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Uticaj biljnih polifenola na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa 

ćelijama endotela, krvnim i malignim ćelijama 

 

REZIME 

Trombociti imaju važnu ulogu u patogenezi kardiovaskularnih i malignih bolesti. 

Uticaj biološki aktivnih sastojaka namirnica na aktivaciju trombocita i njihovu 

heterotipsku agregaciju predstavlja jedan od potencijalnih mehanizama njihove uloge u 

prevenciji hroničnih bolesti i promociji zdravlja. Rezultati interventnih dijetarnih studija 

potvrđuju uticaj polifenola na funkciju trombocita. Protočna citometrija predstavlja 

jednu od najoptimalnijih metoda ispitivanja uticaja dijetarnih sastojaka na trombocite. 

Osnovni cilj doktorske disertacije je ispitivanje uticaja biljaka koje sadrže polifenole 

na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa leukocitima, u in vitro 

eksperimentalnim uslovima, kao i nakon konzumacije namirnica biljnog porekla, koje 

predstavljaju dijetarni izvor polifenola.  

Primenom protočne citometrije pokazano je da u in vitro eksperimentalnim 

uslovima svi ispitivani ekstrakti (ekstrakt koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, 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 metaboličkim sindromom. Na najveći broj parametara 

delovali su ekstrakti kelja i mirođije, a u tom smislu najmanje izraženo delovanje 

pokazao je ekstrakt nara. 

Ispitivanjem delovanja metabolita pokazano je da svi ispitivani metaboliti: 

kvercetin-3-glukuronid, 3’-metil-kvercetin-3-glukuronid, kvercetin-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 

metaboličkim sindromom. Sulforafan-cistein-glicin delovao je na veći broj parametara u 

odnosu na metabolite kvercetina. Delovanje 3’-metil-kvercetin-3-glukuronida bilo je 

izraženije 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 praćen 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 ćelije. 

Konzumacija čaja od koprive, čaja od mirođije i šarplaninskog čaja uticala je na 

ekspresiju pojedinih markera aktivacije, ali ne i na agregaciju trombocita sa monocitima 

i neutrofilima. Poređenjem delovanja jednokratne konzumacije ovih čajeva pokazano je 

da je konzumacija čaja od mirođije dovela je do promene najvećeg 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 

GPIIb-IIIa na trombocitima i procenat agregata trombocita i neutrofila. 

Ekstrakti koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara, japanske jabuke, pored 

antioksidativne aktivnosti određene hemijskim metodama, pokazuju i antioksidativno 

delovanje primenom ćelijskih modela, smanjujući nivo reaktivnih vrsta kiseonika u 

eritrocitima izloženim delovanju vodonik peroksida i trombocitima izloženim delovanju 

adenozin-difosfata. Delovanjem na trombocite, ispitivani esktrakti dovode i do 

smanjenja agregacije trombocita sa HeLa ćelijama, porekla iz malignog karcinoma 

grlića materice. 

Rezultati dobijeni u okviru ovog istraživanja ukazuju na potencijalno delovanje 

ispitivanih namirnica u prevenciji nepovoljnih uticaja faktora sredine na trombocite, 

uključujući i uticaj neodgovarajuće dijete i nepravilnog režima ishrane. Shodno tome, 

ispitivane namirnice, kao sastavni deo optimalne dijete, imaju značajnu ulogu u 

očuvanju kardiovaskularnog zdravlja. 

Ključne reči: polifenoli; trombociti; protočna citometrija; aktivacija; agregacija; 

Naučna oblast: Farmacija 

Uža naučna oblast: Hemija hrane i dijetetskih proizvoda 

UDK broj: 612.392.7 : 547.56 : 611.018.52 (043.3) 

 



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, kale, 

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 GPIIb-IIIa 

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 HeLa 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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1 

UVOD 

1.1. TROMBOCITI  

Trombociti su krvne ćelije bez jedra i formiraju se u koštanoj srži iz 

megakariocita. Predstavljaju najmanje krvne ćelije, diskoidnog oblika i prečnika 2-5 

µm. Prosečan životni vek trombocita u cirkulaciji je 7-10 dana, a njihov optimalan broj 

iznosi 150 - 450 x 10
9
/L krvi (1, 2). 

U fiziološkim uslovima trombociti imaju ključnu ulogu u jednom od 

najznačajnijih homestatskih mehanizama– hemostazi, procesu zaustavljanja krvarenja 

nakon oštećenja zida krvnog suda i narušavanja njegovog integriteta. Hemostatski 

proces se zasniva na adheziji trombocita za molekule subendotelnog ekstraćelijskog 

matriksa oštećenog krvnog suda, njihovoj aktivaciji, formiranju agregata trombocita i 

trombocitnog čepa. U patološkim stanjima, povećana aktivacija trombocita i sklonost ka 

agregaciji ima važnu ulogu u etiologiji i patogenezi koronarnih, perifernih i cerebralnih 

vaskularnih bolesti. Interakcija hiperaktivnih trombocita sa ćelijama endotela krvnih 

sudova i drugim trombocitima može dovesti do formiranja arterijskih trombova (3). 

Poremećaj funkcije trombocita takođe doprinosi etiopatogenezi ateroskleroze i 

predloženi mehanizmi uključuju interakciju aktiviranih trombocita sa ćelijama endotela, 

granulocitima, monocitima i makrofagama (4), kao i efekte posredovane trombocitnim 

hemokinima, proinflamatornim faktorima i mikropartikulama (5). 

Pored uloge u etiopatogenezi kardiovaskularnih bolesti, najnovija istraživanja 

ukazuju i na značajnu ulogu trombocita u nastanku i razvoju malignih bolesti (6), 

hroničnih 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 fiziološkim uslovima i patološkim stanjima zasniva se na 

njihovim specifičnim morfološkim karakteristikama. Kada napuste kostnu srž i dospeju 

u cirkulaciju, trombociti cirkulišu u sloju najbližem površini krvnog suda. Ovakvo 

kretanje unutar lumena, kao posledica malih dimenzija ćelija, njihovog specifičnog 

oblika, kao i hemodinamskih i reoloških karakteristika krvi ključno je za proces 

hemostaze. Ukoliko u cirkulaciji ne dođu u kontakt sa bilo kojim od fizioloških 
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agonista, trombociti završavaju svoj životni vek u neaktiviranom obliku, dospevajući do 

ćelija retikularno-endotelijalnog sistema (11). U suprotnom, kao odgovor na 

promenjene uslove sredine kojima su izloženi, 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, „mirujuće“ trombocite su promena oblika, 

odnosno formiranje višestrukih pseudopoda (Slika 1) i ekspresija specifičnih receptora 

na površini.  

 (a)  (b) 

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

Slika 1. Neaktivirani trombociti glatke površine 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 sadrže veliki broj pre-sintetisanih 

molekula i struktura, raspoloživih da se ispolje i ostvare svoje funkcije kao odgovor na 

određene patološke promene u organizmu.  

Osnovnu strukturu trombocita čine tri zone: periferna zona, „sol–gel“ zona i 

zona organela (12).  

Perifernu zonu čine plazma membrana, sastavljena od spoljašnjeg omotača –

glikokaliksa i unutrašnjeg lipidnog dvosloja, i sub-membranski sloj, u kome su smešteni 

kontraktilni filamenti. Važnu karakteristiku strukture trombocita predstavljaju brojna 

cevasta udubljenja na površini, invaginacije plazma membrane, koje čine takozvani 

"kanalikularni sistem povezan sa površinom" (eng. surface-connected canalicular 

system - SCCS). Ovaj sistem predstavlja “rezervnu” raspoloživu membranu trombocita, 

specifične građe i funkcije, neophodnu za promenu oblika i ekspresiju specifičnih 

površinskih molekula nakon aktivacije. Na površini glikokaliksa nalaze se receptori za 

različite fiziološke 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 (TxA2), epinefrin, serotonin i glikozil-transferazu. U nivou 
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submembranskog sloja citoplazmatski domeni ovih receptora stupaju u interakciju sa 

proteinima uključenim u prenošenje signala tokom procesa aktivacije trombocita i 

kontraktilnim proteinima citoskeleta koji učestvuju u translokaciji pojedinih 

receptorskih kompleksa iz unutrašnjosti na površinu trombocita, nakon aktivacije. 

Periferna zona ima ključnu ulogu u procesu adhezije, aktivacije i agregacije, jer 

predstavlja mesto prvog kontakta trombocita sa spoljašnjom sredinom i potencijalnim 

aktivacionim stimulusima (12). 

U „sol–gel“ zoni ispresecanoj kanalima SCCS koji se prostiru sa površine, 

nalaze se mikrotubule i mikrofilamenti, kao deo citoskeleta i kontraktilni aparat 

trombocita, uključeni u proces promene oblika prilikom aktivacije i kontrakciji 

trombocita prilikom formiranja trombocitnog čepa (12). 

U zoni organela se, pored mitohondrija i lizozoma, nalaze i specifične organele 

trombocita: α-granule i „guste“ granule, u kojima su smešteni molekuli od ključnog 

značaja za funkciju trombocita u fiziološkim i patološkim stanjima. Najbrojnije 

organele u trombocitima (40-80 po trombocitu) su α-granule u kojima su smešteni 

adhezivni proteini: P-selektin, vWF, TSP, fibrinogen, integrin IIb3; trombocitni 

hemokini: trombocitni faktor 4 (eng. platelet factor 4 –PF 4), makrofagni inflamatorni 

protein 1 α (eng. macrophage inflammatory protein 1 α – MIP-1 α ), RANTES molekuli 

(eng. „Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted“), monocitni 

hemotaktični protein 3 (eng. monocyte chemotactic protein 3, MCP-3) i interleukin 8; 

faktori koagulacije V i VIII; faktori fibrinolitičkog 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), transformišući faktor rasta  (eng. transforming growth factor - TGF); 

epidermalni faktor rasta, faktor rasta hepatocita, insulinu-sličan faktor rasta-1, faktori 

rasta vaskularnog endotela A i C (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF). 

Nakon aktivacije trombocita dolazi do fuzije prethodno odvojenih α-granula i 

oslobađanja njihovog sadržaja preko kanala SCCS, na površinu trombocita i u 

cirkulaciju. U „gustim“ granulama smešteni su: adenozin-difosfat (eng. adenosin 

diphosphate – ADP), autokrini agonisti trombocitnih receptora; joni kalcijuma i 

magnezijuma (Ca
2+

), drugi nukleotidi i serotonin (12, 13). 

Interakcija trombocita i spoljašnje sredine ostvaruje se posredstvom velikog 

broja receptora. Receptori prisutni na površini trombocita razlikuju se po strukturi, 
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funkciji, broju, po tome da li su prisutni na površini „mirujućih“ trombocita ili se 

eksprimiraju kao odgovor na aktivaciju i funkcionišu kao adhezioni molekuli (14).  

Transmembranski receptori za fiziološke agoniste prisutni su na površini 

„mirujućih“ trombocita. Najveći broj ovih receptora pripada familiji G-protein 

kuplovanih receptora (eng. G-protein coupled receptors- GPCR) uključujući receptore 

koji vezuju trombin (PAR1, PAR2, PAR4), ADP (P2Y1 i P2Y12), prostaglandine 

(receptor za TXA2 i PGE2), lipide (receptori za PAF i lizo-fosfatidnu kiselinu), 

hemokine, vazopresin, epinefrin (2-adrenergički receptor), serotonin (5-HT2A). 

Posebnu važnost imaju receptori za trombin, s obzirom na ključnu ulogu trombina u 

hemostazi, i ADP, s obzirom na prisustvo ovog molekula u „gustim“ granulama 

trombocita i autokrinog agonističkog delovanja. Autokrino delovanje ima i tromboksan 

A2 (TxA2). U inhibitorne receptore GPCR familije spadaju receptori za prostaglandin I2 

(prostaciklin) (14).  

Familiji receptora sa domenima bogatim leucinom (eng. leucine rich repeat - 

LRR) pripada receptorski kompleks GPIb/IX/V. U uslovima povećanog napona 

smicanja (eng. shear stress), kome su izloženi trombociti, ostale krvne ćelije i ćelije 

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, M2 integrinima na površini leukocita i P-

selektinom na površini aktiviranih endotelnih ćelija i trombocita, učestvuje u aktivaciji 

GPIIb-IIIa receptora i prokoagulatornoj funkciji trombocita vezivanjem trombina i 

pojedinih faktora koagulacije, kao i u regulaciji oblika i veličine trombocita i uklanjanju 

trombocita iz cirkulacije ćelijama retikularno-endotelijalnog sistema (16).  

Familiji integrina pripada glikoprotein 21 (GP Ia-IIb na trombocitima, VLA2 na 

leukocitima), koji predstavlja receptor trombocita za kolagen (14). U indirektne 

receptore za kolagen spadaju GPVI, koji pripada superfamiliji imunoglobulina i čije je 

vezivanje zavisno od vezivanja kolagena za GPIa-IIb, i GPIb/IX/V za čiju se GPV 

jedinicu vezuje kolagen samo ukoliko je za Ib jedinicu vezan vWF. 

 Nakon niza signalnih događaja prouzrokovanih delovanjem agonista i njihovom 

interakcijom sa odgovarajućim receptorima, na površini 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 već prisutnih na površini neaktiviranih trombocita (GPIIb-IIIa) 

ili predstavljaju glikoproteine prisutne u granulama neaktiviranih trombocita koji će se 

naći na površini nakon aktivacije (P-selektin). S obzirom da se nalaze isklučivo na 

površini aktiviranih trombocita, ovi receptori se koriste kao markeri njihove aktivacije.  

Glikoprotein IIb3 (GPIIb-IIIa kompleks) pripada porodici integrina i 

karakterističan je isključivo za trombocite. Na jednoj ćeliji se u proseku nalazi 50000-

80000 kopija ovog glikoproteina. S obzirom da je prisutan jedino na površini trombocita 

i megakariocita, i IIb subjedinica (CD41) i 3 subjedinica (CD61) ovog integrina 

koriste se kao pan-trombocitni markeri tj. u analizi ćelija periferne krvi, trombociti se 

diferenciraju u odnosu na ostale populacije ćelija na osnovu njihovog prisustva na 

površini. Intergin IIb3 ima funkciju receptora. Na “mirujućim” trombocitima integrin 

IIb3 nalazi se u neaktivnom obliku. Aktivacijom trombocita različitim agonistima 

(trombin, ADP, kolagen, vWF, TxA2) dolazi do niza signalnih događaja koji dovode do 

konformacionih promena u IIb3 kompleksu i on prelazi u aktivno stanje, stanje 

povećanog afiniteta i aviditeta za ligande. Ključna uloga aktivnog oblika GPIIb-IIIa 

receptora je uloga u agregaciji trombocita vezivanjem za osnovne ekstraćelijske ligande, 

fibrinogen i vWF. Vezivanjem jednog molekula liganda za receptore na površini dva 

trombocita, formiraju se unakrsne veze i propagira agreagacija trombocita. 

Prepoznavanje vitronektina, fibronektina i trombospondina kao liganda od strane GPIIb-

IIIa ima dodatnu ulogu u adheziji trombocita za subendotelijalni matriks i njihovoj 

agregaciji (17). 

P-selektin je glikoprotein konstitutivno prisutan u α-granulama trombocita. 

Nakon stimulacije trombocita agonistima, P-selektin se oslobađa iz ovih granula i putem 

sistema kanala SCCS dospeva na površinu trombocita i eksprimiran na površini ima 

funkciju receptora. Osnovni ligand P-selektina je PSGL-1 (od eng. P-selectin 

glycoprotein ligand) prisutan na površini svih leukocita. Aktivna uloga P-selektina u 

patogenezi tromboze, u koagulaciji i ključna uloga u patogenezi ateroskleroze zasniva 

se pre svega na učešću u regrutovanju leukocita, pre svega monocita, u okviru 

inflamatorne komponente aterosklerotskog procesa i posredovana je interakcijom 

između P-selektina i molekula PSGL-1. Studije na animalnim modelima pokazale su da 

inhibicija formiranja P-selektin/PSGL-1 kompleksa pospešuje endogenu fibrinolizu i 

arterijsku trombolizu, kao i da smanjuje intenzitet procesa ukjučenih u razvoj 

aterosklerotskih promena na krvnim sudovima, uključujući proliferaciju glatkih 
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mišićnih ćelija, aktivaciju makrofaga, akumulaciju estara holesterola u makrofagama i 

formiranje aterosklerotskog plaka (18). 

Učešće pojedinih receptora na površini aktiviranih trombocita, aktiviranih 

endotelnih ćelija i leukocita u njihovoj međusobnoj interakciji prikazano je na Slici 2. 

 

Slika 2. Interakcija između trombocita, leukocita i endotelnih ćelija 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 najčešći uzrok morbiditeta i mortaliteta u 

svetu. Prema najnovijim statističkim podacima u Evropi je čak 46% smrtnih slučajeva 

posledica KVB. 

Osnovni uzročnici kardiovaskularnih bolesti su ateroskleroza i tromboza. Uloga 

trombocita u etiopatogenezi ateroskleroze i tromboze zasniva se na interakciji 

aktiviranih trombocita sa drugim trombocitima, ćelijama endotela, granulocitima, 
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monocitima i makrofagama, kao i delovanju trombocitnih hemokina, proinflamatornih 

faktora i mikropartikula, koji se oslobađaju nakon aktivacije (5). 

U inicijalnoj interakciji trombocita sa endotelnim ćelijama ključnu ulogu ima P-

selektin, mada se čvrsta veza između endotelnih ćelija i trombocita, pokazana u in vitro 

uslovima, uspostavlja preko GPIIb-IIIa. Postoji više potencijalnih mehanizama kojima 

se ostvaruje uticaj interakcije trombocita i endotelnih ćelija u nastanku i razvoju 

ateroskleroze. Najverovatnije je da sloj trombocita, koji se formira na mestu oštećenog 

krvnog suda, ili sporadično 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 moguće indirektno vezivanje GPIIb-IIIa 

receptora za integrine leukocita, preko proteina plazme. Monociti, kao jedna od 

populacija leukocita, imaju kompetitivnu prednost u odnosu na ostale populacije, mada 

molekularne osnove još uvek nisu poznate (21). Životni vek nastalih agregata monocita 

i trombocita je ograničen i brojni eksperimenti pokazali su da on u proseku iznosi 2-3 h, 

koliko je i životni vek P-selektina na površini aktiviranih trombocita. Najverovatnije sa 

“otpadanjem” P-selektina sa površine trombocita dolazi i do odvajanja nastalih 

agregata. Međutim, vezivanjem za monocite trombociti prouzrokuju niz promena u 

ovim ćelijama koje utiču na ulogu monocita u procesu ateroskleroze. Vezivanjem 

trombocita za leukocite dolazi do aktivacije integrina Mac-1 i VLA-1 na leukocitima, 

povećanja 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 α), interleukina-8, MCP-1. Sve ovo doprinosi razvoju inflamatornih i 

prokoagulatornih procesa uključenih u patogenezu kardiovaskularnih bolesti (5, 22). 

Najznačajnija uloga trombocita u patogenezi ateroskleroze zasniva se na njihovom 

vezivanju za monocite. 

Uloga trombocitnih hemokina u aterosklerozi i vaskularnom remodelovanju je 

višestruka. Najzastupljeniji protein α-granula trombocita, PF 4, ima hemotaktično 

delovanje na monocite i druge leukocite i stimuliše vezivanje oksidovanog LDL-a za 

endotelne i glatke mišićne ćelije krvnog suda. RANTES molekul i MIP-1 snažni su 

hemoatraktanti T-limfocita i monocita. Osnovni faktor rasta trombocita, PDGF, pored 

hemotaktičnog delovanja na monocite, stimuliše migraciju i proliferaciju glatkih 

mišićnih ćelija zida krvnog suda (23). Važnu ulogu ima i ligand za CD40 receptor 



UVOD 

 

8 

(CD40L), koji je takođe prisutan u granulama trombocita. Njegova sekrecija, nakon 

aktivacije trombocita, indukuje niz inflamatornih reakcija u endotelnim ćelijama 

uključujući 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 

učestvuju u regrutovanju leukocita. Vezivanje CD40 L za CD40 receptor na površini 

makrofaga, endotelnih i glatkih mišićnih ćelija krvnog suda inicira i ekspresiju 

matriksnih metalo-proteinaza, koje takođe učestvuju u procesu aterogeneze (24).  

Na osnovu definicije Američke asocijacije za srce (eng. American Heart 

Association - AHA) faktori rizika za nastanak bolesti, uključujući i KVB, predstavljaju 

“merljive biološke karakteristike individue koje prethode dobro definisanom ishodu te 

bolesti (npr. infarktu miokarda), predviđaju taj ishod i nalaze se na direktnom 

biološkom uzročnom putu tog ishoda”. Za razliku od faktora rizika, AHA definiše 

biomarker kao „biološki indikator procesa uključenih u razvoj određene bolesti koji 

mogu, ili ne, biti uzrok nastanka te bolesti” (25). Osnovni cilj definisanja faktora rizika 

u odnosu na biomarkere je identifikovanje pojedinaca sa povećanim rizikom kao ciljne 

grupe primene preventivnih mera u oblasti javnog zdravlja. 

Nezavisni faktori rizika za nastanak KVB obuhvataju faktore podložne 

promenama: pušenje, hipertenziju, dislipidemiju, gojaznost, hiperglikemiju, fizičku 

neaktivnost, neadekvatnu ishranu i nepromenljive: starost, pol i porodičnu anamnezu 

KVB (26). Pored  navedenih „tradicionalnih“ faktora rizika, u nove, „netradicionalne“ 

faktore rizika spadaju povišen nivo C-reaktivnog proteina, triglicerida, interleukina-6, 

fibrinogena, homocisteina (25).  

Povećan procenat aktiviranih trombocita prisutan je kod pacijenata sa 

hiperholesterolemijom (27), hipertenzijom (28), kod pušača (29), pacijenata sa 

šećernom bolešću (30) i metaboličkim sindromom (31). Pored povećanog broja 

aktiviranih trombocita, prisustvo pojedinih faktora rizika KVB povezano je i sa hiper-

reaktivnošću trombocita, odnosno povećanom aktivacijom trombocita pri delovanju 

niskih koncentracije agonista, u odnosu na aktivaciju kod zdravih osoba. Pokazano je da 

hiper-reaktivnost trombocita, odnosno povećana ekspresija P-selektina pri delovanju 

niskih, suboptimalnih koncentracija ADP, direktno koreliše sa incidencom akutnih 

kardiovaskularnih događaja, infarkta i šloga, kod pacijenata sa koronarnom arterijskom 

bolešću, ali i pacijenata sa dijabetesom tip II (32). Na osnovu predloženog, poremećaj 

funkcije trombocita ne smatra se isključivo biomarkerom akutnih kardiovaskularnih 

bolesti, već predstavlja i biomarker rizika za nastanak i razvoj ateroskleroze i KVB, na 
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osnovu čega 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 epidemioloških studija i brojnih eksperimenata u in vitro uslovima i 

na animalnim modelima, pokazano je da trombociti imaju veliki značaj u patogenezi i 

progresiji malignih bolesti. Interakcija trombocita i malignih ćelija značajno doprinosi i 

razvoju malignog procesa i stanjima povećane aktivacije trombocita, hiperkoagulacije i 

trombocitopenije, kao čestih pratećih simptoma malignih bolesti.  

Aktivacija trombocita, prisutna kod malignih bolesti, posredovana je trombinom 

koji oslobađaju maligne ćelije, ADP-om porekla iz malignih ćelija ili trombocita, i 

tromboksanom A2 iz trombocita. Trombin, prisutan na površini aktiviranih trombocita, 

stimuliše direktnu agregaciju sa malignim ćelijama, koja zavisi od ekspresije GPIIb-IIIa 

i prisustva fibronektina i vWF. Sekvestracija trombocitima omogućava malignim 

ćelijama da izbegnu mehanizme imunološke kontrole tumorskog procesa i doprinosi 

njihovom metastatskom potencijalu. Aktivirani trombociti oslobađaju faktore rasta 

tumora (PDGF) i faktore angiogeneze (VEGF i angiopoetin-1). VEGF je najverovatnije 

odgovoran za povećanje permeabilnosti endotela i ekstravazaciju tumora. 

Ekstravazacija tumorskih ćelija i njihov metastatski potencijal direktno je srazmeran 

njihovoj sklonosti da vezuju trombocite, odnosno formiraju agregate. Vezivanje 

agregata tumorskih ćelija i endotelnih ćelija u inicijalnim fazama ovog procesa 

posredovano je P-selektinom (6, 33). 

Značaj uloge trombocita u nastanku i progresiji malignog procesa potvrđen je i 

antitumorskim efektima trombinskih inhibitora i prostaciklina. Epidemiološke studije 

takođe pokazuju da acetil-salicilna kiselina smanjuje prevalencu više tipova kancera 

(34) i potencijalni mehanizmi pored inhibicije ciklooksigenaze, uključuju i direktno 

delovanje na metastatski proces (35), mada uticaj aspirina na preživljavanje pacijenata 

nije potvrđeno. 

Najnovija saznanja o ulozi trombocita u nastanku i progresiji malignog procesa 

otvaraju novu oblast istraživanja 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 

odgovarajućih biomarkera najčešće je posledica dugotrajnih nepravilnih obrazaca u 

ishrani, odnosno nepravilnog režima ishrane i neoptimalne, neizbalansirane dijete (37, 

38). Faktori rizika, pre svega, ukazuju na poremećaj u homeostazi brojnih biomolekula, 

činilaca faktora rizika, pri čemu dolazi do poremećaja njihovog statusa i ispoljavanja 

neželjenih efekata. Prisustvo ovih faktora povezano je i sa poremećajima u funkciji 

trombocita, najverovatnije kao posledica direktnog delovanja relevantnih biomolekula 

na trombocite. U eksperimentalnim uslovima pokazano je da do povećanja aktivacije i 

agregacije trombocita dolazi pri povećanju koncentracije glukoze (39), LDL i VLDL-

holesterola (40), leptina (41), dok na smanjenje osetljivosti trombocita na delovanje 

agonista utiču insulin (42), HDL holesterol, hilomikroni (40) i azot-monoksid 

oslobođen iz endotela (43). S obzirom na direktno učešće trombocita u patogenezi 

KVB, dodatni značaj 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 ćelija 

uključenih u patogenezu KVB značajno utiče i postprandijalni status. Kao odgovor na 

postprandijalnu lipemiju dolazi do povećanja ekspresije P-selektina i GPIIb-IIIa, 

povećane agregacije trombocita i monocita i aktivacije monocita (44, 45) dok 

postprandijalna hiperglikemija povećava aktivaciju i reaktivnost trombocita (46, 47). 

Postprandijalni efekti na trombocite praćeni su disfunkcijom endotelnih ćelija, 

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 određenih patoloških stanja 

povezanih sa njihovom funkcijom, ali se koriste i u okviru eksperimentalnih 

istraživanja. 

Najčešće rutinski korišćen test u dijagnostici poremećaja vaskularne faze 

hemostaze je određivanje „vremena krvarenja“. Pored broja i funkcije trombocita, na 

„vreme krvarenja“ utiču i poremećaji u strukturi zida krvnih sudova, kao i u nivou vWF 

i fibrinogena u krvi, što onemogućava postojanje standardizovanih protokola i u 

savremenoj dijagnostici ovaj test ima istorijski značaj (48). U okviru rutinske 

hematološke dijagnostike se pored parametara ostalih krvnih ćelija, primenom 
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hematološkog brojača, određuje i ukupan broj trombocita u određenoj zapremini krvi i 

srednji volumen trombocita (eng. mean platelet volume –MPV). Povišene vrednosti 

MPV, koje su povezane sa pojedinim KVB, ali i faktorima rizika za njihov nastanak 

(49), ukazuju na prisustvo povećanog broja hiper-aktivnih, nezrelih, retikuliranih 

trombocita u ukupnoj populaciji trombocita i predstavlja indirektni pokazatelj njihove 

funkcije. Na osnovu rezultata velikog broja epidemioloških istraživanja i meta-analiza 

MPV se smatra potencijalnim prognostičkim markerom razvoja bolesti kod pacijenata 

sa KVB ali njegov značaj u proceni kardiovaskularnog rizika nije potvrđen (50). 

„Zlatnim standardom“ u ispitivanju funkcije trombocita smatra se metoda optičke 

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 tačnost i 

ponovljivost (51). Odgovor na in vitro delovanje agonista predstavlja osnovni princip 

rada velikog broja savremenih, automatizovanih uređaja koji se danas koriste u rutinskoj 

dijagnostici poremećaja funkcije trombocita i hemostaze uopšteno (PFA-100®, Ultegra-

RPFA®, Hemostasis Analysis System®), čija je najveća prednost simulacija fizioloških 

uslova hemostaze i minimalna manipulacija uzorka. Pored dijagnostičke primene ove 

metode se koriste i u istraživanju, u okviru kliničkih ispitivanjima lekova koji deluju na 

funkciju trombocita. Nedostatak pomenutih metoda, naročito u oblasti istraživanja, 

predstavlja upotreba nefizioloških koncentracija ograničenog broja agonista i shodno 

tome mala osetljivost na fine modulatore funkcije trombocita, kao i nemogućnost 

identifikacije preciznih mehanizama delovanja ispitivanih agenasa, od posebnog značaja 

za ispitivanje delovanje sastojaka hrane.  

Protočna citometrija u ispitivanja funkcije trombocita  

Protočna citometrija predstavlja nezamenjivu tehniku u određivanju populacija i 

subpopulacija krvnih ćelija na osnovu njihovih morfoloških karakteristika i prisustvu 

određenih antigena na površini. Diferenciranje ćelija na osnovu morfoloških 

karakteristika zasniva se na upravnom rasipanju zraka svetlosti usmerenog na 

pojedinačnu ćeliju, koje zavisi od veličine ćelije i bočnom rasipanju, koje zavisi od 

granulacije i shodno tome karakterističnom položaju na FSC/SSC dijagramu (FSC, od 

engl. forward light scatter, upravno rasipanje svetlosti; SSC, od eng. side light scatter, 

bočno rasipanje svetlosti). Vezivanjem antitela obeleženih fluorescentnim bojama za 

površinske antigene detektuje se njihovo prisustvo i definiše određeni fenotip ćelijske 
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populacije. Merenjem srednjeg intenziteta fluorescencije analiziranih ćelija u uzorku 

zasićenom antitelima moguće je proceniti i gustinu, odnosno intenzitet ekspresije 

pojedinih površinskih antigena (52).  

Prednost primene protočne citometrije u ispitivanju funkcije trombocita, u 

poređenju sa prethodno opisanim metodama, je detekcija i kvantifikacija celog spektra 

površinskih receptora trombocita prisutnih na površini 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 površini eksprimiraju određeni aktivacioni marker u odnosu 

na ukupnu populaciju analiziranih trombocita, kao i na osnovu gustine receptora. 

Protočna citometrija se koristi u dijagnostici urođenih i stečenih poremećaja funkcije 

trombocita, detaljnoj dijagnostici KVB i praćenju odgovora na farmakološku terapiju i 

različite terapijske procedure, sa nizom prednosti i određenim nedostacima, koji se 

odnose na dostupnost i cenu aparata i reagenasa kao i neophodnu ekspertizu u radu (53). 

Za razliku od kliničke primene, protočna citometrija je nezamenjiva u 

istraživanjima usmerenim na funkciju trombocita. Princip ove metode omogućava uvid 

u precizne mehanizme funkcije trombocita i odgovora na različite agoniste u 

suboptimalnim ili optimalnim koncentracijama kao faktora rizika za razvoj određenih 

bolesti, specifično delovanje farmakološki i biološki aktivnih agenasa, ispitivanja u in 

vitro eksperimentalnim uslovima. Istovremeno, protočna citometrija je jedina metoda 

kojom je moguće specifično odrediti procenat heterotipskih agregata trombocita sa 

drugim krvnim ćelijama (monocitima, neutrofilima, limfocitima) koji se smatraju 

specifičnijim markerima in vivo aktivacije trombocita u odnosu na ekspresiju 

površinskih antigena (54), kao i mikropartikula trombocitnog porekla (55). Pored 

površinskih markera, protočna citometrija omogućava i detekciju molekula unutar 

trombocita i drugih ćelija, uključenih u patogenezu tromboze i ateroskleroze (56). 

Standardizovani protokoli za primenu protočne citometrije u dijagnostici i istraživanju 

definišu sve faze laboratorijskog rada, od uzorkovanja do analize i tumačenja dobijenih 

rezultata, uključujući i analizu direktno pune krvi i minimalnu manipulaciju uzoraka, 

čime je obezbeđen visok stepen osetljivosti i tačnosti (57, 58). Zbog niza prednosti ova 

metoda predstavlja metodu izbora u proceni funkcije trombocita kao biomarkera rizika 

za nastanak hroničnih bolesti, kao i za ispitivanje antitrombocitnog delovanja sastojaka 

namirnica i lekovitih biljaka kao i identifikaciju potencijalnih mehanizama njihovog 

delovanja u prevenciji KVB (59).  
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Aktivacije trombocita i njihova agregacija u ex vivo eksperimentalnim uslovima 

može se indukovati delovanjem velikog broja endogenih agonista kao što se ADP, 

adrenalin, kolagen, trombin, arahidonska kiselina ili egzogenim agensima kao što je 

ristocetin, konvulksin, peptid-aktivator trombinskog receptora (eng. thrombin receptor 

activating peptide-TRAP) ili jonofora A23187. 

Arahidonska kiselina je prekursor tromboksana A2 (TxA2) koji predstavlja 

snažan stimulator aktivacije trombocita i njihove agregacije. Primena arahidonske 

kiseline kao agoniste racionalizuje se i poremećenim statusom ove masne kiseline i 

njenih metabolita kod osoba sa faktorima rizika za nastanak KVB. Pokazano je da su 

nivoi TxB2, stabilnog metabolita TxA2, u serumu ispitanika sa metaboličkim 

sindromom veći u odnosu na nivoe u serumu zdravih ispitanika (60). Nivo arahidonske 

kiseline u membranama eritrocita ispitanika sa faktorima kardiovaskularnog rizika 

takođe koreliše sa akutnim kardiovaskularnim događajima (61).  

ADP je intrizični agonista funkcije trombocita i posreduje u aktivaciji 

indukovano svim ostalim agonistima. Najveći broj studija o delovanju antitrombocitnih 

agenasa, uključujući sastojke namirnica i same namirnice, zasniva se na inhibitornom 

delovanju na aktivaciju i agregaciju trombocita indukovano ADP-om. Ispitivanje uticaja 

biološki 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). 

Agonističko delovanje različitih agonista ispoljava se vezivanjem za specifične 

receptore na površini trombocita i pokretanjem niza signalnih događaja, koji rezultuju 

aktivacijom trombocita i eksprimiranjem odgovarajućih adhezionih receptora. 

Karakteristike signalnih puteva, koji su uključeni u odgovore na različite agoniste, nisu 

u potpunosti proučeni. 

Delovanje acetil-salicilne kiseline (ASK) zasniva se na inhibiciji sinteze 

prostanoida u trombocitima, pre svega TxA2 i prostaglandina (PGE2 i PGI2). 

Mehanizam delovanja podrazumeva ireverzibilnu inhibiciju enzima ciklooksigenaze -1 

(COX-1), koji učestvuje u konverziji arahidonske kiseline u prostaglandin H2, 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). I pored dugogodišnje primene i intenzivnih istraživanja, podaci o značaju 

acetil-salicilne kiseline u prevenciji KVB, delovanjem usmerenim na trombocite i 

mogućim 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 biološki aktivnih, 

sekundarnih metabolita biljaka. Prisutni su u većini namirnica biljnog porekla 

uključujući voće, povrće, žitarice, leguminoze, pojedina biljna ulja, vina i biljne čajeve. 

Po zastupljenosti u ljudskoj ishrani, predstavljaju najznačajniju grupu nenutritivnih 

sastojaka namirnica. Procenjuje se da dijetarni unos polifenola u evropskim zemljama 

iznosi približno 1g po danu (67-69). Do sada je identifikovano više stotina različitih 

jedinjenja polifenolne strukture prisutnih u namirnicama, od kojih, na osnovu hemijske 

strukture, većina pripada jednoj od četiri osnovne grupe polifenola, fenolnim 

kiselinama, flavonoidima, stilbenima ili lignanima. Ukupnom dijetarnom unosu 

polifenola u najvećoj meri doprinose jedinjenja prve dve grupe: fenolne kiseline i 

flavonoidi. Flavonoidi predstavljaju grupu polifenolnih jedinjenja zajedničke hemijske 

strukture koju čine dva aromatična prstena povezana sa tri ugljenikova atoma koja su 

deo heterocikličnog prstena sa kiseonikom. Osnovne podgrupe flavonoida su flavonoli, 

flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidini i flavanoli. Najznačajniji dijetarni izvori 

flavonoida su voće i voćni sokovi, povrće, kakao i čaj. Fenolne kiseline obuhvataju 

derivate hidroksi-benzijeve i hidroksi-cimetne kiseline i zahvaljujući njihovom visokom 

sadržaju u kafi, čaju, voću, voćnim sokovima i žitaricama, imaju značajan udeo u 

ukupnom dijetarnom unosu polifenola.  

Doprinos pojedinih grupa polifenola ukupnom unosu ovih nenutritivnih 

sastojaka zavisi od velikog broja faktora, od kojih najveći značaj imaju dijetarne navike 

ispitivane populacije i sadržaj pojedinih grupa polifenola u namirnicama prisutnim u 

njihovoj ishrani. Pokazano je da se po zastupljenosti u ishrani stanovništva zapadne 

Evrope flavonoidi nalaze na prvom mestu, doprinoseći najvećim delom ukupnom 

dnevnom unosu polifenola, dok se u severno-evropskim zemljama dve trećine unosa 

polifenola ostvaruje unosom fenolnih kiselina, uz veliki doprinos antocijanidina, usled 

značajnog prisustva jagodastog i bobičastog voća u ishrani. O ukupnom unosu 

polifenola ili pojedinih grupa polifenolnih jedinjenja u ishrani stanovništva Srbije i 

zemalja iz okruženja ne postoje relevantni literaturni podaci. Pregled strukture pojedinih 

grupa polifenola prisutnih u biljkama, dat je na Slici 3.  
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A) 

B) 

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 podležu hidrolizi u 

digestivnom traktu i oslobođeni aglikoni se jednim delom resorbuju u tankom crevu i 

dospevaju u ćelije epitela, gde podležu delovanju enzima II faze detoksifikacije. U 

cirkulaciji će se naći u formi sulfata, glukuronida i/ili proizvoda metilovanja. Putem krvi 

polifenoli dospevaju do jetre, gde se mogu dalje metabolisati, nakon čega se re-

ekskretuju u tanko crevo, a nakon reapsorpcije iz tankog creva, ponovo dospevaju u 

cirkulaciju i ekskretuju se iz organizma putem urina  

 

 

 

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 podleže 

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 podležu metabolizmu 

enzimima II faze detoksifikacije, nakon čega 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 količine unete u organizam i njihove koncentracije 

u krvi nalaze se u rasponu od 0 – 4 μmol/L pri dijetarnom unosu od 50 mg 



UVOD 

 

17 

odgovarajućeg aglikona. Količina ekskretovana urinom nalazi se u rasponu od 0,3 - 

43% unete količine, zavisno od jedinjenja. Bioraspoloživost polifenola zavisi od klase 

kojoj određeno polifenolno jedinjenje pripada, mada se značajne razlike mogu uočiti i 

između jedinjenja iste klase i zavisi velikim delom od njegove specifične strukture. 

Najveću bioraspoloživost imaju galna kiselina i izoflavoni, zatim glikozidi katehina, 

flavanona i kvercetina. Najmanju bioraspoloživost imaju proantocijanidini i antocijani 

(70, 72, 73). 

U skladu sa intenzivnim metabolizmom i malom bioraspoloživošću, biološko 

delovanje polifenola je pre svega rezultat delovanja njihovih metabolita, proizvoda 

delovanja metaboličkih enzima i mikroflore humanog organizma, sa izraženom inter-

individualnom varijacijom. Danas je identifikovano i delom kvantifikovano više od 350 

metabolita polifenolnih sastojaka biljaka (74). Biološka aktivnost metabolita se može 

razlikovati od aktivnosti nativnih jedinjenja, pri čemu je i u jednom i u drugom slučaju 

često prisutan i „hormetički“ efekat odnosno bi-fazna dozna zavisnost, različita pri 

niskim i visokim koncentracijama. Shodno tome, finalna potvrda efekata delovanja 

polifenola moguća je samo u okviru kontrolisanih, randomiziranih dijetarnih 

interventnih studija. Primena in vitro modela racionalna je u predkliničkim 

istraživanjima, komparativnim „screening“ studijama i ispitivanjima potencijalnih 

mehanizama koja i u tim slučajevima podrazumeva ispitivanje delovanja metabolita i/ili 

nativnih jedinjenja u fiziološkim koncentracijama, koje je moguće postići dijetarnim 

unosom (75). Ispitivanje metabolita u in vitro sistemima ograničeno je njihovom 

komercijalnom dostupnošću i postojanjem metoda za njihovu sintezu. 

 Jednim delom, povoljni efekti polifenola na zdravlje posledica su njihovog  

delovanja u digestivnom 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 više stotina prospektivnih epidemioloških 

studija, od kojih su pojedine uključivale stotine hiljada ispitanika u desetinama zemalja 

širom sveta i trajale više desetina godina, potvrđeno je da ishrana bogata voćem, 

povrćem i integralnim žitaricama smanjuje rizik od nastanka hroničnih 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 

istraživanja, usmerena na ispitivanje uticaja pojedinih sastojaka ovih namirnica na 

faktore rizika za nastanak hroničnih bolesti, kao i potencijalne mehanizme delovanja.  

Naučni podaci o dijetarnim izvorima polifenola, razvoj metoda za njihovo 

određivanje i kreiranje dostupnih sistematizovanih baza podataka o sadržaju u 

namirnicama (74), omogućili su evaluaciju specifične uloge polifenola, kao 

najznačajnijih nenutritivnih biološki aktivnih sastojaka namirnica u prevenciji hroničnih 

bolesti. Pokazano je da rizik od nastanka KVB, učestalost finalnih ishoda KVB (infarkta 

miokarda i šloga) i stopa smrtnosti kao posledice KVB zavise delom i od ukupnog 

dijetarnog unosa polifenola ili pojedinih klasa polifenola (76-79). Međutim, iako se 

smatraju najznačajnijim dijetarnim antioksidansima, značaj njihovog direktnog 

antioksidativnog delovanja u očuvanju kardiovaskularnog zdravlja i prevenciji KVB 

nije potvrđen (80). Naučni eksperti mišljenja su da se preventivna uloga polifenola 

može pre svega objasniti specifičnim direktnim ili indirektnim delovanjem na nivou 

endotela i trombocita, kao ključnih činilaca u patogenezi kardiovaskularnih bolesti (81). 

Za razliku od uloge u prevenciji KVB, uloga polifenola u prevenciji malignih 

bolesti nije u potpunosti potvrđena. Pokazano je da dijetarni unos flavonoida ne 

predstavlja značajnu determinantu smrtnosti od malignih bolesti (76), ali da 

istovremeno postoji značajna povezanost povećanog dijetarnog unosa pojedinih klasa 

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

 

Ključna uloga trombocita u patogenezi KVB i malignih bolesti i rezultati 

epidemioloških istraživanja 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 što je iniciralo brojna istraživanja u ovoj 

oblasti (81) Veliki broj in vitro studija i studija na animalnim modelima pokazao je 

povoljno delovanje pojedinih polifenola i namirnica koje ih sadrže na funkciju 

trombocita.  

U okviru dijetarnih interventnih studija ispitivano je delovanje različitih 

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 došlo se do 

zaključka da povoljno delovanje kakaoa i čokolade, kao i flavan-3-ola i procijanidina 

kao prisutnih bioaktivnih sastojaka, ima najveći stepen naučne zasnovanosti (84). 

Akutno ili hronično delovanje ovih namirnica i fitohemikalija na trombocite primenom 

različitih 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), pušača (90, 91), ispitanika sa dislipidemijom 

(92) i pacijenata nakon transplatacije srca (93). Pored efekata čokolade, kakaoa i 

njihovih fitohemikalija, pokazano je i pozitivno delovanje ekstrakta grožđa, soka od 

grožđa ili crnog vina i njihovih polifenola (94, 95), antocijanima bogatog bobičastog i 

jagodastog voća (96) i armanjak konjaka bogatog elagitaninima (97). Izoflavoni, 

ispitvani u okviru jedne studije, nisu pokazali značajno delovanje na trombocite (98), 

dok su rezultati o delovanju kvercetina i namirnica koji ga sadrže, dobijeni u okviru 

različitih studija, kontradiktorni (99-101). 

Donošenje finalnih zaključaka o delovanju pojedinih namirnica ili pojedinih 

polifenola meta analizom dobijenih podataka onemogućeno je činjenicom da su u 

navedenim studijama analizirani različiti parametri funkcije trombocita, primenom 

različitih metoda kao i razlikama u grupama ispitanika u pogledu zdravstvenog statusa. I 

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 pružiti dodatne naučne 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 specifičnosti metabolizma polifenola koje podrazumevaju niske 

koncentracije u cirkulaciji i brz klirens, dva odvojena načina delovanja pojedinih 

fitohemikalija na funkciju trombocita, u pogledu potencijalnog mehanizma, 

predstavljaju akutno delovanje, delovanje jednokratne konzumacije i hronično 

delovanje, kao efekat dugotrajnih intervencija.  

Akutno delovanje može se pripisati direktnim ili indirektnim delovanjem 

metabolita prisutnih u cirkulaciji na trombocite. Veliki broj namirnica i polifenola 

ispoljava ovakav efekat, pri čemu aktivacioni status trombocita nakon konzumacije u 

jednom trenutku postiže najoptimalnije vrednosti koji odgovara maksimalnom efektu, a 

nakon toga se najčešće vremenski-zavisno približava bazalnim vrednostima. Akutno 

delovanje polifenola ima poseban značaj na akutno nepovoljno delovanje pojedinih 

komponenata hrane ili nepravilnog dijetarnog režima, koje ima za posledicu 

postprandijalnu aktivaciju trombocita, kao i na delovanje drugih štetnih faktora životnog 

stila (stres, pušenje), koji imaju neželjene efekte na funkciju trombocita. 

Efekti dugotrajne konzumacije ispituju se najčešće nakon najmanje 12h 

gladovanja, kada metaboliti polifenola više nisu prisutni u cirkulaciji. U velikom broju 

studija, efekti pokazani u toku jednokratne konzumacije nisu potvrđeni efektima nakon 

dugotrajne intervencije. Međutim, postoje i dokazi o hroničnom efektu pojedinih 

polifenola i njima bogatih namirnica na funkciju trombocita koji se objašnjavaju na dva 

načina. Jedan od predloženih 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 hroničnog delovanja polifenola je posredni efekat na trombocite kao 

posledica delovanja na pojedine faktore rizika. U svakom slučaju, iako akutni efekat 

može da ukaže na eventualni potencijal za hronični efekat, mehanizmi delovanja su 

različiti, zavise od različitih faktora i optimalni dizajn studije treba da podrazumeva 

ispitivanje i akutnog i hroničnog 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 značaja je generalno, 
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bez obzira na zdravstveni status, ali ispoljeni efekat veoma često zavisi od statusa, s 

obzirom da zavisi od fenotipskih karakteristika subpopulacija trombocita, kao što je veći 

procenat retikuliranih trombocita kod ispitanika sa prisutnim faktorima rizika, za koje je 

pokazano da imaju manju osetljivost na delovanje antitrombocitnih agenasa. Od značaja 

može biti i eventualna disfunkcija endotela, prisutna kod ispitanika sa rizikom za 

nastanak KVB, uzevši u obzir mogućnost da i akutno delovanje polifenola na 

trombocite može biti delom posledica pokazanog efekta na funkciju endotela. 

Kada je reč o hroničnom efektu, ispoljen kod zdravih ispitanika može da ukaže 

na mogućnost kumulativnog povoljnog delovanja biološki aktivnih sastojaka namirnica 

ili prevencijom kumulativnog delovanja nepovoljnih činilaca ishrane na trombocite. 

Kod populacije sa faktorima rizika, ukoliko je delovanje na trombocite praćeno 

redukcijom pomenutih faktora, teorijsko objašnjenje povoljnog hroničnog delovanja, 

pored navedenih mehanizama kumulativnog delovanja, obuhvata i delovanje 

posredovano smanjenjem činilaca faktora rizika (84). 

Pored polifenola i druge biološki aktivne komponente namirnica i namirnice 

koje ih sadrže 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-nezasićenih masnih kiselina (105), 

mononezasićenih 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). 

Potvrđujući značaj delovanja biološki aktivnih nenutritivnih sastojaka namirnica 

na funkciju trombocita, Evropsko regulatorno telo za bezbednost hrane (eng. European 

Food Safety Authority -EFSA), odnosno ekspertski tim Naučnog panela za dijetetske 

proizvode, ishranu i alergije (eng. Scientific Panel on Dietetic Products, Nutrition and 

Allergies -NDA) zaduženo za potvrdu naučne zasnovanosti zdravstvenih izjava vezanih 

za delovanje namirnica, odnosno njihovih sastojaka, uvrstilo je „smanjenjenje aktivacije 

i agregacije trombocita delovanjem namirnica ili sastojaka“ u listu potvrđenih povoljnih 

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

Tradicionalna hrana predstavlja hranu prisutnu u ishrani ljudi određenog 

lokaliteta ili regiona tokom dužeg vremenskog perioda, koji delom obuhvata period pre 

Drugog svetskog rata, kao period pre početka industrijske proizvodnje hrane (115). 

Osnovne determinante „tradicionalne hrane“ predstavljaju tradicionalne namirnice, 

tradicionalne recepture i/ili tradicionalni način pripreme. Uopšteno je mišljenje da 

„tradicionalna hrana“, kao i namirnice koje su njen sastavni deo, ima niz pozitivnih 

karakteristika, koje se uglavnom odnose na sastav i način pripreme, i na osnovu toga im 

se veoma često pripisuje pozitivno delovanje na zdravlje ljudi. Ovakve tvrdnje 

zahtevaju naučnu zasnovanost, naročito uzimajući u obzir da se „tradicionalni“ karakter 

često eksploatiše od strane proizvođača, kao „dodatna vrednost“ namirnica. Značaj 

„tradicionalne hrane“ je i očuvanje diverziteta i kolektivnog identiteta unutar 

sveprisutnije globalizacije, koja ima veliki uticaj i na proizvodnju hrane i obrasce 

ishrane. Istovremeno, „tradicionalna hrana“ predstavlja važan izvor namirnica koje 

često nisu deo svakodnevne ishrane savremenog čoveka, naročito u visoko razvijenim 

zemljama, i izvor velikog broja bioaktivnih sastojaka - fitohemikalija, čije delovanje u 

promociji zdravlja i prevenciji bolesti nije u potpunosti proučeno.  

Namirnice biljnog porekla bogate polifenolima, čije je delovanje na funkciju 

trombocita tema ove disertacije, predstavljaju tradicionalne namirnice pojedinih 

evropskih zemalja (116), velikim delom zastupljene i u „tradicionalnoj hrani“ naše 

zemlje. 

Kopriva (Urtica dioica L.) je važan sastojak velikog broja različitih 

tradicionalnih jela, ali se istovremeno koristi i kao lekovita biljka. Osnovne bioaktivne 

komponente nadzemnog dela biljke u periodu cvetanja su kafena i jabučna 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 svežem lišću) i nitrati (1,5-3%). Histamin, serotonin, 

acetil-holin, mravlja kiselina i leukotrijeni prisutni su u žaruljama sveže biljke (117). U 

ispitivanjima na životinjskim i in vitro modelima pokazano je da ekstrakt koprive 

ispoljava brojna biološka delovanja, koja uključuju i delovanje na faktore rizika za 

nastanak KVB, antiinflamatorno (118), diuretičko, natriuretičko i hipotenzivo dejstvo 

(119), sniženje nivoa šećera u krvi (120) i inhibiciju aktivacije trombocita (121, 122). 
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Mirođija (Anethum graveolens L.) je veoma zastupljena aromatična biljka, koja 

se koristi u različitim jelima, ali se sveži i suvi listovi, ili nadzemni deo biljke, smatraju 

i lekovitom drogom i koriste u fitoterapiji. Osnovna bioaktivna komponenta mirođije je 

etarsko ulje (0,5-1,5%), koje sadrži karvol, apiol i (+) limonen. Pored etarskog ulja 

herba mirođije sadrži nitrate (123) i flavonolne glukozide, kvercetin 3-O-beta-D-

glukuronid i izoramnetin 3-O-beta-D-glukuronid (124). Biološka aktivnost ekstrakata 

mirođije, od značaja za smanjenje rizika za nastanak KVB, obuhvata 

antihiperlipidemično i antihiperholesterolemično delovanje (125) i poboljšanje 

antioksidativnog statusa jetre i plazme (126), pokazano u animalnim studijama. 

Šarplaninski čaj (Sideritis scardica Griseb.) predstavlja endemsku biljnu vrstu 

balkanske regije. Osnovni bioaktivni sastojci šarplaninskog čaja su diterpenoidi, 

flavonoidi (127) i etarsko ulje (128). Iako se tradicionalno već vekovima koristi u borbi 

protiv gripa i prehlade, kod alergijskih stanja, teškoća sa disanjem, kod problema sa 

varenjem, za jačanje imunskog sistema i za ublažavanje napetosti, naučnih podataka o 

biološkom 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 važnu povrtarsku biljku 

familije Brassicaceae. Povoljna delovanja na zdravlje ljudi pokazana su indirektno, na 

osnovu njegove zastupljenosti u ishrani bogatoj voćem i povrćem koja koreliše sa 

smanjenjem rizika za nastanak KVB (130), mada nema dovoljno direktnih dokaza o 

uticaju konzumacije kelja na faktore rizika. U ishrani se najčešće koriste listovi ove 

povrtarske vrste i osnovni biološki aktivni sastojci su glukozinolati (131), polifenoli, -

karoten, vitamin C i dijetna vlakna (132). Najznačajniji 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 više vrsta roda Diospyros. Vodi poreklo iz 

Azije i predstavlja tipičnu namirnicu pojedinih zemalja Evrope i Azije, pre svega 

priobalnih oblasti Sredozemnog i Crnog mora. Danas se može naći i na tržištu evropskih 

zemalja. Biološki aktivni sastojci japanske jabuke su flavonoidi, pre svega kvercetin, -

karoten. Biološka 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 potiče iz istočnih 

delova severne Amerike i istočne Kanade. U Evropi se gaji od početka 20. veka, a na 

našim prostorima prisutna je već više od 50 godina, mada je šira upotreba aronije 

prisutna samo poslednjih par godina. Plod i sok aronije predstavljaju dobar dijetarni 

izvor vitamina C, organskih kiselina i karotenoida (138). Najznačajniji sastojci aronije 

od kojih potiče većina 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 sadržaj u 

plodovima ili u sveže isceđenom soku dostiže vrednost od 300-2000mg/100g (138). 

Pokazano je da aronija ima najvišu antioksidativnu aktivnost u odnosu na sve ostale 

dijetarne vrste familije Rosasceae, kojoj u najvećoj meri doprinose antocijani (139). U 

velikom broju interventnih studija pokazano je povoljno delovanje aronije na različite 

faktore rizika za nastanak KVB, uključujući nivoe ukupnog holesterola, LDL-

holesterola, oksidovanog LDL-a, triglicerida, glukoze, HbA1c antigena, vrednosti 

sistolnog i dijastolnog pritiska i indeksa telesne mase (140-142), poboljšanje 

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 metaboličkim 

sindromom (145). 

Nar (Punica granatum L) vekovima predstavlja sastavni deo hrane velikog broja 

naroda. Kao namirnice najčešće se koriste arilusi ploda nara ili sok dobijen njihovim 

ceđenem, dok u sastav suplemenata veoma često ulaze i masno ulje semena, ili ekstrakti 

kore ploda ove biljke. Osnovni biološki aktivni sastojci soka od nara su antocijani, 

organske kiseline, askorbinska kiselina, elagitanini, elagna i galna kiselina, kvercetin, 

katehin, rutin, kafena kiselina i minerali (146). Biološko 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 svežeg 

ploda, dovodi do povećanja 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 ćelijske 

akumulacije oksidovanog oblika LDL-holesterola (147). 
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CILJ 

Trombociti imaju važnu ulogu u patogenezi kardiovaskularnih i drugih 

hroničnih nezaraznih bolesti. Smatra se da se povoljno delovanje ishrane koja uključuje 

namirnice bogate polifenolima u prevenciji hroničnih 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 sledeći neposredni zadaci istraživanja: 

1. Ispitati uticaj ekstrakata biljaka bogatih polifenolima (koprive, mirođije, 

šarplaninskog čaja, 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. Ispitati uticaj jednokratne konzumacije soka od aronije na aktivaciju trombocita i 

njihovu agregaciju sa monocitima i neutrofilima kod zdravih ispitanika 

4. Ispitati uticaj jednokratne konzumacije čaja od koprive, čaja od mirođije i 

šarplaninskog čaja na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i 

neutrofilima kod ispitanika sa faktorima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti 

5. Ispitati 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 i njihovu interakciju sa krvnim ćelijama, kao i ispitivanja uticaja na 

interkaciju sa ćelijama endotela i malignim ćelijama definisani su sledeći zadaci 

istraživanja. 

6. Ispitati uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara, japanske 

jabuke i aronije na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u eritrocitima izloženim 

delovanju vodonik-peroksida 

7. Ispitati uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara i japanske 

jabuke na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloženim delovanju 

adenozin-difosfata 

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

ćelijama u prisustvu trombina  

9. Ispitati uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara, japanske 

jabuke na agregaciju trombocita zdravih osoba sa HeLa ćelijama u prisustvu 

trombina 
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MATERIJAL I METODE  

3.1. MATERIJAL 

 3.1.1. Hemikalije, podloge, antitela i rastvori  

Podaci o hemikalijama, antitelima i rastvorima korišćenim u eksperimentalnom 

radu prikazani su u Tabelama 1, 2 i 3. 

Tabela 1. Hemikalije i podloge korišćene u eksperimentalnom radu 

Naziv hemikalije Proizvođač 

Folin-Ciocalteu reagens  Sigma-Aldrich, Nemačka 

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH) Sigma-Aldrich, Nemačka 

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

Kalcein acetoksimetil estar (kalcein AM) Sigma-Aldrich, Nemačka 

2′,7′-Dihlorofluorescein-diacetat (DCF-DA) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Adenosin-difosfat (ADP) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Arahidonska kiselina (AA) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Acetil-salicilna kiselina (ASK) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Prostaglandin E1 Sigma-Aldrich, Nemačka 

3,4-Dihidroksibenzojeva (protokatehuična) kiselina  Sigma-Aldrich, Nemačka 

Galna kiselina Sigma-Aldrich, Nemačka 

Magnezijum-hlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Kalcijum-hlorid (CaCl2) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Kalijum-hlorid (KCl) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Natrijum-acetat (CH3COONa) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Gvožđe (II) sulfat heptahidrat (FeSO4 x 7H2O) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Dihidrorodamin 123 (DHR) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Vodonik peroksid (30%) Sigma-Aldrich, Nemačka 

Fetalni serum govečeta  

(eng. fetal bovine serum, FBS) 
Sigma-Aldrich, Nemačka 
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Serumski albumin govečeta  

(eng. bovine serum albumin, BSA) 
Sigma-Aldrich, Nemačka 

Histopaque® - 1077  Sigma-Aldrich, Nemačka 

Histopaque ® - 1119 Sigma-Aldrich, Nemačka 

Trombin Sigma-Aldrich, Nemačka 

Penicilin Sigma-Aldrich, Nemačka 

Streptomicin  Sigma-Aldrich, Nemačka 

HEPES Sigma-Aldrich, Nemačka 

Naziv podloge Proizvođač 

RPMI-1640 Sigma-Aldrich, Nemačka 

Eagle-ova podloga modifikovana po Dulbecco-u 

(eng. Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 

DMEM) 

Sigma-Aldrich, Nemačka 
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Tabela 2. Antitela korišćena u eksperimentalnom radu 

Antitela Antigen 
Poreklo / 

izotip 
Proizvođač 

Primarna antitela 

Fluoresceinom konjugovano anti 

humano anti-CD61 antitelo  

(skr. CD61-FITC) 

GPIIIa (u okviru GIIb/IIIa 

kompleksa) 
mišje /IgG1, κ 

BD Biosciences  

Biolegend 

Fluoresceinom konjugovano 

antihumano PAC1antitelo 

 (skr. PAC1-FITC) 

GP IIb/IIIa (sin.αIIbβ3) 

(na aktiviranim 

trombocitima) 

mišje /IgM, κ  BD Biosciences 

Fikoeritrinom konjugovano 

antihumano anti-CD62P antitelo  

(skr. CD62P-PE) 

CD62P (sin. P-selektin; 

GMP-140; PADGEM) 
mišje /IgG1, κ 

BD Biosciences  

Biolegend 

Fikoeritrinom konjugovano 

antihumano anti-CD11b antitelo  

(skr. CD11b-PE) 

CD11b (sin. MAC1) u 

okviru CD11b/CD18 

heterodimera 

mišje /IgG2, κ 
BD Biosciences  

Biolegend 

Peridinin-hlorofil proteinom 

konjugovano antihumano anti-CD61 

antitelo (skr. CD61-PerCP) 

GPIIIa (u okviru GIIb/IIIa 

kompleksa) 
mišje /IgG1, κ BD Biosciences 

Peridinin hlorofil proteinom 

konjugovano antihumano anti-CD14 

antitelo (skr. CD14-PerCP) 

CD14  mišje /IgG2, κ BD Biosciences 

Izotipske kontrole 

Fluoresceinom konjugovano antihumano antitelo IgG1 klase  (skr. 

IgG1-FITC) 
mišje /IgG1, κ BD Biosciences 

Fluoresceinom konjugovano antihumano antitelo IgM klase   (skr. 

IgM-FITC) 
mišje /IgM, κ BD Biosciences 

Fikoeritrinom konjugovano antihumano antitelo IgG1 klase   (skr. 

IgG1-PE) 
mišje /IgG1, κ BD Biosciences 

Fikoeritrinom konjugovano antihumano antitelo IgG2 klase    (skr 

IgG2-PE) 
mišje /IgG2, κ BD Biosciences 

Peridinin-hlorofil proteinom konjugovano antihumano antitelo 

IgG1 klase (skr. IgG1-PerCP) 
mišje /IgG1, κ BD Biosciences 

Peridinin-hlorofil proteinom konjugovano antihumano antitelo 

IgG2 klase (skr. IgG2-PerCP) 
mišje /IgG1, κ BD Biosciences 
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Tabela 3. Rastvori korišćeni u eksperimentalnom radu 

Naziv rastvora Sastav 

Fiziološki rastvor puferovan fosfatom (eng. 

phosphate buffered saline, PBS)  

komercijalan; 

proizvođač Sigma Aldrich, Nemačka 

Pufer sa natrijum-acetatom  0,4 M CH3CO2Na x 3 H2O 

pH 4,5 (± 0,05); (HCl) 

Pufer sa kalijum hloridom 
0,025 M KCl 

pH 1 (HCl) 

Modifikovani HEPES-Tyrode-ov pufer (HTP) 10 mM HEPES 

137 mM NaCl 

2.8 mM KCl 

1 mM MgCl2 

12 mM NaHCO3 

0.4 mM Na2HPO4 

0.35% (w/v) BSA 

5.5 mM glukoze 

pH 7.4 (0.1 M NaOH ili 0.1 M HCl) 

Fiziološki rastvor puferovan fosfatom za protočnu 

citometriju 

komercijalan; BD FACS Flow Sheath Fluid;  

proizvođač: BD Biosciences, SAD 

Ratvor za lizu eritrocita  komercijalan; BD FACS Lysing Solution (10x); 

proizvođač: BD Biosciences, SAD 

Rastvor za fiksiranje komercijalan; CellFIX (10x); 

proizvođač: BD Biosciences, SAD 
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3.1.2. Ispitivani uzorci  

Ispitivani uzorci prikazani su u Tabelama 4,5 i 6.  

Tabela 4. Uzorci ispitivani u in vitro eksperimentalnim uslovima 

Ispitivani uzorci 
Biljni materijal  

(latinski naziv biljne vrste) 

Ekstragens /   

opis uzorka 

Poreklo biljnog 

materijala 

Suvi ekstrakt koprive 
Nadzemni delovi koprive  

(Urtica dioica L.) 

metanol/voda 

(70%vol) Ukrajina 

Suvi ekstrakt mirođije 
Nadzemni delovi mirođije 

(Aenetum graveolens L.) 

metanol/voda 

(70%vol) Ukrajina 

Suvi ekstrakt 

šarplaninskog čaja 

Nadzemni delovi šarplaninskog čaja 

(Sideritis scardica L.) 

metanol/voda 

(70%vol) Bugarska 

Suvi esktrakt kelja 
List kelja  

(Brassica oleracea L. var. acephala) 

metanol/voda 

(70%vol) Turska 

Suvi ekstrakt nara 
Plod nara  

(Punica granatum L.) 

metanol/voda 

(70%vol) Gruzija 

Suvi ekstrakt japanske 

jabuke 

Plod japanske jabuke 

(Diospyros spp.) 

metanol/voda 

(70%vol) Turska 

Suvi ekstrakt aronije 
Plod aronije  

(Aronia melanocarpa L.) 

etanol/voda 

(60%vol)  Srbija 

Sok od aronije 
Plod aronije 

(Aronia melanocarpa L.) 

ručno ceđen, 

matični sok 
Srbija 

Sok od aronije 
Plod aronije 

(Aronia melanocarpa L.) 

komercijalan, 

matični sok 
Srbija  

Sok od nara 
Plod nara  

(Punica granatum L.) 

ručno ceđen, 

matični sok 
Republika Srpska 

Sok od maline 
Plod maline 

(Rubus idaeus L.) 
ručno ceđen, 

matični sok 
Srbija 

Sok od crne maline 
Plod crne maline 

(Rubus occidentalis L.) 

ručno ceđen, 

matični sok 
Srbija 

Sok od crvene ribizle 
Plod crvene ribizle 

(Ribes rubrum L.) 
ručno ceđen, 

matični sok  
Srbija 

Sok od crne ribizle 
Plod crne ribizle 

(Ribes nigrum L.) 
ručno ceđen, 

matični sok  
Srbija 

Sok od borovnice 
Plod borovnice 

(Vaccinium myrtillus L.) 
ručno ceđen, 

matični sok 
Srbija 
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Tabela 5. Metaboliti polifenola ispitivani u in vitro eksperimentalnim uslovima 

Hemijski naziv metabolita Matična fitohemikalija Poreklo 

Kvercetin-3-glukuronid Kvercetin Metaboliti kvercetina i sulforafana, 

korišćeni u eksperimentalnom radu, 

sintetisani su u Institute of Food Research, 

Norwich, Velika Britanija, po prethodno 

opisanim metodama (148, 149) i dobijeni 

ljubaznošću dr Paul A Kroon-a. 

3’-Metil-kvercetin-3-glukuronid Kvercetin 

Kvercetin-3’-sulfat Kvercetin 

Sulforafan-cistein-glicin Sulforafan 

Protokatehuična kiselina Antocijani Sigma-Aldrich, Nemačka 

 

Tabela 6. Uzorci čiji su efekti ispitivani u okviru dijetarnih intervencija 

Interventni 

proizvod 

Biljni materijal 

(latinski naziv biljne vrste)  
Karakteristike 

Postupak 

dobijanja 

Poreklo 

materijala 

Sok od aronije 
Plod aronije 

(Aronia melanocarpa L.) Matični sok Komercijalni  
Nutrika doo, 

Srbija 

Čaj od koprive 
Nadzemni delovi koprive  

(Urtica dioica L.) Infuz  Ph Jug 4 Ukrajina 

Čaj od mirođije 
Nadzemni delovi mirođije 

(Aenetum graveolens L.) 
Infuz Ph Jug 4 Ukrajina 

Šarplaninski čaj 
Nadzemni delovi šarplaninskog čaja  

(Sideritis scardica L.) 
Infuz Ph Jug 4 Bugarska 

Sok od nara 
Plod nara  

(Punicae granatum fructus) Matični sok Komercijalni 
Pirella doo, 

Crna Gora 

3.1.2.1 Biljni materijal  

Plodovi maline, crne maline, crvene ribizle i crne ribizle uzorkovani su na 

komercijalnim plantažama u Srbiji, na lokalitetu Lukovska Banja, na obroncima 

Kopaonika (1000 m nv). Plodovi su brani ručno u trećoj godini vegetacije u periodu od 

juna do jula 2008. godine, u periodu tehnološke zrelosti (85% obojenosti voća) svake od 

uzorkovanih vrsta. Plodovi samonikle borovnice uzorkovani su na njihovom prirodnom 

staništu, na tri različita lokaliteta u blizini pomenutih plantaža, u avgustu 2008.godine. 

Plodovi samoniklog nara uzorkovani su u okolini Trebinja, Republika Srpska, u avgustu 

2010. godine. Plodovi aronije uzorkovani su na komercijalnim plantažama na lokalitetu 

Suvobor (760m nv) u periodu komercijalne zrelosti, u avgustu 2012. godine.  

Plodovi navedenog jagodastog i bobičastog voća, nara i aronije se odmah po 

uzorkovanju korišćeni za izradu sokova (Poglavlje 3.1.2.2). 

Uzorci biljnog materijala koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, 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 mirođije uzorkovani su na privatnim 

plantažama i pijacama u Uzhorod-u, u Ukrajini. Odmah nakon uzorkovanja uzorci su 

osušeni u sušnici, 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 

plantažama u mestu Akcaabat, u blizini Trabzon-a u priobalnoj regiji Turske. Oba 

uzorka su liofilizovana odmah nakon uzorkovanja. Nadzemni delovi šarplaninskog čaja 

sakupljeni su sa različitih lokacija planine Pirin, u blizini makedonsko-bugarske granice. 

Nakon sakupljanja, uzorci su sušeni na vazduhu, zaštićeni od svetlosti, na promajnom 

mestu, u trajanju od dve nedelje. Plodovi gajenog nara uzorkovani su na pijacama u 

Tblisi-ju, u Gruziji i korišćeni za izradu ekstrakata bez prethodnog sušenja. Svi uzorci 

sakupljeni su sa najmanje tri različita lokaliteta i kao kompozitni uzorci korišćeni u 

daljoj obradi.  

3.1.2.2. Izrada sokova  

Sveži, neoštećeni plodovi maline, crne maline, crvene ribizle, crne ribizle, 

borovnice i aronije su homogenizovani u kuhinjskom blenderu (procesoru) i iz dobijene 

smeše sok je isceđen ručno, presovanjem kroz pamučnu filter tkaninu. Prinos ovako 

dobijenih sokova od maline, crne maline, crvene ribizle, crne ribizle, borovnice, aronije 

inara, u odnosu na sveže plodove, iznosio je 50 %; 52 %; 55 %; 31 %; 67 %, 53 % i 37 

%, redom. 

3.1.2.3. Izrada suvih ekstrakata  

Osušeni uzorci koprive, mirođije, kelja, šarplaninskog čaja i japanske jabuke 

usitnjeni su kuhinjskim mlinomi ekstrahovani 70 % (v/v) metanolom, u odnosu 1:10 

(masa uzorka, g : zapremina 70% metanola, mL), na magnetnoj mešalici. Nakon 

ekstrakcije u trajanju od 20 min, na konstantnoj temperaturi od 70C, uzorak je 

proceđen kroz pamučnu filter tkaninu. Ostatak nakon ceđenja ponovo je ekstrahovan na 

isti način još dva puta. Metanolni ekstrakti su objedinjeni, cenrifugirani na 3000 rpm u 

trajanju od 10 min, a dobijeni supernatanti proceđeni dodatno kroz pamučnu filter 

tkaninu. Rastvarač je uklonjen uparavanjem na vakum uparivaču, na temperaturi od 

40C.  

Arilusi svežeg 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.  

Sveži 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). Rastvarač je nakon perkolacije 

uklonjen uparavanjem na vakuum uparivaču na temperaturi od 40 °C.  

Dobijeni ekstrakti dodatno su sušeni u vakuum-eksikatoru, na sobnoj 

temperaturi, do konstantne mase. Sadržaj vlage u suvim ekstraktima, određen sušenjem 

u sušnici na 100-105 °C do konstantne mase, nije bio viši od 5%. Svi suvi ekstrakti 

čuvani su na sobnoj temperaturi, u atmosferi azota, uz prisustvo sredstva za desikaciju. 

Prinos ekstrakcije za ekstrakte koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, 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 korišćene u dijetarnim interventnim studijama 

U studiji delovanja soka od aronije na funkciju trombocita korišćen je 

komercijalni matični sok aronije kompanije Nutrika doo, Srbija, proizveden u skladu sa 

važećim pravilnicima o kvalitetu proizvoda od voća (150, 151). Korišćeni sok aronije 

dobijen je mehaničkom preradom (homogenizacijom i presovanjem) zdravih tehnološki 

zrelih plodova aronije, uz tretman homogenizovane kaše 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 korišćeni su 

čajevi pripremljeni poproceduri za izradu infuza, a u skladu sa monografijom Ph Yug 

IV (152). Ukratko, 2g suvog biljnog materijala preliveno je sa 100 mL ključale vode a 

nakon 10 min čaj je proceđen i dobijena zapremina dopunjena do ukupne zapremine od 

200 mL toplom vodom.  

U studiji delovanja soka od nara na funkciju trombocita korišćen je komercijalni 

mutni matični sok nara kompanije Pirella doo, Crna Gora, proizveden u skladu sa 

važećim pravilnikom o kvalitetu proizvoda od voća (150). Korišćeni sok nara dobijen je 

mehaničkom preradom (homogenizacijom i presovanjem) zdravih tehnološki 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. Ćelijske linije 

U in vitro eksperimentima korišćene su tumorske ćelijske linije humanog 

porekla gajene u kulturi: HeLa ćelije karcinoma grlića materice, Fem-X ćelije 

melanoma, LS 174 ćelije karcinoma kolona, MCF-7 ćelije karcinoma dojke, PC-3 ćelije 

karcinoma prostate i K562 ćelije mijeloidne leukemije. Kao model endotelnih ćelija 

korišćena je kontinuirana endotelna ćelijska linija EA.hy926 nastala spajanjem humanih 

endotelnih ćelija porekla iz umbilikalne vene (HUVEC ćelija) i kontinuirane humane 

ćelijske linije karcinoma pluća A549. Sve ćelije nabavljene su preko American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, SAD). Tumorske ćelije gajene su u 

osnovnom hranljivom medijumu (RPMI1640) uz dodatak fetalnog seruma govečeta 

(10%), L-glutamina (3mM), penicilina (100 IU/mL), streptomicina (100µg/mL) i 

HEPES-a (25 mM), pri pH 7.2 podešenoj bikarbonatnim puferom. EA.hy926 ćelije 

gajene su u komercijalnoj DMEM hranljivoj podlozi, (Еаgle-ovoj hranljivoj podlozi 

modifikovanoj po Dulbecco-u tako da sadrži 4mM L-glutamina, 4.5 g/L glukoze, 1mM 

natrijum-piruvata i 1.5 g/L natrijum-bikarbonata) uz dodatak fetalnog seruma govečeta 

(10%), penicilina (100 IU/mL), i streptomicina (100µg/mL), pri pH 7.2. Sve ćelije su 

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

3.1.4. Izolovane krvne ćelije 

Krvne ćelije korišćene u in vitro ispitivanjima izolovane su iz pune krvi 

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 ćelije su ispirane 3 puta fiziološkim 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 µM) centrifugiranjem 20 min na 200 x g. Nakon centrifugiranja gornje dve 

trećine sloja plazme prebačeno je u novi sud, centrifugirano 20 min na 800 nm, 

supernatant je odlivan, a talog trombocita pažljivo ispiran u puferu za ispiranje 

trombocita (PIT) i resuspendovan u HEPES-Tyrode-ovom puferu (HTP) do 

odgovarajuće koncentracije. Broj krvnih ćelija u alikvotu suspenzija određivan je na 

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

3.2.1. Određivanje ukupnih fenola 

Sadržaj ukupnih fenola u analiziranim sokovima i ekstraktima određivan je 

spektrofotometrijski na osnovu reakcije sa Folin-Ciocalteu (FC) reagensom (153, 154). 

Analizirani sokovi razblaženi su destilovanom vodom i centrifugirani. Analizirani 

ekstrakti rastvoreni su u vodi ili metanolu u koncentraciji od 50 mg/mL, centrifugirani i 

dobijeni supernatanti korišćeni su u daljim ispitivanjima. Dve stotine mikrolitara radnog 

rastvora sokova ili ekstrakta herbe je dodato u 1 ml razblaženog (1:10) FC reagensa. 

Posle 4 min, dodato je 800 μL 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 razblaženja galne 

kiseline (0-600 µg/mL) i konstruisana standardna kriva. Rezultati su izraženi kao 

ekvivalenti galne kiseline po g ekstrakta, odnosno 100 mL analiziranih sokova. Dobijeni 

rezultati predstavljaju srednju vrednost tri određivanja. 

3.2.2. Određivanje ukupnih antocijana 

Sadržaj ukupnih antocijana određivan 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 odgovarajućim koncentracijama. Apsorbancije 

dobijenih rastvora merene su na talasnim dužinama od 520 nm i 700 nm. Rezultati su 

izraženi kao sadržaj ekvivalenata cijanidin-3-glukozida u mg/mL ispitivanih sokova ili 

mg/g ispitivanih ekstrakata. Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri 

uzastopna određivanja. 

3.2.3. Određivanje rastvorljive suve materije, ukupne kiselosti i pH 

vrednosti  

Navedeni parametri određivani su u voćnim sokovima metodama koje su 

defnisane važećim pravilnikom o metodama uzimanja uzoraka i vršenja hemijskih i 

fizičkih analiza radi kontrole kvaliteta proizvoda od voća i povrća (155). Rastvorljiva 

suva materija određivana je refraktometrijskom metodom na konstantnoj temperaturi 

(21C), koriščenjem Abbe-ovog refraktometra (Carlo Erba, Italija). Ukupna kiselost 
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određivana je titriranjem rastvora sokova (25mL soka + 225 mL destilovane vode) 

rastvorom natrijum hidroksida (0,1mol/L) uz korišćenje fenol-ftaleina kao indikatora 

(10 g/L u 95%-nom etanolu), dok je pH vrednost uzoraka merena pH-metrom (WTW, 

Nemačka) na sobnoj temperaturi. Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri 

uzastopna određivanja. 

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 razblaženja ispitivanih 

uzoraka u 70% etanolu. Po 4 mL ovih rastvora je pomešano 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 izračunat korišćenjem 

sledeće formule: 

I (%) = [(Ak-Aa) / Ak] × 100 

u kojoj Ak predstavlja apsorbanciju negativne kontrole (koja umesto rastvora ekstrakta 

sadrži 4 mL odgovarajućeg rastvarača), a Aa apsorbanciju uzoraka.  

Konstruisan je grafik zavisnosti procenta neutralizacije DPPH radikala od 

koncentracije ekstrakta. Koncentracije ekstrakata koje neutrališu 50% DPPH radikala 

(EC50 vrednosti) su zatim određene korišćenjem algoritma nelinearne regresije. Dobijeni 

rezultati predstavljaju srednju vrednost tri određivanja. 

3.2.5. Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti  

Antiproliferativna aktivnost ispitivanih uzoraka određivana je primenom KBR 

testa  po metodi Clothier-a (157). KBR test (metod vezivanja Kenacid Blue boje) 

zasniva se na određivanju sadržaja ukupnih proteina, koji je srazmeran broju ćelija.  

Maligne ćelije su nakon tripsinzacije resuspendovane u hranljivoj podlozi i 

zasejavane u mikropločama sa 96 bazena u optimalnoj gustini koja je iznosila 2000 

ćelija po bazenu za HeLa, Fem-X, MCF-7, PC-3 i K562 ćelije i 7000 ćelija po bazenu 

za LS 174 ćelije. Nakon 24h od zasejavanja ćelija, adherirane ćelije tretirane su serijom 

razblaženja ispitivanih uzoraka u hranljivom medijumu. Ćelijama u kontrolnim 

bazenima dodavan je samo hranljivi medijum sa kao slepe probe korišćena su 

odgovarajuća razblaženja ispitivanih uzoraka dodavana u bazene bez ćelija. Nakon 72h 

kontinuiranog delovanja ispitivanih agenasa hranljivi medijum iz bazena je odbačen a 
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ploče ispirane dva puta rastvorom fosfatnog pufera sa solima (PBS-phosphate buffered 

saline). Nakon toga ćelije su fiksirane smešom metanola i sirćetne kiseline (3:1) u 

trajanju od 20 minuta, a zatim bojene 0.04% rastvorom boje Coomassie Brilliant Blue 

R-250 u smeši 25% etanola i 1% glacijalne sićetne kiseline u trajanju od 2-.3h. Ćelije 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 dužini 

od 570 nm, na čitaču mikroploča.  

Preživljavanje (S, od engl. survival-preživljavanje) je kvantifikovano 

korišćenjem formule za dobijanje indeksa preživljavanja:  

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

sa tretiranim ćelijama; Akontrole srednju vrednost izmerene apsorbance na 570 nm u 

bazenima sa netretiranim ćelijama; a Asl.proba srednju vrednost  izmerene apsorbance na 

570 nm u bazenima bez ćelija, a sa rastvorom ispitivane supstance.  

Množenjem indeksa preživljavanja (S) sa 100, dobija se procenat preživljavanja 

(S%). IC50 je koncentracija citotoksičnog agensa koja indukuje 50% inhibicije u 

preživljavanju ciljnih ćelija. Ova vrednost se koristi kao mera intenziteta 

antiproliferativnog dejstva nekog agensa na osnovu redukcije stope rasta, odnosno 

smanjenja broja ćelija u odnosu na kontrolne ćelije.  

3.2.6. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti na ćelijama u in vitro 

eskperimentalnim uslovima 

Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka na ćelijama, u in vitro uslovima, 

ispitivana je po metodi Honzel i saradnika (158), određivanjem antioksidativne zaštite 

eritrocita i neutrofila, kao ćelijskih modela, izloženih oksidativnom stresu delovanjem 

vodonik peroksida. Test ćelijske antioksidativne zaštite (eng. cellular antioxidant 

protection assay, CAP-assay) zasniva se na određivanju nivoa intraćelijskih reaktivnih 

vrsta kiseonika (RVK) bojenjem ćelija intraćelijskom bojom: 2′,7′-dihlorofluorescein-

diacetatom (DHF-DA). U reakciji ovih jedinjenja sa intraćelijskim reaktivnim vrstama 

kiseonika dolazi do formiranja fluorescentnih jedinjenja, dihlorofluoresceina i 

rodamina, čija je fluorescencija određivana primenom protočne citometrije. 
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Izolovane krvne ćelije, tretirane su rastvorima ispitivanih ekstrakata i rastvorom 

DMSO-a kao kontrole, u trajanju od 1h na 37C. Nakon inkubacije ćelije su ispirane 

(2x) PBS-om da bi se uklonili ekstraćelijski antioksidansi i inkubirane sa rastvorom 

DHF-DA (50µM,) 30 min na 37 C, u mraku. Ćelije 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 intaćelijskih RVK u ćelijama određivan je 

primenom protočne citometrije korišćenjem aparata FACSCalibur (Becton Dickinson, 

USA), na osnovu fluorescencije dihlorofluoresceina, fluorescentnog proizvoda DHF-

DA sa intraćelijskim vodonik-peroksidom. Relativna vrednost fluorescence ispitivanih 

ćelija analizirana je primenom CellQuest softvera (Becton Dickinson, USA) i izražena 

kao geometrijska sredina intenziteta fluorescence svih analiziranih ćelija (eng. mean 

fluorescence intensity, MFI). Rezultati su prikazani kao procenti inhibicije MFI 

vrednosti u uzorcima pretretiranim ispitivanim ekstraktima i tretiranim rastvorom H2O2 

u odnosu na MFI vrednost u kontrolnom uzorku, tretiranom rastvorom H2O2. Dobijeni 

rezultati predstavljaju srednju vrednost dva ponovljena određivanja. 

3.2.7. Određivanje parametara aktivacije trombocita i njihove agregacije sa 

leukocitima primenom protočne citometrije 

3.2.7.1 Uzorkovanje krvi 

Krv zdravih dobrovoljaca i ispitanika sa metaboličkim sindromom uzorkovana 

je na tašte, nakon najmanje 12h gladovanja, u ranim jutarnjim časovima (8-9h), a 

uzorkovanju je prethodio period potpunog mirovanja u trajanju od najmanje 20 minuta. 

Krv je uzorkovana u skladu sa standardnim protokolima za određivanje markera 

aktivacije trombocita i agregacije trombocita i leukocita metodom protočne citometrije 

(57, 58) koji podrazumevaju venepunkciju bez upotrebe poveske, korišćenje igle sa 

najmanjim promerom od 21g, netraumatičnu venepunkciju i odbacivanje najmanje 2 

mL krvi na početku uzorkovanja. Krv je uzorkovana u Vacutainer epruvetama sa 

natrijum-citratom (0.9%) kao antikoagulansom. Uzorci krvi su korišćeni u daljoj analizi 

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

3.2.7.2 Određivanje parametara aktivacije trombocita  

Kao markeri aktivacije trombocita određivani su površinski antigeni P-selektin 

i/ili GPIIb-IIIa, u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja agonista. Ekspresija ovih 
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antigena određivana je korišćenjem antihumanih anti-CD61, anti-CD62P i PAC1 

antitela, obeleženih fluorescentim bojama, primenom protočne citometrije. U 

eksperimentalnom radu korišćen je protočni citometar FACSCalibur, proizvođača BD 

Biosciences (SAD) sa integralnim CellQuest softverom za analizu dobijenih podataka.  

Ekspresija aktivacionih markera određivana korišćenjem pune krvi ispitanika po 

prethodno opisanim metodama (57, 159). Puna krv ispitanika je odmah nakon 

venepunkcije razblažena HTP rastvorom u odnosu 1:10. Alikvoti razblažene krvi (70 

L) neposredno po razblaživanju ili nakon inkubacije sa određenim agensima, obeleženi 

su anti-CD61-PerCP, anti-CD62P-PE i PAC-1-FITC antitelima (5 L) i odmah nakon 

toga tretirani rastvorima agonista, adenozin-difosfatom (ADP) u finalnim 

koncentracijama od 0,5 M i/ili 20 M i/ili natrijum-arahidonatom u finalnoj 

koncentraciji od 250g/mL. Alikvoti razblažene krvi obeleženi antitelima, bez dodatka 

agonista a uz dodatak iste zapremine HTP-a, korišćeni su za određivanje aktivacionih 

markera trombocita u bazalnim uslovima. Nakon dodavanja agonista ili HTP-a uzorci su 

inkubirani 20 min na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon završene inkubacije uzorci su 

fiksirani dodatkom CellFix rastvora (350 L), inkubirani 15 minuta na sobnoj 

temperaturi u mraku i odmah analizirani na protočnom citometru. Antihumana IgG1-

FITC, IgG2-PE i IgM-FITC antitela korišćena su kao izotipske kontrole za određivanje 

nespecifičnog vezivanja antitela. Optimalne zapremine korišćenih antitela određene su 

titracijom u okviru preliminarnih eksperimenata, korišćenjem krvi 3 ispitanika sa 

metaboličkim sindromom. Ekspresija analiziranih markera aktivacije određivana je u 

populaciji od 20000 trombocita (CD61 pozitivnih ćelija, CD61+) i izražena kao 

procenat P-selektin i GPIIbIIIa pozitivnih trombocita (CD62P+CD61+ ćelija) u ukupnoj 

populaciji analiziranih trombocita i kao geometrijska sredina intenziteta fluorescencije 

ukupne populacije trombocita (eng. mean fluorescence intensity, MFI), srazmerna 

prosečnoj gustini aktivacionih markera na pojedinačnom trombocitu. Dobijeni rezultati 

predstavljaju srednju vrednost dva uzastopna određivanja. Dodatno, pojedini rezultati su 

prikazani i kao „indeks aktivacije trombocita“ -IAT (eng. index platelet activation, IPA) 

za svaki od određivanih antigena, kao proizvod udela antigen pozitivnih trombocita u 

analiziranoj populaciji trombocita i odgovarajuće MFI vrednosti, na osnovu jednačine 

MPA=% x MFI / 100, kao pokazatelj relativnog broja antigena na površini 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. 

 

Slika 5. Reprezentativni FSC/SSC dijagram populacije trombocita (a) i CD61-

PerCP/CD62P-FITC dijagrami u bazalnim uslovima (b) i nakon delovanja 0,5 µM ADP 

(c) i 20 µM ADP (d). 

Određivanje parametara aktivacije trombocita u in vitro eksperimentalnim uslovima 

Za ispitivanje delovanja analiziranih ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog 

čaja, 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 razblažene HTP 

rastvorom u odnosu 1:10. inkubirani su sa radnim rastvorima ispitivanih ekstrakata i 

metabolita u finalnoj koncentraciji od 200 g/mL za ekstrakte i 40 mM za metabolite u 

trajanju od 30 min na sobnoj temperaturi. U istim eksperimentalnim uslovima alikvoti 

razblažene pune krvi inkubirani su sa DMSO-om u finalnoj koncentraciji od 0,2%, koji 

je korišćen kao negativna kontrola. Nakon inkubacije 70 L krvi tretirane ispitivanim 

ekstraktima i metabolitima i DMSO-om obeleženo 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 g/mL. Dalje su uzorci 

procesuirani na način kako je to prethodno opisano (Odeljak 3.2.7.2).  

 

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 µM 

ADP (c) i 20 µM 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 

GPIIb-IIIa markera kao odgovor na ex vivo delovanje ADP-a kao agonista aktivacije u 

koncentraciji od 0,5M. Neposredno pre izlaganja ćelija delovanju metanolne frakcije 

ekstraktant je uklonjen uparavanjem na vakuum uparivaču (T = 70C) i frakcija je 

rekonstituisana istom zapreminom vode. 

Određivanje parametara aktivacije trombocita u okviru dijetarnih interventnih studija 

U toku ispitivanja efekta jednokratne konzumacije soka od aronije određivana 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 razblaženu krv prethodno 

tretiranu acetil-salicilnom kiselinom po prethodno opisanom protokolu. Ukratko, nakon 

venepunkcije krv je razblažena u HTP-u (1:10) i alikvoti krvi (1mL) inkubirani su 30 

minuta na sobnoj temperaturi sa radnim rastvorom acetil-salicilne kiseline u finalnoj 

koncentraciji od 56 µM ili istom zapreminom HTP-a. Alikvoti razblažene netretirane 
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krvi (70 L) tretirani su anti-CD61-FITC i anti-CD62P-PE antitelima (5 L) i odmah 

nakon toga tretirani rastvorima agonista, natrijum-arahidonatom u finalnoj koncentraciji 

od 250g/mL i adenozin-difosfatom (ADP) u finalnoj koncentraciji od 0,5 M. Alikvoti 

razblažene krvi obeleženi antitelima, bez dodatka agonista a uz dodatak iste zapremine 

HTP-a, korišćeni su za određivanje aktivacionih markera trombocita u bazalnim 

uslovima. Alikvot razblažene krvi prethodno tretirane acetil-salicilnom kiselinom, 

tretiran je antitelima i natrijum arahidonatom kao agonistom. Antihumana IgG1-FITC, 

IgG2-PE i IgM-FITC antitela korišćena su kao izotipske kontrole. Uzorci su dalje 

procesuirani kao što je to prethodno opisano u odeljku 3.2.7.2. 

U toku ispitivanja efekta jednokratne konzumacije infuza koprive, mirođije i 

planinskog čaja, određivana je ekspresija P-seletina i GP IIb-IIIa antigena, kao markera 

aktivacije trombocita, pre i posle konzumacije ispitivanih čajeva, odnosno vode, u 

bazalnim uslovima i nakon delovanja agonista, arahidonske kiseline u finalnoj 

koncentraciji od 250g/mL i ADP-a u dve koncentracije koje su finalno iznosile 0,5 

M. i 20M, kao i nakon delovanja arahidonske kiseline na trombocite prethodno 

tretirane acetilsalicilnom kiselinom u in vitro eksperimentalnim uslovima, na prethodno 

opisan način. Uzorci razblažene krvi obeležavani 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. 

Šematski prikaz opisanog protokola dat je na slici 7. 

 

 

Slika 7. Šematski prikaz protokola  

U toku ispitivanja efekta jednokratne konzumacije soka od nara određivana je 

ekspresija P-seletina i GP IIb-IIIa 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 M. i 20M. Uzorci 
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razblažene krvi neposredno po venepunkciji tretirani su anti-CD61-PerCP, anti-CD62P-

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

3.2.7.3 Određivanje 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 određivani su u 

bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja agonista. Heterotipski agregati trombocita 

određivani su korišćenjem antihumanih anti-CD61, anti-CD11b i anti-CD14 antitela, 

obeleženih fluorescentim bojama, primenom protočne citometrije. U eksperimentalnom 

radu korišćen je protočni citometar FACSCalibur, proizvođača BD Biosciences (SAD) 

sa integralnim CellQuest softverom za analizu dobijenih podataka. 

Agregati trombocita sa monocitima i neutrofilima određivani su korišćenjem 

pune krvi ispitanika po prethodno opisanim metodama (58, 161) Alikvoti pune krvi 

ispitanika (65 L) su odmah nakon venepunkcije ili nakon inkubacije sa određenim 

agensima, obeleženi anti-CD61-FITC, anti-CD11b-PE i/ili anti-CD14-PerCP antitelima 

(5 L) i odmah nakon toga tretirani rastvorima agonista, ADP-om u finalnim 

koncentracijama od 0,5 M i/ili 20 M i/ili natrijum-arahidonatom u finalnoj 

koncentraciji od 250g/mL. Alikvoti pune krvi obeleženi antitelima, bez dodatka 

agonista a uz dodatak iste zapremine HTP-a, korišćeni su za određivanje heterotipskih 

agregata u bazalnim uslovima. Nakon dodavanja agonista ili HTP-a uzorci  su 

inkubirani 15 min na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon završene 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 

L), inkubirani nakon toga 15 minuta u mraku na sobnoj temperaturi  i odmah 

analizirani na protočnom citometriju. Antihumana IgG1-FITC, IgG2-PE i IgG2-FITC 

antitela korišćena su kao izotipske kontrole za određivanje nespecifičnog vezivanja 

antitela. Optimalne zapremine korišćenih antitela određene su titracijom u okviru 

preliminarnih eksperimenata, korišćenjem krvi 3 ispitanika sa metaboličkim 

sindromom.  
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Monociti i neutrofili su identifikovani na osnovu specifičnih karakteristika u 

pogledu veličine i granularnosti koje rezultuje karakterističnim položajem na FSC/SSC 

dijagramu  

U populaciji ćelija na FSC/SSC dijagramu koja po karakteristikama odgovara 

monocitima procenat agregata trombocita i monocita određivan je na osnovu relativne 

zastupljenosti (%) CD61+CD14+ događaja u ukupnoj populaciji monocita (CD14+ 

događaja). Analiza procenta agregata trombocita i monocita analizirana je u ukupnoj 

populaciji od 1000 monocita (CD14+ događaja).   

U populaciji na FSC/SSC dijagramu koja po karakteristikama odgovara 

neutrofilima procenat agregata trombocita i neutrofilima određivan je na osnovu 

relativne zastupljenosti (%) CD61+CD11b+ događaji u ukupnoj populaciji neutrofila 

(CD11b+ događaja). Analiza procenta agregata trombocita i neutrofila analizirana je u 

ukupnoj populaciji od najmanje10000 neutrofila(CD11b+ događaja).  

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. 

 

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 µM ADP 

(c) i 20 µM ADP (d). 

 

 



MATERIJAL I METODE 

 

46 

Određivanje agregacije trombocita sa neutrofilima i monocitima - in vitro  

U ispitivanju delovanja analiziranih ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog 

čaja, 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 (200µg/mL) i 

metabolitima (40µM), odnosno rastvorom acetil-salicilne kiseline (56 µg/mL) na isti 

način kao i uzorci razblažene krvi pri analizi markera aktivacije trombocita. Nakon 

inkubacije 65 L krvi tretirane ispitivanim ekstraktima i metabolitima, DMSO-om i 

acetil-salicilnom kiselinom obeleženo 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 g/mL. Dalje su uzorci procesuirani na 

način kako je to prethodno opisano (Odeljak 3.2.7.3).  

Određivanje markera aktivacije trombocita u okviru dijetarnih interventnih studija 

U okviru dijetarnih interventnih studija markeri aktivacije trombocita određivani 

su u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja agonista, po prethodno opisanoj 

metodi (Odeljak 3.2.7.3).  

 

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 µM 

ADP (c) i 20 µM ADP (d). 
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Ukratko, u studiji delovanja soka od aronije agregacija trombocita i leukocita 

određivana 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 (250µg/mL) i ADP-a (0,5µM). 

U studiji delovanja infuza koprive, mirođije i šarplaninskog čaja agregacija 

trombocita i leukocita određivana 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 (250µg/mL) i ADP-a (0,5µM i 20 µM). 

U studiji delovanja soka od nara agregacija trombocita i leukocita određivana je 

pre i posle intervencije, u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja ADP-a kao 

agonista, u koncentracijama od 0,5µM i 20 µM. 

3.2.8. Određivanje adhezije trombocita i endotelnih ćelija u kulturi  

Adhezija trombocita i endotelnih ćelija u kulturi u ex vivo eksperimentalnim 

uslovima određivana je primenom adhezionog eseja po metodi Karpatkin-a i saradnika 

(162), modifikovanoj po metodi Zec i saradnika (163). Kao model endotelnih ćelija 

korišćene su EA.hy926 ćelije gajene u kulturi. Površina bazena tamnih mikroploča sa 96 

bazena (Thermo Scientific, Finland) oblagana je suspenzijom trombocita (100 µL, 1 x 

10
8
/mL u HTP-u) izolovanih iz pune krvi ispitanika pre i nakon dijetarne intervencije. 

Mikroploče su inkubirane 24h na temperaturi od +4C. Nakon inkubacije neadherirani 

trombociti su uklonjeni ispiranjem rastvorom BSA u PBS-u (1%). Isti rastvor (200 µL 

po bazenu), nakon ispiranja, korišćen je za blokiranje „slobodne“ adherentne površine u 

bazenima inkubacijom u trajanju od 1h na 37C. Nakon tripsinizacije EA.hy926 ćelije 

su resuspendovane u HTP-u uz dodatak CaCl2 (0.9mM) and MgCl2 (0.9mM) i obojene 

rastvorom kalceina-AM . Sto mikrolitara suspenzije obojenih EA.hy926 ćelija (1 × 

10
6
/mL) dodato je u bazene obložene trombocitima u prisustvu rastvora trombina (2 U 

mL
-1

) i inkubirano 1h na 37°C. Nakon inkubacije bazeni su ispirani (2x) rastvorom BSA 

u PBS-u (1%) i fluorescencija, srazmerna broju enotelnih ćelija adheriranih za 

trombocite, merena je na čitaču fluorescencije mikroploča (Florosken Ascent FL, 

Thermo) pri talasnoj dužini ekscitacije od 485 nm i talasnoj dužini emisije od 520 nm. 

Rezultati su izraženi kao procenat inhibicije adhezije endotelnih ćelija za trombocite 

nakon dijetarne intervencije u odnosu na adheziju pre dijetarne intervencije, na osnovu 

izmerenih fluorescencija. Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost dva 

određivanja. 
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3.2.9. Određivanje agregacije trombocita i malignih ćelija u kulturi 

Heterotipska agregacije trombocita i malignih ćelija primenom protočne 

citometrije određivana je po modifikovanoj metodi Wang-a i saradnika (164). Ukratko, 

izolovani trombociti, prethodno tretirani ispitivanim ekstraktima (200 µg/mL) ili 

DMSO-om kao kontrolom, obeleženi su CD61-PerCP antitelom i inkubirani sa HeLa 

ćelijama prethodno obeleženim kalceinom (30 min, 37C), u prisustvi niske 

koncentracije trombina (0,02 IU/ml). Nakon inkubacije, suspenzija je razblažena u HTP 

puferu i nastali mikro-agregati analizirani su primenom protočne citometrije. Agregacija 

trombocita i malignih ćelija u tretiranim i kontrolnim uzorcima određivana je kao 

procenat trombocita vezanih za maligne ćelije (CD61+kalcein+ događaja) u ukupnoj 

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

3.2.10. Određivanje biohemijskih paramatara i krvne slike  

Definisani biohemijski parametri određivani su na kliničkom biohemijskom 

analizatoru Cobas e411, proizvođača Roche Diagnostics (Basel, Švajcarska) i 

upotrebom komercijalnih kompleta serije Roche Diagnostics, u skladu sa uputstvima 

prozvođača. Parametri krvne slike određivani su na hematološkom analizatoru Coulter 

Ac.T Diff, proizvođača Beckman Coulter (SAD).  

3.2.11. Određivanje 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, proizvođača Tanita (SAD).  

Vrednosti indeksa telesne mase (ITM) izračunavane su na osnovu visine i težine 

prema obrascu: ITM= težina (kg) / (visina(m))
2
. 

Vrednosti sistolnog i dijastolnog pritiska merene su profesionalnim automatskim 

oscilometrijskim sfingmomanometrom HEM-907XL, proizvođača Omron (SAD), 

izražavane u milimetrima živinog stuba (mm Hg) i predstavljene kao srednja vrednost 

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

U obradi i analizi dobijenih podataka korišćene su sledeće statističke metode: 

- deskriptivna statistika za opis podataka: srednja vrednost (Xsr), medijana (MD), 

standardna devijacija (SD), interkvartilni raspon (IR), minimum (Min), 

maksimum (Max) 

- 
2
 test za anlizu kategoričkih podataka, prikazanih kao apsolutne frekvence 

- Šapiro-Vilk (eng. Shapiro-Wilk) test za ispitivanje normalne distribucije 

podataka 

- Levenov test jednakosti varijanse za procenu jednakosti varijanse između grupa 

- Student t-test za ispitivanje razlika između dve grupe podataka (za parametre 

koji pokazuju normalnu distribuciju) 

- jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) za analizu više grupa normalno 

distribuiranih podataka koji zadovoljavaju uslove primene ANOVA (post hoc 

Bonefroni kriterijum) 

- Vilkoksonov test označenih 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 više grupa podataka 

koji ne zadovoljavaju uslove za primenu parametarskog ANOVA testa (ne-

parametarska analiza) 

- Spirmanov (eng. Spearman) koeficijent korelacije za utvrđivanje povezanosti 

između grupa podataka koji ne slede normalnu raspodelu 

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

„box and wisker“ dijagramima, na kojima je horizontalnom linijom prikazama 

medijana, pravougaonikom interkvartilni raspon, veritikalnim linijama minimum i 

maksimum, osim u slučaju kada su identifikovani podaci koji odstupaju više od 1,5 x IR 

od vrednosti kojima se definiše interkvartilni raspon („outlayer“), koji su prikazane 

kružićima, a horizontalne linije povezuju podatke sa maksimalnim i minimalnim 

vrednosti izuzimajući odstupajuće podatke.  

Minimalni uslov za postojanje statistički značajne razlike je definisan p-

vrednošću (nivoom značajnosti) manjom ili jednakom 0,05. 
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3.3. DIZAJN DIJETARNIH INTERVENTNIH STUDIJA 

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 činilo je 20 zdravih, negojaznih osoba oba pola, nepušača, 

starosti između 18 i 35 godina. Zdravstveni status ispitanika procenjen je na osnovu 

anamnestičkih podataka. Kriterijum za uključivanje podrazumevao je i poštovanje 

dijetarnih restrikcija definisanih protokolom studije. Dijetarne restrikcije odnosile su se 

na ogranično konzumiranje namirnica za koje je, na osnovu naučnih literaturnih 

podataka, pokazano da ispoljavaju efekte na funkciju trombocita, u periodu od 14 dana 

pre dijetarne intervencije, i njihovo potpuno isključenje iz ishrane u periodu od 48h pre 

intervencije. Lista namirnica obuhvatala je jagodasto i bobičasto voće, paradajz, 

čokoladu i kakao, jezgrasto voće, kivi, crveno vino, kafu, crni i zeleni čaj, 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) uravnoteženje varijacija u ishrani koje bi eventualno mogle da 

maskiraju efekte same intervencije. Ispitanici nisu konzumirali hranu i piće (osim vode) 

najmanje 12 h pre dijetarne intervencije. 

3.3.1.2. Protokol 

U skladu sa protokolom, na dan sprovođenja dijetarne intervencije, ispitanicima 

je po dolasku u eksperimentalnu laboratoriju (8h) izmerena vrednost krvnog pritiska i 

određeni definisani antropometrijski parametri. Nakon 20 minuta potpunog mirovanja 

uzorkovana je puna krv, sa i bez dodatka odgovarajućih antiokoagulansa. Odmah nakon 

venepunkcije ispitanici su konzumirali 150 mL komercijalnog matičnog soka od aronije 

(Nutrika doo, Srbija). Venepunkcija je ponovljena 2h nakon konzumacije soka od 

aronije. 

U uzorcima krvi dobijenim venepunkcijom pre dijetarne intervencije određeni su 

osnovni biohemijski i hematološki parametri. 
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U uzorcima pune krvi dobijenim pre i posle intervencije određena 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 određivani su u bazalnom stanju, kao i nakon delovanja 

ADP-a suboptimalne koncentracije od 0,5mM i arahidonske kiseline (AK), 

koncentracije 250 µg/mL, u ex vivo eksperimentalnim uslovima. 

Trombociti izolovani iz pune krvi dobijene venepunkcijom 8 nasumično 

izabranih ispitanika, pre i posle dijetarne intervencije u okviru ispitivanja delovanja 

jednokratne konzumacije soka od aronije, korišćeni su u ispitivanju delovanja soka od 

aronije na adheziju trombocita i endotelnih ćelija u kulturi, u ex vivo eksperimentalnim 

uslovima. 

3.3.2. Ispitivanje delovanja jednokratne konzumacije čaja od koprive, čaja 

od mirođije i šarplaninskog čaja na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa 

monocitima i neutrofilima 

Studija je dizajnirana kao kontrolisana, randomizirana, jednostruko slepa studija 

jednokratne dijetarne intervencije, sa četiri paralelne grupe ispitanika, odnosno četiri 

interventna uzorka, infuza koprive, infuza mirođije, infuza šarplaninskog čaja kao 

interventnih proizvoda i tople vode, kao komparativnog uzorka. 

3.3.2.1. Ispitanici 

Grupu ispitanika činilo je 80 osoba sa metaboličkim sindromom, oba pola, starosti 

između 35 i 65 godina. Metabolički sindrom, kao kriterijum za uključivanje u studiju, 

definisan je na osnovu NCEP ATP III kriterijuma (165), kao prisustvo tri ili više 

navedenih faktora rizika za nastanak kardiovasularnih bolesti: 

- abdominalna gojaznost (obim struka veći od102 cm kod muškaraca i 88 cm kod 

žena) 

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

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

muškaraca i 1,29 mmol/L (50 mg/dL) kod žena 

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

Hg (tokom najmanje 2 ponovljena merenja) 

- nivo glukoze u serumu, na tašte, jednak ili veći od 5,6 mmol/L(100 mg/dL) 

Kriterijumi za neuključivanje u studiju podrazumevali su:  
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- pušenje 

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

od(tokom najmanje 2 ponovljena merenja) 

- dijagnozu kardiovaskularnih bolesti (koronarna bolest, atero-tromboza, šlog) 

- dijagnozu dijabetes melitusa tip I ili II  

- terapija farmakološki aktivnim supstancama sa dokazanim efektima na 

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

U preliminarnoj fazi studije procenjen je zdravstveni status ispitanika na osnovu 

anamnestičkih podataka i određeni osnovni biohemijski i antropometrijski parametri 

definisani kriterijumima za uključivanje. Kriterijumi za uključivanje podrazumevali su i 

pristanak na poštovanje dijetarnih restrikcija definisanih protokolom studije 

(objašnjenih detaljno u odeljku 3.3.1.1 Ispitanici), uključujući i biljke čije je delovanje 

ispitivano. Ispitanici koji su zadovoljili sve kriterijume za uključivanje, odnosno 

neuključivanje u studiju, regrutovani su za učešće u studiji i nasumično podeljeni u 

četiri interventne grupe. Dijetarnoj intervenciji prethodio je pripremni period dijetarnih 

restrikcija. 

3.3.2.2. Protokol 

Na dan sprovođenja dijetarne intervencije ispitanicima je po dolasku i nakon 20 

minuta potpunog mirovanja, uzorkovana puna krv, sa i bez dodatka odgovarajućih 

antiokoagulansa. Odmah nakon venepunkcije ispitanici su konzumirali 200 ml sveže 

pripremljenih čajeva od koprive, mirođije ili šarplaninskog čaja, na način 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 određeni su osnovni 

biohemijski i hematološki parametri. 

U uzorcima pune krvi dobijenim pre i posle intervencije određena je ekspresija 

P-selektina i GPIIb-IIIa, kao markera aktivacije trombocita, kao i procenat TMA u 

populaciji monocita i TNA u populaciji neutrofila, kao markera heterotipske agregacije 

trombocita. Navedeni parametri određivani su u bazalnom stanju, kao i nakon delovanja 

suboptimalne i optimalne koncentracije ADP-a (0,5mM i 20 mM) i delovanja AA (250 

µg/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 komparativnog 

odnosno kontrolnog uzorka.  

3.3.3.1. Ispitanici 

Grupu ispitanika činilo je 40 osoba sa metaboličkim sindromom, oba pola, 

starosti između 35 i 65 godina. Kriterijumi za uključivanje i neuključivanje u studiju bili 

su identični sa kriterijumima definisanim u okviru studije ispitivanja delovanja 

jednokratne konzumacije infuza herbe koprive, mirođije i šarplaninskog čaja na 

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

3.3.3.2. Protokol 

Protokol izvođenja studije na dan intervencije bio je identičan 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 matičnog 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 određeni su 

osnovni biohemijski i hematološki parametri. 

U uzorcima pune krvi dobijenim pre i posle intervencije određena je ekspresija 

P-selektina i GPIIb-IIIa, kao markera aktivacije trombocita, kao i procenat TMA u 

populaciji monocita i TNA u populaciji neutrofila, kao markera heterotipske agregacije 

trombocita. Navedeni parametri određivani 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 

metaboličkim sindromom u okviru studije ispitivanja delovanja jednokratne 

konzumacije infuza herbe koprive, mirođije i šarplaninskog čaja korišćena je za 

ispitivanje delovanja analiziranih ekstrakata na funkciju trombocita i ispitivanje 



MATERIJAL I METODE 

 

54 

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 krvi 

4 ispitanika sa metaboličkim sindromom.  

Sve osobe koje su učestvovale u navedenim studijama pismeno su upoznate sa 

ciljevima i protokolom istraživanja i potpisale su pristanak za učešće u istraživanju. 

Studije su sprovedene u skladu sa principima i smernicama Dobre kliničke prakse u 

kliničkim ispitivanjima. Studija delovanja jednokratne konzumacije soka od aronije na 

funkciju trombocita odobrena je od strane Etičkog odbora Opšte bolnice u Leskovcu 

(Odluka br. 8716). Studija delovanja jednokratne konzumacije infuza koprive, mirođije 

i šarplaninskog čaja na funkciju trombocita i studija delovanja jednokratne konzumacije 

soka od nara na funkciju trombocita odobrene su od strane Etičkog odbora Kliničko-

bolničkog centra Zemun (Odluka br. 833). 
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REZULTATI 

4.1. HEMIJSKA ISPITIVANJA 

U okviru preliminarnih ispitivanja, koja su prethodila ispitivanjima biološke 

aktivnosti, određen je hemijski sastav uzoraka, koji se odnosio na sadržaj ukupnih 

fenola, sadržaj antocijana kao klase polifenola karakterističan za jagodasto i bobičasto 

voće, kao i parametri kvaliteta sokova definisani važećim pravilnikom o kvalitetu voća i 

proizvoda od voća. Dodatno je u sklopu hemijskih ispitivanja analizirana i 

antiradikalska aktivnost uzoraka, kao jedan od mehanizama njihove antioksidativne 

aktivnosti, primenom hemijskih metoda.  

4.1.1. Sadržaj ukupnih fenola u ispitivanim suvim ekstraktima, sokovima i 

čajevima  

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 biološki aktivnih sastojaka. 

Sadržaj ukupnih fenola u ispitivanim uzorcima određivan je spektrofotometrijski 

na bazi bojene reakcije sa Folin-Ciocalteu-ovim reagensom. Apsorbancija je merena na 

765 nm, a sadržaj ukupnih fenola je izračunat iz kalibracione krive za galnu kiselinu. 

Rezultati su izraženi kao srednja vrednost dva ponavljanja ± standardna devijacija. 

Tabela 7.  Sadržaj ukupnih fenola u suvim metanolnim ekstraktima ispitivanih 

biljaka 

Ispitivani uzorci 
Ukupni fenoli  

(mg GAE/g) 

Ekstrakt koprive 69,44 ± 0,03 

Ekstrakt mirođije 58,07 ± 0,11 

Ekstrakt šarplaninskog čaja 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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Sadržaj ukupnih fenola u ispitivanom suvom etanolno-vodenom ekstraktu 

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

 Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da sve analizirane biljke 

predstavljaju dobar izvor fenolnih jedinjenja. Najveći sadržaj ukupnih fenola detektovan 

je u suvom ekstraktu šarplaninskog čaja (156,66 mg GAE/g), a zatim po sadržaju 

ukupnih fenola slede ekstrakt koprive (69,44 mg GAE/g), mirođije (58,07 mg GAE/g), 

ekstrakt kelja (42,60 mg GAE/g) i ekstrakt nara (45,50 mg GAE/g) koji su bili istog 

reda veličine. Znatno niži sadržaj ukupnih fenola detektovan je u ekstraktu japanske 

jabuke (5,62 mg GAE/g ) i bio je oko 10 puta niži u odnosu na sadržaj većine 

analiziranih ekstrakata.  

 

Tabela 8.  Sadržaj ukupnih fenola u ispitivanim sokovima od voća  

Ispitivani uzorci 
Ukupni fenoli  

(mg GAE/100 mL) 

Sok od maline 164,4 ± 5,1 

Sok od crne maline 240,2 ± 5,3 

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 ± 7,3  

Sok od aronije 593,7 ± 3,3 

 GAE- ekvivalenti galne kiseline  

Značajno veći sadržaj ukupnih fenola u odnosu na ostale sokove imao je sok od 

aronije, koji je iznosio 593,7 ± 3,3 mg GAE na 100 mLsoka.  

Sadržaj ukupnih fenola u komercijalnim sokovim od aronije i nara od prikazan 

je u Tabeli 9. Sadržaj ukupnih polifenola u svežem soku od aronije, dobijenom 

ceđenjem zrelih plodova od kojih je dobijen i komercijalni sok, nije se značajno 

razlikovao od sadržaja u komercijalnom soku, ukazujući da procesi uključeni u proces 

proizvodnje komercijalnog soka (tretman pektinazom, mehaničko ceđenje, kratkotrajna 

pasterizacija) ne utiču značajno na sadrža ukupnih polifenola. 
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Tabela 9.  Sadržaj 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. Sadržaj ukupnih fenola u čajevima od koprive, mirođije i 

šarplaninskom čaju  

Ispitivani uzorci 
Ukupni fenoli  

(mg GAE/100 mL) 

Čaj od koprive 47,4 ± 2,1 

Čaj od mirođije 38,2 ± 1,3 

Šarplaninski čaj 32,3± 2,7 

 GAE- ekvivalenti galne kiseline  

Na osnovu dobijenih podataka može se zaključiti da čaj od koprive ima najviši 

sadržaj ukupnih fenola. Sadržaj ukupnih fenola u ispitivanim čajevima bio je u 

saglasnosti sa literaturnim podacima (166, 167). Generalno se može zaključiti da pri 

konzumaciji istih zapremina, ispitivani čajevi značajno manje doprinose dijetarnom 

unosu ukupnih fenola u odnosu na analizirane sokove.  

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

sokovima od voća  

Antocijani predstavljaju jednu od klasa polifenola prisutnih u namirnicama 

biljnog porekla, sa brojnim biološkim efektima na zdravlje ljudi. U svežim namirnicama 

nalaze se uglavnom u monomernoj formi. Stajanjem i delovanjem termičkih tretmana 

dolazi do prelaska monomernih u polimerne oblike.  

Sadržaj monomernih antocijana u ispitivanim uzorcima određivan je pH 

diferencijalnom metodom, na osnovu apsorbancije rastvora uzorka u puferima pH 4,5 i 

pH 7, merene na 450 nm. Rezultati su izraženi kao sadržaj ekvivalenata cijanidin-3-

glukozida u mg/mL ispitivanih sokova ili mg/g ispitivanih ekstrakata. 

U cilju procene delovanja pojedinih grupa polifenola u biološkim 

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

ekstraktu nara, prikazan je u Tabeli 11.  

Tabela 11.  Sadržaj antocijana u suvom metanolnom ekstraktu nara i frakcijama 

suvog vodeno-etanolnog ekstrakta aronije 

Ispitivani uzorci 
Monomerni antocijani 

(mg CGE/g) 

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. Sadržaj monomernih antocijana u sokovima od voća dobijenim 

ceđenjem svežih plodova 

Ispitivani uzorci 
Monomerni antocijani 

(mg CGE/100 mL) 

Sok od maline 164,4 ± 5,1 

Sok od crne maline 240,2 ± 5,3 

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 ± 7,3  

Sok od aronije 218,4 ± 4,3 

 CGE- ekvivalenti cijanidin-3-glukozida 

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

Ispitivani uzorci 
Monomerni antocijani 

(mg GAE/100ml) 

Komercijalni sok od aronije 15,3 ± 0,2 

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 određeni 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 
Rastvorljiva 

suva materija 

Ukupna  

kiselost 
pH 

Sok od maline 5,9 ± 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 14,2 ± 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 može se zaključiti da su svi parametri odgovarali 

zahtevima definisanim važećim pravilnicima (150, 151). 

 U industriji hrane analizirani parameteri imaju višestruki značaj. Vrednost 

analiziranih parametara ukazuje na stepen zrelosti voća u periodu branja. Istovremeno, 

nizak odnos rastvorljive suve materije, koja uglavnom reflektuje sadržaj ukupnih šećera, 

i kiselosti ukazuje na manje prihvatljive senzorne karakteristike sokova, mada visok 

stepen kiselosti ujedno predstavlja povoljnu tehnološku karakteristiku plodova i sokova 

kao sirovina za dalju proizvodnju, jer ukazuje na mogućnost očuvanja kvaliteta tokom 

dužeg skladištenja. 

 U okviru ove disertacije dobijene vrednosti kiselosti analizirane su u pogledu 

uticaja na biološku aktivnost navedenih uzoraka, u okviru in vitro eksperimenata.  
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4.1.4. Antiradikalska aktivnost ispitivanih suvih ekstrakata, čajeva i sokova 

Antiradikalska aktivnost uzoraka ispitivana je DPPH testom, na osnovu 

sposobnosti neutralizacije DPPH radikala. DPPH test je jedan od najčešće 

primenjivanih antioksidantnih testova za procenu sposobnosti neutralizacije slobodnih 

radikala. 

Tabela 15. Sposobnost suvih ekstrakata da neutrališu DPPH radikal 

Ekstrakti EC50 (μg/ml) 

Ekstrakt koprive 43,59 ± 0,1 

Ekstrakt mirođije 43,7 ± 0,1 

Ekstrakt šarplaninskog čaja 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 statistički značajnu korelaciju sa sadržajem 

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

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

DPPH radikal 

Ekstrakti EC50 (μg/ml) 

Ekstrakt aronije (F1) 7,41 ± 0,019 

Ekstrakt aronije (F2) 4,12 ± 0,023 

 

Tabela 17. Sposobnost komercijalnih sokova da neutrališu DPPH radikal  

Sokovi EC50 (μg/ml) 

Komercijalni sok aronije 0,44±0,03 

Komercijalni sok od nara  1.00±0,03 
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Tabela 18. Sposobnost sveže ceđenih sokova da neutrališu DPPH radikal 

Sokovi EC50 (μg/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 čajeva da neutrališu DPPH radikal  

Ispitivani uzorci EC50 (μg/ ml) 

Čaj od koprive 86,0± 1,2 

Čaj od mirođije 111,0 ± 1,4 

Šarplaninski čaj 194,4  ± 2.0 

 Direktno antioksidativno delovanje ispitivanih uzoraka, procenjeno na osnovu 

inhibicije DPPH radikala, generalno koreliše sa sadržajem ukupnih fenola i potvrđuje 

značajnu ulogu polifenola kao dijetarnih antioksidanasa. Značaj direktnog 

antioksidativnog delovanja ekstrakata i namirnica bogatih polifenolima nakon 

dijetarnog unosa u prevenciji kardiovaskularnih i drugih hroničnih bolesti nije potvrđen 

(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 fiziološki odgovor organizma, još uvek nije potpuno 

proučen.  
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4.2. UTICAJ ISPITIVANIH EKSTRAKATA I METABOLITA NA 

AKTIVACIJU TROMBOCITA I NJIHOVU AGREGACIJU SA MONOCITIMA I 

NEUTROFILIMA U IN VITRO EKSPERIMENTALNIM USLOVIMA 

4.2.1. Uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja 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-IIIa  

Kao parametri ekspresije P-selektina i GPIIb-IIIa određivani su procenat P-

selektin-pozitivnih i GPIIb-IIIa-pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita 

(n=20000) i srednja vrednost gustine P-selektina i GPIIb-IIIa na pojedinačnim 

trombocitima zdravih ispitanika i ispitanika sa metaboličkim sindromom, kao odgovor 

na agonističko delovanje arahidonske kiseline. 

 

Slika 10 Uticaj ekstrakata koprive (EK), mirođije (EM), šarplaninskog čaja (EŠČ), kelja 

(EK), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) na procenat P-selektin i GPIIb-IIIa pozitivnih 

trombocita u populaciji trombocita (n=20000) zdravih ispitanika i ispitanika sa 

metaboličkim sindromom, nakon delovanja arahidonske kiseline kao agonista. Rezultati 

su izraženi kao procenat promene u odnosu na kontrolu tretiranu DMSO-om i 

predstavljeni „box and whisker“ dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na 

kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test označenih rangova).  

Primenom neparametarskog testa, Vilkoksonov testa označenih rangova, 

ispitivana je statistički značajna razlika između vrednosti analiziranih parametara 
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trombocita tretiranih ekstraktima koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara i 

japanske jabuke i vrednosti navedenih parametara trombocita tretiranih DMSO-om kao 

kontrolom, pre delovanja arahidonske kiseline.  

Dobijene vrednosti ekspresije P-selektina i GPIIb-IIIa, izražene kao procenat 

promene u odnosu na kontrolni uzorak, grafički su prikazani kao Tukijevi „box and 

whisker“ dijagrami, sa označenom medijanom, interkvartilnim rasponom, minimalnom i 

maksimalnom vrednošću (Slike 10 i 11). 

 

 

Slika 11. Uticaj ekstrakata koprive (EK), mirođije (EM), šarplaninskog čaja (EŠČ), 

kelja (EK), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) na prosečnu gustinu P-selektina i GPIIb-

IIIa (MFI) na pojedinačnom trombocita u populaciji trombocita (n=20000) kod 

ispitanika sa metaboličkim sindromom i zdravih ispitanika, nakon delovanja 

arahidonske kiseline kao agonista. Rezultati su izraženi kao procenat promene u odnosu 

na kontrolu tretiranu DMSO-om i predstavljeni „box and whisker“ dijagramima; 

statistički značajno različito u odnosu na kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test 

označenih rangova).  
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Uticaj ispitivanih ekstrakata na agregaciju trombocita sa monocitima i 

leukocitima 

Kao parametri agregacije trombocita sa monocitima i neutrofilima određivani 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 metaboličkim sindromom, kao odgovor na agonističko delovanje 

arahidonske kiseline. 

 

Slika 12. Uticaj ekstrakata koprive (EK), mirođije (EM), šarplaninskog čaja (EŠČ), 

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 metaboličkim sindromom, nakon delovanja arahidonske kiseline kao agonista. 

Rezultati su izraženi kao procenat promene u odnosu na kontrolu tretiranu DMSO-om i 

predstavljeni „box and whisker“ dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na 

kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test označenih rangova).  

Dobijene vrednosti parametara agregacije, izražene kao procenat promene u 

odnosu na kontrolni uzorak, prikazane su na Slici 12.  

Primenom neparametarskog Vilkoksonovog testa označenih rangova ispitivana 

je statistički značajna razlika između vrednosti analiziranih parametara tretiranih 

ekstraktima koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, 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 statistički značajno utiču na pojedine 

parametre aktivacije i agregacije trombocita indukovane delovanjem arahidonske 

kiseline, kod zdravih ispitanika i/ili ispitanika sa metaboličkim sindromom. 

Prikaz parametara aktivacije i agregacije trombocita zdravih ispitanika i 

ispitanika sa metaboličkim sindromom, na kojima je pokazano statistički značajno 

delovanje ispitivanih ekstrakata, dat je u Tabeli 20. 

Tabela 20. Uticaj ekstrakata na parametre aktivacije i agregacije trombocita zdravih 

ispitanika i ispitanika sa metaboličkim sindromom  

 Parametri EK EM EŠČ EKlj EN EJJ 

Z
d

ra
v
i 

is
p

it
a
n

ic
i 

P-sel (%)  X  X   

P-sel (MFI)  X  X  X 

GPIIb-IIIa (%)  X X   X 

GPIIb-IIIa (MFI)       

TMA (%) X  X   X 

TNA (%)   X    

Is
p

it
a
n

ic
i 

sa
 

m
et

a
b

o
li

čk
im

 

si
n

d
ro

m
o
m

 P-sel (%) X X X X   

P-sel (MFI) X X  X   

GPIIb-IIIa (%) X X X X X X 

GPIIb-IIIa (MFI)       

TMA (%)  X     

TNA (%) X X     

Skraćenice: EK, koprive; EM, ekstrakt mirođije; EŠČ, ekstrakt šarplaninskog 

čaja; Eklj, ekstrakt kelja; EN, ekstrakt nara; EJJ, ekstrakt japanske jabuke, statistički 

značajno manje u odnosu na kontrolu (X); statistički značajno veće u odnosu na 

kontrolu (X) 

Prikazani rezultati ukazuju da je na trombocitima ispitanika sa metaboličkim 

sindromom došlo do značajnog smanjenja procenta P-selektin pozitivnih trombocita 

delovanjem 4 od 6 ispitivanih ekstrakata: ekstrakta koprive, mirođije, šarplaninskog čaja 

i kelja. Kod zdravih ispitanika smanjenje procenta P-selektin pozitivnih trombocita 

uočeno je samo nakon delovanja ekstrakta mirođije i kelja. Smanjenje procenta GPIIb-

IIIa pozitivnih trombocita kod ispitanika sa metaboličkim sindromom uočeno je nakon 

delovanja svih ispitivanih ekstrakata, dok je taj efekat kod zdravih subjekata pokazan 

samo nakon delovanja ekstrakta šarplaninskog čaja. Neočekivano, u ovoj populaciji 

ekstrakti mirođije i japanske jabuke doveli su do povećanja procenta GPIIb-IIIa-

pozitivnih trombocita. 

Na trombocitima ispitanika sa metaboličkim sindromom pokazan uticaj 

ekstrakata koprive, mirođije i kelja na procenat P-selektin pozitivnih trombocita bio je 

praćen i smanjenjem gustine ovih receptora, što nije bio slučaj sa ekstraktom 
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šarplaninskog čaja. Kod zdravih ispitanika ekstrakti mirođije i kelja, koji su doveli do 

značajnog smanjenja P-selektin pozitivnih trombocita, doveli su i do smanjenja gustine 

ovih adhezionih receptora. Nijedan od ispitivanih ekstrakata nije uticao na gustinu 

GPIIb-IIIa na trombocitima zdravih, kao i ispitanika sa metaboličkim 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 metaboličkim sindromom. Ekstrakt koprive 

doveo je do smanjenja agregata sa neutrofilima, dok je nakon delovanja ekstrakta 

mirođije u ovoj grupi ispitanika došlo do povećanja agregacije trombocita i sa 

monocitima i sa neutrofilima. Na agregate trombocita i monocita zdravih ispitanika 

uticali su ekstrakti koprive, šarplaninskog čaja i japanske jabuke, i u slučaju ekstrakta 

šarplaninskog čaja taj efekat je praćen i smanjenjem agregacije trombocita sa 

neutrofilima. Značajno je uočiti da ovi ekstrakti nisu uticali na markere aktivacije, i 

moguće je da je pokazno delovanje posredovano delovanjem usmerenim na leukocite.  
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Uticaj ekstrakta aronije na ekspresiju P-selektina i GPIIb-IIIa  

Uticaj ekstrakta aronije na ekspresiju P-selektina i GPIIb-IIIa u in vitro 

eksperimentalnim uslovima, ispitivan je u uzorcima krvi 4 ispitanika sa metaboličkim 

sindromom, nakon delovanja ADP-a (0,5 µM) 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; 2,5 i 5 

mg/mL, izražene na masu početnog etanolno-vodenog ekstrakta.  

Analiza dve odvojene frakcije esktrakta aronije imala je za cilj procenu 

specifičnog delovanja antocijana, s obzirom da je u okviru preliminarnih ispitivanja 

ustanovljeno da se ove frakcije nisu razlikovale po sadržaju ukupnih fenola, ali je 

sadržaj ukupnih monomernih antocijana u metanolnoj frakciji bio znatno viši 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, izraženi kao procenat promene u odnosu na kontrolni uzorak, 

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

 

Slika 13. Uticaj različitih koncentracija metanolne frakcije (F1) i vodene frakcije (F2) 

etanolno-vodenog ekstrakta ploda aronije na procenat P-selektin i GPIIb-IIIa pozitivnih 

trombocita u populaciji trombocita (n=20000) nakon delovanja ADP (0,5 µM) kao 

agonista. Rezultati su izraženi 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 uočen određeni trend dozno-zavisnog delovanja obe 

frakcije na procenat GPIIb-IIIa-pozitivnih trombocita, statistički značajna 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 protokatehuične kiseline 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 protokatehuične kiseline - metabolita cijanidin- 

glukozida. 

Uticaj metabolita kvercetina na ekspresiju P-selektina i GPIIb-IIIa 

Uticaj delovanja ovih metabolita na parametre ekspresije P-selektina i GPIIb-

IIIa: procenat P-selektin-pozitivnih i GPIIb-IIIa-pozitivnih trombocita i srednju vrednost 

gustine P-selektina i GPIIb-IIIa zdravih ispitanika i ispitanika sa metaboličkim 

sindromom, kao odgovor na agonističko delovanje arahidonske kiseline, prikazani su na 

Slikama 14 i 15, kao procenat promene analiziranih parametara u odnosu na kontrolne 

uzorke tretirane DMSO-om. 

 

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 GPIIb-IIIa pozitivnih trombocita u populaciji trombocita krvi 

ispitanika sa metaboličkim sindromom i zdravih ispitanika, nakon delovanja 

arahidonske kiseline kao agonista. Rezultati su izraženi kao procenat promene u odnosu 

na kontrolu tretiranu DMSO-om i predstavljeni „box and whisker“ dijagramima; 

statistički značajno različito u odnosu na kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test 

označenih 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 

prosečnu gustinu P-selektin i GPIIb-IIIa na pojedinačnom trombocita u populaciji 

trombocita krvi ispitanika sa metaboličkim sindromom i zdravih ispitanika, nakon 

delovanja arahidonske kiseline kao agonista. Rezultati su izraženi kao procenat promene 

u odnosu na kontrolu tretiranu DMSO-om i predstavljeni „box and whisker“ 

dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov 

test označenih rangova).  

U nezavisnom eksperimentu ispitivano je delovanje protokatehuične kiseline, u 

rasponu koncentracija od 10-1000 µM, na procenat P-selektin-pozitivnih i GPIIb-IIIa-

pozitivnih trombocita ispitanika sa metaboličkim sindromom.  

Ni u jednoj od ispitivanih koncentracija nije uočena statistički značajna razlika 

delovanja protokatehuične kiseline u odnosu na delovanje DMSO-a, kao kontrole. 
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Uticaj metabolita kvercetina na agregaciju trombocita sa monocitima i neutrofilima 

 

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 

metaboličkim sindromom i zdravih ispitanika, nakon delovanja arahidonske kiseline kao 

agonista. Rezultati su izraženi kao procenat promene u odnosu na kontrolu tretiranu 

DMSO-om i predstavljeni „box and whisker“ dijagramima; statistički značajno različito 

u odnosu na kontrolu: *p<0.05; (Vilkoksonov test označenih rangova).  

Primenom neparametarskog Vilkoksonovog testa ispitivana je statistički 

značajna razlika između 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 statistički značajne promene pojedinih parametara aktivacije i agregacije 

trombocita indukovane delovanjem arahidonske kiseline, kod zdravih ispitanika i/ili 

ispitanika sa metaboličkim sindromom. 

Prikaz parametara aktivacije i agregacije trombocita zdravih ispitanika i 

ispitanika sa metaboličkim sindromom, kod kojih je došlo do statistički značajne 

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 metaboličkim sindromom  

 Parametri K-G M-K-G K-S S-C-G 
Z

d
ra

v
i 

is
p

it
a
n

ic
i 

P-sel (%)     

P-sel (MFI)   X X 

GPIIb-IIIa (%)    X 

GPIIb-IIIa (MFI)  X   

TMA (%)     

TNA (%)  X  X 

Is
p

it
a
n

ic
i 

sa
 

m
et

a
b

o
li

čk
im

 

si
n

d
ro

m
o
m

 P-sel (%)    X 

P-sel (MFI) X   X 

GPIIb-IIIa (%)  X  X 

GPIIb-IIIa (MFI)    X 

TMA (%) X    

TNA (%)     

Skraćenice: 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); statistički značajno veće u 

odnosu na kontrolu  

Prikazani rezultati ukazuju da je na trombocitima ispitanika sa metaboličkim 

sindromom došlo do značajnog smanjenja procenta P-selektin pozitivnih trombocita 

samo delovanjem metabolita sulforafana, dok kod zdravih ispitanika smanjenje procenta 

P-selektin pozitivnih trombocita nije uočeno nakon delovanja bilo kog od ispitivanih 

metabolita. Smanjenje procenta GPIIb-IIIa pozitivnih trombocita kod ispitanika sa 

metaboličkim sindromom uočeno 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 utiče na ovaj 

parametar kod zdravih ispitanika. 

Na trombocitima ispitanika sa metaboličkim sindromom pokazan uticaj 

sulforafan-cistein-glicin na procenat trombocita koji eksprimiraju aktivacione markere 

praćen je i smanjenjem njihove gustine, dok na gustinu P-selektina utiče 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 GPIIb-IIIa 

značajno 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 praćeno smanjenjem agregata trombocita sa monocitima ispitanika sa 

metaboličkim 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 SADRŽE 

POLIFENOLE NA AKTIVACIJU TROMBOCITA I 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 određivani 

su pre i 2h nakon konzumacije soka, u bazalnim uslovima i nakon in vitro delovanja 

adenozin-difosfata (ADP) i arahidonske kiseline (AK) kao agonista aktivacije 

trombocita. Agonističko 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 označenih rangova. Minimalni uslov za 

postojanje statistički značajne razlike je p≤0,05. 

Osnovne karakteristike grupe ispitanika, uključujući vrednosti antropometrijskih 

i biohemijskih parametara ispitanika, prikazane su u Tabeli 22. 

Tabela 22. Osnovne karakteristike grupe ispitanika uključenih u studiju  

Karakteristike ispitanika Vrednosti 

Broj ispitanika  20 

Starost
*
 25,75 ± 2,56 

Pol (M/Ž)  12/8 

Obim struka (M)
*
 92,00 ± 24,29 

Obim struka (Ž)
*
 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 praćen je uticajem 

na ekspresiju P-selektina kao aktivacionog markera, određivanjem procenta P-selektin-

pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000), srednje vrednosti 

gustine P-selektina na pojedinačnim trombocitima i indeksa aktivacije trombocita. 

Primenom neparametarske analize dobijenih podataka pokazano je da je nakon 

konzumacije došlo do statistički značajnog 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). Značajan 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 način opisan u poglavlju 

3.2.12). 

 

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; statistički značajno različito u 

odnosu na vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 0,05; 

**
p ≤ 0,01; (Vilkoksonov test 

označenih rangova). 
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Uočena je značajna inter-individualna razlika u odgovoru na delovanje AK u 

koncentraciji od 250 µg/mL, kako pre tako i posle konzumacije, sa rasponom između 

minimalnih i maksimalnih vrednosti od 1,69 - 86,88 % pre konzumacije i 0,79 - 84,57 

% posle konzumacije. Ispitivanjem dozne zavisnosti agonističkog 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 slučaj 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 većim 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.  

 

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; statistički 

značajno različito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 0,05; 

**
p ≤ 0,01; 

(Vilkoksonov test označenih 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 statistički značajnog smanjenja procenta P-selektin-pozitivnih 

trombocita (p < 0,05, u obe grupe ispitanika). Istovremeno značajan uticaj konzumacije 
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na AK-om indukovano povećanje ispitivanog parametra u uzorcima pretretiranim ASK, 

uočeno 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 

pojedinačnim trombocitima, izražena kao srednja vrednost intenziteta fluorescencije 

(MFI), u bazalnim uslovima i nakon delovanja ADP i AK kao agonista prikazan je na 

Slici 19. 

 

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“ 

dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 

0,05; (Vilkoksonov test označenih rangova). 

Neparametarskom analizom dobijenih srednjih vrednosti gustine P-selektina na 

trombocitima pokazano je da se gustina ovog aktivacionog markera izražena u ukupnoj 

populaciji trombocita u bazalnim uslovima ne menja nakon konzumacije u odnosu na 

vrednosti pre konzumacije. Istovremeno, uočeno je da konzumacija soka od aronije 

statistički značajno utiče na gustinu P-selektina nakon agonističkog delovanja 

suboptimalne koncentracije ADP, nakon delovanja AK kao agonista, kao i nakon 

delovanja AK na trombocite tretirane ASK u ex vivo uslovima. Nivo statističke 

značajnosti u sva tri slučaja je p < 0,05. 
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Na osnovu literaturnih podataka, jedan od načina predstavljanja ekspresije 

aktivacionih markera trombocita je indeks aktivacije trombocita (IAT), koji objedinjuje 

procenat trombocita na kojima je ovaj receptor eksprimiran i gustinu receptora na 

trombocitima i predstavlja relativnu meru svih raspoloživih receptora.  

Prikaz vrednosti indeksa aktivacije trombocita (IAT) dobijene računskim putem 

iz prethodno određenih parametara, pre i posle konzumacije soka od aronije, u 

bazalnom statusu i nakon delovanja agonista dat je na Slici 20. 

 

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“ 

dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 

0,05; 
**

p ≤ 0,01; 
****

p ≤ 0,0005 (Vilkoksonov test označenih rangova). 

Statistička analiza prikazanih IAT vrednosti pokazala je da se značajno 

smanjenje procenta P-selektin-pozitivnih trombocita u bazalnom stanju nakon 

konzumacije ispitivanog soka reflektovalo i na promenu IAT vrednosti, iako nije došlo 

do promene gustine P-selektina. Efekat konzumacije na IAT vrednosti je izraženiji u 

odnosu na efekte na procenat P-selektin-pozitivnih trombocita, u uslovima ex vivo 

delovanja ADP kao agonista (p <0,0005), dok se nivo značajnosti 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, 

izvršena je nezavisna neparametarska analiza IAT vrednosti u podgrupama ispitanika sa 

„slabim“ i „ jakim odgovorom“ na AK i dobijeni rezultati prikazani su na Slici 21. 

 

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; statistički značajno različito u odnosu na 

vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 0,05; 

**
p ≤ 0,01; (Vilkoksonov test označenih rangova).  

 Na osnovu prikazanih rezultata može se zaključiti da je značajno smanjenje 

odgovora na delovanje AK uočeno nakon konzumacije soka od aronije, izraženo kao 

IAT, izraženije i statistički značajno kod ispitanika sa „jakim odgovorom“ na AK, dok 

je povoljno delovanje konzumacije na IAT nakon delovanja AK na ASK pretretirane 

uzorke krvi, statistički značajno jedino kod ispitanika sa „slabim odgovorom“ (p ≤ 

0,01).   

Značajno je istaći da je analizom podataka dobijenih u uzorcima krvi pre 

intervencije utvrđeno da pre-tretman acetil-salicilnom kiselinom (56 M) u in vitro 

uslovima koji je prethodio delovanju AK nije značajno 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 

značajnog 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 statističke značajnosti (p = 0,066). 
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Uticaj konzumacije soka od aronije na agregaciju trombocita sa monocitima  

Kao parametar agregacije trombocita sa monocitima određivan je procenat 

agregata trombocita i monocita (TMA) u ukupnoj populaciji monocita (n=1000). 

Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 22. 

 

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; statistički značajno različito u odnosu na 

vrednosti pre konzumacije: 
**

p ≤ 0,01; 
***

p ≤ 0,001 (Vilkoksonov test označenih 

rangova).  

Analizom dobijenih podataka neparametarskim testom za utvrđivanje razlike 

između dva ponovljena merenja pokazano je da je konzumacija soka od aronije dovela 

do statistički značajnog smanjenja agregata trombocita i monocita u bazalnim uslovima 

i nakon delovanja agonista. Statistički značajniji je bio efekat konzumacije na 

agregaciju u bazalnim uslovima i nakon ex vivo delovanja ADP (p ≤ 0,01) , dok je nivo 

značajnosti uticaja konzumacije na AK-indukovanu agregaciju, kao i na agregaciju 

indukovanu AK u uzorcima pretretiranim ASK u oba slučaja iznosio p ≤ 0,001. Uticaj 

konzumacije na agregaciju trombocita sledio je efekte na ekspresiju P-selektina, izražen 

kao procenat P-selektin pozitivnih trombocita, kao i odnos značajnosti različitih 
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eksperimentalnih uslova, ali je istvremeno bio izraženiji u odnosu na efekte na ispitivani 

marker aktivacije. 

Uticaj konzumacije soka od aronije na agregaciju trombocita sa neutrofilima 

Kao parametar agregacije trombocita sa neutrofilima određivan je procenat 

agregata trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj populaciji neutrofila (min=10000). 

Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 23. 

 

 

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; statistički značajno različito u odnosu na 

vrednosti pre konzumacije: 
***

p ≤ 0,001; 
****

p ≤ 0,0005  (Vilkoksonov test označenih 

rangova).  

Neparametarskom analizom rezultata ponovljenih merenja pokazano je da 

konzumacija soka od aronije dovodi do statistički značajnog smanjenja agregata 

trombocita i neutrofila u bazalnim uslovima i nakon delovanja agonista. Statistčki 

najznačajniji efekat konzumacije na agregaciju trombocita neutrofilima pokazan je u 

bazalnom statusu (p ≤ 0,0005). 
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4.3.2. Uticaj jednokratne konzumacije čaja od koprive, čaja od mirođije i 

šarplaninskog čaja na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i 

neutrofilima 

Uticaj jednokratne konzumacije čaja od koprive, čaja od mirođije i 

šarplaninskog čaja na aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju sa monocitima i 

neutrofilima ispitivan je u okviru randomizirane, kontrolisane studije paralelnog 

dizajna, kod ispitanika sa metaboličkim sindromom.  

Osnovne karakteristike grupe ispitanika, uključujući 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 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D.; statistička značajnost između 

grupa analizirana ANOVA testom 

 

 

 

 

Karakteristike Ukupno 
Čaj od 

koprive 

Čaj od 

mirođije 

Šarplani

-nski čaj 

Topla 

voda 

p -

vred. 

Broj ispitanika 80 20 20 20 20 - 

Pol (M / Ž) 40 / 40 10 / 10 8 /12 11 / 9 11 / 9 - 

Starost 
53,7 ± 

6,23 

55,4 ± 

5,11 

53,81 ± 

6,71 

52,89 ± 

6,43 

52,47 ± 

6,77 
0,427 

Obim struka (cm) 
99,05 ± 

11,28 

100,93 ± 

10,44 

98,55 ± 

13,16 

97,95 ± 

13,22 

98,23 ± 

9,65 
0,827 

ITM (kg/m2) 
28,29 ± 

3,96 

29,47 ± 

3,65 

28,85 ± 

2,63 

28,39 ± 

4,49 

28,59 ± 

3,76 
0,785 

Sistolni krvni 

pritisak (mmHg) 

130,38 ± 

14,98 

127,92 ± 

20,59 

130,00 ± 

16,73 

128,17 ± 

10,12 

134,86 ± 

10,98 
0,405 

Dijastolni krvni 

pritisak (mmHg) 

82,27 ± 

10,01 

83,46 ± 

7,40 

84,18 ± 

13,35 

81,15 ± 

7,32 

86,29 ± 

10,16 
0,391 
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Tabela 24. Vrednosti biohemijskih parametara u serumu u ukupnoj populaciji ispitanika 

i  ispitanika u pojedinim interventnim grupama  

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D.; statistička značajnost između 

grupa analizirana ANOVA testom 

S obzirom da je osnovni kriterijum za uključivanje u studiju bilo ispunjavanje 

kriterijuma metaboličkog 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 metaboličkog sindroma ANOVA testom nisu uočene statistički 

značajne razlike između grupa. 

Dodatno su određivani broj trombocita u jedinici zapremine krvi i srednje 

vrednosti zapremine trombocita i dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 25. Broj 

trombocita predstavlja važan faktor u analizi njihove funkcije protočnom citometrijom, 

kako bi se standardizovali uslovi prilikom obeležavanja trombocita odgovarajućim 

antitelima. Vrednosti kod svih ispitanka bile su u granicama referentnih vrednosti i nije 

bilo statistički značajne razlike između grupa.  

Vrednost srednje zapremine trombocita određivana je u toku preliminarnih ispitivanja 

pod pretpostavkom da povišene vrednosti ukazuju na povećan broj hiper-aktivnih 

retikuliranih trombocita. I vrednosti ovog parametra bile su u granicama referentnih 

vrednosti i nije bilo značajne razlike u vrednostima ovih parametara između grupa.  

 

Parametri Ukupno 
Čaj od 

koprive 

Čaj od 

mirođije 

Šarplani

-nski čaj 

Topla 

voda 
p 

Glukoza  

(mmol/l) 

6,17 ± 

2,10 

5,88 ± 

1,39 

6,39 ± 

3,35 

5,80 ± 

1,55 

6,64 ± 

1,74 

N

0,512 

Ukupni holesterol 

(mmol/l) 

5,85 ± 

1,38 

5,93 ± 

1,44 

5,91 ± 

1,43 

5,51 ± 

1,34 

6,07 ± 

1,38 

N

0,584 

 LDL holesterol 

(mmol/l) 

3,86 ± 

1,25 

3,95 ± 

1,25 

3,98 ± 

1,48 

3,63 ± 

1,13 

4,04 ± 

1,27 

0

0,768 

HDL holesterol 

(mmol/l) 

1,27 ± 

0,26 

1,31 ± 

0,14 

1,24 ± 

0,27 

1,29 ± 

0,27 

1,26 ± 

0,34 

N

0,881 

Trigliceridi 

(mmol/l) 

2,21 ± 

1,69 

2,32 ± 

2,19 

1,84 ± 

1,01 

2,18 ± 

1,42 

2,45 ± 

1,94 

N

0,763 
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Tabela 25. Broj trombocita i srednja vrednost zapremine trombocita ukupnoj populaciji 

ispitanika i ispitanika u pojedinim interventnim grupama 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D.; statistička značajnost između 

grupa analizirana ANOVA testom 

Ispitivani parametri funkcije trombocita određivani 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. Agonističko 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 označenih rangova) ispitivan je uticaj svake od intervencija. Analiza apsolutnih 

promena u vrednostima analiziranih parametara nakon dijetarne ili kontrolne 

intervencije, za sve četiri grupe ispitanika, vršena je primenom Kruskal-Wallis-ovog 

testa. Ukoliko je uočena statistički značajna razlika između grupa, višestrukim 

poređenjem promena u tri interventne grupe sa promenama u kontrolnoj grupi Man 

Vitnijevim U testom, ispitivane su razlike u odnosu na kontrolnu intervenciju. 

Kriterijum za statistički značajnu promenu je u ovom slučaju podešen u odnosu na broj 

poređenja i iznosio je p <0,0167 (0,05/3). 

Uticaj konzumacije ispitivanih čajeva na ekspresiju P-selektina 

Kao parametri ekspesije P-selektina određivani su procenat P-selektin-pozitivnih 

trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000) i srednja vrednost gustine P-

selektina na pojedinačnim trombocitima. Dobijeni rezultati poređeni 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.  

Karakteristike Ukupno 
Čaj od 

koprive 

Čaj od 

mirođije 

Šarplani

-nski čaj 

Topla 

voda 

p -

vred. 

Broj trombocita  

(x 10
9
/L) 

275,5 ± 

229,3 

277,2 ± 

229,3 

370,6 ± 

408,5 

242,58 ± 

68,95 

227,0 ± 

63,12 

N

0,296 

MPV (fl) 
8,12  ± 

0,96 

7,94 ± 

0,83 

8,01 ± 

0,72 

7,98 ± 

0,91 

8,44  ± 

1,07 

N

0,368 
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Slika 24. Procenat P-selektin pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita 

ispitanika sa metaboličkim sindromom, pre i 2h nakon konzumacije čaja od koprive (K), 

mirođije (M), šarplaninskog čaja (ŠČ) i tople vode (V). Rezultati su predstavljeni 

Tukijevim „box and whisker“ dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na 

vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 0,05; 

**
p ≤ 0,01; (Vilkoksonov test označenih rangova); 

statistički značajno različito u odnosu na kontrolnu grupu: #p < 0,0167;  (Man-Vitnijev 

U test) 

Neparametarska analiza rezultata Vilkoksonovim testom označenih rangova 

pokazala je najizraženiji uticaj konzumacije čaja od mirođije. Nakon konzumacije ovog 

čaja došlo je do statistički značajnog 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 µM) i suboptimalnom (0,5 µM) 

koncentracijom ADP (p ≤ 0,01, u sva tri slučaja). Uočeni efekti su bili statistički 

značajni i nakon poređenja sa uticajem kontrolne intervencije.  

Konzumacija čaja od koprive značajno je smanjila agonističko delovanje 

optimalne koncentracije ADP-a u odnosu na delovanje pre konzumacije (p ≤ 0,01) i 

efekti su bili statistički značajni i nakon poređenja sa uticajem kontrolne intervencije. 

Istovremeno, nije pokazan značajan uticaj na delovanje niže koncentracije ovog 

agonista. 
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Konzumacija šarplaninskog čaja dovela je do statistički značajnog smanjenja 

procenta P-selektin pozitivnih trombocita kao odgovora na delovanje suboptimalne 

koncentracije ADP-a i AK, u poređenju sa vrednostima pre konzumacije ali sa manjim 

nivoom značajnosti (p ≤ 0,05). Promene u odnosu na vrednosti parametara pre 

konzumacije, nisu se značajno razlikovale od promena u kontrolnoj grupi.  

Nijedna od intervencija nije statistički značajno uticala na procenat P-selektin 

pozitivnih trombocita određenih nakon delovanja AK na uzorke pre-tretirane ASK 

(56µM) poređenih sa vrednostima u tretiranim uzorcima pre konzumacije. 

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

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

 

Slika 25. Gustina P-selektina na pojedinačnim trombocitima ispitanika sa metaboličkim 

sindromom, pre i 2h nakon konzumacije čaja od koprive (K), mirođije (M), 

šarplaninskog čaja (ŠČ) i tople vode (V). Rezultati su predstavljeni Tukijevim „box and 

whisker“ dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na vrednosti pre 

konzumacije: 
*
p ≤ 0,05; 

**
p ≤ 0,01; (Vilkoksonov test označenih rangova) 

Analizom gustine P-selektina na trombocitima (MFI) pre i posle konzumacije 

čajeva uočeno je da smanjenje procenta P-selektin pozitivnih trombocita nakon 

konzumacije čaja od mirođije, u netretiranim uzorcima i uzorcima krvi tretiranim ADP-

om ex vivo, nije bilo praćeno smanjenjem gustine P-selektina. Do smanjenja gustine 
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ovog aktivacionog markera na trombocitima došlo je jedino nakon konzumacije 

šarplaniskog čaja u uzorcima tretiranim suboptimalnim koncentracijama ADP-a (p ≤ 

0,05), ali poređenjem dobijenih promena sa promenama u kontrolnoj grupi 

neparameterskim testom, nije uočena statistički značajna razlika.  

U uzorcima pretretiranim ASK (56µM) i nakon toga izloženim delovanju AA 

nisu uočeni značajni efekti konzumacije ispitivanih čajeva niti tople vode kao kontrolne 

intervencije.na gustinu P-selektina. 

Uticaj konzumacije ispitivanih čajeva na ekspresiju GPIIa-IIIb 

Kao parametri ekspresije GPIIb-IIIa određivani su procenat GPIIb-IIIa-

pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000), srednja vrednost 

gustine GPIIb-IIIa na pojedinačnim trombocitima. Vrednosti procenata GPIIb-IIIa 

pozitivnih trombocita, pre i nakon konzumacije čajeva i tople vode, prikazane su na 

Slici 26. 

 

 Slika 26. Procenat GPIIb-IIIa pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita 

ispitanika sa metaboličkim sindromom, pre i 2h nakon konzumacije čaja od koprive (K), 

mirođije (M), šarplaninskog čaja (ŠČ) i tople vode (V). Rezultati su predstavljeni 

Tukijevim „box and whisker“ dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na 

vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 0,05; 

**
p ≤ 0,01; (Vilkoksonov test označenih rangova) 
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Primenom Vilkoksonovog testa označenih rangova pokazan je značajan uticaj 

konzumacije čaja od koprive na ispitivani parametar u nestimulisanim uzorcima (p ≤ 

0,01), kao i značajan uticaj konzumacije čaja od mirođije na procenat GPIIb-IIIa 

pozitivnih trombocita u uzorcima stimulisanim ex vivo optimalnom (20 µM) i 

suboptimalnom (0,5 µM) koncentracijom ADP (p ≤ 0,01, u oba slučaja). Vrednosti 

ispitivanog parametra u nestimulisanim uzorcima bile su značajno niže nakon 

konzumacije šarplaninskog čaja, ali sa nižim nivoom značajnosti (p ≤ 0,05). 

Analizom apsolutnih promena ispitivanog parametra u svakoj od četiri 

interventne grupe primenom Kruskal-Valisovog testa, nije uočena statistički značajna 

razlika između grupa, odnosno pokazane promene nakon intervencija nisu bile značajno 

različite u odnosu na promene u kontrolnoj grupi. 

Nije pokazan značajan efekat konzumacije čajeva ili tople vode na procenat 

GPIIb-IIIa-pozitivnih trombocita nakon delovanja AK kao agonista niti nakon delovanja 

AK na uzorke pretretirane ASK. 

Analizom gustine GPIIb-IIIa na trombocitima nijedna od intervencija nije 

pokazala značajne efekte u poređenju sa kontrolnom intervencijom u netretiranim 

uzorcima i uzorcima tretiranim agonistima. 

Uticaj konzumacije ispitivanih čajeva na agregaciju trombocita sa monocitima  

Kao parametar agregacije trombocita sa monocitima određivan je procenat 

agregata trombocita i monocita (TMA) u ukupnoj populaciji monocita (n = 1000). 

Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 27. 

Statističkom analizom rezultata dobijenih u nestimulisanim uzorcima i uzorcima 

stimulisanim odgovarajućim agonistima primenom Wilxocon-ovog testa, pokazano je 

da konzumacija ispitivanih čajeva i tople vode kao kontrole, nije značajno uticala na 

agregaciju trombocita sa monocitima.  

Nije bilo značajne 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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Slika 27. Procenat agregata trombocita i monocita (TMA) u ukupnoj populaciji 

monocita ispitanika sa metaboličkim sindromom, pre i 2h nakon konzumacije čaja od 

koprive (K), mirođije (M), šarplaninskog čaja (ŠČ) i tople vode (V). Rezultati su 

predstavljeni Tukijevim „box and whisker“ dijagramima;  

Uticaj konzumacije ispitivanih čajeva na agregaciju trombocita sa neutrofilima  

Određivanjem procenata agregata trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj 

populaciji neutrofila (min. n = 10000), u nestimulisanim uzorcima i uzorcima 

stimulisanim odgovarajućim agonistima i statističkom analizom dobijenih podataka 

primenom Wilxocon-ovog testa, pokazano je da konzumacija ispitivanih čajeva, kao ni 

tople vode kao kontrole, nije značajno uticala na agregaciju trombocita sa neutrofilima. 

Dobijene vrednosti u sve četiri interventne grupe prikazane su slici 28. 

Kao i u pogledu TMA intervencija nije značajno uticala na procenat TNA u 

uzorcima tretiranim ASK pre delovanja AK kao agonista. 
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Slika 28. Procenat agregata trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj populaciji 

neutrofila, pre i 2h nakon konzumacije čaja od koprive (K), mirođije (M), šarplaninskog 

čaja (ŠČ) 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 metaboličkim sindromom.  

Osnovne karakteristike grupe ispitanika, uključujući 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  

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D.; statistička značajnost između 

grupa analizirana Analizom varijanse (ANOVA)  

Kao i u studiji ispitivanja delovanja čajeva, s obzirom na osnovni kriterijum za 

uključivanje u studiju koji je definisan kao prisustvo metaboličkog sindroma, i u ovoj 

studiji postojala je inter-individualna varijacija u zastupljenosti pojedinih faktora rizika 

između ispitanika. Prikazani parametri imali su normalnu distribuciju i rezultati 

ANOVA testa pokazali su da nije postojala statistički značajna 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.  

 

Karakteristike Ukupno Sok od nara Voda 
p -

vred. 

Broj ispitanika 40 20 20 - 

Pol (M / Ž) 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 

pritisak (mmHg) 
82,27 ± 10,01 83,46 ± 7,40 86,29 ± 10,16 0,391 
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Tabela 27. Vrednosti biohemijskih parametara u serumu u ukupnoj populaciji 

ispitanika, interventnoj i kontrolnoj grupi 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D.; statistička značajnost između 

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 statistički 

značajna razlika između interventnih grupa. 

Tabela 28. Broj trombocita i srednja vrednost zapremine trombocita (MPV) u ukupnoj 

populaciji ispitanika, interventnoj i kontrolnoj grupi 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D.; statistička značajnost između 

grupa analizirana ANOVA testom 

Ispitivani parametri funkcije trombocita određivani 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 označenih rangova) ispitivan je uticaj svake od intervencija. Analiza apsolutnih 

promena u vrednostima analiziranih parametara nakon dijetarne ili kontrolne 

Parametar Ukupno Sok od nara Voda p -vred. 

Glukoza         

(mmol/l) 
5,22 ± 1,05 5,12 ± 0,65 5,34 ± 1,40 0,706 

Ukupni holesterol 

(mmol/l) 
5,96 ± 1,03 6,03 ± 1,00 5,86 ± 1,08 0,936 

 LDL holesterol 

(mmol/l) 
1,35 ± 0,32 1,33 ± 0,35 1,39 ± 0,29 0,424 

HDL holesterol 

(mmol/l) 
3,87 ± 0,94 3,95 ± 0,91 3,77 ± 0,98 0,954 

Trigliceridi    

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

Karakteristike Ukupno Sok od nara Voda p -vred. 

Broj trombocita 

(x 10
9
/L) 

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

MPV (fl) 7,9 ± 0,9 8,1 ± 1,2 7,8 ± 0,8 0,443 
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intervencije, izvršena je primenom Mann Whitney-jevog U testa. Kriterijum za 

statistički značajnu promenu u oba testa je iznosio p <0,05.  

Uticaj konzumacije soka od nara na ekspresiju P-selektina 

Kao parametri ekspresije P-selektina određivani su procenat P-selektin-

pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000) i srednja vrednost 

gustine P-selektina na pojedinačnim trombocitima. Dobijeni rezultati poređeni 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.  

 

 

 

Slika 29. Procenat P-selektin pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita 

ispitanika sa metaboličkim sindromom, pre i 2h nakon konzumacije soka od nara i vode. 

Rezultati su predstavljeni Tukijevim „box and whisker“ dijagramima; statistički 

značajno različito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 0,05; 

**
p ≤ 0,01; 

(Vilkoksonov test označenih rangova); statistički značajno različito u odnosu na 

kontrolnu grupu: #p < 0,05;  (Man-Vitnijev U test) 
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Neparametarska analiza rezultata Vilkoksonov testom označenih rangova 

pokazala je da u bazalnim uslovima nije bilo statistički značajnog efekta konzumacije 

soka od nara na procenat P-selektina. Takođe, nije uočena ni promena pri konzumaciji 

vode. U uzorcima koji su tretirani suboptimalnim i optimalnim koncentracijama ADP 

kao agonista aktivacije trombocita, uočen je značajan uticaj konzumacije soka od nara, 

dok to nije bio slučaj kod konzumacije vode. Poređenjem promena vrednosti 

analiziranog parametra nakon konzumacije u odnosu na vrednosti pre konzumacije 

između interventne i kontrolne grupe Man Vitnijevim testom, pokazano je da postoji 

statistički značajna razlika.  

Vrednosti gustine P-selektina na trombocitima prikazane su na Slici 30. 

 

Slika 30. Gustina P-selektina na pozitivnim trombocitima ispitanika sa metaboličkim 

sindromom, pre i 2h nakon konzumacije soka od nara i vode. Rezultati su predstavljeni 

Tukijevim „box and whisker“ dijagramima; statistički značajno različito u odnosu na 

vrednosti pre konzumacije: 
**

p ≤ 0,01; (Vilkoksonov test označenih rangova);  

Statističkom analizom dobijenih parametara pokazan je sličan efekat 

konzumacije soka od nara na gustinu P-selektina na trombocitima. Naime, u bazalnim 

uslovima dijetarna intervencija nije značajno uticala na vrednost ovog markera 

aktivacije, dok je u uzorcima izloženim agonističkom delovanju ADP-a i u 
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suboptimaloj, i u optimalnoj konzentraciji došlo do statistički značajnog smanjenja 

gustine. Nakon konzumacije vode nije došlo do statistički značajne promene. 

Poređenjem promena koje su nastale nakon konzumacije soka ili vode, pokazano je da 

te promene nisu bile statistički značajno različite. 

Uticaj konzumacije soka od nara na ekspresiju GPIIb-IIIa 

Kao parametri ekspresije P-selektina određivani su procenat GPIIb-IIIa-

pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita (n=20000) i srednja vrednost 

gustine GPIIb-IIIa na pojedinačnim trombocitima. Dobijeni rezultati poređeni 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. 

 

Slika 31. Procenat GPIIb-IIIa pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji trombocita 

ispitanika sa metaboličkim sindromom, pre i 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 došlo do statistički značajne promene u procentu GPIIb-IIIa-pozitivnih 

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

više koncentracije ADP-a. 

 

 

Slika 32. Gustina GPIIb-IIIa na pozitivnim trombocitima ispitanika sa metaboličkim 

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 statističkom analizom ponovljenih merenja nije pokazan 

značajan efekat konzumacije soka od nara na bazalne vrednosti procenta agregata 

trombocita i monocita, ali je u uzorcima tretiranim suboptimalnim koncentracijama 

ADP-a došlo do značajnog smanjenja nakon dijetarne intervencije, u odnosu na 

vrednosti u tretiranim uzorcima pre intervencije. Razlike koje su dobijene nakon 

intervencije nisu značajno raličite 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.  



REZULTATI 

 

95 

 

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; statistički značajno različito u odnosu na 

vrednosti pre konzumacije: 
**

p ≤ 0,01; (Vilkoksonov test označenih 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 značajan 

uticaj konzumacije soka od nara na agregaciju trombocita sa neutrofilima, ni u jednom 

od definisanih eksperimentalnih uslova.  
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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. UTICAJ ISPITIVANIH BILJNIH EKSTRAKATA NA NIVO 

REAKTIVNIH VRSTA KISEONIKA U ĆELIJAMA IZLOŽENIM DELOVANJU 

PROOKSIDANASA ILI AGONISTA 

4.4.1. Uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, nara, kelja, 

japanske jabuke i aronije na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u eritrocitima 

izloženim delovanju vodonik-peroksida  

Uticaj ekstrakta koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, nara, kelja, japanske 

jabuke i aronije na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u eritrocitima izloženim delovanju 

vodonik-peroksida  

Kao ćelijski model za ispitivanje antioksidativnog delovanja bioaktivnih 

sastojaka koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, nara, kelja i japanske jabuke korišćeni 

su eritrociti izolovani iz krvi 6 zdravih ispitanika. 

Izolovani eritrociti tretirani su ispitivanim ekstraktima u finalnoj koncentraciji 

od 200µg/ml u trajanju od 30 min, a zatim izloženi umerenom oksidativnom stresu, 

delovanjem vodonik peroksida (1 mM). Nivo vodonik peroksida u ćelijama određivan je 

metodom protočne citometrije, nakon bojenja ćelija 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 

poređenju sa kontrolnim ćelijama izloženim delovanju vodonik peroksida i netretiranim 

ćelijama. 

  

Slika 35. Reprezentativni histogram fluorescencije (horizontalna osa) u netretiranim 

eritrocitima (zelena kontura), eritrocitima pretretiranim metanolnim ekstraktom kelja 

(200µg/mL) i nakon toga tretiranim vodonik peroksidom (plava površina) i eritrocitima 

tretiranim samo vodonik peroksidom (roze kontura)  
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Srednja vrednost intenziteta fluorescencije – MFI (od eng. mean fluorescence 

intensity) ukupnog broja analiziranih eritrocita (n=20000) pomerena ka manjim 

vrednostima u ćelijama tretiranim ekstraktom pre delovanja prooksidansa, u odnosu na 

fluorescenciju ćelija izloženih samo delovanju prooksidansa, ukazuje na smanjen nivo 

H2O2 u ćelijama, odnosno antioksidativno delovanje odgovarajućeg ekstrakta.  

 

Slika 36. Smanjenje nivoa vodonik-peroksida u eritrocitima izloženim delovanju 

ekstrakata koprive (EK), mirođije (EM), šarplaninskog čaja (EŠČ), kelja (Eklj), nara 

(EN) i japanske jabuke(EJJ) i nakon toga tretiranih vodonik-peroksidom, u odnosu na 

kontrolne ćelije tretirane DMSO-om i vodonik-peroksidom;  

Dobijene vrednosti inhibicije (Slika 36) poređene su sa vrednostima njihovog 

antiradikalskog potencijala određenog DPPH testom i nije uočena značajna korelacija (p 

= 0, 231). 

U svakom slučaju pokazani rezultati ukazuju da i u biološkim sistemima 

ispitivani ekstrakti ipak ispoljavaju određen stepen antioksidativnog delovanja. 

Uticaj ekstrakta aronije i protokatehuične kiseline na nivo reaktivnih vrsta 

kiseonika u eritrocitima izloženim delovanju vodonik-peroksida  

Kao ćelijski model za ispitivanje antioksidativnog delovanja bioaktivnih 

sastojaka ploda aronije korišćeni su eritrociti izolovani iz krvi 4 ispitanika sa 

metaboličkim 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, izražene na masu početnog etanolno-vodenog 

ekstrakta. Izolovani eritrociti tretirani su serijom razblaženja ispitivanih frakcija u 

trajanju od 30 min, a zatim izloženi umerenom oksidativnom stresu, delovanjem 

vodonik peroksida (1 mM). Nivo vodonik peroksida u eritrocitima određivan je 

metodom protočne citometrije, nakon bojenja ćelija 2',7'-dihloro-fluorescein diacetatom 



REZULTATI 

 

99 

(DHFDA), na osnovu fluorescencije proizvoda reakcije DHFDA sa vodonik 

peroksidom.  

 

Slika 37. Smanjenje nivoa vodonik-peroksida u eritrocitima izloženim delovanju 

različitih koncentracija metanolne frakcije (F1) i vodene frakcije (F2) etanolno-vodenog 

ekstrakta ploda aronije i nakon toga tretiranih vodonik-peroksidom. Rezultati su 

izraženi kao % promene u odnosu na kontrolne ćelije tretirane vodonik-peroksidom i 

predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D:; statistički značajno različito 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 ćelijama pretretiranim pre delovanja vodonik peroksida u odnosu na 

nepretretirane, može se zaključiti da obe frakcije ekstrakta aronije (F1 i F2) pokazuju 

statistički značajno, dozno-zavisno antioksidativno delovanje u ispitivanom ćelijskom 

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 

% i 56.83 ± 5.96 %, dok je za iste koncentracije vodene frakcije smanjenje bilo manje 

izraženo i iznosilo 16.89 ± 4.78 %, 8.69 ± 7.45 % i 43.42 ± 12.08 % u odnosu na 

kontrolu. 

Veći stepen značajnosti pokaznog efekta frakcije sa većim sadržajem antocijana 

(F1) ukazuje na činjenicu da antocijani doprinose antioksidativnom potencijalu 

ispitivanog ekstrakta. 

U istim eksperimentalnim uslovima, na eritrocitima izolovanim iz krvi istih 

ispitanika kao ćelijskom modelu, ispitivano je i antioksidativno delovanje tri različite 

koncentracije protokatehuične kiseline (10, 100 i 1000 µM). Dobijeni rezultati prikazani 

su na Slici 38.  
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Slika 38. Smanjenje nivoa vodonik-peroksida u eritrocitima izloženim delovanju 

različitih koncentracija protokatehuične kiseline i nakon toga tretiranih vodonik-

peroksidom, u odnosu na kontrolne ćelije tretirane vodonik-peroksidom; statistički 

značajno različito u odnosu na kontrolu: **p<0.01 (Studentov t-test).  

Na osnovu dobijenih rezultata pokazana je obrnuto dozno-zavisna 

antioksidativna zaštita eritrocita delovanjem protokatehuične kiseline i statistički 

značajno smanjenje nivoa vodonik-peroksida uočeno je samo pri delovanju najniže 

ispitivane koncentracije od 10 µM (p = 0.0065), koja je dovela do smanjenja od 52.09 ± 

7.29 % u odnosu na kontrolne ćelije.  
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4.4.2. Uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, nara, kelja i 

japanske jabuke na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloženim 

delovanju adenozin-difosfata  

Delovanje ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, 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 µg/ml) ili DMSO-om 

kao kontrolom i nakon toga tretirani rastvorom adenozin-difosfata. (40 µM). Nivo 

reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima određivan je metodom protočne citometrije, 

nakon bojenja ćelija 2',7'-dihloro-fluorescein diacetatom (DHFDA), na osnovu 

fluorescencije nastalog proizvoda 2',7'-dihloro-fluoresceina, u reakciji DHFDA sa 

vodonik peroksidom.  

 

 

Slika 39. Smanjenje nivoa reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloženim 

delovanju ekstrakata koprive (EK), mirođije (EM), šarplaninskog čaja (EŠČ), kelja 

(Eklj), nara (EN) i japanske jabuke(EJJ) nakon toga tretiranih adenozin difosfatom, u 

odnosu na kontrolne ćelije tretirane adenozin difosfatom; rezultati su prikazani kao 

srednja vrednost ±SEM.  

 U kontrolnim uzorcima nakon delovanja agonista došlo je do blagog povećanja nivoa 

reaktivnih vrsta kiseonika, koji se manifestovao višestrukim povećanjem intenziteta 

fluorescence u odnosu na obojene ne-tretirane ćelije. Delovanjem ekstrakata došlo je do 

smanjenja intenziteta fluorescencije u poređenju sa kontrolnim ćelijama tretiranim 

agonistom. Procenti inhibicije nivoa rekativnih vrsta kiseonika, nakon delovanja svakog 
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od ispitivanih ekstrakata, prikazani su na Slici 39. Važno je istaći da je delovanje 

ekstrakata na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloženim delovanju 

agonista, odgovaralo delovanju ekstrakata na nivo reaktivnih vrsta kiseonika u 

eritrocitima izloženim 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. 

 

Slika 40. Smanjenje nivoa reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloženim 

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 ćelije tretirane adenozin 

difosfatom; rezultati su prikazani kao srednja vrednost ±SEM. 
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4.5. UTICAJ BILJNIH POLIFENOLA NA AGREGACIJU TROMBOCITA 

SA ENDOTELNIM I MALIGNIM ĆELIJAMA 

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

929 ćelije  

Pored delovanja jednokratne konzumacije soka od aronije na aktivaciju 

trombocita ispitivan je i uticaj konzumacije ove namirnice na adheziju trombocita za 

endotelne ćelije, određivanjem adhezije trombocita, izolovanih iz pune krvi dobijene 

venepunkcijom pre konzumacije i 2h nakon konzumacije, za EA.hy 929 ćelije porekla 

iz vaskularnog endotela u prisustvu suboptimalnih koncentracija trombina (0,2 IU) kao 

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

metaboličkim sindromom prikazani su na Slici 41.  

 

Slika 41. Inhibicija (%) adhezije humanih trombocita za EA.hy 929 ćelije u prisustvu 

trombina nakon konzumacije soka od aronije u odnosu na adheziju trombocita pre 

konzumacije. Rezultati su predstavljeni Tukijevim „box and whisker“ dijagramom; 

statistički značajno različito u odnosu na vrednosti pre konzumacije: 
*
p ≤ 0,05; 

(Vilkoksonov test označenih rangova). 

 

Inhibicija adhezije trombocita izolovanih iz krvi ispitanika 2h nakon 

konzumacije za EA.hy 929 ćelije u kulturi u prisustvu trombina, u odnosu na adheziju 

trombocita izolovanih iz krvi pre konzumacije iznosila je 37,83 ± 22,64 % (p = 0,028). 

Uočeno 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 između 14 and 67%.  
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4.5.2 Uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara i 

japanske jabuke na interakciju trombocita sa HeLa ćelijama  

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 ćelija u kulturi: HeLa, Fem X, LS 

174T, MCF-7 i PC-3 ćelijama, nakon 72h kontinuirane inkubacije ćelija sa ispitivanim 

sokovima, primenom KBR testa. Dobijeni rezultati, izraženi kao IC50 vrednosti 

(µL/mL), odnosno koncentracije koje dovode do smanjenja preživljavanja malignih 

ćelija 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 preživljavanja 

malignih ćelija za 50% - IC50 (µL/mL) određene KBR testom nakon 72h kontinuiranog 

delovanja sokova na maligne ćelije. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± 

standardna devijacija  

Ćelijske 

linije 

IC50 (µL/mL) 

SM SCM SCvR SCrR SB 

HeLa 28.9 ± 1.9 43.4 ± 1.4 22.1 ± 1.2 13.6 ± 3.3 56.9 ± 1.9 

Fem X 20.7 ± 0.9 37.4 ± 0.9 28.3 ± 1.9 13.6 ± 1.3 20.3 ± 1.7 

LS 174T 18.4 ± 1.8 66.7 ± 2.1 21.1 ± 2.0 15.4 ± 2.3 58.7 ± 3.1 

MCF-7 41.0 ± 0.3 61.6 ± 1.1 33.4 ± 1.5 26.8 ± 1.4 70.5 ± 3.9 

PC 3 26.0 ± 2.2 60.8 ± 2.7 29.3 ± 1.8 10.2 ± 2.2 28.4 ± 3.5 

Dobijeni rezultati na svim ćelijskim linijama pokazuju da ispitivani sokovi u 

značajnoj meri inhibiraju proliferaciju malignih ćelija u kulturi. Pokazano smanjenje 

preživljavanja ćelija u odnosu na kontrolu imalo je dozno-zavisni karakter. 

Na svim ćelijskim linijama sok od crne ribizle je predstavljao najpotentniji 

inhibitor ćelijske proliferacije sa IC50 vrednostima između 10,2 i 26,8 μL/mL, zavisno 

od ćelijske linije. Antiproliferativno delovanje soka od maline bilo je istog reda veličine 

sa delovanjem soka od crvene ribizle sa IC50 vrednostima na LS 174, Fem X, HeLa i 

PC-3 ćelijama manjim od 30 μL/mL za oba ispitivana uzorka. Sok od borovnice 

pokazao je najslabije antiproliferativno delovanje sa IC50 vrednostima u rasponu od 

37.4 i 66.7 μL/mL. Najmanju osetljivost na delovanje ispitivanih sokova pokazale su 
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MCF-7 ćelije karcinoma dojke. Pokazana različita osetljivost ćelija različitog porekla u 

saglasnosti je sa literaturnim podacima (168, 169). 

Dobijene IC50 vrednosti za ispitivane sokove na odgovarajućim ćelijskim 

linijama analizirane su primenom neparametarskog Spirmanovog testa u pogledu 

potencijalne korelacije sa vrednostima ukupne kiselosti, sadržajem ukupnih fenola, 

sadržajem monomernih antocijana i antiradikalske aktivnosti ispitivanih sokova. 

Rezultati statističke analize prikazani su u Tabeli 30. 

Tabela 30. Korelaciona analiza ukupne kiselosti (UK), sadržaja ukupnih fenola (UF), 

sadržaja monomernih antocijana (UMA), antiradikalske aktivnosti (ARA) i 

antiproliferativnog delovanja (IC50) ispitivanih sokova. Prikazani su korelacioni 

koeficijenti; statistički značajno *p < 0,05 (Spearman-ov test korelacije)  

Parametri 
Antiproliferativno delovanje, IC50 (µL/mL) 

HeLa Fem X LS 174 MCF-7 PC 3 

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 (IC50 mg/ml) -0.130 0.198 -0.352 -0.210 -0.029 

Sadržaj ukupnih polifenola nije statistički korelisao sa antiproliferativnim 

delovanjem, u skladu sa prethodno publikovanim rezultatima dobijenim na uzorcima 

najčešće konzumiranog voća u SAD-u (170), iz čega se može zaključiti da je delovanje 

polifenolima bogatih ekstrakata na maligne ćelije najverovatnije nije uslovljeno 

polifenolnim karakterom prisutnih komponenata, već prisustvom specifičnog 

polifenolnog jedinjenja ili određene klase polifenola. Pokazana je značajna korelacija 

ukupne kiselosti i sadržaja monomernih antocijana sa antiproliferativnim delovanjem na 

HeLa, LS 174 i MCF-7 ćelije. Značajan doprinos organskih kiselina antiproliferativnoj 

aktivnosti ekstrakta brusnice pokazan je ranije (168). Dobijeni rezultati ukazuju da 

pored sadržaja organskih kiselina i sadržaj antocijana može 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 ćelijama kancera grlića materice 

i LS-174 ćelijama kancera kolona, u istim eksperimentalnim uslovima, primenom KBR 

eseja. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 31. 
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Tabela 31. IC50 vrednosti (µL/mL) određene KBR testom nakon 72h kontinuiranog 

delovanja soka od aronije (SA) i soka od nara (SN) na maligne ćelije. Rezultati su 

prikazani kao srednje vrednosti ± standardna devijacija  

Ćelijske linije 
IC50 (µL/mL) 

SA SN 

HeLa 18,56 ± 1,26  3,4  1,4  

LS 174T 28,78 ± 7,45  14,42 ± 3,78  

Antiproliferativno delovanje ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, 

kelja, nara i japanske jabuke  

Uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara i japanske 

jabuke na proliferaciju ispitivan je nakon 72h kontinuirane inkubacije primenom KBR 

testa. Dobijeni rezultati, izraženi kao IC50 vrednosti (µL/mL), odnosno koncentracije 

koje dovode do smanjenja preživljavanja malignih ćelija za 50% prikazani su u Tabeli 

32. 

Tabela 32. Koncentracije ekstrakta koprive (EK), mirođije (EM), šarplaninskog čaja 

(EŠČ), kelja (EKlj), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) koje dovode do smanjenja 

preživljavanja malignih ćelija za 50% - IC50 (µg/mL) određene KBR testom nakon 72h 

kontinuiranog delovanja. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± standardna 

devijacija  

Ćelijske linije 
IC50 (µg/mL) 

EK EM EŠČ EKlj EN EJJ 

HeLa >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 može se zaključiti da izuzev ekstrakta nara 

ispitivani ekstrakti nemaju izraženu antiproliferativnu aktivnost. 

Treba istaći da i pored pokazanih antiproliferativnih efekata ispitivanih 

ekstrakata na maligne ćelije u toku 72h inkubacije, kratkotrajna inkubacija u okviru 

ispitivanja antitrombocitnog i antioksidativnog delovanja nije dovela do promena u 

morfologiji, tj. veličini i granulaciji, korišćenih normalnih ćelija, eritrocita i trombocita, 

liziranih metodom protočne citometrije i shodno tome može se zaključiti da u ovom 

uslovima nije do došlo do ispoljavanja citoksičnog delovanja. 
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Uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara i japanske 

jabuke na agregaciju trombocita zdravih osoba sa HeLa ćelijama  

 Uticaj ispitivanih ekstrakat na proces agregacije trombocita i malignih ćelija u 

in vitro eksperimentalnim ćelijama ispitivan je korišćenjem izolovanih trombocita 

zdravih osoba. Trombociti su inkubirani sa ispitivanim ekstraktima (200 µg/ml) ili 

DMSO-om kao kontrolom i nakon toga obeleženi pan-trombocitnom markerom CD61-

PerCP i inkubirani sa prethodno obeleženim HeLa, ćelijama u prisustvu suboptimalnih 

koncentracija trombina (0,2 IU). Procenat trombocita formira agregate sa malignim 

ćelijama određivan je na osnovu odnosa CD61-PerCP+/calcein+ događaja u odnosu na 

ukupan broj trombocita CD61-PerCP događaje. Dobijeni rezultati izraženi 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.  

  

Slika 42. Uticaj ekstrakta koprive (EK) mirođije (EM), šarplaninskog čaja (EŠĆ), kelja 

(EKlj), nara (EN) i japanske jabuke (EJJ) na procenat trombocita koji formiraju 

agregate sa HeLa ćelijama u prisustvu suboptimalne koncentracije trombina; Rezulatati 

su izraženi kao smanjenje procenta trombocita izloženih delovanju ekstrakta u odnosu 

na procenat trombocita koji formira agregate u kontroli tretiranoj DMSO-om 

Važno je istaći da nije uočena promena u broju agregata trombocita i malignih 

ćelija u populaciji malignih ćelija, ali je došlo do smanjenja broja trombocita koji stupa 

u interakciju sa malignim ćeljama, što se pokazalo i smanjenjem gustine trombocita na 

malignim ćelijama, procenjena na osnovu MFI vrednosti CD61 PerCP u populaciji 

malignih ćelija.  
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Povoljno delovanje namirnica biljnog porekla u prevenciji kardiovaskularnih i 

drugih hroničnih nezaraznih bolesti delom se pripisuje i delovanju polifenola, kao 

najzastupljenijih nenutritivnih, biološki aktivnih sastojaka ovih namirnica. S obzirom na 

ključnu ulogu trombocita u patogenezi kardiovaskularnih bolesti, povoljno delovanje 

namirnica bogatih polifenolima na funkciju trombocita, pokazano u velikom broju 

dijetarnih interventnih studija, predstavlja jedan od predloženih mehanizma povoljnog 

delovanja ishrane bogate ovim namirnicama na kardiovaskularno zdravlje.  

I pored činjenice da najveći stepen naučne zasnovanosti povoljnog delovanja 

polifenolima bogatih namirnica pružaju rezultati interventnih studija, rezultati 

preliminarnih ispitivanja dobijeni u in vitro eksperimentalnim uslovima imaju značajnu 

ulogu, pre svega kao deo skrininga u odabiru potencijalnih kandidata, čije će delovanje 

biti potvrđeno u okviru interventnih studija, kao i pri ispitivanju potencijalnih 

mehanizama delovanja. Veliki broj tradicionalnih namirnica, o čijem delovanju na 

zdravlje ljudi postoji malo naučnih podataka, predstavlja dobar dijetarni izvor polifenola 

i sa predloženim potencijalnim delovanjem na funkciju trombocita. 

Ispitivanjem delovanja ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, 

nara i japanske jabuke na funkciju trombocita pokazano je da svi ispitivani ekstrakti 

utiču na neki od parametara aktivacije ili agregacije trombocita indukovanih delovanjem 

arahidonske kiseline. Najizraženije delovanje ispoljili su ekstrakti mirođije i kelja, koji 

značajno smanjuju procenat trombocita koji eksprimiraju P-selektin i gustinu ovog 

receptora na trombocitima i zdravih ispitanika i ispitanika sa metaboličkim sindromom, 

dok je ekstrakt koprive pokazao isti efekat samo na trombocitima ispitanika sa 

metaboličkim sindromom. Ekstrakti koprive, šarplaninskog čaja i japanske jabuke 

inhibirali su agregaciju trombocita zdravih ispitanika sa monocitima, indukovanu 

arahidonskom kiselinom, dok je agregacija sa neutrofilima inhibirana delovanjem 

ekstrakta šarplaninskog čaja kod zdravih ispitanika i ekstrakta koprive kod ispitanika sa 

metaboličkim sindromom.  

Delovanje istih ekstrakata koprive, mirođije, kelja, šarplaninskog čaja, nara i 

japanske jabuke na funkciju trombocita zdravih osoba, ispitivano je uporedo sa 

istraživanjima 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 značajno delovanje ispitivanih ekstrakata 

(116). Delimična odstupanja naših rezultata mogu se objasniti pre svega razlikom u 

korišćenim agonistima, kao i primenjenoj metodologiji, s obzirom da pored delovanja 

hemijskih agonista primena PFA-100 uključuje i agonističko 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 

činioca (172). Rezultati prikazani u ovoj tezi ukazuju na izraženiju interakciju 

ispitivanih ekstrakata sa agonističkim delovanjem arahidonske kiseline i u tom smislu 

prednost primene protočne citometrije u ispitivanju delovanja fitohemikalija usmerenim 

na trombocite. Dodatno, činjenica je da je i u našoj studiji pokazano da su trombociti 

zdravih osoba manje osetljivi na delovanje fitohemikalija od trombocita ispitanika sa 

faktorima rizika. Pored pomenutih, nema dostupnih naučnih podataka o uticaju kelja, 

njegovih ekstrakata ili očekivanih 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, uključujući i kelj (131). Sulforafan je 

značajno inhibirao agonističko delovanje kolagena na procenat trombocita koji 

eksprimiraju GPIIb-IIIa (173). Ekstrakt alfa-alfe, još 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 optičke agregometrije. (174).  

O delovanju mirođije 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 peršuna, 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-IIIa u homotipskoj agregaciji trombocita, naši rezultati su u 

skladu sa rezultatima Gadi-ja i saradnika. Posebno je značajno što su u našoj studiji 

pokazani efekti delovanja ekstrakta mirođije na ekspresiju aktivacionih markera 

delovanjem znatno nižih koncentracije ekstrakta mirođije, koje su bliže fiziološkim 

koncentracijima i koje se mogu postići dijetarnim unosom.  

 Osnovne biološki aktivne komponente nara su antocijani i elagitanini. Ekstrakti 

nara, kao i sokovi dobijeni ceđenjem iz arilusa, ispoljavaju delovanje na parametre 
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funkcije trombocita. Pokazano je da inkubacija plazme bogate trombocitima sa sokom 

od nara dovodi do dozno-zavisno inhibicije agregacije trombocita indukovane 

kolagenom čak do 90%. (176). U studiji Matiello i saradnika pokazano je da i sok i 

ekstrakt nara, u fiziološkim koncentracijama, inhibiraju agregaciju trombocita 

indukovanu kolagenom i arahidonskom kiselinom (177). Naši rezultati o inhibitornom 

delovanju ekstrakta nara na procenat GPIIb-IIIa-pozitivnih indukovanog delovanjem 

arahidonske kiseline, pokazanim kod ispitanika sa metaboličkim 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 istraživano.  

Uticaj ekstrakata koprive na agregaciju trombocita usled delovanja agonista, u in 

vitro eksperimentalnim uslovima, ispitivan je ranije samo primenom optičke 

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 sveže koprive u koncentraciji od 1 

mg/ml inhibirali su agregaciju trombocita indukovanu ADP-om za 36,9 % i 44,9 % 

(174). Važno je istaći da su koncentracije ekstrakata korišćenih u ovim studijama 

višestruko prevazilazile koncentracije koje su korišćene u našoj studiji i ne odgovaraju 

koncentracijama koje se mogu postići dijetarnim unosom.  

Brojne studije pokazale su povoljno delovanje ekstrakata aronije na parametre 

funkcije trombocita u in vitro eksperimentalnm uslovima. Mehanizmi delovanja 

uključuju 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 ćelija na ekspresiju P-selektina 

indukovanu ADP-om. Ovakav efekat, međutim, primećen je samo pri niskim 

koncetracijama ekstrakta (5µg/mL) (183). Postoji mogućnost da je odsustvo efekta 

visokih koncentracija ekstrakta aronije na ekspresiju P-selektina u okviru naše studije 

posledica „hormetičkog efekta“ prisutnih antocijana, analogno pokazanom 

„hormetičkom efektu“ polifenola i drugih sekundarnih metabolita biljaka u odnosu na 

njihovo antioksidativno delovanje (184). Uticaj na ekspresiju GPIIb-IIIa, kao odgovor 

na delovanje suboptimalne koncentracije ADP-a kao agonista, nije ranije ispitivan. I 

pored toga što nije uočena statistički značajna inhibicija agonističkog delovanja ADP-a 

na ekspresiju GPIIb-IIIa, do određenog stepena inhibicije, usled delovanja metanolne 
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frakcije u koncentraciji od 5mg/mL, došlo je u uzorcima krvi svih ispitanika, što 

ukazuje na mogućnost da ovo može biti još jedan od mehanizama antitrombocitnog 

delovanja bioaktivnih komponenata prisutnih u ekstraktu aronije. 

Kao što je prethodno pomenuto, pored specifičnog delovanja pojedinih 

ekstrakata, dobijeni rezultati ukazuju i na generalno veću osetljivost trombocita 

ispitanika sa metaboličkim sindromom u odnosu na trombocite zdravih ispitanika, na 

njihovo delovanje. Efekti ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja 

manifestovali su se uticajem na veći broj parametara aktivacije i agregacije kod 

ispitanika sa metaboličkim sindromom, nego kod zdravih ispitanika, dok je ekstrakt 

nara pokazao delovanje samo kod ispitanika sa metaboličkim sindromom. Različite 

karakteristike trombocita zdravih ispitanika i ispitanika sa metaboličkim sindromom 

(31, 185) mogu biti uzrok primećenih razlika u delovanju između različitih populacija 

ispitanika i potencijalno ciljno mesto delovanja bioaktivnih komponenata hrane.  

S obzirom na intenzivni metabolizam i malu bioraspoloživost polifenola u 

organizmu čoveka, opšte je prihvaćeno mišljenje da ispitivanje i potvrda biološkog 

delovanja polifenola u in vitro eksperimentalnim uslovima treba da budu zasnovani 

prvenstveno na delovanju njihovih metabolita i to u rasponu fizioloških koncentracija, 

koje je racionalno postići dijetarnim unosom polifenola (75). Ovakva istraživanja 

podrazumevaju poznavanje puteva apsorpcije i biotransformacije polifenola, ali ujedno i 

postojanje metoda za sintezu identifikovanih metabolita (186).  

U okviru naših istraživanja ispitivan je uticaj tri osnovna metabolita flavonoida 

kvercetina (187), uticaj sulforafan-cistein-glicina, kao metabolita glukozinolata 

glukorafanina prisutnog u kelju (188) i uticaj protokatehuične kiseline, jednog od 

predloženih metabolita glikozida cijanidina (189). Među ispitivanim metabolitima 

najizraženije delovanje na markere aktivacije i agregacije trombocita pokazao je 

sulforafan-cistein-glicin, koji je značajno smanjio procenat trombocita koji eksprimiraju 

P-selektin i GPIIb-IIIa, kao i gustinu ovih receptora na trombocitima ispitanika sa 

metaboličkim sindromom, delujući istovremeno i na gustinu P-selektina i procenat 

GPIIb-IIIa-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 istraživani. U prilog dobijenim rezultatima su već pomenuti efekti sulforafana na 

ekspresiju GPIIb-IIIa (173). Važno je istaći da sulforafan i njegov konjugat sa cisteinom 

pokazuju slično delovanje i u pogledu indukcije enzima II faze detoksifikacije (188). 
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Pokazani uticaj na ekspresiju P-selektina, kod ispitanika sa rizikom za nastanak KVB, 

predstavlja originalni naučni doprinos.  

Efekti metabolita kvercetina uglavnom su se ogledali na smanjenje gustine 

adhezionih receptora indukovanih arahidonskom kiselinom i jedino je 3’-metil-

kvercetin-3-glukuronid pokazao inhibitorno delovanje na procenat GPIIb-IIIa- 

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 naših istraživanja, prikazani rezultati 

pokazali su odsustvo delovanja ispitivanih metabolita kvercetina. Jedino je glutation-

cistein-glicin doveo do produžavanja 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 objašnjava uticaj namirnica koje su 

dijetarni izvor kvercetina na antioksidativni status.  

Literaturni podaci o antitrombocitnom delovanju protokatehuične 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). Predloženo antitrombocitno 

delovanje protokatehuične kiseline nije potvrđeno rezultatima naših istraživanja, što 

ukazuje na odsustvo efekta na aktivaciju indukovanu delovanjem arahidonske kiseline. 

Treba naglasiti da su ispitivane koncentracije bile relativno visoke u odnosu na 

bioraspoloživost ovog metabolita (192) i da dobijeni rezultati ne isključuju potencijalne 

efekte fizioloških koncentracija, naročito s obzirom na inverznu doznu-zavisnost 

antioksidativnog delovanja, pokazanu u okviru naših istraživanja. 

Većina do sada publikovanih studija o delovanju ekstrakata biljaka na funkciju 

trombocita zasniva se na određivanju parametara funkcije trombocita nakon delovanja 

visokih koncentracija agonista, korišćenjem optičke agregometrije. Visoke 

koncentracije agonista ne predstavljaju realističan prikaz fiziološke funkcije trombocita, 

a pokazano je da pored uticaja na funkciju trombocita značajno deluju i na ostale krvne 

ćelije (193, 194). Prednost primene protočne citometrije je korišćenje znatno nižih 

koncentracija agonista u praćenju precizne modulacije parametara aktivacije i 
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heterotipske agregacije delovanjem fitohemikalija. Može se zaključiti da protočna 

citometrija predstavlja dovoljno osetljivu metodu za procenu modulacije ekspresije 

površinskih receptora, koji ne rezultuju uvek adhezijom usled delovanja velikog broja 

faktora, ali su važni markeri u proceni modulatornog delovanja preventivnih agenasa. 

Pored delovanja ekstrakta aronije na funkciju trombocita u in vitro 

ekperimentalnim uslovima, uticaj ove namirnice, kao značajnog 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 izloženim ex vivo delovanju 

suboptimalne koncentracije adenozin-difosfata (ADP) i arahidonske kiseline. 

Konzumacija soka od aronije dovela je i do povećane osetljivosti trombocita na 

inhibiciju agonističkog delovanja arahidonske kiseline delovanjem acetil-salicilne 

kiseline in vitro. Nakon konzumacije aronije došlo je do smanjenja procenta agregata 

trombocita i monocita, kao i procenta agregata trombocita i neutrofila, u bazalnim 

uslovima, kao i u uzorcima izloženim 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, određivane primenom optičke agregometrije, uporedo sa povoljnim 

delovanjem na ostale faktore uključene u proces formiranja trombova (145).  

Jako je malo podataka u literaturi o akutnom delovanju dijetarnih izvora 

polifenola na ekspresiju P-selektina i GPIIb-IIIa 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 značajnog 

smanjenja procenta P-selektin-pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima, kao i nakon 

ex vivo delovanja ADP, u koncentracijama od 20 i 100 µM, ali nije pokazan efekat na 

epinefrinom indukovanu ekspresiju ovog aktivacionog markera. Nakon konzumacije 

došlo je do značajnog smanjenja procenta GPIIb-IIIa-pozitivnih trombocita u bazalnim 

uslovima, kao u uzorcima izloženim ex vivo delovanju 20 µM ADP-a i 100 µM 
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epinefrina (86). Pokazani efekti praćeni su i smanjenjem broja mikropartikula porekla iz 

trombocita, kao parametra aktivacije trombocita i njom izazvane fragmentacije (195). 

Ista grupa istraživača 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 došlo je u uzorcima izloženim delovanju 

100 µM ADP-a, ali ne i nakon delovanja nižih 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 

sadržajem od 380, 680 i 980 mg flavan-3-ola, na agregaciju trombocita sa monocitima i 

neutrofilima indukovanu kolagenom. Do smanjenja agregacije trombocita sa 

monocitima došlo je nakon unosa sve tri ispitivane količine flavan-3-ola, dok je 

agregacija trombocita sa neutrofilima smanjena nakon unosa 680 i 980 mg flavan-3-ola 

(89).  

U skladu sa izloženim, rezultati dobijeni u okviru naše 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 značaja je što su pokazani 

efekti na ekspresiju površinskih markera i pri agonističkom delovanju sub-optimalnih 

koncentracija ADP-a, koje u većoj meri odgovaraju fiziološkim uslovima aktivacije 

trombocita u odnosu na visoke doze agonista koje se najčešće koriste u okviru različitih 

metoda za procenu funkcije trombocita.  

Rezultati dobijeni u okviru pilot studije pokazali su da jednokratna konzumacija 

soka od aronije utiče na markere aktivacije trombocita i njihove agregacije sa 

leukocitima i nisu bili u saglasnosti sa rezultatima preliminarnih ispitivanja delovanja 

ekstrakta aronije i protokatehuične kiseline. Ovo ukazuje na prednost interventnih 

studija u ispitivanju relevantnih bioloških efekata dijetarnih polifenola, s obzirom na 

intenzivan metabolizam i malu bioraspoloživost nativnih bioaktivnih komponenata 

prisutnih u ekstraktima. 

Treba naglasiti da je procenat agregata trombocita u ispitivanoj grupi zdravih 

osoba, u nestimulisanim uzorcima, bio viši u odnosu na literaturne podatke (196, 197), 

što je verovatno posledica eksperimentalnih uslova koji su podrazumevali određeno 
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vreme inkubacije nestimulisanih uzoraka kao kontrolnih uzoraka za ispitivanje 

delovanja ASK, pre analize protočnom citometrijom. Literaturni podaci ukazuju da je 

agregacija trombocita sa leukocitima osetljivija na produženu inkubaciju u odnosu na 

ekspresiju aktivacionih markera kao odgovor na delovanje intrizičnih agonista (58), 

zbog čega pojedini autori smatraju ovaj parametar relevantnijim markerom aktivacije 

trombocita (161). U tom kontekstu, statstički značajno smanjenje procenta agregata 

trombocita i monocita nakon konzumacije soka od aronije posledica je povećane 

otpornosti trombocita na delovanje intrizičkih 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 predkliničkih ispitivanja, ukazali su na 

najizraženiji anti-trombocitni potencijal kelja, koprive, mirođije i šarplaninskog čaja. 

Delovanje koprive, mirođije i šarplaninskog čaja biljaka ispitivano je u sledećoj fazi 

istraživanja, kod ispitanika sa faktorima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, u 

okviru jednokratne, kontrolisane dijetarne intervencije, koja je podrazumevala 

konzumaciju čajeva od koprive, mirođije i šarplaninskog čaja. Iako je pokazao 

najizraženije delovanje, praćeno 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 

istraživanja.  

Dobijeni rezultati pokazuju da od ispitivanih čajeva najizraženije delovanje na 

funkciju trombocita ima čaj od mirođije. Nakon konzumacije ovog čaja došlo 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 izloženim delovanju optimalne koncentracije 

ADP-a, kao i do smanjenja procenta GPIIb-IIIa-pozitivnih trombocita u uzorcima 

tretiranim ADP-om u obe koncentracije. Konzumacija čaja od koprive dovela je do 

smanjenja procenta P-selektin-pozitivnih trombocita u uzorcima tretiranim optimalnom 

koncentracijom ADP-a, procenta GPIIb-IIIa-pozitivnih trombocita u bazalnim 

uslovima, smanjujući istovremeno i gustinu P-selektina u bazalnim uslovima. 

Konzumacija šarplaniskog čaja dovela je do smanjenja procenta GPIIb-IIIa pozitivnih 

trombocita u bazalnim uslovima i do smanjenja P-selektin-pozitivnih trombocita u 

uzorcima tretiranim ex vivo suboptimalnom ADP-a. U bazalnim uslovima došlo je i do 
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smanjenja gustine P-selektina na trombocitima. Konzumacija šarplaninskog čaja je 

jedina interventna namirnica u ovoj studiji koja je dovela do smanjenja procenta P-

selektin-pozitivnih trombocita nakon delovanja arahidonske kiseline. Nijedan od 

ispitivanih čajeva nije uticao na procenat agregacije trombocita sa monocitima i 

neutrofilima.  

O delovanju ispitivanih čajeva na funkciju trombocita nema dostupnih literaturnih 

podataka. Osnovna fenolna jedinjenja prisutna u nadzemnom delu koprive su kafena i 

jabučna kiselina, rutin, kvercetin i izokvercitrin (117, 198). Prethodno je pokazano, 

primenom optičke agregometrije, da jednokratna konzumacija 200 ml kafe (6%, w/v), 

kao najznačajnijeg 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 praćen je i smanjenom sintezom tromboksana B2 u trombocitima (199). Za 

razliku od efekta konzumacije kafe, jednokratna konzumacija supe od crnog luka, 

kojom je obezbeđen unos 69 mg kvercetina, dovela je kod zdravih ispitanika do 

smanjenja kolagenom-indukovane agregacije izolovanih trombocita merene optičkom 

agregometrijom, ali bez pokazane statističke značajnosti i samo pri niskim 

koncentracijama agonista. Efekat na agregaciju praćen je značajnom inhibicijom 

fosforilacije tirozina, kao ključne komponente signalnih događaja uključenih u odgovor 

trombocita na stimulaciju kolagenom (100).  

Pored polifenolnih jedinjenja, mirođija i šarplaninski čaj sadrže i etarsko ulje (167, 

200). Iako efekti konzumacije namirnica koje sadrže etarsko ulje nisu do sada ispitivani, 

pokazano je da etarska ulja izolovana iz različitih biljaka dovode do inhibicije 

agregacije trombocita u in vitro eksperimentalnim uslovima, kao i da je to delovanje 

najverovatnije povezano sa sadržajem jedinjenja sa fenil-propanoidnom strukturom 

(201). 

Iako slabije izraženo u odnosu na efekte soka od aronije, delovanje ispitivanih 

čajeva, čijom se jednokratnom konzumacijom obezbeđuje značajnije manji unos 

polifenola u odnosu na ispitivane sokove, pruža osnovu za dalja ispitivanja efekta 

dugotrajne konzumacije na funkciju trombocita, kao i ispitivanja uticaja na pokazanu 

fiziološku postprandijalnu aktivaciju trombocita i agregaciju sa leukocitima (44-47). 

Kod ispitanika sa prisutnim faktorima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, 

pored delovanja ispitivanih čajeva, 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 

GPIIb-IIIa, u bilo kom od definisanih eksperimentalnih uslova. Uticaj konzumacije na 

ekspresiju P-selektina u trombocitima izloženim delovanju suboptimalne koncentracije 

ADP-a, praćen 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 voćne sokove (202). Na osnovu 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 čemu nije bilo uticaja na nivo lipida u serumu 

(95, 203). Elagitanini kao biokativni sastojci armanjak konjaka pokazali su značajan 

efekat na ADP-om indukovanu agregaciju trombocita nakon dve nedelje intervencije, 

ali i 2 nedelje nakon završetka intervencije. Istovremeno, efekta na kolegenom 

indukovanu agregaciju nije bilo, dok se trombinom-indukovana agregacija značajno 

smanjila nakon 2 nedelje intervencije i nedelju dana posle završetka intervencije (204). 

Kako je ranije predloženo (84), s obzirom na kratko vreme poluživota polifenola i 

njihovih metabolita (70) efekti dugoročne 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 hroničan efekat soka od 

nara može biti posredovan pokazanim povoljnim efektima na nivo oksidovanog LDL-a 

(203) i povoljnim delovanjem na insulinsku rezistenciju (205), kao faktorima koji utiču 

na funkciju trombocita (206, 207). 

Akutno delovanje na trombocite takođe može biti direktno ili indirektno. 

Predloženi mehanizmi direktnog delovanja bioaktivnih komponenata nara na funkciju 

trombocita, pokazani pri tretmanu trombocita sokom ili ekstraktom nara u in vitro 

uslovima, uključuju inhibiciju mobilizacije kalcijuma, produkcije tromboksana A2 i 

formiranja vodonik peroksida kao odgovora na delovanje agonista, koji su bili praćeni 

inhibicijom agregacije trombocita (177). Potencijalno objašnjenje pokazanog akutnog 

efekta konzumacije soka od nara na ekspresiju P-selektina u našoj studiji, podrazumeva 
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i delovanje posredovano endotelom. Hashemi i saradnici pokazali su da 4 h nakon 

konzumacije 240 ml soka od nara dolazi do značajnog 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 ćelija na aktivaciju trombocita indukovanu 

ADP-om (210). Pored azot-monoksida delovanje soka od nara na aktivaciju trombocita 

može biti i posledica delovanja prostaciklina poreklom iz vaskularnog endotela. 

Pokazano je da akutna konzumacija soka od nara dovodi do produženja vremena 

koagulacije indukovanog sinergističkim delovanjem kolagena i epinefrina ex vivo kod 

zdravih dobrovoljaca. Uporedo sa ex vivo delovanjem delimično usmerenim i na 

funkciju trombocita, u in vitro uslovima kratkotrajni tretman endotelnih ćelija poreklom 

iz aorte ispitivanim sokom doveo je do povećanja koncentracije prostaciklina u 

hranljivom medijumu i povećane sinteze prostaciklina u ispitivanim ćelijama nakon 

dugotrajnog tretmana. Isti efekti pokazani su i za sok od crnog grožđa, koji su za razliku 

od efekata soka od nara, bili praćeni i povećanjem nivoa 6-keto-prostaglandin F1, 

stabilnog metabolita prostaciklina, u plazmi zdravih ispitanika 2h nakon konzumacije 

(211). 

 Pored povećane aktivacije trombocita, odnosno povećanog procenta trombocita u 

bazalnom statusu koji na površini eksprimiraju markere aktivacije, osobe sa prisutnim 

faktorima rizika za nastanak KVB karakteriše 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 koreliše sa incidencom 

infarkta i šloga 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, već i u 

sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti.  

 S ciljem evaluacije potencijalnih mehanizama delovanja biljnih polifenola na 

aktivaciju trombocita i njihovu interakciju sa krvnim ćelijama, u okviru doktorske 

disertacije ispitivano je i delovanje ekstrakata biljaka koje sadrže polifenole na nivo 

reaktivnih vrsta kiseonika u krvnim ćelijama izloženim delovanju prooksidanasa. 

Ispitivanje antioksidativnog delovanja biljnih ekstrakata i bioaktivnih jedinjenja 

u ćelijskim modelima najčešće ima za cilj procenu njihove bioraspoloživosti i delovanja 
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u biološkim sistemima (158), zavisi od strukture ispitivanih jedinjenja i veoma često 

nije u saglasnosti sa antioksidativnom aktivnošću određenom hemijskim metodama 

(213).  

Kao ćelijski modeli za ispitivanje antioksidativne aktivnosti najčešće se koriste 

maligne ili transformisane normalne ćelije humanog porekla, gajene u kulturi. Prednost 

korišćenja ćelijskih linija je isti fenotip ćelija i shodno tome visoka reproduktivnost 

dobijenih rezultata. Istovremeno, fenotip maligne ćelije karakteriše i izmenjen redoks 

status u odnosu na normalne ćelije i shodno tome ove ćelije ne predstavljaju adekvatan 

model u ispitivanju antioksidativne zaštite delovanjem sastojaka namirnica, kao 

mehanizma preventivnog delovanja (214). Na ćelijskom modelu efekte antioksidanasa 

moguće je pratiti uticajem na vijabilnost ćelija nakon delovanja prooksidanasa ili 

uticajem na funkcionalnost ćelije. Kao parametri funkcije ćelija, od značaja za 

antioksidativno delovanje, najčešće se evaluiraju: redoks status - praćenjem produkcije 

reaktivnih vrsta kiseonika, nivoa glutationa ili aktivnosti antioksidativnih enzima; 

intracelularna oksidacija – inkorporacijom fluorescentnih ili fluorogenih proba; ili 

oksidativno oštećenje membrana – određivanjem nivoa malonil-dialdehida. U našoj 

studiji, kao ćelijski model za ispitivanje antioksidativne aktivnosti esktrakata koprive, 

mirođije, šarplaninskog čaja, nara, kelja i japanske jabuke korišćeni su humani eritrociti 

izolovani iz periferne krvi, a efekti su praćeni na osnovu intraćelijske oksidacije 

inkorporirane fluorogene probe, dihloro-fluorescein-diacetata, nakon izlaganja ćelija 

delovanju vodonik peroksida. Pokazano je da ispitivani ekstrakti pored pokazane 

antiradikalske aktivnosti određene hemijskom metodom, ispoljavaju antioksidativno 

delovanje i na eritrocite kao ćelijskom modelu. S obzirom na prirodu testa, ovo 

delovanje potencijalno uključuje direktno antioksidativno delovanje biološki aktivnih 

sastojaka ekstrakata, ali i delovanje na enzime antioksidativne zaštite prisutne u 

eritrocitima. S obzirom da nemaju mitohondrije, uticaj na ove krvne ćelije ne uključuje 

delovanje posredovano signalnim događajima unutar mitohondrija (158).  

Ekstrakt šarplaninskog čaja, čije je biološko delovanje ispitivano u okviru ove 

disertacije, pokazao je antioksidativno delovanje i u ćelijskom modelu HepG2 ćelija, 

porekla iz malignog karcinoma jetre, povećavajući ukupni antioksidativni kapacitet 

ćelija i nivo glutationa u bazalnim uslovima i nakon izlaganja ćelija delovanju 

prooksidansa i smanjujući delimično nivo malonil-aldehida formiranog usled delovanja 

prooksidansa, u odnosu na kontrolne ćelije tretirane samo terc-butil hidroperoksidom 

kao prooksidansom. Pokazani efekti šarplaniskog čaja bili su poredivi sa delovanjem 
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ekstrakta zelenog čaja (215). Ispitivanjem delovanja soka od celog nara, soka arilusa 

nara i ekstrakta kore nara na citotoksično delovanje prooksidanasa na HUVEC ćelije i 

monocite u kulturi, pokazan je efekat jedino ekstrakta kore nara, koji je pripisan 

najvećem sadržaju elaginske kiseline i punikalagina (216). O antioksidativnom 

delovanju ekstrakata koprive, mirođije, kelja, japanske jabuke u biološkim sistemima 

nema dostupnih podataka u literaturi.  

Uporedo sa ispitivanjem ekstrakata tradicionalnih biljaka, u istim 

eksperimentalnim uslovima na eritrocitima kao ćelijskom modelu, ispitivano je i 

antioksidativno delovanje vodene i metanolne frakcije etanolno-vodenog eskstrakta 

ploda aronije. Dobijene razlike u antioksidativnoj zaštiti dve ispitivane frakcije, mogu 

se objasniti većim sadržajem antocijana u frakciji F1 koja nije uticala na antiradikalsku 

sposobnost frakcija. U skladu sa predloženim su i rezultati Slatnar-a i saradnika koji su 

ispitivali antioksidativno delovanje različitih sokova od jagodastog voća, u in vitro 

uslovima na ćelijama Saccharomyces cerevisiae, bojenjem ćelija DHFDA ali bez 

izlaganja prooksidansima. Dobijeni rezultati nisu korelisali sa antiradikalskim 

kapacitetom određenim DPPH testom i autori su zaključili da su osnovni faktori koji 

utiču na antioksidativni kapacitet u ćelijskom sistemu bioraspoloživost polifenola ali i 

odnos pojedinih klasa polifenola prisutnih u soku. Najpovoljnje delovanje imali su 

sokovi sa visokim sadržajem antocijana a niskim sadržajem hidroksi-cimetne kiseline. 

Antioksidativni kapacitet je bio obrnuto proporcionalan raspoloživosti unutar ćelija, 

ukazujući na tzv „hormetički efekat“ polifenola u pogledu antioksidativnog delovanja 

(217). 

Protokatehuična kiselina (3,4-dihidroksi benzojeva kiselina) predstavlja jedan od 

najznačajnijih humanih metabolita cijanidin-glukozida, antocijanina prisutnog u plodu 

aronije (189, 218). Antioksidativno delovanja ove kiseline, uočeno samo pri najnižoj 

ispitivanoj koncentraciji na ćelijskom modelu u okviru naše studije, ukazuje da direktno 

delovanje, najverovatnije ne predstavlja osnovni mehanizam antioksidativnog 

delovanja, već da ono uključuje i „hormetički efekat“ kao posledicu delovanja na nivou 

endogenih antioksidanasa. Dobijeni rezultati i predloženi zaključci u skladu su sa 

literaturnim podacima. Na animalnim modelima tumora kože pokazano je da niže 

koncentracije protokatehuične kiseline imaju povoljno delovanje, dok se sa povećanjem 

koncentracije i produženjem vremena izloženosti ispoljava njen prooksidativni efekat 

(219). Pokazano je, takođe, da protokatehuična kiselina pri koncentraciji od 10 mM 

indukuje oksidativni stres u transformisanim i malignim ćelijama porekla iz oralnog 
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tkiva, dok pri koncentraciji od 2.5 mM ne pokazuje toksične efekte, ali povećava 

osetljivost ćelija na delovanje prooksidanasa (220). Tretman protokatehuičnom 

kiselinom u koncentracijama od 50-200 µM, pre delovanja H2O2, povećavao je 

preživljavanje u odnosu na kontrolu i redukovao citotoksično delovanje H2O2 na PC12 

ćelije feohromcitoma pacova. U istoj studiji pokazano je da dijetarna intervencija 

biljnim izvorom protokatehuične kiseline dovodi do povećanja aktivnosti 

antioksidativnih enzima u homogenatu moždanog tkiva pacova (221). Protokatehuična 

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 značajnu ulogu u funkciji trombocita. 

Izlaganje trombocita delovanju vodonik-peroksida, peroksinitrita ili enzimskih sistema 

koji generišu superoksidni radikal dovodi do povećanja oseljivosti trombocita na 

agonističko delovanje ADP-a, trombina, kolagena i epinefrina, a može dovesti i do 

spontane aktivacije (223). Pored egzogenih oksidanasa, na funkciju trombocita utiču i 

reaktivne vrste kiseonika, poreklom iz samih trombocita. Izlaganje trombocita 

delovanju ADP-a, kolagena ili trombina dovodi do generisanja vodonik peroksida, 

superoksidnog radikala ili hidroksilnog radikala u trombocitima (224), što ukazuje na 

potencijalnu autokrinu ili parakrinu ulogu navedenih reaktivnih molekulskih vrsta u 

njihovoj aktivaciji. Pojedini aktivacioni i adhezioni receptori trombocita sadrže tiolne 

grupe, kao delove molekula osetljive na promenu redoks statusa u ćeliji ili neposrednom 

okruženju, podložne modifikaciji delovanjem redukovanog ili oksidovanog glutationa, 

homocisteina ili azot-monoksida (225), čime se delimično objašnjava hiper-reaktivnost 

trombocita u patološkim stanjima koje karakteriše poremećaj statusa nabrojanih 

činilaca. Na osnovu navedenih podataka jedan od predloženih mehanizama inhibitornog 

delovanja na aktivaciju trombocita predstavlja i delovanje različitih agenasa na redoks 

status ovih ćelija (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 slučaju 

ispitivanja antioksidativnog delovanja ekstrakata na eritrocite kao ćelijskog modela, 

pokazani efekti mogu biti posledica direktnog antioksidativnog delovanja prisutnih 

fitohemikalija i/ili posledica uticaja na komponente antioksidativne zaštite ćelije. Uticaj 

ekstrakata koprive, mirođije, 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 zaštite u trombocitima, pokazan za ekstrakte 

drugih biljaka bogatih polifenolima, nije ranije ispitivan.  

U in vitro eksperimentalnim uslovima pokazano je da ekstrakt aronije dovodi do 

povećanja aktivnosti antioksidativnih enzima i nivoa redukovanog glutationa u 

trombocitima zdravih ispitanika izloženih delovanju vodonik peroksida (226), kao i do 

smanjene produkcije superoksidnog anjona, smanjenja nivoa karbonilnih grupa i 3-

nitrotirozina u proteinima i povećanja nivoa glutationa u trombocitima zdravih 

ispitanika i ispitanika sa malignim bolestima (179, 180). Efekat ekstrakta aronije na 

smanjenje nivoa 8-epi-prostaglandina F2 kao markera lipidne peroksidacije i povećanje 

nivoa redukovanog glutationa u trombocitima zdravih osoba izloženih delovanju 

vodonik peroksida bio je praćen inhibicijom ekspresije GPIIb-IIIa na trombocitima 

(178).  

Ryszawa i 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 statistički značajnije 

viša 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 između grupa i esktrakt aronije dozno zavisno je 

smanjivao agregaciju kod obe grupe ispitanika nezavisno od agonista (181). Na osnovu 

razlika u efektima između grupa, autori su zaključili 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 praćeni inhibicijom agregacije 

trombocita indukovane trombinom i inhibicije adhezije trombinom aktiviranih 

trombocita za kolagen (182). I drugi dijetarni antioksidansi ispoljavaju povoljno 

delovanje na funkciju trombocita (227). 

Pored delovanja na trombocite polifenoli i njihovi metaboliti ispoljavaju 

antioksidativno delovanje i na druge ćelije izložene delovanju agonista. Antioksidativno 

delovanje urolitina, metabolita elagitanina nara nastalih delovanjem mikroorganizama 

crevne flore, na HL-60 ćelije mijelomonocitne leukemije izložene 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 sadrže polifenole i 

namirnica, koje predstavljaju dijetarni izvor ovih biološki aktivnih nenutritivnih 

komponenata, na aktivaciju trombocita i njihovu interakciju sa krvnim ćelijama, u 

okviru ove doktorske disertacije ispitivan je i njihov uticaj na interkaciju trombocita sa 

ćelijama endotela i malignim ćelijama. 

Prikazani rezultati pokazuju da konzumacija soka od aronije dovodi do 

značajnog smanjenja adhezije trombocita ispitanika sa faktorima rizika za nastanak 

kardiovaskularnih bolesti za EA.hy 929 ćelije, porekla iz vaskularnog endotela. Kako 

adhezija trombocita za endotelne ćelije zavisi od ekspresije i P-selektina i GPIIb-IIIa na 

površini trombocita (229), dobijeni rezultati u skladu su sa značajnim 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 ćelije 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 povećana produkcija i vazokonstriktornih i 

prokoagulatornih molekula pokazana je u pojedinim patološkim stanjima koja uključuju 

hipertenzuju, dijabetes, hiper-holesterolemiju i prisustvo aterosklerotskih promena na 

krvnim sudovima. Delovanje polifenola na poremećenu funkciju endotelnih ćelija 

potvrđeno je u brojnim istraživanjima (81) U in vitro eksperimentalnim uslovima Luzak 

i saradnici pokazali su da ekstrakt aronije, kao značajan izvor polifenola, stimuliše 

inhibitorno delovanje endotela na ekspresiju P-selektina trombocita indukovanu 

delovanjem adenozin-difosfata (183).  

Prikazani rezultati ukazuju da polifenoli ispoljavaju delovanje na interakciju 

endotelnih ćelija i trombocita i uticajem na funkciju trombocita. Pretpostavljeni 

mehanizmi uključuju inhibiciju P-selektina i GPIIb-IIIa, praćenu povećanim 

oslobađanjem azot-monoksida i sniženjem nivoa superoksida u trombocitima i 

neposrednoj okolini (231), kao i smanjenim oslobađanjem drugih trombocitnih činilaca 

uključenih u proces adhezije trombocita za endotel (232). Predloženi 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 uključenog u nastanak i razvoj ateroskleroze i tromboze (233). 

Inhibicija agregacije trombocita i malignih ćelija predstavlja jedan od 

predloženih mehanizama antitumorskog delovanja različitih agenasa, s obzirom na 

ulogu ovog procesa u efikasnosti imunskog odgovora organizma na malignu 

proliferaciju, metastatskom potencijalu tumorskih ćelija i angiogenezi (6).  

U sklopu preliminarnih ispitivanja ispitivali smo antiproliferativno delovanje 

sokova od jagodastog i bobičastog voća, sokova od aronije i nara i ispitivanih ekstrakata 

na panelu malignih ćelija, kao najčešće ispitivanog mehanizma antitumorskog delovanja 

biljnih ekstrakata. 

Rezultati antiproliferativnog delovanja ispitivanih sokova bili su u saglasnosti sa 

podacima iz literature u pogledu različite osetljivosti malignih ćelija zavisno od porekla, 

pri čemu je pokazano da su maligne ćelije porekla epitelnih ćelija kolona manje 

osteljive u odnosu na HeLa ćelije (234), kao i u pogledu zavisnosti antiproliferativnog 

delovanja od prisustva pojedinih klasa polifenola, pre nego od ukupnog sadržaja 

polifenola (234). Dodatno, podaci iz literature ukazuju i na značaj sinergističkog 

delovanje svih fitohemikalija prisutnih u sokovima (235).  

Odsustvo antiproliferativnog delovanja ekstrakta šarplaninskog čaja u skladu je 

sa rezultatima Danesi i saradnika koji su pokazali da inkubacija HepG2 ćelija malignog 

karcinoma jetre sa ekstraktom šarplaninskog čaja ne utiče na proliferaciju ćelija 

određenu MTT testom i ne dovodi do citotoksičnog delovanja, odnosno povećanja nivoa 

laktat-dehidrogenaze u medijumu (215). Odsustvo antiproliferativnog delovanja 

ekstrakata koprive u predloženom modelu u skladu su sa literaturnim podacima (236). 

Na osnovu pregleda dostupne literature antiproliferativno delovanje ekstrakata mirođije 

i japanske jabuke nije ispitivano ranije. 

Uticaj ekstrakata koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara i japanske 

jabuke na agregaciju trombocita sa malignim ćelijama nije ranije ispitivan. Analizom 

dobijenih podataka uočeno je da ispitivani ekstrakti ne utiču na broj malignih ćelija 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 ćelije.  

Iako malobrojna, prethodna istraživanja pokazala su da ekstrakti biljaka imaju 

potencijal da utiču na interakciju trombocita i malignih ćelija. Yazdanparast i Mianabadi 

pokazali su da pre-tretman trombocita ekstraktom biljke Dendrostellera lessertii, dovodi 

do 90% inhibicije adhezije trombocita za HL-60 ćelije 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 takođe da je inhibitorno delovanje 

pojedinih farmakoloških agenasa na aktivnost matriksnih metaloproteinaza i aktivaciju 

trombocita delovanjem ADP-a praćeno inhibicijom interakcije trombocita sa malignim 

ćelijama (240).  

 S obzirom na značaj trombocita u patogenezi malignih bolesti, koji se jednim 

delom ispoljava i sekvestracijom malignih ćelija trombocitima i smanjenom efikasnošću 

imunskog nadzora (6), pokazani rezultati inhibicije vezivanja trombocita tretiranih 

ispitivanim ekstraktima za maligne ćelije ukazuje na jedan od potencijalnih mehanizama 

njihovog antitumorskog delovanja. Za potvrdu ovakvog delovanja neophodna su 

detaljnija istraživanja.  

 



 

 

126 

ZAKLJUČCI 

Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije pokazali su povoljne efekte 

ispitivanih biljaka koje sadrže 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  može se zaključiti sledeće: 

1. Svi ispitivani suvi ekstrakti: ekstrakt koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, 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 

metaboličkim sindromom. Na najveći broj parametara delovali su ekstrakti kelja i 

mirođije, a u tom smislu najmanje izraženo delovanje pokazao je ekstrakt nara. 

2. Svi ispitivani metaboliti: kvercetin-3-glukuronid, 3’-metil-kvercetin-3-

glukuronid, kvercetin-3’-sulfat i sulforafan-cistein-glicin, delovali su na neki od 

parametara aktivacije trombocita i njihove agregacije sa monocitima i neutrofilima, kod 

zdravih ispitanika ili ispitanika sa metaboličkim sindromom. Sulforafan-cistein-glicin 

delovao je na veći broj parametara u odnosu na metabolite kvercetina. Delovanje 3’-

metil-kvercetin-3-glukuronida bilo je izraženije 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 čaja od koprive, čaja od mirođije i šarplaninskog čaja 

kod ispitanika sa faktorima rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti dovodi do 

smanjenja pojedinih parametara aktivacije trombocita: 

Konzumacija čaja od mirođije 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-IIIa-pozitivnih trombocita nakon ex vivo delovanja suboptimalne 

i optimalne koncentracije adenozin-difosfata kao agonista. 

Konzumacija čaja 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-IIIa-pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima. 

Konzumacija šarplaninskog čaja 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 GPIIb-IIIa pozitivnih trombocita u bazalnim uslovima. 

Poređenjem delovanja jednokratne konzumacije čajeva od koprive, mirođije i 

šarplaninskog čaja, može se zaključiti da je konzumacija čaja od mirođije dovela je do 

promene najvećeg broja parametara aktivacije trombocita kod ispitanika sa faktorima 

rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti. Nijedan od ispitivanih čajeva 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 GPIIb-IIIa na trombocitima; 

- procenat agregata trombocita i neutrofila. 

6. Na osnovu rezultata ispitivanja potencijalnih mehanizama delovanja biljnih 

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

ćelijama endotela i malignim ćelijama, došlo se do sledećih zaključaka: 

- ekstrakti koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara, japanske jabuke 

smanjuju nivo reaktivnih vrsta kiseonika u eritrocitima izloženim delovanju 

vodonik peroksida; 

- ekstrakti koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara, japanske jabuke 

smanjuju nivo reaktivnih vrsta kiseonika u trombocitima izloženim delovanju 

adenozin-difosfata; 

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

926 ćelije vaskularnog endotela; 

- ekstrakti koprive, mirođije, šarplaninskog čaja, kelja, nara, japanske jabuke 

dovode do smanjenja agregacije trombocita sa HeLa ćelijama malignog 

karcinoma grlića materice. 
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S obzirom da najveći stepen naučne zasnovanosti biološkog delovanja polifenola 

pružaju rezultati interventnih studija, pokazano delovanje soka od aronije ukazuje na 

značajnu ulogu ove namirnice kao sastavnog dela optimalne dijete i njen potencijalni 

značaj u očuvanju kardiovaskularnog zdravlja i prevenciji nepovoljnog uticaja faktora 

sredine na trombocite, uključujući i uticaj neodgovarajuće dijete i nepravilnog režima 

ishrane. 

Iako slabije izraženo u odnosu na efekte soka od aronije, delovanje ispitivanih 

čajeva, čijom se jednokratnom konzumacijom obezbeđuje značajnije manji unos 

polifenola u odnos na ispitivane sokove, pruža osnovu za dalja ispitivanja efekta 

dugotrajne konzumacije na funkciju trombocita, kao i ispitivanja uticaja na fiziološku 

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, već i u sekundarnoj 

prevenciji ovih bolesti.  
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