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SUMMARY

Polyphenolic compounds have pleiotropic effects including the
ability to reduce platelet aggregation. However, a commonly ap-
proved procedure allowing to detect the antiplatelet properties of
these compounds has not been established yet. The aim of our
study was to identify the best methods (laboratory procedures)
to study the impact of polyphenolic compounds contained in
plant extracts on ADP-induced platelet reactivity. The experiment
consisted of two steps. At first, from among four plant extracts
(Aronox®, Pycnogenol®, grape seeds, raspberry seeds) we chose the
extract having the strongest inhibitory effect on platelet aggrega-
tion. We decide to use the optical aggregometry as a scrreening
method, since it is regarded as the gold standard in studies of
platelets’ reactivity. In next step, we selected the most effective
method of detecting in vitro antiplatelet properties of polyphenolic
extracts. Totally, we compared: light transmission aggregom-
etry (LTA), impedance agreggometry (MEA), platelet adhesion
(Impact-R), expression of selected surface membrane platelet
receptors (flow cytometry). In the first step of our experiment, the
best inhibitor of platelet aggregation was grape seed extract. In
the second step, we found that LTA was the best technique since
it allowed to detect a significant inhibition of platelets under by
grape seed extract (inhibition score 6). Thus, LTA defended its
gold standard position. Our results suggested also that impedance
aggregometry (inhibition score 4) was also useful in detection of
antiplatelet effects of grape seed extract, whereas Impact-R and
flow cytometry were not suitable methods in this case (inhibition
score 1 and 0, respectively).
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Wstep

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze wysokie
spozycie owocOw 1 warzyw jest waznym czynnikiem
redukujacym wystepowanie choréb sercowo-naczy-
niowych (1). KorzySci, jakie ptyna ze spozywania
pokarméw pochodzenia roSlinnego, moga wynikaé
z wlasciwosci przeciwplytkowych polifenoli (2, 3).
Sposrdd licznych surowcdw roslinnych hamujacych
aktywacje i reaktywnos$¢ plytek krwi (4), cztery zostang
blizej oméwione.

Liscie i owoce winoro$li wtasciwej (Vitis vinifera L.)
sa bogatym Zrodlem zwiazkoéw polifenolowych (5).
Opisanie przez Reneuda (6) w 1992 roku zjawiska,
znanego jako ,,paradoks francuski”, zapoczatkowato
zainteresowanie polifenolami roslinnymi, jako zwiaz-
kami o whasciwosciach przeciwptytkowych. Zwigzki
te, zawarte w owocach czerwonych winogron, hamuja
aktywnos¢ ptytek krwi (7), migdzy innymi ze wzgledu
na to, iz zawarte w nich flawonoidy hamujq dziatanie
cyklooksygenazy, redukuja produkcje tromboksanu
A, 1 nadtlenku wodoru w plytkach krwi oraz hamujg
aktywacje fosfolipazy C i kinazy biatkowej C (8).

**Praca wspOlfinansowana z projektow MNiSW N405 065034 oraz ,,Przygotowanie preparatéw polifenolowych pochodzenia ro-
Slinnego o wiasciwosciach przeciwplytkowych i kardioprotekcyjnych (FLAWOPIRYNA)”, wspéifinansowanego przez Uni¢ Euro-
pejska, ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka,
nr UDA-POIG.01.03.01-10-129/08.
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Wykazano réwniez, ze resweratrol znajdujacy si¢ w
ekstrakcie z owoco6w winogron odpowiedzialny jest
za zmniejszenie produkcji anionu ponadtlenkowego
(O,") oraz zwiekszenie produkcji tlenku azotu (NO*)
w plytkach krwi (9). Freedman i wsp. (10) opisuja,
iz czternastodniowe spozycie soku winogronowego
obniza agregacje plytek krwi u zdrowych ochotnikéw.
Dohadwala i wsp. (8) opisuja plejotropowe dziatanie
polifenoli pochodzacych z czerwonych winogron.

Bogatym Zrédiem zwiazkéw polifenolowych sa
owoce aronii czarnoowocowej (Aronia melanocarpa
(Michx.) Elliot). Gtéwnymi reprezentantami poli-
fenoli w dojrzalych owocach aronii sa: antocyjany
(glikozydowe pochodne antocyjanidyny), flawony,
flawonole, katechiny (dimery, trimery) oraz kwasy
fenolowe (11). Wykazano, ze polifenole pochodzace
z owocOw aronii wykazuja wlaSciwoSci przeciwptyt-
kowe (3, 12).

Olas i wsp. (3) oraz Ryszawa i wsp. (12) wskazuja,
ze ekstrakt z owocOw aronii wykazuje wlasciwosci
antyagregacyjne. Opisany jest takze efekt oddzia-
tywan poSrednich tego ekstraktu. W badaniach
in vitro poprawial on przeciwptytkowa aktywnosé
Srodblonka naczyniowego (13). Kulling i wsp. (14)
opisuja wszechstronny korzystny wplyw polifenoli
pochodzacych z owocéw aroni czarnoowocowej
na zdrowie cztowieka, w tym na uktad sercowo-
-naczyniowy.

Piknogenol (Pycnogenol®) — wyciag z kory sosny
Srodziemnomorskiej (Pinus pinaster Sol.), pozyski-
wany w potudniowej czesci Francji, stanowi bogate
zrodto flawonoidéw (katechiny, epikatechiny, mono-
merow, dimeréw katechin i epikatechin, oligomerdw
procyjanidyny) oraz kwasow fenolowych (ferulowego,
kawowego). Zaobserwowano, ze u palaczy tyto-
niu piknogenol dziata antyagregacyjnie oraz obniza
stezenie tromboksanu w surowicy (15). Rowniez u
0sOb niepalacych preparat ten hamuje agregacje i
adhezje ptytek krwi (16). Farmakologiczne wihasci-
wosci piknogenolu podsumowuje w swojej publikacji
Rohdewald (17).

W przeciwienstwie do wyzej wymienionych, kar-
dioprotekcyjne, w tym przeciwptytkowe wlasciwosci
preparatéw pozyskiwanych z réznych czesci roslin z
rodzaju Malina (Rubus L.) nie sa doktadnie opisane.
Wzmianki na temat polifenolowych ekstraktow uzy-
skiwanych z owocOw malin mozna znalez¢ w pracach
opisujacych plejotropowe dzialanie antocyjanin (18).
Badania prowadzone przez Torres-Urrutia i wsp. (19)
wykazaly, ze ekstrakt z owoc6w malin ma wtaSciwosci
antykoagulacyjne i profibrynolityczne. Brak jest do-
niesien na temat aktywnosci biologicznej ekstraktéw
z pestek malin, stad wlaczenie do badan takiego

preparatu pozwoli na wstepna oceng jego wlasciwosci
przeciwplytkowych.

Ze wzgledu na rosnace zainteresowanie prepara-
tami polifenolowymi pochodzenia roSlinnego, jako
potencjalnym Zrédtom nowych lekéw przeciwplytko-
wych, niezbedne jest opracowanie procedury, ktora
pozwolitaby na wykrywanie dzialania zwigzkéw prze-
ciwptytkowych zawartych w ekstraktach roSlinnych.
Wykorzystywana jest w tym celu géwnie metoda ba-
dania agregacji ptytek krwi metoda optyczna (LTA -
light transmission aggregometry) (3, 16, 20-22). Opisana
na poczatku lat 60. (23), mimo wielu mankamentdw,
w badaniach czynnosci ptytek krwi uznawana jest za
,»ztoty standard”. Coraz czgSciej do badania wplywu
preparatéw polifenolowych na funkcje ptytek krwi sto-
sowane sa metody wykorzystujace krew peina, w tym
metoda agregacji impedancyjnej (24-26) i cytometrii
przeptywowej (27, 28). W dostepnym piSmiennictwie
brak jest danych na temat wykorzystania do tego
celu agregometru Multiplate (29) oraz analizatora
Impact-R (30).

Z analizy informacji zawartych w publikacjach
wynika, Ze do oceny in vitro czynnoSci ptytek krwi
najczedciej jest stosowana metoda optyczna (LTA).
W niniejszej pracy zalozono, ze dolaczenie do LTA
jednej z metod badania czynnoSci ptytek we krwi
pelnej wzbogaci i usprawni metodyke wykrywania
przeciwplytkowych wtasciwosci preparatow polifeno-
lowych pochodzenia roslinnego.

Celem pracy bylo poréwnanie trzech metod oceny
zaleznej od ADP reaktywnoSci ptytek krwi we krwi
petnej: agregacji impedancyjnej wykonywanej w
analizatorze Multiplate®, (MEA), adhezji/agrega-
cji badanej w analizatorze Impact-R® oraz oceny
ekspresji wybranych receptorow ptytkowych (cyto-
metria przeptywowa). Porownanie to ma na celu
wskazanie najbardziej uzytecznej metody stuzace;j
jako uzupethienie badan wykonywanych za pomoca
metody LTA.

Materiat i metody

Ekstrakty roslinne

W eksperymencie wykorzystano 4 ekstrakty ro-

Slinne:

— Pycnogenol® (piknogenol) — nazwa handlowa
(Horphag Research) — standaryzowany wyciag z
kory sosny $rddziemnomorskiej (Pinus pinaster
Sol., subsp Ailton Atlantica des Villar.) uzyskano z
Drug Research Institute, Modra, SR (Stowacja),

— Aronox® - ekstrakt z owocow aronii czarnoowo-
cowej — Aronia melanocarpa (Michx.) Elliot, Agro-
pharm SA (Polska),

( Postepy Fitoterapii 12012 ) )




Propozycja procedury oceny przeciwplytkowych wlasciwosci preparatéw polifenolowych pochodzenia roslinnego...

— Ekstrakt z pestek winorosli wtasciwej — Vitis vinife-
ra L. (OMNIVIR R), CE Roeper GmbH (Niem-
cy),

— Ekstrakt z pestek maliny wtaSciwej — Rubus idaeus
L., Instytut Biochemii Technicznej, Politechnika
Lodzka (Polska).

Zawarto$¢ zwiazkéw polifenolowych w wymienio-

nych ekstraktach przedstawiono w tabeli 1.

Wszystkie powyzsze ekstrakty rozpuszczono w

10% DMSO i stosowano w stezeniach — 7,5 oraz

15 pg/ml. Zastosowane stezenia polifenoli mieScity sie

w dolnych zakresach stezen stosowanych w podobnych

uktadach badawczych (12, 31).

Krew

Do eksperymentu pobrano krew od 58 zdrowych
dawcow (20 mezezyzn i 38 kobiet) w wieku 32 =+ 6 lat.
Osoby uczestniczace w badaniach nie przyjmowaty zad-
nych lekéw, a analiza morfologii krwi i podstawowych
parametréw biochemicznych miescily si¢ w granicach
normy. Krew pobierana byta z zastosowaniem zestawow
firmy Sarstedt. Antykoagulant dobierano w zaleznosci
od metody analizy funkgcji ptytek krwi (tab. 2).

Badanie przeprowadzono zgodnie z wytycznymi
Deklaracji Helsifiskiej w oparciu o zgode Komite-
tu ds. Etyki Badan Naukowych w eksperymentach
na ludziach na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi
(nr RNN/13/07/KB).

Plan eksperymentu

Eksperyment podzielono na dwie czesci. Pierwsza
miata na celu wybor ekstraktu roslinnego najsil-

niej hamujacego aktywacje ptytek krwi, zalezna od
ADP, zas druga wskazanie najbardziej czulej metody,
wykrywajacej in vitro przeciwplytkowe wlaSciwosci
preparatow polifenolowych (przy zastosowaniu tego
samego agonisty). Wszystkie preparaty testowano w
dwoch stezeniach — 7,5 oraz 15 ug/ml w przeliczeniu
na kwas galusowy. W celu poréwnania ekstraktéw/
/skutecznosci metod przyznawano punkty — 1 punkt,
gdy badany preparat powodowat istotne statystycznie
zahamowanie aktywacji ptytek krwi w stezeniu 15 ug/
/ml oraz 2 punkty, jezeli preparat dzialal w stezeniu
7,5 ng/ml w przeliczeniu na kwas galusowy.

W pierwszym etapie do oceny przeciwptytkowych
wlasciwosci preparatéw zastosowano metode uznang
za ,,zloty standard” w tego typu badaniach, czyli me-
tode optyczng badania agregacji plytek krwi (LTA).
Badano ekstrakty z pestek winogron, malin oraz owo-
c6w aronii i piknogenol — ekstrakt z kory sosny §rod-
ziemnomorskiej. W drugim etapie zastosowano jeden
ekstrakt, ktéry w poprzednim etapie najefektywniej
hamowat ptytki krwi. Stosujac skale punktowa porow-
nano trzy metody oceny funkcji plytek wykonywane
w krwi pelnej. Dla wszystkich zastosowanych w pracy
metod (LTA i oceniane metody) wykonano ranking
punktowy.

Badanie agregacji plytek krwi metodq agregacji
optycznej

Agregacja optyczna uznawana jest za tak zwa-
ny ,,ztoty standard” wsréd metod stosowanych do
okreslania reaktywnoSci ptytek krwi. Opiera si¢ na
monitorowaniu i rejestrowaniu zmian w transmitancji

Tabela 1. Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych (mg/g preparatu) oznaczona metoda spektrofotometryczna.

Preparat

Polifenole ogdtem

Pycnogenol®

Aronox®

Ekstrakt z pestek winogron
Ekstrakt z pestek malin

596,94 + 19,47
477,72 = 11,80
409,97 = 7,08

263,30 *+ 16,27

Flawanole Proantocyjanidyny
285,29 + 14,57 284,22 + 6,11
93,90 + 2,21 nie oznaczono
271,77 = 30,44 68,77 + 5,29
93,57 + 1,19 47,64 = 1,32

Wyniki prezentowane sg jako $rednia + btad standardowy

Tabela 2. Dobor antykoagulantu w zaleznosci od wybranej metody analizy funkcji plytek krwi.

Metoda analizy funkcji ptytek krwi

Stosowany antykoagulant

Agregacja optyczna

Cytometria przeptywowa (pomiar ekspresji selektyny-P
i aktywnej formy glikoproteiny lib/llla)

Impact-R

3,2% buforowany cytrynian sodowy
(w stosunku krew:antykoagulant wynoszgcym 9:1)

Agregacja impedancyjna

hirudyna — Refludan® (25 ug/ml)
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Swiatla padajacego na probke osocza bogatoplytko-
wego, ktore zachodza w trakcie agregacji ptytek krwi
w odpowiedzi na agoniste (23).

Osocze bogatoplytkowe otrzymano przez odwiro-
wanie krwi petnej pobranej do probowki z cytrynia-
nem sodu (250 obr./min, 6 min). Do badan wykorzy-
stano osocze bogatoplytkowe o mianie ptytek rownym
200 x 107/1.

Czas inkubacji osocza z preparatem polifenolowym
wynosit 10 min (w temperaturze 37°C). Jako agoniste
zastosowano 10 umol/l ADP, a pomiary prowadzono
w ukladzie sparowanym. Prébe kontrolng stanowito
osocze bogatoptytkowe z odpowiednia objetoscia
10% DMSO. Agregacje pltytek krwi monitorowano
przez 10 min, za pomoca optycznego agregometru
(Chrono-Log 490-2D, Havertown).

Badanie agregacji plytek krwi z wykorzystaniem
aparatu Multiplate

Aparat Multiplate® (Dynabyte Medical) pozwala
na ocen¢ funkcji plytek krwi z wykorzystaniem krwi
pelnej w oparciu o zasade agregacji impedancyjne;.
Metoda ta opiera si¢ na monitorowaniu zmian w
impedancji, ktére zwigzane sg z adhezjg agregatow
plytkowych na powierzchni elektrod. Urzadzenie
pozwala na jednoczesne prowadzenie pomiarow w
pieciu niezaleznych prébach (29).

Krew z ekstraktem inkubowano przed pomiarem
10 min w temperaturze pokojowej. Pomiar agrega-
cji prowadzono jednocze$nie w 3 probach, z czego
jedna stanowita kontrole, za$ dwie — proby badane
zawierajace rozne stezenia preparatu polifenolowe-
go. Zgodnie z zaleceniem producenta jako agoniste
uzyto ADP o stezeniu 6,4 umol/l. Czas pomiaru
wynosit 10 min.

Dla obu agregometrycznych metod stezenia eks-
traktu w probach badanych wynosity 7,5 i 15 ug/ml
w przeliczeniu na kwas galusowy (przy réznych ste-
zeniach ADP), a wyniki wyrazono w postaci wartosci
agregacji maksymalne;.

Badanie agregacji oraz adhezji plytek krwi
w nieskoagulowanej krwi w warunkach przeplywu
tetniczego

Analizator Impact-R®, (DiaMed, Cresier) umoz-
liwia badanie adhezji i agregacji plytek krwi we krwi
pelnej. Pomiar odbywa si¢ w warunkach symulujacych
sity Scinajace przeptyw tetniczy, tj. 1800 s*! przez
2 min. Efekt ten jest uzyskiwany poprzez zastosowanie
stozka obracajacego si¢ w studzience pomiarowe;.
Wytworzona w analizatorze sita Scinajaca powoduje
aktywacje plytek — adhezje do powierzchni polistyre-
nowej, a nastepnie agregacje. Po przemyciu i zabar-

wieniu powierzchni studzienki nastepuje jej analiza
przy uzyciu mikroskopu Swietlnego potaczonego z
systemem obrazujacym (30).

Stezenia ekstraktu w probach badanych wynosity
7,5 115 pg/ml w przeliczeniu na kwas galusowy. Krew
z ekstraktem inkubowano przed pomiarem w czasie
10 min w temperaturze 37°C. Po inkubacji wszyst-
kie probéwki umieszczano w mieszadle (10 rpm na
1 min). Pomiar prowadzono jednoczes$nie w 3 probach,
z czego jedna stanowita kontrole, za§ dwie — proby
badane zawierajace r6zng iloS¢ preparatu polifeno-
lowego. Analize prowadzono zgodnie z zaleceniami
producenta. Wyniki rejestrowano w postaci dwdch
parametrow: SC (Surface Coverage) — procentowe
pokrycie powierzchni studzienki, ktére odzwiercie-
dla nasilenie adhezji ptytek oraz AS (Aggregate Size)
— rozmiar agregatow, ktory odzwierciedla nasilenie
agregacji ptytek krwi.

Badanie reaktywnosci plytek krwi metodq cytometrii
przeplywowej

Pomiar metoda cytometrii przeplywowej opiera sie
na identyfikowaniu antygenéw znajdujacych sie na po-
wierzchni lub wewnatrz komoérek. Metoda pozwala na
monitorowanie wielu r6znych proceséw zachodzacych
podczas aktywacji plytek krwi (32).

Dla oceny efektu przeciwptytkowego badanego
preparatu polifenolowego zastosowano nastgpujace
przeciwciata firmy Becton Dickinson:

— anty-CD61 wyznakowane PerCp,

— anty-CD62 wyznakowane PE,

— PAC-1 wyznakowane FITC.

Do krwi petnej pobranej do probéwki z cytrynianem
sodu dodawano preparaty polifenolowe o stezeniach
7,51 15 pwg/ml, w przeliczeniu na kwas galusowy. Na-
stepnie krew inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 10 min i dodawano ADP w takiej iloSci, aby jego
ostateczne stg¢zenie wynosito 20 umol/l (aktywacja
5 min). Po zakoficzeniu inkubacji i aktywacji kazda
probke rozcienczano 10-krotnie w buforze PBS.

Wyniki rejestrowano jako odsetek obiektéw an-
tygeno-pozytywnych dla kazdego z badanych para-
metrow.

Analiza statystyczna danych

Dane przedstawiono jako Srednie = btad stan-
dardowy lub jako mediany oraz zakresy kwartylowe.
W celu weryfikacji normalnoSci rozktadu danych
zastosowano test Shapiro-Wilka. Poréwnujac dane
nieodbiegajace od rozktadu normalnego, zastosowano
jednostronny (w pierwszym etapie eksperymentu) lub
dwustronny (w etapie drugim) test t-Studenta dla
danych sparowanych. W pozostatych przypadkach,
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w zwigzku z tym, Ze dane odbiegaly od rozktadu
normalnego i ze wzgledu na wielokrotno$¢ poréwnan,
wyniki analizowano za pomoca nieparametrycznego
testu Kruskala-Wallisa.

Wyniki
Pierwszy etap eksperymentu wykazal, iz sposréd
testowanych preparatéw polifenolowych najsilniejsze
dzialanie przeciwptytkowe ma piknogenol oraz eks-
trakt z pestek winogron (tab. 3). W obu przypadkach
zaobserwowano istotne statystycznie zahamowanie
agregacji ptytek krwi wywotane inkubacja z ekstraktem,

zarOwno w stezeniu wynoszacym 7,5, jak i 15 ug/ml,
w przeliczeniu na kwas galusowy. W przyjetej klasyfi-
kacji oba preparaty otrzymaly po 3 punkty. Jednakze
tylko w przepadku ekstraktu z pestek winogron zaob-
serwowano efekt dzialania zalezny (liniowo) od steze-
nia badanego preparatu (w tabeli nie uwzgledniono
wyzszych stezen). Stad wybor ekstraktu z pestek wi-
nogron do drugiego etapu badan. W prezentowanym
zestawieniu Aronox® (ekstrakt z owocOw aronii)
zajat dopiero trzecie miejsce, uzyskujac dwa punkty,
a ekstrakt z pestek malin, nie wykazywat wlasciwosci
przeciwptytkowych (0 punktéw).

Tabela 3. Wplyw preparatéw polifenolowych na agregacje plytek krwi zdrowych dawcow.

Zmiany reaktywnosci ptytek
krwi po inkubacji z preparatem Istotnos$¢ statystyczna
polifenolowym
Preparaty Stezenie ekstraktu polifenolowego [ug/ml] w przeliczeniu na kwas galusowy Punkty

7,5 15 7,5 15
Ekstrakt z owocow aronii (A, ) 88,6 + 5,7 96,2 + 4,0 0,041 0,092 2
Ekstrakt z pestek winogron (A_ ) 85,8 = 10,7 78,6 = 6,0 0,033 0,003 3
Piknogenol (A ) 851 £ 53 80,1 + 6,4 0,012 0,005 3
Ekstrakt z pestek malin (A ) 100,0 = 4,3 99,1 = 4,1 0,489 0,427 0

stezeniu 7,5 pug/ml w przeliczeniu na kwas galusowy. A __

X

Wyniki (obliczone jako wzgledne wartosci procentowe po inkubacji z ekstraktem z pestek winogron w stosunku do wynikéw
agregacji przed inkubacjg) prezentowane sa jako $rednia z bledem standardowym (n = 16). Agregacje ptytek krwi indukowano
ADP o stezeniu 10 umol/l. Osocze bogatoptytkowe inkubowano z preparatem polifenolowym 10 min w temperaturze 37°C.
Istotno$¢ réznic miedzy grupa kontrolng (bez inkubacji z preparatem) a badang (po inkubacji z preparatem) obliczono,
wykorzystujac dane bezwzgledne jednostronnym testem t-Studenta dla danych sparowanych. 1 punkt przyznawano, gdy preparat
powodowat istotne statystycznie zahamowanie aktywacji ptytek krwi w stezeniu 15 ug/ml oraz 2 punkty, jezeli preparat dziatat w

— warto$¢ maksymalna agregaciji.

Tabela 4. Wplyw ekstraktu z pestek winogron na reaktywnos¢ ptytek krwi zdrowych dawcow.

Zmiany reaktywnosci ptytek krwi po Istotnosé
inkubacji z ekstraktem z pestek winogron statystyczna
Stosowana metoda/ - .
Stezenie preparatu polifenolowego [ug/ml] Punkty
/badany parametr w przeliczeniu na kwas galusowy
7,5 15 7,5 15
Agregacja impedancyjna (Multiplate)/A__, 78,1 (43,2-97,7 47,4 (27,2-66,3) 0,038 < 0,0001 3
Agregacja impedancyjna (Multiplate)/AUC 77,7 (47,1-101,4) 51,6 (27,3-66,6) 0,0907 0,0005 1
Analizator Impact-R/AS 90,0 (78,31-119,1) 80,0 (62,1-115,8) 0,4826 0,1175 0
Analizator Impact-R/SC 81,7 (54,8-92,7) 43,3 (22,7-69,7) 0,0979 0,0003 1
Cytometria przeptywowa/PAC-1 104,6 (97,6-127,7) 101,7 (97,9-113,1) 0,4239 0,4862 0
Cytometria przeptywowa/CD62 116,0 (107,2-137,0) 118,1 (109,4-153,5) 0,4797 0,968 0
Agregacja turbidymetryczna/A__* 752 + 8,4 55,8 + 54 0,0008 < 0,0001 3
Agregacja turbidymetryczna/AUC* 88,6 = 10,4 56,8 = 5,5 0,0017 < 0,0001 3

Wyniki (obliczone jako wzgledne wartosci procentowe po inkubacji z ekstraktem z pestek winogron w stosunku do wynikéw
agregacji przed inkubacjg) prezentowane sa jako mediana z zakresem kwartylowym lub $rednia z btedem standardowym

(w przypadkach oznaczonych*). We wszystkich metodach inkubacja z preparatem polifenolowym trwata 10 min. Jako agoniste
stosowano ADP o stezeniu 10 umol/l. Istotno$¢ réznic (n = 16) miedzy dwoma punktami pomiarowymi (przed inkubacja i po
inkubacji z preparatem) obliczono, wykorzystujac dane bezwzgledne testem Kruskalla-Wallisa lub dwustronnym testem t-Studenta
dla danych sparowanych (w przypadkach oznaczonych*). 1 punkt przyznawano, gdy ekstrakt z pestek winogron powodowat
istotne statystycznie zahamowanie aktywacji ptytek krwi w stezeniu 15 ug/ml oraz 2 punkty jezeli preparat dziatat w stezeniu

7,5 ug/ml w przeliczeniu na kwas galusowy. A __ — maksymalna warto$¢ agregacji, AUC — pole pod krzywa, AS — przecietny
rozmiar agregatéw, SC — procentowe pokrycie powierzchni studzienki.
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W drugim etapie eksperymentu wykazano, zZe
najwyzsza punktacje (6 punktow) w zakresie oceny
przeciwplytkowego dziatania preparatow polife-
nolowych, uzyskata metoda agregacji optycznej
(tab. 4). Metoda ta pozwalala na uchwycenie istot-
nego zahamowania ptytek krwi pod wplywem eks-
traktu z pestek winogron, niezaleznie od sposobu
wyrazenia wynikow (maksymalna agregacja — Amax
i pole pod krzywa — AUC). W przeprowadzonej w
pracy, przy ocenie metod wykonywanych we krwi
petnej, pierwsze miejsce zajeta metoda agregacji
impedancyjnej (4 pkt.). W przypadku tej metody
wyniki agregacji wyrazone jako Amax pozwalaty
na lepsze réznicowanie efektu dziatania polifenoli
niz wyniki AUC.

Ocena czynnosci plytek krwi z zastosowaniem ana-
lizatora Impact-R, w prezentowanym zestawieniu,
znalazta si¢ na drugim miejscu (wsréd metod wyko-
nywanych we krwi pelnej). Jedynie malejaca wartos¢
parametru SC (procentowe pokrycie powierzchni
studzienki agregatami plytek) wskazywata na istotne
zahamowanie adhezji plytek krwi po inkubacji z eks-
traktem z pestek winogron w stezeniu 15 ug/ml.

W zastosowanym w pracy uktadzie badawczym,
analiza funkcji biologicznych ptytek krwi metoda cy-
tometrii przeptywowej nie wykazata zadnego wpltywu
ekstraktow polifenolowych na reaktywno$¢ ptytek
krwi.

Dyskusja

W niniejszej pracy wykazano, ze metoda, dzieki
ktorej w najbardziej efektywny spos6b mozemy wy-
kryé w warunkach in vitro przeciwptytkowa aktywnosc¢
preparatéw polifenolowych, jest uznawana za ,,ztoty
standard” metoda agregacji optycznej. Obserwacja ta
potwierdza pozycje tej metody w badaniach modelo-
wych, zaréwno w eksperymentach wykonywanych z
zastosowaniem izolowanych plytek (3, 20, 21), jak i
w osoczu bogatoptytkowmym (16, 22). Niestety, me-
toda ta wykazuje szereg ograniczen, wérdd ktdérych
nalezy wymieni¢ niezadowalajacq powtarzalnos¢, duze
objetosci stosowanych probek i czasochtonno$¢ (sam
pomiar i przygotowywanie probek).

W niniejszej pracy obiecujace wyniki uzyskano
takze podczas badania agregacji plytek krwi z uzy-
ciem analizatora Multiplate metoda impedancyjna
(29). W zastosowanym w pracy rankingu metoda ta
zajeta pierwsze miejsce wérdd metod badania ptytek
krwi wykonywanych w krwi pelnej (tab. 4). Wedlug
aktualnej analizy dostepnego piSmiennictwa, praca
niniejsza po raz pierwszy opisuje zastosowanie agre-
gometru Multiplate do oceny dziatania preparatéw
polifenolowych in vitro.

We wczesniejszych badaniach rézne zespoly ba-
dawcze wykorzystywaty w podobnym celu agregacje
impedancyjna, ale przy uzyciu agregometru firmy
Chrono-Log (24-26). Zasada pomiaru agregacji jest
identyczna, ale w analizatorze Multiplate stosuje si¢
mniejsze objetosci krwi, za§ pomiar wykonywany jest
w jednorazowych kuwetach w pieciu kanatach jedno-
czes$nie. Wielokrotne mycie elektrod w starej wersji
agregacji impedancyjnej moze by¢ Zrodlem stabej
powtarzalno$ci pomiarow (29).

W niniejszej pracy stezenia ekstraktu efektywnie
hamujace agregacje¢ plytek wynosily, w przelicze-
niu na kwas galusowy, 7,5 (44 umol/l) i 15 pug/ml
(88 umol/l). W publikacjach opisujacych antyagrega-
cyjny wplyw polifenoli, w ktérych stosowano agrego-
metr impedancyjny firmy Chrono-Log, efekt hamo-
wania agregacji plytek krwi osiagano przy stezeniach
badanych preparatow w zakresie 54 ug/ml (autorzy
nie podaja st¢zenia ADP) (24).

W kolejnej pracy, w ktorej stosowano impedan-
cyjna agregacje, hamowanie agregacji indukowanej
10 wmol/l ADP osiagnieto, stosujac stezenia prepara-
tow polifenolowych w zakresie 45 umol/l (25).

Z kolei w innej pracy do skutecznego hamowania
agregacji indukowanej kolagenem o stezeniu 2 pug/ml
zastosowano ekstrakty z pestek winogron w zakresie
stezen od 50 do 250 ug/ml (26).

Wyniki przeprowadzonych badan na tle opisanych
powyzej publikacji pozwalaja na uznanie agregometru
Multiplate jako uzytecznego narzedzia stuzacego do
oceny in vitro przeciwpltytkowych (antyagregacyjnych)
wlasciwosci preparatow polifenolowych.

W ograniczonym zakresie, wyniki pracy potwierdzi-
ly zasadno$¢ stosowania do oceny przeciwplytkowe;j
aktywnoSci preparatéow polifenolowych analizato-
ra Impact-R. Inkubacja krwi z ekstraktem z pestek
winogron o stezeniu 15 pg/ml powodowala istotne
zmniejszenie warto$ci parametru SC (wskaznik ad-
hezji), przy niezmienionej wartosci parametru AS
(wskaznik agregacji). Wynik ten sugeruje, ze badany
preparat polifenolowy wykazuje nie tylko wlasciwosci
antyagregacyjne, potwierdzone wcze$niej omawiany-
mi metodami, ale takze hamuje adhezje plytek krwi.
Z. obserwacji tej mozna wyciagna¢ wniosek, ze zasto-
sowanie analizatora Impact-R moze by¢ pomocne
jedynie w badaniu antyadhezyjnych whasciwosci pre-
paratow polifenolowych. Warto takze zwrdci¢ uwage
na fakt, ze w dostgpnym piSmiennictwie brak jest
informacji odno$nie podobnych zastosowan aparatu
Impact-R, stad mozna zatozy¢, ze w niniejszej pracy
analizator ten po raz pierwszy zostat wykorzystany
do oceny przeciwplytkowych wtasciwosci preparatow
polifenolowych.
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Propozycja procedury oceny przeciwplytkowych wlasciwosci preparatéw polifenolowych pochodzenia roslinnego...

W przeciwiefistwie do opisywanych wyzej metod,
ocena ekspres;ji selektyny-P i aktywnej formy recep-
tora dla fibrynogenu, z zastosowaniem cytometrii
przeplywowej w wykonanym w pracy poréwnaniu,
nie uzyskata wysokiej noty. Niska przydatnos¢ cyto-
metrii przeplywowej w niniejszym badaniu nie moze
przesadzac o braku przydatnosci tej metody do oceny
przeciwplytkowych wtasciwosci preparatow polife-
nolowych. W innych pracach, przy zastosowaniu od-
miennego ukladu badawczego, byta ona stosowana z
duzym powodzeniem (27, 28).

Podstawowym zatozeniem pracy byto opracowanie
procedury wykrywania przeciwptytkowych whasciwosci
preparatow polifenolowych w zakresie hamowania ich
reaktywnosci po stymulacji ADP. Kryteria te spetniaja
jedynie metody agregometryczne: optyczna (LTA) i
impedancyjna (MEA).

Poza realizacja glownego celu w pracy wykazano, ze
wsrdd badanych preparatéw (Pycnogenol®, Aronox®,
ekstrakt z pestek malin, ekstrakt z pestek winogron),
ekstrakt z pestek winogron wykazywat najsilniejsze
wiasciwosci przeciwptytkowe. Nie jest to wynik zaska-
kujacy, zwazywszy na obecna w piSmiennictwie duza
liczbe informacji na temat wysokiej przeciwptytkowej
efektywnoSci preparatéw uzyskiwanych z owocow
winogron (7-10). Wykazany w pracy brak przeciw-
plytkowych wlasciwosci ekstraktu z pestek malin jest
zgodny z wynikami prezentowanymi w publikacji
Torres-Urrutia i wsp. (19).

Whioski

Wyniki badan potwierdzaja zasadno$¢ stosowa-
nia agregacji optycznej do oceny in vitro przeciw-
plytkowych whasciwosci preparatéw polifenolowych,
dodatkowo wskazujac na celowos¢ rownolegltego wy-
korzystania agregometrii impedancyjnej i z wykorzy-
stywaniem analizatora Multiplate.

Jednoczesne zastosowanie obu metod bedzie
szczegblnie przydatne we wstepnej, szybkiej ocenie
antyagregacyjnych wiasciwosci preparatéw, przed
rozpoczeciem wlaSciwych badan przedklinicznych wy-
korzystujacych bardziej zaawansowane technologie.
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