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POPIS KRATICA:

ALP — alkalna fosfataza

ALT — alanin aminotransferaza

AML — akutna mieloi¢na leukemija

AST — aspartat aminotransferaza

GRA - skupina bijelih krvnih stanica u koju spadaju granulociti

Hct — hematokrit

Hb — hemoglobin

LDso — (engl. lethal dose) letalna doza za 50% populacije

LHD - laktat dehidrogenaza

LYM — skupina bijelih krvnih stanica u koju spadaju limfociti

MCH — (engl. mean corpuscular hemoglobin) srednja koli¢ina hemoglobina u eritrocitu

MCHC — (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration) srednja stani¢na vrijednost
hemoglobina

MCYV - (engl. mean corpuscular volume) srednji stani¢ni volumen

MID - skupina bijelih krvnih stanica u koju spadaju monociti i eozinofili

MPV — (engl. mean platelet volume) srednji volumen trombocita

NHL — non-Hodkinov linfom

OECD - (engl. Organisation for Economic Co-operation and Development) organizacija za
ekonomsku suradnju i razvoj

PCT — (engl. plateletcrit) trombokrit

PDW — (engl. platelet distribution width) indeks heterogenosti populacije eritrocita

PLT — (engl. platelet) broj trombocita

RBC — (engl. red blood cell count) broj eritrocita

RDW — (engl. red blood cell distribution width) indeks heterogenosti populacije eritrocita

ROS — (engl. reactive oxygen species) reaktivne kisikove vrste

US EPA — (engl. United States Environmental Protection Agency) agencija za zastitu

okoliSa Sjedinjenih Americ¢kih Drzava

WBC — (engl. white blood cell count) broj leukocita
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1. UvVOD

Obicna planika je biljka koja u Europi raste na podru¢ju Mediterana, a u Hrvatskoj duz
Jadranske obale (1). Njezin je plod boba, zuto-crvene boje, koja pri konzumaciji u vec¢oj koli¢ini
izaziva probavne smetnje i omaglicu kod ljudi, ali se ipak ¢esto koristi u narodnoj medicini kao
lijek za razlicite tegobe kao $to su zubobolje, urinarne infekcije ili nadutost (1). U mnogim je
istrazivanjima zaklju¢eno da obi¢na planika djeluje povoljno na ljudsko zdravlje zbog toga sto
sadrzi mnoge bioaktivne tvari medu kojima i razli¢iti polifenoli (2,4). Jedan od najbitnijih
polifenolnih spojeva, koje obi¢na planika sadrzi, jest arbutin (2). Arbutin ima antimikrobna
svojstva 1 cesto se koristi kao antiseptik pri urinarnim infekcijama. Ipak, tijekom
metaboliziranja arbutina nastaje hidrokinon, tvar koja je u dosadasnjim istrazivanjima pokazala

genotoksi¢no djelovanje te se namece pitanje u kojim je dozama arbutin siguran za upotrebu

3).

1.1.  Obic¢na planika

Obi¢na planika (Arbutus unedo L.) zimzeleni je grm ili malo stablo iz porodice
vrijesovki proSireno diljem Mediterana i Atlantske obale Europe, a pojavljuje se i u juznoj
Europi, Sjevernoj Arfici, Irskoj, Palestini te na Kanarima (1, 4). Prvi ju je opisao Carl Linnaeus
1753. godine u djelu Species Plantarum. U Hrvatskoj ovu biljku mozemo pronaci duz Jadranske
obale i na otocima Mljetu, Peljescu, Bracu, Kor¢uli i Dugom Otoku, na glinenim i kamenim
podlogama te u Sumi bora (1). Zreli oblik biljke visok je od 3 do 5 metara, no neke jedinke

mogu dose¢i visinu od ¢ak 10 metara (1).

Preuzeto sa: blogs.ubc.ca (5)



Obic¢na planika lako se prepoznaje po svojim rozo-bijelim, zvonolikim cvjetovima
skupljenima u mirisne cvatove i po okruglim plodovima, bobama, prosje¢nog promjera 2
centimetra, Zuto - crvene boje, bobicasto hrapave povrsine (Slika 1). Plod biljke je jestiv, ali
najces¢e se konzumira tek nakon obrade buduci da pri konzumaciji vece koliCine svjezih
plodova kod ljudi izaziva probavne smetnje i oSamucenost zbog ¢ega biljka navodno i1 nosi
naziv “unedo” (1, 4). Naime, iz latinskog izraza Unum edo, §to znaci jedem samo jedan, nastaje
skracenica, unedo (1).

Mediteranska regija poznata je po tome da njeni stanovnici ¢esto koriste plodove divljeg
bilja koje raste u njihovoj okolici (1). U proslosti, mnoge od tih biljaka bile su vazne za o¢uvanje
zdravlja ljudi koji su ih koristili budu¢i da sadrze vece koli¢ine bioaktivnih spojeva od
kultiviranih biljaka (1). Zato se jos i danas plod obi¢ne planike koristi za izradu alkoholnih pica,
dzemova, marmelada i meda, a u tradicionalnoj se medicini koristi za izradu pripravaka protiv
raznih upala, zubobolje, nadutosti, dijabetesa, ateroskleroze, tromboze, hipertenzije te u borbi
protiv gastrointestinalnih, urinarnih i bubreznih bolesti (1, 4, 6).

Ovaj dugacak niz pozitivnih uc¢inaka nije iznenadujuc¢i buduéi da je kemijskom analizom
utvrdeno da se u vodenom ekstraktu obi¢ne planike nalaze biokativne tvari poput eteri¢nih ulja,
tokoferola, fenola i flavonoida za koje je ve¢ ranije dokazano da djeluju blagotvorno na ljudsko
zdravlje (2, 4).

1.2. Kemijski sastav obi¢ne planike

Zreli plodovi obi¢ne planike u svom sastavu sadrze visoke doze Secera (od 42% do 52%
suhe mase) i minerala, pogotovo kalija i kalcija, a u nesto manjim koncentracijama pojavljuju
se i eteri¢na ulja (2, 4). Takoder, u plodovima se nalaze i vazni antioksidansi kao $to su vitamini
i razli¢iti fenolni spojevi, a ponajvise galna kiselina (7).

List obi¢ne planike sadrZi nekoliko kategorija spojeva kao §to su masne kiseline,
terpenoidi, neki vitamini, esencijalno ulje i fenolni spojevi (3, 8).

Od masnih kiselina u listu su prisutne palmitinske kiseline, oleinske, linolenska,
laurinska, miristinska, stearinska, pentadekanoi¢na, trideciklicna, beheni¢na, margarinska te
arahidinska kiselina (8). Od terpenoida su odredeni a-amirin acetat, betulinska kiselina i lupeol,
a od vitamina a-tokoferol (7, 9, 10). Iz lista obi¢ne planike izoliran je i niz fenolih spojeva poput

tanina, fenolnih glikozida, iridoidnih glukozida te flavonoida.(2).



1.3.  Polifenoli i flavonoidi

Fenolni spojevi ili polifenoli ¢ine jednu od najmnogobrojnijih i najsire rasprostranjenih
substanca u biljnom carstvu, ima ih preko 8000 od ¢ega je 4000 flavonoida (11, 12). Polifenoli
su produkti sekundarnog metabolizma biljaka i bitni su za razvoj i reprodukciju, a proizvedeni
su kao odgovor na okoli$ne ¢imbenike te kao obrana od infekcije kod ozlijedenih biljaka (11,
13). Polifenoli mogu biti jednostavne molekule (Slika 2), kao $to su fenolne Kkiseline ili visoko

polimerizirani spojevi, kao $to su tanini (11).
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Slika 2. Fenoli u hrani — lijevo benezenske kiseline, desno — cimetne kiseline

Preuzeto iz: Nutrition (12)

Fenoli primarno se pojavljuju u formi konjugata sa jednim ili viSe Secera vezanih na
hidroksilnu skupnu iako moZze postojati 1 veza izmedu Secera i aromatskog atoma ugljika (11).

Vezani Seceri mogu biti monosaharidi, disaharidi i oligosaharidi, s tim da je glukoza
karboksilna kiselina i razne organske kiseline, takoder su éeste (11).

S obzirom na osnovnu kemijsku strukturu fenole mozemo dijeliti u razlicite grupe.
Najbitnija od tih grupa su flavonoidi koje mozemo podijeliti u vise razli¢itih razreda, neki od

kojih su: flavoni, flavanoni, flavonoli i izoflavoni (Slika 3) (11, 13).



Co

Osnovna grada flavonoida Kalkoni

Izoflavoni Neoflavonoidi

Slika 3. Strukturni prikaz flavona, izoflavona, halkona i neoflavonoida

Preuzeto iz: Nutrition (12)

Flavonoidi su najce$¢a i najSire rasprostranjena skupina biljnih fenola (11). Njihova
uloga i aktivnost ovisi o kemijskoj strukturi. Flavonoidi se uglavhom pojavljuju u obliku
difenilpropana (Ce-C3-Cs,) (Slika 3), rjede mogu biti i aglikoni i derivati glikozida, a najéesce
imaju antiviralnu, antimikrobnu, antikancerogenu te hepatoprotektivnu ulogu (11, 13).

Fenoli, pogotovo flavonoidi, pokazalo se, imaju veliki antioksidativni kapacitet te se
unatrag nekoliko godina sve vise istraZivanja bavi anioksidativnim svojstvima fenolnih spojeva
1 njihovim potencijalom koristenja u prehrambenoj industriji kao izvor antioksidansa koji su

prijeko potrebni u borbi protiv bolesti koje uzrokuje oksidativni stres (13, 14).

1.4.  Oksidativni stres

Evolucija aerobnih metabolickih procesa kao Sto su respiracija 1 fotosinteza neizbjezno
su doveli do nastanka molekula koje imaju nespareni elektron u vanjskoj orbiti, odnosno,
nastanka reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. reactive oxygen species) u mitohondrijima,
kloroplastima i peroksisomima. ROS mogu nastati i tijekom izlaganja ioniziraju¢em i ne
ioniziraju¢em zracenju, u metabolizmu nekih ksenobiotika kao Sto su toksini, pesticidi i
herbicidi ili alkohol te pri infekcijama organizma bakterijama i virusima (15). Karakteristika
ROS-a je da mogu dovesti do modifikacije i inaktivacije proteina, peroksidacije lipida,
modifikacije baze DNK i uzrokovati promijene u funkcioniranju stanica (9, 15, 16).

Da bi se kontrolirale razine ROS-a u organizmu biljke proizvode razli¢ite tvari kao $to

su na primjer fenoli i tokoferoli koje djeluju kao antioksidansi. Danas, antioksidansi mogu biti

4



prirodni ili sinteti¢ki proizvedeni (4). Oni dobiveni prirodnim putem, naravno, daleko su
kvalitetniji od onih umjetno proizvedenih. Spojevi koji se nalaze u obi¢noj planici mogli bi,
dakle, bit od velike vaznosti za prehrambenu, faramaceutsku 1 kemijsku industriju.
Oksidativni stres, odnosno djelovanje ROS-a u organizmu, danas se smatra jednim od
najvecih 1 najvaznijih ¢imbenika u razvitku mnogih autoutoimunih bolesti, razlicitih upala,
raka, Parkinsonove bolesti, mrene, sréanih bolesti, ateroskleroze i preranog starenja (4). Jedan
od nacdina smanjivanja i uklanjanja pojavnosti ovih bolesti uvodenje je namirnica, koje sadrze
prirodne tvari s antioksidativnim svojstvima, u ljudsku prehranu. Na taj se na¢in organizmu
osiguravaju spojevi koji mu pomazu da se rijeSi slobodnih radikala i da ukloni opasnost od
stani¢nog oksidativnog stresa (4).
Jedan od najvaznijih fenolnih spojeva, odnosno antioksidansa, koji sadrzi obi¢na planika je

arbutin.

1.5.  Arbutin

Arbutin je glikolizirani hidrokinon (Slika 4) koji mozemo pronaci u Kori, listu i plodu
vrsta iz porodica glavocika i ruzovki, a pogotovo u porodici vrjesovki kojoj pripadaju i
medvjedka (Arctostaphylos uva-ursi L.) i obi¢na planika (3). Ovaj fenolni glikozid sekundarni
je metabolit koji biljke formiraju u obrani protiv infekcija i pri stresnim situacijama kao $to su

iznimno visoke ili niske temperature (17).

OH

HO/ OH

OH

Slika 4. Kemijska struktura arbutina

Preuzeto iz: The Journal of Clinical Pharmacology (18)

Hidroksilne skupine u kemijskoj gradi Cine arbutin i hidrokinon antioksidansima.

Hidrokinon ima 2 hidroksilne skupine podloZzne oksidaciji pa se stoga smatra jacim
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antioksidansom neko arbutin (10). Ipak, u istrazivanjima na eritrocitima i fibroblasima arbutin
pokazuje veliki antioksidativni kapacitet koji ima dugotrajni u¢inak od hidrokinina (10).

Arbutin se najcesce koristi kao diuretik i antiseptik pri blazim urinarnim infekcijama
(19). Nakon konzumacije, arbutin se absorbira preko nosaca glukoze u debelom crijevu. Tu se
uz pomo¢ intestinalne flore metabolizira u glukuronide i1 sulfatne konjugate koji se najvise
izluCuju u urinu (18). In vivo, pokazano je da pri konzumaciji jedne doze arbutina (u obliku
suhog ekstrakta bobica medvjedke), gdje je arbutin standardiziran na 800 miligrama po dozi, u
uzorku urina konzumenta 5 dana nakon uzimanja doze nije primijecen rast bakterija (18).

S druge strane, u intestinalnoj mikroflori nalaze se bakterije Eubacterium ramulus,
Enterococcus casseliflavus, Bacteroides distasonis i Bifidobacterium adolescentis koje mogu
metabolizirati arbutin do hidrokinona (hepatotoksi¢nog, nefrotoksi¢nog, mutagenog i
kancerogenog spoja), a i sam je arbutin u prisutnosti citosolnih djelova Eubacterium ramulus,

Bacteroides distasonis pokazao mutagena svojstva (20, 23).

1.6.  Hidrokinon

Hidrokinon je aromatski organski spoj, fenol, koji se u prirodi pojavljuje u biljkama, a
proizvodi se i u komercijalne svrhe (Slika 5). Godisnje se proizvede otprilike 50 000 tona
hidrokinona koji se koristi u fotokemijskim postupcima, kao antioksidans za masti i ulja, u
proizvodnji boja i motornih goriva te kao polimerizacijski inhibitor i izbjeljiva¢ koze u
kozmetici (3, 24).

OH

OH

Slika 5. Kemijska struktura hidrokinona



Budu¢i da interferira s radom tirozinaze, enzimom koji je primarno ukljuen u rane
stadije melanogeneze, hidrokinon se prije smatrao naju¢inkovitijim inhibitorom melanogeneze
in vitro i in vivo (25). | danas ga se ponekad koristi kao depigmentacijska tvar za lijeCenja
melasme, kloazme 1 drugih dermatoloskih poremecaja koje karakterizira hiperpigmentacija
melaninom (25). Ipak, novijim istrazivanjima dokazano je da hidrokinon zapravo slabo inhibira
humanu tirozinazu te da je njegov konacni citotoksi¢ni u¢inak izrazeniji od same inhibicije (26).
Upravo je zato on u EU zabranjen u kozmetickim proizvodima, ali se u ljekarnama SAD-a moze
pronaci u preparatima s do 2% hidrokinona.

Takoder, hidrokinon se pokazao toksi¢an za razli¢ite organe pogotovo bubrege, a za
ljude je opasan u veé¢im koli¢inama i moze izazvati tinitus, vrtoglavice, glavobolje, mucnine,
povracanje, edem unutarnjih organa, cijanozu, konvulzije, delirij i kolaps (24). Kroni¢no
izlaganje hidrokinonu, na primjer na radu, dovodi do iritacije o¢iju i pogorSanja vida (24).

Hidrokinon ima i genotoksi¢nu aktivnost, odnosno sposobnost da inhibira ljudsku
izomerazu II (Sto je jedan od utvrdenih nacina indukcije leukemije kod covjeka), te ometa
sastavljanje mikrotubula i diobenih vlakana (3). Negativni ucinci hidrokinona na ljudsko
zdravlje poc¢inju nakon njegove autooksidacije ili enzimima pomognute aktivacije. Hidrokinon
se aktivira B-glukozidazom koja djeluje na arbutin te odvajanja Secera od fenolne skupine (Slika
6) (3). Potom se hidrokinon metabolizira i nastaju uglavnom glutationski konjugati koji stvaraju
adukte i nepovoljno utjeCu na geneticki materijal (24). Prostaglandin H sintetaza, citokrom
P450 2E1 1 mijeloperoksidaza takoder mogu povecati stvaranje adukata DNA 1 pojacati

mutagenost hidrokinona (3).

0-GLU OH

p-glukozidaza

S =
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Slika 6. Metaboliziranje arbutina u hidrokinon uz pomo¢ enzima p-glukozidaza



Trebalo bi dodati da je u danasnjem okoliSu velik izvor hidrokinona benzen, vazna

industrijska kemikalija, Siroko rasprostranjen zagadivac i kancerogen za ljude (27).

1.7.  Sastav krvi

Krv je tjelesna tekuéina koja protjece kroz sr¢ano-krvozilni sustav organizma. Crvena
je, neprozirna i gusta te posebna mirisa i slana okusa. Uloga krvi je u funkciji disanja tj. prijenos
kisika i ugljikova dioksida, prijenosu hranjivih tvari, otpadnih tvari, hormona, enzima, vitamina
itd., regulaciji volumena tjelesnih tekucina i acido-bazne ravnoteze, te regulaciji tjelesne
temperature, a ima i veliku zastitnu ulogu. Ukupna koli¢ina krvi u tijelu odrasla ¢ovjeka je 5 —
6 litara, Sto je oko 8% ukupne tjelesne mase. Krv se sastoji od tekuceg dijela koji se naziva

krvna plazma, te stani¢nih dijelova — eritrocita, leukocita i krvnih plo¢ica — trombocita (28).

1.8.  Hematoloski parametri u Krvi
Hematoloski parametri opisuju brojnost i karakteristike stani¢nih dijelova krvi

eritrocita, leukocita i trombocita.

1.8.1. Broj eritrocita

Crvene krvne stanice odnosno eritrociti su bikonkavne, disku nalik, stanice bez jezgre.
Oni prenose kisik i ugljikov dioksid, produkte disanja, kroz krvozilni sustav (28). Unato¢ svojoj
dobroj prilagodenosti oksidativnom i osmotskom stresu, koji trpe u cirkulaciji, eritrociti se s
vremenom troSe 1 uniStavaju. PreZivljavanje eritrocita priliéno je uniformno i potrebno je
otprilike 120 dana otkada se oslobode u krvotok do sekvestracije ostarjelih eritrocita u jetri i
slezeni. Starenje eritrocita oCituje se u tome da na svojoj povrsini zadobivaju oStec¢enja koja
uzrokuje kisik odnosno oksidacija. Broj eritrocita (RBC, engl. red blood cell count) oznacava
brojnost crvenih krvnih stanica u volumenu uzorka. Prosje¢na vrijednost broja eritrocita u
¢ovjeka iznosi 4,7-5,2 x 10%%/L (28).

1.8.2. Volumeni udio crvenih krvnih stanica u krvi

Volumeni udio crvenih krvnih stanica nazivamo i hematokrit (Hct, engl. hematocrit)
(28). On obi¢no iznosi 45% volumena krvi. S obzirom na ulogu eritrocita, vrijednost
hematokrita pokazuje kolika je sposobnost krvi da prenese Kisik po tijelu. Smanjena vrijednost

hematokrita moZe ukazivati na anemiju, otkazivanje bubrega, hemolizu, krvarenje ili trudnocu,
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a povecana na policitemiju, dehidraciju, probleme s plu¢ima, puSenje i koristenje anabolickih

steroida (28).

1.8.3. Hemoglobin

Hemoglobin (Hb) je protein koji prenosi kisik i ¢ini 95 % suhe mase eritrocita. Svaka
se tetramerna molekula sastoji od ¢etiri molekule hema u kojima se nalazi Zeljezo za koje se
veze kisik. Molekule hema vezu se na polipeptid globin te nastaje hemoglobin. Koli¢inu
hemoglobina odredujemo tako da se lizira razrijedena suspenzija eritrocita kojoj se dodaje
ferocijanid da se stvori cijanomethemoglonin kako bi se spektrofotometrijski mogao odrediti
hemoglobin (28).

1.8.4. Srednji stani¢ni volumen eritrocita i indeks heterogenosti populacije eritrocita

Srednji stani¢ni volumen (MCYV, engl. mean corpuscular volume) jedan je od indeksa
koji se odreduje za eritrocite buduc¢i da pruza uvid u patofiziologiju poremecaja crvenih krvnih
zrnaca te se koristi za klasificiranje anemija i odredivanje njihovog uzroka. On se izra¢unava iz
vrijednosti hematokrita, hemoglobina i broja eritrocita i ozna¢ava volumen prosje¢ne crvene
krvne stanice (28). MCV se izrazava u femtolitrima (fL). Izvor pogreske kod mjerenja moze
biti hiperglikemija koja uzrokuje povecanje volumena stanice i lazno ocitanje.

Za analizu varijabilnosti veli¢ine crvenih krvnih stanica u uzorku Kkoristi se i indeks
heterogenosti populacije eritrocita (RDW, engl. red blood cell distribution width) (28). To je
mjera koja kvantificira heterogenost stani¢nog volumena odrazavaju¢i tako raspon veli¢ina
crvenih krvnih stanica unutar uzorka odnosno varijabilnost veli¢ine eritrocita (28, 29).

Vrijednosti RDW-a odreduju se iz krivulja raspodjele eritrocita koje generiraju
automatizirani brojaci stanica. RDW se izrazava u postotcima i pokazuje varijaciju veliine, a
ne to¢ne zapremnine ili povrSine zasebnih stanica. Iz rezultata se moZe oc€itavati heterogenost

ili homogenost populacije eritrocita (28).

1.8.5. Srednja stani¢na vrijednost hemoglobina i srednja koli¢ina hemoglobina u eritrocitu
Srednja stani¢na vrijednost hemoglobina (MCHC, engl. mean corpuscular hemoglobin
concentration) opisuje koliko prosje¢no hemoglobina ima u volumenu crvenih krvnih stanica.
MCHC se izrazava u gramima hemoglobina po decilitru eritrocita $to znaci da je ovaj parametar
pokazatelj kolicine hemoglobina u eritrocitu s obzirom na njegovu veli¢inu (28).

MCHC je stabilan parametar, buduc¢i da je ogranicen topljivoS¢u hemoglobina, i u



normalnim uvjetima ne bi trebao prelaziti vrijednost od 37 grama po decilitru. I1znad ovih
vrijednosti doslo bi do kristalizacije hemoglobina pa bi se sve rezultate iznad granice moglo
smatrati pogreskom (28, 29).

Uz MCHC mozemo koristiti i srednju koli¢inu hemoglobina u eritrocitu (MCH, engl.
mean corpuscular hemoglobin). Ova mjera odrazava masu hemoglobina u prosje¢nom
eritrocitu, a izracunava se tako da vrijednost hemoglobina podjeli na broj eritrocita te se

izrazava u pikogramima (28).

1.8.6. Broj leukocita

Bijele krvne stanice, odnosno leukociti, klju¢an su dio imunoloskog sustava. To su
stanice koje nastaju dijelom u kostanoj srzi (granulociti i monociti), a dijelom u limfnim tkivima
(limfociti i plazma stanice) te se one u krvi transportiraju u dijelove organizma u kojima se
pojavljuju velike upale ili infekcije te pruzaju brzu i snaznu obranu od infektivnih Cestica.
Neutrofili, eozinofili i bazofili su stanice sa segmentiranim jezgarama, dok u citpolazmi sadrze
granule te ih stoga nazivamo jos$ i granulociti. Monociti, limfociti i plazma stanice imaju samo
jednu jezgru, a u citoplazmi ne sadrze granule te ih nazivamo agranulociti (16).

Pri analizi leukocita odreduje se, kao i kod eritrocita, njihova brojnost (WBC, engl.
white blood cell count). Iako ih normalno u volumenu krvi ima malo, otprilike 1%, $to je daleko
manje od 45% koliko ima crvenih krvnih zrnaca, budu¢i da su bijela krvna zrnca u cirkulaciji
odgovorna za imunoloski odgovor, njihova je brojnost bitan pokazatelj stanja imunoloskog
sustava (30). Smanjeni broj leukocita stanje je koje se naziva leukopenia, a povecani
leukocitoza (30).

Populaciju bijelih krvnih stanica mozemo detaljnije analizirati tako da odredimo to¢an
broj pojedinih vrsta bijelih krvnih stanica. Limfociti su u krvnoj slici uobi¢ajeno predstavljeni

kraticom LYM, granulociti GRA, a monociti i eozinofili ¢ine skupinu pod kraticom MID.

1.8.7. Broj trombocita

Trombociti su krvne stanice bez jezgre u obliku diska koje mogu biti velike od 1 do 4
milimetra. Oni nastaju raspadom megakariocita u kostanoj srzi ili vrlo brzo nakon $to se
megakariocit oslobodi u krv, pogotovo prilikom provlacenja megakariocita kroz kapilare. Osim
skladistenja velikih koli¢ina kalcija i proizvodnje ATP-a i ADP-a, trombociti imaju i ulogu u

popravku ozlijedenih vaskularnih tkiva. Zbog svojeg glikoprotinskog omotaca trombociti se
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lijepe na ozlijedene dijelove krvnih zila dok su velike koli¢ina fosfolipida na njihovoj ovojnici
odgovorne za aktivaciju viSe stadija u zgrusavanje krvi (16).

U normalnim uvjetima u uL krvi nalazi se oko 2-4 x 10° trombocita. Ako je trombocita
manje od standardnih vrijednosti to se stanje naziva trombocitopenija, a mogu ga uzrokovati,
primjerice, virus hepatitisa, leukemija i limfom te kemoterapija i zraCenje. Trombocitoza je
stanje povecanog broja trombocita te ga mogu ga uzrokovati rak pluéa i probavnog sustava,
artritis, lupus i neke vrste anemija (29).

Kao i kod eritrocita, i kod trombocita postoje parametri koji se mjere kako bi ih se
preciznije opisalo. To su volumeni udio trombocita u uzorku krvi (PCT, engl. plateletcrit), koji
se jo$ naziva i trombokrit, zatim indeks heterogenosti populacije trombocita (PDW, engl.
platelet distribution width), mjera koja odrazava raspon veli¢ina trobocita unutar uzorka
odnosno varijabilnost njihove veli¢ine, te prosje¢ni volumen trombocita (MPV, engl. mean
platelet volume), parametar koja se izracunava iz vrijednosti PCT-a pomnozenog s PDW-om i

podjeljenim na broj trombocita (29).

1.9. Biokemijski parametri krvi
Biokemijski parametri krvi ili biokemija krvi opisuje tvari koje nalazimo u krvi, a u
tijelu nastaju biokemijskim procesima u razli¢itim organima. Mjerenje biokemijskih

parametara nam pomaze u pracenju funkcioniranja pojedinih organa (28).

1.9.1. Aspartat i alanin aminotransferaza

Aminotransferaze su enzimi koji kataliziraju prijenos amino skupne sa a-aminokiselina
na a-0kso kiselinu. U tkivima su najproSirenije i najéeS¢e mjerene aminotransferaze: aspartat
aminotransferaza (AST) i alanin aminotransferaza (ALT). Aspartat aminotansferazu mozemo
pronacéi u jetri, srcu, skeletnim misi¢ima, bubregu, mozgu, eritrocitima i plu¢ima (31). Alanin
aminotransferaza ima slican raspored po tkvima, ali je njezina aktivnost veca u jetri te je ona,
kada je povecana u plazmi, bolji pokazatelj bolesti jetre od AST-a. Opcenito, povecana
aktivnost AST-a i ALT-a u plazmi kod bolesti jetre dolazi od ostecenih ili nekroti¢nih
hepatocita. Takoder, buduéi da su tako Siroko prisutni u tkivima, nije iznenadujuée da se
povecana aktivnost enzima aminotransferaze moze zamijetiti i pri bolestima kao $to su
rabdomioliza, gdje se enzimi oslobadaju iz oSteCenih misiénih stanica. Povecanje
aminotransferaza zbog bolesti jetre ili skeletnih 1 sr€anog miSi¢a mozemo razlikovati tako da

se mjeri kreatin kinaza ili za srce specifican troponin (31).
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1.9.2. Laktat dehidrogenaza

Laktat dehidrogenaza (LDH) enzim je koji katalizira reverzibilnu promjenu piruvata u
laktat u prisutnosti koenzima NADH. LDH je tetramer s dvije vrste podjedinica s malim
razlikama u sekvencama aminokiselina i nazivamo ih H i M. Ove se podjedinice mogu
kombinirati nasumi¢no jedna s drugom formirajuci tako pet izoenzima koji imaju sastav Ha,
HsM, HoM2, HM3, Ms. M podjedinica najvise se nalazi u skeletnim misi¢ima 1 jetri, dok se H
podjedinica najvise nalazi u srcu. H4 i H3M izoenzimi se najvise nalaze u srcu i crvenim Krvnim
zrncima. HoM2 u mozgu, HMs i M4 prevladavaju u jetri i skeletnim misi¢ima (32). Dakle, svako
tkivo ima za sebe karakteristi¢an izoenzimski uzorak Sto je iznimno bitno za dijagnostiku u
medicini. Buduéi da je LDH topljiv, citoplazmatski protein on se oslobada u krv pri infarktu
miokarda, infektivniom hepatitisu i bolesti misi¢a koje ukljucuju stani¢nu smrt. Prema tome,
uzorak LDH izoenzima u krvi pokazatelji su iz kojeg su se tocno tkiva oslobodili izoenzimi te

se moze odrediti o kojem se poremecaju u organizmu radi pa se stanje moZze bolje pratiti 1 lijeciti

(32).

1.9.3. Ukupni proteini

Koncentracija proteina u plazmi odrazava ravnotezu izmedu dostupnosti njihovih
prekursora i brzinu njihove sinteze, oslobadanja i uklanjanja, a i opsega odnosno volumena u
kojem se proizvode. Stoga nije iznenadujuce da su kod pacijenata s bolestima jetre vrijednosti
ukupnih proteina veoma varijabilne (31). Mjerenje nekih plazmatskih proteina, kao $to su
albumin ili proteina koagulacije, mogu pruZiti korisne op¢e informacije o funkciji jetre, dok se
analizom drugih kao $to su a1 — antitripsin ili ceruloplazmin koriste za dijagnozu specifi¢nih

stanja koja pogadaju jetru (31).

1.9.4. Kreatinin

Kreatinin je organski spoj koji nastaje pri metaboliziranju kreatina u skeletnim misi¢ima
(Slika 7), te se kao takav uklanja iz organizma uz pomo¢ bubrega. Nakon filtracije u glomerulu
zbog svoje veli¢ine kreatinin se gotovo uopée ne moze aposorbirati preko membrane tubula te
se gotovo sav filtrirani kreatinin izlu¢i u urinu (20). Stoga je logi¢no da svaka promjena u

vrijednostima kreatinina u krvi govori o problemu u radu bubrega (20).
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Slika 7. Metaboliziranje kreatina u kreatin fosfat i kreatinin te ponovno u kreatin

1.9.5. Glukoza

Glukoza je vazan ugljikohidrat koji stanice koriste za razli¢ite anabolicke procese i da
proizvode energiju, a u normalnim fizioloskim uvjetima ona je i jedini izvor energije za mozak.
Glukoza se nabavlja iz ugljikohidrata u prehrani koji u organizam ulaze u obliku monosaharida,
disaharida i polisaharida, ali nastaje i sintezom u jetri (33). Glukoza i mnogi drugi monosaharidi
transportiraju se preko povrsine probavila u portalnu venu jetre, a zatim glukoza odlazi u jetru
i druga tkiva. U stanice ulazi preko nosac¢a na membrani buduéi da je glukoza polarna molekula
1 kao takva ne moze pre¢i membranu sama. Tamo se pretvara u masne kiseline, amino kiseline
i glikogen (jetra sprema visak glukoza u obliku glikogena, a dio se pretvara i u masne stanice)
ili se oksidira u raznim katabolickim procesima u stanici (33). Normalna koncentracija glukoze
u krvi iznosi 5 mM, a za kontrolu njezine razine nakon obroka i tijekom posta odgovorni su
hormoni inzulin i glukagon. Inzulin pospjesuje prijenos glukoze u stanicu dok glukagon potice
jetru na proizvodnju glukoze koja u konacnici povecéava razinu Secera u krvi. Kada mehanizmi
regulacije Secera u krvi viSe ne funkcioniraju dolazi do stanja hiperglikemije odnosno povisene

razine Secera u krvi i hipoglikemije odnosno stanja snizenog Secera u krvi (33).

1.9.6. Urea

Urea je krajnji produkt metabolizma proteina. Ona se sintetizira u jetri, a zatim se
prenosi krvlju do bubrega koji ju onda izlucuje iz tijela (34). Bubrezi filtriraju velike koli¢ine
plazme, reapsorbiraju ono $to je potrebno, a za eliminaciju iz tijela ostavljaju koncentriranu
otopinu nepotrebnih ostataka metabolizma (34). Povecane vrijednosti uree u tijelu, odnosno
krvi, ukazuju na bolesti bubrega ili povecan katabolizam proteina u organizmu. Abnormalno

niske razine uree iznimno su rijetke te ukazuju na ozbiljne bolesti jetre (34).
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1.10. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada je istrazit mogucée toksicno djelovanje ekstrakta lista obi¢ne planike
(Arbutus unedo L.), arbutina i hidrokinona primjenjivanih oralno u dozi od 200 mg/kg tijekom
14 ili 28 dana. Istrazivanje smo proveli na modelu in vivo (Stakori soja Lewis) analizom

hematoloskih i biokemijskih parametara u krvi.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Priprema otopina

Listovi obi¢ne planike (Arbutus unedo L.) prikupljeni su po principu slu¢ajnosti s veceg
broja stabala i grmova na podru¢ju Malog LoSinja. Uzorci listova osuSeni su u tamnoj prostoriji
na sobnoj temperaturi te samljeveni u prah u laboratorijskom mlinu. Iz dobivenog praha
prireden je vodeni ekstrakt (35).

U pripremi otopina koristen je 98 %-tni arbutin i 99 %-tni hidrokinon proizvodaca
Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka). Vodena otopina pripremljena je otapanjem arbutina i
hidrokinona u redestiliranoj vodi.

Akutna oralna toksi¢nost hidrokinona LDso za Stakore iznosi izmedu 298-390 mg/kg
dnevno, a koncentracija od 400 mg/kg dnevno u preliminarnom je pokusu pokazala toksicno
djelovanje hidrokinona na sredi$nji ziv€ani sustav Stakora (36). Iz tog je razloga koriStena

polovica doze (200 mg/kg) koja izaziva akutnu oralnu toksi¢nost kod $takora.

2.2.  Pokusne Zivotinje

Za potrebe ovog istrazivanja koriSteni su Stakori soja Lewis starosti oko 60 dana oba
spola. Zivotinje su uzgojene U uzgajalistu Zavoda za animalnu fiziologiju na Bioloskom
odsjeku Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveuéilista u Zagrebu. Zivotinje su okocene i
uzgojene u standardnim uvjetima propisanim za uzgoj laboratorijskih zivotinja (glodavaca).
Hranjene su standardnom laboratorijskom hranom (Standard Diet GLP, 4 RF 1, Mucedola,
Settimo Milanese, Milano, Italija), uz stalno dostupnu vodu ad libitum. Za provodenje pokusa
na zivotinjama dobivena je suglasnost Etickog povjerenstva PMF-a (URBROJ:251-58-10617-
14-104). Istrazivanje je provedeno u skladu sa Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 135/2006.) i

prema Pravilniku o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe, NN 55/13.

2.3. Tretman Zivotinja

Zivotinje su slu¢ajnim odabirom rasporedene u 16 skupina. Svaku skupinu &ine po 4
zivotinje istog spola. Zivotinje su tretirane istraZivanim tvarima oralno gastralnom kanilom
tijekom 14 i 28 dana u skladu s odredbom 407 OECD (engl. Organisation for Economic Co-
operation and Development) i US EPA (engl. United States Environmental Protection Agency)
preporukama o trajanju kratkorocnog toksikoloSkog tretiranja (OECD 407, 2008) vodenim
ekstraktom lista obi¢ne planike (200 mg/kg), arbutinom (200 mg/kg) ili hidrokinonom (200
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mg/kg). Kontrolna je skupina tretirana istim volumenom redestilirane vode i1 odrzavana je u
istim uvjetima.

Zrtvovanje Zivotinja vrieno je 24 sata nakon primjene zadnje doze uz adekvatno
anesteziranje i analgeziranje 