direktno pune krvi i minimalnu manipulaciju uzoraka,
¢ime je obezbeden visok stepen osetljivosti i tacnosti (57, 58). Zbog niza prednosti ova
metoda predstavlja metodu izbora u proceni funkcije trombocita kao biomarkera rizika
za nastanak hroni¢nih bolesti, kao i za ispitivanje antitrombocitnog delovanja sastojaka
namirnica i lekovitih biljaka kao i identifikaciju potencijalnih mehanizama njihovog

delovanja u prevenciji KVVB (59).
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Aktivacije trombocita i njihova agregacija u ex vivo eksperimentalnim uslovima
moze se indukovati delovanjem velikog broja endogenih agonista kao §to se ADP,
adrenalin, kolagen, trombin, arahidonska kiselina ili egzogenim agensima kao $to je
ristocetin, konvulksin, peptid-aktivator trombinskog receptora (eng. thrombin receptor
activating peptide-TRAP) ili jonofora A23187.

Arahidonska kiselina je prekursor tromboksana A2 (TxAZ2) koji predstavlja
snazan stimulator aktivacije trombocita i njihove agregacije. Primena arahidonske
kiseline kao agoniste racionalizuje se i poremecenim statusom ove masne kiseline i
njenih metabolita kod osoba sa faktorima rizika za nastanak KVB. Pokazano je da su
nivoi TxB,, stabilnog metabolita TxA,, u serumu ispitanika sa metabolickim
sindromom vec¢i U odnosu na nivoe u serumu zdravih ispitanika (60). Nivo arahidonske
kiseline u membranama eritrocita ispitanika sa faktorima kardiovaskularnog rizika
takode korelise sa akutnim kardiovaskularnim dogadajima (61).

ADP je intriziéni agonista funkcije trombocita i posreduje u aktivaciji
indukovano svim ostalim agonistima. Najve¢i broj studija o delovanju antitrombocitnih
agenasa, ukljucujuéi sastojke namirnica i same namirnice, zasniva se na inhibitornom
delovanju na aktivaciju i agregaciju trombocita indukovano ADP-om. Ispitivanje uticaja
bioloski aktivnih agenasa na aktivaciju i agregaciju indukovanu delovanjem ADP-a,
racionalizuju i rezultati prospektivnih studija koji pokazuju povezanost stepena
reaktivnosti trombocita kao odgovor na ADP i kardiovaskularnog rizika (32).

Agonisti¢ko delovanje razliCitih agonista ispoljava se vezivanjem za specificne
receptore na povrSini trombocita 1 pokretanjem niza signalnih dogadaja, koji rezultuju
aktivacijom trombocita 1 eksprimiranjem odgovaraju¢ih adhezionih receptora.
Karakteristike signalnih puteva, koji su ukljuceni u odgovore na razli¢ite agoniste, nisu
u potpunosti prouceni.

Delovanje acetil-salicilne kiseline (ASK) zasniva se na inhibiciji sinteze
prostanoida u trombocitima, pre svega TxA2 i prostaglandina (PGE, i PGI,).
Mehanizam delovanja podrazumeva ireverzibilnu inhibiciju enzima ciklooksigenaze -1
(COX-1), koji ucestvuje u konverziji arahidonske kiseline u prostaglandin H,, koji se
dalje konvertuje u TxA2, delovanjem enzima tromboksan-sintetaze. Veliki broj studija
pokazao je efikasnost niskih doza ASK u primarnoj, sekundarnoj i tercijarnoj prevenciji
KVB (62, 63). | pored dugogodisnje primene i intenzivnih istrazivanja, podaci o znacaju
acetil-salicilne kiseline u prevenciji KVB, delovanjem usmerenim na trombocite i

moguc¢im mehanizmima rezistencije i dalje su kontroverzni (64-66).
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1.2. POLIFENOLI

1.2.1 Polifenoli kao nenutritivni sastojci namirnica

Polifenoli predstavljaju najbrojniju i najzastupljeniju grupu bioloski aktivnih,
sekundarnih metabolita biljaka. Prisutni su u veéini namirnica biljnog porekla
ukljucujucéi voce, povrée, Zitarice, leguminoze, pojedina biljna ulja, vina 1 biljne Cajeve.
Po zastupljenosti u ljudskoj ishrani, predstavljaju najznacajniju grupu nenutritivnih
sastojaka namirnica. Procenjuje se da dijetarni unos polifenola u evropskim zemljama
iznosi priblizno 1g po danu (67-69). Do sada je identifikovano vise stotina razli¢itih
jedinjenja polifenolne strukture prisutnih u namirnicama, od kojih, na osnovu hemijske
strukture, vecina pripada jednoj od cetiri osnovne grupe polifenola, fenolnim
kiselinama, flavonoidima, stilbenima ili lignanima. Ukupnom dijetarnom unosu
polifenola u najveé¢oj meri doprinose jedinjenja prve dve grupe: fenolne kiseline i
flavonoidi. Flavonoidi predstavljaju grupu polifenolnih jedinjenja zajedni¢ke hemijske
strukture koju ¢ine dva aromati¢na prstena povezana sa tri ugljenikova atoma koja su
deo heterociklicnog prstena sa kiseonikom. Osnovne podgrupe flavonoida su flavonoli,
flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidini i flavanoli. Najznacajniji dijetarni izvori
flavonoida su voée i voéni sokovi, povrce, kakao i ¢aj. Fenolne kiseline obuhvataju
derivate hidroksi-benzijeve i hidroksi-cimetne kiseline i zahvaljuju¢i njihovom visokom
sadrzaju u kafi, ¢aju, vocu, voénim sokovima i zitaricama, imaju znacajan udeo u
ukupnom dijetarnom unosu polifenola.

Doprinos pojedinih grupa polifenola ukupnom unosu ovih nenutritivnih
sastojaka zavisi od velikog broja faktora, od kojih najveci zna¢aj imaju dijetarne navike
ispitivane populacije 1 sadrZaj pojedinih grupa polifenola u namirnicama prisutnim u
njihovoj ishrani. Pokazano je da se po zastupljenosti u ishrani stanovniStva zapadne
Evrope flavonoidi nalaze na prvom mestu, doprinoseé¢i najve¢im delom ukupnom
dnevnom unosu polifenola, dok se u severno-evropskim zemljama dve trec¢ine unosa
polifenola ostvaruje unosom fenolnih kiselina, uz veliki doprinos antocijanidina, usled
znaCajnog prisustva jagodastog i1 bobiCastog voca u ishrani. O ukupnom unosu
polifenola ili pojedinih grupa polifenolnih jedinjenja u ishrani stanovniStva Srbije i
zemalja iz okruzenja ne postoje relevantni literaturni podaci. Pregled strukture pojedinih

grupa polifenola prisutnih u biljkama, dat je na Slici 3.
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Slika 3. Osnovne klase polifenola A) i osnovne grupe flavonoida B)
[preuzeto i modifikovano iz Manach i sar., 2005 (70)
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1.2.2 Metabolizam polifenola

Polifenoli se u biljkama nalaze u formi glikozida, sa izuzetkom flavan-3-ola i
njihovih oligomera, procijanidina. Nakon ingestije, glikozidne forme podlezu hidrolizi u
digestivnom traktu i oslobodeni aglikoni se jednim delom resorbuju u tankom crevu i
dospevaju u celije epitela, gde podlezu delovanju enzima Il faze detoksifikacije. U
cirkulaciji ¢e se naci u formi sulfata, glukuronida i/ili proizvoda metilovanja. Putem krvi
polifenoli dospevaju do jetre, gde se mogu dalje metabolisati, nakon Cega se re-
ekskretuju u tanko crevo, a nakon reapsorpcije iz tankog creva, ponovo dospevaju u

cirkulaciju i ekskretuju se iz organizma putem urina
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Slika 4. Metabolizam polifenola
[preuzeto i modifikovano iz Duynhoven i sar., 2012 (71)]

Deo polifenola, koji se ne resorbuje u tankom crevu, dospeva u kolon i podleze
delovanju mikroflore kolona, usled kog dolazi do dekonjugacije i cepanja prstenova
osnovne strukture polifenola i formiranja manjih polifenolnih jedinjenja, derivata
fenolnih kiselina i cimetne kiseline. Ova jedinjenja se opet delom resorbuju preko
epitela kolona i putem cirkulacije dospevaju u jetru, gde podlezu metabolizmu
enzimima Il faze detoksifikacije, nakon cega iz jetre prelaze u cirkulaciju i ekskretuju se
putem urina.

Kao posledica intenzivnog metabolizma polifenoli se u cirkulaciji nalaze u jako
niskim koncentracijama u odnosu na koli¢ine unete u organizam i njihove koncentracije

u krvi nalaze se u rasponu od 0 — 4 pumol/L pri dijetarnom unosu od 50 mg
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odgovarajuceg aglikona. Koli¢ina ekskretovana urinom nalazi se u rasponu od 0,3 -
43% unete koli¢ine, zavisno od jedinjenja. Bioraspolozivost polifenola zavisi od klase
kojoj odredeno polifenolno jedinjenje pripada, mada se znacajne razlike mogu uociti 1
izmedu jedinjenja iste klase i zavisi velikim delom od njegove specifi¢ne strukture.
Najvecu bioraspolozivost imaju galna kiselina i izoflavoni, zatim glikozidi katehina,
flavanona i kvercetina. Najmanju bioraspolozivost imaju proantocijanidini i antocijani
(70, 72, 73).

U skladu sa intenzivnim metabolizmom 1 malom bioraspolozivos¢u, biolosko
delovanje polifenola je pre svega rezultat delovanja njihovih metabolita, proizvoda
delovanja metabolickih enzima i mikroflore humanog organizma, sa izrazenom inter-
individualnom varijacijom. Danas je identifikovano i delom kvantifikovano vise od 350
metabolita polifenolnih sastojaka biljaka (74). Bioloska aktivnost metabolita se moze
razlikovati od aktivnosti nativnih jedinjenja, pri ¢emu je i u jednom i u drugom slucaju
Cesto prisutan i ,,hormeticki“ efekat odnosno bi-fazna dozna zavisnost, razlicita pri
niskim i visokim koncentracijama. Shodno tome, finalna potvrda efekata delovanja
polifenola moguéa je samo u okviru Kkontrolisanih, randomiziranih dijetarnih
interventnih studija. Primena in vitro modela racionalna je u predklini¢kim
istrazivanjima, komparativnim ,,screening studijama 1 ispitivanjima potencijalnih
mehanizama koja i u tim slu¢ajevima podrazumeva ispitivanje delovanja metabolita i/ili
nativnih jedinjenja u fizioloskim koncentracijama, koje je moguce posti¢i dijetarnim
unosom (75). Ispitivanje metabolita u in vitro sistemima ograni¢eno je njihovom
komercijalnom dostupnoscu 1 postojanjem metoda za njihovu sintezu.

Jednim delom, povoljni efekti polifenola na zdravlje posledica su njihovog
delovanja u digestivnhom traktu i zasnivaju se na interakciji nativnih polifenola, u

koncentracijama u kojima su prisutni u biljkama, sa komponentama hrane.
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1.2.3 Polifenoli u prevenciji kardiovaskularnih i malignih bolesti

Na osnovu rezultata meta-analiza viSe stotina prospektivnih epidemioloskih
studija, od kojih su pojedine ukljucivale stotine hiljada ispitanika u desetinama zemalja
Sirom sveta 1 trajale viSe desetina godina, potvrdeno je da ishrana bogata vocem,
povréem i integralnim Zzitaricama smanjuje rizik od nastanka hroni¢nih nezaraznih
bolesti. Bazirane na ovoj tvrdnji pokrenute su brojne inicijative na nacionalnom i
globalnom nivou, koje su imale za cilj promociju optimalne dijete bogate namirnicama
biljnog porekla sa povoljnim delovanjem na zdravlje ljudi, ali i inicirana dalja
istrazivanja, usmerena na ispitivanje uticaja pojedinih sastojaka ovih namirnica na
faktore rizika za nastanak hroni¢nih bolesti, kao i potencijalne mehanizme delovanja.

Nauc¢ni podaci 0 dijetarnim izvorima polifenola, razvoj metoda za njihovo
odredivanje i kreiranje dostupnih sistematizovanih baza podataka o sadrzaju u
namirnicama (74), omogudéili su evaluaciju specificne uloge polifenola, kao
najznacajnijih nenutritivnih bioloski aktivnih sastojaka namirnica u prevenciji hroni¢nih
bolesti. Pokazano je da rizik od nastanka KVB, ucestalost finalnih ishoda KVB (infarkta
miokarda i Sloga) i stopa smrtnosti kao posledice KVB zavise delom i od ukupnog
dijetarnog unosa polifenola ili pojedinih klasa polifenola (76-79). Medutim, iako se
smatraju najznacajnijim dijetarnim antioksidansima, znacaj njihovog direktnog
antioksidativnog delovanja u ocuvanju kardiovaskularnog zdravlja i prevenciji KVB
nije potvrden (80). Naucni eksperti miSljenja su da se preventivna uloga polifenola
moze pre svega objasniti specificnim direktnim ili indirektnim delovanjem na nivou
endotela i trombocita, kao klju¢nih ¢inilaca u patogenezi kardiovaskularnih bolesti (81).

Za razliku od uloge u prevenciji KVB, uloga polifenola u prevenciji malignih
bolesti nije u potpunosti potvrdena. Pokazano je da dijetarni unos flavonoida ne
predstavlja znaCajnu determinantu smrtnosti od malignih bolesti (76), ali da
istovremeno postoji znacajna povezanost povecanog dijetarnog unosa pojedinih klasa

polifenola i smanjene incidence razli¢itih tipova karcinoma (82, 83).
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1.3. UTICAJ POLIFENOLA NA FUNKCIJU TROMBOCITA

Kljuéna uloga trombocita u patogenezi KVB i malignih bolesti i rezultati
epidemioloskih istrazivanja o povezanosti incidence KVB i dijetarnog unosa polifenola,
dovela je do pretpostavke da je delovanje polifenola usmereno na trombocite jedan od
mehanizama njihovog povoljnog delovanja sto je iniciralo brojna istrazivanja u ovoj
oblasti (81) Veliki broj in vitro studija i studija na animalnim modelima pokazao je
povoljno delovanje pojedinih polifenola i namirnica koje ih sadrze na funkciju
trombocita.

U okviru dijetarnih interventnih studija ispitivano je delovanje razli¢itih
polifenolnih jedinjenja, pre svega iz grupe flavonoida i fenolnih kiselina, kao i efekti
konzumacije namirnica bogatih polifenolima. Sistematskim pregledom rezultata
dobijenih u okviru randomiziranih, kontrolisanih dijetarnih intervencija doslo se do
zakljucka da povoljno delovanje kakaoa i ¢okolade, kao i flavan-3-ola i procijanidina
kao prisutnih bioaktivnih sastojaka, ima najveéi stepen naucne zasnovanosti (84).
Akutno ili hroni¢no delovanje ovih namirnica i fitohemikalija na trombocite primenom
razli¢itih metoda ispitivano je u 9, od ukupno 25 dostupnih i evaluiranih studija.
Povoljno delovanje na neki od markera funkcije trombocita pokazano je u svim
studijama, kod zdravih ispitanika (85-89), pusaca (90, 91), ispitanika sa dislipidemijom
(92) i pacijenata nakon transplatacije srca (93). Pored efekata cokolade, kakaoa i
njihovih fitohemikalija, pokazano je i pozitivno delovanje ekstrakta grozda, soka od
grozda ili crnog vina i njihovih polifenola (94, 95), antocijanima bogatog bobicastog i
jagodastog voca (96) i armanjak konjaka bogatog elagitaninima (97). Izoflavoni,
ispitvani u okviru jedne studije, nisu pokazali znacajno delovanje na trombocite (98),
dok su rezultati o delovanju kvercetina 1 namirnica koji ga sadrze, dobijeni u okviru
razli¢itih studija, kontradiktorni (99-101).

Donosenje finalnih zakljucaka o delovanju pojedinih namirnica ili pojedinih
polifenola meta analizom dobijenih podataka onemoguceno je Cinjenicom da su u
navedenim studijama analizirani razli¢iti parametri funkcije trombocita, primenom
razli¢itih metoda kao i razlikama u grupama ispitanika u pogledu zdravstvenog statusa. |
pored toga, dokazi o delovanju pojedinih grupa polifenola su uniformni, bez obzira na
varijacije u dizajnu studija i poredivi sa delovanjem acetil-salicilne kiseline (102). Za

druge polifenole i njima bogate namirnice neophodno je pruziti dodatne nau¢ne dokaze,
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primenom standardizovanih metoda, osetljivih u dovoljnoj meri na preciznu modulaciju
parametara funkcije trombocita dijetarnim bioaktivnim komponentama u domenu
prevencije.

S obzirom na specifi¢nosti metabolizma polifenola koje podrazumevaju niske
koncentracije u cirkulaciji i brz klirens, dva odvojena nacina delovanja pojedinih
fitohemikalija na funkciju trombocita, u pogledu potencijalnog mehanizma,
predstavljaju akutno delovanje, delovanje jednokratne konzumacije i hroni¢no
delovanje, kao efekat dugotrajnih intervencija.

Akutno delovanje moze se pripisati direktnim ili indirektnim delovanjem
metabolita prisutnih u cirkulaciji na trombocite. Veliki broj namirnica i polifenola
ispoljava ovakav efekat, pri ¢emu aktivacioni status trombocita nakon konzumacije u
jednom trenutku postize najoptimalnije vrednosti koji odgovara maksimalnom efektu, a
nakon toga se najceS¢e vremenski-zavisno priblizava bazalnim vrednostima. Akutno
delovanje polifenola ima poseban znacaj na akutno nepovoljno delovanje pojedinih
komponenata hrane ili nepravilnog dijetarnog rezima, koje ima za posledicu
postprandijalnu aktivaciju trombocita, kao i na delovanje drugih Stetnih faktora Zivotnog
stila (stres, puSenje), koji imaju nezeljene efekte na funkciju trombocita.

Efekti dugotrajne konzumacije ispituju se najéeS¢e nakon najmanje 12h
gladovanja, kada metaboliti polifenola vise nisu prisutni u cirkulaciji. U velikom broju
studija, efekti pokazani u toku jednokratne konzumacije nisu potvrdeni efektima nakon
dugotrajne intervencije. Medutim, postoje 1 dokazi o hroni¢nom efektu pojedinih
polifenola i njima bogatih namirnica na funkciju trombocita koji se objasnjavaju na dva
nacina. Jedan od predlozenih mehanizama je kumulativni efekat konstantnog delovanja
metabolita polifenola na deo populacije trombocita, koji se reflektuje i nakon njihove
ekskrecije, pod uslovom da je njihovo delovanje ireverzibilno (84). Drugi potencijalni
mehanizam hroni¢nog delovanja polifenola je posredni efekat na trombocite kao
posledica delovanja na pojedine faktore rizika. U svakom sluc¢aju, iako akutni efekat
moze da ukaZe na eventualni potencijal za hroni¢ni efekat, mehanizmi delovanja su
razli¢iti, zavise od razli¢itih faktora i optimalni dizajn studije treba da podrazumeva
ispitivanje i akutnog i hroni¢nog delovanja.

S tim u vezi je i delovanje kod ispitanika koje zavisi od njihovog zdravstvenog
statusa. Pokazano je da se aktivacioni status trombocita razlikuje kod osoba sa rizikom
za nastanak KVB i akutnim bolestima kardiovaskularnog sistema, u odnosu na status

zdravih osoba. Povoljan efekat akutnog delovanja polifenola od znacaja je generalno,
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bez obzira na zdravstveni status, ali ispoljeni efekat veoma Cesto zavisi od statusa, s
obzirom da zavisi od fenotipskih karakteristika subpopulacija trombocita, kao §to je veci
procenat retikuliranih trombocita kod ispitanika sa prisutnim faktorima rizika, za koje je
pokazano da imaju manju osetljivost na delovanje antitrombocitnih agenasa. Od znacaja
moze biti i eventualna disfunkcija endotela, prisutna kod ispitanika sa rizikom za
nastanak KVB, uzev$i u obzir mogucnost da i akutno delovanje polifenola na
trombocite moze biti delom posledica pokazanog efekta na funkciju endotela.

Kada je re¢ o hronicnom efektu, ispoljen kod zdravih ispitanika moze da ukaze
na moguénost kumulativnog povoljnog delovanja bioloski aktivnih sastojaka namirnica
ili prevencijom kumulativnog delovanja nepovoljnih ¢inilaca ishrane na trombocite.
Kod populacije sa faktorima rizika, ukoliko je delovanje na trombocite praceno
redukcijom pomenutih faktora, teorijsko objas$njenje povoljnog hroni¢nog delovanja,
pored navedenih mehanizama kumulativnog delovanja, obuhvata i delovanje
posredovano smanjenjem Cinilaca faktora rizika (84).

Pored polifenola i druge bioloski aktivhe komponente namirnica i namirnice
koje ih sadrze imaju povoljno delovanje na aktivnost trombocita, kao potencijalnog
mehanizma prevencije KVB (103). U okviru dijetarnih interventnih studija pokazani su
povoljni efekti masne ribe (104), poli-nezasicenih masnih kiselina (105),
mononezasi¢enih masnih kiselina (106), dijetarnih izvora konjugovane linolenske
kiseline (106), L-arginina (107), ekstrakata paradajza (108) i soka od paradajza (109),
vitamina C (110) i kivija (111), dok je na animalnim modelima pokazano i povoljno
delovanje dijetnih vlakana (112) i vitamina E (113).

Potvrdujuéi znacaj delovanja bioloski aktivnih nenutritivnih sastojaka namirnica
na funkciju trombocita, Evropsko regulatorno telo za bezbednost hrane (eng. European
Food Safety Authority -EFSA), odnosno ekspertski tim Naucnog panela za dijetetske
proizvode, ishranu i alergije (eng. Scientific Panel on Dietetic Products, Nutrition and
Allergies -NDA) zaduzeno za potvrdu nau¢ne zasnovanosti zdravstvenih izjava vezanih
za delovanje namirnica, odnosno njihovih sastojaka, uvrstilo je ,,smanjenjenje aktivacije
I agregacije trombocita delovanjem namirnica ili sastojaka “ u listu potvrdenih povoljnih

delovanja namirnica (114).
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1.4. TRADICIONALNE NAMIRNICE KAO IZVOR POLIFENOLA

Tradicionalna hrana predstavlja hranu prisutnu u ishrani ljudi odredenog
lokaliteta ili regiona tokom duzeg vremenskog perioda, koji delom obuhvata period pre
Drugog svetskog rata, kao period pre pocetka industrijske proizvodnje hrane (115).
Osnovne determinante ,.tradicionalne hrane* predstavljaju tradicionalne namirnice,
tradicionalne recepture i/ili tradicionalni nacin pripreme. UopSteno je misljenje da
,tradicionalna hrana“, kao i namirnice koje su njen sastavni deo, ima niz pozitivnih
karakteristika, koje se uglavnom odnose na sastav i na¢in pripreme, i na osnovu toga im
se veoma Cesto pripisuje pozitivno delovanje na zdravlje ljudi. Ovakve tvrdnje
zahtevaju nau¢nu zasnovanost, naro¢ito uzimajuéi u obzir da se ,.tradicionalni* karakter
Cesto eksploatiSe od strane proizvodaca, kao ,,dodatna vrednost* namirnica. Znacaj
Ltradicionalne hrane” je 1 ocuvanje diverziteta i1 Kkolektivnog identiteta unutar
sveprisutnije globalizacije, koja ima veliki uticaj i na proizvodnju hrane i obrasce
ishrane. Istovremeno, ,tradicionalna hrana“ predstavlja vazan izvor namirnica Kkoje
¢esto nisu deo svakodnevne ishrane savremenog coveka, narocito u visoko razvijenim
zemljama, i izvor velikog broja bioaktivnih sastojaka - fitohemikalija, ¢ije delovanje u
promociji zdravlja 1 prevenciji bolesti nije u potpunosti prouceno.

Namirnice biljnog porekla bogate polifenolima, ¢ije je delovanje na funkciju
trombocita tema ove disertacije, predstavljaju tradicionalne namirnice pojedinih
evropskih zemalja (116), velikim delom zastupljene i u ,tradicionalnoj hrani“ nase
zemlje.

Kopriva (Urtica dioica L.) je vazan sastojak velikog broja razli¢itih
tradicionalnih jela, ali se istovremeno koristi i kao lekovita biljka. Osnovne bioaktivne
komponente nadzemnog dela biljke u periodu cvetanja su kafena i jabuc¢na kiselina, kao
osnovne fenolne komponente, flavonoidi (0,7-1,8%), pre svega rutin i isokvercitrin
(0,02%), astragalin i kemferol-3-O-rutinozid, silicijumska kiselina (1-4%); isparljiva
ulja, kalijumove soli (0,6% u svezem lis¢u) i nitrati (1,5-3%). Histamin, serotonin,
acetil-holin, mravlja kiselina i leukotrijeni prisutni su u zaruljama sveze biljke (117). U
ispitivanjima na zivotinjskim i in vitro modelima pokazano je da ekstrakt koprive
ispoljava brojna bioloska delovanja, koja ukljucuju i delovanje na faktore rizika za
nastanak KVB, antiinflamatorno (118), diureti¢ko, natriureticko i hipotenzivo dejstvo

(119), snizenje nivoa Secera u krvi (120) i inhibiciju aktivacije trombocita (121, 122).
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Mirodija (Anethum graveolens L.) je veoma zastupljena aromati¢na biljka, koja
se koristi u razlic¢itim jelima, ali se svezi i suvi listovi, ili nadzemni deo biljke, smatraju
i lekovitom drogom i koriste u fitoterapiji. Osnovna bioaktivha komponenta mirodije je
etarsko ulje (0,5-1,5%), koje sadrzi karvol, apiol i (+) limonen. Pored etarskog ulja
herba mirodije sadrzi nitrate (123) i flavonolne glukozide, kvercetin 3-O-beta-D-
glukuronid i izoramnetin 3-O-beta-D-glukuronid (124). Bioloska aktivnost ekstrakata
mirodije, od znaCaja za smanjenje rizika za nastanak KVB, obuhvata
antihiperlipidemi¢no i antihiperholesterolemi¢no delovanje (125) i poboljsanje
antioksidativnog statusa jetre i plazme (126), pokazano u animalnim studijama.

Sarplaninski &aj (Sideritis scardica Griseb.) predstavlja endemsku biljnu vrstu
balkanske regije. Osnovni bioaktivni sastojci Sarplaninskog c¢aja su diterpenoidi,
flavonoidi (127) i etarsko ulje (128). Iako se tradicionalno ve¢ vekovima koristi u borbi
protiv gripa i prehlade, kod alergijskih stanja, tesko¢a sa disanjem, kod problema sa
varenjem, za ja¢anje imunskog sistema i za ublazavanje napetosti, nau¢nih podataka o
bioloskom delovanju vrste Sideritis scardica je jako malo. Za druge vrste roda Sideritis
zastupljene na Balkanskom poluostrvu pokazano je da poseduju antioksidativno i
antiinflamatorno delovanje (129).

Kelj (Brassica oleracea var. acephala) predstavlja vaznu povrtarsku biljku
familije Brassicaceae. Povoljna delovanja na zdravlje ljudi pokazana su indirektno, na
osnovu njegove zastupljenosti u ishrani bogatoj vo¢em i povréem koja korelise sa
smanjenjem rizika za nastanak KVB (130), mada nema dovoljno direktnih dokaza o
uticaju konzumacije kelja na faktore rizika. U ishrani se najcesc¢e koriste listovi ove
povrtarske vrste 1 osnovni bioloski aktivni sastojci su glukozinolati (131), polifenoli, j3-
karoten, vitamin C i dijetna vlakna (132). Najznacajniji polifenolni sastojci kelja su
derivati kemferola i kvercetina i derivati hlorogene kiseline (133). Esktrakt kelja
ispoljava direktnu antiradikalsku aktivnost (134) i inhibira oksidaciju LDL-a u in vitro
uslovima(135).

Japanska jabuka predstavlja plod vise vrsta roda Diospyros. Vodi poreklo iz
Azije 1 predstavlja tipi¢énu namirnicu pojedinih zemalja Evrope i Azije, pre svega
priobalnih oblasti Sredozemnog i Crnog mora. Danas se moze naéi i na trzistu evropskih
zemalja. Bioloski aktivni sastojci japanske jabuke su flavonoidi, pre svega kvercetin, f3-
karoten. Bioloska aktivnost japanske jabuke i njenih sastojaka zasniva se na pokazanom

antioksidativnom i antiproliferativnom delovanju (136, 137).
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Aronija (Aronia melanocarpa) pripada familiji Rosaceae i poti¢e iz isto¢nih
delova severne Amerike i istoéne Kanade. U Evropi se gaji od pocetka 20. veka, a na
nasim prostorima prisutna je ve¢ viSe od 50 godina, mada je Sira upotreba aronije
prisutna samo poslednjih par godina. Plod i sok aronije predstavljaju dobar dijetarni
izvor vitamina C, organskih kiselina i karotenoida (138). Najznacajniji sastojci aronije
od kojih potic¢e vecina potencijalnih povoljnih efekata su polifenolna jedinjenja. Plodovi
aronije bogati su procijanidinima, antocijanima (25% ukupnih fenola) i fenolnim
kiselinama. Aronija se smatra najboljim izvorom antocijana u prirodi, i sadrzaj u
plodovima ili u sveze iscedenom soku dostize vrednost od 300-2000mg/100g (138).
Pokazano je da aronija ima najviSu antioksidativnu aktivnost u odnosu na sve ostale
dijetarne vrste familije Rosasceae, kojoj u najvecoj meri doprinose antocijani (139). U
velikom broju interventnih studija pokazano je povoljno delovanje aronije na razliCite
faktore rizika za nastanak KVB, ukljuc¢ujuc¢i nivoe ukupnog holesterola, LDL-
holesterola, oksidovanog LDL-a, triglicerida, glukoze, HbAlc antigena, vrednosti
sistolnog i dijastolnog pritiska i indeksa telesne mase (140-142), poboljsanje
vazodilatacije zavisne od funkcije endotela (143) i antioksidativnog statusa (144). Uticaj
konzumacije ekstrakta aronije na funkciju trombocita ispitivan je u okviru dugotrajne
intervencije i pokazano je povoljno delovanje kod pacijenata sa metabolickim
sindromom (145).

Nar (Punica granatum L) vekovima predstavlja sastavni deo hrane velikog broja
naroda. Kao namirnice najcesc¢e se koriste arilusi ploda nara ili sok dobijen njihovim
cedenem, dok u sastav suplemenata veoma Cesto ulaze i masno ulje semena, ili ekstrakti
kore ploda ove biljke. Osnovni bioloski aktivni sastojci soka od nara su antocijani,
organske Kiseline, askorbinska kiselina, elagitanini, elagna i galna kiselina, kvercetin,
katehin, rutin, kafena kiselina i minerali (146). Biolosko delovanje soka, ili ekstrakata
nara, obuhvata antioksidativno, antimirkobno, antiinflamatorno i antitumorsko
delovanje pokazano u in vitro uslovima ili na animalnim modelima. Dijetarne
interventne studije pokazale su da dugotrajna konzumacija soka od nara, ili svezeg
ploda, dovodi do povecanja antioksidativnog kapaciteta plazme kod zdravih ispitanika,
dok kod ispitanika sa faktorima rizika za nastanak KVB rezultuje smanjenjem ukupnog
holesterola, odnosa LDL i HDL holesterola, smanjenjem lipidne peroksidacije i ¢elijske

akumulacije oksidovanog oblika LDL-holesterola (147).
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Trombociti imaju vaznu ulogu u patogenezi kardiovaskularnih i drugih
hroni¢nih nezaraznih bolesti. Smatra se da se povoljno delovanje ishrane koja ukljucuje
namirnice bogate polifenolima u prevenciji hroni¢nih bolesti jednim delom zasniva i na
delovanju polifenola na funkciju trombocita. Shodno tome osnovni cilj ove doktorske
disertacije je ispitivanje uticaja biljaka bogatih polifenolima, prisutnih u ishrani ljudi, na
aktivacioni status trombocita kod zdravih osoba i osoba sa faktorima rizika za nastanak

kardiovaskularnih bolesti.
U skladu sa tim definisani su slede¢i neposredni zadaci istrazivanja:

1. Ispitati uticaj ekstrakata biljaka bogatih polifenolima (koprive, mirodije,
Sarplaninskog Caja, kelja, nara, japanske jabuke i aronije) na aktivaciju trombocita i

njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima

2. Ispitati uticaj humanih metabolita kvercetina na aktivaciju trombocita i njihovu

agregaciju sa monocitima i neutrofilima

3. lspitati uticaj jednokratne konzumacije soka od aronije na aktivaciju trombocita i

njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima kod zdravih ispitanika

4. lspitati uticaj jednokratne konzumacije ¢aja od koprive, ¢aja od mirodije i
Sarplaninskog ¢aja na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i

neutrofilima kod ispitanika sa faktorima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti

5. lspitati uticaj jednokratne konzumacije soka od nara na aktivaciju trombocita i
njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima kod ispitanika sa faktorima rizika

za nastanak kardiovaskularnih bolesti
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S ciljem ispitivanja potencijalnih mehanizama delovanja biljnih polifenola na aktivaciju
trombocita 1 njihovu interakciju sa krvnim c¢elijama, kao i ispitivanja uticaja na
interkaciju sa c¢elijama endotela i malignim c¢elijama definisani su slede¢i zadaci

istrazivanja.

6. Ispitati uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog Caja, kelja, nara, japanske
jabuke i aronije na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u eritrocitima izlozenim

delovanju vodonik-peroksida

7. lIspitati uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, kelja, nara i japanske
jabuke na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izlozenim delovanju

adenozin-difosfata

8. Ispitati uticaj konzumacije soka od aronije na agregaciju trombocita sa EA.hy 929

¢elijama u prisustvu trombina

9. lIspitati uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog Caja, kelja, nara, japanske
jabuke na agregaciju trombocita zdravih osoba sa Hela celijama u prisustvu

trombina
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3.1. MATERIJAL

MATERIJAL | METODE

3.1.1. Hemikalije, podloge, antitela i rastvori

Podaci 0 hemikalijama, antitelima i rastvorima koris¢enim u eksperimentalnom

radu prikazani su u Tabelama 1, 21 3.

Tabela 1. Hemikalije i podloge koris¢ene u eksperimentalnom radu

Naziv hemikalije

Proizvodac¢

Folin-Ciocalteu reagens

Sigma-Aldrich, Nemacka

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH)

Sigma-Aldrich, Nemacka

2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin (TPTZ)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Kalcein acetoksimetil estar (kalcein AM)

Sigma-Aldrich, Nemacka

2, 7'-Dihlorofluorescein-diacetat (DCF-DA)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Adenosin-difosfat (ADP)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Arahidonska kiselina (AA)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Acetil-salicilna kiselina (ASK)

Sigma- Aldrich, Nemacka

Prostaglandin E;

Sigma-Aldrich, Nemacka

3,4-Dihidroksibenzojeva (protokatehui¢na) Kiselina

Sigma-Aldrich, Nemacka

Galna kiselina

Sigma-Aldrich, Nemacka

Magnezijum-hlorid (MgCl,)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Kalcijum-hlorid (CaCly)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Kalijum-hlorid (KCI)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Natrijum-acetat (CH;COONa)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Gvozde (II) sulfat heptahidrat (FeSO,4 X 7H,0)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Dihidrorodamin 123 (DHR)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Vodonik peroksid (30%)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Fetalni serum goveceta
(eng. fetal bovine serum, FBS)

Sigma-Aldrich, Nemacka
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Serumski albumin goveceta
(eng. bovine serum albumin, BSA)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Histopaque® - 1077

Sigma-Aldrich, Nemacka

Histopaque ® - 1119

Sigma-Aldrich, Nemacka

Trombin

Sigma-Aldrich, Nemacka

Penicilin

Sigma-Aldrich, Nemacka

Streptomicin

Sigma-Aldrich, Nemacka

HEPES

Sigma-Aldrich, Nemacka

Naziv podloge

Proizvodac¢

RPMI-1640

Sigma-Aldrich, Nemacka

Eagle-ova podloga modifikovana po Dulbecco-u
(eng. Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
DMEM)

Sigma-Aldrich, Nemacka
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Tabela 2. Antitela kori$¢ena u eksperimentalnom radu

Antitela

Antigen

Poreklo /
izotip

Proizvodac¢

Primarna antitela

Fluoresceinom konjugovano anti
humano anti-CD61 antitelo

(skr. CD61-FITC)

GPIlla (u okviru GlIb/llla
kompleksa)

misje /IgG1,

BD Biosciences

Biolegend

Fluoresceinom konjugovano
antihumano PAC1antitelo

(skr. PAC1-FITC)

GP lIb/Illa (sin.ollbp3)
(na aktiviranim
trombocitima)

misje /IgM, k

BD Biosciences

Fikoeritrinom konjugovano
antihumano anti-CD62P antitelo

(skr. CD62P-PE)

CD62P (sin. P-selektin;
GMP-140; PADGEM)

misje /IgG1,

BD Biosciences

Biolegend

Fikoeritrinom konjugovano
antihumano anti-CD11b antitelo

(skr. CD11b-PE)

CD11b (sin. MAC1) u
okviru CD11b/CD18
heterodimera

misje /19G2,

BD Biosciences

Biolegend

Peridinin-hlorofil proteinom
konjugovano antihumano anti-CD61
antitelo (skr. CD61-PerCP)

GPIlla (u okviru GllIb/ll1a
kompleksa)

misje /IgG1,

BD Biosciences

Peridinin hlorofil proteinom
konjugovano antihumano anti-CD14
antitelo (skr. CD14-PerCP)

CD14

misje /19G2,

BD Biosciences

Izotipske kontrole

Fluoresceinom konjugovano antihumano antitelo 1gG1 klase (skr.

IgG1-FITC)

misje /IgG1,

BD Biosciences

Fluoresceinom konjugovano antihumano antitelo IgM klase (skr.

IgM-FITC)

misje /1gM, «

BD Biosciences

Fikoeritrinom konjugovano antihumano antitelo 1gG1 klase (skr.

1gG1-PE)

misje /IgG1,

BD Biosciences

Fikoeritrinom konjugovano antihumano antitelo 1lgG2 klase  (skr

1gG2-PE)

misje /19G2, «

BD Biosciences

Peridinin-hlorofil proteinom konjugovano antihumano antitelo

1gG1 klase (skr. 1gG1-PerCP)

misje /IgG1,

BD Biosciences

Peridinin-hlorofil proteinom konjugovano antihumano antitelo

1gG2 klase (skr. 1gG2-PerCP)

misje /1gG1, «

BD Biosciences
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Tabela 3. Rastvori kori§¢eni u eksperimentalnom radu

Naziv rastvora

Sastav

Fizioloski rastvor puferovan fosfatom (eng.
phosphate buffered saline, PBS)

komercijalan;

proizvodac Sigma Aldrich, Nemacka

Pufer sa natrijum-acetatom

0,4 M CH;CO;Na x 3 H20
pH 4,5 (x 0,05); (HCI)

Pufer sa kalijum hloridom

0,025 M KCI
pH 1 (HCI)

Modifikovani HEPES-Tyrode-ov pufer (HTP)

10 mM HEPES

137 mM NaCl

2.8 mM KClI

1 mM MgCl,

12 mM NaHCO;

0.4 mM Na,HPO,

0.35% (W/v) BSA

5.5 mM glukoze

pH 7.4 (0.1 M NaOH ili 0.1 M HCI)

Fizioloski rastvor puferovan fosfatom za proto¢nu
citometriju

komercijalan; BD FACS Flow Sheath Fluid;

proizvodac¢: BD Biosciences, SAD

Ratvor za lizu eritrocita

komercijalan; BD FACS Lysing Solution (10x);

proizvodac¢: BD Biosciences, SAD

Rastvor za fiksiranje

komercijalan; CellFIX (10x);

proizvoda¢: BD Biosciences, SAD
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3.1.2. Ispitivani uzorci

Ispitivani uzorci prikazani su u Tabelama 4,51 6.

Tabela 4. Uzorci ispitivani u in vitro eksperimentalnim uslovima

Ispitivani UZorci Biljni materijal Ekstragens / Poreklo biljnog
P (latinski naziv biljne vrste) opis uzorka materijala

i ekstrakt Koori Nadzemni delovi koprive metanol/voda 3
Suvi ekstrakt koprive (Urtica dioica L.) (70%vol) Ukrajina

. o Nadzemni delovi mirodije metanol/voda .
Suvi ekstrakt mirodije (Aenetum graveolens L.) (70%vol) Ukrajina
Suvi ekstrakt Nadzemni delovi Sarplaninskog Caja | metanol/voda BUgarska
sarplaninskog ¢aja (Sideritis scardica L.) (70%vol) g

] . List kelja metanol/voda
Suvi esktrakt kelja (Brassica oleracea L. var. acephala) | (70%vol) Turska

] Plod nara metanol/voda B
Suvi ekstrakt nara (Punica granatum L.) (70%vol) Gruzija
Suvi ekstrakt japanske | Plod japanske jabuke metanol/voda Turska
jabuke (Diospyros spp.) (70%vol)

) B Plod aronije etanol/voda B
Suvi ekstrakt aronije (Aronia melanocarpa L.) (60%vol) Srbija

B Plod aronije rucno ceden, Srbiia
Sok od aronije (Aronia melanocarpa L.) matiéni sok )
By Plod aronije komercijalan, .

Sok od aronije Srbija

(Aronia melanocarpa L.)

mati¢ni Sok

Plod nara ruéno ceden, Republika Srpska
Sok od nara (Punica granatum L.) mati¢ni sok P P
) Plod maline ru¢no ceden, Srbiia
Sok od maline (Rubus idaeus L.) matiéni sok !
_ Plod crne maline ru¢no ceden, Srbiia
Sok od crne maline (Rubus occidentalis L.) mati¢ni sok )
o Plod crvene ribizle ruéno ceden, Srbiia
Sok od crvene ribizle | (Ribes rubrum L.) matiéni sok !
o Plod crne ribizle ru¢no ceden, Srbii
Sok od crne ribizle (Ribes nigrum L.) mati¢ni sok ola
) Plod borovnice ruéno ceden, iy
Sok od borovnice Stbija

(Vaccinium myrtillus L.)

maticéni Sok
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Tabela 5. Metaboliti polifenola ispitivani u in vitro eksperimentalnim uslovima

Hemijski naziv metabolita Mati¢na fitohemikalija | Poreklo

Kvercetin-3-glukuronid Kvercetin Metaboliti kvercetina i sulforafana,
3’-Metil-kvercetin-3-glukuronid | Kvercetin l;%rtl:;:;;:l Szkjriﬁrsltrirtlzgzﬂ? Igrélofjagl(la’search,
Nl Vel i, postod
Sulforafan-cistein-glicin Sulforafan ljubaznoséu dr Paul A Kroon-a.
Protokatehui¢na kiselina Antocijani Sigma-Aldrich, Nemacka

Tabela 6. Uzorci ¢iji su efekti ispitivani u okviru dijetarnih intervencija

Interventni Biljni materijal Karakteristike Postupak Poreklo
proizvod (latinski naziv biljne vrste) dobijanja materijala

B Plod aronije L o Nutrika doo,
5 ) Nadzemni delovi koprive Kraii
Caj od koprive | (Urtica dioica L.) Infuz Ph Jug 4 Ukrajina
. _ .| Nadzemni delovi mirodije .
Caj od mirodije | (Aenetum graveolens L.) Infuz Ph Jug 4 Ukrajina
5 .. . | Nadzemni delovi Sarplaninskog ¢aja
Sarplaninski ¢aj | (Sideritis scardica L.) Infuz PhJug 4 Bugarska

Plod nara o Komerciialni Pirella doo,

Sok od nara (Punicae granatum fructus) Maticni sok ! Crna Gora

3.1.2.1 Biljni materijal

Plodovi maline, crne maline, crvene ribizle i crne ribizle uzorkovani su na
komercijalnim plantazama u Srbiji, na lokalitetu Lukovska Banja, na obroncima
Kopaonika (1000 m nv). Plodovi su brani ru¢no u tre¢oj godini vegetacije u periodu od
juna do jula 2008. godine, u periodu tehnoloske zrelosti (85% obojenosti voca) svake od
uzorkovanih vrsta. Plodovi samonikle borovnice uzorkovani su na njihovom prirodnom
stani$tu, na tri razli¢ita lokaliteta u blizini pomenutih plantaza, u avgustu 2008.godine.
Plodovi samoniklog nara uzorkovani su u okolini Trebinja, Republika Srpska, u avgustu
2010. godine. Plodovi aronije uzorkovani su na komercijalnim plantazama na lokalitetu
Suvobor (760m nv) u periodu komercijalne zrelosti, u avgustu 2012. godine.

Plodovi navedenog jagodastog i bobiCastog voc¢a, nara i aronije se odmah po
uzorkovanju kori$céeni za izradu sokova (Poglavlje 3.1.2.2).

Uzorci biljnog materijala koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, kelja, nara i

japanske jabuke uzorkovani su u zemljama crnomorskog regiona, u periodu od juna do
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oktobra 2010. godine. Nadzemni delovi koprive i mirodije uzorkovani su na privatnim
plantazama i pijacama u Uzhorod-u, u Ukrajini. Odmah nakon uzorkovanja uzorci su
osuseni u susnici, na temperaturi od 50°C, u trajanju od 2-3h. Plodovi japanske jabuke
uzorkovani su na pijacama u Istambulu, a listovi kelja uzorkovani su na lokalnim
plantazama u mestu Akcaabat, u blizini Trabzon-a u priobalnoj regiji Turske. Oba
uzorka su liofilizovana odmah nakon uzorkovanja. Nadzemni delovi Sarplaninskog Caja
sakupljeni su sa razlicitih lokacija planine Pirin, u blizini makedonsko-bugarske granice.
Nakon sakupljanja, uzorci su suSeni na vazduhu, zasti¢eni od svetlosti, na promajnom
mestu, u trajanju od dve nedelje. Plodovi gajenog nara uzorkovani su na pijacama u
Thlisi-ju, u Gruziji i kori§¢eni za izradu ekstrakata bez prethodnog susenja. Svi uzorci
sakupljeni su sa najmanje tri razlicita lokaliteta i kao kompozitni uzorci koriséeni u

daljoj obradi.

3.1.2.2. Izrada sokova

Svezi, neoste¢eni plodovi maline, crne maline, crvene ribizle, crne ribizle,
borovnice i aronije su homogenizovani u kuhinjskom blenderu (procesoru) i iz dobijene
smese sok je isceden rucno, presovanjem kroz pamucnu filter tkaninu. Prinos ovako
dobijenih sokova od maline, crne maline, crvene ribizle, crne ribizle, borovnice, aronije
inara, u odnosu na sveze plodove, iznosio je 50 %; 52 %; 55 %; 31 %; 67 %, 53 % i 37

%, redom.

3.1.2.3. Izrada suvih ekstrakata

OsusSeni uzorci koprive, mirodije, kelja, Sarplaninskog ¢aja i1 japanske jabuke
usitnjeni su kuhinjskim mlinomi ekstrahovani 70 % (v/v) metanolom, u odnosu 1:10
(masa uzorka, g : zapremina 70% metanola, mL), na magnetnoj mesalici. Nakon
ekstrakcije u trajanju od 20 min, na konstantnoj temperaturi od 70°C, uzorak je
proceden kroz pamucnu filter tkaninu. Ostatak nakon cedenja ponovo je ekstrahovan na
isti nacin jo§ dva puta. Metanolni ekstrakti su objedinjeni, cenrifugirani na 3000 rpm u
trajanju od 10 min, a dobijeni supernatanti procedeni dodatno kroz pamucnu filter
tkaninu. Rastvara¢ je uklonjen uparavanjem na vakum uparivacu, na temperaturi od
40°C.

Arilusi svezeg nara odvojeni su od ostalog dela ploda, homogenizovani u

kuhinjskom procesoru i ekstrahovani 70 % (v/v) metanolom, u odnosu 1:3 (zapremina
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samlevenog uzorka, g : zapremina 70% metanola, mL), a zatim procesuirani po
prethodno opisanom protokolu.

Svezi plodovi aronije homogenizovani su u kuhinjskom procesoru i ekstrahovani
60 % (v/v) rastvorom etanola, uz dodatak 0,01% HCl-a, u odnosu 1:3 (zapremina
samlevenog uzorka, g : zapremina 60 % etanola, mL). Rastvara¢ je nakon perkolacije
uklonjen uparavanjem na vakuum uparivacu na temperaturi od 40 °C.

Dobijeni ekstrakti dodatno su suSeni u vakuum-eksikatoru, na sobnoj
temperaturi, do konstantne mase. Sadrzaj vlage u suvim ekstraktima, odreden suSenjem
u susnici na 100-105 °C do konstantne mase, nije bio visi od 5%. Svi suvi ekstrakti
¢uvani su na sobnoj temperaturi, u atmosferi azota, uz prisustvo sredstva za desikaciju.

Prinos ekstrakcije za ekstrakte koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, kelja i
japanske jabuke i nara iznosio je: 9,79 %; 18,23 %; 12,35 %; 29,08 %; 63,18 %, redom,
dok je za ekstrakte nara i aronije prinos iznosio 8,17% i 7,16%, redom.

3.1.2.4 Namirnice kori$¢ene u dijetarnim interventnim studijama

U studiji delovanja soka od aronije na funkciju trombocita koriS¢en je
komercijalni mati¢ni sok aronije kompanije Nutrika doo, Srbija, proizveden u skladu sa
vaze¢im pravilnicima o kvalitetu proizvoda od voca (150, 151). Kori$é¢eni sok aronije
dobijen je mehanickom preradom (homogenizacijom i presovanjem) zdravih tehnoloski
zrelih plodova aronije, uz tretman homogenizovane kase pektinazom pre presovanja,
konzervisan kratkotrajnom pasterizacijom u trajanju od nekoliko sekundi na 90°C i
filtriran u cilju dobijanja bistrog soka.

U studiji delovanja tradicionalnih biljaka na funkciju trombocita koris¢eni su
Cajevi pripremljeni poproceduri za izradu infuza, a u skladu sa monografijom Ph Yug
IV (152). Ukratko, 2g suvog biljnog materijala preliveno je sa 100 mL kljucale vode a
nakon 10 min ¢aj je proceden i dobijena zapremina dopunjena do ukupne zapremine od
200 mL toplom vodom.

U studiji delovanja soka od nara na funkciju trombocita koris$¢en je komercijalni
mutni mati¢ni sok nara kompanije Pirella doo, Crna Gora, proizveden u skladu sa
vazec¢im pravilnikom o kvalitetu proizvoda od voéa (150). Koris¢eni sok nara dobijen je
mehaniC¢kom preradom (homogenizacijom i presovanjem) zdravih tehnoloski zrelih
celih plodova nara, konzervisan kratkotrajnom pasterizacijom u trajanju od nekoliko

sekundi na 90°C i bez filtiranja.
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3.1.3. Celijske linije

U in vitro eksperimentima koris¢ene Su tumorske celijske linije humanog
porekla gajene u kulturi: HelLa celije karcinoma grlica materice, Fem-X Ccelije
melanoma, LS 174 ¢elije karcinoma kolona, MCF-7 ¢elije karcinoma dojke, PC-3 ¢elije
karcinoma prostate i K562 ¢elije mijeloidne leukemije. Kao model endotelnih celija
koris¢ena je kontinuirana endotelna ¢elijska linija EA.hy926 nastala spajanjem humanih
endotelnih celija porekla iz umbilikalne vene (HUVEC c¢elija) i kontinuirane humane
¢elijske linije karcinoma plu¢a A549. Sve ¢elije nabavljene su preko American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, SAD). Tumorske celije gajene su u
osnovnom hranljivom medijumu (RPMI1640) uz dodatak fetalnog seruma goveceta
(10%), L-glutamina (3mM), penicilina (100 IU/mL), streptomicina (100ug/mL) i
HEPES-a (25 mM), pri pH 7.2 podeSenoj bikarbonatnim puferom. EA.hy926 celije
gajene su u komercijalnoj DMEM hranljivoj podlozi, (Eagle-ovoj hranljivoj podlozi
modifikovanoj po Dulbecco-u tako da sadrzi 4mM L-glutamina, 4.5 g/L glukoze, 1ImM
natrijum-piruvata i 1.5 g/L natrijum-bikarbonata) uz dodatak fetalnog seruma goveceta
(10%), penicilina (100 1U/mL), i streptomicina (100pg/mL), pri pH 7.2. Sve Celije su

gajene na temperaturi od 37°C, u atmosferi vazduha sa 5% ugljen dioksida.

3.1.4. Izolovane krvne ¢elije

Krvne ¢elije koris¢ene u in vitro ispitivanjima izolovane su iz pune Kkrvi
dobrovoljaca dobijene venepunkcijom uz prisustvo natrijum-citrata kao antikoagulansa
(0.9%). Za izolovanje eritrocita puna krv je centrifugirana 20 min na 2880 x g i nakon
odvajanja plazme celije su ispirane 3 puta fizioloSkim rastvorom, uz uzastopno
centrifugiranje na 1860 x g u trajanju od 10 min.

Trombociti su izolovani iz pune citratne krvi uz dodatak prostaglandina E1
(PgE1; 1 uM) centrifugiranjem 20 min na 200 x g. Nakon centrifugiranja gornje dve
tre¢ine sloja plazme prebaceno je u novi sud, centrifugirano 20 min na 800 nm,
supernatant je odlivan, a talog trombocita pazljivo ispiran u puferu za ispiranje
trombocita (PIT) i resuspendovan u HEPES-Tyrode-ovom puferu (HTP) do
odgovarajuce koncentracije. Broj krvnih ¢elija u alikvotu suspenzija odredivan je na

hematoloSkom analizatoru (Coulter Ac.T Diff, Beckman Coulter, SAD).
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3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola u analiziranim sokovima i ekstraktima odredivan je
spektrofotometrijski na osnovu reakcije sa Folin-Ciocalteu (FC) reagensom (153, 154).
Analizirani sokovi razblazeni su destilovanom vodom i centrifugirani. Analizirani
ekstrakti rastvoreni su u vodi ili metanolu u koncentraciji od 50 mg/mL, centrifugirani i
dobijeni supernatanti koris¢eni su u daljim ispitivanjima. Dve stotine mikrolitara radnog
rastvora sokova ili ekstrakta herbe je dodato u 1 ml razblazenog (1:10) FC reagensa.
Posle 4 min, dodato je 800 uL natrijum-karbonata (75 g/L). Nakon 2 h inkubacije na
sobnoj temperaturi, izmerena je apsorbancija na 765 nm. U istim eksperimentalnim
uslovima izmerena je apsorbancija reakcionih proizvoda serije razblazenja galne
kiseline (0-600 pg/mL) i konstruisana standardna kriva. Rezultati su izrazeni kao
ekvivalenti galne kiseline po g ekstrakta, odnosno 100 mL analiziranih sokova. Dobijeni

rezultati predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja.

3.2.2. Odredivanje ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijana odredivan je primenom pH diferencijalne metode
(Lee et al.). Uzorci ispitivanih sokova i ekstrakata rastvoreni su u puferu kalijum-hlorida
(pH 1) i acetatnom puferu (pH 4.5) u odgovaraju¢im koncentracijama. Apsorbancije
dobijenih rastvora merene su na talasnim duzinama od 520 nm i 700 nm. Rezultati su
izrazeni kao sadrzaj ekvivalenata cijanidin-3-glukozida u mg/mL ispitivanih sokova ili
mg/g ispitivanih ekstrakata. Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri

uzastopna odredivanja.

3.2.3. Odredivanje rastvorljive suve materije, ukupne Kkiselosti i pH

vrednosti

Navedeni parametri odredivani su u voénim sokovima metodama koje su
defnisane vaze¢im pravilnikom o metodama uzimanja uzoraka i vrSenja hemijskih i
fizickih analiza radi kontrole kvaliteta proizvoda od voca i povrcéa (155). Rastvorljiva
suva materija odredivana je refraktometrijskom metodom na konstantnoj temperaturi

(21°C), koriscenjem Abbe-ovog refraktometra (Carlo Erba, Italija). Ukupna kiselost
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odredivana je titriranjem rastvora sokova (25mL soka + 225 mL destilovane vode)
rastvorom natrijum hidroksida (0,1mol/L) uz koris¢enje fenol-ftaleina kao indikatora
(10 g/L u 95%-nom etanolu), dok je pH vrednost uzoraka merena pH-metrom (WTW,
Nemacka) na sobnoj temperaturi. Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri

uzastopna odredivanja.

3.2.4. Ispitivanje antiradikalske aktivnosti

Antiradikalska aktivnost analiziranih uzoraka ispitivana je primenom DPPH
eseja, na osnovu sposobnosti neutralizacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala
po metodi Okawa i saradnika (156). Napravljena je serija razblaZenja ispitivanih
uzoraka u 70% etanolu. Po 4 mL ovih rastvora je pomesano sa 1 mL 0,5 mM rastvora
DPPH u 70% etanolu i ostavljeno u mraku 30 min. Apsorbancija rastvora je zatim
merena na 517 nm. Procenat neutralizacije DPPH radikala je izracunat koriS¢enjem
sledece formule:

I (%) = [(Ax-Aa) / Ac] x 100
u kojoj Ak predstavlja apsorbanciju negativne kontrole (koja umesto rastvora ekstrakta
sadrzi 4 mL odgovarajuceg rastvaraca), a A, apsorbanciju uzoraka.

Konstruisan je grafik zavisnosti procenta neutralizacije DPPH radikala od
koncentracije ekstrakta. Koncentracije ekstrakata koje neutraliSu 50% DPPH radikala
(ECsp vrednosti) su zatim odredene kori§¢enjem algoritma nelinearne regresije. Dobijeni

rezultati predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja.

3.2.5. Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti

Antiproliferativna aktivnost ispitivanih uzoraka odredivana je primenom KBR
testa po metodi Clothier-a (157). KBR test (metod vezivanja Kenacid Blue boje)
zasniva se na odredivanju sadrzaja ukupnih proteina, koji je srazmeran broju Celija.

Maligne celije su nakon tripsinzacije resuspendovane u hranljivoj podlozi i
zasejavane u mikroplocama sa 96 bazena u optimalnoj gustini koja je iznosila 2000
¢elija po bazenu za HelLa, Fem-X, MCF-7, PC-3 i K562 ¢elije i 7000 ¢elija po bazenu
za LS 174 ¢elije. Nakon 24h od zasejavanja celija, adherirane Celije tretirane su serijom
razblazenja ispitivanih uzoraka u hranljivom medijumu. Celijama u kontrolnim
bazenima dodavan je samo hranljivi medijum sa kao slepe probe koriS¢ena su
odgovarajuca razblaZenja ispitivanih uzoraka dodavana u bazene bez ¢elija. Nakon 72h

kontinuiranog delovanja ispitivanih agenasa hranljivi medijum iz bazena je odbacen a
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ploce ispirane dva puta rastvorom fosfatnog pufera sa solima (PBS-phosphate buffered
saline). Nakon toga ¢elije su fiksirane smeSom metanola i siréetne kiseline (3:1) u
trajanju od 20 minuta, a zatim bojene 0.04% rastvorom boje Coomassie Brilliant Blue
R-250 u smesi 25% etanola i 1% glacijalne si¢etne kiseline u trajanju od 2-.3h. Celije se
nakon tog vremena tri puta ispiraju PBS-om i na kraju tretiraju rastvorom za rastvaranje
(1M natrijum acetat u 70% etanolu). Apsorbancija se meri 2h kasnije, na talasnoj duzini

od 570 nm, na ¢itacu mikroploca.

Prezivljavanje (S, od engl. survival-prezivljavanje) je kvantifikovano

korisé¢enjem formule za dobijanje indeksa prezivljavanja:

S = Ajzorka_ Aﬁl.proba
Akontrole_ A%I.proba

u kojoj Auzorka predstavlja srednju vrednost izmerene apsorbance na 570 nm u bazenima

sa tretiranim celijama; Ayonrole Srednju vrednost izmerene apsorbance na 570 nm u
bazenima sa netretiranim ¢elijama; a Asiproba ST€dNju vrednost izmerene apsorbance na
570 nm u bazenima bez ¢elija, a sa rastvorom ispitivane supstance.

MnoZenjem indeksa preZivljavanja (S) sa 100, dobija se procenat prezivljavanja
(S%). IC50 je koncentracija citotoksicnog agensa koja indukuje 50% inhibicije u
prezivljavanju ciljnih ¢elija. Ova vrednost se koristi kao mera intenziteta
antiproliferativnog dejstva nekog agensa na osnovu redukcije stope rasta, odnosno

smanjenja broja ¢elija u odnosu na kontrolne cCelije.

3.2.6. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti na ¢elijama u in vitro

eskperimentalnim uslovima

Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka na celijama, u in vitro uslovima,
ispitivana je po metodi Honzel i saradnika (158), odredivanjem antioksidativne zastite
eritrocita i neutrofila, kao c¢elijskih modela, izlozenih oksidativnom stresu delovanjem
vodonik peroksida. Test Celijske antioksidativne zastite (eng. cellular antioxidant
protection assay, CAP-assay) zasniva se na odredivanju nivoa intracelijskih reaktivnih
vrsta kiseonika (RVK) bojenjem celija intracelijskom bojom: 2',7'-dihlorofluorescein-
diacetatom (DHF-DA). U reakciji ovih jedinjenja sa intracelijskim reaktivnim vrstama
kiseonika dolazi do formiranja fluorescentnih jedinjenja, dihlorofluoresceina i

rodamina, Cija je fluorescencija odredivana primenom proto¢ne citometrije.

38



MATERIAL | METODE

Izolovane krvne ¢elije, tretirane su rastvorima ispitivanih ekstrakata i rastvorom
DMSO-a kao kontrole, u trajanju od 1h na 37°C. Nakon inkubacije ¢elije su ispirane
(2x) PBS-om da bi se uklonili ekstracelijski antioksidansi i inkubirane sa rastvorom
DHF-DA (50puM,) 30 min na 37 °C, u mraku. Celije su nakon inkubacije sa bojom
ponovo ispirane (2x) PBS-om i tretirane rastvorom vodonik-peroksida (1 mM) u
trajanju od 30 minuta na 37°C. Nivo intacelijskih RVK u ¢elijama odredivan je
primenom proto¢ne citometrije koriS¢enjem aparata FACSCalibur (Becton Dickinson,
USA), na osnovu fluorescencije dihlorofluoresceina, fluorescentnog proizvoda DHF-
DA sa intracelijskim vodonik-peroksidom. Relativna vrednost fluorescence ispitivanih
¢elija analizirana je primenom CellQuest softvera (Becton Dickinson, USA) i izraZzena
kao geometrijska sredina intenziteta fluorescence svih analiziranih ¢éelija (eng. mean
fluorescence intensity, MFI). Rezultati su prikazani kao procenti inhibicije MFI
vrednosti u uzorcima pretretiranim ispitivanim ekstraktima i tretiranim rastvorom H,0,
u odnosu na MFI vrednost u kontrolnom uzorku, tretiranom rastvorom H,O,, Dobijeni

rezultati predstavljaju srednju vrednost dva ponovljena odredivanja.

3.2.7. Odredivanje parametara aktivacije trombocita i njihove agregacije sa

leukocitima primenom proto¢ne citometrije

3.2.7.1 Uzorkovanje krvi

Krv zdravih dobrovoljaca 1 ispitanika sa metaboli¢kim sindromom uzorkovana
je na taste, nakon najmanje 12h gladovanja, u ranim jutarnjim ¢asovima (8-9h), a
uzorkovanju je prethodio period potpunog mirovanja u trajanju od najmanje 20 minuta.
Krv je uzorkovana u skladu sa standardnim protokolima za odredivanje markera
aktivacije trombocita i agregacije trombocita i leukocita metodom proto¢ne citometrije
(57, 58) koji podrazumevaju venepunkciju bez upotrebe poveske, koriséenje igle sa
najmanjim promerom od 21g, netraumati¢nu venepunkciju i odbacivanje najmanje 2
mL krvi na pocetku uzorkovanja. Krv je uzorkovana u Vacutainer epruvetama sa
natrijum-citratom (0.9%) kao antikoagulansom. Uzorci krvi su kori$éeni u daljoj analizi

odmah po venepunkciji, uz minimalnu manipulaciju uzoraka, na sobnoj temperaturi.

3.2.7.2 Odredivanje parametara aktivacije trombaocita

Kao markeri aktivacije trombocita odredivani su povrSinski antigeni P-selektin

i/ili GPIIb-111a, u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja agonista. Ekspresija ovih
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antigena odredivana je kori§¢enjem antihumanih anti-CD61, anti-CD62P i PAC1
antitela, obelezenih fluorescentim bojama, primenom proto¢ne citometrije. U
eksperimentalnom radu koriS¢en je proto¢ni citometar FACSCalibur, proizvodaca BD
Biosciences (SAD) sa integralnim CellQuest softverom za analizu dobijenih podataka.

Ekspresija aktivacionih markera odredivana koris¢enjem pune Krvi ispitanika po
prethodno opisanim metodama (57, 159). Puna krv ispitanika je odmah nakon
venepunkcije razblazena HTP rastvorom u odnosu 1:10. Alikvoti razblazene krvi (70
uL) neposredno po razblazivanju ili nakon inkubacije sa odredenim agensima, obelezeni
su anti-CD61-PerCP, anti-CD62P-PE i PAC-1-FITC antitelima (5 pL) i odmah nakon
toga tretirani rastvorima agonista, adenozin-difosfatom (ADP) u finalnim
koncentracijama od 0,5 uM i/ili 20 uM i/ili natrijum-arahidonatom u finalnoj
koncentraciji od 250ug/mL. Alikvoti razblazene krvi obelezeni antitelima, bez dodatka
agonista a uz dodatak iste zapremine HTP-a, koris¢eni su za odredivanje aktivacionih
markera trombocita u bazalnim uslovima. Nakon dodavanja agonista ili HTP-a uzorci su
inkubirani 20 min na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon zavrSene inkubacije uzorci su
fiksirani dodatkom CellFix rastvora (350 pL), inkubirani 15 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku i odmah analizirani na protoénom citometru. Antihumana 1gG1-
FITC, 19G2-PE i IgM-FITC antitela kori§¢ena su kao izotipske kontrole za odredivanje
nespecifiénog vezivanja antitela. Optimalne zapremine koriS¢enih antitela odredene su
titracijom u okviru preliminarnih eksperimenata, koris¢enjem krvi 3 ispitanika sa
metabolickim sindromom. Ekspresija analiziranih markera aktivacije odredivana je u
populaciji od 20000 trombocita (CD61 pozitivnih ¢elija, CD61+) i izrazena kao
procenat P-selektin i GPIIbllla pozitivnih trombocita (CD62P+CD61+ ¢elija) u ukupnoj
populaciji analiziranih trombocita i kao geometrijska sredina intenziteta fluorescencije
ukupne populacije trombocita (eng. mean fluorescence intensity, MFI), srazmerna
prosecnoj gustini aktivacionih markera na pojedina¢nom trombocitu. Dobijeni rezultati
predstavljaju srednju vrednost dva uzastopna odredivanja. Dodatno, pojedini rezultati su
prikazani i kao ,,indeks aktivacije trombocita“ -IAT (eng. index platelet activation, IPA)
za svaki od odredivanih antigena, kao proizvod udela antigen pozitivnih trombocita u
analiziranoj populaciji trombocita 1 odgovaraju¢e MFI vrednosti, na osnovu jednacine
MPA=% x MFI / 100, kao pokazatelj relativnog broja antigena na povrSini antigen-
pozitivnih trombocita(160).
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Reprezentativni  CD61-PerCP/CD62P-FITC i CD61-PerCP/PAC-1-FITC
dijagrami u ukupnoj populaciji trombocita prikazanoj na FSC/SSC dijagramu u
nestimulisanim uzorcima i uzorcima stimulisanim suboptimalnom i optimalnom

koncentracijom ADP, prikazani su na slikama 5 i 6.
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Slika 5. Reprezentativni FSC/SSC dijagram populacije trombocita (a) i CD61-
PerCP/CD62P-FITC dijagrami u bazalnim uslovima (b) i nakon delovanja 0,5 uM ADP
(c)i20 uM ADP (d).

Odredivanje parametara aktivacije trombocita u in vitro eksperimentalnim uslovima

Za ispitivanje delovanja analiziranih ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog
Caja, kelja, nara i japanske jabuke, kao i delovanja sulforafan-cistein-glicina, kvercetin-
3-glukuronida, 3-0-metil-kvercetin-3-glukuronida i kvercetin-3’-sulfata u in vitro
eksperimentalnim uslovima, prethodno opisana metoda modifikovana u skladu sa
metodom Frelingera i saradnika (159). Radni rastvori ispitivanih ekstrakata i metabolita
dobijeni su rastvaranjem u DMSO-u, u koncentraciji od 100 mg/mL za ekstrakte i 20
mM za metabolite. Alikvoti (1 mL) uzoraka krvi ispitanika prethodno razblazene HTP
rastvorom u odnosu 1:10. inkubirani su sa radnim rastvorima ispitivanih ekstrakata i
metabolita u finalnoj koncentraciji od 200 png/mL za ekstrakte i 40 mM za metabolite u
trajanju od 30 min na sobnoj temperaturi. U istim eksperimentalnim uslovima alikvoti
razblazene pune krvi inkubirani su sa DMSO-om u finalnoj koncentraciji od 0,2%, koji
je koris¢en kao negativna kontrola. Nakon inkubacije 70 pL Kkrvi tretirane ispitivanim
ekstraktima i metabolitima i DMSO-om obelezeno je anti-CD61-PerCP, anti-CD62P-PE

i PAC1-FITC antitelima i tretirano rastvorom natrijum-arahidonata, kao agonista
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aktivacije trombocita, u finalnoj koncentraciji od 250 pg/mL. Dalje su uzorci

procesuirani na nac¢in kako je to prethodno opisano (Odeljak 3.2.7.2).

T 1 T2

R 1d 7 ] 1¢ Rl 10'

102 10° 10
$SC-Height PAC1-FITC
BAZALNAVREDNQOST
T4 - 3
T 101 102 103 10 TP 1o 102 103 10
PACI-FITC PACI-FITC
0.5 uM ADP 20 uM ADP

Slika 6. Reprezentativni FSC/SSC dijagram populacije trombocita (n = 20000) (a) i
CD61-PerCP/PAC1-FITC dijagrami u bazalnim uslovima (b) i nakon delovanja 0,5 uM
ADP (c) i 20 uM ADP (d).

U in vitro eksperimentalnim uslovima isptivano je i delovanje dve frakcije
etanolnog esktrakta aronije, frakcije rastvorne u metanolu (F1) i frakcije rastvorne u
vodi (F2) na markere aktivacije trombocita. Analizirana je ekspresija P-selektina i
GPlIb-I11a markera kao odgovor na ex vivo delovanje ADP-a kao agonista aktivacije u
koncentraciji od 0,5uM. Neposredno pre izlaganja ¢elija delovanju metanolne frakcije
ekstraktant je uklonjen uparavanjem na vakuum uparivacu (T = 70°C) i frakcija je

rekonstituisana istom zapreminom vode.

Odredivanje parametara aktivacije trombocita u okviru dijetarnih interventnih studija

U toku ispitivanja efekta jednokratne konzumacije soka od aronije odredivana je
ekspresija P-selektina kao markera aktivacije trombocita, pre i posle konzumacije
ispitivanog soka, u bazalnim uslovima i nakon delovanja agonista, arahidonske kiseline
I ADP-a, kao i nakon delovanja arahidonske kiseline na razblazenu krv prethodno
tretiranu acetil-salicilnom kiselinom po prethodno opisanom protokolu. Ukratko, nakon
venepunkcije krv je razblazena u HTP-u (1:10) i alikvoti krvi (ImL) inkubirani su 30
minuta na sobnoj temperaturi sa radnim rastvorom acetil-salicilne kiseline u finalnoj

koncentraciji od 56 puM ili istom zapreminom HTP-a. Alikvoti razblaZzene netretirane
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krvi (70 L) tretirani su anti-CD61-FITC i anti-CD62P-PE antitelima (5 uL) i odmah
nakon toga tretirani rastvorima agonista, natrijum-arahidonatom u finalnoj koncentraciji
od 250ug/mL i adenozin-difosfatom (ADP) u finalnoj koncentraciji od 0,5 uM. Alikvoti
razblazene krvi obelezeni antitelima, bez dodatka agonista a uz dodatak iste zapremine
HTP-a, koris¢eni su za odredivanje aktivacionih markera trombocita u bazalnim
uslovima. Alikvot razblazene krvi prethodno tretirane acetil-salicilnom kiselinom,
tretiran je antitelima i natrijum arahidonatom kao agonistom. Antihumana IgG1-FITC,
IgG2-PE i IgM-FITC antitela koris¢ena su kao izotipske kontrole. Uzorci su dalje
procesuirani kao §to je to prethodno opisano u odeljku 3.2.7.2.

U toku ispitivanja efekta jednokratne konzumacije infuza koprive, mirodije 1
planinskog Caja, odredivana je ekspresija P-seletina i GP Ilb-11la antigena, kao markera
aktivacije trombocita, pre i posle konzumacije ispitivanih cajeva, odnosno vode, u
bazalnim uslovima i nakon delovanja agonista, arahidonske Kkiseline u finalnoj
koncentraciji od 250ug/mL i ADP-a u dve koncentracije koje su finalno iznosile 0,5
uM. i 20uM, kao i nakon delovanja arahidonske kiseline na trombocite prethodno
tretirane acetilsalicilnom kiselinom u in vitro eksperimentalnim uslovima, na prethodno
opisan nacin. Uzorci razblazene krvi obelezavani su anti-CD61-PerCP, anti-CD62P-PE
i PAC-1-FITC antitelima i dalje procesuirani kako je to opisano u odeljku 3.2.7.2.

Sematski prikaz opisanog protokola dat je na slici 7.

Uzorak A Uzorak A Uzorak A Uzorak A Uzorak A
+ orak + + + +

Uzorak B

izotipske zlmi+t€'l:l antitela antitela antitela antitela
kontrole + + + + +
+ HTP ADP ADP AA AA
HTP (0.5 pM) (20 uM)

Slika 7. Sematski prikaz protokola

U toku ispitivanja efekta jednokratne konzumacije soka od nara odredivana je
ekspresija P-seletina i GP llb-1lla antigena, kao markera aktivacije trombocita, pre i
posle konzumacije soka ili vode, u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja ADP- a

kao agonista, u dve koncentracije koje su finalno iznosile 0,5 uM. i 20uM. Uzorci
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razblazene krvi neposredno po venepunkciji tretirani su anti-CD61-PerCP, anti-CD62P-

PE i PAC-1-FITC antitelima i dalje procesuirani na prethodno opisan nacin.

3.2.7.3 Odredivanje parametara agregacije trombocita sa monocitima i

neutrofilima

Agregati trombocita sa monocitima, TMA (eng. platelet-monocyte aggregates,
PMA) u ukupnoj populaciji monocita i agregati trombocita sa neutrofilima, TNA (eng.
platelet-neutrophil aggregates, PNA) u ukupnoj populaciji neutrofila odredivani su u
bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja agonista. Heterotipski agregati trombocita
odredivani su koris¢enjem antihumanih anti-CD61, anti-CD11b i anti-CD14 antitela,
obeleZenih fluorescentim bojama, primenom proto¢ne citometrije. U eksperimentalnom
radu koriSc¢en je proto¢ni citometar FACSCalibur, proizvodaca BD Biosciences (SAD)
sa integralnim CellQuest softverom za analizu dobijenih podataka.

Agregati trombocita sa monocitima i neutrofilima odredivani su koris¢enjem
pune Krvi ispitanika po prethodno opisanim metodama (58, 161) Alikvoti pune krvi
ispitanika (65 puL) su odmah nakon venepunkcije ili nakon inkubacije sa odredenim
agensima, obelezeni anti-CD61-FITC, anti-CD11b-PE i/ili anti-CD14-PerCP antitelima
(5 puL) i odmah nakon toga tretirani rastvorima agonista, ADP-om u finalnim
koncentracijama od 0,5 uM i/ili 20 uM i/ili natrijum-arahidonatom u finalnoj
koncentraciji od 250ug/mL. Alikvoti pune krvi obeleZzeni antitelima, bez dodatka
agonista a uz dodatak iste zapremine HTP-a, korisc¢eni su za odredivanje heterotipskih
agregata u bazalnim uslovima. Nakon dodavanja agonista ili HTP-a uzorci su
inkubirani 15 min na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon zavrSene inkubacije uzorci su
lizirani dodatkom CellLysing rastvora (1mL), inkubirani 10 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku, ispirani dva puta rastvorom HTP-a, fiksirani CellFix rastvora (350
pL), inkubirani nakon toga 15 minuta u mraku na sobnoj temperaturi i odmah
analizirani na proto¢nom citometriju. Antihumana IgG1-FITC, 19G2-PE i IgG2-FITC
antitela koriS¢ena su kao izotipske kontrole za odredivanje nespecificnog vezivanja
antitela. Optimalne zapremine koriS¢enih antitela odredene su titracijom u okviru
preliminarnih eksperimenata, kori§¢enjem krvi 3 ispitanika sa metaboliCkim

sindromom.
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Monociti i neutrofili su identifikovani na osnovu specifi¢nih karakteristika u
pogledu veli¢ine i granularnosti koje rezultuje karakteristicnim polozajem na FSC/SSC
dijagramu

U populaciji ¢elija na FSC/SSC dijagramu koja po karakteristikama odgovara
monocitima procenat agregata trombocita i monocita odredivan je na osnovu relativne
zastupljenosti (%) CD61+CD14+ dogadaja u ukupnoj populaciji monocita (CD14+
dogadaja). Analiza procenta agregata trombocita i monocita analizirana je u ukupnoj
populaciji od 1000 monocita (CD14+ dogadaja).

U populaciji na FSC/SSC dijagramu koja po karakteristikama odgovara
neutrofilima procenat agregata trombocita i neutrofilima odredivan je na osnovu
relativne zastupljenosti (%) CD61+CD11b+ dogadaji u ukupnoj populaciji neutrofila
(CD11b+ dogadaja). Analiza procenta agregata trombocita i neutrofila analizirana je u
ukupnoj populaciji od najmanje10000 neutrofila(CD11b+ dogadaja).

Reprezentativni CD61-FITC/CD14-PerCP i CD61-FITC/CD11b-PE u ukupnim
populacijama monocita i neutrofila prikazanih na FSC/SSC dijagramu u nestimulisanim
uzorcima, uzorcima stimulisanim suboptimalnom i optimalnom koncentracijom ADP

prikazani su na slikama 8 i 9.
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Slika 8. Reprezentativni FSC/SSC dijagram populacije monocita (n= 1000) (a) i CD61-
FITC/CD14-PerCP dijagrami u bazalnim uslovima (b) i nakon delovanja 0,5 uM ADP
(c)120 uM ADP (d).
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Odredivanje agregacije trombocita sa neutrofilima i monocitima - in vitro

U ispitivanju delovanja analiziranih ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog
Caja, kelja, nara i japanske jabuke, kao i delovanja sulforafan-cistein-glicina, kvercetin-
3-glukuronida, 3-0-metil-kvercetin-3-glukuronida i kvercetin-3’-sulfata u in vitro
eksperimentalnim uslovima, puna krv tretirana je ispitivanim ekstraktima (200pg/mL) i
metabolitima (40uM), odnosno rastvorom acetil-salicilne kiseline (56 pg/mL) na isti
na¢in kao i uzorci razblazene krvi pri analizi markera aktivacije trombocita. Nakon
inkubacije 65 uL krvi tretirane ispitivanim ekstraktima i metabolitima, DMSO-om i
acetil-salicilnom kiselinom obelezeno je anti-CD61-FITC, anti-CD11b-PE i anti-CD14-
PerCP antitelima i tretirano rastvorom natrijum-arahidonata, kao agonista aktivacije
trombocita, u finalnoj koncentraciji od 250 pg/mL. Dalje su uzorci procesuirani na

nacin kako je to prethodno opisano (Odeljak 3.2.7.3).

Odredivanje markera aktivacije trombocita u okviru dijetarnih interventnih studija

U okviru dijetarnih interventnih studija markeri aktivacije trombocita odredivani
su u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja agonista, po prethodno opisanoj
metodi (Odeljak 3.2.7.3).
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Slika 9. Reprezentativni FSC/SSC dijagram populacije neutrofila (n = min.10000) (a) i
CD61-FITC/CD11b-PE dijagrami u bazalnim uslovima (b) i nakon delovanja 0,5 uM
ADP (c) 120 uM ADP (d).
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Ukratko, u studiji delovanja soka od aronije agregacija trombocita i leukocita
odredivana je pre i posle intervencije sokom od aronije, sa ili bez in vitro delovanja
acetil-salicilne kiseline, u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja agonista,
arahidonske kiseline (250pug/mL) i ADP-a (0,5uM).

U studiji delovanja infuza koprive, mirodije i Sarplaninskog ¢aja agregacija
trombocita i leukocita odredivana je pre i posle intervencije, sa ili bez in vitro delovanja
acetil-salicilne kiseline u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja agonista,
arahidonske kiseline (250pug/mL) i ADP-a (0,5uM 120 uM).

U studiji delovanja soka od nara agregacija trombocita i leukocita odredivana je
pre i posle intervencije, u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja ADP-a kao

agonista, u koncentracijama od 0,5uM i 20 pM.

3.2.8. Odredivanje adhezije trombocita i endotelnih ¢elija u kulturi

Adhezija trombocita i endotelnih ¢elija u kulturi u ex vivo eksperimentalnim
uslovima odredivana je primenom adhezionog eseja po metodi Karpatkin-a i saradnika
(162), modifikovanoj po metodi Zec i saradnika (163). Kao model endotelnih ¢elija
kori$¢ene su EA.hy926 celije gajene u kulturi. Povr$ina bazena tamnih mikroploca sa 96
bazena (Thermo Scientific, Finland) oblagana je suspenzijom trombocita (100 uL, 1 x
10%/mL u HTP-u) izolovanih iz pune krvi ispitanika pre i nakon dijetarne intervencije.
Mikroploce su inkubirane 24h na temperaturi od +4°C. Nakon inkubacije neadherirani
trombociti su uklonjeni ispiranjem rastvorom BSA u PBS-u (1%). Isti rastvor (200 uL
po bazenu), nakon ispiranja, koris¢en je za blokiranje ,,slobodne* adherentne povrsine u
bazenima inkubacijom u trajanju od 1h na 37°C. Nakon tripsinizacije EA.hy926 ¢elije
su resuspendovane u HTP-u uz dodatak CaCl, (0.9mM) and MgCl, (0.9mM) i obojene
rastvorom kalceina-AM . Sto mikrolitara suspenzije obojenih EA.hy926 celija (1 X
10%/mL) dodato je u bazene obloZene trombocitima u prisustvu rastvora trombina (2 U
mL™) i inkubirano 1h na 37°C. Nakon inkubacije bazeni su ispirani (2x) rastvorom BSA
u PBS-u (1%) 1 fluorescencija, srazmerna broju enotelnih ¢elija adheriranih za
trombocite, merena je na cCitacu fluorescencije mikroploc¢a (Florosken Ascent FL,
Thermo) pri talasnoj duzini ekscitacije od 485 nm i talasnoj duzini emisije od 520 nm.
Rezultati su izrazeni kao procenat inhibicije adhezije endotelnih Celija za trombocite
nakon dijetarne intervencije u odnosu na adheziju pre dijetarne intervencije, na osnovu
izmerenih fluorescencija. Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost dva

odredivanja.
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3.2.9. Odredivanje agregacije trombocita i malignih ¢éelija u kulturi

Heterotipska agregacije trombocita i malignih ¢elija primenom protocne
citometrije odredivana je po modifikovanoj metodi Wang-a i saradnika (164). Ukratko,
izolovani trombociti, prethodno tretirani ispitivanim ekstraktima (200 pg/mL) ili
DMSO-om kao kontrolom, obelezeni su CD61-PerCP antitelom i inkubirani sa HelLa
¢elijama prethodno obeleZzenim kalceinom (30 min, 37°C), u prisustvi niske
koncentracije trombina (0,02 [U/ml). Nakon inkubacije, suspenzija je razblazena u HTP
puferu i nastali mikro-agregati analizirani su primenom proto¢ne citometrije. Agregacija
trombocita 1 malignih ¢elijja u tretiranim i kontrolnim uzorcima odredivana je kao
procenat trombocita vezanih za maligne Celije (CD61+kalceint dogadaja) u ukupnoj

populaciji trombocita (CD61+dogadaji; n= 10 000).

3.2.10. Odredivanje biohemijskih paramatara i krvne slike

Definisani biohemijski parametri odredivani su na klinickom biohemijskom
analizatoru Cobas e411, proizvodada Roche Diagnostics (Basel, Svajcarska) i
upotrebom komercijalnih kompleta serije Roche Diagnostics, u skladu sa uputstvima
prozvodaca. Parametri krvne slike odredivani su na hematoloSkom analizatoru Coulter

Ac.T Diff, proizvodac¢a Beckman Coulter (SAD).

3.2.11. Odredivanje antropometrijskih parametara i vrednosti krvnog
pritiska

Analizirani antropometrijski parametri obuhvatali su visinu, telesnu masu i obim
struka.

Telesna masa (kg) ispitanika merena je na profesionalnom analizatoru telesne
konstitucije Tanita SC331S, proizvodaca Tanita (SAD).

Vrednosti indeksa telesne mase (ITM) izraCunavane su na osnovu visine i tezine
prema obrascu: ITM= tezina (kg) / (visina(m))>.

Vrednosti sistolnog i dijastolnog pritiska merene su profesionalnim automatskim
oscilometrijskim sfingmomanometrom HEM-907XL, proizvodaca Omron (SAD),
izrazavane u milimetrima zivinog stuba (mm Hg) i predstavljene kao srednja vrednost

najmanje dva merenja u periodu od najmanje 30 minuta.
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3.2.12. Statisticka obrada podataka

U obradi i analizi dobijenih podataka kori$¢ene su sledece statisticke metode:

deskriptivna statistika za opis podataka: srednja vrednost (Xsr), medijana (MD),
standardna devijacija (SD), interkvartilni raspon (IR), minimum (Min),
maksimum (Max)

XZ test za anlizu kategorickih podataka, prikazanih kao apsolutne frekvence
Sapiro-Vilk (eng. Shapiro-Wilk) test za ispitivanje normalne distribucije
podataka

Levenov test jednakosti varijanse za procenu jednakosti varijanse izmedu grupa
Student t-test za ispitivanje razlika izmedu dve grupe podataka (za parametre
koji pokazuju normalnu distribuciju)

jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) za analizu vise grupa normalno
distribuiranih podataka koji zadovoljavaju uslove primene ANOVA (post hoc
Bonefroni Kkriterijum)

Vilkoksonov test oznacenih rangova (eng. Wilcoxon signed ranks test) za
analizu dve grupe podataka koji su rezultat ponovljenih merenja (ne-
parametarska analiza)

Man-Vitnijev U test (eng. Mann-Whitney U test) za analizu dve nezavisne grupe
podataka (ne-parametarska analiza)

Fridmanova ANOVA (eng. Friedman ANOVA) za analizu viSe grupa podataka
koji ne zadovoljavaju uslove za primenu parametarskog ANOVA testa (ne-
parametarska analiza)

Spirmanov (eng. Spearman) koeficijent korelacije za utvrdivanje povezanosti

izmedu grupa podataka koji ne slede normalnu raspodelu

Podaci koji nisu normalno distribuirani prikazani su graficki Tukijevim (eng. Tukey)

,»box and wisker” dijagramima, na kojima je horizontalnom linijom prikazama

medijana, pravougaonikom interkvartilni raspon, veritikalnim linijama minimum i

maksimum, osim u slu¢aju kada su identifikovani podaci koji odstupaju vise od 1,5 x IR

od vrednosti kojima se definiSe interkvartilni raspon (,,outlayer®), koji su prikazane

kruzi¢ima, a horizontalne linije povezuju podatke sa maksimalnim i minimalnim

vrednosti izuzimajuc¢i odstupajuce podatke.

Minimalni uslov za postojanje statisticki znaCajne razlike je definisan p-

vredno$c¢u (nivoom znacajnosti) manjom ili jednakom 0,05.
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3.3. DIZAIN DIJETARNIH INTERVENTNIH STUDIA

3.3.1. Ispitivanje delovanja jednokratne konzumacije soka od aronije na

aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima

Studija je dizajnirana kao nekontrolisana pilot studija na zdravim ispitanicima.

3.3.1.1. Ispitanici

Grupu ispitanika ¢inilo je 20 zdravih, negojaznih osoba oba pola, nepusaca,
starosti izmedu 18 i 35 godina. Zdravstveni status ispitanika procenjen je na osnovu
anamnestickih podataka. Kriterijum za ukljucivanje podrazumevao je i poStovanje
dijetarnih restrikcija definisanih protokolom studije. Dijetarne restrikcije odnosile su se
na ograni¢no konzumiranje namirnica za koje je, na osnovu naucnih literaturnih
podataka, pokazano da ispoljavaju efekte na funkciju trombocita, u periodu od 14 dana
pre dijetarne intervencije, i njihovo potpuno iskljuéenje iz ishrane u periodu od 48h pre
intervencije. Lista namirnica obuhvatala je jagodasto i bobicasto voce, paradajz,
cokoladu 1 kakao, jezgrasto voce, kivi, crveno vino, kafu, crni 1 zeleni ¢aj, crveni
grejfrut, crveni kupus, crveni luk, crveni pasulj i masnu ribu. Ispunjavanje ovog
kriterijuma procenjeno je na osnovu Dnevnika ishrane. Dijetarne restrikcije u
pripremnom periodu sprovedene su sa ciljem: 1) smanjenja uticaja dijetarnih faktora na
funkciju trombocita; 2) uravnoteZenje varijacija u ishrani koje bi eventualno mogle da
maskiraju efekte same intervencije. Ispitanici nisu konzumirali hranu i pi¢e (0Sim vode)

najmanje 12 h pre dijetarne intervencije.

3.3.1.2. Protokol

U skladu sa protokolom, na dan sprovodenja dijetarne intervencije, ispitanicima
je po dolasku u eksperimentalnu laboratoriju (8h) izmerena vrednost krvnog pritiska i
odredeni definisani antropometrijski parametri. Nakon 20 minuta potpunog mirovanja
uzorkovana je puna krv, sa i bez dodatka odgovarajuc¢ih antiokoagulansa. Odmah nakon
venepunkcije ispitanici su konzumirali 150 mL komercijalnog mati¢nog soka od aronije
(Nutrika doo, Srbija). Venepunkcija je ponovljena 2h nakon konzumacije soka od
aronije.

U uzorcima krvi dobijenim venepunkcijom pre dijetarne intervencije odredeni su

osnovni biohemijski i hematoloski parametri.
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U uzorcima pune krvi dobijenim pre i posle intervencije odredena je ekspresija
P-selektina, kao markera aktivacije trombocita, kao i procenat TMA u populaciji
monocita i TNA u populaciji neutrofila, kao markera heterotipske agregacije
trombocita. Navedeni parametri odredivani su u bazalnom stanju, kao i nakon delovanja
ADP-a suboptimalne koncentracije od 0,5mM i arahidonske kiseline (AK),
koncentracije 250 pg/mL, u ex vivo eksperimentalnim uslovima.

Trombociti izolovani iz pune krvi dobijene venepunkcijom 8 nasumic¢no
izabranih ispitanika, pre i posle dijetarne intervencije u okviru ispitivanja delovanja
jednokratne konzumacije soka od aronije, kori$¢eni su u ispitivanju delovanja soka od
aronije na adheziju trombocita i endotelnih ¢elija u kulturi, u ex vivo eksperimentalnim

uslovima.

3.3.2. Ispitivanje delovanja jednokratne konzumacije ¢aja od koprive, ¢aja
od mirodije i Sarplaninskog ¢aja na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa

monocitima i neutrofilima

Studija je dizajnirana kao kontrolisana, randomizirana, jednostruko slepa studija
jednokratne dijetarne intervencije, sa Cetiri paralelne grupe ispitanika, odnosno Cetiri
interventna uzorka, infuza koprive, infuza mirodije, infuza Sarplaninskog ¢aja kao

interventnih proizvoda i tople vode, kao komparativnog uzorka.

3.3.2.1. Ispitanici

Grupu ispitanika ¢inilo je 80 osoba sa metabolickim sindromom, oba pola, starosti
izmedu 35 i 65 godina. Metabolic¢ki sindrom, kao kriterijum za ukljuéivanje u studiju,
definisan je na osnovu NCEP ATP Il kriterijuma (165), kao prisustvo tri ili vise
navedenih faktora rizika za nastanak kardiovasularnih bolesti:

- abdominalna gojaznost (obim struka veci od102 cm kod muskaraca i 88 cm kod

zena)

- nivo triglicerida u serumu jednak ili ve¢i od 1,7 mmol/L (150 mg/dL)

- nivo HDL holesterola u serumu manji od 1,03 mmol/L (40 mg/dL) kod

muskaraca i 1,29 mmol/L (50 mg/dL) kod Zena

- vrednosti sistolnog/dijastolnog krvnog pritiska jednake ili veée od 130/85 mm

Hg (tokom najmanje 2 ponovljena merenja)
- nivo glukoze u serumu, na taste, jednak ili ve¢i od 5,6 mmol/L(100 mg/dL)

Kriterijumi za neukljucivanje u studiju podrazumevali su:
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- pusenje

- vrednosti sistolnog/dijastolnog krvnog pritiska manje od 130/85 mm Hg ili vece

od(tokom najmanje 2 ponovljena merenja)

- dijagnozu kardiovaskularnih bolesti (koronarna bolest, atero-tromboza, $log)

- dijagnozu dijabetes melitusa tip 1 ili 11

- terapija farmakoloski aktivnim supstancama sa dokazanim efektima na

trombocite (aspirin, ne-steroidni antiinflamatorni lekovi, statini)

U preliminarnoj fazi studije procenjen je zdravstveni status ispitanika na osnovu
anamnestickih podataka i odredeni osnovni biohemijski i antropometrijski parametri
definisani kriterijumima za ukljuc¢ivanje. Kriterijumi za ukljucivanje podrazumevali su i
pristanak na postovanje dijetarnih restrikcija definisanih protokolom studije
(objasnjenih detaljno u odeljku 3.3.1.1 Ispitanici), ukljucujuéi i biljke ¢ije je delovanje
ispitivano. Ispitanici koji su zadovoljili sve kriterijume za ukljuéivanje, odnosno
neuklju¢ivanje u studiju, regrutovani su za uces¢e u studiji i nasumi¢no podeljeni u
Cetiri interventne grupe. Dijetarnoj intervenciji prethodio je pripremni period dijetarnih

restrikcija.

3.3.2.2. Protokol

Na dan sprovodenja dijetarne intervencije ispitanicima je po dolasku i nakon 20
minuta potpunog mirovanja, uzorkovana puna krv, sa i bez dodatka odgovarajucih
antiokoagulansa. Odmah nakon venepunkcije ispitanici su konzumirali 200 ml sveze
pripremljenih ¢ajeva od koprive, mirodije ili Sarplaninskog Caja, na nacin opisan u
odeljku 3.1.2.4, ili 200 ml tople vode. Venepunkcija je ponovljena 2h nakon
konzumacije.

U uzorcima pune krvi dobijenim pre dijetarne intervencije odredeni su osnovni
biohemijski i hematoloski parametri.

U uzorcima pune krvi dobijenim pre i posle intervencije odredena je ekspresija
P-selektina i GPIlIb-Illa, kao markera aktivacije trombocita, kao i procenat TMA u
populaciji monocita i TNA u populaciji neutrofila, kao markera heterotipske agregacije
trombocita. Navedeni parametri odredivani su u bazalnom stanju, kao i nakon delovanja
suboptimalne i optimalne koncentracije ADP-a (0,5mM i 20 mM) i delovanja AA (250

ug/mL), u ex vivo eksperimentalnim uslovima.
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3.3.3. Ispitivanje delovanja jednokratne konzumacije soka od nara na

aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima

Studija je dizajnirana kao kontrolisana, randomizirana, jednostruko slepa studija
jednokratne dijetarne intervencije, sa dve paralelne grupe ispitanika, odnosno dva
interventna uzorka, soka od nara, kao intereventnog uzorka i vode, kao komparativnhog

odnosno kontrolnog uzorka.

3.3.3.1. Ispitanici

Grupu ispitanika Cinilo je 40 osoba sa metaboli¢kim sindromom, oba pola,
starosti izmedu 35 i 65 godina. Kriterijumi za ukljucivanje i neuklju¢ivanje u studiju bili
su identi¢ni sa kriterijjumima definisanim u okviru studije ispitivanja delovanja
jednokratne konzumacije infuza herbe koprive, mirodije i Sarplaninskog c¢aja na

funkciju trombocita i opisani su detaljno u odeljku 3.3.2.1. Ispitanici.

3.3.3.2. Protokol

Protokol izvodenja studije na dan intervencije bio je identi¢an protokolu studije
delovanja infuza tradicionalnih biljaka (detaljno opisan u odeljku 3.3.2.2. Protokol), sa
izmenama u pogledu interventnog materijala. Nakon prvog uzorkovanja Krvi ispitanici
su konzumirali 300 mL komercijalnog mati¢nog soka od nara, kao interventnog
proizvoda ili 300 ml vode kao komparativnog uzorka, a 2h nakon konzumiranja
uzorkovanje krvi je ponovljeno.

U uzorcima krvi dobijenim venepunkcijom pre dijetarne intervencije odredeni su
osnovni biohemijski 1 hematoloski parametri.

U uzorcima pune krvi dobijenim pre i posle intervencije odredena je ekspresija
P-selektina i GPlIb-1lla, kao markera aktivacije trombocita, kao i procenat TMA u
populaciji monocita i TNA u populaciji neutrofila, kao markera heterotipske agregacije
trombocita. Navedeni parametri odredivani su u bazalnom stanju, kao i nakon delovanja
suboptimalne i optimalne koncentracije ADP-a (0,5mM i 20 mM), u ex vivo
eksperimentalnim uslovima.

Puna krv dobijena venepunkcijom 6 zdravih ispitanika u okviru studije
ispitivanja delovanja jednokratne konzumacije soka od aronije i 6 ispitanika sa
metabolickim sindromom u okviru studije ispitivanja delovanja jednokratne
konzumacije infuza herbe koprive, mirodije i Sarplaninskog ¢aja koriS¢ena je za

ispitivanje delovanja analiziranih ekstrakata na funkciju trombocita i ispitivanje
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antioksidativne aktivnosti na eritrocite i trombocite u in vitro eksperimentalnim
uslovima.

Delovanje dve frakcije etanolnog ekstrakta aronije, F1 i F2, na markere
aktivacije trombocita u in vitro eksperimentalnim uslovima ispitivana je u uzorcima Kkrvi
4 ispitanika sa metaboli¢kim sindromom.

Sve o0sobe koje su ucestvovale u navedenim studijama pismeno su upoznate sa
ciljevima i protokolom istrazivanja i potpisale su pristanak za u¢eS¢e u istrazivanju.
Studije su sprovedene u skladu sa principima i smernicama Dobre klini¢ke prakse u
klinickim ispitivanjima. Studija delovanja jednokratne konzumacije soka od aronije na
funkciju trombocita odobrena je od strane Etickog odbora Opste bolnice u Leskovcu
(Odluka br. 8716). Studija delovanja jednokratne konzumacije infuza koprive, mirodije
i Sarplaninskog ¢aja na funkciju trombocita i studija delovanja jednokratne konzumacije
soka od nara na funkciju trombocita odobrene su od strane Etickog odbora Klinicko-

bolni¢kog centra Zemun (Odluka br. 833).
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4.1. HEMIJSKA ISPITIVANJA

U okviru preliminarnih ispitivanja, koja su prethodila ispitivanjima bioloske
aktivnosti, odreden je hemijski sastav uzoraka, koji se odnosio na sadrzaj ukupnih
fenola, sadrzaj antocijana kao klase polifenola karakteristi¢an za jagodasto i bobicasto
voce, kao 1 parametri kvaliteta sokova definisani vaze¢im pravilnikom o kvalitetu voca i
proizvoda od voc¢a. Dodatno je u sklopu hemijskih ispitivanja analizirana i
antiradikalska aktivnost uzoraka, kao jedan od mehanizama njihove antioksidativne

aktivnosti, primenom hemijskih metoda.

4.1.1. Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim suvim ekstraktima, sokovima i
c¢ajevima

Polifenoli predstavljaju sekundarne metabolite biljaka sa povoljnim efektima na
zdravlje ljudi. Mnoge namirnice biljnog porekla predstavljaju dobar izvor polifenola i
njihova konzumacija doprinosi dnevnom unosu ovih bioloski aktivnih sastojaka.

Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim uzorcima odredivan je spektrofotometrijski
na bazi bojene reakcije sa Folin-Ciocalteu-ovim reagensom. Apsorbancija je merena na
765 nm, a sadrzaj ukupnih fenola je izraCunat iz kalibracione krive za galnu kiselinu.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost dva ponavljanja + standardna devijacija.

Tabela 7. Sadrzaj ukupnih fenola u suvim metanolnim ekstraktima ispitivanih
biljaka

Ispitivani uzorci Ukupni fenoli
(mg GAE/qg)
Ekstrakt koprive 69,44 + 0,03
Ekstrakt mirodije 58,07 +0,11
Ekstrakt Sarplaninskog ¢aja 156,66 + 0,01
Esktrakt kelja 42,60 + 0,06
Ekstrakt nara 45,50 + 0,02
Ekstrakt japanske jabuke 5,62 + 0,45

GAE- ekvivalenti galne kiseline
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Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanom suvom etanolno-vodenom ekstraktu

aronije iznosio je 17,12 + 0,18 mg GAE/g.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zaklju¢iti da sve analizirane biljke
predstavljaju dobar izvor fenolnih jedinjenja. Najveci sadrzaj ukupnih fenola detektovan
je u suvom ekstraktu Sarplaninskog ¢aja (156,66 mg GAE/Q), a zatim po sadrzaju
ukupnih fenola slede ekstrakt koprive (69,44 mg GAE/g), mirodije (58,07 mg GAE/Q),
ekstrakt kelja (42,60 mg GAE/Q) i ekstrakt nara (45,50 mg GAE/g) koji su bili istog
reda veli¢ine. Znatno nizi sadrzaj ukupnih fenola detektovan je u ekstraktu japanske
jabuke (5,62 mg GAE/g ) i bio je oko 10 puta nizi u odnosu na sadrzaj vecine

analiziranih ekstrakata.

Tabela 8. Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim sokovima od voca

Ispitivani uzorci Ukupni fenoli
(mg GAE/100 mL)
Sok od maline 164,4 + 5,1
Sok od crne maline 240,2+53
Sok od crvene ribizle 260,3 +4.,0
Sok od crne ribizle 133,0+£2,1
Sok od borovnice 236,3+7.0
Sok od samoniklog nara 373,8+73
Sok od aronije 593,7+3,3

GAE- ekvivalenti galne kiseline

Znacajno veci sadrzaj ukupnih fenola u odnosu na ostale sokove imao je sok od
aronije, koji je iznosio 593,7 + 3,3 mg GAE na 100 mLsoka.

Sadrzaj ukupnih fenola u komercijalnim sokovim od aronije i nara od prikazan
je u Tabeli 9. Sadrzaj ukupnih polifenola u svezem soku od aronije, dobijenom
cedenjem zrelih plodova od kojih je dobijen i komercijalni sok, nije se znacajno
razlikovao od sadrzaja u komercijalnom soku, ukazuju¢i da procesi ukljuceni u proces
proizvodnje komercijalnog soka (tretman pektinazom, mehanic¢ko cedenje, kratkotrajna

pasterizacija) ne uti¢u znacajno na sadrza ukupnih polifenola.
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Tabela 9. Sadrzaj ukupnih fenola u komercijalnim sokovima od aronije i nara

Ispitivani uzorci Ukupni fenoli
(mg GAE/100mL)

Komercijalni sok aronije 586,7 + 3,3

Komercijalni sok od nara 293,8+11,3

GAE- ekvivalenti galne kiseline

Tabela 10. Sadrzaj ukupnih fenola u ¢ajevima od koprive, mirodije i
Sarplaninskom ¢aju

Ispitivani uzorci Ukupni fenoli
(mg GAE/100 mL)

Caj od koprive 474 +£2,1

Caj od mirodije 382+1,3

Sarplaninski &aj 32,3+ 2,7

GAE- ekvivalenti galne kiseline

Na osnovu dobijenih podataka moZe se zakljuciti da ¢aj od koprive ima najvisi
sadrzaj ukupnih fenola. Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim cajevima bio je u
saglasnosti sa literaturnim podacima (166, 167). Generalno se moze zakljuéiti da pri
konzumaciji istih zapremina, ispitivani cajevi znacajno manje doprinose dijetarnom

unosu ukupnih fenola u odnosu na analizirane sokove.

4.1.2. Sadrzaj ukupnih antocijana u ekstraktima aronije i nara i ispitivanim

sokovima od voéa

Antocijani predstavljaju jednu od klasa polifenola prisutnih u namirnicama
biljnog porekla, sa brojnim bioloskim efektima na zdravlje ljudi. U svezim namirnicama
nalaze se uglavnom u monomernoj formi. Stajanjem i delovanjem termickih tretmana
dolazi do prelaska monomernih u polimerne oblike.

Sadrzaj monomernih antocijana U ispitivanim uzorcima odredivan je pH
diferencijalnom metodom, na osnovu apsorbancije rastvora uzorka u puferima pH 4,5 i
pH 7, merene na 450 nm. Rezultati su izraZeni kao sadrzaj ekvivalenata cijanidin-3-
glukozida u mg/mL ispitivanih sokova ili mg/g ispitivanih ekstrakata.

U cilju procene delovanja pojedinith grupa polifenola u bioloskim

sistemima,vodeno-etanolni ekstrakt aronije je frakcionisan, re-ekstrakcijom vodom i
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metanolom. Sadrzaj antocijana u ovako dobijenim frakcijama ekstrakta aronije, kao i u

ekstraktu nara, prikazan je u Tabeli 11.

Tabela 11. Sadrzaj antocijana u suvom metanolnom ekstraktu nara i frakcijama
suvog vodeno-etanolnog ekstrakta aronije

o . Monomerni antocijani
Ispitivani uzoreci

(mg CGE/qg)
Ekstrakt nara 0.112+0.01
Ekstrakt aronije (F1) 0.021+0.004
Ekstrakt aronije (F2) 0.206 + 0.01

CGE- ekvivalenti cijanidin-3-glukozida

Tabela 12. Sadrzaj monomernih antocijana u sokovima od voca dobijenim
cedenjem svezih plodova

Monomerni antocijani

Ispitivani uzorci (mg CGE/100 mL)

Sok od maline 164,4 £5,1
Sok od crne maline 2402 +53
Sok od crvene ribizle 260,3 £4,0
Sok od crne ribizle 133,0+2,1
Sok od borovnice 236,3+7.0
Sok od samoniklog nara 193,8+ 73
Sok od aronije 218,4+4,3

CGE- ekvivalenti cijanidin-3-glukozida

Tabela 13. Sadrzaj antocijana u komercijalnim sokovima od aronije i nara

Monomerni antocijani
(mg GAE/100ml)

Komercijalni sok od aronije 15,3+0,2

Ispitivani uzorci

Komercijalni sok od nara 1,7+0,1
CGE- ekvivalenti cijanidin-3-glukozida
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4.1.3. Rastvorljiva suva materija, ukupna kiselost i pH vrednost sokova

Kao parametri kvaliteta ispitivanih sokova odredeni su rastvorljiva suva
materija, ukupna kiselost i pH vrednost ispitivanih sokova. Dobijeni rezultati prikazani
su u Tabeli 14.

Tabela 14. Ukupna i rastvorljiva suva materija u ispitivanim sokovima

Ispitivani uzorci Rastvorlji\(g U!<upna pH
suva materija kiselost
Sok od maline 59+0,2 1,97 £ 0,02 2,87
Sok od crne maline 7,75+0,3 0,74 £ 0,01 3,81
Sok od crvene ribizle 7,8+0,12 1,83+0,01 2,62
Sok od crne ribizle 12,4+0,1 3,17 +0,03 2,96
Sok od borovnice 7,8+0,12 0,75+0,01 3,04
Sok od samoniklog nara 12,7+ 0,22 2,97 £ 0,01 3,27
Sok od aronije 142+0,2 1,87 +£0,01 2,99
Komercijalni sok od aronije 13,7+0,2 2,17+ 0,01 3,10
Komercijalni sok od nara 16,7 +0,4 2,27 +£0,01 3,12

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da su svi parametri odgovarali
zahtevima definisanim vazeéim pravilnicima (150, 151).

U industriji hrane analizirani parameteri imaju viSestruki znacaj. Vrednost
analiziranih parametara ukazuje na stepen zrelosti vo¢a u periodu branja. Istovremeno,
nizak odnos rastvorljive suve materije, koja uglavnom reflektuje sadrzaj ukupnih Secera,
i kiselosti ukazuje na manje prihvatljive senzorne karakteristike sokova, mada visok
stepen kiselosti ujedno predstavlja povoljnu tehnolosku karakteristiku plodova i sokova
kao sirovina za dalju proizvodnju, jer ukazuje na mogucnost oCuvanja kvaliteta tokom
duzeg skladistenja.

U okviru ove disertacije dobijene vrednosti kiselosti analizirane su u pogledu

uticaja na biolosku aktivnost navedenih uzoraka, u okviru in vitro eksperimenata.
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4.1.4. Antiradikalska aktivnost ispitivanih suvih ekstrakata, ¢ajeva i sokova

Antiradikalska aktivnost uzoraka ispitivana je DPPH testom, na osnovu
sposobnosti neutralizacije DPPH radikala. DPPH test je jedan od najcesce
primenjivanih antioksidantnih testova za procenu sposobnosti neutralizacije slobodnih

radikala.

Tabela 15. Sposobnost suvih ekstrakata da neutraliSu DPPH radikal

Ekstrakti ECs0 (ng/ml)
Ekstrakt koprive 43,59 +0,1
Ekstrakt mirodije 43,7 £0,1
Ekstrakt Sarplaninskog Caja 10,06 + 0,1
Esktrakt kelja 94,76 + 0,3
Ekstrakt nara 87,54 +£0,2
Ekstrakt japanske jabuke 249,75 + 0,4

Dobijene vrednosti pokazaju statisticki znacajnu korelaciju sa sadrzajem

ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima (r = -1, p < 0,0005)

Tabela 16. Sposobnost frakcija etanolno-vodenog ekstrakta aronije da neutralisu

DPPH radikal
Ekstrakti ECso (ng/ml)
Ekstrakt aronije (F1) 7,41 +0,019
Ekstrakt aronije (F2) 4,12 + 0,023

Tabela 17. Sposobnost komercijalnih sokova da neutraliSu DPPH radikal

Sokovi ECso (ng/ml)
Komercijalni sok aronije 0,44+0,03
Komercijalni sok od nara 1.00+0,03
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Tabela 18. Sposobnost sveze cedenih sokova da neutraliSu DPPH radikal

Sokovi ECso (ng/ml)
Sok od maline 2,40 +£0,21
Sok od crne maline 1,28 £ 0,09
Sok od crvene ribizle 3,14+0,23
Sok od crne ribizle 0,91 +0,07
Sok od borovnice 1,68 +0,13
Sok od samoniklog nara 0,71 +0,07
Sok od aronije 0,52 + 0,03

Tabela 19. Sposobnost ispitivanih ¢ajeva da neutraliSu DPPH radikal

Ispitivani uzorci ECso (ng/ ml)
Caj od koprive 86,0+ 1,2
Caj od mirodije 1110+ 1,4
Sarplaninski &aj 1944 +2.0

Direktno antioksidativno delovanje ispitivanih uzoraka, procenjeno na osnovu
inhibicije DPPH radikala, generalno korelise sa sadrzajem ukupnih fenola i potvrduje
znatajnu ulogu polifenola kao dijetarnih antioksidanasa. Znacaj direktnog
antioksidativnog delovanja ekstrakata i namirnica bogatih polifenolima nakon
dijetarnog unosa u prevenciji kardiovaskularnih i drugih hroni¢nih bolesti nije potvrden
(80). Istovremeno, antioksidativno delovanje polifenola usmereno na druge sastojke
namirnica u sklopu hrane koja se konzumira i unutar digestivnog trakta, kao i uticaj
ovog delovanja na postprandijalni fizioloski odgovor organizma, jo§ uvek nije potpuno

proucen.
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4.2. UTICAJ ISPITIVANIH EKSTRAKATA | METABOLITA NA

AKTIVACIUU TROMBOCITA | NJIHOVU AGREGACHNU SA MONOCITIMA |
NEUTROFILIMA U IN VITRO EKSPERIMENTALNIM USLOVIMA

4.2.1. Uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja kelja, nara,
japanske jabuke i aronije na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa

monocitima i neutrofilima

Uticaj ispitivanih ekstrakata na ekspresiju P-selektina i GPIIb-11la

Kao parametri ekspresije P-selektina i GPIIb-Illa odredivani su procenat P-
selektin-pozitivnih i GPIlb-1lla-pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita
(n=20000) i srednja vrednost gustine P-selektina i GPIlIb-Illa na pojedinacnim
trombocitima zdravih ispitanika i ispitanika sa metabolickim sindromom, kao odgovor

na agonisticko delovanje arahidonske kiseline.
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Slika 10 Uticaj ekstrakata koprive (EK), mirodije (EM), $arplaninskog ¢aja (ESC), kelja
(EK), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) na procenat P-selektin i GPlIb-1lla pozitivnih
trombocita u populaciji trombocita (n=20000) zdravih ispitanika i ispitanika sa
metaboli¢kim sindromom, nakon delovanja arahidonske kiseline kao agonista. Rezultati
su izrazeni kao procenat promene u odnosu na kontrolu tretiranu DMSO-om i
predstavljeni ,,box and whisker* dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test oznacenih rangova).

Primenom neparametarskog testa, Vilkoksonov testa oznafenih rangova,

ispitivana je statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti analiziranih parametara
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trombocita tretiranih ekstraktima koprive, mirodije, $arplaninskog ¢aja, kelja, nara i
japanske jabuke i vrednosti navedenih parametara trombocita tretiranin DMSO-om kao
kontrolom, pre delovanja arahidonske kiseline.

Dobijene vrednosti ekspresije P-selektina i GPIIb-1lla, izrazene kao procenat
promene u odnosu na kontrolni uzorak, graficki su prikazani kao Tukijevi ,,box and
whisker* dijagrami, sa oznacenom medijanom, interkvartilnim rasponom, minimalnom i

maksimalnom vrednos¢u (Slike 10 i 11).
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Ispitanici sa metaboli¢kim sindromom

Slika 11. Uticaj ekstrakata koprive (EK), mirodije (EM), Sarplaninskog ¢aja (ESC),
kelja (EK), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) na prose¢nu gustinu P-selektina i GPIlb-
Illa (MFI) na pojedinaénom trombocita u populaciji trombocita (n=20000) kod
ispitanika sa metabolickim sindromom 1 zdravih ispitanika, nakon delovanja
arahidonske kiseline kao agonista. Rezultati su izrazeni kao procenat promene u odnosu
na kontrolu tretiranu DMSO-om i predstavljeni ,.box and whisker dijagramima;
statistiCki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test
oznacenih rangova).

63



REZULTATI

Uticaj ispitivanih ekstrakata na agregaciju trombocita sa monocitima i
leukocitima

Kao parametri agregacije trombocita sa monocitima i neutrofilima odredivani su
procenat agregata trombocita i monocita u ukupnoj populaciji monocita i procenat
agregata trombocita i neutrofila u ukupnoj populaciji neutrofila zdravih ispitanika i
ispitanika sa metabolickim sindromom, kao odgovor na agonisticko delovanje

arahidonske kiseline.
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Slika 12. Uticaj ekstrakata koprive (EK), mirodije (EM), Sarplaninskog ¢aja (ESC),
kelja (EK), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) na procenat agregata trombocita i
monocita (TMA) u populaciji monocita (n = 1000) i procenat agregata trombocita i
neutrofila (TNA) u populaciji neutrofila (n = 10000), kod zdravih ispitanika i ispitanika
sa metabolickim sindromom, nakon delovanja arahidonske kiseline kao agonista.
Rezultati su izraZeni kao procenat promene u odnosu na kontrolu tretiranu DMSO-om i
predstavljeni ,,box and whisker* dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test oznacenih rangova).

Dobijene vrednosti parametara agregacije, izrazene kao procenat promene u
odnosu na kontrolni uzorak, prikazane su na Slici 12,

Primenom neparametarskog Vilkoksonovog testa oznacenih rangova ispitivana
je statisticki znacCajna razlika izmedu vrednosti analiziranih parametara tretiranih
ekstraktima koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, kelja, nara i japanske jabuke i
vrednosti navedenih parametara trombocita tretiranih DMSO-om kao kontrolom, pre
delovanja arahidonske kiseline.
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Pokazano je da ispitivani ekstrakti statistiCki znacajno uti€u na pojedine
parametre aktivacije 1 agregacije trombocita indukovane delovanjem arahidonske
kiseline, kod zdravih ispitanika i/ili ispitanika sa metaboli¢kim sindromom.

Prikaz parametara aktivacije i agregacije trombocita zdravih ispitanika i
ispitanika sa metabolickim sindromom, na kojima je pokazano statisticki znacajno
delovanje ispitivanih ekstrakata, dat je u Tabeli 20.

Tabela 20. Uticaj ekstrakata na parametre aktivacije i agregacije trombocita zdravih
ispitanika i ispitanika sa metabolickim sindromom

Parametri EK EM ESC  EK]j EN EJJ
P-sel (%) X X

.5 P-sel (MFI) X X X

=S GPlIb-llla (%) X X X

5 £ GPlIb-llla (MFI)

NG TMA @) X X X
TNA (%) X

g Psel(%) X X X X

&2 E P-sel (MFI) X X X

SE E GPlib-llla (%) X X X X X X

g £ £ GPllb-llla (MFI)

2 £ TMA (%) X

= £ TNA (%) X X

Skracenice: EK, koprive; EM, ekstrakt mirodije; ESC, ekstrakt Sarplaninskog
Caja; EKIj, ekstrakt kelja; EN, ekstrakt nara; EJJ, ekstrakt japanske jabuke, statisticki
znacajno manje u odnosu na kontrolu (X); statisticki znacajno vefe u odnosu na
kontrolu (X)

Prikazani rezultati ukazuju da je na trombocitima ispitanika sa metabolickim
sindromom doslo do znacajnog smanjenja procenta P-selektin pozitivnih trombocita
delovanjem 4 od 6 ispitivanih ekstrakata: ekstrakta koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja
I kelja. Kod zdravih ispitanika smanjenje procenta P-selektin pozitivnih trombocita
uoceno je samo nakon delovanja ekstrakta mirodije i kelja. Smanjenje procenta GPIIb-
Illa pozitivnih trombocita kod ispitanika sa metabolickim sindromom uoceno je nakon
delovanja svih ispitivanih ekstrakata, dok je taj efekat kod zdravih subjekata pokazan
samo nakon delovanja ekstrakta Sarplaninskog caja. Neocekivano, u ovoj populaciji
ekstrakti mirodije i japanske jabuke doveli su do poveéanja procenta GPllb-Illa-
pozitivnih trombocita.

Na trombocitima ispitanika sa metabolickim sindromom pokazan uticaj
ekstrakata koprive, mirodije i kelja na procenat P-selektin pozitivnih trombocita bio je

praen 1 smanjenjem gustine ovih receptora, S$to nije bio slucaj sa ekstraktom
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Sarplaninskog ¢aja. Kod zdravih ispitanika ekstrakti mirodije i kelja, koji su doveli do
znacajnog smanjenja P-selektin pozitivnih trombocita, doveli su i do smanjenja gustine
ovih adhezionih receptora. Nijedan od ispitivanih ekstrakata nije uticao na gustinu
GPlIb-IIIa na trombocitima zdravih, kao i ispitanika sa metaboli¢kim sindromom.
Analizom uticaja ispitivanih ekstrakata na parametre heterotipske agregacije sa
leukocitima, pokazano je da delovanje ispitivanih ekstrakata nije dovelo do smanjenja
agregata trombocita i monocita ispitanika sa metaboli¢kim sindromom. Ekstrakt koprive
doveo je do smanjenja agregata sa neutrofilima, dok je nakon delovanja ekstrakta
mirodije u ovoj grupi ispitanika doslo do povecanja agregacije trombocita i sa
monocitima i sa neutrofilima. Na agregate trombocita i monocita zdravih ispitanika
uticali su ekstrakti koprive, sarplaninskog ¢aja i japanske jabuke, i u slu¢aju ekstrakta
Sarplaninskog Caja taj efekat je praen i1 smanjenjem agregacije trombocita Sa
neutrofilima. Znacajno je uocCiti da ovi ekstrakti nisu uticali na markere aktivacije, i

moguce je da je pokazno delovanje posredovano delovanjem usmerenim na leukocite.
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Uticaj ekstrakta aronije na ekspresiju P-selektina i GPI1b-1lla

Uticaj ekstrakta aronije na ekspresiju P-selektina i GPllb-Illa u in vitro
eksperimentalnim uslovima, ispitivan je u uzorcima krvi 4 ispitanika sa metabolickim
sindromom, nakon delovanja ADP-a (0,5 uM) kao agonista aktivacije trombocita.
Ispitivano je delovanje dve frakcije etanolno-vodenog (60% v/v) ekstrakta ploda
aronije, metanolne frakcije (F1) i vodene frakcije (F2), u koncentracijama 1,25; 2,515
mg/mL, izraZzene na masu pocetnog etanolno-vodenog ekstrakta.

Analiza dve odvojene frakcije esktrakta aronije imala je za cilj procenu
specificnog delovanja antocijana, s obzirom da je u okviru preliminarnih ispitivanja
ustanovljeno da se ove frakcije nisu razlikovale po sadrzaju ukupnih fenola, ali je
sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u metanolnoj frakciji bio znatno visi u odnosu
na vodenu frakciju i iznosio 0,206 £0,01 mg/mL u F1, u odnosu na 0,021 +0,004
mg/mL ekvivalenata cijanidin-3-glukozida u F2.

Dobijeni rezultati, izraZeni kao procenat promene u odnosu na kontrolni uzorak,

tretiran DMSO-om kao kontrolom pre delovanja ADP-a, prikazani su na Slici 13.

P-selektin GPIIb-IIa
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Slika 13. Uticaj razli¢itih koncentracija metanolne frakcije (F1) i vodene frakcije (F2)
etanolno-vodenog ekstrakta ploda aronije na procenat P-selektin i GPIIb-1lla pozitivnih
trombocita u populaciji trombocita (n=20000) nakon delovanja ADP (0,5 uM) kao
agonista. Rezultati su izraZzeni kao procenat promene u odnosu na kontrolu i
predstavljeni kao srednja vrednost + S.D.

Pokazano je da nijedna od frakcija nije uticala na procenat P-selektin pozitivnih
trombocita. Istovremeno, iako je uocen odredeni trend dozno-zavisnog delovanja obe
frakcije na procenat GPIlIb-Illa-pozitivnih trombocita, statisticki znacajna razlika u

odnosu na kontrolu nije pokazana ni u jednoj od ispitivanih koncentracija.
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4.2.2. Uticaj kvercetin-3-glukuronida, 3’-metil-kvercetin-3-glukuronida,
kvercetin-3’-sulfata, sulforafan-cistein-glicina i protokatehui¢ne Kkiseline na

aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima

Ispitivan je uticaj kvercetin-3-glukuronida, 3’-metil-kvercetin-3-glukuronida i
kvercetin-3’-sulfata - humanih metabolita kvercetina:, sulforafan-cistein-glicina -
metabolita izotiocijanata sulforafana i protokatehui¢ne kiseline - metabolita cijanidin-

glukozida.

Uticaj metabolita kvercetina na ekspresiju P-selektina i GPI1b-1lla

Uticaj delovanja ovih metabolita na parametre ekspresije P-selektina i GPIlb-
Illa: procenat P-selektin-pozitivnih i GPIIb-11la-pozitivnih trombocita i srednju vrednost
gustine P-selektina i GPlIb-Illa zdravih ispitanika i ispitanika sa metabolickim
sindromom, kao odgovor na agonisticko delovanje arahidonske kiseline, prikazani su na
Slikama 14 i 15, kao procenat promene analiziranih parametara u odnosu na kontrolne
uzorke tretirane DMSO-om.
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Slika 14. Uticaj metabolita kcercetin-3-glukuronida (K-G), 3'-metil-kvercetin-3-
glukuronida (M-K-G), kvercetin-3-sulfata (K-S) i sulforafan-cistein-glicina (S-C-G) na
procenat P-selektin i GPIlIb-l1lla pozitivnih trombocita u populaciji trombocita Kkrvi
ispitanika sa metabolickim sindromom i zdravih ispitanika, nakon delovanja
arahidonske kiseline kao agonista. Rezultati su izraZzeni kao procenat promene u odnosu
na kontrolu tretiranu DMSO-om i predstavljeni ,.box and whisker dijagramima;
statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test
oznacenih rangova).
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Slika 15. Uticaj metabolita kvercetin-3-glukuronida (K-G), 3'-metil-kvercetin-3-
glukuronida (M-K-G), kvercetin-3-sulfata (K-S) i sulforafan-cistein-glicina (S-C-G) na
proseénu gustinu P-selektin i GPIlIb-IIla na pojedinacnom trombocita u populaciji
trombocita krvi ispitanika sa metabolickim sindromom i zdravih ispitanika, nakon
delovanja arahidonske kiseline kao agonista. Rezultati su izraZeni kao procenat promene
u odnosu na kontrolu tretiranu DMSO-om i predstavljeni ,box and whisker*
dijagramima; statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov
test oznacenih rangova).

U nezavisnom eksperimentu ispitivano je delovanje protokatehui¢ne kiseline, u
rasponu koncentracija od 10-1000 uM, na procenat P-selektin-pozitivnih i GPIlb-Illa-
pozitivnih trombocita ispitanika sa metabolickim sindromom.

Ni u jednoj od ispitivanih koncentracija nije uocena statisticki znacajna razlika

delovanja protokatehui¢ne kiseline u odnosu na delovanje DMSO-a, kao kontrole.
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Uticaj metabolita kvercetina na agregaciju trombocita sa monocitima i neutrofilima
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Slika 16. Uticaj metabolita kvercetin-3-glukuronida (K-G), 3'-metil-kvercetin-3-
glukuronida (M-K-G), kvercetin-3-sulfata (K-S) i sulforafan-cistein-glicina (S-C-G) na
procenat agregata trombocita i monocita (TMA) u populaciji monocita i procenat
agregata trombocita i neutrofila (TNA) u populaciji neutrofila krvi ispitanika sa
metabolickim sindromom i zdravih ispitanika, nakon delovanja arahidonske kiseline kao
agonista. Rezultati su izrazeni kao procenat promene u odnosu na kontrolu tretiranu
DMSO-om i predstavljeni ,,box and whisker dijagramima; statisti¢ki znacajno razli¢ito
u odnosu na kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test oznacenih rangova).

Primenom neparametarskog Vilkoksonovog testa ispitivana je statisticki
znacajna razlika izmedu vrednosti analiziranih parametara trombocita tretiranih
metabolitima i vrednosti navedenih parametara trombocita tretiranih DMSO-om kao
kontrolom, pre delovanja arahidonske kiseline. Pokazano je da ispitivani metaboliti
dovode do statisticki znacajne promene pojedinih parametara aktivacije i agregacije
trombocita indukovane delovanjem arahidonske kiseline, kod zdravih ispitanika i/ili
ispitanika sa metabolickim sindromom.

Prikaz parametara aktivacije i agregacije trombocita zdravih ispitanika i
ispitanika sa metabolickim sindromom, kod kojih je doSlo do statistiCki znacajne

promene usled delovanja ispitivanih metabolita, dat je u Tabeli 21.
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Tabela 21. Uticaj metabolita na parametre aktivacije i agregacije trombocita zdravih
ispitanika i ispitanika sa metaboli¢kim sindromom

Parametri K-G M-K-G K-S S-C-G
P-sel (%)
.5 P-sel (MFI) X X
='c  GPlIb-Illa (%) X
5SS  GPlb-llla (MFI) X
NG  TMA (%)
TNA (%) X X
P-sel (%) X
g £ £ P-sel (MFI) X X
SEE GPlb-lla(%) X X
s 2 g GPllb-1lla (MFI) X
2 £ TMA (%) X
= E” TNA®%)

Skracenice: K-G, kvercetin-3-glukuronid; M-K-G, 3’-metil-kvercetin-3-glukuronid; K-
S, kvercetin-3’-sulfat; S-C-G, sulforafan-cistein-glicina. (X); statisti¢ki znacajno vece u
odnosu na kontrolu

Prikazani rezultati ukazuju da je na trombocitima ispitanika sa metabolickim
sindromom doslo do znadajnog smanjenja procenta P-selektin pozitivnih trombocita
samo delovanjem metabolita sulforafana, dok kod zdravih ispitanika smanjenje procenta
P-selektin pozitivnih trombocita nije uoceno nakon delovanja bilo kog od ispitivanih
metabolita. Smanjenje procenta GPIlIb-1lla pozitivnih trombocita kod ispitanika sa
metaboli¢kim sindromom uoceno je nakon delovanja svih ispitivanih ekstrakata, dok je
taj efekat kod zdravih subjekata pokazan samo nakon delovanja sulforafan-cistein-
glicina i 3’-metil-kvercetin-3-glukuronida, a samo sulforafan-cistein-glicin utice na ovaj
parametar kod zdravih ispitanika.

Na trombocitima ispitanika sa metabolickim sindromom pokazan uticaj
sulforafan-cistein-glicin na procenat trombocita koji eksprimiraju aktivacione markere
pracen je i smanjenjem njihove gustine, dok na gustinu P-selektina utice i kvercetin-3-
glukuronid. Kod zdravih ispitanika do smanjenja gustine P-selektina dolazi usled
delovanja sulforafan-cistein-glicina i kvercetin-3’-sulfata, dok je na gustinu GPllb-Il1la
znacajno uticao 3’-metil-kvercetin-3-glukuronid.

Analizom uticaja ispitivanih metabolita na parametre heterotipske agregacije sa
leukocitima, pokazano je da je delovanje kvercetin-3-glukuronida na smanjenje gustine
P-selektina praceno smanjenjem agregata trombocita sa monocitima ispitanika sa
metaboli¢kim sindromom, dok su kod zdravih ispitanika uticaj na agregaciju trombocita

sa monocitima pokazali 3’-metil-kvercetin-3-glukuronid i sulforafan-cistein-glicin.
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4.3. UTICAJ JEDNOKRATNE KONZUMACIJE NAMIRNICA KOJE SADRZE

POLIFENOLE NA AKTIVACIJU TROMBOCITA | NJIHOVU AGREGACIJU SA
MONOCITIMA I NEUTROFILIMA

4.3.1. Uticaj jednokratne konzumacije soka od aronije na aktivaciju

trombocita i njihovu agregaciju trombocita sa monocitima i neutrofilima

Uticaj jednokratne konzumacije soka od aronije na aktivaciju trombocita i
njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima ispitivan je kod zdravih dobrovoljaca.
Studija je dizajnirana kao nekontrolisana pilot studija, a ispitivani parametri odredivani
su pre i 2h nakon konzumacije soka, u bazalnim uslovima i nakon in vitro delovanja
adenozin-difosfata (ADP) i arahidonske Kkiseline (AK) kao agonista aktivacije
trombocita. Agonisticko delovanje arahidonske kiseline ispitivano je u netretiranim
uzorcima i uzorcima prethodno tretiranim acetil-salicilnom kiselinom (ASK) u in vitro
eksperimentalnim  uslovima.  Dobijeni  rezultati  analizirani su  primenom
neparametarskog testa, Vilkoksonovog testa oznacenih rangova. Minimalni uslov za

postojanje statisticki znacajne razlike je p<0,05.

Osnovne karakteristike grupe ispitanika, uklju¢ujuéi vrednosti antropometrijskih

I biohemijskih parametara ispitanika, prikazane su u Tabeli 22.

Tabela 22. Osnovne Kkarakteristike grupe ispitanika ukljucenih u studiju

Karakteristike ispitanika Vrednosti
Broj ispitanika 20
Starost” 25,75 + 2,56
Pol (M/Z) 12/8
Obim struka (M) 92,00 + 24,29
Obim struka (Z)" 75,25 + 23,16
Indeks telesne mase” 24,34 + 4,15
Sistolni krvni pritisak (mmHg)” 122,40 + 25,32
Dijastolni krvni pritisak (mmHg)” 78,30 + 20,03
Nivo HDL holesterola (mmol/L)" 1,34 +0,10
Nivo triglicerida (mmol/L)" 0,98 + 0,59
Nivo glukoze (mmol/L)" 4,53 +0,70

" Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D. (n=20)
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Uticaj konzumacije soka od aronije na ekspresiju P-selektina

Uticaj konzumacije soka od aronije na aktivaciju trombocita pracen je uticajem
na ekspresiju P-selektina kao aktivacionog markera, odredivanjem procenta P-selektin-
pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000), srednje vrednosti
gustine P-selektina na pojedina¢nim trombocitima i indeksa aktivacije trombocita.

Primenom neparametarske analize dobijenih podataka pokazano je da je nakon
konzumacije doslo do statisticki znacajnog smanjenja bazalnih vrednosti procenata P-
selektin-pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (p < 0,01) kao i
vrednosti ispitivanog parametra nakon ex vivo delovanja sub-optimalne koncentracije
ADP-a (p < 0,01). Znacajan uticaj konzumacije na procenat P-selektin-pozitivnih
trombocita pokazan je i nakon ex vivo delovanja AK (p < 0,01), i delovanja AK na
uzorke krvi tretirane ASK (p < 0,05). Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 17,
predstavljeni Tukijevim ,,box and whisker dijagramima (na na¢in opisan u poglavlju
3.2.12).
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Slika 17. Procenat P-selektin pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita
zdravih ispitanika, pre i 2h nakon konzumacije soka od aronije. Rezultati su
predstavljeni Tukijevim ,,box and whisker dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u
odnosu na vrednosti pre konzumacije: p < 0,05, ~p < 0,01; (Vilkoksonov test
oznacenih rangova).
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Uocena je znacajna inter-individualna razlika u odgovoru na delovanje AK u
koncentraciji od 250 pg/mL, kako pre tako i posle konzumacije, sa rasponom izmedu
minimalnih i maksimalnih vrednosti od 1,69 - 86,88 % pre konzumacije i 0,79 - 84,57
% posle konzumacije. Ispitivanjem dozne zavisnosti agonistickog delovanja AK na
trombocite, u pogledu uticaja na procenat P-selektin-pozitivnih trombocita u toku
preliminarnih ispitivanja na uzorcima krvi 3 zdrava ispitanika, pokazano je da on nije
linearan, kako je to slucaj sa odgovorom na ADP. S ciljem detaljnije analize dobijenih
podataka u okviru interventne studije, grupa ispitanika je podeljena na dve podgrupe
definisane kao podgrupa sa ,,slabim odgovorom* na AK, odnosno procentom P-selektin
pozitivnih trombocita nakon delovanja AK pre konzumacije manjim od 15% (n = 12) i
podgrupa sa ,.,jakim odgovorom*, odnosno procentom P-selektin pozitivnih trombocita
pre konzumacije ve¢im od 15% (n = 8).

Dobijeni rezultati uticaja konzumacije na procenat P-selektin-pozitivnih
trombocita kao odgovor na delovanje AK, bez i sa preinkubacijom uzoraka krvi sa

ASK, u definisanim podgrupama prikazani su na Slici 18.
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Slika 18. Procenat P-selektin pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita
nakon delovanja AK i ASK + AK, pre i 2h nakon konzumacije soka od aronije.
Rezultati su predstavljeni Tukijevim ,box and whisker dijagramima; statisticki
znaGajno razliito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: p < 0,05; p < 0,01;
(Vilkoksonov test oznacenih rangova).

Nezavisnom analizom rezultata dve grupe ispitanika definisanih na osnovu
odgovora na delovanje AK, pokazano je da i kod ispitanika sa ,,slabim odgovorom* i
kod ispitanika sa ,,jakim odgovorom* na delovanje AK , nakon konzumacije soka od
aronije dolazi do statisticki znacajnog smanjenja procenta P-selektin-pozitivnih

trombocita (p < 0,05, u obe grupe ispitanika). Istovremeno znac¢ajan uticaj konzumacije
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na AK-om indukovano povecanje ispitivanog parametra u uzorcima pretretiranim ASK,
uoceno je samo kod ispitanika sa ,,slabim odgovorom* na delovannje AK(p < 0,01).

Uticaj konzumacije soka od aronije na srednje vrednosti gustine P-selektina na
pojedina¢nim trombocitima, izraZzena kao srednja vrednost intenziteta fluorescencije
(MFI), u bazalnim uslovima i nakon delovanja ADP i AK kao agonista prikazan je na
Slici 19.
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Slika 19. Srednja vrednost gustine P-selektina (MFI) na trombocitima pre i 2h nakon
konzumacije soka od aronije. Rezultati su predstavljeni Tukijevim ,,box and whisker*
dijagramimay statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: “p <
0,05; (Vilkoksonov test oznac¢enih rangova).

Neparametarskom analizom dobijenih srednjih vrednosti gustine P-selektina na
trombocitima pokazano je da se gustina ovog aktivacionog markera izrazena u ukupnoj
populaciji trombocita u bazalnim uslovima ne menja nakon konzumacije u odnosu na
vrednosti pre konzumacije. Istovremeno, uoceno je da konzumacija soka od aronije
statistiCki znaCajno uti¢e na gustinu P-selektina nakon agonistickog delovanja
suboptimalne koncentracije ADP, nakon delovanja AK kao agonista, kao i nakon
delovanja AK na trombocite tretirane ASK u ex vivo uslovima. Nivo statisticke

znacajnosti u sva tri slucaja je p < 0,05.
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Na osnovu literaturnih podataka, jedan od nacina predstavljanja ekspresije
aktivacionih markera trombocita je indeks aktivacije trombocita (1AT), koji objedinjuje
procenat trombocita na kojima je ovaj receptor eksprimiran i gustinu receptora na
trombocitima 1 predstavlja relativnu meru svih raspolozivih receptora.

Prikaz vrednosti indeksa aktivacije trombocita (IAT) dobijene racunskim putem
iz prethodno odredenih parametara, pre i posle konzumacije soka od aronije, u

bazalnom statusu i nakon delovanja agonista dat je na Slici 20.
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Slika 20. Indeks aktivacije trombocita (IAT) u odnosu na P-selektin pre i 2h nakon
konzumacije soka od aronije. Rezultati su predstavljeni Tukijevim ,,box and whisker*
dijagramimay statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: “p <
0,05; "p <0,01; "p <0,0005 (Vilkoksonov test ozna¢enih rangova).

StatistiCka analiza prikazanih IAT vrednosti pokazala je da se znacajno
smanjenje procenta P-selektin-pozitivnih trombocita u bazalnom stanju nakon
konzumacije ispitivanog soka reflektovalo i na promenu IAT vrednosti, iako nije doslo
do promene gustine P-selektina. Efekat konzumacije na IAT vrednosti je izrazeniji u
odnosu na efekte na procenat P-selektin-pozitivnih trombocita, u uslovima ex vivo
delovanja ADP kao agonista (p <0,0005), dok se nivo znacajnosti promene IAT
vrednosti nakon konzumacije pri delovanju AK i delovanju AK na trombocite tretirane

ASK, nije promenio u odnosu na nivoe dobijene analizom procenata P-selektin-
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pozitivnih trombocita. Analogno analizi procenta P-selektin-pozitivnih trombocita,
izvrSena je nezavisna neparametarska analiza IAT vrednosti u podgrupama ispitanika sa

,,slabim® i ,, jakim odgovorom* na AK i dobijeni rezultati prikazani su na Slici 21.
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Slika 21. Indeks aktivacije trombocita (IAT) u odnosu na P-selektin nakon delovanja
AK i ASK + AK, pre i 2h nakon konzumacije soka od aronije. Rezultati su predstavljeni
Tukijevim ,,box and whisker” dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
vrednosti pre konzumacije: “p <0,05; "p <0,01; (Vilkoksonov test ozna¢enih rangova).

Na osnovu prikazanih rezultata moZe se zakljuciti da je znacajno smanjenje
odgovora na delovanje AK uoceno nakon konzumacije soka od aronije, izrazeno kao
IAT, izrazenije 1 statistiCki znacajno kod ispitanika sa ,,jakim odgovorom* na AK, dok
je povoljno delovanje konzumacije na IAT nakon delovanja AK na ASK pretretirane
uzorke krvi, statisticki znacajno jedino kod ispitanika sa ,,slabim odgovorom* (p <
0,01).

Znacajno je ista¢i da je analizom podataka dobijenih u uzorcima krvi pre
intervencije utvrdeno da pre-tretman acetil-salicilnom kiselinom (56 uM) u in vitro
uslovima koji je prethodio delovanju AK nije znacajno uticao na bilo koji od
analiziranih parametara ekspresije P-selektina kao odgovor na delovanje AK, u ukupnoj
populaciji ispitanika, kao i u definisanim podgrupama. U grupi ispitanika sa ,,slabim
odgovorom*® pretretman ASK pre delovanja AK, nakon konzumacije doveo je do
znacajnog smanjenja procenta P-selektin pozitivnih trombocita u odnosu na odgovor na
AK pre konzumacije (p = 0,022), dok je analogno smanjenje IAT vrednosti bilo na

granici statisticke znac¢ajnosti (p = 0,066).
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Uticaj konzumacije soka od aronije na agregaciju trombocita sa monocitima

Kao parametar agregacije trombocita sa monocitima odredivan je procenat
agregata trombocita i monocita (TMA) u ukupnoj populaciji monocita (n=1000).

Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 22.
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Slika 22. Procenat agregata trombocita i monocita (TMA) u ukupnoj populaciji
monocita, pre i 2h nakon konzumacije soka od aronije. Rezultati su predstavljeni
Tukijevim ,,box and whisker” dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
vrednosti pre konzumacije: “p < 0,01; ""p < 0,001 (Vilkoksonov test oznacenih
rangova).

Analizom dobijenih podataka neparametarskim testom za utvrdivanje razlike
izmedu dva ponovljena merenja pokazano je da je konzumacija soka od aronije dovela
do statisticki znacajnog sSmanjenja agregata trombocita i monocita u bazalnim uslovima
1 nakon delovanja agonista. Statisticki znacajniji je bio efekat konzumacije na
agregaciju u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja ADP (p <0,01), dok je nivo
znacajnosti uticaja konzumacije na AK-indukovanu agregaciju, kao i na agregaciju
indukovanu AK u uzorcima pretretiranim ASK u oba slucaja iznosio p < 0,001. Uticaj
konzumacije na agregaciju trombocita sledio je efekte na ekspresiju P-selektina, izrazen

kao procenat P-selektin pozitivnih trombocita, kao i odnos znacajnosti razlicitih
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eksperimentalnih uslova, ali je istvremeno bio izrazeniji u odnosu na efekte na ispitivani

marker aktivacije.

Uticaj konzumacije soka od aronije na agregaciju trombocita sa neutrofilima

Kao parametar agregacije trombocita sa neutrofilima odredivan je procenat
agregata trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj populaciji neutrofila (min=10000).

Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 23.
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Slika 23. Procenat agregata trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj populaciji
neutrofila, pre i 2h nakon konzumacije soka od aronije. Rezultati su predstavljeni
Tukijevim ,,box and whisker” dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
vrednosti pre konzumacije: ~p < 0,001; ~p < 0,0005 (Vilkoksonov test oznagenih
rangova).

Neparametarskom analizom rezultata ponovljenih merenja pokazano je da
konzumacija soka od aronije dovodi do statisticki znaCajnog smanjenja agregata
trombocita i neutrofila u bazalnim uslovima i nakon delovanja agonista. Statist¢ki
najznacajniji efekat konzumacije na agregaciju trombocita neutrofilima pokazan je u

bazalnom statusu (p <0,0005).
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4.3.2. Uticaj jednokratne konzumacije ¢aja od koprive, ¢aja od mirodije i
Sarplaninskog ¢aja na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i

neutrofilima

Uticaj jednokratne konzumacije c¢aja od koprive, ¢aja od mirodije i
Sarplaninskog Caja na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i
neutrofilima ispitivan je u okviru randomizirane, kontrolisane studije paralelnog

dizajna, kod ispitanika sa metaboli¢kim sindromom.

Osnovne karakteristike grupe ispitanika, uklju¢ujuci vrednosti antropometrijskih
I biohemijskih parametara u serumu ukupne populacije ispitanika, kao i ispitanika u
pojedinim interventnim grupama, prikazane su u Tabeli 23 i 24.

Tabela 23. Demografske karakteristike, antropometrijski parametri i vrednosti krvnog
pritiska u ukupnoj populaciji ispitanika i ispitanika u pojedinim interventnim grupama

Karakteristike Ukupno Caj od Caj od Sarplani Topla p -

koprive  mirodije -nski¢aj voda vred.
Broj ispitanika 80 20 20 20 20 -
Pol M/ 7) 40/ 40 10/10 8/12 11/9 11/9 -
53,7+ 55,4 + 53,81 £ 52,89 + 52,47 +
Starost 6,23 5,11 6,71 6.43 6.77 0,427
. 99,05 + 100,93+ 98,55+ 9795 + 98,23 +
Obimstruka (cm) 1155 1044 1316 1322 965 0.827
28,29 + 2947 + 28,85+ 28,39 + 28,59 +
ITM (kg/m2) 3,96 3,65 263 4,49 3.76 0,785
Sistolni krvni 130,38+ 127,92+ 130,00+ 128,17+ 134,86+ 0405
pritisak (mmHg) 14,98 20,59 16,73 10,12 10,98 ’
Dijastolni krvni 82,27 + 83,46 + 84,18 + 81,15+ 86,29 + 0.391
pritisak (mmHg) 10,01 7,40 13,35 7,32 10,16 ’

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D.; statisticka znacajnost izmedu
grupa analizirana ANOVA testom
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Tabela 24. Vrednosti biohemijskih parametara u serumu u ukupnoj populaciji ispitanika
I ispitanika u pojedinim interventnim grupama

Caj od Caj od Sarplani Topla

Parametr Ukupno koprive  mirodije -nskic¢aj voda P
Glukoza 6,17+ 588+ 639+ 580+ 6,64+

(mmol/l) 2,10 1,39 3,35 1,55 1,74 0,512
Ukupni holesterol 5,85 + 5,93 + 591 + 5,51 6,07 +

(mmol/l) 1,38 1,44 1,43 1,34 1,38 0,584
LDL holesterol 3,86 + 3,95+ 3,98 + 3,63+ 4,04 +

(mmol/l) 1,25 1,25 1,48 1,13 1,27 0,768
HDL holesterol 1,27 + 1,31 + 1,24 + 1,29 + 1,26 +

(mmol/l) 0,26 0,14 0,27 0,27 0,34 0,881

Trigliceridi 221+ 2,32+ 1,84 + 2,18+ 245+

(mmol/l) 1,69 2,19 1,01 1,42 1,94 0,763

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D.; statistiCka znacajnost izmedu
grupa analizirana ANOVA testom

S obzirom da je osnovni kriterijum za ukljuéivanje u studiju bilo ispunjavanje
kriterijuma metaboli¢kog sindroma, koji predstavlja skup najmanje 3 od definisanih 5
faktora rizika za nastanak KVB, postojala je inter-individualna razlika u pogledu
zastupljenosti pojedinih faktora rizika. Analizom dobijenih vrednosti za parametre
definisane kriterijumima metaboli¢kog sindroma ANOVA testom nisu uocene statisticki
znacajne razlike izmedu grupa.

Dodatno su odredivani broj trombocita u jedinici zapremine krvi i srednje
vrednosti zapremine trombocita i dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 25. Broj
trombocita predstavlja vazan faktor u analizi njihove funkcije proto¢nom citometrijom,
kako bi se standardizovali uslovi prilikom obelezavanja trombocita odgovarajuc¢im
antitelima. Vrednosti kod svih ispitanka bile su u granicama referentnih vrednosti i nije
bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa.

Vrednost srednje zapremine trombocita odredivana je u toku preliminarnih ispitivanja
pod pretpostavkom da povisene vrednosti ukazuju na povecan broj hiper-aktivnih
retikuliranih trombocita. | vrednosti ovog parametra bile su u granicama referentnih

vrednosti i nije bilo znac¢ajne razlike u vrednostima ovih parametara izmedu grupa.
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Tabela 25. Broj trombocita i srednja vrednost zapremine trombocita ukupnoj populaciji
Ispitanika i ispitanika u pojedinim interventnim grupama

Caj od Caj od Sarplani Topla p-

Karakteristike Ukupno koprive  mirodije -nskic¢aj voda vred.

Broj trombocita 2755+ 2772+ 370,6 + 24258+ 2270+

(x 10%/L) 229,3 229,3 408,5 68,95 63,12 0,296
8,12 + 7,94 + 8,01+ 7,98 £ 8,44 +

MPV (fl) 0,96 0,83 0.72 0,91 1,07 0,368

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D.; statisticka znacajnost izmedu
grupa analizirana ANOVA testom

Ispitivani parametri funkcije trombocita odredivani su pre i 2h nakon
konzumacije, u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja suboptimalne i optimalne
koncentracije adenozin-difosfata (ADP) i delovanja arahidonske kiseline (AK) kao
agonista aktivacije trombocita. Agonisticko delovanje arahidonske kiseline ispitivano je
u netretiranim uzorcima i uzorcima prethodno tretiranim acetil-salicilnom kiselinom u
in vitro eksperimentalnim uslovima.

Primenom neparametarske analize rezultata ponovljenih merenja (Vilkoksonov
test oznacCenih rangova) ispitivan je uticaj svake od intervencija. Analiza apsolutnih
promena u vrednostima analiziranih parametara nakon dijetarne ili kontrolne
intervencije, za sve Cetiri grupe ispitanika, vrSena je primenom Kruskal-Wallis-ovog
testa. Ukoliko je uoCena statisticki znaCajna razlika izmedu grupa, viSestrukim
poredenjem promena u tri interventne grupe sa promenama u kontrolnoj grupi Man
Vitnijevim U testom, ispitivane su razlike u odnosu na kontrolnu intervenciju.
Kriterijum za statisticki znac¢ajnu promenu je u ovom slucaju podeSen u odnosu na broj

poredenja 1 iznosio je p <0,0167 (0,05/3).

Uticaj konzumacije ispitivanih cajeva na ekspresiju P-selektina

Kao parametri ekspesije P-selektina odredivani su procenat P-selektin-pozitivnih
trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000) i srednja vrednost gustine P-
selektina na pojedinaénim trombocitima. Dobijeni rezultati poredeni su sa rezultatima
dobijenim u kontrolnoj grupi koja je konzumirala toplu vodu.

Procenti P-selektin-pozitivih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita pre i
posle svake od intervencija prikazane su na Slici 24.
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Bazalni status ADP (20 uM)
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Slika 24. Procenat P-selektin pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita
ispitanika sa metabolickim sindromom, pre i 2h nakon konzumacije ¢aja od koprive (K),
mirodije (M), 3arplaninskog &aja (SC) i tople vode (V). Rezultati su predstavljeni
Tukijevim ,,box and whisker” dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
vrednosti pre konzumacije: p <0,05; ~p < 0,01; (Vilkoksonov test ozna¢enih rangova):;
statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu grupu: #p < 0,0167; (Man-Vitnijev
U test)

Neparametarska analiza rezultata Vilkoksonovim testom oznacenih rangova
pokazala je najizrazeniji uticaj konzumacije ¢aja od mirodije. Nakon konzumacije ovog
Caja doSlo je do statisticki znaCajnog smanjenja procenta P-selektin-pozitivnih
trombocita u odnosu na njihov procenat pre konzumacije, u nestimulisanim uzorcima,
kao i u uzorcima stimulisanim ex vivo optimalnom (20 uM) i suboptimalnom (0,5 pM)
koncentracijom ADP (p < 0,01, u sva tri slucaja). UoCeni efekti su bili statisticki
znacajni 1 nakon poredenja sa uticajem kontrolne intervencije.

Konzumacija ¢aja od koprive znacajno je smanjila agonisticko delovanje
optimalne koncentracije ADP-a u odnosu na delovanje pre konzumacije (p < 0,01) i
efekti su bili statisticki znacajni 1 nakon poredenja sa uticajem kontrolne intervencije.
Istovremeno, nije pokazan znaCajan uticaj na delovanje nize koncentracije ovog

agonista.
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Konzumacija Sarplaninskog c¢aja dovela je do statisticki znacajnog smanjenja
procenta P-selektin pozitivnih trombocita kao odgovora na delovanje suboptimalne
koncentracije ADP-a i AK, u poredenju sa vrednostima pre konzumacije ali sa manjim
nivoom znacéajnosti (p < 0,05). Promene u odnosu na vrednosti parametara pre
konzumacije, nisu se znacajno razlikovale od promena u kontrolnoj grupi.

Nijedna od intervencija nije statisticki znacajno uticala na procenat P-selektin
pozitivnih trombocita odredenih nakon delovanja AK na uzorke pre-tretirane ASK
(56uM) poredenih sa vrednostima u tretiranim uzorcima pre konzumacije.

Pored procenta P-selektin-pozitivnih trombocita, odredivana je i gustina ovih

receptora na povrsini trombocita i dobijeni rezultati prikazani su na slici 25.

Bazalni status ADP (20 uM)
R
15 * 120
1 1
£ 10 £ so—@? I? ??
© iy .
2 2 ' L.t
T 5 o 40 » v
) lj é é ) .
: =g oL
h_ Dh Zh Dh 2h Dh 2h 0h 2h Oh 2h 0Oh 2h Oh 2h
K K M sC \
ADP (0,5 uM) AK (250 pg/mL)
xR
1201 — 120+
£ g0 £ g0
w @ w
4 8
o 404 o 40
a . (6]
0 o 0
0h 2h 0Oh 2h Oh 2h 0Oh 2h 0Oh 2h Oh 2h Oh 2h O0h 2h
K SC % K s¢ Y

Slika 25. Gustina P-selektina na pojedina¢nim trombocitima ispitanika sa metaboli¢kim
sindromom, pre i 2h nakon konzumacije ¢aja od koprive (K), mirodije (M),
Sarplaninskog ¢aja (SC) i tople vode (V). Rezultati su predstavljeni Tukijevim ,,box and
whisker dijagramima; statisticki znacajno razliito u odnosu na vrednosti pre
konzumacije: p <0,05; " p < 0,01; (Vilkoksonov test oznagenih rangova)

Analizom gustine P-selektina na trombocitima (MFI) pre i posle konzumacije
Cajeva uoCeno je da smanjenje procenta P-selektin pozitivnih trombocita nakon
konzumacije ¢aja od mirodije, u netretiranim uzorcima i uzorcima krvi tretiranim ADP-

om ex Vivo, nije bilo pra¢eno smanjenjem gustine P-selektina. Do smanjenja gustine
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ovog aktivacionog markera na trombocitima doslo je jedino nakon konzumacije
Sarplaniskog €aja u uzorcima tretiranim suboptimalnim koncentracijama ADP-a (p <
0,05), ali poredenjem dobijenih promena sa promenama u kontrolnoj grupi
neparameterskim testom, nije uocena statisticki znacajna razlika.

U uzorcima pretretiranim ASK (56uM) i nakon toga izlozenim delovanju AA
nisu uoceni znacajni efekti konzumacije ispitivanih ¢ajeva niti tople vode kao kontrolne

intervencije.na gustinu P-selektina.

Uticaj konzumacije ispitivanih cajeva na ekspresiju GPlla-111b

Kao parametri ekspresije GPIlIb-Illa odredivani su procenat GPIIb-Illa-
pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000), srednja vrednost
gustine GPIIb-Illa na pojedina¢nim trombocitima. Vrednosti procenata GPIIb-llla
pozitivnih trombocita, pre i nakon konzumacije ¢ajeva i tople vode, prikazane su na
Slici 26.
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Slika 26. Procenat GPIIb-1lla pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita
ispitanika sa metabolickim sindromom, pre i 2h nakon konzumacije ¢aja od koprive (K),
mirodije (M), 3arplaninskog &aja (SC) i tople vode (V). Rezultati su predstavljeni
Tukijevim ,,box and whisker” dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
vrednosti pre konzumacije: “p < 0,05; “p < 0,01; (Vilkoksonov test oznacenih rangova)
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Primenom Vilkoksonovog testa ozna¢enih rangova pokazan je znaCajan uticaj
konzumacije ¢aja od koprive na ispitivani parametar u nestimulisanim uzorcima (p <
0,01), kao i znacajan uticaj konzumacije ¢aja od mirodije na procenat GPIIb-llla
pozitivnih trombocita u uzorcima stimulisanim ex vivo optimalnom (20 uM) i
suboptimalnom (0,5 uM) koncentracijom ADP (p < 0,01, u oba slu¢aja). Vrednosti
ispitivanog parametra u nestimulisanim uzorcima bile su znafajno nize nakon
konzumacije Sarplaninskog Caja, ali sa nizim nivoom znacajnosti (p < 0,05).

Analizom apsolutnih promena ispitivanog parametra u svakoj od Cetiri
interventne grupe primenom Kruskal-Valisovog testa, nije uoCena statisticki znacajna
razlika izmedu grupa, odnosno pokazane promene nakon intervencija nisu bile znacajno
razli¢ite u odnosu na promene u kontrolnoj grupi.

Nije pokazan znacajan efekat konzumacije Cajeva ili tople vode na procenat
GPlIb-Illa-pozitivnih trombocita nakon delovanja AK kao agonista niti nakon delovanja
AK na uzorke pretretirane ASK.

Analizom gustine GPIlIb-1lla na trombocitima nijedna od intervencija nije
pokazala znacajne efekte u poredenju sa kontrolnom intervencijom U netretiranim

uzorcima i uzorcima tretiranim agonistima.

Uticaj konzumacije ispitivanih cajeva na agregaciju trombocita sa monocitima

Kao parametar agregacije trombocita sa monocitima odredivan je procenat
agregata trombocita i monocita (TMA) u ukupnoj populaciji monocita (n = 1000).
Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 27.

Statistickom analizom rezultata dobijenih u nestimulisanim uzorcima i uzorcima
stimulisanim odgovaraju¢im agonistima primenom Wilxocon-0vog testa, pokazano je
da konzumacija ispitivanih Cajeva i tople vode kao kontrole, nije znacajno uticala na
agregaciju trombocita sa monocitima.

Nije bilo znacajne razlike u procentu TMA u uzorcima tretiranim ASK pre

delovanja AK kao agonista, nakon intervencije u odnosu na vrednosti pre konzumacije.
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Bazalni status ADP (20 uM)
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Slika 27. Procenat agregata trombocita i monocita (TMA) u ukupnoj populaciji
monocita ispitanika sa metabolickim sindromom, pre i 2h nakon konzumacije ¢aja od
koprive (K), mirodije (M), Sarplaninskog ¢aja (SC) i tople vode (V). Rezultati su
predstavljeni Tukijevim ,,box and whisker” dijagramima;

Uticaj konzumacije ispitivanih ¢ajeva na agregaciju trombocita sa neutrofilima

Odredivanjem procenata agregata trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj
populaciji neutrofila (min. n = 10000), u nestimulisanim uzorcima i uzorcima
stimulisanim odgovaraju¢im agonistima i statistiCkom analizom dobijenih podataka
primenom Wilxocon-ovog testa, pokazano je da konzumacija ispitivanih ¢ajeva, kao ni
tople vode kao kontrole, nije znacajno uticala na agregaciju trombocita sa neutrofilima.
Dobijene vrednosti u sve Cetiri interventne grupe prikazane su slici 28.

Kao 1 u pogledu TMA intervencija nije znacajno uticala na procenat TNA u

uzorcima tretiranim ASK pre delovanja AK kao agonista.
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Bazalni status ADP (20 uM)
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Slika 28. Procenat agregata trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj populaciji
neutrofila, pre i 2h nakon konzumacije ¢aja od koprive (K), mirodije (M), Sarplaninskog
aja (SC) i tople vode (V). Rezultati su predstavljeni Tukijevim ,,box and whisker*
dijagramima
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4.3.3. Uticaj jednokratne konzumacije soka od nara na aktivaciju trombocita i

njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima

Uticaj jednokratne konzumacije soka od nara na aktivaciju trombocita i njihovu
agregaciju sa monocitima i neutrofilima ispitivan je u okviru randomizirane,
kontrolisane studije paralelnog dizajna, kod ispitanika sa metabolickim sindromom.

Osnovne karakteristike grupe ispitanika, ukljucujuéi vrednosti antropometrijskih
i biohemijskih parametara u serumu ukupne populacije ispitanika, kao i ispitanika u
pojedinim interventnim grupama, prikazane su u Tabelama 26 i 27

Tabela 26. Osnovne karakteristike, antropometrijski parametri i vrednosti krvnog
pritiska u ukupnoj populaciji ispitanika, interventnoj i kontrolnoj grupi

Karakteristike Ukupno Sok od nara Voda Sr_e d
Broj ispitanika 40 20 20 -

Pol (M / 2) 21/ 19 10/10 11/9 -
Starost 53,7+ 6,23 55,4+ 5,11 52,47+ 6,77 0,427
Obim struka (cm) 99,05 £ 11,28 100,93 £10,44 98,23 +9,65 0,827
ITM (kg/m2) 28,29 + 3,96 29,47 + 3,65 28,59 + 3,76 0,785
Sistolni krvni pritisak

(MmHg) 130,38 + 14,98 127,92 +20,59 134,86 + 10,98 0,405
Dijastolni krvni

oritisak (mmHg) 82,27+ 10,01 83,46 + 7,40 86,29 + 10,16 0,391

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D.; statisticka znacajnost izmedu
grupa analizirana Analizom varijanse (ANOVA)

Kao i u studiji ispitivanja delovanja ¢ajeva, s obzirom na osnovni kriterijum za
ukljucivanje u studiju koji je definisan kao prisustvo metabolickog sindroma, i U 0VOj
studiji postojala je inter-individualna varijacija u zastupljenosti pojedinih faktora rizika
izmedu ispitanika. Prikazani parametri imali su normalnu distribuciju 1 rezultati
ANOVA testa pokazali su da nije postojala statistiCki znacajna razlika u
antropometrijskim parametrima, vrednostima sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska i
biohemijskim parametrima u grupi koja je konzumirala sok od nara i kontrolnoj grupi

koja je konzumirala toplu vodu.
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Tabela 27. Vrednosti biohemijskih parametara u serumu u ukupnoj populaciji
ispitanika, interventnoj i kontrolnoj grupi

Parametar Ukupno Sok od nara Voda p -vred.
Glukoza 5,22 + 1,05 5,12 + 0,65 5,34 + 1,40 0,706
(mmol/l)

Ukupni holesterol
(mmol/l)

LDL holesterol
(mmol/l)

HDL holesterol
(mmol/l)

5,96 + 1,03 6,03+ 1,00 5,86 + 1,08 0,936
1,35+0,32 1,33+0,35 1,39+£0,29 0,424

3,87 +0,94 3,95+0,91 3,77 +0,98 0,954

Trigliceridi

1,55+0,84 1,61 +0,87 1,49 £ 0,83 0,828
(mmol/l)

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D.; statistiCka znacajnost izmedu
grupa analizirana ANOVA testom

Parametri krvne slike koji se odnose na trombocite u ukupnoj populaciji
ispitanika i kod ispitanika u pojedinim interventnim grupama prikazani su u Tabeli 28.
ANOVA je pokazala da ni u vrednostima ovih parametara nije postojala statisticki

znacajna razlika izmedu interventnih grupa.

Tabela 28. Broj trombocita i srednja vrednost zapremine trombocita (MPV) u ukupnoj
populaciji ispitanika, interventnoj i kontrolnoj grupi

Karakteristike Ukupno Sok od nara Voda p -vred.

Broj trombocita
(x 10°L)

MPV (fl) 79409 81+12 78+0,8 0,443

257,4 +£ 65,7 264,9 + 82,9 252,2+ 51,7 0,835

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D.; statisticka znacajnost izmedu
grupa analizirana ANOVA testom

Ispitivani parametri funkcije trombocita odredivani su u bazalnim uslovima,
odnosno u nestimulisanim uzorcima krvi i nakon in vitro delovanja suboptimalne i
optimalne koncentracije adenozin-difosfata (ADP), pre i 2h nakon konzumacije soka od
nara ili tople vode

Primenom neparametarske analize rezultata ponovljenih merenja (Vilkoksonov
test oznacCenih rangova) ispitivan je uticaj svake od intervencija. Analiza apsolutnih

promena u vrednostima analiziranih parametara nakon dijetarne ili kontrolne
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intervencije, izvrSena je primenom Mann Whitney-jevog U testa. Kriterijum za

statisticki znacajnu promenu U oba testa je iznosio p <0,05.

Uticaj konzumacije soka od nara na ekspresiju P-selektina

Kao parametri ekspresije P-selektina odredivani su procenat P-selektin-
pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000) i srednja vrednost
gustine P-selektina na pojedina¢nim trombocitima. Dobijeni rezultati poredeni su sa
rezultatima dobijenim u kontrolnoj grupi, koja je konzumirala toplu vodu.

Vrednosti procenata P-selektin-pozitivnih trombocita u interventnoj i kontrolnoj

grupi, pre i posle konzumacije, prikazane su na Slici 29.

Bazalni status
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Slika 29. Procenat P-selektin pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita
ispitanika sa metaboli¢kim sindromom, pre i 2h nakon konzumacije soka od nara i vode.
Rezultati su predstavljeni Tukijevim ,box and whisker dijagramima; statisticki
znadajno razliito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: p < 0,05; “p < 0,01;
(Vilkoksonov test oznacenih rangova); statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu grupu: #p < 0,05; (Man-Vitnijev U test)
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Neparametarska analiza rezultata Vilkoksonov testom oznafenih rangova
pokazala je da u bazalnim uslovima nije bilo statisticki znacajnog efekta konzumacije
soka od nara na procenat P-selektina. Takode, nije uo¢ena ni promena pri konzumaciji
vode. U uzorcima koji su tretirani suboptimalnim i optimalnim koncentracijama ADP
kao agonista aktivacije trombocita, uocen je znacajan uticaj konzumacije soka od nara,
dok to nije bio slu¢aj kod konzumacije vode. Poredenjem promena vrednosti
analiziranog parametra nakon konzumacije u odnosu na vrednosti pre konzumacije
izmedu interventne i kontrolne grupe Man Vitnijevim testom, pokazano je da postoji
statistiCki znacajna razlika.

Vrednosti gustine P-selektina na trombocitima prikazane su na Slici 30.
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Slika 30. Gustina P-selektina na pozitivnim trombocitima ispitanika sa metabolickim
sindromom, pre i 2h nakon konzumacije soka od nara i vode. Rezultati su predstavljeni
Tukijevim ,,box and whisker” dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
vrednosti pre konzumacije: ~p < 0,01; (Vilkoksonov test oznagenih rangova);

Statistickom analizom dobijenih parametara pokazan je sli¢an efekat
konzumacije soka od nara na gustinu P-selektina na trombocitima. Naime, u bazalnim
uslovima dijetarna intervencija nije znaCajno uticala na vrednost ovog markera

aktivacije, dok je u wuzorcima izloZzenim agonistickom delovanju ADP-a i U
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suboptimaloj, i u optimalnoj konzentraciji doslo do statisticki znacajnog smanjenja
gustine. Nakon konzumacije vode nije doSlo do statisticki znaCajne promene.
Poredenjem promena koje su nastale nakon konzumacije soka ili vode, pokazano je da

te promene nisu bile statisticki znacajno razlicite.

Uticaj konzumacije soka od nara na ekspresiju GPIIb-11la

Kao parametri ekspresije P-selektina odredivani su procenat GPIIb-Illa-
pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000) i srednja vrednost
gustine GPlIb-IIla na pojedinaénim trombocitima. Dobijeni rezultati poredeni su sa
rezultatima dobijenim u kontrolnoj grupi koja je konzumirala vodu.

Vrednosti procenata P-selektin-pozitivnih trombocita u interventnoj i kontrolnoj

grupi, pre i posle konzumacije prikazane su na slici 31.
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Slika 31. Procenat GPIIb-1lla pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita
ispitanika sa metabolickim sindromom, pre 1 2h nakon konzumacije soka od nara i vode.
Rezultati su predstavljeni Tukijevim ,,box and whisker* dijagramima

Vilkoksonov neparametarski test pokazao je da 2h nakon konzumacije soka od
nara nije doslo do statisticki znacajne promene u procentu GPIlIb-llla-pozitivnih

trombocita, kao ni u gustini ovih receptora na povrsSini trombocita, prikazanih na slici
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30, kako u nestimulisanim uzorcima tako i uzorcima stimulisanim delovanjem nize i

vise koncentracije ADP-a.

Bazalni status

60,
. _
£ ] T
o
2
T 201
’ Il
. . — :
Oh 2h oh 2h
SOK OD NARA VODA
ADP (0,5 uM) ADP (20 pM)
200+ 200
.
T ' T 1501 ]
= =
£ 100 * £ 100
2 2 :
o o
@ 504 E @ 50 I E
—— T — — I T -
01— . . . 01— . . .
0h 2h Oh 2h 0h 2h 0h 2h
SOK OD NARA VODA SOK OD NARA VODA

Slika 32. Gustina GPIIb-IIla na pozitivnim trombocitima ispitanika sa metabolickim
sindromom, pre i 2h nakon konzumacije soka od nara i vode. Rezultati su predstavljeni
Tukijevim ,,box and whisker* dijagramima

Uticaj konzumacije soka od nara na agregaciju trombocita sa monocitima

Neparametarsko statistickom analizom ponovljenih merenja nije pokazan
znaCajan efekat konzumacije soka od nara na bazalne vrednosti procenta agregata
trombocita i monocita, ali je u uzorcima tretiranim suboptimalnim koncentracijama
ADP-a doslo do znaCajnog smanjenja nakon dijetarne intervencije, u odnosu na
vrednosti u tretiranim uzorcima pre intervencije. Razlike koje su dobijene nakon
intervencije nisu znacajno rali¢ite od razlika u kontrolnoj grupi (Man-Vitnijev test).
Efekat konzumacije soka od nara na agregaciju trombocita sa monocitima, izazvan
delovanjem optimalnih koncentracija ADP-a nije pokazan ni u interventnoj, ni u
kontrolnoj grupi. Dobijene vrednosti procenta agregata trombocita i monocita u ukupnoj

populaciji monocita prikazane su na Slici 33.
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Slika 33. Procenat agregata trombocita i monocita (TMA) u ukupnoj populaciji
monocita, pre i 2h nakon konzumacije soka od nara i vode. Rezultati su predstavljeni
Tukijevim ,,box and whisker” dijagramima; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
vrednosti pre konzumacije: ~p < 0,01; (Vilkoksonov test oznagenih rangova)

Uticaj konzumacije soka od nara na agregaciju trombocita sa neutrofilima

Vrednosti procenata agregata trombocita i neutrofila u ukupnoj populaciji
neutrofila, pre i posle konzumacije soka od nara i vode kao kontrole, u nestimulisanim
uzorcima i uzorcima stimulisanim suboptimalnim i optimalnim koncentracijama ADP-a
prikazani su na slici 34.

Analizom dobijenih vrednosti Vilkoksonovim testom nije pokazan znacajan
uticaj konzumacije soka od nara na agregaciju trombocita sa neutrofilima, ni u jednom

od definisanih eksperimentalnih uslova.
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Bazalni status
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Slika 34. Procenat agregata trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj populaciji
neutrofila, pre i 2h nakon konzumacije soka od nara i vode. Rezultati su predstavljeni

Tukijevim ,,box and whisker* dijagramima
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4.4, UTICA] ISPITIVANIH BILINIH EKSTRAKATA NA NIVO
REAKTIVNIH VRSTA KISEONIKA U CELIJAMA IZLOZENIM DELOVANJU
PROOKSIDANASA ILI AGONISTA

4.4.1. Uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, nara, kelja,
japanske jabuke i aronije na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u eritrocitima

izloZenim delovanju vodonik-peroksida

Uticaj ekstrakta koprive, mirodije, Sarplaninskog caja, nara, kelja, japanske
jabuke i aronije na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u eritrocitima izlozenim delovanju

vodonik-peroksida

Kao ¢elijski model za ispitivanje antioksidativnog delovanja bioaktivnih
sastojaka koprive, mirodije, Sarplaninskog Caja, nara, kelja i1 japanske jabuke koriséeni
su eritrociti izolovani iz krvi 6 zdravih ispitanika.

Izolovani eritrociti tretirani su ispitivanim ekstraktima u finalnoj koncentraciji
od 200pug/ml u trajanju od 30 min, a zatim izlozeni umerenom oksidativnom stresu,
delovanjem vodonik peroksida (1 mM). Nivo vodonik peroksida u ¢elijama odredivan je
metodom protoc¢ne citometrije, nakon bojenja celija 2',7'-dihloro-fluorescein diacetatom
(DHFDA), na osnovu fluorescencije dihlorofluoresceina (DHF), proizvoda reakcije
DHFDA sa vodonik peroksidom. Na Slici 35. prikazan je reprezentativni histogram
fluorescencije u eritrocitima tretiranim ekstraktom kelja pre delovanja prooksidansa, u
poredenju sa kontrolnim ¢elijama izlozenim delovanju vodonik peroksida i netretiranim

¢elijama.
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Slika 35. Reprezentativni histogram fluorescencije (horizontalna osa) u netretiranim
eritrocitima (zelena kontura), eritrocitima pretretiranim metanolnim ekstraktom kelja
(200png/mL) 1 nakon toga tretiranim vodonik peroksidom (plava povr§ina) i eritrocitima
tretiranim samo vodonik peroksidom (roze kontura)

97



REZULTATI

Srednja vrednost intenziteta fluorescencije — MFI (od eng. mean fluorescence
intensity) ukupnog broja analiziranih eritrocita (n=20000) pomerena ka manjim
vrednostima u ¢elijama tretiranim ekstraktom pre delovanja prooksidansa, u odnosu na
fluorescenciju Celija izlozenih samo delovanju prooksidansa, ukazuje na smanjen nivo

H,0; u ¢elijama, odnosno antioksidativno delovanje odgovarajuéeg ekstrakta.
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Slika 36. Smanjenje nivoa vodonik-peroksida u eritrocitima izlozenim delovanju
ekstrakata koprive (EK), mirodije (EM), Sarplaninskog &aja (ESC), kelja (Eklj), nara
(EN) i japanske jabuke(EJJ) i nakon toga tretiranih vodonik-peroksidom, u odnosu na
kontrolne ¢elije tretirane DMSO-om i vodonik-peroksidom;

Dobijene vrednosti inhibicije (Slika 36) poredene su sa vrednostima njihovog
antiradikalskog potencijala odredenog DPPH testom 1 nije uocena znacajna korelacija (p
=0, 231).

U svakom slu€aju pokazani rezultati ukazuju da 1 u bioloSkim sistemima

ispitivani ekstrakti ipak ispoljavaju odreden stepen antioksidativnog delovanja.

Uticaj ekstrakta aronije i protokatehuicne kiseline na nivo reaktivnih vrsta

kiseonika u eritrocitima izloZenim delovanju vodonik-peroksida

Kao celijski model za ispitivanje antioksidativnog delovanja bioaktivnih
sastojaka ploda aronije koriS¢eni su eritrociti izolovani iz krvi 4 ispitanika sa
metabolickim sindromom. Ispitivane su dve frakcije etanolno-vodenog (60% v/v)
ekstrakta ploda aronije, metanolna frakcija (F1) i vodena frakcija (F2), u
koncentracijama 1,25; 2,5 i 5 mg/mL, izrazene na masu pocetnog etanolno-vodenog
ekstrakta. Izolovani eritrociti tretirani su serijom razblazenja ispitivanih frakcija u
trajanju od 30 min, a zatim izlozeni umerenom oksidativnhom stresu, delovanjem
vodonik peroksida (1 mM). Nivo vodonik peroksida u eritrocitima odredivan je

metodom proto¢ne citometrije, nakon bojenja ¢elija 2',7'-dihloro-fluorescein diacetatom
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(DHFDA), na osnovu fluorescencije proizvoda reakcije DHFDA sa vodonik
peroksidom.
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Slika 37. Smanjenje nivoa vodonik-peroksida u eritrocitima izlozenim delovanju
razli¢itih koncentracija metanolne frakcije (F1) i vodene frakcije (F2) etanolno-vodenog
ekstrakta ploda aronije i nakon toga tretiranih vodonik-peroksidom. Rezultati su
izrazeni kao % promene u odnosu na kontrolne celije tretirane vodonik-peroksidom i
predstavljeni kao srednja vrednost + S.D:; statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolu: *p<0.05; **p<0.01 (Studentov t-test).

Na osnovu dobijenih rezultata, prikazanih na Slici 37 kao procenat redukcije
MFI u C¢elijama pretretiranim pre delovanja vodonik peroksida u odnosu na
nepretretirane, moze se zakljuciti da obe frakcije ekstrakta aronije (F1 i1 F2) pokazuju
statisti¢ki znacajno, dozno-zavisno antioksidativno delovanje u ispitivanom celijskom
modelu. Procenti smanjenja vrednosti MFI pri delovanju metanolne frakcije u
koncentracijama od 1.25, 2.5 i 5 mg/mL iznosili su redom 30.65 £ 2.61 %, 36.67 + 3.98
% 1 56.83 = 5.96 %, dok je za iste koncentracije vodene frakcije smanjenje bilo manje
izrazeno 1 iznosSilo 16.89 + 4.78 %, 8.69 + 7.45 % i 43.42 + 12.08 % u odnosu na
kontrolu.

Veci stepen znacajnosti pokaznog efekta frakcije sa ve¢im sadrzajem antocijana
(F1) ukazuje na cinjenicu da antocijani doprinose antioksidativnom potencijalu
ispitivanog ekstrakta.

U istim eksperimentalnim uslovima, na eritrocitima izolovanim iz krvi istih
ispitanika kao c¢elijskom modelu, ispitivano je i antioksidativno delovanje tri razli¢ite
koncentracije protokatehui¢ne kiseline (10, 100 1 1000 uM). Dobijeni rezultati prikazani
su na Slici 38.
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Slika 38. Smanjenje nivoa vodonik-peroksida u eritrocitima izlozenim delovanju
razli¢itih koncentracija protokatehui¢ne kiseline i nakon toga tretiranih vodonik-
peroksidom, u odnosu na kontrolne celije tretirane vodonik-peroksidom; statisticki
znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu: **p<0.01 (Studentov t-test).

Na osnovu dobijenih rezultata pokazana je obrnuto dozno-zavisna
antioksidativna zastita eritrocita delovanjem protokatehui¢ne kiseline i statisticki
znacajno smanjenje nivoa vodonik-peroksida uoceno je samo pri delovanju najnize
ispitivane koncentracije od 10 uM (p = 0.0065), koja je dovela do smanjenja od 52.09 +

7.29 % u odnosu na kontrolne ¢elije.

100



REZULTATI

4.4.2. Uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, nara, kelja i
japanske jabuke na nivo reaktivnih vrsta Kkiseonika u trombocitima izloZenim

delovanju adenozin-difosfata

Delovanje ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog caja, kelja, nara i
japanske jabuke, i ispitivanih metabolita: na nivo reaktivnih vrsta kiseonika
indukovanih delovanjem ADP-a, ispitivano je na trombocitima izolovanim iz krvi 6

zdravih ispitanika.

Trombociti su inkubirani sa ispitivanim ekstraktima (200 pg/ml) ili DMSO-om
kao kontrolom i nakon toga tretirani rastvorom adenozin-difosfata. (40 uM). Nivo
reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima odredivan je metodom protoc¢ne citometrije,
nakon bojenja celija 2',7'-dihloro-fluorescein diacetatom (DHFDA), na osnhovu
fluorescencije nastalog proizvoda 2',7'-dihloro-fluoresceina, u reakciji DHFDA sa

vodonik peroksidom.
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Slika 39. Smanjenje nivoa reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izlozenim
delovanju ekstrakata koprive (EK), mirodije (EM), Sarplaninskog &aja (ESC), kelja
(EKlj), nara (EN) i japanske jabuke(EJJ) nakon toga tretiranih adenozin difosfatom, u
odnosu na kontrolne celije tretirane adenozin difosfatom; rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £SEM.

U kontrolnim uzorcima nakon delovanja agonista doSlo je do blagog povecanja nivoa
reaktivnih vrsta kiseonika, koji se manifestovao viSestrukim povecanjem intenziteta
fluorescence u odnosu na obojene ne-tretirane ¢elije. Delovanjem ekstrakata doslo je do
smanjenja intenziteta fluorescencije u poredenju sa kontrolnim ¢elijama tretiranim

agonistom. Procenti inhibicije nivoa rekativnih vrsta kiseonika, nakon delovanja svakog
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od ispitivanih ekstrakata, prikazani su na Slici 39. Vazno je ista¢i da je delovanje
ekstrakata na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloZenim delovanju
agonista, odgovaralo delovanju ekstrakata na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u

eritrocitima izloZzenim delovanju prooksidanasa.

Uporedo sa ispitivanjem delovanja ekstrakata ispitivani su i efekti metabolita kvercetina
I kao i efekti sulforafan-cistein-glicina. Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 40.
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Slika 40. Smanjenje nivoa reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloZenim
delovanju metabolita kcercetin-3-glukuronida (K-G), 3'-metil-kvercetin-3-glukuronida
(M-K-G), kvercetin-3-sulfata (K-S) i sulforafan-cistein-glicina (S-C-G) i nakon toga
tretiranih adenozin difosfatom, u odnosu na kontrolne c¢elije tretirane adenozin
difosfatom; rezultati su prikazani kao srednja vrednost xSEM.
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4.5. UTICAJ BILINIH POLIFENOLA NA AGREGACIJU TROMBOCITA
SA ENDOTELNIM I MALIGNIM CELIJAMA

4.5.1. Uticaj konzumacije soka od aronije na adheziju trombocita za EA.hy
929 Celije

Pored delovanja jednokratne konzumacije soka od aronije na aktivaciju
trombocita ispitivan je i uticaj konzumacije ove namirnice na adheziju trombocita za
endotelne cCelije, odredivanjem adhezije trombocita, izolovanih iz pune krvi dobijene
venepunkcijom pre konzumacije i 2h nakon konzumacije, za EA.hy 929 ¢elije porekla
iz vaskularnog endotela u prisustvu suboptimalnih koncentracija trombina (0,2 1U) kao

agonista. Rezultati dobijeni u okviru pilot studije koja je ukljucivala 6 ispitanika sa

metaboli¢kim sindromom prikazani su na Slici 41.
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Slika 41. Inhibicija (%) adhezije humanih trombocita za EA.hy 929 ¢elije u prisustvu
trombina nakon konzumacije soka od aronije u odnosu na adheziju trombocita pre
konzumacije. Rezultati su predstavljeni Tukijevim ,box and whisker* dijagramom;
statisticki znaajno razli¢ito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: p < 0,05;
(Vilkoksonov test oznacenih rangova).

Inhibicija adhezije trombocita izolovanih iz krvi ispitanika 2h nakon
konzumacije za EA.hy 929 ¢elije u kulturi u prisustvu trombina, u odnosu na adheziju
trombocita izolovanih iz krvi pre konzumacije iznosila je 37,83 + 22,64 % (p = 0,028).
Uoceno je da je konzumacija soka od aronije dovela do inhibicije adhezije trombocita
kod svih ispitanka, ali su istovremeno pokazane velike interindividualne razlike u efektu
koje su se kretale izmedu 14 and 67%.
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4.5.2 Uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, kelja, nara i

japanske jabuke na interakciju trombocita sa HelL a éelijama

Antiproliferativno delovanje sokova od maline, crne maline, crvene ribizle, crne

ribizle, borovnice, aronije i nara

Antiproliferativno delovanje soka od maline, crne maline, crvene ribizle, crne
ribizle i borovnice ispitivano je na panelu malignih ¢elija u kulturi: HeLa, Fem X, LS
174T, MCF-7 i PC-3 ¢elijama, nakon 72h kontinuirane inkubacije ¢elija sa ispitivanim
sokovima, primenom KBR testa. Dobijeni rezultati, izrazeni kao IC50 vrednosti
(uL/mL), odnosno koncentracije koje dovode do smanjenja prezivljavanja malignih
¢elija za 50% prikazani su u Tabeli 29.

Tabela 29. Koncentracije soka od maline (SM), crne maline (SCM), crvene ribizle
(SCVR), crne ribizle (SCrR) i borovnice (SB) koje dovode do smanjenja prezivljavanja
malignih ¢elija za 50% - ICsp (uL/mL) odredene KBR testom nakon 72h kontinuiranog
delovanja sokova na maligne c¢elije. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti +
standardna devijacija

Celijske ICs0 (uL/mL)

linije SM SCM SCVR SCrR SB
Hela 289+19 434+14 221412 136+33 569+19
Fem X 207+09 374+09 283+19 136+13 203+17
LS174T  184+18 66.7+21 211+20 154+23 587+3.1
MCF-7 41.0+03 616+11 334+15 268+14 705+39
PC3 260+22 608+27 293+18 102+22 284+35

Dobijeni rezultati na svim ¢elijskim linijama pokazuju da ispitivani sokovi u
znacajnoj meri inhibiraju proliferaciju malignih ¢elija u kulturi. Pokazano smanjenje
prezivljavanja Celija u odnosu na kontrolu imalo je dozno-zavisni karakter.

Na svim c¢elijskim linijama sok od crne ribizle je predstavljao najpotentniji
inhibitor ¢elijske proliferacije sa IC50 vrednostima izmedu 10,2 i 26,8 pL/mL, zavisno
od ¢elijske linije. Antiproliferativno delovanje soka od maline bilo je istog reda veli¢ine
sa delovanjem soka od crvene ribizle sa IC50 vrednostima na LS 174, Fem X, HelLa i
PC-3 c¢elijama manjim od 30 uL/mL za oba ispitivana uzorka. Sok od borovnice
pokazao je najslabije antiproliferativno delovanje sa IC50 vrednostima u rasponu od

37.4 1 66.7 uL/mL. Najmanju osetljivost na delovanje ispitivanih sokova pokazale su
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MCEF-7 ¢elije karcinoma dojke. Pokazana razlicita osetljivost ¢elija razli¢itog porekla u
saglasnosti je sa literaturnim podacima (168, 169).

Dobijene IC50 vrednosti za ispitivane sokove na odgovaraju¢im celijskim
linijjama analizirane su primenom neparametarskog Spirmanovog testa u pogledu
potencijalne korelacije sa vrednostima ukupne kiselosti, sadrzajem ukupnih fenola,
sadrzajem monomernih antocijana 1 antiradikalske aktivnosti ispitivanih sokova.

Rezultati statisticke analize prikazani su u Tabeli 30.

Tabela 30. Korelaciona analiza ukupne kiselosti (UK), sadrzaja ukupnih fenola (UF),
sadrzaja monomernih antocijana (UMA), antiradikalske aktivnosti (ARA) i
antiproliferativnog delovanja (IC50) ispitivanih sokova. Prikazani su korelacioni
koeficijenti; statisticki znacajno *p < 0,05 (Spearman-ov test korelacije)

Antiproliferativno delovanje, ICsq (uL/mL)

Parametri

HelLa Fem X LS 174 MCF-7 PC3
UK (%) -0.915* -0.681 -0.886* -0.921* -0.785
UF (mg GAE/100 mL)  0.261 -0.195 0.453 0.329 0.036
UMA (%) 0.910* 0.204 0.889* 0.935* 0.471
ARA (1C50 mg/ml) -0.130 0.198 -0.352 -0.210 -0.029

Sadrzaj ukupnih polifenola nije statisticki korelisao sa antiproliferativnim
delovanjem, u skladu sa prethodno publikovanim rezultatima dobijenim na uzorcima
najées$ée konzumiranog vo¢a u SAD-u (170), iz Cega se moze zakljuciti da je delovanje
polifenolima bogatih ekstrakata na maligne celije najverovatnije nije uslovljeno
polifenolnim karakterom prisutnih komponenata, ve¢ prisustvom specifi¢nog
polifenolnog jedinjenja ili odredene klase polifenola. Pokazana je znacajna korelacija
ukupne kiselosti i sadrzaja monomernih antocijana sa antiproliferativnim delovanjem na
Hela, LS 174 i MCF-7 ¢elije. Znacajan doprinos organskih kiselina antiproliferativnoj
aktivnosti ekstrakta brusnice pokazan je ranije (168). Dobijeni rezultati ukazuju da
pored sadrzaja organskih kiselina i sadrZaj antocijana moze biti dodatni parametar u
proceni potencijalnog antiproliferativnog delovanja.

U skladu sa tim antiproliferativno delovanje sokova bogatih antocijanima, soka
od aronije i soka od divljeg nara, ispitivano je na HeLa ¢elijama kancera grlica materice
I LS-174 ¢elijama kancera kolona, u istim eksperimentalnim uslovima, primenom KBR

eseja. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 31.
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Tabela 31. ICsy vrednosti (uL/mL) odredene KBR testom nakon 72h kontinuiranog
delovanja soka od aronije (SA) i soka od nara (SN) na maligne ¢elije. Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti = standardna devijacija

, 1Cs (pL/mL)
Celijske linije

SA SN
HelLa 18,56 + 1,26 34+14
LS 174T 28,78 + 7,45 14,42 + 3,78

Antiproliferativno delovanje ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog caja,

kelja, nara i japanske jabuke

Uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog Caja, kelja, nara i japanske
jabuke na proliferaciju ispitivan je nakon 72h kontinuirane inkubacije primenom KBR
testa. Dobijeni rezultati, izrazeni kao IC50 vrednosti (uL/mL), odnosno koncentracije
koje dovode do smanjenja prezivljavanja malignih Celija za 50% prikazani su u Tabeli
32.

Tabela 32. Koncentracije ekstrakta koprive (EK), mirodije (EM), Sarplaninskog ¢aja
(ESC), kelja (EKIj), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) koje dovode do smanjenja
preZivljavanja malignih ¢elija za 50% - 1Csp (ug/mL) odredene KBR testom nakon 72h
kontinuiranog delovanja. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardna
devijacija

s 1es ICs0 (ng/mL)
Celijske linije —

EK EM ESC EKIj EN EJJ
HelLa >200 172,3 >200 >200 56,4 £8,4 >200
LS 174T >200 >200 >200 >200 88,9 +4,5 >200

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da izuzev ekstrakta nara
ispitivani ekstrakti nemaju izrazenu antiproliferativnu aktivnost.

Treba ista¢i da i1 pored pokazanih antiproliferativnih efekata ispitivanih
ekstrakata na maligne celije u toku 72h inkubacije, kratkotrajna inkubacija u okviru
ispitivanja antitrombocitnog i antioksidativnog delovanja nije dovela do promena u
morfologiji, tj. veli€ini 1 granulaciji, koriS¢enih normalnih ¢elija, eritrocita 1 trombocita,
liziranih metodom protocne citometrije i shodno tome moze se zakljuciti da u ovom

uslovima nije do doslo do ispoljavanja citoksi¢nog delovanja.
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Uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog caja, kelja, nara i japanske

jabuke na agregaciju trombocita zdravih osoba sa Hela ¢elijama

Uticaj ispitivanih ekstrakat na proces agregacije trombocita i malignih ¢elija u
in vitro eksperimentalnim ¢elijama ispitivan je kori$¢enjem izolovanih trombocita
zdravih osoba. Trombociti su inkubirani sa ispitivanim ekstraktima (200 pg/ml) ili
DMSO-om kao kontrolom i nakon toga obelezeni pan-trombocitnom markerom CD61-
PerCP 1 inkubirani sa prethodno obelezenim HeLa, ¢elijama u prisustvu suboptimalnih
koncentracija trombina (0,2 IU). Procenat trombocita formira agregate sa malignim
¢elijama odredivan je na osnovu odnosa CD61-PerCP+/calcein+ dogadaja u odnosu na
ukupan broj trombocita CD61-PerCP dogadaje. Dobijeni rezultati izrazeni kao
smanjenje (%) procenta trombocita koji formira agregate nakon delovanja ispitivanih
ekstrakata, u odnosu na procenat trombocita koji formira agregate u kontrolnom uzorku
prikazani su na Slici 42.
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Slika 42. Uticaj ekstrakta koprive (EK) mirodije (EM), $arplaninskog ¢aja (ESC), kelja
(EKIj), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) na procenat trombocita koji formiraju
agregate sa HeLa ¢elijama u prisustvu suboptimalne koncentracije trombina; Rezulatati
su izraZeni kao smanjenje procenta trombocita izloZenih delovanju ekstrakta u odnosu
na procenat trombocita koji formira agregate u kontroli tretiranoj DMSO-om

Vazno je ista¢i da nije uoCena promena u broju agregata trombocita i malignih
¢elija u populaciji malignih ¢elija, ali je doslo do smanjenja broja trombocita koji stupa
u interakciju sa malignim ¢eljama, $to se pokazalo i smanjenjem gustine trombocita na
malignim cCelijama, procenjena na osnovu MFI vrednosti CD61 PerCP u populaciji

malignih ¢elija.
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Povoljno delovanje namirnica biljnog porekla u prevenciji kardiovaskularnih i
drugih hroni¢nih nezaraznih bolesti delom se pripisuje i delovanju polifenola, kao
najzastupljenijih nenutritivnih, bioloSki aktivnih sastojaka ovih namirnica. S obzirom na
Kljuénu ulogu trombocita u patogenezi kardiovaskularnih bolesti, povoljno delovanje
namirnica bogatih polifenolima na funkciju trombocita, pokazano u velikom broju
dijetarnih interventnih studija, predstavlja jedan od predlozenih mehanizma povoljnog
delovanja ishrane bogate ovim namirnicama na kardiovaskularno zdravlje.

I pored ¢injenice da najveci stepen naucne zasnovanosti povoljnog delovanja
polifenolima bogatih namirnica pruzaju rezultati interventnih studija, rezultati
preliminarnih ispitivanja dobijeni u in vitro eksperimentalnim uslovima imaju znacajnu
ulogu, pre svega kao deo skrininga u odabiru potencijalnih kandidata, ¢ije ¢e delovanje
biti potvrdeno u okviru interventnih studija, kao i pri ispitivanju potencijalnih
mehanizama delovanja. Veliki broj tradicionalnih namirnica, o ¢ijem delovanju na
zdravlje ljudi postoji malo nauénih podataka, predstavlja dobar dijetarni izvor polifenola
1 sa predloZenim potencijalnim delovanjem na funkciju trombocita.

Ispitivanjem delovanja ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog Caja, kelja,
nara i japanske jabuke na funkciju trombocita pokazano je da svi ispitivani ekstrakti
utiCu na neki od parametara aktivacije ili agregacije trombocita indukovanih delovanjem
arahidonske kiseline. Najizrazenije delovanje ispoljili su ekstrakti mirodije i kelja, Koji
znacajno Smanjuju procenat trombocita koji eksprimiraju P-selektin i gustinu ovog
receptora na trombocitima 1 zdravih ispitanika i ispitanika sa metabolickim sindromom,
dok je ekstrakt koprive pokazao isti efekat samo na trombocitima ispitanika sa
metabolickim sindromom. Ekstrakti koprive, Sarplaninskog ¢aja i japanske jabuke
inhibirali su agregaciju trombocita zdravih ispitanika sa monocitima, indukovanu
arahidonskom kiselinom, dok je agregacija sa neutrofilima inhibirana delovanjem
ekstrakta Sarplaninskog ¢aja kod zdravih ispitanika 1 ekstrakta koprive kod ispitanika sa
metabolickim sindromom.

Delovanje istih ekstrakata koprive, mirodije, kelja, Sarplaninskog ¢aja, nara i
japanske jabuke na funkciju trombocita zdravih osoba, ispitivano je uporedo sa
istrazivanjima prikazanim u doktorskoj disertaciji primenom automatskog analizatora

funkcije trombocita (PFA-100) i dve kombinacije agonista, epinefrin-kolagen i ADP-
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kolagen. Prikazani rezultati nisu pokazali znacajno delovanje ispitivanih ekstrakata
(116). Delimi¢na odstupanja nasih rezultata mogu se objasniti pre svega razlikom u
koriS¢enim agonistima, kao i primenjenoj metodologiji, s obzirom da pored delovanja
hemijskih agonista primena PFA-100 ukljucuje i agonisticko delovanje ,,sila smicanja“,
kao posledicu protoka krvi kroz kapilarne sudove (171). Primarna upotreba ove
metodologije je procena uticaja na primarnu hemostazu, sa trombocitima kao jednim od
Cinioca (172). Rezultati prikazani u ovoj tezi ukazuju na izraZzeniju interakciju
ispitivanih ekstrakata sa agonistickim delovanjem arahidonske kiseline i u tom smislu
prednost primene proto¢ne citometrije u ispitivanju delovanja fitohemikalija usmerenim
na trombocite. Dodatno, ¢injenica je da je i u nasoj studiji pokazano da su trombociti
zdravih osoba manje osetljivi na delovanje fitohemikalija od trombocita ispitanika sa
faktorima rizika. Pored pomenutih, nema dostupnih nau¢nih podataka o uticaju kelja,
njegovih ekstrakata ili o¢ekivanih metabolita na funkciju trombocita. Dobijeni rezultati
idu u prilog publikovanim podacima o delovanju sulforafana na funkciju trombocita.
Sulforafan predstavlja degradacioni proizvod glukorafanina, glukozinolata prisutnog u
velikom broju vrsta familije Brassicaceae, ukljucujuéi i kelj (131). Sulforafan je
znacajno inhibirao agonisticko delovanje kolagena na procenat trombocita koji
eksprimiraju GPIlIb-11la (173). Ekstrakt alfa-alfe, jos jedne vrste familije Brassicaceae
bogate glukozinolatima, u koncentraciji od 1mg/ml, inhibirao je agregaciju trombocita
indukovanu ADP-om za 73 % i agregaciju indukovanu kolagenom za 50%. Isti ekstrakt
nije uticao na agregaciju indukovanu arahidonskom kiselinom i trombinom, merenu
primenom opticke agregometrije. (174).

O delovanju mirodije ili ekstrakata ove biljke na funkciju trombocita nema
podataka u dostupnoj literaturi, mada druge vrste familije Apiaceae imaju uticaj na
aktivnost trombocita. Tretman izolovanih trombocita ekstraktom perSuna, U
koncentracijama od 1-10 mg/mL, dovela je do dozno-zavisne inhibicije agregacije
trombocita indukovane ADP-om, kolagenom, epinefrinom i trombinom (175). S
obzirom na ulogu GPIIb-Illa u homotipskoj agregaciji trombocita, nasi rezultati su u
skladu sa rezultatima Gadi-ja i saradnika. Posebno je znacajno §to su u nasoj studiji
pokazani efekti delovanja ekstrakta mirodije na ekspresiju aktivacionih markera
delovanjem znatno niZih koncentracije ekstrakta mirodije, koje su blize fizioloskim
koncentracijima i koje se mogu posti¢i dijetarnim unosom.

Osnovne bioloski aktivne komponente nara su antocijani i elagitanini. Ekstrakti

nara, kao i sokovi dobijeni cedenjem iz arilusa, ispoljavaju delovanje na parametre

109



DISKUSIJA

funkcije trombocita. Pokazano je da inkubacija plazme bogate trombocitima sa sokom
od nara dovodi do dozno-zavisno inhibicije agregacije trombocita indukovane
kolagenom ¢ak do 90%. (176). U studiji Matiello i saradnika pokazano je da i sok i
ekstrakt nara, u fizioloSkim koncentracijama, inhibiraju agregaciju trombocita
indukovanu kolagenom i arahidonskom kiselinom (177). Nasi rezultati o inhibitornom
delovanju ekstrakta nara na procenat GPIIb-Illa-pozitivnih indukovanog delovanjem
arahidonske kiseline, pokazanim kod ispitanika sa metabolickim sindromom u skladu su
sa podacima Matiello-a i saradnika, s obzirom na ulogu ovog adhezionog receptora u
agregaciji trombocita. Delovanje ekstrakata biljaka roda Sideritis i Dyospiros na
funkciju trombocita nije ranije istrazivano.

Uticaj ekstrakata koprive na agregaciju trombocita usled delovanja agonista, u in
vitro eksperimentalnim uslovima, ispitivan je ranije samo primenom opticke
agregometrije U koncentraciji 10 mg/ml, ekstrakt koprive inhibirao je agregaciju
trombocita indukovanu trombinom i ADP-om za 36,9% i 44,9% redom (119). U studiji
Pierrie i saradnika liofilizovani ekstrakti suve i sveze koprive u koncentraciji od 1
mg/ml inhibirali su agregaciju trombocita indukovanu ADP-om za 36,9 % i 44,9 %
(174). Vazno je ista¢i da su koncentracije ekstrakata koriS¢enih u ovim studijama
viSestruko prevazilazile koncentracije koje su kori$éene u nasoj studiji i ne odgovaraju
koncentracijama koje se mogu posti¢i dijetarnim unosom.

Brojne studije pokazale su povoljno delovanje ekstrakata aronije na parametre
funkcije trombocita u in vitro eksperimentalnm uslovima. Mehanizmi delovanja
ukljucuju smanjenje stresa izazvanog reaktivnim vrstama kiseonika i azota (178-180),
kao i uticaj na aktivaciju trombocita (181, 182). Delovanje ekstrakta ploda aronije
inhibicijom ekspresije P-selektina pokazan je ranije. Luzak i saradnici pokazali su da
ekstrakt aronije potencira inhibitorno delovanje HUVEC C¢elija na ekspresiju P-selektina
indukovanu ADP-om. Ovakav efekat, medutim, primefen je samo pri niskim
koncetracijama ekstrakta (Sug/mL) (183). Postoji moguc¢nost da je odsustvo efekta
visokih koncentracija ekstrakta aronije na ekspresiju P-selektina u okviru nase studije
posledica ,hormetickog efekta® prisutnih antocijana, analogno pokazanom
,hormetickom efektu polifenola i drugih sekundarnih metabolita biljaka u odnosu na
njihovo antioksidativno delovanje (184). Uticaj na ekspresiju GPIlIb-11la, kao odgovor
na delovanje suboptimalne koncentracije ADP-a kao agonista, nije ranije ispitivan. |
pored toga §to nije uocCena statisticki znacajna inhibicija agonistickog delovanja ADP-a

na ekspresiju GPlIb-Illa, do odredenog stepena inhibicije, usled delovanja metanolne
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frakcije u koncentraciji od 5mg/mL, doslo je u uzorcima krvi svih ispitanika, $to
ukazuje na moguénost da ovo moze biti jo§ jedan od mehanizama antitrombocitnog
delovanja bioaktivnih komponenata prisutnih u ekstraktu aronije.

Kao $to je prethodno pomenuto, pored specificnog delovanja pojedinih
ekstrakata, dobijeni rezultati ukazuju i na generalno vecu osetljivost trombocita
ispitanika sa metabolickim sindromom u odnosu na trombocite zdravih ispitanika, na
njihovo delovanje. Efekti ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog Ccaja, kelja
manifestovali su se uticajem na veci broj parametara aktivacije i agregacije kod
ispitanika sa metaboli¢kim sindromom, nego kod zdravih ispitanika, dok je ekstrakt
nara pokazao delovanje samo kod ispitanika sa metabolickim sindromom. Razli¢ite
karakteristike trombocita zdravih ispitanika 1 ispitanika sa metabolickim sindromom
(31, 185) mogu biti uzrok primecenih razlika u delovanju izmedu razli¢itih populacija
ispitanika i potencijalno ciljno mesto delovanja bioaktivnih komponenata hrane.

S obzirom na intenzivni metabolizam i malu bioraspolozivost polifenola u
organizmu coveka, opSte je prihvaceno misljenje da ispitivanje 1 potvrda bioloSkog
delovanja polifenola u in vitro eksperimentalnim uslovima treba da budu zasnovani
prvenstveno na delovanju njihovih metabolita i to u rasponu fizioloskih koncentracija,
koje je racionalno posti¢i dijetarnim unosom polifenola (75). Ovakva istrazivanja
podrazumevaju poznavanje puteva apsorpcije i biotransformacije polifenola, ali ujedno i
postojanje metoda za sintezu identifikovanih metabolita (186).

U okviru nasih istraZivanja ispitivan je uticaj tri osnovna metabolita flavonoida
kvercetina (187), uticaj sulforafan-cistein-glicina, kao metabolita glukozinolata
glukorafanina prisutnog u kelju (188) i uticaj protokatehui¢ne kiseline, jednog od
predlozenih metabolita glikozida cijanidina (189). Medu ispitivanim metabolitima
najizraZzenije delovanje na markere aktivacije i agregacije trombocita pokazao je
sulforafan-cistein-glicin, koji je zna¢ajno smanjio procenat trombocita koji eksprimiraju
P-selektin i GPIIb-Illa, kao i gustinu ovih receptora na trombocitima ispitanika sa
metabolickim sindromom, delujuéi istovremeno i na gustinu P-selektina i procenat
GPIIb-1lla-pozitivnih trombocita kod zdravih ispitanika. Ovaj konjugat sulforafana
inhibirao je i agregaciju trombocita i neutrofila zdravih ispitanika indukovanu
arahidonskom kiselinom. Efekti sulforafan-cistein-glicina na funkciju trombocita nisu
ranije istrazivani. U prilog dobijenim rezultatima su ve¢ pomenuti efekti sulforafana na
ekspresiju GPIlb-I1la (173). Vazno je ista¢i da sulforafan i njegov konjugat sa cisteinom

pokazuju sli¢no delovanje i u pogledu indukcije enzima Il faze detoksifikacije (188).
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Pokazani uticaj na ekspresiju P-selektina, kod ispitanika sa rizikom za nastanak KVB,
predstavlja originalni nau¢ni doprinos.

Efekti metabolita kvercetina uglavhom su se ogledali na smanjenje gustine
adhezionih receptora indukovanih arahidonskom kiselinom i jedino je 3’-metil-
kvercetin-3-glukuronid pokazao inhibitorno delovanje na procenat GPIlb-Illa-
pozitivnih trombocita indukovanih arahidonskom kiselinom, kao i na inhibiciju
agregacije trombocita i neutrofila.

Paralelno sa uticajem ekstrakata, uticaj istih metabolita ispitivan je u studiji
Hollands i saradnika (116). Za razliku od rezultata nasih istrazivanja, prikazani rezultati
pokazali su odsustvo delovanja ispitivanih metabolita kvercetina. Jedino je glutation-
cistein-glicin doveo do produzavanja vremena neophodnog za zatvaranje mikropore,
kao parametra hemostatske uloge trombocita. Dodatnih podataka o delovanju ovih
metabolita na funkciju trombocita nema u dostupnoj literaturi. Poznato je da oni
poseduju antioksidativnu aktivnost (190), kojom se objasnjava uticaj namirnica koje su
dijetarni izvor kvercetina na antioksidativni status.

Literaturni podaci o antitrombocitnom delovanju protokatehui¢ne kiseline
pokazuju da ona selektivno inhibira aktivaciju i agregaciju trombocita indukovanu
delovanjem ,,silama smicanja“ kao posledice protoka krvi kroz sudove malih promera,
ali ne ispoljava delovanje na aktivaciju i agregaciju indukovanu ADP-m i drugim
endogenim agonistima (kolagen, trombin). Pretpostavljeni mehanizam delovanja je
blokada vezivanja VWF za aktivirani glikoprotein Ib (191). Predlozeno antitrombocitno
delovanje protokatehui¢ne kiseline nije potvrdeno rezultatima naSih istrazivanja, $to
ukazuje na odsustvo efekta na aktivaciju indukovanu delovanjem arahidonske Kiseline.
Treba naglasiti da su ispitivane koncentracije bile relativno visoke u odnosu na
bioraspolozivost ovog metabolita (192) i da dobijeni rezultati ne iskljucuju potencijalne
efekte fizioloskih koncentracija, naroCito s obzirom na inverznu doznu-zavisnost
antioksidativnog delovanja, pokazanu u okviru nasih istrazivanja.

Vecina do sada publikovanih studija o delovanju ekstrakata biljaka na funkciju
trombocita zasniva se na odredivanju parametara funkcije trombocita nakon delovanja
visokih  koncentracija agonista, koriS¢enjem opticke agregometrije. Visoke
koncentracije agonista ne predstavljaju realisti¢an prikaz fizioloSke funkcije trombocita,
a pokazano je da pored uticaja na funkciju trombocita znacajno deluju i na ostale krvne
¢elije (193, 194). Prednost primene protocne citometrije je koriSéenje znatno nizih

koncentracija agonista u pracenju precizne modulacije parametara aktivacije i
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heterotipske agregacije delovanjem fitohemikalija. Moze se zakljuciti da proto¢na
citometrija predstavlja dovoljno osetljivu metodu za procenu modulacije ekspresije
povrsinskih receptora, koji ne rezultuju uvek adhezijom usled delovanja velikog broja
faktora, ali su vazni markeri u proceni modulatornog delovanja preventivnih agenasa.

Pored delovanja ekstrakta aronije na funkciju trombocita u in vitro
ekperimentalnim uslovima, uticaj ove namirnice, kao znacajnog dijetarnog izvora
polifenola, ispitivan je i u okviru jednokratne, nekontrolisane dijetarne interventne
studije, kod zdravih ispitanika. Dobijeni rezultati pokazuju da konzumacija soka od
aronije dovodi do smanjenja aktivacije trombocita i to smanjenjem procenta P-selektin
pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima, kao i smanjenjem procenta P-selektin-
pozitivnih trombocita i gustine ovog receptora u uzorcima izloZzenim ex vivo delovanju
suboptimalne koncentracije adenozin-difosfata (ADP) i arahidonske Kiseline.
Konzumacija soka od aronije dovela je i do povecane osetljivosti trombocita na
inhibiciju agonistickog delovanja arahidonske kiseline delovanjem acetil-salicilne
Kiseline in vitro. Nakon konzumacije aronije doslo je do smanjenja procenta agregata
trombocita i monocita, kao i procenta agregata trombocita i neutrofila, u bazalnim
uslovima, kao 1 u uzorcima izloZenim delovanju adenozin difosfata i arahidonske
kiseline.

Uticaj konzumacije soka od aronije na ekspresiju aktivacionih markera i
agregaciju sa leukocitima, kao i uticaj jednokratne konzumacije soka od aronije na bilo
koji parametar funkcije trombocita nije ranije ispitivan. Pokazano je ranije da
dugotrajna suplementacija ekstraktom ploda aronije dovodi do inhibicije homotipske
agregacije, odredivane primenom opticke agregometrije, uporedo sa povoljnim
delovanjem na ostale faktore ukljucene u proces formiranja trombova (145).

Jako je malo podataka u literaturi o akutnom delovanju dijetarnih izvora
polifenola na ekspresiju P-selektina i GPlIb-1lla na trombocitima, kao i agregaciju
trombocita sa leukocitima. Uticaj jednokratne konzumacije napitka od kakaoa kao
dijetarnog izvora polifenola, standardizovanog na 897 mg flavan-3-ola, ispitivan je kod
30 zdravih ispitanika. Pokazano je da nakon konzumacije dolazi do znacajnog
smanjenja procenta P-selektin-pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima, kao i nakon
ex vivo delovanja ADP, u koncentracijama od 20 i 100 uM, ali nije pokazan efekat na
epinefrinom indukovanu ekspresiju ovog aktivacionog markera. Nakon konzumacije
doslo je do znacajnog smanjenja procenta GPIIb-lIlla-pozitivnih trombocita u bazalnim

uslovima, kao u uzorcima izloZzenim ex vivo delovanju 20 uM ADP-a i 100 uM
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epinefrina (86). Pokazani efekti praceni su i smanjenjem broja mikropartikula porekla iz
trombocita, kao parametra aktivacije trombocita i njom izazvane fragmentacije (195).
Ista grupa istrazivaca ispitivala je i delovanje dealkoholizovanog vina, standardizovanog
na 2 mmol ekvivalenata galne kiseline, na markere aktivacije trombocita kod zdravih
ispitanika. Do smanjenja ekspresije GPIIb-IIIa doslo je u uzorcima izlozenim delovanju
100 pM ADP-a, ali ne i nakon delovanja nizih koncentracija ovog agonista, kao i nakon
delovanja epinefrina. Efekti na ekspresiju P-selektina nisu pokazani. Efekat akutne
konzumacije napitka od kakaoa, kao izvora flavan-3-ola pokazan je i u pogledu
delovanja na parametre agregacije trombocita sa monocitima i neutrofilima. Heptinstall
I saradnici ispitivali su doznu-zavisnost akutnog delovanja napitaka od kakaoa, sa
sadrzajem od 380, 680 i 980 mg flavan-3-ola, na agregaciju trombocita sa monocitima i
neutrofilima indukovanu kolagenom. Do smanjenja agregacije trombocita sa
monocitima doslo je nakon unosa sve tri ispitivane koli¢ine flavan-3-ola, dok je
agregacija trombocita sa neutrofilima smanjena nakon unosa 680 i 980 mg flavan-3-ola
(89).

U skladu sa izloZenim, rezultati dobijeni u okviru naSe studije predstavljaju
originalne podatke o akutnom delovanju soka od aronije na funkciju trombocita.
Istovremeno, ovo su jedinstveni podaci o akutnom delovanju antocijanima bogatih
namirnica na markere aktivacije trombocita i heterotipske agregacije, koje je poredivo
sa delovanjem namirnica bogatih flavanolima. Od posebnog znacaja je §to su pokazani
efekti na ekspresiju povrSinskih markera i pri agonistickom delovanju sub-optimalnih
koncentracija ADP-a, koje u ve¢oj meri odgovaraju fizioloskim uslovima aktivacije
trombocita u odnosu na visoke doze agonista koje se naj¢esc¢e koriste u okviru razli¢itih
metoda za procenu funkcije trombocita.

Rezultati dobijeni u okviru pilot studije pokazali su da jednokratna konzumacija
soka od aronije utice na markere aktivacije trombocita 1 njihove agregacije sa
leukocitima i nisu bili u saglasnosti sa rezultatima preliminarnih ispitivanja delovanja
ekstrakta aronije i protokatehui¢ne kiseline. Ovo ukazuje na prednost interventnih
studija u ispitivanju relevantnih bioloskih efekata dijetarnih polifenola, s obzirom na
intenzivan metabolizam i malu bioraspolozivost nativnih bioaktivnih komponenata
prisutnih u ekstraktima.

Treba naglasiti da je procenat agregata trombocita u ispitivanoj grupi zdravih
osoba, u nestimulisanim uzorcima, bio visi u odnosu na literaturne podatke (196, 197),

Sto je verovatno posledica eksperimentalnih uslova koji su podrazumevali odredeno
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vreme inkubacije nestimulisanih uzoraka kao kontrolnih uzoraka za ispitivanje
delovanja ASK, pre analize proto¢nom citometrijom. Literaturni podaci ukazuju da je
agregacija trombocita sa leukocitima osetljivija na produzenu inkubaciju u odnosu na
ekspresiju aktivacionih markera kao odgovor na delovanje intrizi¢nih agonista (58),
zbog Cega pojedini autori smatraju ovaj parametar relevantnijim markerom aktivacije
trombocita (161). U tom kontekstu, statsticki znac¢ajno smanjenje procenta agregata
trombocita i monocita nakon konzumacije soka od aronije posledica je povecane
otpornosti trombocita na delovanje intrizi¢kih agonista, pre svega ADP-a i arahidonske
kiseline.

Rezultati dobijeni u okviru ispitivanja delovanja ekstrakata biljaka, koje
predstavljaju sastojke tradicionalnih namirnica, na funkciju trombocita, u in vitro
eksperimentalnim uslovima kao dela predklinickih ispitivanja, ukazali su na
najizrazeniji anti-trombocitni potencijal kelja, koprive, mirodije i Sarplaninskog caja.
Delovanje koprive, mirodije i Sarplaninskog ¢aja biljaka ispitivano je u sledecoj fazi
istrazivanja, kod ispitanika sa faktorima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, u
okviru jednokratne, kontrolisane dijetarne intervencije, koja je podrazumevala
konzumaciju c¢ajeva od koprive, mirodije i Sarplaninskog ¢aja. lako je pokazao
najizrazenije delovanje, praceno delovanjem metabolita prisutne fitohemikalije, kelj nije
dalje ispitivan jer su pokazani efekti metabolita sulforafana ukazivali da je delovanje
ekstrakata kelja bilo velikim delom posledica prisustva glukozinolata, koji nisu bili tema
istrazivanja.

Dobijeni rezultati pokazuju da od ispitivanih Cajeva najizrazenije delovanje na
funkciju trombocita ima ¢aj od mirodije. Nakon konzumacije ovog caja doslo je do
smanjenja procenta P-selektin- pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima, kao i nakon
ex vivo delovanja suboptimalne i optimalne koncentracije ADP-a, do smanjenja gustine
ovog adhezionog receptora u uzorcima izloZzenim delovanju optimalne koncentracije
ADP-a, kao i do smanjenja procenta GPlIb-llla-pozitivnih trombocita u uzorcima
tretiranim ADP-om u obe koncentracije. Konzumacija ¢aja od koprive dovela je do
smanjenja procenta P-selektin-pozitivnih trombocita u uzorcima tretiranim optimalnom
koncentracijom ADP-a, procenta GPlIb-Illa-pozitivnih trombocita u bazalnim
uslovima, smanjuju¢i istovremeno i gustinu P-selektina u bazalnim uslovima.
Konzumacija $arplaniskog ¢aja dovela je do smanjenja procenta GPIIb-Illa pozitivnih
trombocita u bazalnim uslovima i do smanjenja P-selektin-pozitivnih trombocita u

uzorcima tretiranim ex vivo suboptimalnom ADP-a. U bazalnim uslovima doslo je i do
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smanjenja gustine P-selektina na trombocitima. Konzumacija Sarplaninskog caja je
jedina interventna namirnica u ovoj studiji koja je dovela do smanjenja procenta P-
selektin-pozitivnih trombocita nakon delovanja arahidonske kiseline. Nijedan od
ispitivanih Cajeva nije uticao na procenat agregacije trombocita sa monocitima i
neutrofilima.

O delovanju ispitivanih ¢ajeva na funkciju trombocita nema dostupnih literaturnih
podataka. Osnovna fenolna jedinjenja prisutna u nadzemnom delu koprive su kafena i
jabuc¢na kiselina, rutin, kvercetin i izokvercitrin (117, 198). Prethodno je pokazano,
primenom opticke agregometrije, da jednokratna konzumacija 200 ml kafe (6%, w/v),
kao najznacajnijeg dijetarnog izvora kafene kiseline, kod zdravih ispitanika dovodi do
smanjene agregacije izolovanih trombocita indukovane arahidonskom Kiselinom i
kolagenom, ali ne i agregacije indukovane ADP-om. Efekat na kolagenom indukovanu
agregaciju pracen je i smanjenom sintezom tromboksana B, u trombocitima (199). Za
razliku od efekta konzumacije kafe, jednokratna konzumacija supe od crnog luka,
kojom je obezbeden unos 69 mg kvercetina, dovela je kod zdravih ispitanika do
smanjenja kolagenom-indukovane agregacije izolovanih trombocita merene opti¢kom
agregometrijom, ali bez pokazane statisticke znaCajnosti i samo pri niskim
koncentracijama agonista. Efekat na agregaciju praden je znacajnom inhibicijom
fosforilacije tirozina, kao klju¢ne komponente signalnih dogadaja ukljuéenih u odgovor
trombocita na stimulaciju kolagenom (100).

Pored polifenolnih jedinjenja, mirodija i Sarplaninski ¢aj sadrze i etarsko ulje (167,
200). lako efekti konzumacije namirnica koje sadrze etarsko ulje nisu do sada ispitivani,
pokazano je da etarska ulja izolovana iz razli¢itih biljaka dovode do inhibicije
agregacije trombocita u in vitro eksperimentalnim uslovima, kao i da je to delovanje
najverovatnije povezano sa sadrzajem jedinjenja sa fenil-propanoidnom strukturom
(201).

Iako slabije izrazeno u odnosu na efekte soka od aronije, delovanje ispitivanih
Cajeva, Cijom se jednokratnom konzumacijom obezbeduje znacajnije manji unos
polifenola u odnosu na ispitivane sokove, pruza osnovu za dalja ispitivanja efekta
dugotrajne konzumacije na funkciju trombocita, kao i ispitivanja uticaja na pokazanu
fiziolosku postprandijalnu aktivaciju trombocita i agregaciju sa leukocitima (44-47).

Kod ispitanika sa prisutnim faktorima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti,
pored delovanja ispitivanih ¢ajeva, u okviru nezavisne dijetarne intervencije ispitivano

je i delovanje jednokratne konzumacije soka od nara na funkciju trombocita.
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Konzumacija soka od nara dovela je do smanjenja procenta P-selektin-pozitivnih
trombocita i gustine ovog receptora na trombocitima tretiranim ex vivo suboptimalnom i
optimalnom koncentracijom ADP-a. Nije pokazan uticaj konzumacije soka od nara na
ekspresiju P-selektina u bazalnim uslovima, kao ni uticaj na parametre ekspresije
GPlIb-Illa, u bilo kom od definisanih eksperimentalnih uslova. Uticaj konzumacije na
ekspresiju P-selektina u trombocitima izlozenim delovanju suboptimalne koncentracije
ADP-a, pracen je i smanjenjem procenta agregata monocita i trombocita U istim
eksperimentalnim uslovima. Konzumacija soka nije delovala na procenat agregacije
trombocita sa neutrofilima.

Sok od nara bogat je antocijanima, ali ujedno predstavlja i najbolji dijetarni
izvor elagitanina u odnosu na ostale voéne sokove (202). Na osnhovu literaturnih
podataka efekti konzumacije soka od nara na funkciju trombocita ispitivani su samo u
okviru dugotrajnih intervencija. Aviram i saradnici pokazali su da konzumacija 50 ml
soka od nara tokom dve nedelje, dovodi do smanjenja agregacije trombocita indukovane
kolagenom kod zdravih ispitanika, pri ¢emu nije bilo uticaja na nivo lipida u serumu
(95, 203). Elagitanini kao biokativni sastojci armanjak konjaka pokazali su znacajan
efekat na ADP-om indukovanu agregaciju trombocita nakon dve nedelje intervencije,
ali 1 2 nedelje nakon zavrSetka intervencije. Istovremeno, efekta na kolegenom
indukovanu agregaciju nije bilo, dok se trombinom-indukovana agregacija znacajno
smanjila nakon 2 nedelje intervencije i nedelju dana posle zavrsetka intervencije (204).
Kako je ranije predlozeno (84), s obzirom na kratko vreme poluzivota polifenola i
njihovih metabolita (70) efekti dugoro¢ne konzumacije mogu se objasniti kumulativnim
direktnim efektima na trombocite ili indirektnim delovanjem na faktore rizika koji
imaju negativan uticaj na funkciju trombocita. U tom smislu hroni¢an efekat soka od
nara moze biti posredovan pokazanim povoljnim efektima na nivo oksidovanog LDL-a
(203) i povoljnim delovanjem na insulinsku rezistenciju (205), kao faktorima koji utic¢u
na funkciju trombocita (206, 207).

Akutno delovanje na trombocite takode moze biti direktno ili indirektno.
PredloZzeni mehanizmi direktnog delovanja bioaktivnih komponenata nara na funkciju
trombocita, pokazani pri tretmanu trombocita sokom ili ekstraktom nara u in vitro
uslovima, ukljuuju inhibiciju mobilizacije kalcijuma, produkcije tromboksana A2 1
formiranja vodonik peroksida kao odgovora na delovanje agonista, koji su bili praceni
inhibicijom agregacije trombocita (177). Potencijalno objasnjenje pokazanog akutnog

efekta konzumacije soka od nara na ekspresiju P-selektina u naSoj studiji, podrazumeva

117



DISKUSIJA

I delovanje posredovano endotelom. Hashemi i saradnici pokazali su da 4 h nakon
konzumacije 240 ml soka od nara dolazi do znacajnog smanjenja protokom i
nitroglicerinom posredovane vazodilatacije (208), koja je zavisna od azot-monoksida
(209). Azot-monoksid inhibira ekspresiju P-selektina i smatra se odgovornim za
pokazano inhibitorno delovanje endotelnih ¢elija na aktivaciju trombocita indukovanu
ADP-om (210). Pored azot-monoksida delovanje soka od nara na aktivaciju trombocita
moze biti i posledica delovanja prostaciklina poreklom iz vaskularnog endotela.
Pokazano je da akutna konzumacija soka od nara dovodi do produZenja vremena
koagulacije indukovanog sinergistickim delovanjem kolagena i epinefrina ex vivo kod
zdravih dobrovoljaca. Uporedo sa ex vivo delovanjem delimi¢no usmerenim i na
funkciju trombocita, u in vitro uslovima kratkotrajni tretman endotelnih ¢elija poreklom
iz aorte ispitivanim sokom doveo je do povecanja koncentracije prostaciklina u
hranljivom medijumu i povecane sinteze prostaciklina u ispitivanim ¢elijama nakon
dugotrajnog tretmana. Isti efekti pokazani su i za sok od crnog grozda, koji su za razliku
od efekata soka od nara, bili praceni i povecanjem nivoa 6-keto-prostaglandin Fla,
stabilnog metabolita prostaciklina, u plazmi zdravih ispitanika 2h nakon konzumacije
(2112).

Pored povecane aktivacije trombocita, odnosno povec¢anog procenta trombocita u
bazalnom statusu koji na povrSini eksprimiraju markere aktivacije, osobe sa prisutnim
faktorima rizika za nastanak KVB karakteriSe i hiper-reaktivni status trombocita,
definisan na osnovu odgovora na niske koncentracije agonista na koje trombociti osoba
bez prisutnih faktora rizika nisu osetljivi (212). Pokazano je da hiper-reaktivnost
trombocita prema niskim koncentracijama ADP-a kao agonista korelise sa incidencom
infarkta 1 Sloga kod osoba sa faktorima rizika ili manifestovanim simptomima KVB
(32). U skladu sa tim, delovanje soka od nara usmereno upravo na parametre funkcije
trombocita, za koje je pokazano da se razlikuju kod zdravih i osoba sa prisutnim
faktorima rizika, ukazuju na potencijal ovog soka ne samo u primarnoj, veé¢ i u
sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti.

S ciljem evaluacije potencijalnih mehanizama delovanja biljnih polifenola na
aktivaciju trombocita i njihovu interakciju sa krvnim delijama, u okviru doktorske
disertacije ispitivano je i delovanje ekstrakata biljaka koje sadrze polifenole na nivo
reaktivnih vrsta kiseonika u krvnim ¢elijama izlozenim delovanju prooksidanasa.

Ispitivanje antioksidativnog delovanja biljnih ekstrakata i bioaktivnih jedinjenja

u ¢elijskim modelima najées¢e ima za cilj procenu njihove bioraspolozivosti i delovanja
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u bioloskim sistemima (158), zavisi od strukture ispitivanih jedinjenja i veoma Cesto
nije u saglasnosti sa antioksidativnom aktivno$¢u odredenom hemijskim metodama
(213).

Kao ¢elijski modeli za ispitivanje antioksidativne aktivnosti najéesce se koriste
maligne ili transformisane normalne c¢elije humanog porekla, gajene u kulturi. Prednost
koriSéenja ¢Celijskih linija je isti fenotip ¢elija i shodno tome visoka reproduktivnost
dobijenih rezultata. Istovremeno, fenotip maligne Celije karakteriSe i izmenjen redoks
status u odnosu na normalne ¢elije i shodno tome ove ¢elije ne predstavljaju adekvatan
model u ispitivanju antioksidativne zaStite delovanjem sastojaka namirnica, kao
mehanizma preventivnog delovanja (214). Na ¢elijskom modelu efekte antioksidanasa
moguée je pratiti uticajem na vijabilnost ¢elija nakon delovanja prooksidanasa ili
uticajem na funkcionalnost celije. Kao parametri funkcije Celija, od znadaja za
antioksidativno delovanje, najc¢esce se evaluiraju: redoks status - prac¢enjem produkcije
reaktivnih vrsta kiseonika, nivoa glutationa ili aktivnosti antioksidativnih enzima;
intracelularna oksidacija — inkorporacijom fluorescentnih ili fluorogenih proba; ili
oksidativno ostecenje membrana — odredivanjem nivoa malonil-dialdehida. U nasoj
studiji, kao celijski model za ispitivanje antioksidativne aktivnosti esktrakata koprive,
mirodije, Sarplaninskog ¢aja, nara, kelja i japanske jabuke koris¢eni su humani eritrociti
izolovani iz periferne krvi, a efekti su praceni na osnovu intracelijske oksidacije
inkorporirane fluorogene probe, dihloro-fluorescein-diacetata, nakon izlaganja celija
delovanju vodonik peroksida. Pokazano je da ispitivani ekstrakti pored pokazane
antiradikalske aktivnosti odredene hemijskom metodom, ispoljavaju antioksidativno
delovanje i na eritrocite kao c¢elijskom modelu. S obzirom na prirodu testa, ovo
delovanje potencijalno ukljucuje direktno antioksidativno delovanje bioloski aktivnih
sastojaka ekstrakata, ali i delovanje na enzime antioksidativne zastite prisutne u
eritrocitima. S obzirom da nemaju mitohondrije, uticaj na ove krvne ¢elije ne ukljucuje
delovanje posredovano signalnim dogadajima unutar mitohondrija (158).

Ekstrakt Sarplaninskog ¢aja, Cije je biolosko delovanje ispitivano u okviru ove
disertacije, pokazao je antioksidativno delovanje i u ¢elijskom modelu HepG2 ¢elija,
porekla iz malignog karcinoma jetre, povecavaju¢i ukupni antioksidativni kapacitet
¢elija 1 nivo glutationa u bazalnim uslovima 1 nakon izlaganja celija delovanju
prooksidansa i smanjujuci delimi¢no nivo malonil-aldehida formiranog usled delovanja
prooksidansa, u odnosu na kontrolne ¢elije tretirane samo terc-butil hidroperoksidom

kao prooksidansom. Pokazani efekti Sarplaniskog ¢aja bili su poredivi sa delovanjem
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ekstrakta zelenog Caja (215). Ispitivanjem delovanja soka od celog nara, soka arilusa
nara i ekstrakta kore nara na citotoksi¢no delovanje prooksidanasa na HUVEC c¢elije i
monocite u kulturi, pokazan je efekat jedino ekstrakta kore nara, koji je pripisan
najve¢em sadrzaju elaginske kiseline i punikalagina (216). O antioksidativnom
delovanju ekstrakata koprive, mirodije, kelja, japanske jabuke u bioloSkim sistemima
nema dostupnih podataka u literaturi.

Uporedo sa ispitivanjem ekstrakata tradicionalnih biljaka, u istim
eksperimentalnim uslovima na eritrocitima kao celijskom modelu, ispitivano je 1
antioksidativno delovanje vodene i metanolne frakcije etanolno-vodenog eskstrakta
ploda aronije. Dobijene razlike u antioksidativnoj zastiti dve ispitivane frakcije, mogu
se objasniti ve¢im sadrZzajem antocijana u frakciji F1 koja nije uticala na antiradikalsku
sposobnost frakcija. U skladu sa predloZenim su i rezultati Slatnar-a i saradnika koji su
ispitivali antioksidativno delovanje razli¢itih sokova od jagodastog voca, u in Vvitro
uslovima na c¢elijama Saccharomyces cerevisiae, bojenjem celija DHFDA ali bez
izlaganja prooksidansima. Dobijeni rezultati nisu korelisali sa antiradikalskim
kapacitetom odredenim DPPH testom i autori su zakljucili da su osnovni faktori koji
uti¢u na antioksidativni kapacitet u ¢elijskom sistemu bioraspoloZivost polifenola ali 1
odnos pojedinih klasa polifenola prisutnih u soku. Najpovoljnje delovanje imali su
sokovi sa visokim sadrzajem antocijana a niskim sadrzajem hidroksi-cimetne kiseline.
Antioksidativni kapacitet je bio obrnuto proporcionalan raspoloZivosti unutar celija,
ukazujuci na tzv ,,hormeticki efekat” polifenola u pogledu antioksidativnog delovanja
(217).

Protokatehui¢na kiselina (3,4-dihidroksi benzojeva kiselina) predstavlja jedan od
najznacajnijih humanih metabolita cijanidin-glukozida, antocijanina prisutnog u plodu
aronije (189, 218). Antioksidativno delovanja ove kiseline, uo¢eno samo pri najnizoj
ispitivanoj koncentraciji na ¢elijskom modelu u okviru nase studije, ukazuje da direktno
delovanje, najverovatnije ne predstavlja osnovni mehanizam antioksidativnog
delovanja, ve¢ da ono ukljucuje i ,,hormeticki efekat™ kao posledicu delovanja na nivou
endogenih antioksidanasa. Dobijeni rezultati i predlozeni zakljucci u skladu su sa
literaturnim podacima. Na animalnim modelima tumora koze pokazano je da nize
koncentracije protokatehui¢ne kiseline imaju povoljno delovanje, dok se sa povec¢anjem
koncentracije i produzenjem vremena izlozenosti ispoljava njen prooksidativni efekat
(219). Pokazano je, takode, da protokatehui¢na kiselina pri koncentraciji od 10 mM

indukuje oksidativni stres u transformisanim i malignim ¢elijama porekla iz oralnog
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tkiva, dok pri koncentraciji od 2.5 mM ne pokazuje toksi¢ne efekte, ali povecava
osetljivost ¢elija na delovanje prooksidanasa (220). Tretman protokatehuiénom
kiselinom u koncentracijama od 50-200 uM, pre delovanja H,O, povecavao je
prezivljavanje u odnosu na kontrolu i redukovao citotoksi¢no delovanje H,O, na PC12
¢elije feohromcitoma pacova. U istoj studiji pokazano je da dijetarna intervencija
biljnim izvorom protokatehuicne kiseline dovodi do poveéanja aktivnosti
antioksidativnih enzima u homogenatu mozdanog tkiva pacova (221). Protokatehui¢na
kiselina pri niskim koncentracijama ispoljava stimulatorno delovanje na aktivnost
antioksidativnih enzima i u kuturi makrofaga J774 A.1 (222).

Reaktivne vrste kiseonika i azota imaju znacajnu ulogu u funkciji trombocita.
Izlaganje trombocita delovanju vodonik-peroksida, peroksinitrita ili enzimskih sistema
koji generiSu superoksidni radikal dovodi do povecéanja oseljivosti trombocita na
agonisticko delovanje ADP-a, trombina, kolagena i epinefrina, a moze dovesti i do
spontane aktivacije (223). Pored egzogenih oksidanasa, na funkciju trombocita uticu i
reaktivne vrste kiseonika, poreklom iz samih trombocita. lzlaganje trombocita
delovanju ADP-a, kolagena ili trombina dovodi do generisanja vodonik peroksida,
superoksidnog radikala ili hidroksilnog radikala u trombocitima (224), sto ukazuje na
potencijalnu autokrinu ili parakrinu ulogu navedenih reaktivnih molekulskih vrsta u
njihovoj aktivaciji. Pojedini aktivacioni i adhezioni receptori trombocita sadrze tiolne
grupe, kao delove molekula osetljive na promenu redoks statusa u ¢eliji ili neposrednom
okruzenju, podlozne modifikaciji delovanjem redukovanog ili oksidovanog glutationa,
homocisteina ili azot-monoksida (225), ¢ime se delimi¢no objasnjava hiper-reaktivnost
trombocita u patoloskim stanjima koje karakteriSe poremecaj statusa nabrojanih
¢inilaca. Na osnovu navedenih podataka jedan od predlozenih mehanizama inhibitornog
delovanja na aktivaciju trombocita predstavlja i delovanje razli¢itih agenasa na redoks
status ovih celija (225).

U okviru ove disertacije pokazano je da izlaganje trombocita zdravih osoba
delovanju ispitivanih ekstrakata, koje je prethodilo delovanju ADP-a kao agonista,
dovodi do smanjenja nivoa reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima. Kao i u slu¢aju
ispitivanja antioksidativnog delovanja ekstrakata na eritrocite kao celijskog modela,
pokazani efekti mogu biti posledica direktnog antioksidativnog delovanja prisutnih
fitohemikalija i/ili posledica uticaja na komponente antioksidativne zastite Celije. Uticaj
ekstrakata koprive, mirodije, kelja, nara i japanske jabuke na nivo reaktivnih vrsta

kiseonika u trombocitima, kao odgovora na delovanje agonista, kao i na parametre
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oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u trombocitima, pokazan za ekstrakte
drugih biljaka bogatih polifenolima, nije ranije ispitivan.

U in vitro eksperimentalnim uslovima pokazano je da ekstrakt aronije dovodi do
povecanja aktivnosti antioksidativnih enzima 1 nivoa redukovanog glutationa u
trombocitima zdravih ispitanika izlozenih delovanju vodonik peroksida (226), kao i do
smanjene produkcije superoksidnog anjona, smanjenja nivoa karbonilnih grupa i 3-
nitrotirozina u proteinima i1 povecanja nivoa glutationa u trombocitima zdravih
ispitanika i ispitanika sa malignim bolestima (179, 180). Efekat ekstrakta aronije na
smanjenje nivoa 8-epi-prostaglandina F, kao markera lipidne peroksidacije i povecanje
nivoa redukovanog glutationa u trombocitima zdravih osoba izlozenih delovanju
vodonik peroksida bio je pracen inhibicijom ekspresije GPIIb-Illa na trombocitima
(178).

Ryszawa 1 saradnici ispitivali su uticaj ekstrakta aronije na produkciju
superoksidnog anjona u trombocitima zdravih ispitanika i ispitanika sa faktorima rizika
za nastanak kardiovaskularnih bolesti, kao i agregaciju trombocita indukovanu
kolagenom i trombinom. Produkcija superoksidnog anjona bio je statisti¢ki znacéajnije
visa u grupi ispitanika sa faktorima rizika i tretman esktraktom aronije doveo je do
smanjenja produkcije ovog anjona samo u toj grupi ispitanika do vrednosti koje su
odgovarale zdravim ispitanicima. Agregacija trombocita stimulisanim trombinom i
kolagenom nije se razlikovala izmedu grupa i esktrakt aronije dozno zavisno je
smanjivao agregaciju kod obe grupe ispitanika nezavisno od agonista (181). Na osnovu
razlika u efektima izmedu grupa, autori su zakljucili da su pokazani efekti nezavisni
jedan od drugog. Olas i saradnici pokazali su da ekstrakt aronije dozno-zavisno
smanjuje produkciju superoksidnog anjona u bazalnim uslovima, kao i produkciju ovog
radikala indukovanu trombinom. Pokazani efekti bili su praceni inhibicijom agregacije
trombocita indukovane trombinom i inhibicije adhezije trombinom aktiviranih
trombocita za kolagen (182). | drugi dijetarni antioksidansi ispoljavaju povoljno
delovanje na funkciju trombocita (227).

Pored delovanja na trombocite polifenoli i njihovi metaboliti ispoljavaju
antioksidativno delovanje i na druge ¢elije izlozene delovanju agonista. Antioksidativno
delovanje urolitina, metabolita elagitanina nara nastalinh delovanjem mikroorganizama
crevne flore, na HL-60 celije mijelomonocitne leukemije izlozene delovanju forbol-
miristat-acetata kao agonista, pokazano je primenom DCF-DA kao fluorescentne probe
(228).
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Uporedo sa ispitivanjem delovanja ekstrakata biljaka koje sadrze polifenole i
namirnica, koje predstavljaju dijetarni izvor ovih bioloski aktivnih nenutritivnih
komponenata, na aktivaciju trombocita i njihovu interakciju sa krvnim c¢elijama, u
okviru ove doktorske disertacije ispitivan je i njihov uticaj na interkaciju trombocita sa
¢elijama endotela i malignim ¢elijama.

Prikazani rezultati pokazuju da konzumacija soka od aronije dovodi do
znaCajnog smanjenja adhezije trombocita ispitanika sa faktorima rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti za EA.hy 929 ¢elije, porekla iz vaskularnog endotela. Kako
adhezija trombocita za endotelne ¢elije zavisi od ekspresije i P-selektina i GPIIb-1l1a na
povrsini trombocita (229), dobijeni rezultati u skladu su sa znacajnim uticajem
konzumacije soka od aronije na ekspresiju ovih aktivacionih markera trombocita,
prikazanim u okviru ove disertacijije. Uticaj soka od aronije na adheziju trombocita za
endotelne celije nije ranije ispitivan.

Endotel krvnih sudova ima inhibitorno delovanje na aktivaciju i agregaciju
trombocita koje je posredovano delovanjem relaksantnih faktora poreklom iz endotela
(eng. endothelium-derived relaxing factor — EDRF), azot-monoksida i prostaciklina
(230). Istovremeno, endotel je izvor i vazokonstriktornih i prokoagulatornih molekula:
VWF, endotelina-1 i faktora aktivacije trombocita. Smanjena produkcija
vazodilatatornih i antiagregacionih faktora, a pove¢ana produkcija i vazokonstriktornih i
prokoagulatornih molekula pokazana je u pojedinim patoloskim stanjima koja ukljucuju
hipertenzuju, dijabetes, hiper-holesterolemiju i prisustvo aterosklerotskih promena na
krvnim sudovima. Delovanje polifenola na poremecenu funkciju endotelnih celija
potvrdeno je u brojnim istrazivanjima (81) U in vitro eksperimentalnim uslovima Luzak
i saradnici pokazali su da ekstrakt aronije, kao znacajan izvor polifenola, stimuliSe
inhibitorno delovanje endotela na ekspresiju P-selektina trombocita indukovanu
delovanjem adenozin-difosfata (183).

Prikazani rezultati ukazuju da polifenoli ispoljavaju delovanje na interakciju
endotelnih c¢elija i trombocita i uticajem na funkciju trombocita. Pretpostavljeni
mehanizmi ukljucuju inhibiciju P-selektina i GPlIb-Illa, pra¢enu povecanim
oslobadanjem azot-monoksida i snizenjem nivoa superoksida u trombocitima i
neposrednoj okolini (231), kao i smanjenim oslobadanjem drugih trombocitnih ¢inilaca
ukljucenih u proces adhezije trombocita za endotel (232). Predlozeni esej predstavlja

jedan od modela za ispitivanje uticaja sastojaka namirnica, kao i uticaja konzumacije
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namirnica na funkciju trombocita i time posredovanu interakciju trombocita sa
endotelom, kao procesa uklju¢enog u nastanak i razvoj ateroskleroze i tromboze (233).

Inhibicija agregacije trombocita i malignih celija predstavlja jedan od
predlozenih mehanizama antitumorskog delovanja razliCitih agenasa, s obzirom na
ulogu ovog procesa u efikasnosti imunskog odgovora organizma na malignu
proliferaciju, metastatskom potencijalu tumorskih ¢elija i angiogenezi (6).

U sklopu preliminarnih ispitivanja ispitivali smo antiproliferativno delovanje
sokova od jagodastog i bobicastog voca, sokova od aronije i nara i ispitivanih ekstrakata
na panelu malignih ¢elija, kao najéesce ispitivanog mehanizma antitumorskog delovanja
biljnih ekstrakata.

Rezultati antiproliferativnog delovanja ispitivanih sokova bili su u saglasnosti sa
podacima iz literature u pogledu razlicite osetljivosti malignih ¢elija zavisno od porekla,
pri ¢emu je pokazano da su maligne celije porekla epitelnih ¢elija kolona manje
osteljive u odnosu na HeLa ¢elije (234), kao i u pogledu zavisnosti antiproliferativnog
delovanja od prisustva pojedinih klasa polifenola, pre nego od ukupnog sadrzaja
polifenola (234). Dodatno, podaci iz literature ukazuju i na znacaj sinergistickog
delovanje svih fitohemikalija prisutnih u sokovima (235).

Odsustvo antiproliferativnog delovanja ekstrakta Sarplaninskog ¢aja u skladu je
sa rezultatima Danesi i saradnika koji su pokazali da inkubacija HepG2 ¢elija malignog
karcinoma jetre sa ekstraktom Sarplaninskog Caja ne utiCe na proliferaciju Celija
odredenu MTT testom i ne dovodi do citotoksi¢nog delovanja, odnosno poveéanja nivoa
laktat-dehidrogenaze u medijumu (215). Odsustvo antiproliferativnog delovanja
ekstrakata koprive u predlozenom modelu u skladu su sa literaturnim podacima (236).
Na osnovu pregleda dostupne literature antiproliferativno delovanje ekstrakata mirodije
I japanske jabuke nije ispitivano ranije.

Uticaj ekstrakata koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, kelja, nara i japanske
jabuke na agregaciju trombocita sa malignim ¢elijama nije ranije ispitivan. Analizom
dobijenih podataka uoceno je da ispitivani ekstrakti ne uticu na broj malignih Celija za
koje su vezani trombociti, ali je pokazan potencijal ispitivanih ekstrakata da delovanjem
na trombocite dovode do redukcije broja trombocita koji se vezuje za maligne celije.

Iako malobrojna, prethodna istrazivanja pokazala su da ekstrakti biljaka imaju
potencijal da uticu na interakciju trombocita i malignih ¢elija. Yazdanparast i Mianabadi
pokazali su da pre-tretman trombocita ekstraktom biljke Dendrostellera lessertii, dovodi

do 90% inhibicije adhezije trombocita za HL-60 ¢elije u kulturi u prisustvu trombina
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(237). Studije na animalnim modelima pokazale su antiangiogenetsko i antimetastatsko
delovanje biljnih polifenola (238, 239). Pokazano je takode da je inhibitorno delovanje
pojedinih farmakoloSkih agenasa na aktivnost matriksnih metaloproteinaza i aktivaciju
trombocita delovanjem ADP-a pra¢eno inhibicijom interakcije trombocita sa malignim
¢elijama (240).

S obzirom na znacaj trombocita u patogenezi malignih bolesti, koji se jednim
delom ispoljava 1 sekvestracijom malignih ¢elija trombocitima i smanjenom efikasnos¢u
imunskog nadzora (6), pokazani rezultati inhibicije vezivanja trombocita tretiranih
ispitivanim ekstraktima za maligne ¢elije ukazuje na jedan od potencijalnih mehanizama
njihovog antitumorskog delovanja. Za potvrdu ovakvog delovanja neophodna su

detaljnija istrazivanja.
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Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije pokazali su povoljne efekte
ispitivanih biljaka koje sadrze polifenole i namirnica biljnog porekla koje predstavljaju
dijetarni izvor polifenola na pojedine parametre aktivacije trombocita i njihove agregacije
sa monocitima i neutrofilima. U skladu sa postavljenim ciljevima studije, na osnovu

dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:

1. Svi ispitivani suvi ekstrakti: ekstrakt koprive, mirodije, Sarplaninskog ¢aja, kelja,
nara, japanske jabuke i aronije, delovali su na neki od parametara aktivacije trombocita i
njihove agregacije sa monocitima i neutrofilima, kod zdravih ispitanika ili ispitanika sa
metaboli¢kim sindromom. Na najvec¢i broj parametara delovali su ekstrakti kelja i

mirodije, a u tom smislu najmanje izrazeno delovanje pokazao je ekstrakt nara.

2. Svi ispitivani metaboliti: kvercetin-3-glukuronid, 3’-metil-kvercetin-3-
glukuronid, kvercetin-3’-sulfat i1 sulforafan-cistein-glicin, delovali su na neki od
parametara aktivacije trombocita i njihove agregacije sa monocitima i neutrofilima, kod
zdravih ispitanika ili ispitanika sa metaboli¢kim sindromom. Sulforafan-cistein-glicin
delovao je na veci broj parametara u odnosu na metabolite kvercetina. Delovanje 3’-
metil-kvercetin-3-glukuronida bilo je izrazenije u odnosu na delovanje ostalih

metabolita kvercetina

3. Jednokratna konzumacija soka od aronije kod zdravih ispitanika dovodi do
smanjenja aktivacije trombocita i njihove agregacije sa monocitima i neutrofilima koje

je pokazano smanjenjem:

- procenta P-selektin-pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima i nakon ex vivo

delovanja adenozin-difosfata i arahidonske kiseline kao agonista;

- gustine P-selektina nakon ex vivo delovanja adenozin-difosfata i arahidonske

kiseline kao agonista;

- procenta agregata trombocita i monocita u bazalnim uslovima i nakon ex vivo

delovanja adenozin-difosfata i arahidonske kiseline kao agonista;

- procenta agregata trombocita sa neutrofila u bazalnim uslovima i nakon ex vivo

delovanja adenozin-difosfata i arahidonske kiseline kao agonista.
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4. Jednokratna konzumacija ¢aja od koprive, ¢aja od mirodije i Sarplaninskog Caja
kod ispitanika sa faktorima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti dovodi do

smanjenja pojedinih parametara aktivacije trombocita:

Konzumacija ¢aja od mirodije dovodi do smanjenja:

- procenta P-selektin-pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima, kao i nakon ex
vivo delovanja suboptimalne i optimalne koncentracije adenozin-difosfata kao

agonista;

- gustine P-selektina nakon ex vivo delovanja suboptimalne i optimalne

koncentracije adenozin-difosfata kao agonista;

- procenta GPIIb-llla-pozitivnih trombocita nakon ex vivo delovanja suboptimalne

i optimalne koncentracije adenozin-difosfata kao agonista.

Konzumacija ¢aja od koprive dovodi do smanjenja:

- procenta P-selektin-pozitivnih trombocita nakon ex vivo delovanja optimalne

koncentracije adenozin-difosfata kao agonista;
- gustine P-selektina u bazalnim uslovima;

- procenta GPIIb-llla-pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima.

Konzumacija Sarplaninskog ¢aja dovodi do smanjenja:

- P-selektin-pozitivnih trombocita nakon ex vivo delovanja suboptimalne i
optimalne koncentracije adenozin-difosfata i kao i nakon ex vivo delovanja

arahidonske kiseline;
- gustine P-selektina u bazalnim uslovima;

- procenta GPlIb-1lla pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima.

Poredenjem delovanja jednokratne konzumacije cajeva od koprive, mirodije i
Sarplaninskog €aja, moze se zakljuciti da je konzumacija ¢aja od mirodije dovela je do
promene najveceg broja parametara aktivacije trombocita kod ispitanika sa faktorima
rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti. Nijedan od ispitivanih ¢ajeva nije uticao na

procenat agregata trombocita sa monocitima i neutrofilima
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5. Jednokratna konzumacija soka od nara kod ispitanika sa faktorima rizika za

nastanak kardiovaskularnih bolesti dovodi do smanjenja aktivacije trombocita i njihove

agregacije sa monocitima koje je pokazano smanjenjem:

procenta P-selektin-pozitivnih trombocita nakon ex vivo delovanja suboptimalne

I optimalne koncentracije adenozin-difosfata kao agonista;

gustine P-selektina nakon ex vivo delovanja suboptimalne i optimalne

koncentracije adenozin-difosfata kao agonista;

procenta agregata monocita i trombocita nakon ex vivo delovanja suboptimalne

adenozin-difosfata kao agonista.

Nije pokazano delovanje konzumacije soka od nara na:

ekspresiju GPIlb-I1la na trombocitima;

procenat agregata trombocita i neutrofila.

6. Na osnovu rezultata ispitivanja potencijalnin mehanizama delovanja biljnih

polifenola na aktivaciju trombocita, kao i ispitivanja uticaja polifenola na interakciju sa

¢elijama endotela 1 malignim ¢elijama, doSlo se do slede¢ih zakljucaka:

ekstrakti koprive, mirodije, Sarplaninskog caja, kelja, nara, japanske jabuke
smanjuju nivo reaktivnih vrsta kiseonika u eritrocitima izlozenim delovanju

vodonik peroksida;

ekstrakti koprive, mirodije, Sarplaninskog Caja, kelja, nara, japanske jabuke
smanjuju nivo reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloZzenim delovanju

adenozin-difosfata;

konzumacija soka od aronije dovodi do smanjenja adhezije trombocita za EA.hy

926 celije vaskularnog endotela;

ekstrakti koprive, mirodije, Sarplaninskog caja, kelja, nara, japanske jabuke
dovode do smanjenja agregacije trombocita sa HeLa celijama malignog

karcinoma grli¢a materice.
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S obzirom da najveéi stepen nauéne zasnovanosti bioloskog delovanja polifenola
pruzaju rezultati interventnih studija, pokazano delovanje soka od aronije ukazuje na
znacajnu ulogu ove namirnice kao sastavnog dela optimalne dijete i njen potencijalni
znacaj u ocuvanju kardiovaskularnog zdravlja i prevenciji nepovoljnog uticaja faktora
sredine na trombocite, ukljucujuéi i uticaj neodgovarajuce dijete i nepravilnog rezima

ishrane.

Iako slabije izrazeno u odnosu na efekte soka od aronije, delovanje ispitivanih
Cajeva, Cijom se jednokratnom konzumacijom obezbeduje znacajnije manji unos
polifenola u odnos na ispitivane sokove, pruza osnovu za dalja ispitivanja efekta
dugotrajne konzumacije na funkciju trombocita, kao i ispitivanja uticaja na fiziolosku

postprandijalnu aktivaciju trombocita.

Delovanje soka od nara, pokazano kod ispitanika sa prisutnim faktorima rizika za
nastanak kardiovaskularnih bolesti, usmereno je na parametre funkcije trombocita za
koje je pokazano da se razlikuju kod zdravih i osoba sa prisutnim faktorima rizika i
shodno tome ukazuje na potencijal ovog soka ne samo u primarnoj, ve¢ i u sekundarnoj

prevenciji ovih bolesti.

129



LITERATURA

1. Michelson AD. Platelets. 2nd ed. Amsterdam: Academic Press/Elsevier; 2007.

2. Frojmovic MM, Milton JG. Human platelet size, shape, and related functions in
health and disease. Physiol Rev. 1982;62(1):185-261.
3. Willoughby S, Holmes A, Loscalzo J. Platelets and cardiovascular disease. Eur J

Cardiovasc Nurs. 2002;1(4):273-88.
4. Ruggeri ZM. Platelets in atherothrombosis. Nat Med. 2002;8(11):1227-34.

5. Huo Y, Ley KF. Role of platelets in the development of atherosclerosis. Trends
Cardiovasc Med. 2004;14(1):18-22.

6. Nierodzik MN, Karpatkin S. Tumor growth and metastasis. In: Michelson AD,
editor. Platelets. 2nd ed. Amsterdam: Academic Press/Elsevier;; 2007.

7. Bergmeier W, Wagner DD. Inflammation. In: Michelson AD, editor. Platelets.
2nd ed. Amsterdam: Academic Press/Elsevier;; 2007.

8. Elzey BD, Sprague DL, Ratliff TL. The emerging role of platelets in adaptive
immunity. Cell Immunol. 2005;238(1):1-9.

9. Li Q-X, Masters CL. Alzheimer’s disease. In: Michelson AD, editor. Platelets.
2nd ed. Amsterdam: Academic Press/Elsevier; 2007.

10.  Gurguis GNM. Psychiatric disorders. In: Michelson AD, editor. Platelets. 2nd
ed. Amsterdam: Academic Press/Elsevier; 2007.

11. Hartley PS. Platelet senescence and death. Clin Lab. 2007;53(3-4):157-66.

12. White JG. Platelet structure. In: Michelson AD, editor. Platelets. 2nd ed.
Amsterdam: Academic Press/Elsevier; 2007.

13. Reed GL. Platelet secretion In: Michelson AD, editor. Platelets. Amsterdam:
Academic Press/Elsevier; 2007.

14.  Clemetson KJ, Clemetson JM. Platelet receptors. In: Michelson AD, editor.
Platelets. 2nd ed. Amsterdam: Academic Press/Elsevier; 2007.

15. Kroll M, Hellums J, Mclintire L, Schafer A, Moake J. Platelets and shear stress.
Blood. 1996;88(5):1525-41.

16.  Andrews RK, Berndt MC, Lopez JA. The glycoprotein Ib-1X-V complex. In:
Michelson AD, editor. Platelets. 2nd ed ed. Amsterdam: Academic Press/Elsevier;
2007.

17. Plow EF, Pesho MM, Ma Y-Q. Integrin allbf3. In: Michelson AD, editor.
Platelets. 2nd ed. Amsterdam: Academic Press/Elsevier; 2007.

18.  Andre P. P-selectin in haemostasis. Br J Haematol. 2004;126(3):298-306.

19. McEver RP. P-Selectin/PSGL-1 and other interactions between platelets,
leukocytes, and endothelium. In: Michelson AD, editor. Platelets. 2nd ed. Amsterdam:
Academic Press/Elsevier; 2007.

130



LITERATURA

20. Massberg S, Enders G, Leiderer R, Eisenmenger S, Vestweber D, Krombach F,
et al. Platelet-endothelial cell interactions during ischemia/reperfusion: the role of P-
selectin. Blood. 1998;92(2):507-15.

21. Huo Y, Schober A, Forlow SB, Smith DF, Hyman MC, Jung S, et al. Circulating
activated platelets exacerbate atherosclerosis in mice deficient in apolipoprotein E. Nat
Med. 2003;9(1):61-7.

22.  Totani L, Evangelista V. Platelet-leukocyte interactions in cardiovascular
disease and beyond. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2010;30(12):2357-61.

23. Koenen RR, Weber C. Platelet-derived chemokines in vascular remodeling and
atherosclerosis. Semin Thromb Hemost. 2010;36(2):163-9.

24.  André P, Nannizzi-Alaimo L, Prasad SK, Phillips DR. Platelet-derived CD40L.:
The switch-hitting player of cardiovascular disease. Circulation. 2002;106(8):896-9.

25. Balagopal PB, de Ferranti SD, Cook S, Daniels SR, Gidding SS, Hayman LL, et
al. Nontraditional risk factors and biomarkers for cardiovascular disease: mechanistic,
research, and clinical considerations for youth: a scientific statement from the American
Heart Association. Circulation. 2011;123(23):2749-609.

26. Global Atlas on Cardiovascular Disease Prevention and Control Geneva: World
Health Organization (in collaboration with the World Heart Federation and World
Stroke Organization); 2011.

27. Broijersen A, Hamsten A, Eriksson M, Angelin B, Hjemdahl P. Platelet activity
in vivo in hyperlipoproteinemia--importance of combined hyperlipidemia. Thromb
Haemost. 1998;79(2):268-75.

28. Nityanand S, Pande I, Bajpai VK, Singh L, Chandra M, Singh BN. Platelets in
essential hypertension. Thromb Res. 1993;72(5):447-54.

29. Neubauer H, Setiadi P, Pinto A, Gunesdogan B, Meves SH, Borgel J, et al.
Upregulation of platelet CD40, CD40 ligand (CD40L) and P-Selectin expression in
cigarette smokers: a flow cytometry study. Blood Coagul Fibrinolysis. 2009;20(8):694-
8.

30.  Ouvina SM, La Greca RD, Zanaro NL, Palmer L, Sassetti B. Endothelial
dysfunction, nitric oxide and platelet activation in hypertensive and diabetic type Il
patients. Thromb Res. 2001;102(2):107-14.

31.  Vaduganathan M, Alviar CL, Arikan ME, Tellez A, Guthikonda S, DeLao T, et
al. Platelet reactivity and response to aspirin in subjects with the metabolic syndrome.
Am Heart J. 2008;156(5):1002 el- e7.

32.  Angiolillo DJ, Bernardo E, Sabate M, Jimenez-Quevedo P, Costa MA,
Palazuelos J, et al. Impact of platelet reactivity on cardiovascular outcomes in patients
with type 2 diabetes mellitus and coronary artery disease. J Am Coll Cardiol.
2007;50(16):1541-7.

33.  Nash GF, Turner LF, Scully MF, Kakkar AK. Platelets and cancer. Lancet
Oncol. 2002;3(7):425-30.

34. Thun MJ, Namboodiri MM, Calle EE, Flanders WD, Heath CW, Jr. Aspirin use
and risk of fatal cancer. Cancer Res. 1993;53(6):1322-7.

131



LITERATURA

35. Jiang MC, Liao CF, Lee PH. Aspirin inhibits matrix metalloproteinase-2
activity, increases E-cadherin production, and inhibits in vitro invasion of tumor cells.
Biochem Biophys Res Commun. 2001;282(3):671-7.

36. Negrao R, Duarte D, Costa R, Soares R. Could platelet-accumulating
polyphenols prevent tumour metastasis? Nat Rev Cancer. 2011;11(9):685.

37. Fung TT, Rimm EB, Spiegelman D, Rifai N, Tofler GH, Willett WC, et al.
Association between dietary patterns and plasma biomarkers of obesity and
cardiovascular disease risk. Am J Clin Nutr. 2001;73(1):61-7.

38. Kerver JM, Yang EJ, Bianchi L, Song WO. Dietary patterns associated with risk
factors for cardiovascular disease in healthy US adults. Am J Clin Nutr.
2003;78(6):1103-10.

39.  Sudic D, Razmara M, Forslund M, Ji Q, Hjemdahl P, Li N. High glucose levels
enhance platelet activation: involvement of multiple mechanisms. Brit J Haematol.
2006;133(3):315-22.

40.  Aviram M, Gerald Brook J. Platelet activation by plasma lipoproteins. Prog
Cardiovasc Dis. 1987;30(1):61-72.

41.  Canavan B, Salem RO, Schurgin S, Koutkia P, Lipinska I, Laposata M, et al.
Effects of physiological leptin administration on markers of inflammation, platelet
activation, and platelet aggregation during caloric deprivation. J Clin Endocr Metab.
2005;90(10):5779-85.

42.  Trovati M, Anfossi G, Cavalot F, Massucco P, Mularoni E, Emanuelli G. Insulin
directly reduces platelet sensitivity to aggregating agents: Studies in vitro and in vivo.
Diabetes. 1988;37(6):780-6.

43. Radomski MW, Palmer RMJ, Moncada S. The anti-aggregating properties of
vascular endothelium: interactions between prostacyclin and nitric oxide. Brit J
Pharmacol. 1987;92(3):639-46.

44, Broijersen A, Karpe F, Hamsten A, Goodall AH, Hjemdahl P. Alimentary
lipemia enhances the membrane expression of platelet P-selectin without affecting other
markers of platelet activation. Atherosclerosis. 1998;137(1):107-13.

45.  Hyson DA, Paglieroni TG, Wun T, Rutledge JC. Postprandial lipemia is
associated with platelet and monocyte activation and increased monocyte cytokine
expression in normolipemic men. Clin Appl Thromb Hemost. 2002;8(2):147-55.

46. Gresele P, Guglielmini G, De Angelis M, Ciferri S, Ciofetta M, Falcinelli E, et
al. Acute, short-term hyperglycemia enhances shear stress-induced platelet activation in
patients with type Il diabetes mellitus. J Am Coll Cardiol. 2003;41(6):1013-20.

47. Gresele P, Marzotti S, Guglielmini G, Momi S, Giannini S, Minuz P, et al.
Hyperglycemia-induced platelet activation in type 2 diabetes is resistant to aspirin but
not to a nitric oxide—donating agent. Diabetes Care. 2010;33(6):1262-8.

48. Petrovic M, Dopsaj V, Raji¢ M, Milojevi¢ Z. Laboratorijska hematologija.
Beograd: Farmaceutski fakultet; 2002.

49.  Vizioli L, Muscari S, Muscari A. The relationship of mean platelet volume with
the risk and prognosis of cardiovascular diseases. Int J Clin Pract. 2009;63(10):1509-15.

132



LITERATURA

50. Chu SG, Becker RC, Berger PB, Bhatt DL, Eikelboom JW, Konkle B, et al.
Mean platelet volume as a predictor of cardiovascular risk: a systematic review and
meta-analysis. J Thromb Haemost. 2010;8(1):148-56.

51. Harrison P. Platelet function analysis. Blood Rev. 2005;19(2):111-23.

52. Nunez R. Flow cytometry: principles and instrumentation. Curr Issues Mol Biol.
2001;3(2):39-45.

53. Hagberg IA, Lyberg T. Blood platelet activation evaluated by flow cytometry:
optimised methods for clinical studies. Platelets. 2000;11(3):137-50.

54. Michelson AD. Platelet function testing in cardiovascular diseases. Hematology.
2005;10 Suppl 1:132-7.

55. Horstman LL, Ahn YS. Platelet microparticles: a wide-angle perspective. Crit
Rev Oncol Hematol. 1999;30(2):111-42.

56.  Chakrabarti S, Vitseva O, lyu D, Varghese S, Freedman JE. The effect of
dipyridamole on vascular cell-derived reactive oxygen species. J Pharmacol Exp Ther.
2005;315(2):494-500.

57. Krueger LA, Barnard MR, Frelinger AL, 3rd, Furman MI, Michelson AD.
Immunophenotypic analysis of platelets. Curr Protoc Cytom. 2002;Chapter 6:Unit 6 10.

58. Barnard MR, Krueger LA, Frelinger AL, 3rd, Furman MI, Michelson AD.
Whole blood analysis of leukocyte-platelet aggregates. Curr Protoc Cytom.
2003;Chapter 6:Unit 6 15.

59. Matzdorff A. Platelet function tests and flow cytometry to monitor antiplatelet
therapy. Semin Thromb Hemost. 2005;31(4):393-9.

60.  Smith JP, Haddad EV, Taylor MB, Oram D, Blakemore D, Chen Q, et al.
Suboptimal inhibition of platelet cyclooxygenase-1 by aspirin in metabolic syndrome.
Hypertension. 2012;59(3):719-25.

61. Block RC, Harris WS, Reid KJ, Spertus JA. Omega-6 and trans fatty acids in
blood cell membranes: a risk factor for acute coronary syndromes? Am Heart J.
2008;156(6):1117-23.

62. Bredie SJ, Wollersheim H, Verheugt FW, Thien T. Low-dose aspirin for
primary prevention of cardiovascular disease. Semin Vasc Med. 2003;3(2):177-84.

63. Campbell CL, Smyth S, Montalescot G, Steinhubl SR. Aspirin dose for the
prevention of cardiovascular disease: a systematic review. JAMA. 2007;297(18):2018-
24.

64.  Crescente M, Di Castelnuovo A, lacoviello L, Vermylen J, Cerletti C, de
Gaetano G. Response variability to aspirin as assessed by the platelet function analyzer
(PFA)-100. A systematic review. Thromb Haemost. 2008;99(1):14-26.

65.  Pamukcu B. A review of aspirin resistance; definition, possible mechanisms,
detection with platelet function tests, and its clinical outcomes. J Thromb Thrombolysis.
2007;23(3):213-22.

66. Hovens MM, Snoep JD, Eikenboom JC, van der Bom JG, Mertens BJ, Huisman
MV. Prevalence of persistent platelet reactivity despite use of aspirin: a systematic
review. Am Heart J. 2007;153(2):175-81.

133



LITERATURA

67. Kuhnau J. The flavonoids. A class of semi-essential food components: their role
in human nutrition. World Rev Nutr Diet. 1976;24:117-91.

68.  Scalbert A, Williamson G. Dietary intake and bioavailability of polyphenols. J
Nutr. 2000;130(8S Suppl):2073S-85S.

69.  Zujko ME, Witkowska AM, Waskiewicz A, Sygnowska E. Estimation of dietary
intake and patterns of polyphenol consumption in Polish adult population. Adv Med
Sci. 2012:1-10.

70.  Manach C, Williamson G, Morand C, Scalbert A, Remesy C. Bioavailability and
bioefficacy of polyphenols in humans. 1. Review of 97 bioavailability studies. Am J
Clin Nutr. 2005;81(1 Suppl):230S-42S.

71.  van Duynhoven JPM, van Velzen EJJ, Westerhuis JA, Foltz M, Jacobs DM,
Smilde AK. Nutrikinetics: Concept, technologies, applications, perspectives. Trends
Food Sci Tech. 2012;26(1):4-13.

72.  Williamson G, Manach C. Bioavailability and bioefficacy of polyphenols in
humans. Il. Review of 93 intervention studies. Am J Clin Nutr. 2005;81(1 Suppl):243S-
55S.

73. Scalbert A, Morand C, Manach C, Rémésy C. Absorption and metabolism of
polyphenols in the gut and impact on health. Biomed Pharmacother. 2002;56(6):276-82.

74. Neveu V, Perez-Jimenez J, Vos F, Crespy V, du Chaffaut L, Mennen L, et al.
Phenol-Explorer: an online comprehensive database on polyphenol contents in foods.
Database (Oxford). 2010;2010:bap024.

75.  Kroon PA, Clifford MN, Crozier A, Day AJ, Donovan JL, Manach C, et al. How
should we assess the effects of exposure to dietary polyphenols in vitro? Am J Clin
Nutr. 2004;80(1):15-21.

76. Hertog MI KDAC, et al. FLavonoid intake and long-term risk of coronary heart
disease and cancer in the seven countries study. Arch Intern Med. 1995;155(4):381-6.

77.  Arts IC, Hollman PC. Polyphenols and disease risk in epidemiologic studies.
Am J Clin Nutr. 2005;81(1):317S-25S.

78. Mennen LI, Sapinho D, de Bree A, Arnault N, Bertrais S, Galan P, et al.
Consumption of foods rich in flavonoids is related to a decreased cardiovascular risk in
apparently healthy French women. J Nutr. 2004;134(4):923-6.

79. Kuriyama S. The relation between green tea consumption and cardiovascular
disease as evidenced by epidemiological studies. J Nutr. 2008;138(8):1548S-53S.

80.  Hollman PC, Cassidy A, Comte B, Heinonen M, Richelle M, Richling E, et al.
The biological relevance of direct antioxidant effects of polyphenols for cardiovascular
health in humans is not established. J Nutr. 2011;141(5):989S-1009S.

81.  Vita JA. Polyphenols and cardiovascular disease: effects on endothelial and
platelet function. Am J Clin Nutr. 2005;81(1 Suppl):292S-7S.

82. Zamora-Ros R, Agudo A, Lujan-Barroso L, Romieu I, Ferrari P, Knaze V, et al.
Dietary flavonoid and lignan intake and gastric adenocarcinoma risk in the European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) study. Am J Clin Nutr.
2012;96(6):1398-408.

134



LITERATURA

83. Rossi M, Bosetti C, Negri E, Lagiou P, La Vecchia C. Flavonoids,
proanthocyanidins, and cancer risk: a network of case-control studies from Italy. Nutr
Cancer. 2010;62(7):871-7.

84.  Ostertag LM, O'Kennedy N, Kroon PA, Duthie GG, de Roos B. Impact of
dietary polyphenols on human platelet function--a critical review of controlled dietary
intervention studies. Mol Nutr Food Res. 2010;54(1):60-81.

85. Bordeaux B, Yanek LR, Moy TF, White LW, Becker LC, Faraday N, et al.
Casual chocolate consumption and inhibition of platelet function. Prev Cardiol.
2007;10(4):175-80.

86. Rein D, Paglieroni TG, Wun T, Pearson DA, Schmitz HH, Gosselin R, et al.
Cocoa inhibits platelet activation and function. Am J Clin Nutr. 2000;72(1):30-5.

87. Innes AJ, Kennedy G, McLaren M, Bancroft AJ, Belch JJ. Dark chocolate
inhibits platelet aggregation in healthy volunteers. Platelets. 2003;14(5):325-7.

88. Murphy KJ, Chronopoulos AK, Singh I, Francis MA, Moriarty H, Pike MJ, et
al. Dietary flavanols and procyanidin oligomers from cocoa (Theobroma cacao) inhibit
platelet function. Am J Clin Nutr. 2003;77(6):1466-73.

89. Heptinstall S, May J, Fox S, Kwik-Uribe C, Zhao L. Cocoa flavanols and
platelet and leukocyte function: recent in vitro and ex vivo studies in healthy adults. J
Cardiovasc Pharmacol. 2006;47 Suppl 2:5197-205; discussion S6-9.

90. Polagruto JA, Gross HB, Kamangar F, Kosuna K, Sun B, Fujii H, et al. Platelet
reactivity in male smokers following the acute consumption of a flavanol-rich grapeseed
extract. J Med Food. 2007;10(4):725-30.

91. Hermann F, Spieker LE, Ruschitzka F, Sudano I, Hermann M, Binggeli C, et al.
Dark chocolate improves endothelial and platelet function. Heart. 2006;92(1):119-20.

92.  Wang-Polagruto JF, Villablanca AC, Polagruto JA, Lee L, Holt RR, Schrader
HR, et al. Chronic consumption of flavanol-rich cocoa improves endothelial function
and decreases vascular cell adhesion molecule in hypercholesterolemic postmenopausal
women. J Cardiovasc Pharmacol. 2006;47 Suppl 2:S177-86; discussion S206-9.

93. Flammer AJ, Hermann F, Sudano I, Spieker L, Hermann M, Cooper KA, et al.
Dark chocolate improves coronary vasomotion and reduces platelet reactivity.
Circulation. 2007;116(21):2376-82.

94.  Shenoy SF, Keen CL, Kalgaonkar S, Polagruto JA. Effects of grape seed extract
consumption on platelet function in postmenopausal women. Thromb Res.
2007;121(3):431-2.

95. Rein D, Paglieroni TG, Pearson DA, Wun T, Schmitz HH, Gosselin R, et al.
Cocoa and wine polyphenols modulate platelet activation and function. J Nutr.
2000;130(8S Suppl):2120S-6S.

96. Erlund I, Koli R, Alfthan G, Marniemi J, Puukka P, Mustonen P, et al. Favorable
effects of berry consumption on platelet function, blood pressure, and HDL cholesterol.
Am J Clin Nutr. 2008;87(2):323-31.

97. Umar A, Depont F, Jacquet A, Lignot S, Segur MC, Boisseau M, et al. Effects
of armagnac or vodka on platelet aggregation in healthy volunteers: a randomized
controlled clinical trial. Thromb Res. 2005;115(1-2):31-7.

135



LITERATURA

98.  Gooderham MH, Adlercreutz H, Ojala ST, Wahala K, Holub BJ. A soy protein
isolate rich in genistein and daidzein and its effects on plasma isoflavone
concentrations, platelet aggregation, blood lipids and fatty acid composition of plasma
phospholipid in normal men. J Nutr. 1996;126(8):2000-6.

99.  Janssen K, Mensink RP, Cox FJ, Harryvan JL, Hovenier R, Hollman PC, et al.
Effects of the flavonoids quercetin and apigenin on hemostasis in healthy volunteers:
results from an in vitro and a dietary supplement study. Am J Clin Nutr.
1998;67(2):255-62.

100. Hubbard GP, Wolffram S, de Vos R, Bovy A, Gibbins JM, Lovegrove JA.
Ingestion of onion soup high in quercetin inhibits platelet aggregation and essential
components of the collagen-stimulated platelet activation pathway in man: a pilot study.
Br J Nutr. 2006;96(3):482-8.

101. Hubbard GP, Wolffram S, Lovegrove JA, Gibbins JM. Ingestion of quercetin
inhibits platelet aggregation and essential components of the collagen-stimulated
platelet activation pathway in humans. J Thromb Haemost. 2004;2(12):2138-45.

102.  Pearson DA, Paglieroni TG, Rein D, Wun T, Schramm DD, Wang JF, et al. The
effects of flavanol-rich cocoa and aspirin on ex vivo platelet function. Thromb Res.
2002;106(4-5):191-7.

103. Dutta-Roy AK. Dietary components and human platelet activity. Platelets.
2002;13(2):67-75.

104. Din JN, Harding SA, Valerio CJ, Sarma J, Lyall K, Riemersma RA, et al.
Dietary intervention with oil rich fish reduces platelet-monocyte aggregation in man.
Atherosclerosis. 2008 Mar;197(1):290-6.

105. Lahoz C, Alonso R, OrdovAS JM, LOPez-FartE A, De Oya M, Mata P. Effects
of dietary fat saturation on eicosanoid production, platelet aggregation and blood
pressure. Eur J Clin Invest. 1997;27(9):780-7.

106. Smith RD, Kelly CN, Fielding BA, Hauton D, Silva KD, Nydahl MC, et al.
Long-term monounsaturated fatty acid diets reduce platelet aggregation in healthy
young subjects. Br J Nutr. 2003;90(3):597-606.

107. Wolf A, Zalpour C, Theilmeier G, Wang B-y, Ma A, Anderson B, et al. Dietary
I-Arginine Supplementation Normalizes Platelet Aggregation in Hypercholesterolemic
Humans. J Am Coll Cardiol. 1997;29(3):479-85.

108. O'Kennedy N, Croshie L, Whelan S, Luther V, Horgan G, Broom JI, et al.
Effects of tomato extract on platelet function: a double-blinded crossover study in
healthy humans. Am J Clin Nutr. 2006;84(3):561-9.

109. Lazarus SA, Bowen K, Garg ML. Tomato juice and platelet aggregation in type
2 diabetes. JAMA. 2004;292(7):805-6.

110. Bordia A, Verma SK. Effect of vitamin C on platelet adhesiveness and platelet
aggregation in coronary artery disease patients. Clinical Cardiology. 1985;8(10):552-4.

111. Duttaroy AK, Jorgensen A. Effects of kiwi fruit consumption on platelet
aggregation and plasma lipids in healthy human volunteers. Platelets. 2004;15(5):287-
92.

136



LITERATURA

112. Bagger M, Andersen O, Nielsen JB, Ryttig KR. Dietary fibres reduce blood
pressure, serum total cholesterol and platelet aggregation in rats. Br J Nutr.
1996;75(3):483-93.

113. Freedman JE, Keaney JF. Vitamin E inhibition of platelet aggregation is
independent of antioxidant activity. J Nutr. 2001;131(2):374S-7S.

114, EFSA Panel on Dietetic Products NaAN. Guidance on the scientific
requirements for health claims related to antioxidants, oxidative damage and
cardiovascular health. EFSA Journal 2011;9(12):2474.

115. Trichopoulou A, Soukara S, Vasilopoulou E. Traditional foods: a science and
society perspective. Trends Food Sci Tech. 2007;18(8):420-7.

116. Hollands WJ, Saha S, Hayran O, Boyko N, Glibetic M, Konik-Ristic A, et al.
Lack of effect of bioactive-rich extracts of pomegranate, persimmon, nettle, dill, kale
and Sideritis and isolated bioactives on platelet function. J Sci Food Agric. 2013:(in
press).

117. PDR for Herbal Medicines. 3rd edition ed. Gruenwald J, Bendler T, Jaenicke C,
editors. Montvale (NJ): Thompson PDR; 2004.

118. Riehemann K, Behnke B, Schulze-Osthoff K. Plant extracts from stinging nettle
(Urtica dioica), an antirheumatic remedy, inhibit the proinflammatory transcription
factor NF-kappaB. FEBS Lett. 1999;442(1):89-94.

119. Tahri A, Yamani S, Legssyer A, Aziz M, Mekhfi H, Bnouham M, et al. Acute
diuretic, natriuretic and hypotensive effects of a continuous perfusion of aqueous extract
of Urtica dioica in the rat. J Ethnopharmacol. 2000;73(1-2):95-100.

120. Bnouham M, Merhfour FZ, Ziyyat A, Mekhfi H, Aziz M, Legssyer A.
Antihyperglycemic activity of the aqueous extract of Urtica dioica. Fitoterapia.
2003;74(7-8):677-81.

121. Mekhfi H, El Haouari M, Legssyer A, Bnouham M, Aziz M, Atmani F, et al.
Platelet anti-aggregant property of some Moroccan medicinal plants. J Ethnopharmacol.
2004;94(2-3):317-22.

122. El Haouari M, Bnouham M, Bendahou M, Aziz M, Ziyyat A, Legssyer A, et al.
Inhibition of rat platelet aggregation by Urtica dioica leaves extracts. Phytother Res.
2006;20(7):568-72.

123. Tamme T, Reinik M, Roasto M, Juhkam K, Tenno T, Kiis A. Nitrates and
nitrites in vegetables and vegetable-based products and their intakes by the Estonian
population. Food Addit Contam. 2006;23(4):355-61.

124, Teuber H, Herrmann K. [Flavonol glycosides of leaves and fruits of dill
(Anethum graveolens L.). Il. Phenolics of spices (author's transl)]. Z Lebensm Unters
Forsch. 1978;167(2):101-4.

125. Yazdanparast R, Alavi M. Antihyperlipidaemic and antihypercholesterolaemic
effects of Anethum graveolens leaves after the removal of furocoumarins. Cytobios.
2001;105(410):185-91.

126. Bahramikia S, Yazdanparast R. Efficacy of different fractions of Anethum
graveolens leaves on serum lipoproteins and serum and liver oxidative status in
experimentally induced hypercholesterolaemic rat models. Am J Chin Med.
2009;37(4):685-99.

137



LITERATURA

127. Janeska B, Stefova M, Alipieva K. Assay of flavonoid aglycones from the
species of genus Sideritis (Lamiaceae) from Macedonia with HPLC-UV DAD. Acta
Pharm. 2007;57(3):371-7.

128. Kostadinova E, Nikolova D, Alipieva K, Stefova M, Stefkov G, Evstatieva L, et
al. Chemical constituents of the essential oils of Sideritis scardica Griseb. and Sideritis
raeseri Boiss and Heldr. from Bulgaria and Macedonia. Nat Prod Res. 2007;21(9):819-
23.

129. Charami MT, Lazari D, Karioti A, Skaltsa H, Hadjipavlou-Litina D, Souleles C.
Antioxidant and antiinflammatory activities of Sideritis perfoliata subsp. perfoliata
(Lamiaceae). Phytother Res. 2008;22(4):450-4.

130. Kim SY, Yoon S, Kwon SM, Park KS, Lee-Kim YC. Kale juice improves
coronary artery disease risk factors in hypercholesterolemic men. Biomed Environ Sci.
2008;21(2):91-7.

131. Sasaki K, Neyazaki M, Shindo K, Ogawa T, Momose M. Quantitative profiling
of glucosinolates by LC-MS analysis reveals several cultivars of cabbage and kale as
promising sources of sulforaphane. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci.
2012;903:171-6.

132. Sikora E, Bodziarczyk I. Composition and antioxidant activity of kale (Brassica
oleracea L. var. acephala) raw and cooked. Acta Sci Pol Technol Aliment.
2012;11(3):239-48.

133. Cartea ME, Francisco M, Soengas P, Velasco P. Phenolic compounds in
Brassica vegetables. Molecules. 2011;16(1):251-80.

134. Podsedek A. Natural antioxidants and antioxidant capacity of Brassica
vegetables: A review. LWT - Food Sci Tech. 2007;40(1):1-11.

135. Kural BV, Kucuk N, Yucesan FB, Orem A. Effects of kale (Brassica oleracea L.
var. acephala DC) leaves extracts on the susceptibility of very low and low density
lipoproteins to oxidation. Indian J Biochem Biophys. 2011;48(5):361-4.

136. Loizzo MR, Said A, Tundis R, Hawas UW, Rashed K, Menichini F, et al.
Antioxidant and antiproliferative activity of Diospyros lotus L. extract and isolated
compounds. Plant Foods Hum Nutr. 2009;64(4):264-70.

137. Ahn HS, Jeon TI, Lee JY, Hwang SG, Lim Y, Park DK. Antioxidative activity
of persimmon and grape seed extract: in vitro and in vivo. Nutr Res. 2002;22(11):1265-
73.

138. Kulling SE, Rawel HM. Chokeberry (Aronia melanocarpa) - A review on the
characteristic components and potential health effects. Planta Med. 2008;74(13):1625-
34.

139. Kokotkiewicz A, Jaremicz Z, Luczkiewicz M. Aronia plants: a review of
traditional use, biological activities, and perspectives for modern medicine. J Med Food.
2010;13(2):255-69.

140. Simeonov SB, Botushanov NP, Karahanian EB, Pavlova MB, Husianitis HK,
Troev DM. Effects of Aronia melanocarpa juice as part of the dietary regimen in
patients with diabetes mellitus. Folia Med (Plovdiv). 2002;44(3):20-3.

138



LITERATURA

141. Broncel M, Kozirog-Kolacinska M, Andryskowski G, Duchnowicz P, Koter-
Michalak M, Owczarczyk A, et al. [Effect of anthocyanins from Aronia melanocarpa on
blood pressure, concentration of endothelin-1 and lipids in patients with metabolic
syndrome]. Pol Merkur Lekarski. 2007;23(134):116-9.

142. Broncel M, Kozirog M, Duchnowicz P, Koter-Michalak M, Sikora J,
Chojnowska-Jezierska J. Aronia melanocarpa extract reduces blood pressure, serum
endothelin, lipid, and oxidative stress marker levels in patients with metabolic
syndrome. Med Sci Monit. 2010;16(1):CR28-34.

143. Poreba R, Skoczynska A, Gac P, Poreba M, Jedrychowska I, Affelska-Jercha A,
et al. Drinking of chokeberry juice from the ecological farm Dzieciolowo and
distensibility of brachial artery in men with mild hypercholesterolemia. Ann Agric
Environ Med. 2009;16(2):305-8.

144, Kowalczyk E, Kopff A, Niedworok J, Kopff M, Jankowski A. Anthocyanins--an
adjunct to cardiovascular therapy? Kardiol Pol. 2002;57(10):332-6.

145.  Sikora J, Broncel M, Markowicz M, Chalubinski M, Wojdan K, Mikiciuk-
Olasik E. Short-term supplementation with Aronia melanocarpa extract improves
platelet aggregation, clotting, and fibrinolysis in patients with metabolic syndrome. Eur
J Nutr. 2012;51(5):549-56.

146. Poyrazoglu E, Gékmen V, Artik N. Organic acids and phenolic compounds in
pomegranates (Punica granatum L.) grown in Turkey. J Food Comp Anal.
2002;15(5):567-75.

147.  Viuda-Martos M, Fernandez-Lopez J, Pérez-Alvarez JA. Pomegranate and its
many functional components as related to human health: A review. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety. 2010;9(6):635-54.

148. Needs PW, Kroon PA. Convenient syntheses of metabolically important
quercetin glucuronides and sulfates. Tetrahedron. 2006;62(29):6862-8.

149. Saha S, Hollands W, Teucher B, Needs PW, Narbad A, Ortori CA, et al.
Isothiocyanate concentrations and interconversion of sulforaphane to erucin in human
subjects after consumption of commercial frozen broccoli compared to fresh broccoli.
Mol Nutr Food Res. 2012;56(12):1906-16.

150. Pravilnik o kvalitetu proizvoda od voca, povrca i pe€urki i1 pektinskih preparata.
Sl.list SCG 12/2005.

151. Pravilnik o kvalitetu vo¢nih sokova, koncentrisanih voénih sokova, voénih
sokova u prahu, vo¢nih nektara i srodnih proizvoda. Sl. glasnik RS 77/2011.

152. European Pharmacopoeia 6th Edition. Strasbourg Cedex, France: Council of
Europe; 2007.

153. Wolfe K, Wu X, Liu RH. Antioxidant activity of apple peels. J Agric Food
Chem. 2003;51(3):609-14.

154. Dewanto V, Wu X, Adom KK, Liu RH. Thermal processing enhances the
nutritional value of tomatoes by increasing total antioxidant activity. J Agric Food
Chem. 2002;50(10):3010-4.

155. Pravilnik o metodama uzimanja uzoraka i vrSenja hemijskih i fizickih analiza
radi kontrole kvaliteta proizvoda od voca i povréa. Sl. list SFRJ br. 29/83.

139



LITERATURA

156. Okawa M, Kinjo J, Nohara T, Ono M. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
radical scavenging activity of flavonoids obtained from some medicinal plants. Biol
Pharm Bull. 2001;24(10):1202-5.

157.  Clothier RH. The FRAME cytotoxicity test. Methods Mol Biol. 1995;43:109-18.

158. Honzel D, Carter SG, Redman KA, Schauss AG, Endres JR, Jensen GS.
Comparison of chemical and cell-based antioxidant methods for evaluation of foods and
natural products: generating multifaceted data by parallel testing using erythrocytes and
polymorphonuclear cells. J Agric Food Chem. 2008;56(18):8319-25.

159. Frelinger AL, I1l, Furman MI, Linden MD, Li Y, Fox ML, Barnard MR, et al.
Residual arachidonic acid—induced platelet activation via an adenosine diphosphate—
dependent but cyclooxygenase-1- and cyclooxygenase-2—independent pathway.
Circulation. 2006;113(25):2888-96.

160. Leytin V, Mody M, Semple JW, Garvey B, Freedman J. Quantification of
platelet activation status by analyzing P-selectin expression. Biochem Biophys Res
Commun. 2000;273(2):565-70.

161. Michelson AD, Barnard MR, Krueger LA, Valeri CR, Furman MI. Circulating
monocyte-platelet aggregates are a more sensitive marker of in vivo platelet activation
than platelet surface P-selectin: studies in baboons, human coronary intervention, and
human acute myocardial infarction. Circulation. 2001;104(13):1533-7.

162. Karpatkin S, Pearlstein E, Ambrogio C, Coller BS. Role of adhesive proteins in
platelet tumor interaction in vitro and metastasis formation in vivo. J Clin Invest.
1988;81(4):1012-9.

163. Zec M, Srdic-Rajic T, Konic-Ristic A, Todorovic T, Andjelkovic K, Filipovic-
Ljeskovic I, et al. Anti-metastatic and anti-angiogenic properties of potential new anti-
cancer drugs based on metal complexes of selenosemicarbazones. Anticancer Agents
Med Chem. 2012;12(9):1071-80.

164. Wang J-S, Chang C-Y, Chow S-E, Chen Y-W, Yang C-M. Exercise modulates
platelet-nasopharyngeal carcinoma cell aggregation and subsequent tissue factor and
matrix metalloproteinase activities. J Appl Physiol. 2007;103(3):763-70.

165. National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection E,
and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel I11). Third
report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) expert panel on
detection, evaluation and treatment of high cholesterol in adults (Adult Treatment Panel
IIT) final report. Circulation2002. p. 3143.

166. Almajano MP, Carbé R, Jiménez JAL, Gordon MH. Antioxidant and
antimicrobial activities of tea infusions. Food Chem. 2008;108(1):55-63.

167. Pljevljakusi¢ D, Savikin K, Jankovi¢ T, Zdunié¢ G, Risti¢ M, Godjevac D, et al.
Chemical properties of the cultivated Sideritis raeseri Boiss. &amp; Heldr. subsp.
raeseri. Food Chem. 2011;124(1):226-33.

168. Seeram NP, Adams LS, Hardy ML, Heber D. Total cranberry extract versus its
phytochemical constituents: antiproliferative and synergistic effects against human
tumor cell lines. J Agric Food Chem. 2004;52(9):2512-7.

169. Olsson ME, Gustavsson KE, Andersson S, Nilsson A, Duan RD. Inhibition of
cancer cell proliferation in vitro by fruit and berry extracts and correlations with
antioxidant levels. J Agric Food Chem. 2004;52(24):7264-71.

140



LITERATURA

170. Sun J, Chu YF, Wu X, Liu RH. Antioxidant and antiproliferative activities of
common fruits. J Agric Food Chem. 2002;50(25):7449-54.

171. Kundu SK, Heilmann EJ, Sio R, Garcia C, Davidson RM, Ostgaard RA.
Description of an in vitro platelet function analyzer--PFA-100. Semin Thromb Hemost.
1995;21 Suppl 2:106-12.

172.  Harrison P, Robinson MSC, Mackie 1J, Joseph J, McDonald SJ, Liesner R, et al.
Performance of the platelet function analyser PFA-100(R) in testing abnormalities of
primary haemostasis. Blood Coagul Fibrinolysis. 1999;10(1):25-32.

173.  Oh CH, Shin JI, Mo SJ, Yun SJ, Kim SH, Rhee YH. Antiplatelet activity of L-
sulforaphane by regulation of platelet activation factors, glycoprotein Ilb/Illa and
thromboxane A2. Blood Coagul Fibrinolysis. 2013.

174. Pierre S, Crosbie L, Duttaroy AK. Inhibitory effect of aqueous extracts of some
herbs on human platelet aggregation in vitro. Platelets. 2005;16(8):469-73.

175. Gadi D, Bnouham M, Aziz M, Ziyyat A, Legssyer A, Legrand C, et al. Parsley
extract inhibits in vitro and ex vivo platelet aggregation and prolongs bleeding time in
rats. J Ethnopharmacol. 2009;125(1):170-4.

176. Aviram M, Dornfeld L, Rosenblat M, Volkova N, Kaplan M, Coleman R, et al.
Pomegranate juice consumption reduces oxidative stress, atherogenic modifications to
LDL, and platelet aggregation: studies in humans and in atherosclerotic apolipoprotein
E-deficient mice. Am J Clin Nutr. 2000;71(5):1062-76.

177. Mattiello T, Trifiro E, Jotti GS, Pulcinelli FM. Effects of pomegranate juice and
extract polyphenols on platelet function. J Med Food. 2009;12(2):334-9.

178. Olas B, Kedzierska M, Wachowicz B, Stochmal A, Oleszek W. Effects of
polyphenol-rich extract from berries of Aronia melanocarpa on the markers of oxidative
stress and blood platelet activation. Platelets. 2010;21(4):274-81.

179. Kedzierska M, Olas B, Wachowicz B, Glowacki R, Bald E, Czernek U, et al.
Effects of the commercial extract of aronia on oxidative stress in blood platelets isolated
from breast cancer patients after the surgery and various phases of the chemotherapy.
Fitoterapia. 2012;83(2):310-7.

180. Kedzierska M, Olas B, Wachowicz B, Stochmal A, Oleszek W, Jeziorski A, et
al. The nitrative and oxidative stress in blood platelets isolated from breast cancer
patients: the protectory action of aronia melanocarpa extract. Platelets. 2010;21(7):541-
8.

181. Ryszawa N, Kawczynska-Drozdz A, Pryjma J, Czesnikiewicz-Guzik M,
Adamek-Guzik T, Naruszewicz M, et al. Effects of novel plant antioxidants on platelet
superoxide production and aggregation in atherosclerosis. J Physiol Pharmacol.
2006;57(4):611-26.

182. Olas B, Wachowicz B, Tomczak A, Erler J, Stochmal A, Oleszek W.
Comparative anti-platelet and antioxidant properties of polyphenol-rich extracts from:
berries of Aronia melanocarpa, seeds of grape and bark of Yucca schidigera in vitro.
Platelets. 2008;19(1):70-7.

183. Luzak B, Golanski J, Rozalski M, Krajewska U, Olas B, Watala C. Extract from
Aronia melanocarpa fruits potentiates the inhibition of platelet aggregation in the
presence of endothelial cells. Arch Med Sci. 2010;6(2):141-4.

141



LITERATURA

184. Hadacek F, Bachmann G, Engelmeier D, Chobot V. Hormesis and a Chemical
Raison D'etre for Secondary Plant Metabolites. Dose Response. 2011;9(1):79-116.

185. Alessi MC, Juhan-Vague I. Metabolic syndrome, haemostasis and thrombosis.
Thromb Haemost. 2008;99(6):995-1000.

186. Williamson G, Barron D, Shimoi K, Terao J. In vitro biological properties of
flavonoid conjugates found in vivo. Free Radical Res. 2005;39(5):457-69.

187. Day AJ, Mellon F, Barron D, Sarrazin G, Morgan MRA, Williamson G. Human
metabolism of dietary flavonoids: ldentification of plasma metabolites of quercetin.
Free Radical Res. 2001;35(6):941-52.

188. Petri N, Tannergren C, Holst B, Mellon FA, Bao Y, Plumb GW, et al.
Absorption/metabolism of sulforaphane and quercetin, and regulation of phase Il
enzymes, in human jejunum in vivo. Drug Metab Dispos. 2003;31(6):805-13.

189. Vitaglione P, Donnarumma G, Napolitano A, Galvano F, Gallo A, Scalfi L, et
al. Protocatechuic acid is the major human metabolite of cyanidin-glucosides. J Nutr.
2007;137(9):2043-8.

190. Morand C, Crespy V, Manach C, Besson C, Demigné C, Rémésy C. Plasma
metabolites of quercetin and their antioxidant properties. Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol. 1998;275(1):R212-R9.

191. Kim K, Bae ON, Lim KM, Noh JY, Kang S, Chung KY, et al. Novel antiplatelet
activity of protocatechuic acid through the inhibition of high shear stress-induced
platelet aggregation. J Pharmacol Exp Ther. 2012;343(3):704-11.

192. Masella R, Santangelo C, D'Archivio M, Li Volti G, Giovannini C, Galvano F.
Protocatechuic acid and human disease prevention: biological activities and molecular
mechanisms. Curr Med Chem. 2012;19(18):2901-17.

193. Koller M, Wachtler P, David A, Muhr G, Koénig W. Arachidonic acid induces
DNA-fragmentation in  human polymorphonuclear neutrophil  granulocytes.
Inflammation. 1997;21(5):463-74.

194. Pompeia C, Freitas JJS, Kim JS, Zyngier SB, Curi R. Arachidonic acid
cytotoxicity in leukocytes: implications of oxidative stress and eicosanoid synthesis.
Biology of the Cell. 2002;94(4-5):251-65.

195. VanWijk MJ, VanBavel E, Sturk A, Nieuwland R. Microparticles in
cardiovascular diseases. Cardiovasc Res. 2003;59(2):277-87.

196. Din JN, Harding SA, Valerio CJ, Sarma J, Lyall K, Riemersma RA, et al.
Dietary intervention with oil rich fish reduces platelet-monocyte aggregation in man.
Atherosclerosis. 2008;197(1):290-6.

197. Michelson AD, Barnard MR, Krueger LA, Valeri CR, Furman MI. Circulating
monocyte-platelet aggregates are a more sensitive marker of in vivo platelet activation
than platelet surface P-Selectin: Studies in baboons, human coronary intervention, and
human acute myocardial infarction. Circulation. 2001;104(13):1533-7.

198. Kavtaradze NS, Alaniya MD, Aneli JN. Chemical Components of Urtica dioica
Growing in Georgia. Chemistry of Natural Compounds. 2001 2001/05/01;37(3):287-.

199. Natella F, Nardini M, Belelli F, Pignatelli P, Di Santo S, Ghiselli A, et al. Effect
of coffee drinking on platelets: inhibition of aggregation and phenols incorporation. Br J
Nutr. 2008;100(6):1276-82.

142



LITERATURA

200. Jirovetz L, Buchbauer G, Stoyanova AS, Georgiev EV, Damianova ST.
Composition, quality control, and antimicrobial activity of the essential oil of long-time
stored dill (Anethum graveolens L.) seeds from Bulgaria. J Agric Food Chem.
2003;51(13):3854-7.

201. Tognolini M, Barocelli E, Ballabeni V, Bruni R, Bianchi A, Chiavarini M, et al.
Comparative screening of plant essential oils: Phenylpropanoid moiety as basic core for
antiplatelet activity. Life Sci. 2006;78(13):1419-32.

202. Heber D. Pomegranate Ellagitannins. In: Benzie IFF, Wachtel-Galor S, editors.
Herbal medicine: Biomolecular and clinical aspects. 2nd ed. Boca Raton (FL): CRC
Press; 2011.

203. Aviram M, Dornfeld L, Rosenblat M, Volkova N, Kaplan M, Coleman R, et al.
Pomegranate juice consumption reduces oxidative stress, atherogenic modifications to
LDL, and platelet aggregation: studies in humans and in atherosclerotic apolipoprotein
E—deficient mice. Am J Clin Nutr. 2000;71(5):1062-76.

204. Al Awwadi NA, Borrot-Bouttefroy A, Umar A, Saucier C, Segur MC, Garreau
C, et al. Effect of Armagnac fractions on human platelet aggregation in vitro and on rat
arteriovenous shunt thrombosis in vivo probably not related only to polyphenols.
Thromb Res. 2007;119(4):407-13.

205. Tsang C, Smail NF, Almoosawi S, Davidson I, Al-Dujaili EAS. Intake of
polyphenol-rich pomegranate pure juice influences urinary glucocorticoids, blood
pressure and homeostasis model assessment of insulin resistance in human volunteers. J
Nutr Sci. 2012;1:1-9.

206. Weidtmann A, Scheithe R, Hrboticky N, Pietsch A, Lorenz R, Siess W. Mildly
oxidized LDL induces platelet aggregation through activation of phospholipase A2.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1995;15(8):1131-8.

207. Westerbacka J, Yki-Jarvinen H, Turpeinen A, Rissanen A, Vehkavaara S,
Syrjald M, et al. Inhibition of platelet-collagen interaction: An in vivo action of insulin
abolished by insulin resistance in obesity. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2002;22(1):167-72.

208. Hashemi M, Kelishadi R, Hashemipour M, Zakerameli A, Khavarian N,
Ghatrehsamani S, et al. Acute and long-term effects of grape and pomegranate juice
consumption on vascular reactivity in paediatric metabolic syndrome. Cardiol Young.
2010;20(1):73-7.

209. Joannides R, Haefeli WE, Linder L, Richard V, Bakkali EH, Thuillez C, et al.
Nitric oxide is responsible for flow-dependent dilatation of human peripheral conduit
arteries in vivo. Circulation. 1995;91(5):1314-9.

210. Gries A, Bode C, Peter K, Herr A, Bohrer H, Motsch J, et al. Inhaled nitric oxide
inhibits human platelet aggregation, P-Selectin expression, and fibrinogen binding in
vitro and in vivo. Circulation. 1998;97(15):1481-7.

211. Polagruto JA, Schramm DD, Wang-Polagruto JF, Lee L, Keen CL. Effects of
flavonoid-rich beverages on prostacyclin synthesis in humans and human aortic
endothelial cells: association with ex vivo platelet function. J Med Food. 2003;6(4):301-
8.

212. Granger DN, Rodrigues SF, Yildirim A, Senchenkova EY. Microvascular
responses to cardiovascular risk factors. Microcirculation. 2010;17(3):192-205.

143



LITERATURA

213. Wolfe KL, Liu RH. Structure-activity relationships of flavonoids in the cellular
antioxidant activity assay. J Agric Food Chem. 2008;56(18):8404-11.

214. Cheli F, Baldi A. Nutrition-Based Health: Cell-Based Bioassays for Food
Antioxidant Activity Evaluation. Journal of Food Science. 2011;76(9):R197-R205.

215. Danesi F, Saha S, Kroon PA, Glibetic M, Konic-Ristic A, D'Antuono LF, et al.
Bioactive-rich Sideritis scardica tea (mountain tea) is as potent as Camellia sinensis tea
at inducing cellular antioxidant defences and preventing oxidative stress. J Sci Food
Agric. 2013;(in press).

216. Sestili P, Martinelli C, Ricci D, Fraternale D, Bucchini A, Giamperi L, et al.
Cytoprotective effect of preparations from various parts of Punica granatum L. fruits in
oxidatively injured mammalian cells in comparison with their antioxidant capacity in
cell free systems. Pharm Res. 2007;56(1):18-26.

217. Slatnar A, Jakopic J, Stampar F, Veberic R, Jamnik P. The effect of bioactive
compounds on in vitro and in vivo antioxidant activity of different berry juices. PL0oS
One. 2012;7(10):e47880.

218. Galvano F, Vitaglione P, Li Volti G, Di Giacomo C, Gazzolo D, Vanella L, et al.
Protocatechuic acid: the missing human cyanidins' metabolite. Mol Nutr Food Res.
2008;52(3):386-7; author reply 8.

219. Nakamura Y, Torikai K, Ohto Y, Murakami A, Tanaka T, Ohigashi H. A simple
phenolic antioxidant protocatechuic acid enhances tumor promotion and oxidative stress
in female ICR mouse skin: dose-and timing-dependent enhancement and involvement of
bioactivation by tyrosinase. Carcinogenesis. 2000;21(10):1899-907.

220. Babich H, Sedletcaia A, Kenigsberg B. In vitro cytotoxicity of protocatechuic
acid to cultured human cells from oral tissue: involvement in oxidative stress.
Pharmacol Toxicol. 2002;91(5):245-53.

221. Shi GF, An LJ, Jiang B, Guan S, Bao YM. Alpinia protocatechuic acid protects
against oxidative damage in vitro and reduces oxidative stress in vivo. Neurosci Lett.
2006;403(3):206-10.

222. Vari R, D'Archivio M, Filesi C, Carotenuto S, Scazzocchio B, Santangelo C, et
al. Protocatechuic acid induces antioxidant/detoxifying enzyme expression through
JNK-mediated Nrf2 activation in murine macrophages. J Nutr Biochem.
2011;22(5):409-17.

223. Krotz F, Sohn H-Y, Pohl U. Reactive oxygen species: Players in the platelet
game. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004

24(11):1988-96.

224. Wachowicz B, Olas B, Zbikowska HM, Buczynski A. Generation of reactive
oxygen species in blood platelets. Platelets. 2002;13(3):175-82.

225. Essex DW, Li M. Redox modification of platelet glycoproteins. Current Drug
Targets. 2006;7(10):1233-41.

226. Kedzierska M, Olas B, Wachowicz B, Stochmal A, Oleszek W, Erler J. Changes
of platelet antioxidative enzymes during oxidative stress: the protective effect of
polyphenol-rich extract from berries of Aronia melanocarpa and grape seeds. Platelets.
2011;22(5):385-9.

144



LITERATURA

227. Salonen JT. Antioxidants and platelets. Ann Med. 1989;21(1):59-62.

228. Bialonska D, Kasimsetty SG, Khan SI, Ferreira D. Urolithins, intestinal
microbial metabolites of pomegranate ellagitannins, exhibit potent antioxidant activity
in a cell-based assay. J Agric Food Chem. 2009;57(21):10181-6.

229. Li JM, Podolsky RS, Rohrer MJ, Cutler BS, Massie MT, Barnard MR, et al.
Adhesion of activated platelets to venous endothelial cells is mediated via GPIIb/Illa. J
Surg Res. 1996;61(2):543-8.

230. Ware JA, Heistad DD. Seminars in medicine of the Beth Israel Hospital, Boston.
Platelet-endothelium interactions. N Engl J Med. 1993;328(9):628-35.

231. Chakrabarti S, Clutton P, Varghese S, Cox D, Mascelli MA, Freedman JE.
Glycoprotein llb/llla inhibition enhances platelet nitric oxide release. Thromb Res.
2004;113(3-4):225-33.

232. de Lange DW, Verhoef S, Gorter G, Kraaijenhagen RJ, van de Wiel A,
Akkerman JW. Polyphenolic grape extract inhibits platelet activation through PECAM-
1: an explanation for the French paradox. Alcohol Clin Exp Res. 2007;31(8):1308-14.

233.  Xu XX, Gao XH, Pan R, Lu D, Dai Y. A simple adhesion assay for studying
interactions between platelets and endothelial cells in vitro. Cytotechnology.
2010;62(1):17-22.

234. McDougall GJ, Ross HA, lkeji M, Stewart D. Berry extracts exert different
antiproliferative effects against cervical and colon cancer cells grown in vitro. J Agric
Food Chem. 2008;56(9):3016-23.

235. Seeram NP, Adams LS, Henning SM, Niu Y, Zhang Y, Nair MG, et al. In vitro
antiproliferative, apoptotic and antioxidant activities of punicalagin, ellagic acid and a
total pomegranate tannin extract are enhanced in combination with other polyphenols as
found in pomegranate juice. J Nutr Biochem. 2005;16(6):360-7.

236. Konrad L, Muller HH, Lenz C, Laubinger H, Aumuller G, Lichius JJ.
Antiproliferative effect on human prostate cancer cells by a stinging nettle root (Urtica
dioica) extract. Planta Med. 2000;66(1):44-7.

237. Yazdanparast R, Mianabadi M. The effect of the active component of
Dendrostellera lessertii on the adhesive property of human platelets and HL-60 cells.
Life Sci. 2004;75(6):733-9.

238. Cao Y, Cao R, Brakenhielm E. Antiangiogenic mechanisms of diet-derived
polyphenols. J Nutr Biochem. 2002;13(7):380-90.

239. Asensi M, Ortega A, Mena S, Feddi F, Estrela JM. Natural polyphenols in
cancer therapy. Crit Rev Cl Lab Sci. 2011;48(5-6):197-216.

240. Medina C, Jurasz P, Santos-Martinez MJ, Jeong SS, Mitsky T, Chen R, et al.
Platelet aggregation-induced by Caco-2 cells: Regulation by matrix metalloproteinase-2
and adenosine diphosphate. J Pharmacol Exp Ther. 2006;317(2):739-45.

145



BIOGRAFIJA

Aleksandra Koni¢-Risti¢ je rodena 3. avgusta 1975 u Leskovcu, gde je zavrsila
osnovnu Skolu i gimnaziju. Diplomirala je na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u
Beogradu 1. juna 2002. godine sa srednjom ocenom 9,6. Na istom fakultetu 7. oktobra
2011. godine odbranila je magistarsku tezu pod nazivom “Ispitivanje izotiocijanata iz
povrtarskih biljaka familije Brassicaceae i njihovog delovanja na proliferaciju malignih
¢elija in vitro” . Od oktobra 2002. godine do juna 2009. godine bila je zaposlena u
Institutu za bromatologiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu, a od jula 2009. godine
zaposlena je u Institutu za medicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu. Od 2002.
godine ucestuje u radu viSe projekata Ministarstva prosvete i nauke. Deo je
istrazivackog tima dva projekta Sedmog okvirnog programa Evropske komisije:
»oustainable exploitation of bioactive components from the Black Sea Area traditional
foods (BaSeFood) ” i “Beneficial effects of dietary bioative peptides and polyphenols on
cardiovascular health in humans (Bacchus)”, kao i bilateralnog projekta Republike
Srbije i Francuske pod nazivom “Identification of cellular and molecular targets of
plant bioactives on human blood cells: clinical and in-vitro studies”’. Uéestvuje i u radu
COST akcije Evropske komisije pod nazivom “Improving health properties of food by
sharing our knowledge on the digestive process (Infogest)”. U okviru kraéih
istrazivackih poseta boravila je u Institutu za istrazivanje hrane u Norvicu, u Velikoj
Britaniji, i Nacionalnom institutu za agronomska istrazivanja u Klermon-Feranu, u
Francuskoj. Autor je i koautor 18 radova publikovanih u medunarodnim ¢asopisima, od
kojih je 8 publikovano u vrhunskim medunarodnim casopisima. Jedan je od koautora
poglavlja u knjigama ,,Materia Medica for various cancers: Evidence-based anticancer
complementary and alternative medicine 2” i ,,Phytochemicals: Occurrence in Nature,
Health Effects and Antioxidant Properties”. Clan je Saveza farmaceutskih udruZenja
Srbije, Srpskog drustva za ishranu i Srpskog drustva istrazivaca raka. Govori engleski

jezik.



Objavljeni i saopsteni rezultati koji ¢ine deo doktorske disertacije

Radovi objavljeni u medunarodnim ¢asopisima

1.

Konié-Ristié¢ A, Savikin K, Zduni¢ G, Jankovi¢ T, Juranic Z, Menkovié¢ N,
Stankovi¢ 1. Biological activity and chemical composition of different berry juices
Food Chem. 2011;125(4):1412-1417,

Koni¢ Risti¢ A, Srdi¢-Raji¢ T, Kardum N, Glibeti¢ M Biological activity of
Aronia melanocarpa antioxidants pre-screening in an intervention study design J
Serb Chem Soc. 2013;78 (3):429-443;

Saopstenja sa medunarodnih skupova

1.

Glibetic M, Konic-Ristic A, Srdic-Rajic T, Kardum N, Kroon PA, Hollands W,
Boyko N. Acute effects of hot water infusions of mountain tea, nettle and dill on
platelet function in subjects with metabolic syndrome: a randomised controlled
intervention study. Traditional Food International 2012, 4-5" October, 2012.,
Cesena, Italy

Konic-Ristic A, Glibetic M, Srdic-Rajic T, Kardum N, Kroon PA, Hollands W.
Effects of 6-week of pomegranate juice consumption on platelet function in
subjects with metabolic syndrome: a randomised controlled intervention study.
Traditional Food International 2012, 4-5™ October, 2012., Cesena, Italy

Srdic-Rajic T, Konic-Ristic A, Arsi¢ A, Zec M, Stojanovi¢ F, Kardum D. Effect of
acute intake of Aronia melanocarpa juice on antioxidative status and platelet
function-ex vivo study. 11th FENS European Nutrition Conference, 26-29th
October, 2011, Madrid, Spain. Abstract book, p.339, pp.27/473.

Kardum N, Konic-Ristic A, Glibetic M, Srdic-Rajic T, Kroon PA, Hollands W,
Woodcock M, Boyko N. Effects of 6 weeks of pomegranate juice consumption on
cardiovascular disease risk biomarkers in subjects with metabolic syndrome: a
randomised controlled intervention study. Traditional Food International 2012, 4-
5" October, 2012., Cesena, Italy.

Konic-Ristic A, Stanojkovic T, Srdic-Rajic T, Zdunic G, Savikin K, Glibetic M.
Anti-proliferative and cell-cycle effects of chokeberry and pomegranate juices on
colon cancer cells in vitro. 11th FENS European Nutrition Conference, 26-29th
October, 2011, Madrid, Spain. Abstract book, p.364, pp. 27/783.




Mpwnor 1.

U3jaBa 0 ayTopCTBY

[MoTnncanu-a Anekcangpa Konuh Puctuh

6poj uHaekca /

Usjarrbyjem
[a je [oKTopCcKa AncepTauuja nog HacrnoBom

YTuuaj 6urbHux nonudeHona Ha akTuBaumjy TpomboLmuTa U HUXOBY arperavujy
ca henujama engorena, KpBHUM U ManurHium henujama

o pe3ynrtart ConcTtBeHOr UCTPpaXXuBa4vKor pana,

o [a npeanoxeHa guceprauuja y LENVHU HX Y AenosumMa Huje buna npennoxeHa
3a pobujare OuMno koje gunnome npema CTYAWCKUM nporpamuma  apyrmx
BM1COKOLLIKOFICKMX YCTaHOBA,

o [a Cy pe3yntaTt KOPEeKTHO HaBeoeHU U

®© [a HUCaM KpluMo/ria ayTopcka npaBa W KOPUCTMO WHTENEeKTyarHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

Motnuc AOKTOopaHaa

%ww% it D]

Y beorpagy, 10.05.2013.




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTM LWITaMMaHe U efieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa Anekcangpa KoHnh Puctuh

bpoj nHaekca /

Cryamjckm nporpam __bpomaTtonoruja

HacnoB paga YTuuaj burbHux nonudeHona Ha aktusauuvjy TpomboumuTa n HUXoBy
arperauujy ca henvjama eHgoTena, KpBHUM U ManuriuMm henuvjama

MenTop Op WeaH CtankoBuh, pegoBHu npodecop PapmavieyTckor pakynreta
YHuBepsauteta y beorpagy

Motnucann/a Anekcangpa Konuh Puctuh

MsjaBrbyjemMm ga je wtamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr pafa MCTOBETHA eNieKTPOHCKO]
BEp3vju Kojy cam npepgao/ma 3a objaBrbmBake Ha noprtany JAurutanHor
pero3uTtopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[ossorbaBam fa ce objaBe MOjM NUYHM Nojaum BesaHW 3a fobujartbe akagemckor
3Baka AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe U Npe3nme, roguMHa u Mecto poherwa v gatym
oabpaHe paga.

OBn nNnYHM nogaum mory ce o06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama AurutarnHe
BubrnivoTeke, y eNeKTpoOHCKOM kaTanory u y nybnukauujama YHusepsuTeta y beorpaay.

MoTnuc AOKTOpaHAa

Y Bbeorpaay, 10.05.2013.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® pa y [durutanHu
penosutopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noj
HacrnoBoM:

YTuuaj oursHux nonmdeHona Ha akTuBaLujy Tpomb6oumUTa U HUXOBY arperauujy
ca henujama eHgoTena, KpBHUM U Manurium henujama

Koja je Moje ayTopCKo Aerno.

OuncepTauujy ca CBUM Npunosuma npegao/na cam y enekTpoHckoM dopmaty norogHoM
3a TpajHO apXMBUpaH-E.

Mojy [oOKTOpCKY gucepTtauujy noxpaweHy y durntanHu penosutopujym YHUBep3uTeTa
y Beorpagy mory fa kopucte cBu Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Ttuny
nunueHue KpeatmsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oarny4duo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEpPLMjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage -
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjarnHo — AenuTy nog UCTum ycrnosmma
5. Aytopcteo — 6es npepage
6. AyTOpCTBO — [€nuTn Nop UCTUM ycrnosuma

(MonumMo pa 3aokpyxuTe camo jefHy of LWecT MOoHYReHuX nuueHuW, KpaTak onuc
nuueHumM aart je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpagy, 10.05.2013.




1. AytopcTBO - [lo3BOrbasaTe ymMHOXasawbe, AMCTPUbyLujy n jaBHO caoriiTaBame
Aena, u npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH oppefeH of cTpaHe ayTopa
unu gaeaoua nuueHue, Yak u y komepuujante cepxe. OBo je HajcnobogHuja ofl CBUX
NALEHLMU.

2. AyTopCTBO — HekoMepumjanHo. [1o3BorbaBaTte yMHOXaBarbe, AUCTpubyLmnjy 1 jaBHo
caoniiTaBare fAena, u npepaje, ako ce Haeefe ume aytopa Ha HauuH ofpefheH of
cTpaHe ayTtopa uny gasaoua nuuedHue. Osa nuueHua He [03BorbaBa KoMepuujanyy
yrnotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 0e3 npepage. [losBorbaBare YyMHOXaBawe,
anctpubyumjy m jaBHO caonwiTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara wunu
ynotpebe gena y CBOM fefy, ako Ce Hasefe nMe ayTopa Ha HauvH ogpefleH of
cTpaHe ayTopa wnu pasaoua nuueHue. OBa nuULEHLa He [O03BOMbaBa KOMepLIMjanHy
yrnotpeby gena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHLe, OBOM NULEHLOM Ce orpaHuyasa
Hajsehu obum npaea kopuiwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLujanHo — AenuTtu nog uctum ycnosuma. [lossorbasarte
YMHOXaBame, AuCcTpudbyuunjy u jaBHo caoniwiTaBare Aena, n npepage, ako ce HaBene
uMe aytopa Ha HauuH ofpeheH of CTpaHe ayTopa win Jasaola nuueHUe u ako ce
npepaga auctpubyupa nog WCTOM wUnu crnMyHom nuvueHuoMm. OBa nuueHla He
[03BOrbaBa KoMmepLmjandy ynotpeby nena u npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUbYLMjy v jaBHO
caoniTaBake Aena, 6es npomeHa, npeobnukoBara uni ynotpebe fena y cBoM Aery,
ako ce HaBeje vMme ayTtopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wnm fasaola
nnueHye. Osa nuiieHua Jo3Borbasa komepuujandy ynotpeby gena.

6. AyTOopCcTBO - denutu nog wuctum  ycrnosuma. [losBorbaBarte yMHOXKaBarbe,
anctpubyunjy 1 jaBHo caoniwiTaBame Aena, U npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha
HaumH oppefeH of cTpaHe aytopa WnvM JaBaola NuUeHLe M ako ce npepaja
anctpubyumpa nopg WMCTOM unu  cnuuHomM  nuueduom. OBa nuueHua [03BOSbaBa
komepuujanHy ynotpeby pgena u npepaga. CnuuHa je codpTBEPCKMM nuLEeHLama,
O[JHOCHO NuUEHL{aMa OTBOPEHOT Koaa.



