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SAZETAK

Osteoporoza je bolest kostura karakterizirana smanjenjem kostane mineralne gusto¢e (BMD) i
poremecajem mikroarhitekture koStanog tkiva. Rizik za osteoporozu moze biti genetski ili
steCeni. SteCenom riziku  pridonose brojni lijekovi, ukljucujuéi 13-cis retinoi¢nu kiselinu
(13cRA). U ovome radu dokazano je da 13cRA u dozi od 80 mg kg™ tijekom 14 dana uspjesno
uzrokuje osteoporotske promjene u Stakora putem mehanizama povecanog oksidativnog stresa
(OS) 1 stvaranja reaktivnih radikala, smanjenja aktivnosti osteoblasta 1 povecanja aktivnosti
osteoklasta, smanjenja razine estrogena i pojavnosti upalnih citokina koji aktiviraju osteoklaste
i uzrokuju apoptozu osteoblasta, smanjenja aktivnosti receptora vitamina D, smanjenja
apsorpcije Ca®* u crijevima i povecanja izlu¢ivanja Ca bubrezima i u¢incima na paratireoidni
hormon. Kroz model osteoporoze prouzrocen 13cRA (RMO) u ovom istrazivanju prikazana su
protuoksidativnna, protuupalna, fitoestrogenska i regenerativna svojstva flavonoida (krizina,
proantocijanida, naringenina, ikarina i kvercetina ) na osteoblaste i inhibiciju osteoklasta, $to je
pokazano odnosima izmedu biljega OS, biokemijskim biljezima koStanog preokreta,
mjerenjima koStane mase 1 geometrijskih odrednica bedrenih kosti, mjerenjima proupalnih
citokina 1 histopatoloskih oStec¢enja kosti. Ucinci flavonoida usporedeni su kroz navedene
odrednice sa alendronatom, danas lijekom izbora u lije¢enju osteoporoze, a prikazana je i
procjena oStecenja DNA kod RMO Stakora nakon obrade flavonoidima 1 alendronatom.
Dobiveni rezultati pokazuju moguc¢nost novog farmakoterapijskog pristupa u terapiji
osteoporoticnih promjena u kojem laka dostupnost, ekonomska isplativost i nedostatak
toksi¢nosti mogu biti prednost u primjeni flavonoida u odnosu na alendronat. Nadalje ovo
istrazivanje pridonosi boljem razumijevanju odnosa izmedu prehrane i zdravlja te razvoja
koncepta funkcionalne hrane s temeljnim ciljem postizanja boljeg zdravstvenog statusa,
sprije¢avanja i lijecenja bolesti.
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ABSTRACT

Osteoporosis is a skeletal disease characterized by decreased bone mineral density (BMD) and
bone microarchitecture disorder. The risk of osteoporosis can be genetic or acquired. Numerous
medications including 13-cis retinoic acid (13cRA) contribute to the acquired risk. In this PhD
thesis it has been proved that 13cRA at a dose of 80 mg kg™ during 14 days successfully causes
osteoporotic changes in the rats through the mechanisms of increased oxidative stress (OS) and
the formation of reactive radicals, reduced activity of osteoblasts and increased osteoclast
activity, decreased estrogen levels and the appearance of inflammatory cytokines which activate
osteoclasts and cause osteoblasts apoptosis, reduction in vitamin D receptor activity, decreased
absorption of Ca?* in the intestine, increase the Ca secretion by kidneys and the effects on the
parathyroid hormone. Through the model of osteoporosis caused by 13cRA (RMO) in this study
are shown antioxidative, anti-inflammatory, phytoestrogenic and regenerative features of
flavonoids (chrysin, proanthocyanidins, naringenin, icariin and quercetin) on osteoblasts and
osteoclasts inhibition, which has been shown by the relationships between markers of OS,
biochemical markers of bone turnover, measurements of bone mass and geometric determinants
of thigh bones, measurements of proinflammatory cytokines and histopathological bone
damage. The effects of flavonoids are compared through these features with alendronate,
nowadays the medication of choice to treat osteoporosis, and the evaluation of DNA damage at
RMO rats after the treatment with flavonoids and alendronate is presented. The results show
the possibility of a new pharmacological approach for the treatment of osteoporotic changes,
where easy accessibility, cost-effectiveness and lack of toxicity may be an advantage in the
application of flavonoids with respect to alendronate. Furthermore, this study contributes to a
better understanding of the relationship between diet and health and development of the concept
of functional foods with the fundamental aim of achieving better health status, prevention and
treatment of disease.
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1. UVOD

Organizam sisavca kao i ¢ovjeka nalazi se pod stalnim djelovanjem slobodnih radikala koji
nastaju tijekom normalnih metabolic¢kih procesa i imunosne obrane. U fizioloSkim uvjetima
aerobnog organizma stanice metaboliziraju oko 95% kisika (O2) u vodu bez stvaranja toksi¢nih
meduprodukata. Ostalih oko 5% metabolizira se nepotpunom redukcijom Kisika u
respiratornom lancu mitohondrija uz stvaranje vrlo toksicnih meduprodukata slobodnih
radikala kisika (ROS; engl. reactive oxygen species), superoksidnih radikala (Oz¢-) i hidroksi
radikala (*OH). Osim u fizioloskim procesima u stanicama, ovi za organizam potencijalno
opasni spojevi povecano se stvaraju u patoloskim stanjima, primjerice, upale, tijekom akutnih
1 kroni¢nih bolesti te povecane fizicke aktivnosti prilikom vjezbanja. Vanjski izvori slobodnih
radikala mogu biti dim cigarete, lijekovi, prehrana, pesticidi, radioaktivno ozra¢ivanje, UV-
zracenje (Rodrigo 2009). Slobodni radikali kao vrlo reaktivne molekule doprinose u odrzavanju
homeostaze u organizmu sudjelujuéi u fizioloskim reakcijama i stani¢nim funkcijama kao $to
Su mitohondrijsko disanje, putevi proizvodnje prostaglandina i obrana domacina (Halliwell i
sur. 1999; Rodrigo 2009). Oksido - redukcijske reakcije ¢ine temelj brojnih biokemijskih
metaboli¢kih promjena u bioloskim sustavima, medutim povecano stvaranje slobodnih radikala
vodi narusavanju homeostaze, oSte¢enju stanica izravno ili neizravno preko razli¢itih signalnih
puteva (McCord 2000). U normalnim uvjetima postoji ravnoteza izmedu formiranja i
uklanjanja oksidansa iz organizma. Povecano stvaranje slobodnih radikala nastaje
naruSavanjem ravnoteze izmedu prooksidanata i protuoksidanata, $to posljedi¢no vodi stani¢noj
smrti. Svedski znanstvenik C.W. Scheele prvi je u XVIII stoljeéu pisao o kisiku kao $tetnom
elementu. On je predvidio kako je Oz u ¢istom stanju, pri visokom tlaku i koncentraciji otrovan
za zivotinje 1 druge Zivotne oblike. Opstanak Zivota na zemlji bogatoj kisikom ovisi o
protuoksidacijskom stani¢nom sustavu koji zamjenjuje 1 uklanja produkte oksidacijskog stresa.
Taj slozeni sustav ¢ine protuoksidativni enzimi (glutation peroksidaza, superoksid dismutaza i
katalaza) i molekule (glutation, albumini, mokrac¢na kiselina, vitamini A, E, C i karotenoidi).
Navedeni protuoksidansi sprecavaju stvaranje i/ili odstranjuju ve¢ stvorene slobodne radikale
te ograni¢avaju stvaranje i Sirenje lancanih reakcija koje nastaju kada radikali reagiraju s
neradikalima pri ¢emu nastaju novi, tzv. sekundarni slobodni radikali koji su obi¢no manje
reaktivni (Rodrigo 2009). Jedno od vrlo znacajnih podrucja interesa u bioloskoj i medicinskoj
znanosti je da se procijeni i kona¢no odredi uloga slobodnih radikala u patofiziologiji razli€itih
bolesti. Smatra se da aktivni slobodni radikali imaju ulogu u nastanku mnogih akutnih i

kroni¢nih klini¢kih stanja, poput akutne i kroni¢ne upale (reumatoidni artritis, vaskulitis),



neuroloSkih bolesti (mozdani udar, Parkinsonova bolest, amiotrofi¢na lateralna skleroza,
Alzheimerova bolest), bolesti kardiovaskularnog sustava (ateroskleroza, hipertenzija), te
malignih bolesti. Svim tim stanjima zajednicko je oSte¢enje biomolekula, tj. proteina, lipida i

DNA, procesom oksidacije (Halliwell i sur. 1999).

U dosadasnjim istrazivanjima utvrdena je poveznica izmedu oksidativnog stresa (OS),
povecanog stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva, i gubitka kostane mase, te povecane kostane
lomljivosti kao znacajki osteoporoze (Becker i sur. 2010). ROS smanjuje diferencijaciju
osteoblasta 1 povecava osteoklasticnu aktivnost. Nedostatan protuoksidativni sustav tj. losa
neutralizacija ROS-a doprinosi patogenezi osteoporoze, a protuoksidansi mogu smanjiti

resorpciju kosti.

Osteoporoza je bolest kostura karakterizirana smanjenjem koStane mineralne gusto¢e (BMD;
engl. bone mineral density) i poremecajem mikroarhitekture kostanog tkiva. Sve to vodi
povecanoj koStanoj lomljivosti, te posljedicnom povecanom riziku za prijelome kostiju uz
minimalnu traumu (Sambrook i sur. 2006 ). Prema brojnim epidemioloskim istraZivanjima
omjer koStane traume povezane s osteoporozom u Zena i musSkaraca iznad pedesete godine
zivota iznosi 1:2 u Zena i 1:5 u muskaraca. Produzenjem Zivota u danasnje vrijeme osteoporoza
predstavlja jedan od najvaznijih javno-zdravstvenih i drustveno ekonomskih problema
razvijenog svijeta, a takoder predstavlja znacajan uzrok morbiditeta i nesposobnosti (Bonura
2009). Prema nedavnim podatcima iz EU 22 milijuna Zena i 5,5 milijuna muskaraca ima
osteoporozu. U EU prema jednom istrazivanju iz 2010. g. zabiljeZeno je 3,5 milijuna prijeloma
vezanih uz osteoporozu (17,7% kuk, 14,8% kraljesnica). U SAD-u ucestalost prijeloma vezanih
uz osteoporozu je oko 1,5 milijuna godisnje (Becker i sur. 2010; Svedbom i sur. 2013).
Osteoporoza moze biti primarna, genetski uvjetovana kod koje je osnovni uzrok nepoznat,
javlja se ¢eSc¢e u Zena, uglavnom starije Zivotne dobi (razdoblje postmenopauze) i sekundarna
koja ima svoje uzroke koji mogu biti endokrine bolesti (Cushingova bolest), kroni¢ne upalne
bolesti (reumatoidni artritis), hematoloske bolesti (multipli mijelom), a moZe se javiti 1 u
odredenim stanjima kao npr. kod dugotrajne imobilizacije. Uzrok joj mogu biti neki lijekovi
kao npr. glukokortikoidi, antikonvulzivi, antiepileptici, inhibitori protonske pumpe, retinoidi i
dr. (Lee 2007; Pitts i sur. 2011). Takoder postoje dokazi o povecanoj kostanoj resorpciji vezanoj
uz aktivaciju limfocita T tijekom upale, uz pojavu upalnih citokina koji imaju utjecaj na kostane
stanice (Zupan 1 Jeras 2012). Vecina osteoporoti¢nih prijeloma nastaje u starijih Zena te je
znacaj manjka estrogena neosporan u etiologiji sekundarne osteoporoze. Nedostatak estrogena
stimulira T-limfocite da otpusStaju upalne citokine TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17
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(promoviraju osteoklasti¢nu aktivnost), IL-7 (apoptoza osteoblasta) (Khosla i sur. 2011). Ovi
ucinci pro-upalnih citokina prou¢avani su na ovarijektomiziranim miSevima najcesce rabljenom
modelu osteoporoze. MiSevi s nedostatkom T-stanica pokazali su otpornost na gubitak koStane

mase koji je trebao uzrokovati umjetno izazvan manjak estrogena (Zupan i sur. 2012).

Prema NOF (National Osteoporosis Foundation) smjernicama lijeCenja osteoporoze koriste se
lijekovi svrstani u dvije glavne kategorije: proturesorptivni lijekovi koji zaustavljaju razgradnju
kosti i anabolicki lijekovi koji poti¢u izgradnju kosti. Najbrojnija i najdulje upotrebljavana
skupina lijekova su bifosfonati (alendronat, etidronat, risedronat i dr.) koji spadaju u
proturesorptivne lijekove. U istoj skupini se nalazi hormonska nadomjesna terapija (HRT; engl.
Hormon replacement therapy), selektivni modulatori estrogenskih receptora (SERMs; engl.
selective estrogen - receptor modulators) i kalcitonin. U lijekove koji poti¢u izgradnju kosti
ubraja se paratireoidni hormon koji stimulira osteoblaste, povecava apsorpciju kalcija u
probavnom sustavu, te povecava bubreznu reapsorpciju kalcija, medutim ima svoje nuspojave

1 ograni¢enost primjene.

Brojne nuspojave i ograni¢enu primjenu mozemo naci i kod ostalih navedenih skupina lijekova,
¢ija dugorocna primjena moze izazvati ozbiljne neZeljene ucinke, koji ponekad zahtijevaju
prekid terapije. Hormonska nadomjesna terapija povezuje se s povecanim rizikom pojave
malignih tumora u estrogensko ovisnim tkivima §to ukljucuje dojku, endometrij i ovarij te
pojavu bolesti srca 1 krvozilnog sustava poput venske tromboembolije 1 cerebrovaskularnih
bolesti. Takoder pri izboru farmakoloske terapije za prevenciju i lijeCenje osteoporoze treba
voditi racuna osim o u¢inkovitosti lijeka i neZeljenim pojavama i o pridruzenim bolestima. Sve
to otvara potrebu za daljnjim istrazivanjem novog farmakoloskog pristupa u lijeCenju

osteoporoze, koji bi imao dobru u¢inkovitost uz minimalno nezeljenih djelovanja.

Poznato je da okoli$ni ¢imbenici mogu pridonijeti razvoju osteoporoze. Brojni radovi ukazuju
na protuoksidativno djelovanje komponenti iz povréa, te povezanost izmedu pove¢anog unosa
voca i povréa s povecanjem kostane mase (Chen 2006). Vecina istrazivanja vezana uz prehranu
koncentrirana je na kalcij 1 vitamin D. Ovo istraZivanje temelji se na flavonoidima, bioaktivnim
polifenolnim spojevima biljaka koje ¢ovjek koristi u svojoj prehrani, a imaju protuupalna i
protuoksidativna svojstva. Istrazivanja su pokazala da prehrana bogata flavonoidima smanjuje
pojavnost kardiovaskularnih bolesti (Middleton i sur. 2000), smanjuje nastanak osteoporoze
(Dang i sur. 2005), smanjuje ukupni kolesterol, LDL-lipoproteine i trigliceride u plazmi
(Ricketts 2006).



U ovom istrazivanju je koriSten osteoporoti¢ni model Stakora izazvan 13 cis-retinoi¢cnom
kiselinom (13cRA). Ovaj model koristi se u zadnjem desetljecu u procjeni djelovanja razli¢itih
tvari na koStani metabolizam, te je potisnuo koristenje kompliciranijeg ovariektomijskog
modela osteoporoze u Stakora, najcesce koriStenog modela osteoporoze nastalog manjkom
estrogena (Liao 1 sur. 2003). Intragastricna primjena visokih doza 13cRA u kratkom
vremenskom razdoblju od 1 - 3 tjedna uspjesno inducira osteoporozi sli¢ne promjene kod
Stakora, koje se ocituju smanjenjem vrijednosti BMD u vratu bedrene kosti, koli¢ini Cai P u
kostima, sadrzaju koStanog pepela, te promjenama fizikalnih karakteristika kosti (Fahmy 1 sur.
2009). 13cRA uzrokuje OS i stvaranje ROS-a koji potiskuju osteoblasti¢énu aktivnost a
povecavaju aktivnost osteoklasta, §to vodi smanjenju protuoksidativnih mehanizma i gubitku
kostane mase. Nadalje, 13cRA smanjenjuje razinu estrogena, Sto dovodi do pojave upalnih
citokina koji poti¢u osteoklasti¢nu aktivnost, a osteoblaste uvode u apopotozu; smanjuje
aktivnost vitamin D receptora te apsorpciju kalcija u crijevima a potice izlucivanje kalcija

bubrezima i luenje paratireoidnog hormona (Xu i sur. 2005; Sohair i sur. 2009).

Sli¢nosti u patofizioloskom odgovoru kostanog sustava u ljudi i Stakora u sposobnosti indukcije
koStanog gubitka u kratkom vremenskom razdoblju ¢ini ovaj model osteoporoze u Stakora
vrijednim 1 prihvatljivim predklinickim modelom, koji je idealan za proucavanje
protuoksidativnih, protuupalnih, fitoestrogenskih i regenerativnih znacajki flavonoida na

osteoblaste i inhibiciju osteoklasta.

Ranije u tekstu je navedena povezanost sekundarne osteoporoze s manjkom estrogena koji
dovodi do aktivacije T-limfocitnih stanica i lufenja upalnih citokina koji utjeCu na
osteoblastiénu 1 osteoklasticnu aktivnost. Kemijski slicni endogenom estrogenu su
fitoestrogeni, heterogena skupina bioloski aktivnih spojeva kojoj pripadaju razli¢ite skupine
flavonoida. Ova strukturalna sli€énost omogucava im vezanje za estrogenske receptore, te
posljedicno izazivanje razli€itih estrogenskih i protuestrogenskih uc¢inaka. Izoflavonoidi kao
podskupina flavonoidnih fitoestrogena imaju mnogostruke bioloSke ucinke koji ukljucuju
nekoliko fizioloskih sustava (pored ostalog i1 koStani sustav), a €iji svi mehanizmi djelovanja
nisu do kraja u potpunosti razjasnjeni (PilSakova i sur. 2010). Ova fitoestrogenska podskupina
spojeva prema dosadasnjim epidemioloskim, te animalnim i klinickim istrazivanjima in vitro i
in vivo moze prevenirati gubitak koStane mase povezane sa menopauzom, ¢iji mehanizam nije
u potupnosti jasan (Coxam 2008). Prema dosadas$njim analizama o ucinku izoflavonoidnih
fitoestrogena temeljenim na malom broju relevantnih istraZivanja i razli¢itosti metodoloSkog
pristupa, moze se dati samo sugestija za uzimanje izoflavonoida koji imaju koristan u¢inak na
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koStani sustav, jer jo§S uvijek ne postoje jasne terapijske smjernice o njihovoj primjeni u
preventivne ili kurativne svrhe kod osteoporoze (Cassidy i sur. 2006). Postojanje velikog broja
flavonoidnih spojeva, njihove razli¢ite bioraspolozivosti, sadrzaja i kombinacija u pripravcima
koriStenim u dosadasnjim in vitro, animalnim i klinickim istrazivanjima oteZava precizno
poznavanje u¢inaka pojedinih flavonoida. U ovom istrazivanju ispitano je pet flavonoida
(krizin, proantocijanidin, naringenin, ikarin i kvercetin) na osteoporoticnom modelu Stakora
izazvanom 13cRA, a njihov ucinak pracéen je preko biljega OS, biokemijskih biljega koStanog

preokreta, BMD, protuupalnih citokina i histopatoloskih oSte¢enja kosti.

Buduc¢a predklinicka 1 klinicka istrazivanja trebala bi omoguciti dodatne spoznaje o
ucinkovitosti i mehanizmima djelovanja pojedina¢nih flavonoida u to¢no odredenim dozama i
tako donijeti daljnje dokaze da su flavonoidi potencijalna alternativa dosadasnjim lijekovima
koji djeluju na koStani metabolizam poput alendronata. Neki podatci ukazuju da je alendronat
lokalni iritant koji uzrokuje upalu kroz infiltraciju neutrofila i oksidativna oSte¢enja u tkivima,
posebno u gornjem gastrointestinalnom sustavu, ukljucujuéi upalu jednjaka, suzenje jednjaka,
vrijeda na zelucu, jetri i bubregu, zatajenje bubrega, oSte¢enju probavnog sustava te povecanu
pojavnost tumora dojke u Zena u postmenopauzi (Sambrook i sur. 2006; Chiang i sur. 2012).
Temeljem navedenog flavonoidi bi mogli biti uéinkovita i ekonomski isplativa zamjena za

alendronate.

1.1. Hipoteza istraZivanja
1. Aktivni slobodni radikali imaju ulogu u nastanku mnogih akutnih i kroni¢nih klinickih stanja
medu koja se ubraja i sekundarna osteoporoza, a kojima je zajednic¢ko oStecenje biomolekula

procesom oksidacije.

2. Oksidativni stres (OS) karakteriziran stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva, uzrokuje
smanjenje koStane mineralne gusto¢e (BMD; engl. bone mineral density) i poremec¢aj mikro

arhitekture kosStanog tkiva, te posljedi¢no tome povecanu koStanu lomljivost.

3. Slobodni radikali kisika (ROS; engl. reactive oxygen species) smanjuju diferencijaciju

osteoblasta 1 povecavaju osteoklasticnu aktivnost.

4. Intragastriéna primjena visokih doza (80 mg kg?) 13-cis retinoi¢ne kiseline (13cRA) u
kratkom vremenskom razdoblju od 1-3 tjedna uspjesno inducira osteoporozi slicne promjene u

Stakora, preko oksidativnog stresa 1 pojave reaktivnih kisikovih spojeva, smanjenja razine



estrogena i pojave upalnih citokina, smanjenja aktivnosti vitamin D receptora i preko regulacije

izlu€ivanja paratireoidnog hormona.

5. Sli¢nost u patofizioloSkom odgovoru koStanog sustava u ljudi i Stakora u sposobnosti
indukcije koStanog gubitka u kratkom vremenskom razdoblju ¢ini Retinoi¢ni model
osteoporoze u Stakora (RMO) vrijednim i prihvatljivim predklini¢kim modelom, koji je idealan
za proucavanje protuoksidativnih, protuupalnih, proestrogenskih i1 regenerativnih znacajki
spojeva koji djeluju na komponente oksidativnog stresa kao zna¢ajnog patogena u sekundarnoj

osteoporozi.

6. Flavonoidi (krizin, proantocijanidin, naringenin, ikarin i kvercetin) sa svojim
protuoksidativnim, protuupalnim i fitoestrogenskim znac¢ajkama, poja¢anom aktivacijom VDR
receptora, apsorbcije kalcija i aktivacijom osteoblasta mogu smanjiti toksi¢ne u¢inke 13cRA i

gubitak kostane mase i pomo¢i u odrzavanju kostane homeostaze.

7. Flavonoidi (krizin, proantocijanidin, naringenin, ikarin i kvercetin) su u¢inkoviti u lijecenju
drugih oblika ste¢ene osteoporoze prouzrocene oksidativnim stresom, smanjenjenom razinom
estrogena 1 posljediénom sintezom proupalnih citokina koji vode povecanju broja i aktivnosti

osteoklasta te pojacanoj resorpciji kosti, smanjenju ¢vstoce, rasta i razine okoStavanja kosti.

8. Primjena flavonoida (krizina, proantocijanidina, naringenina, ikarina i kvercetina) ne

uzrokuje genotoksi¢na oSte¢enja u RMO Stakora.

9. Flavonoidi (krizin, proantocijanidin, naringenin, ikarin i kvercetin) predstavljaju potencijalnu
dobru, uc¢inkovitu i ekonomski isplativu alternativu dosadasnjim lijekovima koji djeluju na

koStani metabolizam, a koji pokazuju brojne nuspojave 1 imaju ograni¢enost primjene.

1.2. Ciljevi istraZivanja

1. Potvrditi jasnu poveznicu izmedu oksidativnog stresa (OS) karakteriziranog stvaranjem

reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i sekundarne osteoporoze.

2. Utvrditi kako ROS smanjuju diferencijaciju osteoblasta i povecavaju osteoklasticnu
aktivnost, te povezati ovu patogenezu sa smanjenjem koStane mineralne gusto¢e (BMD) i

poremecajem mikro arhitekture koStanog tkiva.



3. Utvrditi da li intragastriéna primjena 13cRA 80 mg kg™ u kratkom vremenskom periodu
preko mehanizama oksidativnog stresa, smanjivanja razine estrogena, djelovanja na VDR

receptore i paratireoidni hormon, dovodi do osteoporoti¢nih promjena u §takora.

4. Potvrditi da je retinoi¢ni model osteoporoze (RMO) u Stakora vrijedan predklinicki model za
proucavanje protuoksidativnih, protuupalnih, proestrogenskih i regenerativnih znacajki spojeva
koji djeluju na komponente oksidativnog stresa kao znafajnog patogena u sekundarnoj

osteoporozi.

5. Istraziti ucinkovitost flavonoida u lijeCenju stecene osteoporoze prouzrocene s 13cRA na
modelu Stakora kroz protuoksidativnu, protuupalnu, fitoestrogensku 1 regenerativnu
djelotvornost svakog od pojedina¢nih flavonoida (krizina, proantocijanidina, naringenina,

ikarina i kvercetina).

6. Naci poveznicu izmedu biljega OS, biokemijskih biljega koStanog preokreta, BMD,

proupalnih citokina i histopaloloskih oStec¢enja kosti u RMO u Stakora.

7. Razjasniti ulogu proupalnih citokina u gubitku kostane mase kao moguci vazan terapeutski

cilj u lije¢enju osteoporoze.

8. Utvrditi razliku u osteoprotektivnoj ucinkovitosti svakog od pojedinac¢nih flavonoida
(krizina, proantocijanidina, naringenina, ikarina i kvercetina) i danas §iroko primjenjivanog u

lijecenju osteoporoze, proturesorptivnog lijeka bifosfonata Alendronata u RMO u Stakora.

9. Temeljem mogucih pozitivnih u¢inaka flavonoida na naruSenu homeostazu koStanog tkiva 1
gubitak koStane mase prouzrocen lijekovima ukljuc¢ujuci 13cRA dati zakljucak da li flavonoidi
(krizin, proantocijanidin, naringenin, ikarin i kvercetin) predstavljaju jednu potencijalnu
mogucnost za lijeCenje osteoporoze u klinickoj praksi, a koja bi bila cijenom dostupnija 1 sa

daleko manje nuspojava od trenutnih lijekova poput alendronata.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. OSTEOPOROZA

2.1.1. KoS$tani sustav

Kostani sustav u organizmu ima visestruku ulogu. SluZzi kao potpora tijelu i hvatiste miSi¢ima
te tako omogucava kretanje, mehanicki stiti organe u tjelesnim Supljinama, mjesto je stvaranja
krvnih stanica i biokemijski regulator koncentracije kalcija i drugih minerala u organizmu.
Kostanu masu ¢ini ukupna koli¢ina kostanog tkiva u kosturu, od ¢ega vecinu ¢ini elasti¢na,
proteinska potporna tvar, kolagen i najvazniji mineral kalcij, koji daje ¢vrsto¢u. Ako sustavno
gledamo gradu kosti osnovne sastavnice kostanog tkiva su kostane stanice i medustani¢na tvar
takozvani koStani matriks kojeg sainjava organska komponenta (35% koStanog matriksa) 1
anorganska komponenta (65% koStanog matriksa). Anorganska komponenta daje kosti tvrdocu,
krutost te snagu protiv djelovanje sila tlaka, a najveci dio sacinjava kalcijev fosfat u obliku
kristala hidroksiapatita [Cai10(PO4)sOH2]. Organska komponenta sastoji se od kolagena i
nekolagenskih proteina. Kolagen tip | najzastupljenija je komponenta organskog matriksa i
kosti daje elasti¢nost, fleksibilnost 1 snagu protiv djelovanje sila vlaka. Ostatak organskog
matriksa Cine nekolageni proteini od kojih su najzastupljeniji osteokalcin i osteonektin koji
specificno vezuju kalcij, osteopontin, sijaloprotein i trombospodin vazni u adheziji stanica i
koStanog matriksa, proteoglikani (glukozamini: hondroitin sulfat i heparin sulfat), alkalna
fosfataza, fibronektin, vitronektin, matriks gla-protein (MGP), protein S (Lee i sur. 2001).
Morfoloski i funkcionalno u gradi kosti razlikujemo spuzvastu (trabekularnu) kost 1 kompaktnu
(kortikalnu) kost. PovrSinu kosti izgraduje kompaktna kost koja ima Cetiri puta ve¢u masu od
spuzvaste kosti; 80-90% kompaktne kosti je mineralizirano, a gradena je od tijesno zbijenih 1
pravilno rasporedenih koStanih lamela. Primarno ima mehanic¢ku i zaStitnu funkciju. Spuzvasta
kost izgraduje unutrasnjost duge ili cjevaste kosti u kojoj je najzastupljenija na epifizama, dok
se kraljeSci kao kratke kosti najve¢im dijelom sastoje od spuzvaste kosti. Spuzvasta kost
gradena je od koStanih gredica €iji polozaj prati smjer djelovanja sile na kost. Takva grada Cini
kost laganom, elasticnom i ¢vrstom strukturom koja podupire tijelo te se opire djelovanju sila
tlaka i vlaka na kost. Supljine u spuzvastom tkivu ispunjene su kostanom srzi koja proizvodi
vecéinu krvnih stanica, te je ono mjesto gdje se odvija najveci dio kostanog metabolizma (Lee i

sur. 2001).



Ranije se smatralo da je kost potpuno adinamicna struktura, danas je poznato da su procesi
trajne izgradnje i razgradnje kosti vrlo intenzivni (Kastelan 2000). U odrzavanju i prilagodbi
strukture i metabolizma kos$tanog tkiva sudjeluju tri vrste stanica osteoblasti, osteoklasti i
osteociti (Marcus 1 sur. 2010). Osteoblasti su stanice aktivne u izgradnji koStanog tkiva, dok
osteoklasti svojim resorptivnim djelovanjem razaraju kostano tkivo (Cvek 2008). Dinamika
formiranja nove kosti i resorpcije stare kosti tzv. remodeliranje kosti, regulirana je brojnim
okoli$nim signalima, ukljucujuci kemijske, mehanicke, elektricne i magnetske. Diferencijaciju
1z mezenhimalnih mati¢nih stanica u stanice osteoblasti¢ne linije, kao i utjecaj na njihov rast i
diferencijaciju posreduju Cimbenici rasta, hormoni 1 citokini. Medu najznacanijim
osteoprogenitorskim ¢imbenicima rasta su ¢imbenik rasta fibroblasta (FGF; engl. Fibroblast
growth factor), transformirajuci ¢imbenik rasta-f1 (TGF-B1; engl. Transforming growth factor
- B1) i inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta (IGFs; engl. Inuslin-like growth factor). FGF je vazan
¢imbenik u neovaskularizaciji. TGF-B je polipeptid koji stimulira replikaciju prekursorskih
stanica osteoblasti¢ne linije i ima direktno stimulirajué¢i uc¢inak na sintezu kostanog kolagena i
moze inducirati apoptozu osteoklasta. IGFs je polipeptid koji se sintetizira u mnogim tkivima,
ukljucujuéi i kost gdje djeluje kao lokalni regulator stani€nog metabolizma. Od ostalih
osteoprogenitornih ¢imbenika tu je ¢imbenik rasta trombocita (PDGF; engl platelet-derived
growth factor), stimulira replikaciju kostanih stanica te posljedi¢no sintezu koSatnog kolagena,
kostani morfogenetski proteini (BMP; engl. bone morphogenetic proteins) imaju izrazit
osteoinduktivni u¢inak (Lian 1 sur. 1999). O hormonima 1 citokinima biti ¢e rije¢i u daljnem

tekstu.

Osteoblasticna aktivnost karakterizirana je proizvodnjom proteina koStanog matriksa,
ukljucuju¢i kolagen tipa I (najzastupljeniji izvanstani¢ni protein kosti), osteokalcin,
osteopontin, osteonektin 1 drugih. Proizvedeni koStani matriks (osteoid) sluzi kao podloga za
mineralizaciju i proizvodnju zrele kosti (Katagiri i sur. 2002; Pietschmann 2012). Osteoblasti
nadalje luce ¢imbenik stimulacije kolonije makrofaga (M-CSF; engl. macrophage colony-
stimulating factor) koji privlaéi prekursore osteoklasta te poti¢e njihovu diferencijaciju (Marcus
i sur. 2010). Direktan fizicki doticaj osteoblasta i prekursora osteoklasta nuzan je za
osteoklastogenezu (Takahashi i sur. 1999). Nakon potpunog sazrijevanja i izluCivanja
mineraliziranog matriksa, osteoblasti se diferenciraju u osteocite zavrSno diferencirani tip
osteoblasta; najzreliji tip smjeSten u lakunama matriksa, od kojih svaka lakuna sadrzi samo
jedan osteocit. Osteociti nemaju sposobnost lu¢enja matriksa. Sluze kao mehanosenzorne

stanice koje osiguravaju prijenos mehanickih 1 metabolickih signala 1 svojim metabolizmom



odrzavaju kostani matriks (Junqueira i sur. 2005; Pietschmann 2012). Osteoblasti i osteociti
imaju receptore za citokine, PTH, 1,25-dihidroksivitamin D3 i estrogen koji su klju¢ni regulator
i u kostanoj pregradnji. Stromalne osteoblastne stanice glavni su izvor ¢imbenika koji potice
kolonije (CSF; engl. Colony-stimulating factor) i Interleukina-6 (IL-6) familije citokina koji su
jaki stimulatori kostane resorpcije te koji sudjeluju u osteoklastogenezi u ranoj i kasnoj fazi.
Osteoblasti luce ligand za receptor koji aktivira nuklearni ¢cimbenik-B (RANKL,; engl. Receptor
activation of NF-«f ligand) koji se veze na receptor koji aktivira nuklerani ¢imbenik-B (RANK;
engl. receptor activator of NF-x/) na membrani osteoklasta uzrokujuci aktivaciju osteoklasta i
njihovo umnoZzavanje s pojacanom koStanom resorpcijom. Osim toga osteoblasti luce i
osteoprotergin (OPG) koji se takoder veze na RANK receptore osteoklasta te time inhibira
resorpciju kosti (Slika 1). Ekspresija OPG/RANK/ liganda u osteoblastima je pod kontrolom
1,25(0OH)2D3, IL-11 i prostaglandina E2 (PGE2), stimulatora kostane resorpcije. Na taj nacin

ovi ligandi reguliraju formaciju osteoklasta (Lian i sur. 1999).

Prokursor Diprancifcija
nEiEnklasis B ———
RANK fiklvirani osteoulast
oPG

RANKL

Stromnaling staeila kodians
SrEi'od beoblas

RESQRPCLIA
KQSTI

Slika 1. RANK/RANKL/OPG sustav (Preuzeto od Klobucar i sur. 2011)

Osteoklasti su viSejezgrene stanice, podrijetlom od monocitno/makrofagne stani¢ne linije,
karakteristicne po postojanju nabranog ruba i prisutnosti H*-ATPaze koja je zaduZena za
zakiseljavanje aktivnog podrucja resorpcije na dijelu gdje je membrana naborana, a luce 1
katepsin K, odgovoran za razgradnju proteina matriksa (Katagiri i sur. 2002). Dio citoplazme
oko nabranog ruba naziva se svijetla zona, bogata aktinskim filamentima i mjesto je adhezije
osteoklasta za kostani matriks. Zajedno s nabranim rubom stvara mikrookoli§ za razgradnju
kosti (Junqueira i sur. 2005). Mehanizam regulacije osteoklasti¢ne aktivacije nije do kraja
razja$njen. Dva su bitna signalna mehanizma za diferencijaciju osteoklasta. Jedan ide putem
makrofagnog ¢imbenika koji poti¢e rast kolonija (M-CSF; engl. macrophage colony-

stimulating factor) kojeg izlu¢uju okolne stromalne stanice, a drugi se aktivira putem
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cirkuliraju¢e molekule koja se veze za RANK receptor na membrani osteoklasta, kako je gore
objesnjeno. Osteoklasticnu aktivnost reguliraju sustavni hormoni poput paratireoidnog
hormona (PTH), aktiviranog vitamina D i kalcitonina, te lokalni ¢imbenici koji nastaju u
kostanom mikrookoliSu: interleukin-1(mocan stimulator osteoklasta), limfotoksin, TNF
(stimulacija osteoklasta), CSF-1, IL-18, OPG (inhibcija koStane resorpcije), RANKL
(pojacanje kostane resorpcije), IL-6 (slabiji stimulator osteoklasta), interferon-y (inhibitor

osteoklasti¢ne resorpcije), TGF- (ihibitor osteoklasti¢nog formiranj) (Lian i sur. 1999).

Glavni ¢imbenik regulacije metabolizma kosti 1 homeostaze minerala u tijelu je PTH
(paratiroidni hormon) kojeg izlucuju Paratiroidne Zlijezde (epitelna tjeleSca) smjeStene iza
Stitne zlijezde (Marcus i sur. 2010). PTH se veze na receptore osteoblasta te ih potice na
stvaranje ¢imbenika koji stimuliraju osteoklaste. Time se postize povecanje broja 1 aktivnosti
osteoklasta te pospjeSuje apsorpcija mineraliziranog koStanog matriksa i otpustanje kalcija u
krv. PTH takoder djeluje i na apsorpciju kalcija iz probavnog sustava, za sto je potreban vitamin
D. Takoder, osteoblasti na stimulaciju PTH-om mogu odgovoriti lu¢enjem kolagenaze i
plazminogenih aktivatora koji pospjesuju djelovanje osteoklasta (Marcus i sur. 2010). Hormon
kalcitonin iz $titne zlijezde ima suprotan ucinak tj. inhibira resorpcijsko djelovanje osteoklasta

i otpustanje kalcija te pospjesuje osteogenezu (Junqueira i sur. 2005).

Uloga vitamina D vrlo je bitna u kostanom metabolizmu jer je vitamin D odgovoran za
ucinkovitu apsorpciju kalcija u crijevima. Sa fizioloSkog glediSta uloga vitamina D je u
odrZavanju koncentracije kalcija u serumu unutar fizioloski normalnih granica, a kalcij je vazan
za normalan razvoj i rast kostura. Dostatan unos kalcija kriti¢an je za postizanje optimalne
koStane mase, te mora biti prisutan u topivom i ioniziranom obliku prije nego se moze
apsorbirati (Cashman 2007). Vitamin D sintetizira se najve¢im dijelom u kozi procesom
fotosinteze gdje pod utjecajem UV-B zraka, iz 7-dehidrokolesterola nastaje previtamin D Koji
se konvertira u provitamin D (cis i trans obliku). Cis oblik provitamina D pretvara se u vitamin
D 25(OH)D. U jetri se vrsi hidroksilacija vitamina D u 25(OH)D koji se izlu¢uje u krv gdje se
veze za protein koji veze vitamina D (DBP; engl. vitamin D binding protein ). Vezan za DBP
putem krvi dolazi u bubreg gdje se pod utjecajem 5 hidroksivitamin D-1a-hidroksilaze koju
lu¢e stanice proksimalnih kanali¢a, pretvara u 1,25(OH)2D3 (kalcitriol) koji je najaktivniji
oblik vitamina D (Slika 2). Aktivni oblik viamina D ubrzava aktivnu apsorpciju kalcija kroz
enetrocite dvanaesnika 1 jejunuma, djeluje na sabirne kanali¢e bubrega stimulirajuci

reapsorpciju kalcija, a njegovo djelovanje na kostani sustav odvija se putem receptora za
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vitamin D (VDR) prisutnih na osteoblastima koji nakon aktivacije stimuliraju osteoklaste te

izazivaju resorpciju kosti ¢ime se regulira koli¢ina Ca u krvi.

Djelovanje vitamina D, PTH i razine kalcija u serumu je povezano mehanizmima povratne
sprege (Slika 2). PoviSena razina kalcija dovodi do inhibiranja stvaranja i lu¢enja PTH. Vitamin
D direktno preko VDR receptora inhibira lu¢enje PTH, a indirektno putem hiperkalcemije.
Niska vrijednost kalcija dovodi do pojacane sinteze i otpustanja PTH koji stimulacijom
aktivnosti 1a-hidroksilaze potice sintezu kalcitriola u proksimalnim bubreznim kanali¢ima koji
uzrokuje pojacanu apsorpciju Ca iz tankog crijeva i1 reapsorpciju u bubregu i dovodi do

resorpcije kosti putem indirektne aktivacije osteoklasta.

VITAMIND
KOZA
KOLEKALCIFEROL ( VITAMIN D3)

JETRA
‘-‘- —————————— -.-|
| [NHIBICIJA
i
25-HIDROKSIKOLEKALCIFEROL w e e e o #
BUBREG
AKTIVACIJTA
= PTH
1.25-DIHIDROKSIKOLEKAT.CIFEROL +
1
1
1
CRIJEVNI EPITEL :
1
1
1
f \ y
KALCLJ KALCIJEM ALKALNA -
VEZUJUCI STIMULIRANA FOSFATAZA |
PROTEIN ATP-aza :
L | J I
* INHIBICIJA

CRIJEVNA APSORPCIJA KATCIJA

‘

KONCENTRACIJA TONSKOG KALCIJA U PLAZNMT -

Slika 2. Aktivacija vitamina D i njegova uloga u regulaciji plazmatske koncentracije kalcija

(Preuzeto 1 prilagodeno iz Guyton and Hall, Textbook of Medical Physiology, 12 edition)
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Ukoliko postoji deficit vitamina D u organizmu, crijeva mogu apsorbirati oko 10 do 15% kalcija
unesenog prehranom. No u slucajevima kada vitamina D ima dostatno, tanko crijevo apsorbira
i do 30% kalcija iz hrane. Tijekom perioda naglog rasta, laktacije ili trudnode, apsorpcija se
moze popeti I do 50%. Ukoliko nema dovoljno kalcija da zadovolji potrebe tijela, vitamin D

posreduje u otpustanju kalcija iz zaliha koje su spremljene u kostima (Burckhardt i sur. 2004).

Spolni hormoni imaju vaznu regulatornu ulogu u razvoju kostura i homeostazi kostanog
sustava. Mnoge stanice u koStanom sustavu eksprimiraju receptore za zenske spolne hormone
estrogene, izmedu ostalih i1 osteoblasti 1 osteoklasti (Marcus 2010). Estrogeni su steroidni
hormoni ¢ija se vaznost uocava prilikom znacajnog gubitka kostane mase tijekom menopauze.
Dokazano je kako nedostatak estrogena stimulira T-limfocite da otpustaju upalne citokine TNF-
a, IL-1, IL-6 (promoviraju osteoklasticnu aktivnost), IL-7 (apoptoza osteoblasta) (Khosla
2011). Pokazano je takoder da odstranjenje jajnika (ovarijektomija) dovodi do povecane razine
IL-1a, IL-6, prostaglanadina E2 te TNF-a (Bismar i sur. 1995). U stanju nedostatka estrogena
dolazi do poveéane razine RANKL a smanjenja OPG §to dovodi do povecanja aktivacije
osteoklasta te posljedi¢nog povecanja razgradnje kosti. Prema zadnjim istrazivanjima smatra se
da estrogen ima istovremeno protu-kataboli¢ki i anabolic¢ki u¢inak na kost. On djeluje putem 2
receptora; estrogen receptor o (ERa) i estrogen receptor B (ERp), a ¢ini se da je ERa primarni
medijator ucinka estrogena na kostani sustav (Lee i sur. 2003; Raisz 2005). Kontroliranjem
apoptoze estrogeni utjeCu i1 na zivotni vijek osteoblasta i osteoklasta, gdje se u njihovom
nedostatku skracuje zivotni vijek osteoblasta, a produzuje Zivotni vijek osteoklasta. Kod
muskaraca je glavni spolni hormon testosteron pa je djelovanje na kost posredovano vezivanjem
na receptor androgena, no ucinak se ipak ve¢inom ostvaruje nakon pretvorbe u estrogen putem

specifi¢ne aromatazae prisutne u osteoblastima (Giljevi¢ 2008).

Kostana masa se izgraduje u mladosti 1 doba spolne zrelosti. Izgradnja koStane mase tijekom
zivota opada, tako da ve¢ nakon 30. godine razgradnja dostize izgradnju. Nakon 40. godine svi
gube 0,5% koStane mase, a nakon ulaska u menopauzu u Zena se taj postotak udvostrucuje
(Slika 3). Na kvalitetu koStanog tkiva u kasnijem Zivotnom razdoblju osobito utjece veli¢ina
kostane mase u mladosti, tj. vr$na kostana masa (PMB; engl. Peak Bone Mass). PMB definira
se kao maksimalna koStana gusto¢a koja se dostize izmedu 20. 1 25. godine Zivota (North
American Menopause Society 2006). Istrazivanja su pokazala de se oko 95 - 100% PBM-a
postize u kasnom pubertetu a trajni dodatni porast nalazimo jo§ od 20 do 29 godine (Recker i
sur. 1992). Uz vecu vr$nu masu manja je vjerojatnost razvoja osteoporoze i prijeloma kosti.

Cimbenici koji odreduju vr$nu masu su gensko naslijede, spol (Zene su ugrozenije), etnicka

13



pripadnost (Afrikanke su otpornije), hormoni, unos kalcija i vitamina D u organizam te tjelesna
aktivnost (Svarc 2007). Gonadotropni hormoni imaju vodeéu ulogu u regulaciji kostane mase.
Porast gonadotropnih hormona u pubertetu povezan je s naglim rastom koStane mase u
fizioloSkim uvjetima a njegov nedostatak u adolescenciji onemogucava postizanje PBM za 20
- 30% u odnosu na ocekivanu. U periodu izmedu dosezanje vr$ne koStane mase i prije pocetka
menopauze, kostana razgradnja i koStana izgradnja priblizno su podjednake te su promjene u
kostanoj masi minimalne (Bonura 2009). U prvim godinama nakon menopauze koStana
resorpcija zapocinje s ubrzanom razgradnjom kosti, vode¢i gubitku koStane mase. Iako se
kostana razgradnja poslije smanjuje, gubitak koStane mase kontinuirano se nastavlja kroz
postmenopauzalni period (North American Menopause Society 2006). U prosjeku do 80-te

godine zena izgubi prosje¢no oko 30% njene vr$ne kostane mase (Looker i sur. 1998).

Pad koStane mase povezan sa godinama moze se pridodati oksidativnom stresu (OS)
karakteriziranom stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) za koje je utvrdeno da
reduciraju osteoblastogenezu, i uzrokuju oStecenja brojnih biomolekula, $to je povezano sa
prirodnim procesom starenja. O ulozi oksidativnog stresa 1 antioksidanasa na koStani

metabolizam biti ¢e govora u drugom poglavlju.

Postizanje optimalne vrSne koStane mase vazno je zbog prevencije osteoporoze, a prema
epidemioloSkim istraZivanjima povecanje PMB od 10% moze smanjiti rizik za nastanak

prijeloma kuka za 30% (World Health Organization 2003).
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Slika 3. Prikaz dinamike koStane mase zene i muskarca kroz godine (Preuzeto sa stranice
https://pbs.twimg.com/media/B4qrP2LIEAAK6QX.jpg:large)
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2.1.2. Definicija osteoporoze

Postoje brojne definicije osteoporoze. Prema definiciji Nacionalnog instituta za zdravlje SAD-
a, osteoporoza jest bolest povecane lomljivosti kostiju koju karakterizira mala koStana gustoca
(T wvrijednost manja od -2,5) i poremecena mikroarhitektura kosti. Svjetska zdravstvena
organizacija (WHO; engl. World Health Organisation) 1994 godine jasno je definirala i
objavila kriterije za dijagnozu osteoporoze temeljene na mjerenju mineralne gustoce kosti
(BMD; engl. bone mineral density) denzitometrijom (DXA; engl. dual-energy x-ray
absorptiometry). Prema tim kriterijima, bolesnik s vrijednosti BMD koja je 2,5 standardne
devijacije (SD) ili viSe ispod srednje vrijednosti BMD za mladu prosje¢nu populaciju (T-score
—2,5 ili manji) ima dijagnozu osteoporoze. Ako je BMD izmedu 1 12,5 SD ispod srednjeg BMD
za referentnu populaciju (T-score izmedu —1 i —2,5) postavlja se dijagnoza osteopenije. Ako je
BMD 1 SD ispod BMD za referentnu populaciju (T-score —1 ili ve¢i) nalaz je normalan.
Ukoliko postoji prijelom zbog smanjene gustoce kosti, neosvisno o T-score postavlja se
dijagnoza osteoporoze. WHO je 2004. godine objavila rizi¢ne cimbenike za nastanak
osteoporoticnog prijeloma. To su BMD u podru¢ju vrata bedrene kosti, starost, raniji
osteoporotic¢ni prijelomi, glukokortikoidna terapija, pozitivna obiteljska anamneza za prijelom
kuka, puSenje, povecano konzumiranje alkohola, te sekundarna osteoporoza (reumatoidni
artritis). Navedene definicije se temelje na danas Siroko dostupnom denzitometrijskom
mjerenju mineralne gustoce kosti i mineralnog sadrzaja kosti, a govore o osteoporozi (grcki
osteon = kost, poros = rupiCast) kao bolesti kostura karakteriziranoj smanjenjem BMD i
poremecajem mikroarhitekture koStanog tkiva (Slika 4). Sve to vodi povecanoj koStanoj
lomljivosti, te posljediénom povecanom riziku za prijelome kostiju uz minimalnu traumu

(Sambrook i sur. 2006).

Osteoporoza

Slika 4. Prikaz normalne kosti i kosti zahvacene osteoporozom (Preuzeto sa stranice
http://www.pikanal.rs/wp-content/uploads/2015/10/336298_1.jpg)

15


http://www.pikanal.rs/wp-content/uploads/2015/10/336298_1.jpg

Arheoloska istrazivanja utvrdila su postojanje osteoporoze ve¢ kod sjevernoamerickih
Indijanaca, koji su zivjeli 2 — 2,5 tisu¢e godina prije Krista, medutim ova bolest nije bila poznata
do kraja 19. st. Prvi epidemioloski podaci o ucestalosti osteoporoze postoje iz 1941. godine,
kad je Fuller Albright na 42 ispitanika prou¢avao povezanost rase i gubitka koStane mase. Svoj
medicinski 1 socijalni znacaj dobila tek u Sezdesetim godinama 20. st., kada se znatno povecao
broj stanovnika starije dobi u razvijenim zemljama Europe i Amerike i kada su se stekle
mogucnosti za biokemijska i radioloska istrazivanja na viSoj razini. U danasnje vrijeme
znacajno je povecan interes za ¢imbenike rizika u nastanku ove bolesti 1 koStanih prijeloma

vezanih za nju (Aganovi¢ 1993; Vasiljeva 2003).

Osteoporoza kao najzastupljenija metabolicka bolest kostiju napreduje obi¢no bez simptoma,
kostani gubitak tesko je otkriti jer oko 50% bolesnika nema klini¢kih smetnji 1 Cesto se
dijagnosticira tek nakon dramati¢na dogadaja, kao Sto je prijelom kraljeska, bedrene kosti ili
podlaktice, deformiteta, izrazito smanjenje pokretljivosti te invaliditeta (Svarc 2007). Prema
brojnim epidemioloskim istrazivanjima omjer kostane traume povezane s osteoporozom u Zena
1 muskaraca iznad pedesete godine Zivota iznosi 1 : 2 u Zena i 1 : 5 u muSkaraca. Starenjem
populacije ucestalost osteoporoze raste, ubraja se medu najcesce kronicne bolesti populacije, a
uz Cesto neprepoznatu klinicku sliku poprima znacajke tihe epidemije. U danasnje vrijeme
borba protiv ove bolesti zasniva se na prevenciji, koja je prije svega zasnovana na opéim
mjerama i promjeni zivotnih navika (prehrana, tjelesna aktivnost) s ciljem sprecavanja nastanka

bolesti i farmakoloskoj terapiji, u slucajevima kada je bolest ve¢ prisutna.

2.1.3. Epidemiologija osteoporoze

Produzenjem Zivota u danasnje vrijeme osteoporoza predstavlja jedan od najvaznijih javno-
zdravstvenih 1 druStvenoekonomskih problema razvijenog svijeta, a takoder predstavlja
znacajan uzrok morbiditeta 1 nesposobnosti (Sambrook 2006). Uglavnom se pojavljuje kod
ljudi starije zivotne dobi, koji boluju 1 od drugih kroni¢nih bolesti, ¢eS¢a je u Zena a znatan
gubitak kosti poc€inje nakon menopauze. Zastupljenost osteoporoze raste s dobi, od 6% s 50
godina, do 50% nakon 80 godina (Looker i sur. 1998). Prema kriterijima koje definira WHO
procjena je da 15% stanovniStva bijele rase starijeg od 50 godina te oko 70% stanovniStva
starijeg od 80 godina ima osteoporozu (WHO 2003). Prema podatcima IOF-a (IOF; engl.
International Osteoporosis Foundation), procjenjuje se da od osteoporoze boluje najmanje 200

milijuna Zena u svijetu, tre¢ina Zena u dobi izmedu 60 1 70 godine te dvije trecine starijih od 80
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godina (IOF 2006). Trec¢inu oboljelih ¢ine muskarci, shodno tome Zene imaju znatno veci rizik
od obolijevanja od osteoporoze. Postmenopauzalna osteoporoza najcesci je oblik ove bolesti a
najznacajniji uzrocni ¢imbenik je gubitak estrogena u menopauzi. Podloznije obolijevanju su
zene koje su rano usle u menopauzu ili su im kirurski prije 45.-e godine, uklonjeni jajnici.
Osteopenija i osteoporoza mogu se pojaviti i u reprodukcijskom dobu zene, i to u
hipoestrogeni¢nim stanjima kao §to su amenoreja, laktacija, te jatrogene amenoreje (Simi¢ i sur.
2007). Na povecanu sklonost u Zena upucuju nizak rast, neuravnotezen menstrualni ciklus,
anoreksija, alkoholizam 1 puSenje. Kod muskaraca najces¢i uzroci osteopenije i osteoporoze su
pad razine testosterona i alkoholizam, a povecanu sklonost pokazuju nizak rast, slabi bedreni
misici, te bolesti koje snizavaju razinu testosterona. Zbog primarnog nedostatka androgenih
hormona, muskarci s osteoporozom su gracilno gradeni. Kosti su duge, misici slabi i Cesta je

kifoza (zakrivljenost srednjeg dijela kraljeSnice, pored rebara) (Matovinovi¢ 1970).

Temeljni problem ove bolesti ¢ine osteoporoticni prijelomi koji nastaju spontano ili uz
minimalnu traumu. S klini¢kog stanoviSta posebno su vazni vertebralni te prijelomi u podrucju
kuka jer su izravno povezani s povecanim mortalitetom. Prema velikim epidemioloskim
istrazivanjima jedna od dvije Zene, te jedan od Cetiri muskaraca iznad pedesete godine zadobiti
¢e osteoporoti¢ni prijelom tijekom zivota Sto ¢ini znacajan uzrok morbiditeta i nesposobnosti
(Bonura 2009; Lewiecki i sur. 2009). Smatra se da ¢e oko 30% zena i 12% muskaraca do kraja

Zivota zadobiti osteoporoti¢ni prijelom neke kosti (Ioannidis i sur. 2004).

Vertebralni prijelomi rezultiraju smanjenjem visine, bolnos¢u, smanjenim kapacitetom pluca,
povecanim rizikom od padova, poremecajima spavanja te povecanom ovisnoS¢u o pomoci
drugih osoba. Procjenjuje se da 30% Zena starijih od 50 godina ima jedan ili vise vertebralnih
prijeloma (Dennison i sur. 2000). Iako su osteoporoti¢ni prijelom kraljeSka najces¢i, ostali
koStani prijelomi (vrat bedrene kosti, pal¢ana kost 1 dr.) ¢ine 73% svih prijeloma (Burge 1 sur.

2007).

Kod prijeloma bedrene kosti oko polovica bolesnika nakon dugotrajne imobilizacije nikada se
vi$e ne vrati na prijasnji nivo pokretnosti (mobilnosti), 80% ne moZze samostalno izvesti barem
jednu svakodnevnu aktivnost, a ¢ak oko 25% bolesnika treba dugoro¢nu skrb (Cooper 1997;
Bonura 2009). Nadalje procjena je da 6 mjeseci nakon ovakvog prijeloma stopa mortaliteta
(rizik smrti) iznosi oko 10% do 20% od ocekivane (Pasco i sur. 2005). Prijelom vrata bedrene
kosti nosi 2,5 puta do 2,3 puta povecani rizik od nastanka naknadnog prijeloma kraljeska

odnosno vrata bedrene kosti (Klotzbuecher i sur. 2000).
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Epidemioloska istrazivanja u SAD-u pokazuju ucestalost prijeloma vezanih uz osteoporozu oko
1,5 milijuna godi$nje. Pojavnost osteoporoti¢nih prijeloma u SAD u 1995 godini bila je oko 1,5
milijuna, od toga 750.000 vertebralnih prijeloma, 250.000 prijeloma kuka, 250.000 prijeloma
u podrucju ru¢nog zgloba te 250.000 prijeloma drugih lokalizacija. U EU prema jednom
istrazivanju iz 2010. g. zabiljeZeno je 3,5 milijuna prijeloma vezanih uz osteoporozu (17,7%

kuk, 14,8% kraljeSnica) (Riggs i sur. 1995; Becker 2010; Svedbom 2013).

Prijelomi vezani uz osteoporozu predstavljaju veliki ekonomski troSak zbog velikog broja
posjeta lijecCniku 1 hospitalizacija, a izuzmemo 1i socio-ekonomsku stranu osteoporoti¢ni
prijelomi odgovorni su za znatan morbiditet, smanjenje kvalitete zivota zbog boli, gubitka ili
otezane mobilnosti te gubitka neovisnosti i samopouzdanja (Pasco i sur. 2005). U Europi ¢e se
broj ljudi u Zivotnoj dobi od 65 1 viSe godina povecati s oko 68 milijuna 1990. godine na vise
od 133 milijuna 2050. godine, a u Aziji od oko 145 milijuna na preko 894 milijuna. Samo taj
demografski trend dovest ¢e do povecéanja broja prijeloma kuka s oko 1,7 milijuna 1990. godine
na procijenjenih 6,3 milijuna 2050. godine. Kada se zbroje statisticke procjene za cijeli svijet i
kada se uzme u obzir da ¢e u visoko razvijenim zemljama (Europa i Sjeverna Amerika) trend
povecanja broja osteoporoti¢nih prijeloma biti zaustavljen zahvaljuj¢i prevenciji i lije€enju (a
ve¢ sada se uocava zaustavljanje toga trenda), dok se procjenjuje da ¢e se u ostatku svijeta broj
osteoporoti¢nih prijeloma kuka povecavati po stopi od 3% na godinu, tada se 2050-te moze

oc¢ekivati vise od 21 milijun prijeloma kuka (Pecina 1 sur. 2007).

Ako gledamo epidemiloloske podatke vezane uz pojavnost osteoporoze i njezinih posljedica
ovisno o zemljopisnom poloZaju 1 rasi postoje znatne razlike. U svijetu je veca uCestalost bolesti
nadena u stanovniStvu azijskih zemalja, dok je u Australiji ucestalost manja u odnosu na
europsko 1 sjevernoamericko stanovni$tvo bijele rase. Opcenito, ucestalost osteoporoze medu
bijelim stanovniStvom Europe i SAD-a kre¢e se izmedu 10% 1 15%, dok medu Zenskim

stanovnistvom Azije (Jordan, Kina) iznosi 1 do 30% (Cvijeti¢ 1 sur. 2007).

U Hrvatskoj nije poznata pojavnost osteoporoti¢nih prijeloma i prevalencija osteoporoze, ali
provedena epidemioloska istrazivanja mogu dati uvid u opseznost ovog problema. U Hrvatskoj
je danas 27% stanovnistva u zivotnoj dobi iznad 60 godina, a preko 17% populacije je starije
od 65 godina. U odnosu na broj stanovnistva iz 2001. godine u Hrvatskoj se oc¢ekuje 200.000
bolesnika s osteoporozom i 400.000 s osteopenijom gdje 2/3 ¢ine zene 1/3 muskarci (Giljevic
2005; Pecina 1 sur. 2007). Jedno od vec¢ih epidemiloskih istraZivanja radeno na rizicnoj
populaciji Hrvatske (14.324 ispitanika) a temeljem ultrazvu¢nog (UZV) mjerenja gustoce petne
kosti pokazalo je da samo 16,8% ispitanika ima uredan nalaz, u 38,2% nadena je osteoporoza
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a u 45% osteopenija od kojih su 95,2% bile Zene, prosjecne dobi od 60 godina. U muskaraca u
dobi od 20 do 99 godina pokazano je da 16,2% muskaraca starijih od 50 godina ima osteoporozu
te da se vrsne vrijednosti kostane mase postizu u treCem desetljecu zivota (Kralik i sur. 2007).
Prema drugom istrazivanju a temeljem denzitometrijskog mjerenja na 10.308 bolesnika, u
periodu od 2002. do 2004. prosjecne dobi 60,2 godine dobili su se takoder podaci o ucestalosti
osteoporoze u Hrvatskoj. Navedeno istrazivanje pokazalo je da 31,5% bolesnika ima
osteoporozu, 45,8% osteopeniju te 22,7% uredan denzitometrijski nalaz (Giljevic 2005). Sve to
ukazuje da je prevalencija osteoporoze u Hrvatskoj sli¢na odnosno istovjetna onoj u razvijenim
zemljama. Kastelan i sur. su 2006 godine objavili ECUM istrazivanje koje je dalo prve rezultate

o ucestalosti osteoporoze u muskoj populaciji Hrvatske (Kastelan i sur. 2006).

Iako nije poznata ucestalost osteoporoti¢nih prijeloma u RH, epidemioloski podaci objavljeni
2007. godine ukazuju na ozbiljosti problema koji se moze porediti S onima iz razvijenih
zemalja. Prema tom istrazivanju u Hrvatskoj je 2005. bilo 5489 bolesnika s prijelomom kuka
od kojih su 382 (6,96%) umrla od komplikacija vezanih za prijelom, a 97,38% umrlih bolesnika

bilo je starije od 65 godina (Pecina i sur. 2007).

2.1.4. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak osteoporoze

Rizi¢ne ¢imbenike za nastanak osteoporoze i pojavnost koStanog prijeloma mozemo podijeliti
na one na koje ne mozemo znatno utjecati takozvane neizmjenjive i na one na koje mozemo
utjecati, takozvane potencijalno izmjenjive ¢imbenike. Takoder treba navesti bolesti i stanja
koja doprinose povecanom gubitku koStanoga tkiva, te lijekove vezane uz ovu patologiju, a o

¢emu Ce biti govora u poglavlju o sekundarnoj osteoporozi (Tablica 1 i 2).

U novije vrijeme, oksidacijski stres i slobodni radikali smatraju se odgovornima za procese

starenja 1 razvoj osteoporoze o cemu ¢e se opSirno govoriti u poglavlju o oksidativnom stresu.

Neizmjenjivi ¢cimbenici

U neizmjenjive ¢cimbenike na prvom mjestu treba spomenuti stariju zivotnu dob i Zenski spol.

Manjak estrogena povezan je je s brzom redukcijom u mineralnoj gusto¢i kostiju, a u muskaraca

manjak testosterona ima usporediv, no manje izrazen ucinak (Poole i sur. 2006). Manjak
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estrogena rezultira neravnotezom u koStanoj pregradnji koja vodi progresivnom gubitku

trabekularne kosti zbog povecane osteoklastogeneze.

Pojacano stvaranje funkcionalnih osteoklasta najvjerojatnije nastaje kao rezultat povecanom
izlaganju (djelovanju) osteoklastogeni¢nih proupalnih citokina kao $to su interleukin-1, TNF
koji su negativno regulirani estrogenom. Direktan ucinak estrogena na ubrzanje osteoklasticke
apoptoze pridonosi proizvodnji transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta B (TGF-p) (Sambrook 1 sur.
2006). U ovu skupinu mozemo navesti: Zene od 65 godina koje nisu na supstitucionoj terapiji
estrogenim hormonima i imaju ¢imbenike rizika za frakturu (fraktura kuka u prethodnoj
porodi¢noj generaciji (npr. majka), neaktivan nacin zivota ili produzena imobilizacija, pusenje
cigareta, unos nedovoljne koli¢ine kalcija prehranom -mala tjelesna masa), menopauza koja se
pojavila prije 45. godine Zivota a Zena nije bila na hormonskoj terapiji, produzena amenoreja

(Muratovi¢ 2016).

Etnicke skupine pokazuju razli¢itu pojavnost osteoporoze. Premda osteoporoza nastupa u ljudi

svih etnickih skupina, ljudi europskog i azijskog podrijetla imaju veéu predispoziciju za razvoj

osteoporoze (Cvijeti¢ i sur. 2007).

Nasljedni ¢imbenik takoder moze biti ¢imbenik rizika. Povijest osteoporoze u obitelji ukazuje

na veci rizik od obolijevanja; nizak BMD je nasljedan. Prema podacima najmanje trideset gena
povezano je s razvojem osteoporoze (Raisz 2005). Kéeri majki s osteoporozom imaju manju
koStanu masu od kéeri majki bez osteoporoze, medutim joS§ se ne zna da li je to posljedica

naslijeda ili zajednicke izlozenosti cimbenicima okoliSa (Aganovi¢ 1993).

Spontane frakture kao ¢imbenik rizika u osoba s nasljednim ¢imbenicima dva puta povecavaju

prijelom u usporedbi s drugima istih godina i spola (WHO Scientific Group 2003).

Potencijalno izmjenjivi ¢imbenici
Tu ubrajamo ¢imbenike na koje mozemo djelovati 1 prevenirati nastanak i razvoj bolesti.

Nepravilna prehrana i loSe zivotne navike vezane uz unos Stetnih tvari u organizam ubrajaju se
u ¢imbenike rizika na koje moZemo utjecati. Male koli¢ine alkohola ne povecavaju rizik od
osteoporoze 1 mogu ¢ak biti korisne, ali kroni¢no pijanstvo (unos alkohola ve¢i od tri promila

dnevno), posebno u mladim godinama, jako povecava rizik (Ilich 1 sur. 2000).
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Nizak unos dijetnog kalcija i/ili fosfora, magnezija, cinka, i Zeljeza ima negativan utjecaj na
kostani metabolizam. Magnezij i fosfor, primjerice, nuzni su za apsorpciju kalcija. Bakar je
bitan za izmjenu tvari u koStanom tkivu, a mangan za izmjenu tvari u hrskavici. Nedostatak
fluora i vitamina A, K, C i D mogu takoder biti ¢imbenici rizika. Pretjerano nizak pH u krvi

moze biti povezan s prehranom 1 moze biti izrazito Stetan za kost (Ilich i sur. 2000).

Smatra se da je nizak unos proteina povezan s manjom masom Kkostiju tijekom adolescencije i
nizim BMD-om u starijih (Hannan i sur. 2000). Pretjerana konzumacija proteina u prehrani pak
uzrokuje ekstrahiranje kalcija iz kostiju 1 izluCivanja urininom, S$to takoder uzrokuje

osteoporozu (Sellmeyer i sur. 2001).

PusSenje duhana inhibira aktivnost osteoblasta. Pusenje takoder uzrukuje povecanu razgradnju
egzogenog estrogena, smanjuje tjelesnu tezinu i potice raniju menopauzu, $to sve pridonosi

manjoj mineralnoj gusto¢i kostiju (WHO Scientific Group 2003).

Remodeliranje kostiju dogada se kao odgovor na fizicki stres. U starijih ljudi fizicka aktivnost
pomaze zadrzati masu kostiju. Kontrolirana fizicka aktivnost (hodanje, Setanje, vjezbanje)
moze znatno povecati kostanu masu (Kastelan 2000). Fizicka neaktivnost ljudi vodi u velik
gubitak koStane mase, a isto se moze dogoditi pri letu u svemir. Imobilizacija takoder uzrokuje
gubitak koStane mase. Gubitak koStane mase dogada se u ljudi koji su nepokretni i vezani za
kolica ili krevet. Nekada lokalizirana osteoporoza nastupa nakon duze imobilizacije slomljenog

uda u gipsu (WHO Scientific Group 2003).

Navedenim ¢imbenicima mogu se dodati prekomjerno uzivanje crne kave, puSenje cigareta
visok unos fosfata, nedovoljna izloZenost suncu (vitamin D), premala tjelesna tezina (BMI<19

kg/m?), nerotkinje (Kastelan 2000; Peéina i sur. 2007).
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Tablica 1. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak osteoporoze

Nasljedni i konstitucijski

Bolesti

- obiteljska predispozicija

- anoreksijska nervoza

- zenski spol

- hipogonadizam (manjak spolnih hormona)

- starija zivotna dob

- Sec¢erna bolest ovisna o inzulinu

- gracilna konstitucija

- gracilna konstitucija

- kasna menarha

- hiperparatireoidizam

- prerana menopauza

- Cushingov sindrom

- prethodni prijelomi

- poremecaji gastrointestinalnog sustava

Nacdin zZivota

- reumatoidni artritis

- pusenje

- kroni¢na bubrezna insuficijencija

- neaktivnost

- osteogenesis imperfekta

- nedovoljna izlozenost suncu (vitamin D)

Lijekovi

- nerotkinje

- kortikosteroidi

- premala tjelesna tezina (BMI<19 kg/m2

- antacidi

Prehrana

- antikonvulzivi

- mali unos kalcija hranom

- antikoagulansi (heparin)

- alkohol

- kemoterapija

- crna kava

- diuretici koji izazivaju kalciuriju

- prekomjerni unos bjelancevina

- fenotijazinski derivati

- diuretici koji izazivaju kalciuriju

(Preuzeto od Kastelan, 2000)

2.1.5. Podjela osteoporoze

Osteoporozu dijelimo na Primarnu koja moze biti involucijska i idiopatska. U involucijsku se

ubrajaju postmenopauzalna i senilna. U idiopatsku se ubrajaju juvenilna osteoporoza i

osteoporoza u trudno¢i. Sekundarna osteoporoza_nastaje kao posljedica jasno definiranih

uzroka (Tablica 2).
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Tablica 2: Klasifikacija osteoporoze

. PRIMARNA OSTEOPOPOROZA
1. Involucijska osteoporoza
a) postmenopauzna (tip I)
b) senilna (tip I1)
2. ldiopatska osteoporoza
a) juvenilna osteoporoza

b) osteoporoza u trudnoci

Il. SEKUNDARNA OSTEOPOROZA

ENDOKRINI UZROCI
Cushingov sindrom
Hipogonadizam
Hipertireoza
Hiperparatiroidizam
Secerna bolest
Akromegalija
Hiperprolaktinemija

Anoreksija nervoza

IJATROGENI UZROCI
Kortikosteroidi

Heparin

Kemoterapija

Tiroksin

Agonisti LH-RH

NASLJEDNE BOLESTI
Osteogenesis imperfecta
Homocistinurija
Ehlers-Danlosov sindrom
Marfanov sindrom
Riley-Dayov sindrom
Bolesti odlaganja glikogena
Anemija srpastih stanica
Talasemija

Hipofostazija

OSTALO

Alkohol

Multipli mijelom
Gastrointestinalne bolesti

Kroni¢na jetrena bolest

Kroni¢ni opstruktivni bronhitis

Reumatoidni artritis
Malnutricija

Karcinom

Sistemska mastocitoza
Hemokromatoza

Imobilizacija

(Preuzeto od Kors$i¢ 1993)
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Primarna osteoporoza

Predstavlja najc¢esci oblik osteoporoze o kojoj govorimo ako ne postoji jasno definirani osnovni
uzrok. Ona je genetski uvjetovana, nastaje kao posljedica hormonskih promjena ili starenja
(Bonura 2009).

1) Involucijska osteoporoza

Oblik je primarne osteoporoze koja se javlja u osoba starije zivotne dobi. U klini¢koj slici
razlikujemo dva tipa involucijske osteoporoze — tip 1 koji se pojavljuje iskljucivo u Zena, 15 -
20 godina nakon posljednje menstruacije, pa se joS naziva postmenopauzni; te tip 2 koji se

pojavljuje 1 u zena i muskaraca starijih od 70 godina (Korsi¢ 1993).

a) Tip I-postmenopauzalna osteoporoza, najzastupljeniji je tip, a karakterizira ga niska razina
estrogena u krvi. Zbog nedostatka estrogena dolazi do ubrzane pregradnje kosti, a ravnoteza u
metabolizmu kostiju se pomice prema osteoklastima. Resorpcija kosti je povecana, izlazak
kalcija iz kosti je ve¢i od njegova ulaska, pa je razina PTH i 1,25(OH)2D3 takoder snizena.
Razina kalcija organizma postaje negativna. U osoba s ovim oblikom osteoporoze ustanovljen
je nedostatak kalcija zbog premalog sadrzaja kalcija u hrani i premale apsorpcije kalcija iz
hrane. Visak glukokortikoidnih hormona nad androgenim hormonima pridonosi razgradnji
kosti i smanjenoj sintezi vitamina D koji je potreban za apsorpciju kalcija i sintezu kosti. Zbog
toga bolesnici s osteoporozom trebaju 20 - 30% viSe kalcija u hrani (> 500 mg na dan) nego
normalne osobe da bi odrZale normalnu ravnoteZu kalcija. Slicne metaboli¢ke promjene
zapazene su u vrlo starih osoba s normalnim kostima, pa zato neki smatraju da osobe s
osteoporozom u menopauzi imaju kostur za 25 g. stariji od stvarne kronoloske dobi
prijelomi kraljesaka koji nastaju prilikom minimalne traume ili kod naglog pokreta tijela,
podizanja teZeg tereta, iako se mogu javiti i spontano. Bolest se ¢esto pojavljuje kao nagla bol

u ledima.

b) Tip I1- Senilna osteoporoza nastaje u visokoj Zivotnoj dobi, obi¢no iznad 70. godine Zivota
a zahvaca oba spola. Karakterizirana je smanjenom aktivnosti osteoblasta, te takoder
smanjenom funkcijom bubreZznog enzima 25(OH) D1la hidroksilaze uz posljedi¢éno smanjeno
stvaranje 1,25 dihidroksi vitamina D3 (1,25(OH)2D3), §to vodi smanjenoj apsorpciji kalcija iz
crijeva i sekundarnom hiperparatireoidizmu te povecanoj razgradnji kosti (Kor$i¢ 1 sur. 2008).
Zahvacena je kortikalna 1 trabekularna kost, a prijelomi bedrene kosti karakteristi¢na su pojava

senilne osteoporoze.
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2) ldiopatska osteoporoza

Rijedak je oblik primarne osteoporoze, nepoznata uzroka koji se pretezito javlja u mladih
odraslih osoba (Rezakovi¢ 2008). Razlikujemo dva oblika idiopatske primarne osteoporoze,

juvenilna osteoporoza i osteoporoza u trudnoéi.

a) Juvenilna osteoporoza nejasne je patogeneze, javlja se kod adolescenata i mladih muskaraca
1 zena. Karakteristike bolesti su prijelomi dugih kostiju. Zbog bolnih kompresivnih prijeloma
metafiza potkoljenica hod je oprezan i spor. Bolesnici obaju spolova zaostaju u rastu, a u slu¢aju
prijeloma kraljesaka dolazi do razvoja grbe, trup je kratak. Bolest je vrlo rijetka, uzrok je mozda
privremeni zastoj u aktivnosti osteoblasta. U slucaju postojanja navedene simptomatologije
svakako treba iskljuciti uzroke sekundarne osteoporoze tipa Cushingova sindroma,

Osteogenesis inmperfecta, akutne leukemije i druge.

b) Osteoporoza u trudnodi rijetka je pojava i u ponovljenoj trudno¢i se ne mora javiti. Za vrijeme
trudnoce moze doc¢i do prijeloma kraljesaka, boli u ledima te smanjivanja visine Zene. Bol

obi¢no prolazi nekoliko mjeseci nakon porodaja, makar kost moze ostati smanjene gustoce.

Sekundarna osteoporoza

Sekundarna osteoporoza ima svoje uzroke koji mogu biti endokrine bolesti (Cushingova
bolest), kroni¢ne upalne bolesti (reumatoidni artritis), hematoloske bolesti (multipli mijelom),
a moze se javiti 1 u odredenim stanjima kao npr. kod dugotrajne imobilizacije. Uzrok joj mogu
biti neki lijekovi kao npr. glukokortikoidi, antikonvulzivi, antiepileptici, inhibitori protonske
crpke, retinoidi i dr. Patogenetski mehanizam obi¢no je dobro poznat, a klasificira se ovisno o
uzrocima na endokrine, genetske, ijatrogene 1 ostale oblike (KorSi¢ 1993; Fitzpatrick 2002)

(Tablicali 2).

2.1.6. Dijagnoza osteoporoze

Dijagnoza osteoporoze najceSce se temelji na denzitometriji Sto je prema nekim autorima
pogresno. Denzitometrija nije metoda koja ¢e nam odrediti s velikom to¢nosc¢u rizik nastanka
prijeloma. U procjeni rizika nastanka osteoporoti¢nih prijeloma denzitometrija (DXA; engl.
Dual Xray Absorptiometry) prema tim autorima ima isto znacenje kao, primjerice odredivanje

visokoga krvnog tlaka u procjeni nastanka mozdanog udara. U postavljanju dijagnoze
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osteoporoze i rizika nastanka njenih komplikacija vazno je uzeti u obzir: 1. anamnezu, 2.
klinicki pregled, 3. rendgenogram torako-lumbalne kraljesnice, 4. osnovne laboratorijske
pretrage: krvna slika, Ca, Ca u mokraci, P i alkalna fosfataza, 5. denzitometriju (Peéina i sur.

2007).

Standardna radiografija pomaze u diferencijalnoj dijagnozi gdje nalaz poput klinickog
asimptomatskog prijeloma kraljeska upozorava na rizik prijeloma ostalih kraljezaka ili ostalih
kosti na poznatim predilekcijskim mjestima. Kvantitativna kompjuterizirana tomografija (CT)
pokazuje osobito stanje spongiozne kosti i moze myjeriti stvarnu volumetrijsku gustocu kosti.
Nedostatci CT-a su zraCenje i cijena pretrage u usporedbi s DXA. Skeletalni status u
osteoporozi moze biti mjeren i kvantitativnom ultrazvuénom metodom baziranoj na atenuaciji
brzine ultrazvuénih valova pri prolasku kroz petnu kost. Ova metoda ne moze biti primijenjena
izravno u dijagnozi osteoporoze, ali moZe posluziti kao metoda probira utvrdivanja rizika
prijeloma u zena poodmakle Zivotne dobi i opéenito kao metoda probira rizicne skupine za
nastanak, odnosno postojanje osteoporoze. Najlaksi je nacdin postavljanja dijagnoze
osteoporoze, na temelju mjerenja koStane mineralne gusto¢e (BMD; engl. Bone Mineral
Density), da se definira prag za normalne vrijednosti, a to je mlada zdrava populacija. Potom se
na temelju odstupanja u obliku standardnih devijacija (SD) od te normalnih vrijednosti, napravi
klasifikacija kao $to je to ucinila Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) i modificirala
Medunarodna zaklada za osteoporozu (engl. International Osteoporosis Foundation) uz
primjenu DXA. Kada se upotrebljavaju standardne devijacije u odnosu na mladu zdravu
populaciju, to se mjerenje referira kao T-score (Pec¢ina i sur. 2007). Prema preporuci SZO, BMD
sluzi 1 za procjenu rizika nastanka osteoporoti¢nog prijeloma kao i prac¢enja ucinkovitosti
antiosteoporoti¢ke terapije. Za Zene u postmenopauzi i muSkarce starije od 50. godina
osteoporoza se definira smanjenjem prosjecne vrijednosti BMD-a vrata bedrene kosti ili
slabinske kraljeznice od 2,5 standardne devijacije (SD) ili viSe u odnosu na prosjecnu vrijednost
za mladu odraslu populaciju zdravih Zena (bijele rase) (Kanis 1 sur. 1994). Uredan nalaz je kada
BMD ne odstupa za 1 SD od normalne vrijednosti, $to se izrazava kao BMD je ve¢i ili jednak
-1 SD. Niska kostana masa ili osteopenija dijagnosticira se kad je BMD, odnosno T-score
izmedu -11i-2,5 SD, a osteoporoza je prisutna kada je T-score ispod -2,5 SD. Teska osteoporoza
je stanje kada je T-score ispod -2,5 SD uz postojanje jednog ili viSe osteoporoti¢nih prijeloma.
Postoje razlike u uspjesnosti predvidanja prijeloma s obzirom na tehniku mjerenja i mjesto
mjerenja BMD-a. Tako je najpouzdanije predvidanje za mjerenje u podruc¢ju kuka, naravno za

sam prijelom kuka (1,5 do 3,0 gradijent rizika prijeloma za svaku SD), ali i za prijelome drugih
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kostiju. Denzitometrija podrucja lumbalne kraljeSnice pouzdanija je za predvidanje prijeloma
kraljeska, ali je za predvidanje prijeloma ostalih kosti manje pouzdana od denzitometrije vrata
femura (kuka).

Ultrazvucna denzitometrija ne zaostaje mnogo za DXA u predvidanju rizika prijeloma
osteoporoticnih kostiju. U procjeni rizika nastanka osteoporoti¢nih prijeloma kosti vazni su i
biokemijski pokazatelji metabolizma kosti, tj. pokazatelji (biljezi) resorpcije i izgradnje kosti,
medu kojima je jedan od pokazatelja izgradnje kosti totalna alkalna fosfataza, a resorpcije kosti
hidroksiprolin. Uz biokemijske pokazatelje u procjeni rizika nastanka prijeloma treba uzeti i
sve navedene klinicke rizi¢ne cimbenike — od zZenskog spola, do neprikladne prehrane i pusenja.
Poznavajuéi i znajuéi metode odredivanja rizicne skupine za osteoporoti¢ne prijelome kosti,
postavlja se pitanje strategije nacina otkrivanja individua s povecanim rizikom prijeloma kosti.
Ne postoji jedinstveno stajaliste o potrebi masovnog probira (engl. screening), ve¢ prevladava
misljenje o potrebi individualnog pristupa (engl. a case finding strategy) kada se pojavi pacijent
s prijelomom ili se nade pacijent s izrazitim ¢imbenicima rizika za nastanak prijeloma. Treba
promatrati pacijenta odredene zivotne dobi i u pogledu tzv. 10-godiS$nje vjerojatnosti nastanka
osteoporoti¢nog prijeloma odredene lokalizacije. U Svedskoj je za 70-godisnje muskarce s
osteoporozom vjerojatnost nastanka prijeloma kuka u sljede¢ih 10 godina Zivota 10,59%, a za
zene 21,7%. Postavlja se i pitanje duzine medikamentoznog lijecenja i s time u vezi pitanje
isplativosti (engl. cost/effective) lijeCenja. Izracun isplativosti lije¢enja temelji se na slijede¢im
parametrima: Zivotnoj dobi, postignutom T-scoru tijekom denzitometrije i krivulje vjerojatnosti
nastanka prijeloma u sljedec¢ih 10 godina Zivota. Postoji misljenje da se dijagnoza osteoporoze
temelji na odradivanju BMD-a s pomo¢u DXA, a potreba intervencije (lijeCenja) na temelju

izraCunavanja vjerojatnosti nastanka osteoporoti¢nog prijeloma (Pecina 1 sur. 2007).

Metode mjerenja koStane mase

Postoji viSe metoda mjerenja gustoc¢e minerala u kostima (BMD) i1 koli¢ine minerala u kostima
(BMC; engl. bone mineral content), koje se podudaraju s koStanom masom, na temelju kojih
se moze s visokom sigurno$¢u procijeniti koStana masa 1 dijagnosticirati osteoporoza. Te

metode koriste razli¢ite izvore energije, primjerice x-zracenje, foto-energiju, ultrazvuk.

Dvoenergetska apsorpciometrija X-zraka (DXA; engl. dual x-ray absorptiometry) je danas
zlatni standard u dijagnostici i lije€enju osteoporoze zbog svoje preciznosti, jednostavnosti,

Siroke dostupnosti te minimalnog zracenja. DXA je metoda koja se koristi x-zrakama dvije
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jacine u vrlo maloj dozi koje se propustaju kroz kost, iza kosti senzori mjere x-zrake koje su
prosle kroz kost, a rezultat se obraduje u elektroni¢kom racunalu. Razlika energije propustenih
I apsorbiranih x-zraka omogucuje procjenu gustoce minerala kosti koja se izrazava u apsolutnim
vrijednostima u g/cm?) i kao T vrijednost [odstupanje izmjerene vrijednosti BMD-a od vr$ne
kostane mase mladih osoba izraZzeno u standardnim devijacijama (SD)] (Bonura 2009). Z—
vrijednost predstavlja odstupanje dobivene vrijednosti od oc¢ekivane u odnosu na spol, Zivotnu
dob te se izrazava u postotcima (%) i SD-u. BMD se mjeri u podrucju slabinske kraljeznice,
vrata bedrene kosti (kuk) i donje tre¢ine pal¢ane kosti. Pretraga traje 10 - 15 minuta, ne zahtijeva
nikakvu pripremu, osim odstranjenja metalnih dijelova s odjece. Izvodi se sjede¢i i drzeci

podlakticu na lezaju aparata ili leze¢i na njemu.

Kvantitativni ultrazvuk (QUZV) je metoda koja posredno mjeri kos$tanu masu i strukturu
kosti temeljem brzine i atenuacije ultrazvu¢nih valova. Kao najprikladnije mjesto za mjerenje
najcesce se koristi petna kost zbog svoje dostupnosti i velikog sadrzaja spuzvaste kosti (90%).
Ultrazvu¢no mjerenje mineralne gustoc¢e kosti dobro se podudara s rezultatima DXA, nema x-
zralenja, ali nije pogodno za pracenje uéinka lijeCenja u klinickom radu s bolesnicima zbog
velikog osciliranja rezultata, pa se viSe koristi u epidemioloskim istrazivanjima (Stewart i sur.

2000; Khaw i sur. 2004).

Biokemijski biljezi koStane pregradnje

Danas je u upotrebi niz biokemijskih biljega pregradnje kostiju, ukljucujuci biljege izgradnje i
razgradnje kostiju. Oni su enzimi ili bjelanc¢evine koji nastaju tijekom izgradnje ili razgradnje
koStanog tkiva a mjere se u serumu ili urinu.

Oni pruzaju klinicki korisne dokaze normalnih 1 patoloskih procesa, koji odrazavaju aktivnosti
kostanih stanica u skeletu.

Opcenito se dijele na:

a) enzimske biljege izgradnje (vezane uz aktivnost osteoblasta) i razgradnje kostiju (vezane uz
aktivnost osteoklasta);

b) proteine koStanog matriksa i razgradne produkte organskoga skeletnog matriksa koji se
otpustaju u cirkulaciju za vrijeme izgradnje ili razgradnje kostiju; te

c) biljege anorganskoga koStanog matriksa (kalcij 1 fosfor, koji prije svega odrazavaju

homeostazu kalcija/fosfora i koji u ovom pregledu nece biti razmatrani).
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U Tablicama 3 i 4 prikazani su biljezi kostane pregradnje koji se danas koriste, njihovo tkivno
podrijetlo, fizioloSki uzorak u kojem se mjeri njihova koncentracija/aktivnost te raspolozive

analititke metode (Tablica 3 i 4) (Cepelak i sur. 2009).

Tablica 3. Biljezi izgradnje kostiju

BILJEG TKIVNO UZORAK ZA | ANALITICKA
PODRIJETLO | ANALIZU METODA
Ukupna alkalna fosfataza Kost, jetra Serum Kolorimetrija

(ALP); specifican biljeg kod
ljudi koji nemaju bolesti jetre i

Zzuénih vodova

Kostana alkalna fosfataza Kost Serum Kolorimetrija,

(B-ALP); specifi¢ni produkt elektroforeza, IRMA,
osteoblasta EIA

Osteokalcin (OC); specifi¢ni | Kost, Serum RIA, ELISA, IRMA,
produkt osteoblasta, postoji trombociti ECLIA

vi$e reaktivnih formi u krvi,
neke mogu nastati tokom

koStane resorpcije

C-terminalni propeptid Kost,koza, Serum RIA, ELISA
prokolagena tipa | (PICP) ; | meka tkiva
produkt osteoblasta i
fibroblasta

N-terminalni Kost, koza Serum RIA, ELISA
propeptid prokolagena tipa
I (PINP); produkt osteoblasta
i fibroblasta

Kratice: IRMA, imunoradiometrijski test (engl. immunoradiometric assay); EIA, enzimski
imunotest (engl. enzyme immunoassay); RIA, radioimunotest (engl. radio immuno assay);
ELISA, enzimsko imunokemijska metoda (engl. enzyme-linked immunosorbent assay); ECLIA,
elektrokemiluminescentna  munokemijska  metoda (engl.  electrochemiluminiscence
immunoassay) (Preuzeto i prilagodeno od Cepelak i sur. 2009 )
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Tablica 4. Biljezi razgradnje kostiju

BILJEG TKIVNO UZORAK ZA | ANALITICKA
PODRIJETLO ANALIZU METODA
Hidroksiprolin (OHP); prisutan | Koza,kost, hrskavica, | Urin Kolorimetrija,
u novostvorenom i starom . HPLC
meka tkiva
kolagenu
Piridinolin (PYD); uglavhom Kost, hrskavica, tetive | Urin HPLC, ELISA
prisutan u starom kolagenu
Deoksipiridinolin (DPD); Kost Urin HPLC, ELISA
uglavnom prisutan u starom
kolagenu
Telopeptidi kolagena tipa | Sva tkiva koja sadrze | Urin, serum ELISA, RIA,
(CTX, NTX) kolagen tipa I ECLIA, ICMA
Hidroksilizin-glikozidi (Hyl- Kost,koza, meka Urin HPLC, ELISA
Glyc) tkiva, serum,
komplement
KoStani sijaloprotein (BSP); | Kost, hipertrofi¢na | Serum RIA, ELISA
izrazava aktivnost osteoklasta hrskavica
Tartarat-rezistentna kisela | Kost, krv Plazma, Kolorimetrija,
fosfataza RIA,ELISA
serum
(TR-ACP)
v-karboksi glutaminska kiselina | Kost, krv Serum, urin HPLC
(GLA)

Kratice: HPLC, Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance
liquid chromatography); ELISA, enzimsko imunokemijska metoda (engl. enzyme-linked
immunosorbent assay); RIA, radioimunotest (engl. radio immuno assay); ECLIA,
elektrokemiluminescentna  munokemijska  metoda (engl.  electrochemiluminiscence
immunoassay); ICMA, imunokemiluminometrijska metoda (engl. immunochemiluminometric
assay) (Preuzeto i prilagodeno od Cepelak i sur. 2009)
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Poznata temeljna prednost biokemijskih biljega u odnosu na mjerenje mineralnog sadrzaja kosti
i statiCku histomorfometrijsku analizu biopsije kosti jest Cinjenica da njihovom uporabom
dobivamo informaciju o statusu kostane pregradnje. Biokemijski su biljezi uz to i neinvazivna
pretraga u usporedbi sa statickom histomorfometrijskom analizom. Informacija o dinami¢kom
stanju metabolizma kostiju mogla bi ranije ukazati na neke patoloSke promjene u kostima,
odnosno na rizik nastanka nekih bolesti kostiju. Mjerenjem koncentracije/aktivnosti
biokemijskih biljega moguce je nadalje dobiti brzu informaciju o terapijskom odgovoru u
odnosu na mjerenje kostane mase. Znacajne promjene biokemijskih biljega mogu se, naime,
otkriti ve¢ nakon 1-3 mjeseca djelotvorne terapije, dok se promjena koStane mase moze
odgovarajuce procijeniti tek nakon 1. ili 2. godine. Potrebu za pronalaZzenjem specifi¢nih
biokemijskih biljega naglasava i primjena novih, vrlo u¢inkovitih lijekova, koji snazno djeluju
na metabolizam kostiju. Zajedno s mjerenjem kostane mase pokazuju se korisnima i u prognozi
bolesti. Nedvojbeno je do sada pokazano da su neki od biljega ili kombinacije biljega, navedeni
u Tablicama 3. i 4. korisni u populacijskim i epidemioloskim ispitivanjima te pracenju ucinka
antiresorpcijske terapije. Medutim, s obzirom na neprestani razvoj novih, specifi¢nijih
postupaka za njihovo mjerenje, konacna procjena njihove klinicke korisnosti u obradi bolesnika
jos je uvijek u tijeku. Preporuke su stoga i nadalje da se maksimalna paZnja posveti pitanju
trebaju 1i se i kako uopce koristiti biljezi, te standardizaciji predanalitickih i analitickih

postupaka mjerenja kostanih biljega (Cepelak i sur. 2009).

KoS$tana histomorfometrija

Za razliku od ostalih dijagnostickih metoda, histomorfometrija jedina omogucava precizno
proucavanje 1 mjerenje kosti na tkivnom 1 staniécnom nivou. Osim toga, omogucava i mjerenje
dinamike koStanog metabolizma (dinamicka histomorfometrija). U istraZivacke svrhe moZe se
provesti na prakticki svakom dijelu skeleta, no najceS¢e se provodi na trupu kraljeSka i
proksimalnom okrajku femura. U klini¢kom radu obi¢no se provodi transilijakalna biopsija. Ne
zahtijeva ekstenzivan kirurSki zahvat, a bolesnici ga obi¢no dobro podnose. Osigurava
dobivanje veée koli¢ine spongiozne kosti te obje kortikalne kosti. Uzorak kosti dobiven
biopsijom odmah se fiksira (70% etanol, apsolutni metanol ili 10% puferirani formalin). Uzorak
se po fiksaciji i dehidrataciji kroz alkohole rastu¢ih koncentracija, nedekalciniran uklapa u
plasticne monomere koji polimerizacijom postaju tvrdi poput same kosti, te na taj nacin
omogucuju njeno rezanje, umanjuju¢i moguénost pucanja i nabiranja rezova uzoraka.
Mikrotomom koji je opremljen posebnim noZem za rezanje tvrdih tkiva i kosti (tungsten
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karbidni noz, dijamantni ili stakleni nozevi) rezu se serijski rezovi debljine 5 do 20 um 1 boje
razli¢itim histoloskim metodama koje omogucuju pregled odredenih strukturalnih elemenata
kostanog tkiva. Sam postupak mjerenja odredenih histomorfometrijskih parametara vodi se
osnovnim zakonitostima stereometrijskih mjerenja i preduvjet je za to¢nost opisa rezultata
histomorfometrije. To se prvenstveno odnosi na broj odabranih vidnih polja i broj histoloskih
rezova odredenog koStanog uzorka, te njihova medusobna udaljenost koja mora biti unaprijed
utvrdena. Zatim se pristupa samom mjerenju koje se danas vec¢inom izvodi pomocu razli¢itih

racunalnih programa koji omogucuju kvantitativnu analizu mikroslike (Zorici¢ 2008).

Histomorfometrija ima dijagnosticku vrijednost kao metoda kojom se odreduje kvaliteta kosti
tj. njena unutarnja struktura za razliku od primjerice DXA, kojom se dobiva koli¢ina kosti koja
nije jedina odrednica mehanicke Cvrstoce 1 jakosti kosti. Zbog izuzetno visoke cijene,
kompliciranosti postupka, nedostupnosti te dugog vremena do dobivanja rezultata ne spada u
rutinske dijagnosticke metode i koristi se kod slu¢ajeva koji ne reagiraju dobro na primijenjenu
terapiju kao 1 u nejasnim etiologijama poremecaja kosStanog metabolizma. Najveca joj je
primjena u pretklini¢kim 1 klini¢kim istrazivanjima lijekova u terapiji osteoporoze, te drugih

poremecaja kostanog metabolizma (Kulak 1 sur. 2010).

2.1.7. Prevencija nastanka osteoporoze i njezinih posljedica

Prevencija kao skup mjera kojima spreCavamo nastanak, odnosno razvoj osteoporoze i njezinih
posljedica je ponajprije stvar primarne zdravstvene zastite 1 lijecnika op¢e medicine koji vodi
svoga pacijenta i opéenito je pitanje ucinkovite javnozdravstvene akcije u podizanju svijesti
naroda o znacenju osteoporoze i 0 moguénostima izbjegavanja ¢imbenika rizika za nastanak
osteoporoti¢nih prijeloma. Nefarmakoloske mjere usmjerene su uklanjanju ¢imbenika koji
pogoduju gubitku kosStane mase. To su pravilna prehrana i dostatan unos kalcija i vitamina D.
Kalcij smanjuje brzinu pregradnje kosti te usporava gubitak kostane mase, a vitamin D je nuzan
za apsorpciju kalcija iz probavnog sustava. Glavni izvor kalcija u hrani su mlijeko i mlije¢ni
proizvodi. Preporuceni dnevni unos elementarnog kalcija za Zenu u menopauzi je 1200 mg (US
Department of Health and Human Services, 2004), $to je puno vise od prosjecnog dnevnog
unosa za tu dob. Hrana bogata vitaminom D je prvenstveno riba (tuna, sardine, skusa, bakalar,
haringa, losos), Skampi, goveda jetra, Zumanjak jajeta, sir i mlije¢ni proizvodi, neke vrste gljiva
te kvasac.

Budu¢i da danasnja prehrana i zapadnjacki nacin zivota rezultiraju unosom nedovoljno
uravnotezenih i1 kvalitetnih nutrijenata, te da je unos ribe maksimalno smanjen, svakako se
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preporuca dodatan unos vitamina D putem prehrambenih dodataka. Od nedostatka vitamina D
posebno su ugrozene starije osobe, osobito one koje se zadrzavaju unutar zatvorenih prostorija
(nedovoljna izlozenost suncu) te osobe s neadekvatnom prehranom, malapsorpcijom i
kroni¢nim bolestima jetre i bubrega. Dnevna potrebna doza vitamina D za ososbu od 50 do 70
godina je 500 I.J. a za osobe starije od 70 godina 600 I.J. Vecina istrazivanja vezana uz prehranu
koncentrirana je na kalcij i Vitamin D, medutim brojni radovi ukazuju na povezanost izmedu
povecanog unosa voca i povréa s povecanjem koStane mase. Tu svakako treba spomenuti
flavonoide o kojima ¢e biti rijeci u slijede¢im poglavljima i na kojima se temelji ovo
istrazivanje. Oni su bioaktivni polifenolni spojevi pronadeni u mnogim biljkama koje ¢ovjek
koristi u svojoj prehrani (Tucker 1999; Dang 2005; Chen 2006; Zalloua 2006; Prynne 2006;
Rahmani i sur. 2009).

Prestanak puSenja i prekomjernog uzivanja alkohola vazne su preventivne mjere. Vrlo vazno je
voditi brigu o lijekovima koje bolesnik uzima. Vrlo oprezno treba propisivati anksiolitike,
sedative, hipnotike i diuretike jer su to lijekovi koji mogu dovesti do ortostatske hipotenzije te
povecati rizik od pada i prijeloma. Oprezno treba postupati s lijekovima koji ubrzavaju gubitak
kosStane mase kao §to su glukokortikoidi, antikonvulzivi, hormoni §titnjace te agonisti hormona
koji oslobada gonadotropine (LH-RH — agonisti).

Tjelesna aktivnost usporava ili zaustavlja gubitak koStane mase, a kontinuirana tjelesna
aktivnost, prilagodena zeljama i sposobnostima osobe korisna je preventivna mjera. Tjelesnom
aktivnoS$cu poboljSava se miSi¢na te odrZzava neuromuskularna koordinacija a smanjuje se rizik
od pada i prijeloma. Potrebno je prilagoditi i okoli$ bolesnika kako bi se izbjegli ¢imbenici koji
povecavaju rizik od pada (skliski podovi, slaba rasvjeta, stepenice) (Pecina i sur. 2007; Rahmani
i sur. 2009).

2.1.8. Farmakoloska terapija osteoporoze

Lijekovi za osteoporozu se dijele prema nacinu djelovanja u dvije skupine: antiresorptivne, tj.
lijekove koji spre¢avaju razgradnju kosti te osteoanbolike, tj. stimulatore stvaranja kosti.

U antiresorptivne lijekove ubrajaju se bisfosfonati (alendronat, etidronat, risedronat,
ibandronat i dr.) koji predstavljaju tzv. "zlatni standard" u lijeCenju osteoporoze, selektivni
modulatori estrogenskih receptora ili tzv. SERM-ovi (SERMs; engl. selective estrogen receptor
modulators) (raloksifen), hormonska nadomjesna terapija (HRT; engl. hormon replacement
therapy), kalcitonin.
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U anabolic¢ke lijekove spada rekombinirani paratiroidni hormon (PTH; engl. parathyroid
hormon) - teriparatid, fluorid i stroncijev ranelat (Rahmani i sur. 2009; Gates i sur. 2009; Body
i sur. 2010).

Bisfosfonati

To su nehormonski antiresorpcijski lijekovi, snazni inhibitori resorpcije kosti, posebice na
mjestima pojacane pregradnje. Trenutno su prvi lijek izbora u lijeCenju osteoporoze.
Primjenjuju se kroz tjedni (alendronat, risedronat), odnosno mjesecni (ibandronat) oblik, a

razvijeni su i bisfosfonati za intravensku primjenu (pamidronat, zolendronat, ibandronat).

Struktura i podjela

Prema kemijskoj gradi, bisfosfonati su analozi anorganskog pirofosfata P-O-P u kojih je jedan
atom kisika veze zamijenjen ugljikom P-C-P (Slika 5). Kao posljedica takve strukture
bisfosfonati posjeduju fizikalno-kemijska svojstva: rezistenciju na hidrolizu i djelovanje

pirofosfataze te time postojanost u stanicnom mediju (Palomo 2006; Badran 2009).

Bisfosfonat
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Slika 5. Opc¢a struktura bisfosfonata (Preuzeto od Favus 2010)

Obzirom na kemijski sastav, razlikuju se dvije glavne podskupine: aminobisfostonati i
neaminobisfosfonati (alkilbisfosfonati). Prema redoslijedu pojavljivanja na trzistu dijele se na
tri generacije. Prvu generaciju ¢ine neaminobisfosfonati, karakterizira ih kratki alkilni bocni
lanac, a najvazniji predstavnici ove skupine koji su se do danas zadrzali u klini¢koj primjeni su
etidronat 1 klodronat. Druga generacija bisfosfonata ukljucuje aminobisfosfonate koji imaju
terminalnu amino skupinu u pobo¢nom lancu. Svi bisfosfonati ove skupine nalaze se u klinickoj
primjeni, a najvazniji predstavnici su alendronat i pamidronat. Tre¢u generaciju bisfosfonata

takoder Cine aminobisfostonati, a atom duSika se nalazi u heterociklickom prstenu kao kod

34



risedronata i zoledronata, ili u pobo¢nom lancu kao kod ibandronata (Palomo 2006; Badran
2009).

Mehanizam djelovanja

Bisfosfonati utje¢u na kostanu pregradnju djelovanjem razli¢itih mehanizama. Cvrsto se vezu
za hidroksiapatit i spreavaju njegovo otapanje, inhibiraju aktivaciju osteoklasta ¢ime se
smanjuje brzina koStane resorpcije te povecavaju diferencijaciju osteoblasta. Ucinci
bisfosfonata mogu se promatrati na tri razine: molekularnoj, tkivnoj 1 stani¢noj. Na
molekularnoj razini razlikujemo dva mehanizma. Starije generacije alkilnim postrani¢nim
lancem koji ne sadrzi dusik, metaboliziraju se u citotoksi¢ne ATP-bisfosfonatne analoge i tako
modificiraju stani¢ne funkcije. Bisfosfonati koji sadrzavaju dusik inhibiraju enzime u biosintezi
mevalonata. lako potrebni za sintezu kolesterola, intermedijatori puta mevalonata, kao §to je
farnezilpirofosfat sintetaza (FPPS) i geranilgeranilpirofosfat potrebni su i za posttranslacijsku
modifikaciju GTP-vezujucih proteina koji reguliraju stani¢nu proliferaciju, prezivljavanje,
promet kroz membranu i organizaciju citoskeleta te uzrokujeu promjene na stani¢noj razini kao
Sto su smanjenje osteoklasticne aktivnosti, smanjeno oslobadanje citokina, povecanje
osteoblasti¢ne diferencijacije i njthovog broja. Kumulativni u¢inak stani¢nih promjena dovodi
do promjene na razini tkivaukljucujuéi smanjenje kostane pregradnje, smanjenje broja novih
koStanih viSestani¢nih jedinica te povecanje koStane mase jer stvaranje kosti nadilazi resorpciju

kosti (Rodan 2002).

Nacin primjene i neZeljeni ucinci

Osteoporoza se lijeci uobicajeno peroralnim uzimanjem bisfosfonata kroz duzi period u malim
dozama. Peroralno, bisfosfonati se trebaju uzimati nataste, nakon no¢nog gladovanja (barem 6
sati) 1 prije uzimanja prvog jutarnjeg obroka ili pi¢a, uz punu ¢aSu obi¢ne vode (180 do 240
mL) dok bolesnik stoji ili sjedi u uspravnom polozaju. Tablete treba progutati cijele, ne Zvakati,
sisati ili zdrobiti tabletu zbog moguceg nastanka ulceracije u ustima i zdrijelu. Nakon uzimanja
pripravka pacijent ne smije konzumirati hranu najmanje sljede¢ih 30 minuta, ni le¢i sljedecih
60 minuta. Nadomjesne pripravke (koji sadrze kalcij 1 ostale multivalentne katione kao §to su
aluminij, magnezij i zeljezo), kao i mineralnu vodu trebalo bi izbjegavati pri uzimanju jer mogu

smanijiti apsorpciju bisfosfonata (Agencija za lijekove i medicinske proizvode 2012).
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Nezeljeni ucinci pojedinog bisfosfonata ovise o brojnim ¢imbenicima kao Sto su njegov
kemijski sastav, naCin primjene, doza i vrijeme trajanje terapije. Ipak, tri su najcesce zabiljeZene
nuspojave: poremecaji probavnog sustava, nefrotoksi¢nost i reakcija akutne faze.
Gastrointestinalne tegobe (bol u abdomenu, muc¢nina, povracanje, ezofagitis, gastri¢ni ulkus,
diareja) vezane su uglavnom za oralnu primjenu. Pri prvoj primjeni, intravenski primljeni
bisfosfonati mogu izazvati Citav niz simptoma nalik gripi, kao §to su subfebrilna temperatura
(37,8 °C), leukocitoza, iscrpljenost, mialgija te koStana bol. Nadalje, brza intravenska primjena
moze djelovati nefrotoksi¢no i izazvati akutnu nekrozu tubula. Ostale moguée nuspojave su
hipokalcijemija, ocne komplikacije (konjuktivitis, uveitis, skleritis), astma, eritem, flebitis te

poremecaji srediSnjeg ziv€anog sustava (glavobolja, omaglica, parestezija, poremecaj okusa).

Kao ozbiljna i iznimno tesko ljeciva komplikacija pri primjeni ovi snaznih antiresoptivnih
lijekova javlja se osteonekroza Celjusti tzv. bisfosfonatima inducirana osteonekoza celjusti
(BRONJ; engl. Bisphosphonate Related Osteonecrosis of the Jaw (Ficcara 2005; Agencija za
lijekove i medicinske proizvode 2012).

Selektivni modulator estrogenskih receptora

Glavni predstavnik skupine je raloksifen koji se veze na estrogenske receptore i inhibira kostanu
razgradnju bez stimulacije endometrija i zljezdanog tkiva dojki. Antagonisticko djelovanje
postize vezanjem na estrogenske receptore koje modulira tako da sprjeava vezanje
regulacijskih proteina i tako aktivaciju receptora (Jensen i sur. 2003). Pozitivno djelovanje na
kostanu pregradnju postize blokiranjem aktivacije ¢imbenika rasta B3, Sto dovodi do

osteoblasti¢ne diferencijacije i apoptoze osteoklasta (Yang i sur. 1996).

Prema dosadasnjim istraZivanjima dnevno uzimanje raloksifena u dozi od 60 mg povecava
BMD te smanjuje rizik od nastanka estrogen osjetljivog pozitivnog invazivnog karcinom dojke
za 55-90% (Delmas 2008). Preporucuje se bolesnicima s velikim rizikom od nastanka
vertebralnih prijeloma koji ne toleriraju bifosfonatnu terapiju, u Zena koje imaju klinicke ili
denzitometrijske pokazatelje osteoporoze, s blagim ili bez menopauzalnog sindroma te koje ne
zele uzimati hormonsku nadomjesnu terapiju, odnosno kod kojih postoji rizik od nastanka
estrogen osjetljivog karcinoma dojke (Gates 1 sur. 2009). Kao neZeljene promjene ovoga lijeka
navode se vrucine, gréevi u nogama, artralgije, te postoji rizik od nastanka duboke venske

tromboze i pluéne embolije (Cranney i sur. 2002; MacLean i sur. 2008).
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Hormonsko nadomjesno lijeCenje

Hormonsko nadomjesno lije¢enje (HRT; engl. hormone replacement therapy) ima povoljan
u¢inak na porast mineralne gusto¢e kosti te smanjenje rizika prijeloma cak 1 kod
postmenopauzalnih Zena koje ne boluju od osteoporoze (Rozenberg i sur. 1994). HRT se u 80%
zena zapocinje u perimenopauzi, odnosno u prve tri godine postmenopauze. Indikacija je
smanjenje klimaktericnih tegoba, urogenitalne atrofije i povoljan u¢inak na porast mineralne
gustoce kosti. Dugotrajna primjena HRT ima svoje nedostatke u pove¢anom riziku od nastanka
karcinoma u estrogensko ovisnim tkivima uklju¢uju¢i dojku 1 endometrij, zatim
tromboembolijskih bolesti i cerebrovaskularnih bolesti. Ne preporucuje se kao prva linija u
lijeCenju osteoporoze i koristi se u kombinaciji s drugim farmakoloskim pripravcima (Rossouw

i sur. 2002; Gates i sur. 2009).

HRT je kontraindicirana u osoba s karcinomom dojke i endometrija, kod onih koji boluju od
cerebrovaskularnih bolesti ili tromboembolijskih bolesti, ne smije se prepisati zenama koje nisu

usle u menopauzu, a u simptomatskih Zena HRT treba provoditi krace vrijeme (Rossouw 1 sur.

2002).

Kalcitonin

Inhibitor je aktivnosti osteoklasta tako §to im mijenja citoskeletnu strukturu pri ¢emu postaju
neucinkoviti ali ne ulaze u apoptozu. Kalcitonin nije snazan antiresorptivni lijek, u¢inak mu je
znatno veci u trabekularnoj kosti, Sto znaci da ima viSe koristi kod lijecenja vertebralnih
prijeloma. Njegova primjena nije prikladna za Zene u ranoj postmenopauzi, a preporucuje se
Zenama s osteoporozom koje su u postmenopauzi duze od 5 godina. NajceS¢a nezeljena

djelovanja ovoga lijeka su rinitis i epistaksa (Chesnut i sur. 2000; Gates i sur. 2009).

Rekombinirani paratiroidni hormon (PTH; engl. parathyroid hormon)- teriparatid

Sintetski je rekombinantni hormon koji se sastoji od prve 34 aminokiseline paratiroidnog
hormona i spada u anabolicke lijekove koji poti¢u koStanu izgradnju. Anaboli¢ki u¢inak PTH
ostvaruje se putem stimulacije receptora na osteoblasti¢énim stanicama, na koje se vezu PTH i
PTH slican protein (PTHrP; engl PTH-related peptide) te se zovu PTH-PTHrP receptori.
Stimulacija ovih receptora povecava broj osteoblasta stimuliranjem stani¢ne replikacije i

inhibira osteoblasti¢nu apoptozu (Body i sur. 2010). Primjenjuje se potkoznim putem u dnevnoj
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dozi od 20 pg tijekom 24 (18) mjeseca, smanjuje rizik za prijelome prvenstveno kraljeznice
(Ann Intern Med 2008). Teriparatid se moze preporuciti i bolesnicima u kojih je izostao uc¢inak
na bisfosfonate. Prekidom primjene nastaje brzi gubitak kosti i potrebna je zastita BMD-a,
uglavnom bisfosfonatima. Teriparatid je kontraindiciran kod Pagetove bolesti,
hiperparatireodizma, bolesnika sa zlocudnim bolestima skeleta ili koStanim metastazama,
ranijih zraCenja skeleta, ve¢ postoje¢e hiperkalcemije. Ucinkovitost i sigurnost primjene
teriparatida nema dokaza za dulje od dvije godine primjene. Primjena: odobren za lije¢enje
osteoporoze s visokim rizikom za prijelom u postmenopauzalnih Zena i muskaraca, u bolesnika
s glukokortikoidima induciranom osteoporozom. Prednosti: poti¢e stvaranje nove kosti,
povecava mineralnu gustoéu i smanjuje rizik od vertebralnih prijeloma za 65% 1 nevertebralnih
prijeloma za 53% u bolesnika s osteoporozom, nakon prosje¢no 18 mjeseci lijeCenja (Neer

2001; Canalis 2007; Ann Intern Med 2008).

Stroncij ranelat

Odobren je za lije¢enje teske postmenopauzalne osteoporoze s visokim rizikom od prijeloma te
kod muskaraca s povecanim rizikom od prijeloma. Kontraindikacija za primjenu u bolesnika s
ishemijskom bolesti srca, perifernom arterijskom bolesti, cerebrovaskularnom bolesti ili
anamnezom ovih bolesti, te u bolesnika s nekontroliranom hipertenzijom (EMA 2013).
Povecava mineralnu gustocu kosti i smanjuje rizik za prijelome kraljeZznice za 41%, a smanjuje
rizik nevertebralnih prijeloma za 19% tijekom 3 godine lijjecenja (Meunier 2004; Reginster
2005). Nedostaci su mu blaga muc¢nina i proljev obi¢no u prva 3 mjeseca lijeCenja. Treba biti
pazljiv u bolesnika s povecanim rizikom od DVT, ukljucujuéi i one s pozitivnom anamnezom.
Odluka o propisivanju stroncij ranelata mora se temeljiti na pazljivoj individualnoj procjeni

ukupnog rizika svakog bolesnika.

Danasnja farmakoloska terapija osim svoje ucinkovitosti u lijecenju osteoporoze ima svoja
ogranicenja u primjeni, a dugotrajna primjena lijekova pokazala je nezeljene ucinke koji u
nekim slucajevima zahtijevaju prekid terapije. Sve to otvara moguénosti za alternativni
farmakoloski pristup koji bi u klinickoj praksi dobio uinkovit ekonomski isplativ lijek, sa
daleko manje nuspojava od trenutnih lijekova, i koji bi se mogao Kkoristiti kao samostalan ili u

kombinaciji sa ve¢ postoje¢om terapijom.
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2.2. POLIFENOLI

Polifenoli su molekule biljnog podrijetla koje nastaju kao produkti sekundarnog metabolizma
biljaka i imaju bitan u¢inak na normalne fizioloske procese u biljci. Mogu djelovati kao signalne
molekule, sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta biljaka, Stite ih od infekcija
mikroorganizmima (antibiotsko djelovanje), djeluju kao zastitni spojevi od UV zracenja,
privlace opraSivace, pridonose pigmentaciji biljaka, dok u namirnicama pridonose gorcini,
ostrini, boji, okusu, mirisu (Berend i sur. 2008). Siroko su zastupljeni u ljudskoj prehrani radi
cega postoji veliki interes za njihovo proucavanje, Sto je u posljednjem desetlje¢u dovelo do
brojnih istrazivanja vezanih uz polifenole. Danas je poznato da te tvari imaju vaznu ulogu u
fizioloskim procesima ljudskog organizma Stite¢i membrane ljudskih stanica od oSte¢enja
slobodnim radikalima, doprinose prevenciji brojnih bolesti vezanih uz oksidativni stres. Kao
najzastupljenije protuoksidansi u prehrani mozZemo ih na¢i u razli¢itim vrstama voca, posebno
se isti¢e tamno obojeno bobicasto i jagodasto voce iz porodica Ericaceae (borovnice), Rosaceae
(kupina, malina, treSnja, viSnja, jagoda) te Caprifoliaceae (bobice bazge). Nalazimo ih u
povréu, zitaricama, suhim mahunarkama, ¢okoladi i pi¢ima kao Sto su ¢aj, kava, ili vino (Yang
i sur. 2001). Osim protuoksidativnog djelovanja polifenola znanstveno su dokazana
mnogobrojna druga bioloska djelovanja, kao $to su protumikrobno, imunomodulatorno,
protualergijsko, protukancerogeno, hipoglikemijsko i druga (Yoon i sur. 2005; Biesalski 2007).
Kontinuirano se otkrivaju novi polifenolni spojevi ¢iji mnogi bioloski ucinci nisu razjasnjeni,
istrazuje se njihova zastupljenost u prehrani, bioraspolozivost, te bioloski uc¢inak na nastanak i
prevenciju razli¢itih patofizioloskih stanja 1 bolesti. Eksperimentalna istraZzivanja na
laboratorijskim Zivotinjama 1 humanim stanicnim kulturama podupiru znacajnu ulogu
polifenola u prevenciji kardiovaskularnih bolesti, razli¢itih malignoma, neurodegenerativnih
bolesti, diabetesa kao i osteoporoze (Yang i sur. 2001; Scalbert i sur. 2005). Tesko je medutim
predvidjeti tocan ucinak polifenola u prevenciji bolesti kod ljudi, jer koncentracije koje se
koriste u predklini€¢kim ispitivanjima su znatno vece u odnosu na one koje Covjek unosi
prehranom. Uc€inak fenolnih spojeva ovisi o brojnim ¢imbenicima, a polifenoli koji su
najzastupljeniji u ljudskoj prehrani nisu nuZno i najaktivniji u ljudskom tijelu. Ne apsorbiraju
se svi podjednako, opsezno se metaboliziraju putem crijevnih i jetrenih enzima kao i crijevne
mikroflore, u¢inak im ovisi o cirkuliraju¢im metabolitima, stani¢nom unosu, medustanicnom
metabolizmu, svojstvima konjugiranih metabolita te nakupljanju u pojednim tkivima. Tako se
bioraspolozivost polifenola izuzetno razlikuje medu pojedinim polifenolnim skupinama i

spojevima, a najzastupljeniji polifenolni spojevi nemoraju nuzno biti 1 najboljeg
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bioraspolozivog profila (Manach i sur. 2004). Poznavanje bioraspolozivosti pojednih
polifenola, njihovog nivoa u krvi i ciljnim organima kao i toénog mehanizma djelovanja pomo¢i

¢e primjeni dobivenih rezultata iz pretklinickih istrazivanja na ljudima (Scalbert i sur. 2005).

2.2.1. Podjela polifenola

Polifenoli su vrlo heterogena skupina spojeva, a osnovno obiljezje im je prisutnost jednog ili
viSe hidroksiliranih benzenskih prstenova (Escarpa i Gonzalez 2001). Dijele se ovisno o broju
fenolnih prstenova i elemenata koji povezuju te prstenove tj supstituenata na njima. Do danas
je poznato priblizno 8000 polifenolnih molekula, a najznacajnije skupine su: fenolne kiseline,
flavonoidi, stilbeni i lignani (Bravo 1998; Escarpa i sur. 2001; Manach i sur. 2004; Biesalski
2007) (Slika 6).
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Slika 6. Skupine, podjela i izvori polifenola (preuzeto od Parham i Verbanac 2011)

2.3. FLAVONOIDI

Flavonoidi su bioaktivni polifenolni spojevi koji se nalaze u mnogim biljkama, koncentrirani u
sjemenkama, kori voca, kori drveca, liS¢u 1 cvijecu. To su pigmenti odgovorni za obojenost
cvjetova i listova, vazni su za normalan rast, razvoj i obranu biljaka. Otkrio ih je madarski
biokemicar, nobelovac Albert Szent-Gyorgi 1930. godine i dao im je ime "vitamin P". Do sada

ih je opisano preko 5000, svakodnevno ih unosimo u organizam, vrlo su vazan dio ljudske
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prehrane a veliki broj istrazivanja temelji se na istrazivanju u¢inkovitosti flavonoida na ljudski

organizam (Reuben 1998; Kazazi¢ 2004; Tapas i sur. 2008).

2.3.1. Kemijska struktura i podjela flavonoida

Osnovnu kemijsku gradu flavonoida ¢ine tri aromatska prstena (A, B i C) s hidroksilnim

skupinama (OH) na koje se mogu vezati druge molekule (Slika 7).

Slika 7. Kemijska struktura flavonoida

(Preuzeto sa stranice: http://www.friedli.com/herbs/phytochem/flavonoids.html)

Razli¢iti €lanovi porodice flavonoida prepoznaju se po varijacijama u prstenu C, vrsti

supstituenta i polozaju prstena B (Sobocanec 2006).

Sest najvaznijih podskupina flavonoida su:

1.

Flavonoli
Flavoni
Flavanoni
Antocijanini
Izoflavoni

Flavanoli (katehini i proantocijanidini) (Manach i sur. 2004) (Slika 8).

41


http://www.friedli.com/herbs/phytochem/flavonoids.html

Flavonol Flavon
-
D\/@ i
CH
O
Flavanon Antocijanidin
0
@(\l\c ﬂ\/l@
0 (j,;\
OH
Izoflavon Flavanol

Slika 8. Osnovne strukture najvaznijih podskupina flavonoida

(Preuzeto sa stranice: http://hrcak.srce.hr/257)

Flavonoli i Flavoni

Glavni predstavnici ove dvije vrste flavonoida su kvercetin i kemferol. Prisutni su u
cvjetovima gdje tvore simetri¢ne uzorke pruga, tocaka ili koncentri¢nih krugova. Takoder su
prisutni u listovima i stabljikama svih zelenih biljaka. Oni stite biljke od UV-B zracenja tako

Sto apsorbiraju u UV-B podrudju spektra, a propustaju fotosintetski aktivne valne duljine.
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Flavonoli su najceS¢e prisutni flavonoidi u hrani iako ih nalazimo u relativnho niskim
koncentracijama (15 - 30 mg kg?). Vazniji jestivi izvori su luk (i do 1,2 mg kg), poriluk,
brokula i borovnice. Crno vino i ¢aj sadrze i do 45 mg flavonola/L. Flavoni su manje zastupljeni

u vocu i povréu od flavonola, a vazniji izvori u prehrani su persin i celer (Pevalek 1 sur. 2003).

Flavanoni

Uglavnom su prisutni u agrumuma, a pronadeni su i u raj¢ici i nekim mirisnim biljkama kao
Sto je metvica. Glavni predstavnici su naringenin u grozdu, hesperidin u naranci i eriodiktiol

u limunu (Manach i sur. 2004).

Antocijanini

U ljudskoj prehrani najzastupljeniji su u vocu, a pronadeni su u crnom vinu, nekim vrstama
zitarica 1 povréu (patlidzan, kupus, grah, luk, rotkvica). Odgovorni su za vecinu crvene,
ruzicaste i plave boje u cvjetovima i plodovima, te pomazu primamljivanju Zzivotinja za
oprasivanje i rasprostranjivanje sjemenki. Na boju antocijanina utjeu brojni ¢imbenici,
ukljucujuéi broj hidroksilnih i metoksilnih skupina u prstenu B antocijanidina, prisutnost
kelatnih metala (Fe i Al), prisutnost flavona i flavonskih kopigmenata, te pH vrijednost vakuole

u kojoj su pohranjeni (Pevalek i sur. 2003; Manach i sur. 2004).

Izoflavoni

Najpoznatiji oblici izoflavona su genistein i daidzein. Izvori u ljudskoj ishrani su mahunarke,
soja i njeni produkti. To su flavonoidi koji imaju strukturne sli¢nosti s estrogenima i sposobnost
vezanja za estrogenske receptore, medutim neki mogu imati protuestrogeni uc¢inak koji uzrokuje
neplodnost sisavaca. Opisana je njihova insekticidna aktivnost, te sposobnost ogranicavanja

Sirenje bakterijskih i gljivi¢nih patogena (Pevalek i sur. 2003).

Flavanoli

Mogu biti u obliku monomera tzv. katehini. Dimeri, oligomeri i polimeri katehina nazivaju se

proantocijanidini. Flavanole nalazimo u mnogim vrstama voca (najbogatiji izvor su marelice;
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250 mg kg™), prisutni su u crnom vinu (300 mg L), a dosad najbogatiji izvori u ljudskoj

prehrani su zeleni ¢aj i cokolada.

Tablica 5. Izvori hrane koji sadrze tvari navedene podskupine flavonoida

Flavonoidna podgrupa  Reprezentativni flavonoidi

Glavni izvori hrane

‘ S ] . luk, tresnje, jabuke, brokula, kelj,

flavonoli kempferol, miricetin, kvercetin, rutin o ) o _
rajéica, bobicasto voce, ¢aj, crveno vino

flavoni apigenin, Krizin, luteolin perSin, timijan
izoflavoni daidzein, genistein, glicitein, formononetin  soja, povrce
flavanoli katchin, galokatehin jabuke, ¢aj
flavanoni eriodiktiol, hesperidin, naringenin narance, grejp
flavanonoli taksifolin linmun, gorka naranca

(Preuzeto od Ren i sur. 2003).
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Tablica 6. Koli¢inski prikaz prisutnosti odredenog flavonoida u miligramu po 100 grama ili

100 mL odredene namirnice iz prehrane

Flavonoidi Hrana (sadrzaj flavonoida u mg/100 g ili 100 ml)
flavanoni:
- naringenin crveno vino (0,05), grejp (1,56), meksi¢ki origano (372), badem (0,02)
- hesperidin koncentrirani sok grejpa (1,55), koncentrirani sok limuna (24,99), koncentrirani sok
naranée (51,68), susena metvica (480,65)
flavoni:
- luteolin ekstradjevicansko maslinovo ulje (0,36), svjezi timijan (39,50), crne masline (3,43),
glave artioka (42,10)
- apigenin ekstradjevicansko maslinovo ulje (1,17), talijanski origano (3.50), suSeni mazuran
(4,40)
flavonoli:
- kempferol crveno vino (0,23), sok maline (0,04), crni ¢€aj (0,13), kapari (104,29), kim (38,60)
- kvercetin crveno vino (0,83), heljdino cjelozrnato brasno (0.11), tamna ¢okolada (25), cna bazga

(42), sok narance (1,06), meksicki origano (42), svjezi crveni luk (1.29), badem (0,02)

flavan-3-oli:
- katehin obiéno pivo (0,11), crveno vino (6,81), jeémeno ¢jelozrnato brasno (1,23), kakao u
prahu (107,75), crno grozde (5,46), jagode (6,36), sljive (3,60), pistacije (3,50)
- epikatehin crveno vino (3,78), tamna ¢okolada (70,36). kupine (11.48), europska brusnica (4,20),
marelice (4,19), zeleni &aj (pice) (7.93)

antocijanini:
- petunidin 3-O-glukozid crveno vino (1,40), borovnice (6,09), crno grozde (2.76), crni grah (0,80)
- malvidin 3-O-glukozid  crveno vino (9,97), bijelo vino (0,04), crno grozde (39,23), maline (0,62)

(Preuzeto od Irina i sur. 2012).

2.3.2. Farmakokinetika polifenola i flavonoida kao polifenolnih spojeva

Metabolizam i apsorpcija razlikuju se medu skupinama flavonoida, a takoder je poznato da je
koncentracija polifenola u krvi znatno niza unato¢ njithovom visokom unosu putem prehrane.
Mali dio polifenola izlucuje se iz organizma nepromijenjen §to znaci da se vecina unesenih
polifenola metabolizira u organizmu, a upravo metaboliti nose veéinu bioloske aktivnosti, a ne
ishodisne molekule. Stoga se sve vece znacenje pridaje istraZzivanju metaboli¢kih procesa
polifenola u organizmu, kao i bioloskih znacajki nastalih metabolita. Ve¢ina podataka vezana
uz ovu temu dobivena je iz istrazivanja provedenih na zivotinjama, dok podataka za ljude ima

vrlo malo. Sve podvrste flavonoida podlijezu intenzivnom metabolizmu u tankom crijevu
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(jejunum i ileum), a njihovi metaboliti portalnom venom dolaze u jetru gdje se dalje
metaboliziraju. Metabolizam i apsorpcija polifenola u debelom crijevu uglavnom je ovisna o
bakterijskoj mikroflori. Metabolizam polifenola odvija se i u drugim razli¢itim tipovima

stanica, a sudbina velikog djela metabolita jest njihovo izlu¢ivanje putem bubrega (Slika 9).

flavonoidiiz
neuroni

hrane
— glija stanice
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Slika 9. Prikaz nastajanja flavonoidnih metabolita i konjugata u ¢ovjeka (Preuzeto i prilagodeno

od Spencer 2003)

Na samom pocetku probavnog sustava u usnoj Supljini dolazi do hidrolize flavonoidnih
glikozida s glukoznim Secernim jedinicama poput kvercetin 4’-glukozida i genistein-7-
glukozida (Walle i sur. 2005). Nakon usne Supljine uneseni polifenoli dospijevaju do zeluca
gdje se pri niskom pH odvija cijepanje oligomernih proantocijanidina u monomerne jedinice i

dogada se slaba apsorpcija jednostavnih fenolnih kiselina.

Metabolizam polifenola u tankome crijevu ukljuuje kemijske reakcije konjugacije
glukuronidaciju, sulfataciju i metilaciju. Ovi metabolicki procesi takoder se odvijaju i u jetri
(Slika 9) (Manach 1 sur. 2004). Vecina flavonoida, izuzev flavanola, u hrani se nalaze u obliku
glikozida, a flavonoidi najéesée podlijezu reakciji glukuronidacije koja ovisi o strukturi
molekule, a u odnosu na ostale reakcije konjugacije predstavlja dominantan metabolicki put u

jetri i u crijevima (Zhang i sur. 2007).

Glukuronidaciju kataliziraju enzimi UGT (UDP-glukuronozil transferaze), a pretpostavlja se da
najvazniju ulogu imaju UGT1A9 i UGT1AS, koji su prisutni u crijevima i jetri (Chen i sur.
2008). Tip Secerne jedinice znatno utjece na apsorpciju pojedinih flavonoida u tankom crijevu.

Tako se kvercetin-3-O--glukozid mnogo bolje apsorbira od pripadajuceg aglikona (flavonoid
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bez Secerne skupine). lako su polifenolni glukozidi opcéenito preniske lipofilnosti da bi mogli
pasivno difundirati kroz bioloSke membrane poput aglikona, dva su mehanizma koja

objasnjavaju bolju apsorpciju kvercetin-3-O--glukozida u odnosu na aglikon kvercetin.

U prvi je uklju¢en membranski transporter SGLT-1 (0 natriju ovisan glukozni transporter).
Njime se glukozidi transportiraju u lumen enterocita gdje su potom supstrati za citosolnu -
glukozidazu (CBG) Siroke specifi¢nosti. U drugi mehanizam ukljucena je laktaza—florizin
hidrolaza (LPH) smjeStena na membrani enterocita s aktivnim mjestom okrenutim prema
lumenu crijeva. Svojom aktivnos¢u otpusta aglikone koji potom mogu pasivno difundirati

preko membrane (Slika 10) (Scalbert i sur. 2002; Spencer 2003; Németh i sur. 2003 ).
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Slika 10. Model apsorpcije flavonoidnih glikozida (Preuzeto i prilagodeno od Németh i sur.
2003).

Na biolosku aktivnost flavonoida konjugacija utjeCe razli¢ito. Manach 1 sur. su pokazali da
sulfatni esteri i glukuronidi djelomice zadrzavaju antioksidacijsko djelovanje te i dalje odgadaju
in vitro oksidaciju niskomolekularnih lipoproteina. Medutim, istrazivanja Zhanga i sur. su
pokazala da glukuronidacija flavonoida smanjuje njihove bioloSke ucinke. Glukuronidi

daidzeina i genisteina imaju 10 odnosno 40 puta niZi afinitet prema estrogenim receptorima u
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usporedbi s pripadaju¢im aglikonima (Scalbert 1 sur. 2002). Metilacija moze utjecati na
smanjenje toksi¢nosti flavonoida i opcenito polifenola. Naime, veéina polifenola sadrzi
kateholne grupe koje in vivo mogu biti oksidirane u toksi¢ne kinone. Sli¢ni kinoni nastali iz
endogenih estrogena i kateholamina, dovode do nastajanja superoksidnih radikala kroz reakciju

s nukleofilnim molekulama u stanicama (Scalbert i sur. 2002).

Strukturni parametri poput esterifikacije i molekulske mase imaju veliki utjecaj na crijevnu
apsorpciju polifenola. Pove¢anjem molekulske mase, smanjuje se mogucénost apsorpcije u
tankom crijevu. Iz tog razloga visokomolekularni proantocijanidini (kondenzirani tanini,

spojevi gradeni od podjedinica flavanola) gotovo uopc¢e nisu apsorbirani u tankom crijevu.

Nakon reakcija konjugacije metaboliti polifenola jednim djelom budu apsorbirani u plazmu, te
se zatim izluCuju putem bubrega u urin, dok velik broj unesenih polifenola (80 - 90%) dospijeva
u debelo crijevo (Scalbert i sur. 2002; Spencer 2003). To su polifenoli koji se nisu apsorbirali
u tankom crijevu i oni koji su apsorbirani i metabolizirani (u jetri ili tankom crijevu), te

transportirani do debelog crijeva tzv enterohepatickom cirkulacijom.

Debelo crijevo sadrzi bogatu mikrofloru (102 mikroorganizama/cm®) koja ima veliku
kataliticku 1 hidroliticku sposobnost, a najces¢e reakcije kojima su polifenoli izlozeni su
hidroliza, dehidroksilacija, demetilacija, cijepanje prstena i brza dekonjugacija, $to dovodi do
razgradnje polifenola i nastajanja velikog broja novih metabolita razli¢ite bioloske aktivnosti i

apsorptivne sposobnosti (Scalbert i sur. 2002; Spencer 2003; Manach i sur. 2004).

Farmakokinetika i bioloska aktivnost polifenola, pa tako i flavonoida ne ovisi samo o njihovom
unosu, nego 1 o bioraspolozivosti 1 bioloSkoj aktivnosti nastalih metabolita. Opéenito metaboliti
polifenola vrlo brzo budu eliminirani iz plazme, S§to govori o potrebi za njithovom
svakodnevnom konzumacijom putem prehrambenih proizvoda. Flavanoni i lzoflavoni su

flavonoidi sa najboljim profilom bioraspoloZivosti.

BioraspoloZivost ujedinjuje nekoliko varijabli, kao §to su crijevna apsorpcija, izlu€ivanje
glukuronida prema crijevnom lumenu, crijevna mikroflora, crijevni i jetreni metabolizam,
prirodi cirkuliraju¢ih metabolita, sposobnosti za vezanje za albumine plazme, staniénom unosu,
unutar stani¢cnom metabolizmu, akumulaciji u tkivima, izlu€¢ivanju putem bilijarnog sustava ili
bubrega. Bolja saznanja o bioraspoloZivosti polifenola su klju¢na u istrazivanju pozitivnih

ucinaka polifenola na zdravlje (Manach i sur. 2004).
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2.3.3. Bioloska aktivnost flavonoida

Postojanje velikog broja flavonoidnih spojeva, njihove razli¢ite bioraspolozivosti, sadrzaja i
kombinacija u pripravcima KoriStenim u dosada$njim in vitro, animalnim i klini¢kim
istrazivanjima otezava precizno poznavanje ucinaka pojedinih flavonoida. Istrazivanja su
pokazala da prehrana bogata flavonoidima smanjuje ukupni kolesterol, LDL- lipoproteine i
trigliceride u plazmi, pojavnost kardiovaskularnih bolesti, te nastanak osteoporoze (Middleton
i sur. 2000; Dang i sur. 2005; Ricketts 2006).

Protuoksidativni u¢inak flavonoida

Protuoksidansi su tvari koje Stite stanice od ostecenja prouzrocenih reaktivnim radikalima
kisika (ROS; engl. reactive oxygen species) i dusika (RNS; engl. reactive nitrogen species)

(vidi poglavlje 2.4).

Zastitna uloga flavonoida u bioloskim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja
(“hvatanja”) elektrona slobodnog radikala pri ¢emu se prekida lancana reakcija slobodnog
radikala, kelatnog vezanja iona prijelaznih kovina (Fe?*, Cu?*, Zn?* i Mg?*) i inhibiciji enzima
koji su ukljuceni u nastanak reaktivnih radikala kisika i dusika, aktiviranja protuoksidacijskih

enzima (Kazazi¢ 2004).
Znacajke flavonoida vazne za sposobnost “hvatanja slobodnih radikala” (Kazazi¢ 2004):
» o-dihidroksilna (kateholna ) struktura u B-prstenu koja daje stabilnost radikalu i
omogucuje delokalizaciju elektrona;
» 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto skupinom, §to omogucuje delokalizaciju
elektrona iz B-prstena;
> hidroksilne skupine na polozaju 3- i 5- koje osiguravaju vodikovu vezu s keto-

skupinom (Slika 11).
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Slika 11. Strukturne skupine vazne za hvatanje slobodnih radikala (preuzeto od Kazazi¢ 2004)

Kvercetin je pokazao do sada najjaci protuoksidativni u¢inak, koji se pripisuje sposobnoscu
inhibicije lipo-oksigenaze i ciklo-oksigenaze (Ban i sur. 1989; Mirzoeva 1997; Cotelle 2001;
Heim 1 sur. 2002; Prior 2003). Pokazano je da flavonoidi veZzu i inhibiraju razli¢ite enzime:
hidrolaze, transferaze, hidroksilaze, oksidoreduktaze i kinaze (Heim i sur. 2002; Prior 2003;
Galati i O'Brien 2004). Mnogi od ovih enzimskih sustava su redoks-aktivni, a neke od bioloskih
aktivnosti mogu biti ovisne o redoks-aktivnosti flavonoida. U¢inak nekih flavonoida u redoks-
ciklusu i proizvodnji toksi¢nih radikala kisika doprinosi njithovom citotoksi¢énom ucinku koji je

utvrden na stanicama ljudskih tumora u uvjetima in vivo i in vitro (Middleton i sur. 2000).

Antioksidativni u¢inak kvercetina pojacava se u nazo¢nosti askorbata (vitamin C). To pojacanje
pripisuje se sposobnosti askorbata da reducira oksidirani kvercetin, a kvercetina da inhibira
fotooksidaciju askorbata. Nadalje, utvrdeni su korisni u¢inci kvercetina kao sakupljaca radikala
i/ili inhibitora lipidne peroksidacije u kombinaciji s vitaminom E i askorbinskom kiselinom
(Stavri¢ 1994). Kafeinska kiselina djeluje antioksidativno skupljanjem slobodnih radikala, ¢cime
moze zastiti linoleinsku kiselinu 1 lipoprotein male gusto¢e (LDL) od oksidacije (Lim 1 sur.
2003). Poznato je da biodostupnost koja se znatno razlikuje izmedu pojedinih flavonoida ima
utjecaj na protuoksidacijsku zastitu organizma. Sveukupno moze se re¢i da protuoksidacijska
aktivnost polifenola in vitro nije jednaka protuoksidacijskoj aktivnosti in vivo (Manach i sur.
2004).
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Imunomodulacijski uc¢inak flavonoida

Brojne su prijetnje kojima se organizam mora oduprijeti da bi prezivio: gubitak individualnosti
spajanjem s nekim drugim organizmom; ulazak S$tetnih tvari; najezda parazita, posebno
mikroorganizama; opasnost od vlastitih stanica promijenjenih po smjestaju u tkivu ili po
socijalnom ponasanju (npr. tumori). Imunomodulacija prirodnim ili sintetiziranim tvarima
namece se kao alternativa u prevenciji i lijeCenju zaraznih bolesti i tumora. Brojna istrazivanja
pokazuju korisne imunomodulatorne ucinke flavonoida koje koristimo u prehrani povezane sa

protutumorstkim djelovanjem i utjecajem na autoimune bolesti.

Istrazivanja provedena s propolisom dokazuju protutumorsku aktivnost naringenina i
kvercetina koji intraperitonealnom primjenom u dozi od 100 mg kg™ tri dana uzastopno prije
inokulacije tumorskih stanica, u kombinaciji s kemoterapeutikom irinotekanom usporavaju rast
Ehrlichovog ascitesnog tumora (EAT) te produljuju zivotni vijek miSeva sa EAT. Utvrdeno je
da wucinkovitost propolisa 1 flavonoida primijenjenih zasebno ili u kombinaciji s
kemoterapeutikom irinotekanom pojacava aktivnost efektornih stanica imunoloskog sustava
kao 1 hematopoezu zivotinja nositelja tumora. Takoder se moze zakljuciti da propolis i njegovi
flavonoidi smanjuju toksicnost irinotekana na normalne stanice (jetra, bubreg i krv) (OrSoli¢ i

sur. 2003, 2007).

Jedan od mehanizama zaustavljanja tumorskoga rasta koji se moze pripisati flavonoidima jest
sprijeCavanje angiogeneze, tj. nastanka mreZze novih krvnih Zila Sto dovodi do smanjenja
veli¢ine tumora i metastaze (Rose i sur. 2000; Oak i sur. 2005; Bergman Jungestrom 1 sur.
2007). Takoder, flavonoidi mogu odgoditi ili u potpunosti sprijeciti razvoj stanica karcinoma
in vitro i in vivo zastitom od kancerogenih spojeva, inhibicijom proliferacije tumorskih stanica,
pokretanjem procesa stanicne smrti te pokretanjem apoptoze preko unutarnjih ili vanjskih
signalnih puteva. Murakami i sur. (2008) su dokazali da kvercetin ulazi u reakcije sa odredenim
receptorima koji su bitni u nastanku i razvoju tumorskih stanica te da na taj nac¢in moze biti

ucinkovit u prevenciji karcinoma.

Kvercetin 1 miricetin sprecavanjem otpustanja dusi¢nog oksida (NO) u makrofagima miseva
pokazuju imunomodulacijsku i protuproliferativnu aktivnost, takoder je pokazana znacajna
uloga kvercetina te kvercetina u kombinaciji sa interferonom- (IFN-B) u modulaciji
imunoloskog odgovora mononuklearnih stanica iz periferne krvi u pacijenata s multiplom
sklerozom (Sternberg i sur. 2008; Carli i sur. 2009). Pokazano je kako kvercetin i reservatrol

poticu funkciju monocita i makrofaga povecavaju¢i frekvenciju i indeks fagocitoze u
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vremenskom razmaku od 48 sati (Berteli i sur. 1999). Schwartz i sur. (1982) su u in vitro
uvjetima dokazali da kvercetin moze sprijeciti stvaranje i efektorsku funkciju citotoksi¢nih T
limfocita (CTL). U nekoliko novijih istrazivanja dokazan je jak imunomodulacijaki i

protutumorski uéinak proantocijanidina (Zhang i sur. 2005; Zhao i sur. 2007; Liu i sur. 2010).

Pokazano je kako potkozno primijenjene injekcije fitoestrogena genisteina u
ovariektomiziranih miSeva dovode do 80%-0g smanjenja mase timusa. Utvrdeno je smanjenje
postotka CD4+ CD8- timocita te dvostruko povecéanje broja CD4+ CD8+ timocita, na osnovu
cega je zakljuceno da genistein dovodi do ranijeg sazrijevanja timocita (Yellay i sur. 2002)
Dokazan je imunomodulatorni u¢inak kempferola na omjer Th1 i Th2 citokina (Okamoto i sur.
2002), te njegov potencijal u lijecenju stanicno posredovane imunoloske bolesti, kao Sto je

odbacivanje organa ili presatka (GVHD; engl. graft versus host dissease).

Uc¢inak flavonoida na kost i osteoporozu

Prema dosada$njim istrazivanjima moze se re¢i da polifenoli u koje se ubrajaju flavonoidi, i
prehrana bogata polifenolima imaju zastitni utjecaj na nastanak i razvoj osteoporoze. Poznato
je kako je nedostatak estrogena povezan sa razvojem osteoporoze. Godine 1941. Albright je u
svom istrazivanju prvi naglasio znac¢aj estrogena uz detaljan klini¢ki opis osteoporoze u zene
nakon operacijskog odstranjenja jajnika. Veci broj radova pocinje se objavljivati krajem 70-ih
godina proSlog stoljeca, nakon S$to je postalo moguce izravno myjeriti gusto¢u kosti. O
flavonoidima kao fitoestrogenima koji imaju pozitivan ucinak na koStani sustav biti ¢e vise
rijeci u slijede¢em poglavlju, ali sveukupno istrazivanja provedena na Zivotinjama potvrduju
rezultate in vitro istrazivanja koja govore u prilog pozitivnom uc¢inku flavonoida na pregradnju
kosti te usporavanju gubitka kostane mase kod akutnog smanjenja razine serumskog estrogena.
Konzumacija soje, koja je glavni izvor kalcija u Japanu, povezana je s viSom razinom mineralne
gustoce kostiju kod japanskih Zena, te je utvrdeno da pojavnost osteoporoze u Japanki koje u
prehrani uzimaju mnogo soje iznosi tek tre¢inu pojavnosti za Zene koje se hrane zapadnjackim
nac¢inom. Ovi ucinci konzumacije soje na zdravlje kostiju se mogu objasniti sadrzajem
izoflavona koje sadrzi hrana od soje (Cooper i sur. 1992). S druge strane istrazivanja koja su
proveli Dalais i sur. (1998) i Gallagher i sur. (2000) nisu pokazali promjene u BMD u osoba
koje su se hranile hranom bogatom sojom u usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom koja

je dobivala placebo.
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Istrazivanja pokazuju kako male doze flavonoida, ili nemaju pozitivni uc¢inak, ili da je kod
uzimanja malih doza preparata potreban dulji vremenski period da dode do pozitivnog ucinka.
Istrazivanje je provedeno na ispitanicama koje su u jednoj skupini Sest mjeseci svakodnevno
unosile 90 mg izoflavonoida, dok su u drugoj skupini u istom periodu dnevno uzimale 45 mg
istog preparata. Kod prve skupine pronadeno je znacajno povecanje BMD mjerenog u
lumbalnoj regiji, dok kod druge skupine navedenog pozitivnog ucinka nije bilo ( Potter i sur.
1998). Dvogodisnje istrazivanje provedeno je na 108 Zena u menopauzi. Ispitanice koje su
svakodnevno konzumirale 500 mL sojinog mlijeka uz dodatak 85 mg izoflavonoida imale su,
u usporedbi sa ispitanicama koje su konzumirale sojino mlijeko s manje od 1 mg izoflavonoida,
bolji nalaz BMD na lumbalnoj regiji. Neovisno o dozi izoflavonoida, promjene BMD na
bedrenoj kosti bile su minimalne. U prve skupine ispitanica BMD lumbalne regije bio je 1,1%
visi, dok je u drugoj skupini zabiljeZeno smanjenje BMD za 4,2%, Sto odgovara prosjecnom
smanjenju u prve dvije godine nakon menopauze, ukoliko se ne zapo¢ne s nekim oblikom
terapije. Denzitometrija u¢injena nakon godinu dana trajanja istrazivanja nije pokazala nikakve
znacajnije promjene BMD, §to ukazuje na Cinjenicu da je za dobru procjenu ucinka flavonoida
na kost potrebno provoditi tzv. “long-term” istrazivanja (Lydeking - Olsen i sur. 2002).
Izoflavoni imaju slabo estrogensko djelovanje i mehanizmi odgovorni za zaStitne ucinke
izoflavona su slabo razjasnjeni. Strukturno srodni izoflavoni mogu zastititi kosti razli¢itim
mehanizmima i s razli¢itim u¢inkom. Dodatak prehrani s genisteinom, daidzeinom ili njihovim
glikozidima tijekom nekoliko tjedana sprjecava gubitak minerale gustoce kostiju i volumen
trabekularne kosti uzrokovane uklanjanjem jajnika (Scalbert i sur. 2005). Pokazano je kako
lijeCenje ipriflavonom, derivatom izoflavona (7 — izoproksiizoflavon) u razdoblju od jedne
godine (3 x 200 mg dnevno) smanjilo bolove 1 povecalo pokretljivost u 73% pacijenata s
osteoporozom. Ipriflavon je povecao gustocu distalne metafize i teZio povecanju gustoce
dijafize u Stakora s osteoporozom izazvanom glukokortikoidima. Pokusi ukazuju da ipriflavon
inhibira resorpciju kosti in vitro i in vivo. Mehanizam inhibicije je nejasan; dijelom se temelji
na direktnoj inhibiciji aktivnosti osteoklasta, modulacijom slobodnog unutarstani¢nog kalcija
ipriflavonom (Di Carlo i sur. 1999). Od ostalih flavonoida, potrebno je spomenuti rutin,
glikozid kvercetina. Dodan prehrani smanjuje ekskreciju deoksipiridinolina, pokazatelja
razgradnje Kosti, a povecava izluCivanje osteokalcina, pokazatelja aktivnosti osteoblasta. Rutin
je efikasniji nego izoflavoni u obnavljanju mineralne gustoc¢e kostiju. Nadalje, katehini iz Caja

mogli bi suzbijati Stetne ucinke kofeina iz ¢aja na metabolizam kostiju (Scalbert i sur. 2005).
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Ucinak flavonoida na druge organske sustave

Do sada objavljena istrazivanja iznose dokaze o pozitivnom ucinku flavonoida na razne
organske sustave. Velik dio pripisuje se njihovom fitoestrogenskom djelovanju. Istrazivanja
provedena na zenama u premenopauzi pokazala su kako prehrana bogata fitoestrogenima
produljuje trajanje menstrualnog ciklusa a posebno njegove folikularne faze te se smanjuje
ocekivani porast folikul-stimuliraju¢eg hormona (FSH) i luteiniziraju¢eg hormona (LH)
sredinom ciklusa. Takav u¢inak nije zamijecen kod prehrane bez izoflavonoida (Cassidy i sur.
1994). Epidemioloski podaci te empirijska zapazanja ukazuju na ¢injenicu da, nakon nastupa
menopauze, hormonska nadomjesna terapija (HRT; engl. hormon replacement therapy)
smanjuje rizik od bolesti srca i krvozilnog sustava, usporava nastanak osteoporoze, poboljSava
kognitivne funkcije te smanjuje simptome koji nastaju kao izravna posljedica akutnog
smanjenje razine estrogena, medutim zbog straha od moguéeg povecanja rizika od nastanka

karcinoma dojke neprestano se traze alternativni izvori egzogenog estrogena (Col i sur. 1997).

Manjak estrogena u menopauzi ometa rad centara za termoregulaciju u mozgu, rezultat je
iznenadni osjecaj topline tzv. «valung» (engl. hot flash). Pojavnost «valunga» varira od 70-80%

u europskih zena do 57% u Maleziji te 18% u Kini (Sturdee 1997) .

Snizena razina estrogena u postmenopauzi u uskoj je vezi s pove¢anom razinom kolesterola,
Sto posljedi¢no povecava rizik od nastanka bolesti srca 1 krvozilnog sustava. Brojna istrazivanja
provedena su sa sojom kao izvorom fitoestrogena. Pozitivan u€inak prehrane bogate sojom na
serumske lipide i koncentraciju lipoproteina dokazan je na rezus majmunima (Anthony i sur.
1996), te na ovariektomiziranim $takorima (Arjmandi i sur. 1997). Meta — analiza od 38
klinickih istrazivanja (Anderson i sur. 1995.) pokazala je da je prosje€no smanjenje razine
serumskog kolesterola nakon prehrane bogate soja proteinom 9,3%, dok je serumska razina
lipopoteina niske gusto¢e (LDL; engl. low density lipoprotein) prosje¢no smanjena za 12,9%.
Ucinak na lipoproteine visoke gusto¢e (HDL; engl. high density lipoprotein) bio je neznatan,
zabiljezeno je tek blaze povecanje koncentracije. ProsjeCan dnevni unos soja proteina bio je 47
grama, a ucinak na smanjenje razine kolesterola bio je izrazeniji u ispitanika kod kojih je
pocetna razina kolesterola bila visa. Prosjecno 9,6% smanjenja ukupnog serumskog kolesterola
zabiljezeno je u zdravih Zena u premenopauzi s normalnim pocetnim vrijednostima kolesterola

koje su tijekom 30 dana uzimale 60 g soja proteina dnevno (Cassidy i sur. 1994 i 1995).

Provedeno je istrazivanje na 156 ispitanika sa umjereno poveéanom vrijednoséu ukupnog

kolesterola i LDL koji su slu¢ajnim odabirom u pi¢u dobivali 25 g soja proteina dnevno, uz
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dodatak izoflavonoida u dozi 0 — 58 mg dnevno. Samo u ispitanika koji su u pi¢u dobivali
izoflavonoide doslo je do snizavanja serumske koncentracije kolesterola i LDL. U periodu od
9 tjedana prosje¢no smanjenje bilo je oko 10%. Najbolji uc¢inak postignut je u ispitanika s
najvisim pocetnim vrijednostima kolesterola i LDL a izmedu primijenjene doze izoflavonoida
1 smanjenja vrijednosti kolesterola i LDL utvrdena je linearna ovisnost. Hipokolesterolemijski
ucinak potpuno bi se gubio kada bi izoflavonoidi alkoholnom ekstrakcijom bili odvojeni od
soja proteina §to navodi na zakljucak da su bioloski aktivne sastavnice soja proteina upravo

izoflavonoidi (Crouse i sur. 1998).

Flavonoidi pokazuju pozitivan uéinak u zastiti od ateroskleroze kao izravne posljedice
hiperkolesterolemije i dislipidemije. Pokazano je da su flavonoidi i antocijanidini nuzni za
odrzavanje normalne krvoZzilne propusnosti (permeabilnosti). Prva istrazivanja koja opisuju
ovakva svojstva flavonoida zabiljezena su 1936. izolacijom tvari iz soka limuna (citrin) koja je
normalizirala kapilarnu rezistenciju u pacijenata s odredenim bolestima ukljuc¢ujuéi nisku
krvozilnu rezistenciju (DiCarlo i sur. 1999). Honore i sur. (1997) su kod rezus majmuna sa
aterosklerozom dokazali da izoflavonoidi mogu pojacati Sirenje krvnih Zila te tako posljedi¢no
poboljsati krvni protok. Mehanizam ovog djelovanja na endotel krvnih Zila jo§ uvijek je
nepoznat. EpidemioloSka istrazivanja vezana uz karcinom prostate pokazuju da je unos
fitoestrogena hranom veci u zemljama gdje je rizik od nastanka karcinoma prostate nizi. Analiza
seruma te prostaticnog sekreta u azijskih muskaraca koji u usporedbi s Europljanima imaju nizi
rizik od nastanka karcinoma prostate, pokazala je visu koncentraciju izoflavonoida, ekvola i
daidzeina. Na temelju navedenog moze se zakljuciti o pozitivnom ucinku fitoestrogena na

smanjenje rizika od nastanka karcinoma prostate (Morton i sur. 1997).

Poznata je povezanost oksidativnog stresa, stvaranja slobodnih radikala i upale karakterizirane
pojacanim otpustanjem citokina sa oSteCenjem DNA koje za posljedicu moZe imati autonomno
ponasanje stanica tj. pojavu karcinoma. IstraZivanja pokazuju smanjenje upalnog procesa i
rizika nastanka karcinoma kao rezultat protuupalnog i protuoksidativnog uéinka flavonoida
(Orsoli¢ i sur. 2007, 2008).

Flavonoidi izolirani iz biljke Silybum marianum koristili su se stolje¢ima u narodnoj medicini
u lijecenju bolesti jetre. Aktivne tvari iz ovog iscrpka nalaze se u mjeSavini zvanoj silimarin;
silimarin ima pozitivan ucinak na intaktne stanice jetre ili stanice koje nisu jo$ ireverzibilno
ostecene, kao 1 regenerativni kapacitet nakon djelomi¢ne hepatektomije u pokusnih Zivotinjskih
modela. Druga istraZivanja su provedena na sjemenu nigerijske biljke Garcinia kola i dokazan
je snazni protuhepatotoksi¢ni ucinak kolavirona i biflavnoida te biljke u miSevima koji su bili

55



zarazeni faloidinom. Flavonoidi izolirani iz biljke Baccaris trimera $tite miSeve od oStecenja
jetre i pokazalo se da je hispidulin najaktivniji flavonoid u toj biljci i da $titi miSeve zaraZene
faloidinom (stopa prezivljavanja 80%), dok su drugi flavonoidi (kvercetin, luteolin, neperin i

apigenin) bili manje aktivni ili ¢ak neaktivni (Di Carlo i sur. 1999).

Flavonoidi ko¢e enzime poput ciklicke AMP fosfodiesteraze i ATP-aze ovisne o kalciju koji
pojacavaju otpusStanje histamina iz mastocita 1 bazofila. Tako flavonoidi ostvaruju
protualergijska svojstva. Kelin, flavonoid izoliran iz plodova egipatske biljke Ammi visnhaga,
koristio se u lijeCenju astme i1 drugih poremecaja. Trenutno se rijetko upotrebljava zbog
nuspojava poput mucnine i povracanja (Di Carlo i sur. 1999). Flavoni dodani u otopinu
askorbinske kiseline bitno su smanjuju izdvajanje histamina iz bijelih krvnih stanica u osoba

koje pate od alergije (Reuben 1998).

Fitoestrogeni ucinak flavonoida

Kemijski slicni endogenom estrogenu (17-8 stradiolu) su fitoestrogeni, heterogena skupina
bioloski aktivnih spojeva kojoj pripadaju razlicite skupine flavonoida. Ova strukturalna sli¢nost
omogucava im vezanje za estrogenske receptore (ER), te posljedicno izazivanje razlicitih
estrogenskih 1 protuestrogenskih uc¢inaka. Endogeni estrogeni imaju znac¢ajnu ulogu ne samo u
djelovanju osovine hipotalamus-hipofiza-gonadne Zlijeze (spolne Zlijezde), nego izrazavaju
svoje djelovanje i na druge sustave kao §to su kostani sustav, sredi$nji Zivéani sustav (SZS), te

imaju vaznu ulogu lipidnom metabolizmu (Milner 2006).

Ucinak flavonoida ovisi o koli¢ini endogenog estrogena u organizmu, s obzirom da se

izoflavonoidi i estradiol natjecu za vezanje na ER.

ER pripadaju velikoj grupi steroidno/tiroidne familije unutarstani¢nih receptora. Postoje dvije
forme ER (Era 1 Erf) s razli¢itom ekspresijom u razli¢itim tkivima. ERa posreduje u
estrogenskom ucinku na maternicu, hipotalamus/hipofizu, kostani sustav, dok ERp ¢ini se da
posreduje estrogenskim u€incima u jajnicima, sréano-zilnom sustavu i mozgu. Osim djelovanja
posredovanog ER, izoflavonoidi djeluju na metabolizam steroidnih hormona te utjecu na
mnogobrojne signalne puteve. Uc¢inak izoflavonoida na fizioloske procese je slozen i vezan za
mnogobrojne ¢imbenike od kojih mnogi jo§ nisu otkriveni (Barnes i sur. 2000; Gasparevic¢-
Ivanek 2003; Harris 2007; PilSakova i sur. 2010). Estrogena aktivnost fitoestrogena prvi puta
je opisana 1926. godine (Murkies i sur. 1998).
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Danas je poznato viSe od stotinu fitoestrogenskih molekula koje se dijele prema njihovoj
kemijskoj strukturi (broju fenolnih prstenova i supstitienata) na: izoflavonoide ili izoflavone (
genistein, daidzein, biokanin A, formonetin), lignane, kumestane i stilbene (Pil$akova i sur.
2010). U prirodi su zastupljeni u mnogobrojnim biljnim vrstama uglavnom u korijenju i

sjemenu (Klejdus i sur. 2005).

Istrazivanja su uglavnom usmjerena prema izoflavonima i lignanima koji su prisutni u ljudskom
organizmu. BioraspoloZzivost izoflavona ovisi o biljnoj vrsti u kojoj ih nalazimo, stupnju prerade
biljke, te metabolizmu unutar organizma posto glavnu aktivnost postizu upravo metaboliti, a ne
izvorni spojevi. Veéi stupanj prerade biljke povezan je s manjim sadrzajem izoflavonoida.
Pokazalo se da druga generaciju sojinih proizvoda koja je bogata izoflavonoidima (npr. tofu),
sadrzi samo 6 - 20% od ukupnog iznosa izoflavonoida u odnosu na nepreradenu soju (Duncan
i sur. 2003). U biljnoj vrsti izoflavoni se nalaze kao glukokonjugati koji su bioloski neaktivni,
te najprije podlijezu hidrolizi i postaju aglikoni. Kao aglikoni izoflavoni i lignani imaju tri
moguca puta: izluCuju se iz crijeva, apsorbiraju se ili podlijezu daljnjem metabolizmu.
Proizvodi metabolizma lignana i izoflavona mogu biti izlu€eni ili apsorbirani. Ako se
apsorbiraju, tada se u jetri spajaju s glukoronskom kiselinom ili sulfatom i izlu¢uju u urinu ili
zuci. Crijevne bakterije proizvode B-glukoronidaze, enzime koji mogu rastaviti metabolite
fitoestrogena tijekom njihovog prolaza kroz crijevo i tako omogucuju njihovu ponovnu
cirkulaciju kroz tijelo. Fitoestrogeni se istrazuju kao moguca alternativa u lijecenju i prevenciji
mnogih bolesti koje nastaju kao posljedica estrogenskog manjka. Dosada$nja istrazivanja
fitoestrogena mogu se podijeliti na in vitro istrazivanja na koStanim stanicama, in Vivo
istrazivanja na zivotinjskim modelima, klini¢ka istrazivanja te epidemioloska istrazivanja kao
1 istrazivanja dijetetskih navika. Epidemioloski podaci podupiru zastitni ucinak prehrane s
visokim udjelom fitoestrogena i smanjene pojavnosti o estrogenu ovisnih malignoma (dojka,
crijevo, prostata) (Keinan-Boker i sur. 2004). U stanjima estrogenskog manjka (menopauza,
ovarijektomija i dr.) estrogenska aktivnost izoflavonoida moze postati o€ita (Kuiper i sur. 1998;
Lephart i sur. 2005). Epidemioloska istrazivanja te animalna i klinicka istrazivanja in vitro i in
Vvivo podupiru misljenje da fitoestrogeni pored ostalih u¢inaka mogu prevenirati gubitak kostane
mase povezane sa menopauzom (Coxam 2008). Epidemioloski podatci i istrazivanja dijetetskih
navika pokazuju manju ucestalost osteporoze u Zena koje zZive u Japanu i u prehrani koriste
mnogo soje, u odnosu na Zene koje se hrane zapadnjackim nacinom (Cooper i sur. 1992). U

zrnima soje 1 sojinim proizvodima pronadeni su fitoestrogeni genisteinom i daidzeinom kojima
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je potvrdeno da potiskuju aktivnost osteoklasta tako $to induciraju apoptozu i aktiviraju protein

tirozin fosfatazu (Setchel i sur. 2003).

Poznata je pojava koju nazivamo Francuski paradoks, a ozna¢ava smanjenu ucestalost bolesti
srca i krvnih zila medu francuskom populacijom usprkos uzivanju u hrani i picu. Prvi su tu
pojavu opisali britanski znanstvenici prije viSe od 40 godina, a svoja su opazanja temeljili na
sluzbenim nacionalnim statistickim podatcima. Zakljucak je da je medu Francuzima
paradoksalno to Sto uzivaju u masnim sirevima koji su veoma bogati zasi¢enim mastima, a
nemaju ocekivano visoku stopu src¢anih bolesnika. Jedno od objasnjenja je uzivanje u crnom
vinu bogatom zaStitnim materijama poput polifenola koji koce oksidaciju LDL-kolesterola,

prekidajuéi prvi korak u stvaranju aterogeneze (Kazazi¢ 2004).

Vecina in vivo istrazivanja uéinka fitoestrogena, uglavnom genisteina i daidzeina iz soje,
provedena je na glodavcima koji su u vecini slu¢ajeva bili ovariektomizirani, dok su neka
istrazivanja provedena i na primatima i svinjama. Istrazivanja na Stakorima hranjenim sojom u
usporedbi s kontrolnom skupinom pokazuju veéu mineralnu gustou kosti kod Stakora
hranjenih sojom. Istrazivanja provedena na ovariektomiziranim majmunima i svinjama nisu
pokazale pozitivan ucinak na kost §to se objasnjava razli¢itim odgovorom pojedinih vrsta na

djelovanje izoflavonoida (Jayo i sur. 1996; De Vilde i sur. 2001).

Bioloski ucinci koji ukljuc¢uju nekoliko fizioloskih sustava (pored ostalog i kostani sustav), kao
1 jasni mehanizmi djelovanja fitoestrogena nisu do kraja u potpunosti razjas$njeni. Hipoteze
brojnih istraZivanja govore o inhibiciji koStane razgradnje supresijom osteoklasti¢ne
diferencijacije 1 njthovog sazrijevanja, pove¢anju protuoksidativnog kapaciteta i/ili smanjenjem
oStecenja nastalog oksidativnim stresom, te u¢inku posredovanom primarno aktivacijom ERa

(Hertrampf i sur. 2007; Shen i sur. 2008; Zhang i sur. 2010).

Prema dosadas$njim analizama o ucinku izoflavonoidnih fitoestrogena temeljenim na malom
broju relevantnih istrazivanja 1 razli¢itosti metodoloSkog pristupa, moze se dati samo sugestija
za uzimanje izoflavonoida koji imaju koristan u¢inak na kostani sustav, jer jo$ uvijek ne postoje
jasne terapijske smjernice o njihovoj primjeni u preventivne ili kurativne svrhe kod

osteoporoze.
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2.3.4. Krizin

Krizin (5, 7-dihidroksiflavon) je prirodni flavonoid ekstrahiran iz razli¢itih biljaka koji spada u
skupnu flavona (Slika 12). Komercijalno se dobiva iz biljne vrste Passiflora caerulea. MoZzemo

ga pronaci kao bioloski aktivnu komponentu u medu i propolisu (Pichichero i sur. 2011).

Slika 12. Strukturna formula krizina (preuzeto od Josipovi¢ Orsoli¢, 2008)

Bioraspolizivost ovisi o0 njegovu metabolizmu koji se uglavnom odvija u probavnom sustavu,

a u plazmi ga se nade svega 0,003—0,02% od unesene koli¢ine (Walle i sur. 2001).

Molekularni mehanizmi djelovanja krizina nisu u potpunosti jasni. Proucava se uloga krizina u
kancerogenezi jer je pokazano kako posjeduje protuoksidativna i potuupalna svojstva, te moze

izazvati stani¢nu smrt (Pichichero i sur. 2011; Khan i sur. 2011).

Prema in vitro istrazivanjima radenim na kulturama stanica ljudskog karcinoma, krizin preko
indukcije pojacane ekspresije TNF-srodnog apoptoza-inducirajuc¢eg liganda (TRAIL; engl.
tumor necrosis factor apoptosis-inducing ligand), te poti¢u¢i kaspaze—ovisni put i aktivaciju
kaspaze 8 pojacava apoptozu stanice. U in vivo istrazivanjima pokazan imunosupresivni uc¢inak
krizina i zaStitni u¢inak prema jetrenim stanicama (Li i sur. 2011; Khan i sur. 2011; Lv i sur.
2011). Krizin usporava aktivnost aromataze, enzima vaznog u metabolizmu spolnih hormona i
tako sprjecava pretvorbu testosterona u druge hormone kao $to je estrogen i1 dihidrotestosteron
(DHT) koji izazivaju celavost ili povecanje prostate (Berg-Divald 2009), dokazano je
djelovanje krizina na krvne zile u smislu vazodilatacije $to je djelomi¢no ovisno o putu
NO/cGMP (Villar i sur. 2004), a preko GABA receptora pokazuje sedirajuci uc¢inak (Zanoli i
sur. 2000).
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2.3.5. Proantocijanidini

Spadaju u flavanolnu podskupinu flavonoida. Monomerni oblik flavanola naziva se katehin.
Proantocijanidini su polimeri katehinskih i/ili epikatehinskih monomernih prekursora (Xie i sur.
2003) (Slika 13 i 14).

OH OH

HO 0

(+)-katehin (-)-epikatehin

Slika 13. Prekursori proantocijanidina (ketehin i epikatehin) (preuzeto i prilagodeno od

Ramalho i sur. 2014)

R = 3,4 5-trihidroksibenzoil

Slika 14. Primjer oligomernog proantocijanidina iz korijena biljke Polygonum coriarum
(preuzeto i prilagodeno od Ferreira i sur. 2000)

Kao glavni prirodni izvori proantocijanidina se navode crno grozde, brusnica, crno vino i

aronija (Wu i sur. 2004). Bioraspolozivost i apsorpcija ovisi o crijevnoj mikroflori. Istrazivanja
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su pokazala protuoksidativni, protuupalni 1 protuproliferativni u¢inak ovih spojeva, te se u tom
smjeru proucava njihova zastitna uloga vezana uz srce i krvozilni sustav. Proantocijanidini
pokazuju protutrombotska svojstava preko kocenja aktivacije trombocita kao i trombocitno-
ovisnog upalnog odgovora $to predstavlja jedan od znacajnijih ¢imbenika u sprijeCavanju
nastanka infarkta miokrada i ishemicke srcane bolesti (Rein 1 sur. 2000; Vitseva i sur. 2005).
Pokazano je kako proantocijanidini djeluju na lipidnu homeostazu odnosno imaju
hipolipidemic¢ni u¢inak (Bladé i sur. 2010). U in vivo istrazivanju dokazan je pad upalnih biljega
kao §to su C reaktivni protein (CRP), IL-6 i TNF-a te povecanje proizvodnje protuupalnog
citokina kao S$to je adiponektin kod Stakora koji su bili na hiperlipemi¢noj dijeti 1 ispoljavali
umjereni upalni odgovor (Terra i sur. 2009), takoder dokazano je djelovanje na krvne Zzile u
smislu vazodilatacije, koje je ovisno o dozi, a posredovano aktivacijom endogene sintaze
dusi¢nog oksida (eNOS; engl endogenous nitric oxide synthase) i uklju¢uje NO/cGMP puteve
(DalBo i sur. 2008).

2.3.6. Naringenin

Naringenin (5, 7, 4 -trihidroksiflavanone) je flavonoid iz skupine flavanona, a kemijska mu je
formula C1sH120s (Bugianesi 2002) (Slika 15).

OH
HO O o O
OH O

Slika 15. Struktura naringenina (Preuzeto od chemBlink 2010)

Naringenin je poznat kao flavanon citrusnog voc¢a a nalazi se u kori raj¢ice te se moze dobiti iz
kuhanog pirea raj€ica u zadovoljavaju¢im koli¢inama (Bugianesi 2002). Dominantan je u
grejpu te se najvece koncentracije naringenina u prehrani mogu naci upravo U sSoku od grejpa.
Gorak okus grejpa dolazi od naringenina. Mnogo naringena u prehrani dobivamo i u soku od

naranca (Erlund 1 sur. 2001).

U hrani se uglavnom nalazi u obliku glikozida, poput naringenin-7-ramnoglukozida (poznatog
kao naringin) ili naringenin-7- glukozida. Apsorpcija se vrsi u tankom i debelom crijevu i
najcesce je potrebna hidroliza kao i kod veéine flavonoida. Svega 15% naringenina uzetog

oralno apsorbira se u gastrointestinalnom sustavu ¢ovjeka tako da je njegova iskoristenost iz
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hrane mala (Hou i sur. 2000). Smatra se da naringenin svojim protuoksidativnim djelovanjem i
djelovanjem na estrogenske receptore ima pozeljne ucinke u borbi protiv karcinoma (dojka,
crijevo, maternica) (Gamet-Payrastre i sur. 1999; Keinan-Boker i sur. 2004; Harmon i sur.
2004; Milner 2006; Moon i sur. 2006; Galluzzo 2008). Naringenin pojacava signalne puteve
posredovane ERP koji su vazni u apoptozi karcinomskih stanica, te ostecuje signalne puteve
posredovane ERa vazne za proliferaciju stani¢ne linije karcinoma ovisnih o estrogenu (Totta i
sur. 2004; Virgili i sur. 2004). Protuoksidativno djelovanje ovih spojeva karakterizirano je
povecanjem razine protuoksidanasa kao Sto su superoksid dismutaza (SOD) 1 katalaza (CAT)
te smanjenje razine proizvoda lipidne peroksidacije (Mi-Kyung i sur. 2002). Naringenin
reducira oksidativno oSteCenje DNA in vitro. Istrazivanja ukazuju da naringenin moze
stimulirati popravak DNA i u stanicama karcinoma. Smatra se da bi naringenin mogao sprijeciti

mutagene promijene u stanicama karcinoma prostate (Gao i sur. 2006).

Naringenin smanjuje plazmatske i jetrene koncentracije kolesterola (Lee i1 sur. 1999), moze
koristiti u sprijecavanju debljanja i obolijevanja od dijabetesa tipa 2, te pomo¢i u sprje¢avanju
nastanka bolesti srca i krvozilnog sustava. Naringenin smanjuje porast razine triglicerida i
kolesterola u diajabetesu te sprijeava razvoj rezistencije na inzulin u miseva hranjenih masnom
hranom. Potice jetru na sagorjevanje viSaka masti umjesto pohrane, sprjecavajuci pretilost
miseva (Huff i sur. 2009). Razmatra se njegova korist u sprjecavanju nastanka Alzheimerove

bolesti (Heo i sur. 2004).
2.3.7. lIkarin

Ikarin (8-isoamileneflavonol) je flavonoid koji spada u skupinu flavonola, a kemijska mu je
formula C33H40015 (Slika 16) (Ma i sur. 2011).

Slika 16. Strukturna formula ikarina (Preuzeto od Ma i sur. 2011)
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Ikarin se dobiva iz biljne vrste Epimedii Herba Ciji je glavni aktivni sastojak. IstraZivanja
pokazuju pozeljne ucinke ikarina u borbi protiv karcinoma preko inhibicije stani¢ne
proliferacije u kulturi stanica humanog karcinom dojke kao i jetrenog karcinoma. Pokazan je i
inhibitorni uc¢inak u kulturi stanica humane promijelocitne leukemije. Ikarin pokazuje
protuupalna, protubakterijska i protuvirusna svojstava od kojih su i neka pokazana i u klini¢kim

istrazivanjima (Sze i sur. 2010; Ma i sur. 2011).

Znacajan je u€inak ikarina na koStani sustav. In vitro istraZivanja pokazuju sposobnost ikarina
da stimulira osteoblasticnu proliferaciju 1 diferencijaciju povecanjem proizvodnje kostanog
morfogenetskog proteina (BMP; engl. bone morphogenetic protein) 2 i 4, B-katenina i ciklina
D1 (Zhang i sur 2010). Takoder ikarin u odredenim koncentracijama djeluje i na funkciju
osteoklasta inhibiraju¢i kostanu razgradnju kao i smanjenje broja resorpcijskih lakuna (Ma i
sur. 2011). Matabolit ikarina-ikarozid smanjuje ekspresiju gena te posljedi¢no aktivnost
matriksmetaloproteinaze 9, tartrat-rezistentene acidofosfataze), aktivatora receptora NF-§
(RANK) i katepsina K (Choi i sur. 2010). Sve to ukazuje na njegovu mogucu uporabu u
lijecenju bolesti kod kojih dolazi do kostanog gubitka.

2.3.8. Kvercetin

Kvercetin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon) pripada flavonolskoj skupini flavonoida te je jedan
od najzastupljenijih i do sada najistraZivanijih flavonoida (Slika 17). Kvercetin je aglikon (nema
vezane molekule Secera), a javlja se 1 u glikozilirajuéem obliku kao rutin (5,7,3',4'-OH,3-

rutinoza).

Slika 17. Kemijska struktura kvercetina (Preuzeto sa stranice:

http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---Q/Quercetin.htm)
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U brojnim istrazivanjima kvercetin se pokazao kao najaktivniji bioflavonoid, a brojne ljekovite
biljke svoju aktivnost duguju upravo kvercetinu. Nalazimo ga u vocu, povrcu, propolisu,
¢ajevcu, crnom vinu, a u velikim koli¢inama se nalazi u svjezem crvenom luku (200-600 mg

kvercetina/kg luka) (Boots i sur. 2008).

Prosjecan dnevni unos flavonoida u zapadnjackoj ishrani iznosi oko 23 mg, od ¢ega kvercetin
¢ini 60 - 75% (Wong i sur. 2008). U biljkama se kvercetin uglavnom nalazi u obliku rutina koji
mora biti hidroliziran uz pomo¢ crijevne flore da bi se mogao apsorbirati u tankom crijevu, a
istrazivanja provedena na dobrovoljcima s ileostomom pokazala su da njegova apsorpcija cak
nadilazi apsorpciju aglikonskog oblika kvercetina (52% glikozilirani a 24% aglikonski)
(Hollman i sur. 1995). Takoder i druga istrazivanja radena na zdravim dobrovoljcima pokazala
su da je apsorpcija kvercetina znacajano pojacana njegovom konjugacijom sa Se¢ernom grupom
Sto sve rezultira viSom plazmatskom koncentracijom i pove¢anom bioraspolozivosti (Erlund i
sur. 2000). Moguce objasnjenje ove povecane apsorpcije je olakSana apsorpcija glikozida
deglikozilacijom ili transportom pomocu ,nosaca“. Deglikozilacija kvercetina ukljucuje B-
glukozidaze koje su sposobne osloboditi aglikon za pasivnu difuziju. Nakon apsorpcije,
kvercetin se metabolizira u raznim organima, ukljucujuci tanko i debelo crijevo, jetru i bubrege
(Boots i sur. 2008). U normalnim okolnostima, u ljudi, koncentracija kvercetina u plazmi je u
niskom nanomolarnom rasponu, no prilikom unosa kvercetina u dozi od 1 g dnevno tijekom
cetiri tjedna moze se povecati od visokog nanomolarnog do niskog mikromolarnog raspona
(Conquer i sur. 1998). Raspodjela kvercetina i njegovih metabolita u tkivima Stakora i svinja je
najveca u plu¢ima (Stakori) te u jetri 1 bubrezima (svinje). Kod Stakora, najniza koncentracija
kvercetina pronadena je u mozgu, masnom tkivu i slezeni, a kod svinja u mozgu, srcu i slezeni
(Woude van der 2006). Pluc¢a svinja nisu analizirana. Poluzivot kvercetinskih metabolita je
visok, tj. 11 do 28 sati. To znaci da se ponavljanim unosom kvercetina moze posti¢i znacajna
razina u plazmi (Boots i sur. 2008). Jedno od izuzetnih svojstava kvercetina jest bioakumulacija
u organizmu zbog relativno dugog poluvijeka eliminacije iz organizma (oko 24 sata). Najveca
koncentracija u krvi javlja se dva sata nakon konzumiranja. U normalnoj i ispravnoj ljudskoj
prehrani sadrZaj kvercetina najcesce se kre¢e od 15 do 500 mg dnevno, $to ima izuzetno dobro
preventivno znaéenje za zdravlje ljudi, a ograni¢enja prilikom konzumacije putem hrane ne
postoje (Saban 2005).

Dokazana su brojna pozitivna djelovanja kvercetina, protuoksidativno, protuupalno,
protukoagulativno, protubakterijsko, protuaterogeno i protuproliferativno. Od svih flavonoida,

kvercetin je najbolji ,,¢ista¢ reaktivnih spojeva kisika (ROS), ukljucuju¢i O27°, i reaktivnih
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dusikovih spojeva (RNS) kao primjerice NO i ONOO". Ova protuoksidativna sposobnost
pripisuje se prisustvu hidroksilne skupine na poziciji 3-flavonola te dvije hidroksilne skupine
na fenilnom prstenu (Boots i sur. 2008). Protuoksidativni u¢inak kvercetina se pojacava u
nazoc¢nosti askorbata (vitamin C). To pojacanje se pripisuje sposobnosti askorbata da reducira

oksidirani kvercetin, a kvercetina da inhibira fotooksidaciju askorbata.

Kako su reaktivni kisikovi spojevi uklju¢eni u razvoj upalnih procesa, uglavnom putem
aktivacije faktora transkripcije i induciranja proizvodnje citokinina, tako kvercetinu mozemo
pripisati jaka protuupalna svojstva. Ko¢i stvaranje citokina potaknuto lipopolisaharidima (LPS)
(TNF-a u makrofazima, IL-8 u stanicama pluc¢a), biosintezu metabolita arahidonske kiseline
(leukotriena LT4 i prostaglandina PG2) i aktivnost proupalnih enzima ciklooksigenaza i
lipoksigenaza (Read 1995; Manjeet i sur. 1999; Geraets i sur. 2007; Boots i sur. 2008).
Protualergijska aktivnost kvercetina posredovana je kocenjem oslobadanja alergijskog
posrednika imunoglobulina E (IgE), kao i ko¢enjem stvaranja i oslobadanja peptido-leukotriena
u plu¢ima (vazno kod astme) putem smanjenja enzima AE5-lipoksigenaze, uz ve¢ navedeno

djelovanje na metabolite arahidonske kiseline (Saban 2005).

Provedena in vivo istrazivanja na zdravim volonterima nisu pokazala povoljne ucinke na
zdravlje Sto se ti¢e ¢imbenika rizika za koronarne bolesti. Ovaj nedostatak moze se objasniti
¢injenicom da je istrazivanje izvrSeno u zdravih volontera koji su pokazali relativno niske razine
oksidativnog stresa i stoga im nije bila potrebna dodatna antioksidacijska obrana (Boots i sur.
2008).

Istrazivanje provedeno na osobama s hipertenzijom, pokazalo je znacajno smanjenje
sistolickog, dijastolickog 1 glavnog arterijskog tlaka. Kod osoba s prehipertenzijom nisu
primijecene nikakve razlike u krvnom tlaku nakon unosa kvercetina. Stoga se smatra da se
povoljni u€inci kvercetina na zdravlje mogu najviSe ocekivati kada su bazalne razine oSte¢enja

povisene (Boots i sur. 2008).

Pokazan je pozitivan uc¢inak kvercetina u istrazivanju provedenom na ljudima koji boluju od

kroni¢ne upalne pluéne bolesti sarkoidoze (Boots 1 sur. 2008).

Kvercetin moze biti 1 protuoksidans i prooksidans, ovisno o koncentraciji 1 o izvoru slobodnih
radikala u stanici (Lee i sur. 2003). Prilikom oksidacije kvercetina nastaju otrovni spojevi
kinoni. Toksi¢nost kinona prikazana je u mnogim in Vitro istrazivanjima $t0 Se naziva
,kvercetinski paradoks® (Boots 1 sur. 2007). Dokazan je mutageni ucinak kvercetina u

bakterijskim sustavima, dok isti nije izraZen u stanicama sisavaca. Pretpostavka je da kvercetin
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daje mutageni odgovor u stanicama sisavaca uzrokuju¢i kromosomska oste¢enja. Kinoni zbog
svog elektrofilnog karaktera mogu formirati kovalentne veze sa stani¢nim makromolekulama,
ukljucuju¢i DNA, RNA i proteine. Tako mogu ometati stani¢ne procese (Gaspar i sur. 1994;
Woude van der 2006; Boots i sur. 2008). Dokazani su brojni pozitivni uéinci kvercetina, dok
mehanizami genetickog oSte¢anja kvercetinom nisu do kraja poznati i potrebna su jo$ brojna

predklinicka i klinicka istrazivanja da bi se mogla dati jasna preporuka o uzimanju kvercetina.

2.4. SLOBODNI RADIKALI | OKSIDATIVNI STRES

2.4.1. Slobodni radikali i reaktivni spojevi

Redoks reakcije (oksidoredukcija ili redukcijsko-oksidacijske reakcije) ubrajaju se medu
najvaznije i najcesce kemijske reakcije koje se zbivaju tijekom mnogih fizioloskih procesa u
prirodi npr. fotosinteza i u zivom organizmu npr. stani¢no disanje. U ovim reakcijama dolazi
do oksidacije i redukcije tj. izmjene elektronaizmedu dva redoks sustava i time
promjene oksidacijskih brojeva atoma kemijskih tvari koje su sudjelovale u reakciji. Tako
nastaju tzv. slobodni radikali. Tvar koja otpusta elektrone i pritom se oksidira naziva
se reducens, jer svojim otpustenim elektronima istodobno reducira drugu tvar. Obrnuto, tvar
koja prima elektrone i pritom se reducira naziva se oksidans, jer istodobno omogucuje
oksidaciju tvari od koje prima elektrone. Slobodni radikali (Tablica 7) su molekule ili atomi
koji u vanjskoj ljusci imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona (Stevanovi¢ i sur. 2011). [ako su
sposobni za samostalno postojanje (Aruoma 1994; Close i sur. 2005), slobodni radikali su
nestabilni, tj. kemijski visoko reaktivni, zato §to nespareni elektron koji se nalazi u njihovoj
vanjskoj orbitali teZi da se stabilizira sparivanjem s drugim elektronom. Tako, kada radikali
reagiraju s neradiklima nastaju novi, tzv. sekundarni slobodni radikali, odnosno dolazi do
propagacije 1 stvaranja ¢itavog niza radikala (lancana reakcija) (Cheeseman i sur. 1993; Close
i sur. 2005). Slobodni radikali nastaju u organizmu tokom normalnih fizioloskih procesa poput
oksidativne fosforilacije u mitohondrijima, prijenosu elektrona u sustavu citokroma P-450 u
endoplazmatskom retikulumu, oksidacije masnih kiselina u peroksisomima, metabolizmu
arahidonske kiseline u staniénim membranama, fagocitozi. Mogu se stvarati 1 u patoloskim
stanjima poput infekcija, izloZenosti toksinima (alkohol, cigaretni dim), izloZenosti
ionizirajuéem 1 UV zracenju ili uslijed pretjerane tjelovjezbe (Halliwell i sur. 1999; Rodrigo

2009; Poljsak i sur. 2013). Reakcije oksidacije i redukcije u bioloSkim sustavima su baza za
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brojne biokemijske mehanizme metaboli¢kih promjena, gdje slobodni radikali mogu doprinijeti

odrzavanju homeostaze, a mogu i nastetiti te poremetiti normalno funkcioniranje stanice.

Vise od 90% kisika koji dospije u ljudske stance koristi se za proizvodnju energije, a

mitohondriji su mjesta gdje se proizvodi vise od 80% adenozin-trifosfata (ATP).

U uvodu je navedeno kako se u fizioloSkim uvjetima organizma metabolizira oko 95% kisika
(O2) u vodu bez stvaranja toksiénih meduprodukata. Ostalih oko 5% metabolizira se u

respiratornom lancu mitohondrija putem jednovalentnih redukcija, kroz Cetiri razlicite reakcije:
Reakcija 1: Oz + e — Op
Reakcija 2: Oz~ + e — H20:
Reakcija 3: H20: + e — *OH
Reakcija 4: «OH + e — H20»

Kroz ove Cetiri reakcije nastaju tri vrlo toksi¢ne vrste, dvije od njih su slobodni radikali kisika
(ROS engl. reactive oxygen species), superoksidni radikal (Oze-) i hidroksi radikal (+OH).

Vodikov peroksid (H202) je jo$ uvijek vrlo reaktivni spoj, ali ne i radikalni u strogom smislu
(Rodrigo 2009) (Tablica 7).

Tablica 7. Reaktivni spojevi kisika

Slobodni radikali Cestice koje nisu slobodni radikali
superoksidni, Oge-) vodikov peroksid, H202

hidroksilni, OHe hipokloritna kiselina, HOCI
peroksilni, ROOe ozon, O3

alkoksilni, ROe singletni Kisik, 102

hidroperoksilni, HO2¢

(Preuzeto od Stefan i sur. 2007)

Nemitohondrijski izvori slobodnih radikala su procesi Fentonove reakcije, mikrosomalni
citokrom Paso, enzimi, peroksisomalna beta-oksidacija te respiratorni prasak koji se zbiva u

fagocitirajuéim stanicama (Poljsak i sur. 2013) (Tablice 8 19).
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Tablica 8. Nastanak ROS-a

neenzimskim putem

Fenton-ova reakcija

Fe(Il) + H,O2 — Fe(III) + «OH + "OH

Haber — Weiss-ova reakcija

Oz + H202— O2+ *OH + OH™

Fe(l11) + Oze~ — Fe(Il) + Oz

(Preuzeto od Rodrigo 2009)

Tablica 9. Nastanak ROS/RNS enzimskim putem

Ksantin oksidaza (XO)

ksantin + H,O + O2 — mokraéna kiselina + Oz~

NADPH oksidaza
(Nox)

NADPH + 20,2 <> NADP" + 202+ + H*

202 +2H" - H02+ O2

Mijeloperoksidaze
(MPO)

H202+ CI™ MPO > HOCI + H20

Citokrom P450

NADPH + H* + O, + RH — NADP* + H,0 + R-OH

Dusik oksid sintaza

L-arginin + 3/2 NADPH + H* + 20, citrulin + NO + 3/2 NADP*

(Preuzeto od: Rodrigo 2009)

Kao §to je ve¢ navedeno ROS doprinose odrZzavanju homeostaze u organizmu sudjelujuci u

fizioloskim reakcijama i stani¢nim funkcijama, ali takoder mogu u odredenim stanjima dovesti

do ostecenja stanica izravno ili neizravno.
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Vodikov peroksid (H202) moze biti toksi¢an ako je prisutan u visokim koncentracijama u
stanici, lako prolazi kroz stani¢nu membranu i moze se reducirati u hidroksilni radikal (OHe) u
prisutnosti prijelaznih metala poput Zeljeza (odnosno Fe®*) i bakra (tj. Cu*) . OHe je visoko
reaktivni spoj koji brzo reagira s bilo kojom molekulom u dosegu od nekoliko angstroma (A).
Jedno od vaznijih otkri¢a u pokuSaju objaSnjenja Stete koju uzrokuju oksidativni procesi u
bioloskim sustavima dao je Fenton 1864 godine, koji je provodio istrazivanja vezana uz
oksidaciju vinske kiseline. Podrucje oksidacije organskih spojeva u prisutnosti Zeljeza i
vodikova peroksida naziva se Fentonovom kemijom. On je opisao medureakciju izmedu Fe?" i
H20; kojom dolazi do proizvodnje OHe, koja je prikazana u Fentonovoj jednadzbi (Fe?* + H20;

— Fe®* + OHe + OH-) (Stefan i sur. 2007; Poljsak i sur. 2013).

Vecina prijelaznih metala (prvi red D bloka periodnog sustava elemenata) sadrzi nespareni
elektron i mogu se, uz iznimku cinka, smatrati radikalima. NajviSe su zastupljeni Zeljezo i bakar
koji se u bioloskim sustavima najceS¢e nalaze vezani za proteine, DNA ili druge
makromolekule tj. kelate odakle sudjeluju u reakcijama redoksa. Metalni ioni skriveni unutar
strukture proteina, poput kataliti¢kih mjesta i citokroma tj. oni koji nisu izlozeni ROS-u ne
mogu sudjelovati u ovim reakcijama (Kohen i sur. 2002). OHe lako 1 brzo unistava DNA, lipide

membrana te ugljikohidrate.

U vedini stanica, H2O2 se pretvara u spojeve koji nisu Stetni, uglavnom pomocu dva veoma
vazna protuoksidativna enzima — katalazom i selenij-ovisnom glutation peroksidazom (GPx).
GPx iskoristava H20, kao supstrate prilikom konverzije reduciranog glutationa (GSH) u
sulfidni oblik (GSSG) (Gadoth i sur. 2011).

Uz reaktivne spojeve kisika, veliku vaznost imaju 1 reaktivni spojevi duSika (RNS, engl.
reactive nitrogen speacies) od kojih su najvazniji dusikov-(ll)-oksid (NO¢) i dusikov-(IV)-
oksid (NOz¢). NO- jest relaksacijski ¢imbenik krvozilnoga sustava, koji kao radikal moze
reagirati s endogenim radikalima, primjerice sa superoksidnim radikalom, stvarajuci
peroksinitrite (ONOOQO") koji su izrazito jaki oksidansi (direktno oste¢uju DNA), a pri kiselome
pH razgraduju se do hidroksilnih radikala neovisno o prisutnosti prijelaznih metala (Stefan i
sur. 2007). Zbog kratkog poluvremena Zivota njegova bioloska aktivnost uvelike ovisi o reakciji

s superoksidima (O2¢") i njihovoj koncentraciji.
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Tablica 10. Reaktivni spojevi dusika

Slobodni radikali Cestice koje nisu radikali

dusikov (IT) oksid, NO ¢ nitrozil, NO
nitritna kiselina, HNO>
dusikov (IV) oksid, NO2* dusikov (III) oksid, N2O3
peroksinitrit, ONOO -

alkilperoksinitrit, ROONO

(Preuzeto od: Stefan i sur. 2007)

2.4.2. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija jedan je od najproucavanijih oksidativnih procesa u stanici u kojem
viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA; engl. polyunsaturated fatty acids) u stani¢nim
membranama podlijezu oSte¢enjima koja uzrokuju reaktivni kisikovi spojevi (Ambriovi¢ 1 sur.
2007). Taj proces u bioloskim membranama dovodi do gubitka fluidnosti, opadanja vrijednosti
membranskoga potencijala, povecanja propusnosti prema H* i drugim ionima, te do mogucéeg
puknuéa stanice i otpustanja njena sadrzaja (Stefan i sur. 2007). Pokazano je da lipidna
peroksidacija ima ulogu u procesu starenja, te mnogim patoloSkim stanjima kod Covjeka
ukljucujuéi neurodegenerativne bolesti, dijabetes, bolesti jetre, kardiovaskularne bolesti 1

tumore (Halliwell 2000; Catala 2009; Hulbert 2010; Reed 2011).

Lipidnu peroksidaciju naj¢es¢e uzrokuje hidroksilni radikal (OHe), medutim 1 pojedini drugi
radikali mogu pokrenuti proces peroksidacije koji se sastoji od tri stupnja: inicijacija,
propagacija i terminacija (Slika 18). U lipidnim sustavima zapo¢injanje peroksidacijskoga niza
odnosi se na napad ROS-a, sposobnoga da izdvoji atom vodika iz metilenske skupine (-CH2-).
Tako iz PUFA-e nastaju slobodni lipidni radikali (Slika 18). Slobodni radikali koji mogu
oksidirati PUFA-u jesu OHe, HO2¢, ROe, te RO2°, a superoksidni je radikal nedovoljno
reaktivan za eliminaciju vodika. Prisutnost dvostrukih veza u masnim kiselinama oslabljuje C-
H veze na atomu ugljika u blizini dvostruke veze, te tako premjestanje vodika Cine laksSim.
Ugljikovi radikali nastoje se stabilizirati reorganizacijom molekula, oblikujuéi konjugirane

diene (Halliwell 1991; Stefan i sur. 2007). Konjugirani dieni se mogu spajati s kisikom i stvarati
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lipidne peroksidne radikale (LOQe¢), koji pak dalje mogu eliminirati He iz drugih molekula,
ukljucujuéi i PUFA-e, pri ¢emu dolazi do faze propagacije (Slika 18) i pojave lancane reakcije
lipidne peroksidacije €iji su krajnji produkti reaktivni aldehidi (heksanal, malondialdehid
(MDA) i 4-hidroksi-2-nonenal (HNE)) i izomeri prostaglandina (izoprostani). lako se zovu
»zavrsni produkti lipidne peroksidacije®, oni mogu u odredenim uvjetima nastaviti lan¢anu
reakciju oksidacijskog oStecenja. Njihova je reaktivnost niza od reaktivnosti slobodnih radikala,
ali dovoljno velika da mogu reagirati s molekulama u okolini te tako oStetiti stanice pa i

uzrokovati stani¢nu smrt (Stefan i sur. 2007).

R H20 R
/ 4+ "OH _L, / Slobodni lipidni radikal

H Inicijacija -
Nezasicena masna kiselina o
2
Propagacija
R R R
/ < / +
OOH H olokn
Lipidni hidroksiperoksid Lipidni peroksidni radikal

Slika 18. Pregled lipidne peroksidacije (Preuzeto i prilagodeno sa stranice:

https://sl.wikipedia.org/wiki/Reaktivna kisikova spojina#/media/File:Lipid peroxidation.svqg

Kao produkt lipidne peroksidacije Malondialdehid (MDA) najpoznatiji je biomarker za
odredivanje lipidne peroksidacije u bioloskim sustavima ¢iji je put nastanka graficki prikazan
na Slici 19. MDA je genotoksican (Grotto 1 sur. 2009) 1 mutagen spoj koji pokazuje izraziti

afinitet prema lizinskom aminokiselinskom ostatku pa stoga reagira s proteinima, a takoder kao
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ciljno mjesto ima i gvanin u molekuli DNA. U organizmu se MDA metabolizira do malonatne
kiseline (Stefan i sur. 2007). MDA moZe posluZiti i kao mjera aktivnosti osteoklasta i
proizvodnje slobodnih radikala, $to narusava redoks ravnotezu u stanici i moze dovesti i do
osteoporoze (Fahmy i sur. 2009). Superoksidni radikal negativna je naboja, te nema sposobnost
ulaska u unutra$njost stani¢ne membrane (izuzetak je ulazak anionskim kanalima, medutim na
svojemu putu ne reagira s PUFA-om), Sto je dodatni razlog kojim se objasnjava njegovo
nesudjelovanje u lipidnoj peroksidaciji. Hidroperoksilni radikal (OH2¢) vrlo je reaktivan, te
moze potaknuti peroksidaciju stvaraju¢i peroksidne radikale: HO2¢+ ROOH — RO2* + H20>
(Stefan i sur. 2007). Unos masnih kiselina hranom, poglavito ®-3 PUFA-e, posljeduje
povecanjem aktivnosti superoksid dismutaze i katalaze, Sto upuéuje na povecanu lipidnu

peroksidaciju (Domitrovic i sur. 2006).

R—CH CH CH, /R I- PUFA
v
R CH=— CH C'H R Il = Lipidni slobodni radikal
R——CH CH CH R III - Lipidni peroksilni radikal
(o)
0.
A J
R—CH CH CH R IV - Lipidni hidroksiperoksid
|
(o)
OH
H CH CH, CH V- Malondialdehid
(o) (o}

Slika 19. Graficki prikaz nastanka MDA iz PUFA-e (preuzeto od Grotto i sur. 2009)

Pokazano je da unos o-3 PUFA-e prehranom, moze dovesti do njegova povecanja u stani¢nim

membranama, $to je nadalje iskoristeno u proucavanju tumorskoga Sirenja, pri cemu visak ®-3
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PUFA-e moze dovesti do povecanja lipidne peroksidacije 1 nakupljanja toksi¢nih produkata, te

inhibicije rasta tumora (Pizato i sur. 2005; Stefan i sur. 2007).

2.4.3. Oksidativni stres i protuoksidansi

Oksidativni stres (OS) karakteriziran je stvaranjem slobodnih radikala za koje je utvrdeno da
uzrokuju oStecenja brojnih biomolekula, ali i kao vrlo reaktivhe molekule doprinose u
odrzavanju ravnoteze u organizmu sudjelujuci u fizioloskim reakcijama i stani¢nim funkcijama,
o ¢emu je ve¢ bilo rijeci. To¢nije reCeno oksidativni stres se moze definirati kao previsoka
koncentracija slobodnih radikala (Poljsak i sur. 2013). O kisiku kao potencijalno Stetnom
elementu prvi je u XVIII stoljeéu pisao Svedski znanstvenik C.W. Scheele, prvi radikal kisika
otkrio je Linus Pauling 1930. i opisao ga kao superoksid. Od tada do danas su provedena brojna
istrazivanja kako bi se postigla sadaSnja saznanja o povezanosti oksidativnog stresa s razli¢itim

i na izgled ne povezanim bolestima.

Danas se zna da slobodni radikali mogu oksidirati gotovo svaku organsku molekulu, te da mogu
uzrokovati oStecenja stanice, bilo izravno ili kao posrednici u razli¢itim signalnim putevima.
Oni uzrokuju lipidnu peroksidaciju, mogu ostetiti DNA 1 proteine $to vodi do cititoksi¢nog
ucinka i stani¢ne smrti ili uzrokuje mutacije i kromosomske aberacije Sto moze dovesti do

razvoja karcinoma (McCord 2000; Stefan i sur. 2007).

Ostecenja DNA se smatraju najozbiljnijim ROS/RNS induciranim promjenama; DNA se ne
sintetizira de novo nego kopira, dolazi do stalnog ponavljanja i nastanka mutacija i genske
nestabilnosti. Glavni ROS odgovoran za oStecenje DNA je hidroksi radikal (*OH), koji reagira
sa svim komponentama DNA molekule, oStec¢uje obje purinske i pirimidinske baze i okosnicu
deoksiriboze. Izmedu ostalog, oksidativno oStecenje membrane mitohondrija moze dovesti do

oslobadanja citokroma C, aktiviranja kaspaza 1 apoptoze.

Organizam se nalazi pod stalnim djelovanjem slobodnih radikala, a u normalnim uvjetima
postoji ravnoteza izmedu formiranja i uklanjanja oksidansa iz organizma. Opstanak Zivota na
zemlji bogatoj kisikom ovisi o protuoksidacijskom stanicnom sustavu koji zamjenjuje 1 uklanja
produkte oksidacijskog stresa i tako sprje¢ava njihovo povecano stvaranje. Taj sloZeni sustav
¢ine protuoksidativni enzimi superoksid dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (GPx) te
katalaze (CAT), i molekule (glutation, albumini, mokra¢na kiselina, vitamini A, E, C i

karotenoidi). Navedeni protuoksidansi sprecavaju stvaranje i/ili odstranjuju ve¢ stvorene
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slobodne radikale te ograni¢avaju stvaranje 1 Sirenje lan¢anih reakcija koje nastaju kada radikali

reagiraju s neradikalima pri ¢emu nastaju novi, tzv. sekundarni slobodni radikali koji su obi¢no

manje reaktivni (Valko i sur. 2007; Rodrigo 2009) (Tablica 11).

Tablica 11. Pregled protuoksidansa

Unutarstani¢ni

superoksid dismutaze

katalicki uklanjaju Oz

Katalaza

uklanja H20- kada je prisutan u velikim koncentracijama

glutation peroksidaze

uklanjaju H20- kada je prisutan u malim koncentracijama;

takoder uklanjaju organske hidroperokside

Membranski

vitamin E protuoksidacijsko djelovanje ostvaruje kidanjem lanaca

B-karoten ima sposobnost uklanjanja singletnog kisika i slobodnih
radikala

koenzim Q ima protuoksidacijsko djelovanje u respiratornome lancu

Izvanstanic¢ni

transferin veze ione zeljeza

laktoferin veze zeljezo pri nizim vrijednostima pH-a

haptoglobin veze hemoglobin

hemopleksin veze hem

albumin veze bakar, hem i uklanj HOCI

ceruloplazmin

veze ione bakra, koristi vodikov peroksid za reoksidaciju
bakra

EC -SOD

katalicki uklanja superoksidni anion

EC — GSHPx

katali¢ki uklanja hidroperokside

(Preuzeto od: Stefan i sur. 2007)
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Neenzimski antioksidansi djeluju direktno na slobodne radikale, donirajuci elektron ili proton
radikalu, pretvarajuci radikal u relativno stabilan produkt. U tom procesu protuoksidansi i sami

postaju radikali te ih je potrebno vratiti u reducirani oblik (Boots i sur. 2008).

Najucinkovitiji enzimski unutarstani¢ni protuoksidans je Superoksid dismutaza koji se nalazi u
nekoliko izoformi koje se razlikuju po metalu u aktivnom centru, kao i po aminokiselinskom
sastavu, broju podjedinica, kofaktorima i drugim obiljezjima. Djeluje tako da katalizira
dismutaciju O2—"do O i H20,. U ljudi su poznate tri izoforme enzima SOD: citoplazmatska Cu-
SOD, Zn-SOD, mitohondrijska Mn-SOD te SOD (EC-SOD) (Valko i sur. 2006).

Flavonoidi su snazni protuoksidansi i to je najbolje istrazeno svojstvo gotovo svih grupa
flavonoida (Nijveldt i sur. 2001; Sandhar i sur. 2011). Dokazano je da in vitro koce lipidnu
peroksidaciju prekidanjem lancane reakcije radikala, tako $to doniraju atom vodika peroksi-
radikalu, na taj nacin formiraju¢i radikale flavonoida koji dalje reagiraju sa slobodnim
radikalima i prekidaju lanac (Sandhar i sur. 2011). Radikali flavonoida su stabilniji i manje
reaktivni (Nijveldt i sur. 2001). Dokazano je da Flavonoidi podizu bazalne koncentracije
unutarstani¢nog glutationa, time poveéavajuci toleranciju stanice na slobodne radikale (Durgo
i sur. 2007). Glutation (y-glutamil-cisteinil-glicin; GSH) je najzastupljeniji tiol (Tioli;
gr¢.: sumpor + alkohol; tioalkoholi) su organski spojevi, sumporni analogni alkoholi s opéom
formulom R-SH (R = alkilna skupina) male molekulske mase koji ima protuoksidativna
djelovanja. Djeluje kao kofaktor enzimu peroksidazi, donirajuéi elektron potreban za
razgradnju H20.. Takoder, sudjeluje u brojnim drugim biokemijskim putevima, ukljucujuci
metabolizam limunske kiseline, odrzavanje komunikacije medu stanicama, prevenciju
oksidacije —SH skupina na proteinima. Uz navedeno, djeluje i kao kelirajuci agens za ione
bakra, sprje¢avajuci ih da se ponasaju kao slobodni radikali, a ima i ulogu u smatanju, razgradnji

1 medusobnom povezivanju proteina (Kohen i sur. 2002).

GSH se oksidira u prisutnosti slobodni radikala do glutation-disulfida (GSSG). Koncentracija
GSH + 2GSSG uzima se kao koncentracija ukupnog glutationa u stanici i omjer [GSH] :
[GSSG] indicira redoks stanje stanice. Ukoliko je omjer ve¢i od 10 smatra se da je stanica
unutar normalnih fizioloskih parametara (Wu i sur. 2004). Nakon reakcije sa slobodnim
radikalima, glutation i sam postaje radikal, no mozZe se regenerirati do svog reduciranog oblika
(Kohen i sur. 2002) pomoc¢u enzima glutation reduktaze (GSR). Takoder, glutation je sposoban
regenerirati najvaznije antioksidanse — vitamine C i E natrag u njihove aktivne oblike (Valko i
sur. 2007).
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2.4.4. Oksidativni stres i osteoporoza

U dosadas$njim istrazivanjima utvrdena je poveznica izmedu oksidativnog stresa (OS),
povecanog stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva (ROS), 1 gubitka koStane mase, te povecane
kostane lomljivosti kao znacajki osteoporoze. ROS smanjuje diferencijaciju osteoblasta i
povecava osteoklasticnu aktivnost preko receptora nuklearnog faktora kB (RANK-L) i
osteoprotegerina (OPG), a povecana aktivnost osteoklasta moze doprinijeti dodatnoj
proizvodnji slobodnih radikala. Nedostatan protuoksidativni sustav tj. loSa neutralizacija ROS-
a doprinosi patogenezi osteoporoze, a protuoksidansi mogu smanjiti resorpciju kosti.
Poslijednjih godina u in vivo istrazivanjima poveznica izmedu OS i osteoporoze koristi se
retinoi¢ni model osteoporoze izazvan retinoi¢nom kiselinom (13cRA) u Stakora (Sheweita

2007; Becker 2010; Mackinnon 2011; Nieves 2012; Zhang 2013; Orsoli¢ 2013).

2.5. VITAMIN A (RETINOICNA KISELINA)

2.5.1. Fizioloska uloga vitamina A

Vitamin A (retinol ) je nutrijent prijeko potreban u organizmu u kojem se ne moze sintetizirati,
vec ga je potrebno unositi hranom Zivotinjskog podrijetla (jaja, mlijeko, maslo, ulje riblje jetre),

ali se u obliku provitamina beta-karotena dobija i iz biljnih izvora.

Vitamin A se u organizmu pojavljuje u razli€itim oblicima, pa moZemo govoriti o skupini
vitamina A. Svi zajedno pripadaju retinoidima tj.derivatima retinoi¢ne Kkiseline (RA)
(esteri, eteri ili alkoholni derivati). Osnovna struktura hidrofobne retinoidne molekule se sastoji
od cikli¢ke krajnje grupe, polienskog bo¢nog lanca 1 polarne krajnje grupe. Konjugirani sustav
formiran od naizmjeni¢nih dvostrukih ugljikovih veza (C=C) u polienskom bo¢nom lancu je
odgovoran za boju retinoida (tipi¢no Zuta, narancasta ili crvena) (Slika 20). Stoga, mnogi
retinoidi su kromofori. Izmjenjivanje bo¢nih lanaca 1 krajnjih grupa stvara razliCite razrede

retinoida.
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H,C

CH; Vitamin A

Slika 20. Kemijska struktura Vitamina A ( Preuzeto sa stranice:

http://hr.wikipedia.org/wiki/Vitamin A#/media/File:Vitamin A.qif)

Vitamin A prolazi nekoliko metabolickih promjena u orgnizmu (Slika 21). Retinoidi u hrani
uglavnom su u obliku retinil estera (REs; engl. retinyl esters). Oni se u crijevima hidroliziraju
na retinol i slobodne masne kiseline. Tako se resorbiraju u lumen, gdje se u luminalnim
epitelijalnim stanicama retinol veZe za stani¢ni retinol-vezuci protein II (CRBP II; engl cellular
retinol —binding protein) (Ong i sur. 1987). Retinol se zatim u mukoznim stanicama re-
esterificira uglavnom palmitatom putem s lecitin-retinol aciltransferazom (LRAT; engl lecithin-

retinol acyltransferase).

Retinil esteri (REs) su potom uklopljeni, zajedno s drugim lipidima, u hilomikronske cestice
koje se izluCuju u limfu kojom dospijevaju u krv. REs tako dospjevaju u jetru gdje se
hidroliziraju hepati¢kim hidrolazama u retinol. Tijekom ovog procesa slobodni retinol veZe se
na CRBP-I i transportira u stanice gdje se re-esterificira (LRAT) i pohranjuje. Drugi organi,
poput bubrega imaju takoder sposobnost pohrane REs (Blaner i sur. 1994). Smatra se da je
retinol vezan za CRBP-lI glavni supstrat za nastanak RE u ciljnim tkivima. Retinol
dehidrogenaza oksidira retinol na retinal koji se dalje oksidira retinal dehidrogenazom u RA
(Chytil 1979; Napoli 1999).

RA je lipofilna i gotovo u potpunosti vezana za albumin u serumu, te se dijelom metabolizira
putem sustava citokrom P450 u brojne izomere ukljucujuéi all-trans retinoi¢nu kiselinu
(aTRA), 4-oxo-isotretinoin iz kojeg nastaje 4-oxo tretinoin. Takoder je bitno naglasiti da je vrlo
mali udio retinola u plazmi i tkivu pretvoren u all-trans retinoi¢nu kiselinu (aTRA), glavni
signalni retinoid (Bender i sur. 2003). U jetri se RA katabolizira i konjugira u retinoil-
glukuronid koji se izlu€uje putem zuci, pri ¢emu se veliki dio reabsorbira enterohepatickom
cirkulacijom 1 dalje izluCuje putem bubrega. Nakon §to RA ude u stanicu veze se za citosolne

retinoi¢ne receptore RAR 1 RXR koji se nalaze u gotovo svim tkivima, te s njima formira
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komplekse, koji se translociraju u jezgru u kojoj se veze za odredene sekvence DNA, te se

pokreée genska transkripcija (Strahan 2006).
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Slika 21. Metabolizam vitamina A (Preuzeto i prilagodeno sa stranice:

https://blogs.uw.edu/ni2/retinoic-acid-homeostasis/)

RA ima vaznu ulogu u organizmu buduci da je ekspresija velikog broja gena upravo regulirana
nuklearnim receptorima za koje RA predstavlja ligand (Al Tanoury i sur. 2013). Na stani¢cnom
nivou preko regulacije stani¢ne diferencijacije i proliferacije, kao i sinteze RNA, sinteze

proteina, post-translacijske glikozilacije, biosinteze prostaglandina, utjecaja na stabilnost
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lizosomalne membrane i strukture stani¢ne membrane, RA regulira kompleksne bioloske
funkcije poput embrionskog razvoja, organogeneze, formiranja kostiju, metabolizma, vida i
reprodukcije (Chytil 1979; Sparn i sur. 1994; Strahan 2006 ). 13-cisRA (isotretinoin) se slabo
veze za receptore, ali ona u tkivima izomerizacijom prelazi u aTRA i tako sudjeluje u regulaciji
transkripcije gena (Tsukada 2000). Vazno je istaknuti da produkcija all-trans retinoicne kiseline
u organizmu mora biti usko regulirana za pravilnu organogenezu jer preniska koncentracija
vitamina A ili previsoka koncentracija RA uzrokuje ozbiljne razvojne malformacije (Lee i sur.
2004). RA se koristi u medicini pri lijeCenju brojnih razli¢itih bolesti, posebice u lijeCenju
raznoraznih dermatoloskih stanja poput upalnih koznih poremecaja, psorijaze, raka koze,

fotostarenja. No, toksi¢ni ucinci se javljaju kod produzenog i povisenog unosa u organizam.

2.5.2. Model osteoporoze u Stakora izazvan retinoi¢nom kiselinom (RMO)

Provedena su brojna in vitro, in vivo i epidemiolo$ka istrazivanja vezana uz utjecaj vitamina A,
odnosno derivata RA na kostani sustav. Dokazana je uloga RA u diferencijaciji i proliferaciji
stanica mnogih tkiva, pa tako i koStanih stanica u kojima su pronadeni retinoi¢ni receptori i
stani¢ni retinol-vezuéi proteini (CRBP) (Kindmark i sur.1993; Saneshige i sur. 1995; Balmer i
sur. 2002).

Obzirom na njihova svojstva, uporaba derivata vitamina A, u dermatoloskim oboljenjima kao i
u lijeenju nekih zlo¢udnih (hematoloskih) bolesti nameée pitanje dnevnog unosa ovog
vitamina i mogucih Stetnih djelovanja. Literaturni podaci ukazuju da dugotrajna uporaba
retinoida u terapijske svrhe je povezana sa Stetnim djelovanjem na kostani sustav 1 dovodi do
promjena koStanih biomarkera (DiGiovanna 1 sur. 1995, 2001; Michaelsson i sur. 2003;

Penniston i sur. 2006).

Brojna epidemioloska istraZivanja potvrduju da unos visokih doza vitamina A prehranom
dovodi do smanjenja BMD 1 povecanja rizika za nastanak prijeloma kosti (Feskanich 1 sur.

2002; Promislow i sur. 2002; Michaelsson i sur. 2003).

Istrazivanja na koStanim stanicama i na Zzivotinjama pokazuju da vitamin A (retinol) u
pretjeranim koli¢inama i u kratkom vremenu povecava broj i veli¢inu osteoklasta, potice
kosStanu razgradnju i ko¢i koStanu izgradnju $to rezultira smanjenjem osteoidne povrsine i vodi
do gubitka kostanog tkiva, te doprinosi razvoju osteoporoze i nastanku prijeloma (Hough i sur.
1988; Binkley i sur. 2000; Johansson i sur. 2002; Michaelsson i sur. 2003; Rohde i sur. 2003).
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Istrazivanje provedeno na Stakorima koji su u vremenskom razdoblju od 1 - 3 tjedna,
intragastri¢no dobivali visoke doze 13-cis retinoi¢ne kiseline (13cRA), pokazala su kod tih
zivotinja promjene karakteristicne za osteoporozu. Dobivene su smanjene vrijednosti BMD u
vratu bedrene kosti, smanjena koli¢ina Ca i P u kostima i sadrzaju koStanog pepela, te promjene

fizikalnih karakteristika kosti (Fahmy 2009).

Smatra se kako 13cRA uzrokuje OS i stvaranje ROS-a koji potiskuju osteoblasti¢nu aktivnost
a poveCavaju aktivnost osteoklasta; visoki oksidacijski stres smanjuje prirodne
protuoksidativne mehanizme i vodi opseznom gubitku koStane mase. 3cRA i OS smanjuju
razinu estrogena, Sto dovodi do pojave upalnih citokina koji poti¢u osteoklasti¢nu aktivnost, a
osteoblaste uvode u apopotozu. 13cRA smanjuje aktivnost vitamin D receptora $to smanjuje
apsorpciju kalcija u crijevima, djeluje na izlu¢ivanje kalcija bubrezima i na lucenje

paratireoidnog hormona (Xu i sur. 2005; Sohair i sur. 2009).

U zadnjem desetljecu RMO u Stakora primjenjuje se u procjeni djelovanja razli€itih tvari na
koStani metabolizam, Sto je jako potisnulo koriStenje kompliciranijeg ovarieektomijskog
modela osteoporoze u Stakora, kao do tada najc¢esce koriStenog modela osteoporoze u Stakora
nastalog uslijed manjka estrogena (Sohair i sur. 2009). Sli¢nost u patofizioloSkom odgovoru
koStanog sustava u ljudi i Stakora u sposobnosti indukcije koStanog gubitka u kratkom
vremenskom razdoblju ¢ini RMO idealan predklinicki model za proucavanje protuoksidativnih,
protuupalnih, fitoestrogenskih i regenerativnih znacajki flavonoida na koStane stanice, €iji se
ucinak moze pratiti preko biljega OS, biokemijskih biljega koStanog preokreta, BMD,

protuupalnih citokina, histopatoloskih oStecenja kosti.

2.6. TESTOVI GENOTOKSICNOSTI

2.6.1. Komet test

Komet test ili mikrogel elektroforeza vrlo je djelotvorna tehnika za procjenu oStecenja i
popravaka molekule DNA na razini pojedinacnih stanica (Collins 1994). Prvu mikrogel
elektroforezu izveli su Ostling i Johanson 1984. godine. Metoda je dobila takav naziv, jer
ostecene flourescirajuce stanice imaju oblik kometa. Polomljeni krajevi negativno nabijene
molekule DNA, kao slobodni putuju kroz elektricno polje prema anodi. Tako razvuceni u

elektri¢nom polju ulomci DNA oblikuju ,,glavu® i ,,rep* komete (Singh 1998). Ovom metodom
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moze se odrediti osjetljivost pojedinih stanica na djelovanje odredenog spoja, pri cemu se moze
otkriti veliki broj razlicitih oStecenja genoma poput lomova DNA (Kopjar i sur. 2002). Da
bismo utvrdili da 1i je neka tvara genotoksi¢na potrebno je izloziti staniénu DNA djelovanju
genotoksina, zatim ustanoviti da li postoji oSte¢enje DNA 1 kolika je razina tog osStecenja.
Ukoliko je ostecenje molekule DNA malo, ona se viSe isteze nego putuje. Porastom broja
ostecenja, dijelovi DNA molekule slobodno putuju i tvore rep komete sve do krajnjeg slucaja

stani¢ne apoptoze u kojoj su glava i rep komete jasno razdvojeni.

To je jedna od rijedih metoda koja omogucava analizu pojedinacnih interfaznih stanica na vrlo
malom uzorku sa rezultatima dostupnim unutar nekoliko sati nakon izlaganja toksinu. Moze se
primjeniti na razli¢itim stanicama i tkivima ljudskog, Zivotinjskog ili biljnog podrijetla kao i na
stani¢énim kulturama (Tice i sur. 2000). Prednosti ove tehnike su osjetljivost, jednostavnost
primjene, niski troskovi, brzina izvodenja i mala koli¢ina uzorka potrebnog za analizu (Cotelle

i sur. 1999).

Danas se najvise koriste dvije izvedbe komet testa. Jednu su predlozili Olive i sur. (Olive i sur.
1990), a drugu Singh i sur. (Singh i sur. 1998). Prva izvedba testa je u neutralnim uvjetima i
omogucuje specificno otkrivanje dovlacenih lomova u molekuli DNA, dok drugi nacin izvedbe
je komet test u alkalnim uvjetima (pH 13), a omogucuje specifi¢no otkrivanje jednolancanih
lomova i smatra se optimalnom metodom za otkrivanje u¢inaka razli¢itih genotoksi¢nih tvari
(Green i sur. 1996).

Komet test se izvodi na sljedec¢i nain. Pojedinacne stanice najprije se uklapaju u "agarozni
sendvic" gel na brusenim predmetnim stakalcima. Citoplazma se lizira pod neutralnim ili
alkalnim uvjetima, a stani¢ne jezgre izloze se djelovanju elektri¢nog polja. Za liziranje stanica
primjenjuje se otopina s visokom koncentracijom etilen-diamin-tetraoctene kiseline (EDTA) i
detergenata. EDTA pospjesuje destabiliziranje membrana tvore¢i kelate s ionima metala
vezanim uz membranske strukture stanice. Detergenti pak djeluju na molekule lipida iz stani¢ne
membrane, izazivaju¢i razaranje membranskih struktura stanice 1 oslobadanje ukupne DNA.
Potom se DNA denaturira u luznatom ili neutralnom puferu, ovisno o tome koju vrstu oStec¢enja
namjeravamo pratiti (Tice i sur. 2000). Pod neutralnim uvjetima u repu kometa prevladavaju
dvolan¢ani lomovi u DNA, dok pod luznatim uvjetima (pH > 13) prevladavaju jednolancani
lomovi 1 mjesta osjetljiva na luzine (Singh i sur. 1988). Pufer za denaturaciju, osim S§to
denaturira DNA, pospjeSuje uklanjanje soli oslobodenih razaranjem stani¢nih struktura, koje bi
mogle neutralizirati negativne naboje fosfatnih skupina DNA i ometati kretanje DNA u gelu za
vrijeme elektroforeze (Fairbairn i sur. 1995). Tijekom elektroforeze pod utjecajem elektri¢nog
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polja, ulomci DNA izlaze iz jezgre i kroz pore agaroznog gela putuju prema anodi. Glavnina
DNA zbog velike molekularne mase ne moze putovati kroz pore gela prema anodi, pa tako
putuju samo ulomci DNA nastali jednolancanim ili dvolan¢anim lomovima. Zbog razlike u
brzini kretanja (krac¢i ulomci imaju bolju pokretljivost kroz gel), ulomci se razdvajaju prema
veli¢ini (Plappert 1995). Ovisno o razini oSteCenja DNA, nakon elektroforeze i bojanja s
fluorescencijskom bojom (etidij-bromid, DAPI, propidij-jodid, akridin oranz, Hoechst 33342)
u gelu se mogu uociti kometi razli¢ite velic¢ine (Tice i sur. 2000). Osteéenje DNA procjenjuje
se na osnovi udjela DNA u "repu” kometa udjela DNA u "glavi" kometa. Za mjerenje kometa i
procjenu oSte¢enja danas postoje sustavi za analizu slike, u kojima je epifluorescencijski
mikroskop povezan s ra¢unalom, a pomoc¢u posebnih racunalnih programa za svaki pojedinacni
komet istovremeno se mjeri viSe parametara (Garaj-Vrhovac 1998). Duzina repa je parametar
koji se izraZzava u mikrometrima, mjeri od sredine jezgre i predstavlja udaljenost na koju su
tijekom elektroforeze otputovali ulomci DNA. Postotak DNA je parametar koji se mjeri
pomocu racunala, a zatim se programom na osnovi podataka o duzini repa kometa i postotka
DNA u repu izracunava repni moment kao tre¢i parameter koji definira komet i koji se danas

smatra najboljim pokazateljem stupnja oStecenja DNA (Hellman i sur. 1995; Singh 1 sur. 1988).

2.6.2. Mikronukleus test

Mikronukleus test je standardna metoda kojom se odreduje broj strukturnih 1 numerickih
aberacija kromosoma u stanicama, u uvjetima in vitro i in vivo koje nastaju pod utjecajem
razli¢itih genotoksi¢nih tvari (Fenech i sur. 2003; Baatout i sur. 2004). Postojanje aberacija u
prethodnoj stani¢noj diobi prikazuje se prisutnos¢u kromatinskih struktura koje nalikuju jezgri,
a koje nazivamo mikronukleusi. Mikronukleusi su smjeSteni unutar interfazne citoplazme 1i
nastaju uslijed lomova kromosoma i kondenzacije acentri¢nih kromosomskih ulomaka ili
kromosoma zaostalih u anafazi (Channarayappa i sur. 1992; Fenech i sur. 1993; Bombail i sur.
2001; Grisolia i sur. 2001; Fenech i sur. 2003). Nastanak mikronukleusa mogu potaknuti
genotoksi¢ne tvari u stanicama izloZenog organizma Aneugenim ili indirektnim ucinkom 1

Klastogenim odnosno direktnim ucinkom.

Aneugeni uc¢inak — nakon S$to stanica ude u diobu zbog oSteCenja i nefunkcionalnosti
mikrotubula diobenog vretena, onemoguceno je putovanje jednog ili vise kromosoma na pol

stanice. Nakon citokineze zaostali kromosomi u citoplazmi stanice kéeri tvore mikronukleuse.
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Klastogeni u¢inak — mikronukleus nastaje od acentri¢nih ulomaka kromosoma (ulomci

kromatida i kromosoma) nastalih uslijed loma kromosoma.

Mikronukleusi mogu nastati i spontano §to dolazi uslijed mutacije kinetohornih proteina,
centromera i diobenog vretena koje mogu izazvati nejednaku raspodjelu kromosoma ili gubitak
Citavih kromosoma tijekom anafaze, zatim uslijed djelovanja endogenih ¢cimbenika koji dovode
do stvaranja kromosomskih lomova i acentricnih ulomaka (Natarajan 2002). Na opcenitu
geneticku nestabilnost moze ukazivati povecani broj mikronukleusa. Stanice s nestabilnim
kariotipom imaju sklonost uklanjanja kromosoma, $to se barem djelomi¢no zbiva putem
stvaranja mikronukleusa. Dokazano je da oko 50% spontano nastalih mikronukleusa sadrzi
Citave kromosome, a ostali nastaju od acentricnih ulomaka. Mikronukleusi koji sadrze Citave
kromosome ¢eSce se nalaze u starijih nego u mladih ispitanika (Norppa 1993; Fenech i sur.
2003). Ova metoda ima nedostatak u tome $to se ne mogu razlikovati mikronukleusi koji
potjecu od acentri¢nih ulomaka od mikronukleusa koji potjecu od ¢itavih kromosoma, te se radi
toga kombinira sa raznim citoloskim tehnikama, primjerice fluorescencijske in situ hibridizacije
sa sondama koje specifi¢no otkrivaju centromerna ili telomerna podrucja kromosoma (Miller i
sur. 1998). Specificno obiljeZzavanje dijelova kromosoma omogucéava odredivanje podrijetla
mikronukleusa, $to je korisno u in vitro i in vivo istrazivanjima klastogenih ili aneugenih

mehanizama djelovanja razli¢itih kemijskih ili fizikalnih ¢imbenika (Jagetia i sur. 2002).

U in vivo istrazivanjima mikronukleus test se provodi na stanicama koS§tane mozdine i na
nezrelim eritrocitima periferne krvi (polikromatski i normokromatski eritrociti) laboratorijskih
zivotinja (glodavci) (Jagetia 1 sur. 2002; Baatour 1 sur. 2004). U toku hematopoeze mati¢ne
stanice iznimno su osjetljive na genotoksicne tvari koje mogu uzrokovati oStecenja kromosoma
1 nastanak mikronukleusa, a nastali mikronukleusi se tijekom diobe stanica ne ugraduju u jezgre
stanica kceri ve¢ ostaju u citoplazmi 1 mogu se utvrditi primjenom razli¢itih boja koje specifi¢no
vezu na DNA. Broj mikronukleusa moze se utvrditi mikroskopskom analizom ili pomocu
proto¢nog citometra. U novije vrijeme za utvrdivanje broja mikronukleusa primjenjuje se

raCunalni sustav za analizu slike (Hayashi i sur. 1990; Surralles i sur. 1998; Asano i sur. 1998).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na Stakorima starosti oko 20 tjedana, Zenkama iz originalnog legla
Spraque Dawley, Hsd, Harlan Laboratories, mase 150 - 200 g uzgoja Jedinice za Zzivotinje,
Medicinskog fakulteta Osijek. Zivotinje su transportirane specijalnim vozilom do Zavoda za
animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu gdje su smjestene u
kaveze_dimenzija 20 x 32 x 20 cm; najviSe do Sest Zivotinja po kavezu, pod standardnim
uvjetima (24 °C, ciklus 12 sati svjetla i 12 sati mraka). Sve Zivotinje imale su slobodan pristup
vodi i hrani. Hranjene su standardnom hranom za laboratorijske zivotinje (4RF 21 Mucedola
S.R.L., Italija) koja sadrzi po kilogramu: 0,916% kalcija, 0,76% fosfora i 1,26 kIU vitamina
D3. Istrazivanje je provedeno u skladu sa etickim principima, koji su vaze¢i u Republici
Hrvatskoj (Pravilnik o uvjetima drzanja pokusnih zivotinja, posebnim uvjetima za nastambe i
vrstama pokusa, Narodne Novine br. 19/1999; Zakon o zastiti zivotinja, Narodne novine br.
135/06) i prema Vodicu za drzanje i koriStenje laboratorijskih zivotinja (Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, DHHS Publ. (NIH) # 86-23 1985). Za istrazivanje je dobivena

suglasnost Etickog povjerenstva Prirodoslovno matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

3.1.2. Pripravci korisSteni u pokusu

1. Krizin (5,7-dihyrdoxyflavon, Aldrich Ch. Co. Inc. Milwaukee WI, USA), otopljen u vodi i
etanolu (0,5% v/v) primjenjen u dozi od 100 mg kg™

2. Proantocijanidin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany) otopljen u vodi i etanolu (0,5%

v/v) primjenjen u dozi od 100 mg kg™

3. Naringenin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany), otopljen u vodi i etanolu (0,5% v/v)
primjenjen u dozi od 100 mg kg™

4. Ikarin otopljen u vodi i etanolu (0,5% v/v) primjenjen u dozi 100 mg kg

5. Quercetin otopljen u vodi i etanolu (0,5% v/v) primjenjen u dozi 100 mg kg™
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6. Alendronat (Alendor®70, Pliva Hrvatska d.o.o., Zagreb, Hrvatska) otopljen u vodi,
primjenjen u dozi od 2 i 40 mg kg

7. lIsotretinoin (Accutane®, Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) otopljen u ulju,

primjenjen u dozi od 80 mg kg
8. Uljni nosac (Jestivo rafinirano suncokretovo ulje, Zvijezda d.d., Zagreb, Hrvatska)

9.Fizioloska otopina (F.O.) (Natrii chloridi infundibile, Pliva Hrvatska d.o.0., Zagreb,
Hrvatska)

3.2. METODE
3.2.1. Protokol pokusa

Pokus je proveden na Stakorima soja Spraque Dawley. Osteoporoza na Stakorskom modelu
izazvana je primjenom 13cRA — isotretinoina u dozi 80 mg kg™. Prije pocetka pokusa, sve
zivotinje su bile podijeljene u 9 skupina (n = 6 Zivotinja). Prije pocetka i tijekom izvodenja
pokusa zivotinje su pojedina¢no oznacene (vodootpornim markerom na repovima), mjerena im
je tjelesna tezina na temelju koje je odredivana koli¢ina pojedinacnih pripravka davanih tijekom

pokusa.

Prvih 14 dana pokusa u kontinuitetu, svaki dan jednokratno osam skupina zivotinja (2-9)
intragastricnim putem dobivala je retinoi¢nu kiselinu u dozi 80 mg kg’ radi izazivanja
osteoporoze. Jedna skupina (1) kao zdrava kontrolna skupina dobivala je samo uljni nosa¢ bez

13cRA. Tijekom davanja preparata, Zivotinje su bile u kratkotrajnoj eterskoj narkozi.

1. Skupina — zdrava kontrola (primjena uljnog nosac¢a u 2 mL ig tijekom 14 dana, n =6 );

2-9. Skupine — retinoi¢ni model osteoporoze (RMO) (primjena 13cRA 80 mg kg™ u 2 mL ig
tijekom 14 dana,n=6)

Drugih 14 dana, zdrava kontrolna skupina (skupina 1) i RMO skupina kao pozitivna kontrola
za osteoporotski model (skupina 2) intragastricnom primjenom (ig) dobivale su samo vodeni
nosa¢. Ostalih pet skupina dobivale su ig jedan od flavonoida (krizin, proantocijanidin,

naringenin, ikarin, kvercetin) u dozi od 100 mg kg (skupine 3 - 7), a skupine 8 i 9 dobivale su
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bisfosfonat alendronat u dozi od 2 mg kg™ (skupina 8) i 40 mg kg (skupina 9). Zivotinje su
zrtvovane 24 h nakon primjene zadnje doze istrazivanih pripravaka, nakon ¢ega su odmah
prikupljeni uzorci krvi (serum) i organa od ciljnog interesa. Tijekom postupka zrtvovanja sve
zivotinje bile su adekvatno anestezirane i analgezirane intraperitonealnom primjenom
kombinacije Narketana® Vetoquinol S.A., BP 189 Lure Cedex, Francuska (djelatna tvar
Ketamin) i Xylapana® Vetoquinol Biowet Sp.,Gorzow, R. Poljska (djelatna tvar Ksilazin) u
dozi od 25 mg kg™.

Skupne i nacin obrade Zivotinja nakon prouzrokovanja osteoporoze su navedene kako slijedi
(Slika 22):

1. Skupina — zdrava kontrola (primjena vodenog nosaca u 2 mL ig tijekom 14 dana, n =
6);

2. Skupina— RMO, pozitivna kontrola za osteoporotski model (primjena vodenog nosaca
u 2 mL ig tijekom 14 dana, n = 6);

3. Skupina — primjena ikarina 100 mg kg + vodeni nosa¢a u 2 mL ig tijekom 14 dana, n

4. Skupina — primjena naringenina 100 mg kg + vodeni nosa¢ u 2 mL ig tijekom 14

dana, n = 6);

5. Skupina — primjena krizina 100 mg kg + vodeni nosa¢ u 2 mL tijekom 14 dana, n =
6);

6. Skupina — primjena proantocijanidina 100 mg kg + vodeni nosa¢ u 2 mL ig tijekom
14 dana, n = 6);

7. Skupina — primjena kvercetina 100 mg kg + vodeni nosa¢ u 2 mL ig tijekom 14 dana,
n=6);

8. Skupina — primjena alendronata 40 mg kg + vodeni nosa¢ u 2 mL ig tijekom 14 dana,
n=6);

9. Skupina — primjena alendronata 2 mg kg + vodeni nosa¢ u 2 mL ig tijekom 14 dana,
n = 6);
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Prije zrtvovanja svim Zivotinjama odredena je tjelesna tezina. Nakon zrtvovanja prikupljeni
su i obradeni uzorci krvi iz kojih su odredivani hematoloski i biokemijski parametari, razine
serumskog kalcija i fosfora, biljezi koStanog preokreta (biljeg kostane izgradnje-osteokalcin
i biljeg kostane razgradnje-Beta CrossLaps) upalni i protuupalni citokini i genotoksi¢ni
ucinci. Prikupljeni su 1 razvrstani uzorci tkiva jetre 1 bubrega za odredivanje biljega
oksidativnog stresa (lipidne peroksidacije, glutationa, SOD, katalaza), te maternice za
utvrdivanje fitoestrogenskog ucinka na tezinu tog organa. Naposljetku su svakoj zivotinji
odstranjenje obje natkoljeni¢ne kosti koje su koriStene za mjerenje BMD 1 to
denzitometrijskom metodom dvoenergetske rendgenske apsorpciometrije-DXA, te

histopatoloske analize kosti.

[ dio pokusa

Skupina I Zdrava kontrola- 1.g./ulym nosad

BURP ¥ |

Skupme II-IX - 1.g. 13¢RA 80 mg/kg

[1 dio pokusa Osteoporoza

Skupina I Zdrava kontrola-1.g./ vodem nosad

Skupina Il RMO - 1.2. / vodem nosat

Skupma IV - 1.g. Naringenin 100 mg’kg

Skupma V - 1.g. Knzin 100 mg/kg

Skupma VIII Alendronat 2 mg/kg
. . Zrtvovanje/
\ \ Skupina IX Alendronat 40 mg/kg premage

Slika 22. Prikaz pokusa
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3.2.2. Pradenje promjene mase Zivotinja

Vaganjem zivotinja tijekom pokusa, te praenjem promjena mase zivotinja procijenjena je
toksiCnost istrazivanih pripravaka (retinoicne kiseline, alendronata, krizina, proantocijanidina,
naringenina, ikarina i kvercetina) na razini cjelokupnog organizma. Zivotinje su vagane na
digitalnoj vagi (Kern KB 2000-2N P.b.- 0,01 g : 2000 g): a) pocetkom pokusa; b) nakon
primjene retinoi¢ne kiseline i izazivanja osteoporoze; ¢) na kraju pokusa nakon lijecenja
osteoporoze, obrade zivotinja flavonoidima odnosno alendronatatom kao pozitivhom
kontrolom. Pracen je gubitak ili prirast mase zivotinja. Gubitak na tezini je pokazatelj
toksicnosti i za svaku individualnu Zivotinju je preracunat upotrebom formule: % gubljenja

tezine = [(tezina 1. dana — minimalna teZina tijekom istrazivanja) / tezina 1. dana] x 100

3.2.3. Mjerenje mineralne gustoée kosti (BMD; engl. Bone Mineral Density)

Nakon Zrtvovanja, svakoj zZivotinji odstranjene su bedrene kosti sa kojih su nadalje odstranjena
meka tkiva. Desne bedrene kosti spremljene su u epruvete s 10% puferiranim formalinom do
odredivanja mineralne gustote kostiju (BMD). Mjerenja su izvrSena u Laboratoriju za
mineralizirana tkiva, Centra za translacijska 1 klinicka istraZzivanja Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, prema uputama proizvodaca i od strane istog tehnicara. Mjerenjima su
podvrgnute proksimalne i distalne trec¢ine svake pojedine desne natkoljeni¢ne kosti, a mjerenja
su izvrSena denzitometrijskom metodom dvoenergetske rendgenske apsorpciometrije-DXA, na
aparatu Hologic QDR 4000 DXA sa odgovarajuc¢im softverom za male zivotinje 1.0. visoke
razlugivosti. Dobivene su vrijednosti kostanog podruéja (area-cm?) i kostanog mineralnog
sadrzaja (BMC-gr), a podaci za mineralnu gusto¢u kostiju (BMD) izraunati su iz odnosa

navedenih parametara (gr/cm?) .

3.2.4. Fizikalna mjerenja kosti

Odmah nakon vadenja bedrenih kostiju 1 odstranjenja mekih tkiva odredivane su teZine obje
bedrene kosti na digitalnoj vagi (Electronic balance ABS 220-4, Kern&Sohn, Germany).
Tezine obje bedrene kosti iskazane su u miligramima (mg) i kao indeks kostane mase (g/100 g
tjelesne tezine). Koristenjem kalipera odredene su duzine obje bedrene kosti (veliki trohanter-

kondil) koje su iskazane u centimetrima. Takoder su izmjerene anterioposteriorne (AP) i
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mediolateralne (ML) duzine proksimalnog, srednjeg i distalnog segmenta svake pojedine kosti,

koje su takoder iskazane u centimetrima (cm).

3.2.5. HistoloS§ka analiza bedrene kosti

Nakon Zrtvovanja zivotinja, odstranjene i o¢is¢ene lijeve bedrene kosti spremljene su u epruvete
s 10% puferiranim formalinom do samog postupka histoloske analize. Kod postupka analize
uzorci kosti su temeljito isprani u vodovodnoj vodi tijekom 30 minuta, a zatim su stavljeni u
otopinu za dekalcifikaciju RDO (Apex Engineering Products; Plainfield, IL) tijekom 24 sata.
Nakon dekalcifikacije, svaka pojedina kost je izrezana u sredini osovine njene dijafize te
temeljito isprana teku¢om vodom, dehidrirana u rastu¢im koncentracijama etanola (70%, 80%,
96%, 100%), a nakon obrade kloroformom uklopljena u paraplast. Uklopljene dijafize bedrene
kosti su dalje rezane pomocu mikrotoma na rezove debljine 6-7 pum te obojane s
hematoksilinom i eozinom (HE) upotrebom standardnog protokola. Obojeni dijelovi preparata
uzeti iz usporedivih podrucja su analizirani pod svjetlosnim mikroskopom (Nikon Eclipse
E600) pri povecanju od 40, 100 1 200x, a fotomikrografije su snimljene uporabom digitalne
kamere (Nikon DMX1200) i obradene racunalnim programom za morfometrijsku analizu slika

(Lucia G 4.80 (Laboratory Imaging Ltd., Prague, Czechoslovakia).

3.2.6. Biokemijski biljezi kostanog preokreta

Nakon Zrtvovanja Zivotinja iz prikupljenih uzoraka krvi pokusnih skupina i kontrole izdvojen
je serum koji je upotrebljen za odredivanje biljega koStanog preokreta; biljeg kostane izgradnje-
osteokalcin (N-MID Osteocalcin, Cobas-Roche, Switzerland) i biljeg koStane razgradnje C-
terminalni fragment tipa | kolagena (CTX) ili Beta CrossLaps (B-CTx, Cobas- Roche,
Switzerland). Analize su izvrSene na Zavodu za kemiju i biokemiju Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu na analizatoru Elecsys 2010 (Hitachi High-Tehnologies Corporation,

Tokyo, Japan), koriste¢i elektrokemiluminiscentnu (ECLIA) metodu.

3.2.7. HematoloSki i biokemijski parametri

Uzorci krvi za analizu hematoloSkih 1 biokemijskih parametara uzeti su iz aksilarnog spleta

krvnih Zila pokusnih Zivotinja. Uzorci za odredivanje hematoloskih parametara su stavljeni u
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heparinizirane staklene vacuutainere s dodatkom EDTA (Becton Dickinson, Plymouth, UK) i

pohranjeni na temeperaturi od 4 °C kroz 2 sata do odredivanja hematolo§kih parametara.

Uzorci za dobivanje seruma stavljeni su u epruvete bez antikoagulansa, te nakon koagulacije
krvi su centrifugirani na 3500 rpm kroz 10 minuta. Nakon cenrifugiranja, serum je sakupljen u
1,5 mL polipropilenske tubice (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) te je pohranjen na -20 °C

do odredivanja biokemijskih parametara.

Od hematoloskih parametara odredivan je broj etrirocita (Erc), koncentracija hemoglobina
(Hb), hematokrit (Hct), broj leukocita (Lkc) ,broj trombocita (Trc) i morfolosko diferenciranje
krvnog razmaza, a od biokemijskih parametara odredivana je koncentracija ukupnog kalcija,
fosfora, ukupnih proteina, glukoze, ureje, kreatinina, ukupnog bilirubina, C-reaktivnog proteina
(CRP), 25-OH Vitamina D, te aktivnosti enzima alkalne fosfataze (ALP), aspartat-
aminotransferaze (AST), alanin-aminotransferaze (ALT), laktat-dehidrogenaze (LD), gama-
glutamiltransferaze (GGT) i amilaze (AMS). Hematoloski i biokemijski parametri odredivani
su preporuc¢enim analitickim metodama, u Medicinsko biokemijskom laboratoriju OB Zabok.
Hematoloski parametri odredeni su na elektronskom brojacu ABBOTT CELL DYN 3700, a
morfolosko diferenciranje krvnog razmaza svjetlosnom mikroskopijom. Biokemijski parametri
odredeni su fotometrijskim metodama, 25-OH Vitamin D analiza na imunokemijskom
analizatoru Cobas e, Roche, a CRP imunonefelometrijskom metodom na biokemijskom

analizatoru Beckman Coulter AU 680.

3.2.8. Odredivanje upalnih citokina

Nakon uzimanja krvnih uzoraka u heparinizirane vacuutainere, izdvojeni serum pokusnih
zivotinja koriSten je za analize upalnih citokina priredenim prema naputku proizvodaca Multi-
Analyte ELISArray for Rat, Kit: MER-004A tvrtke Quiagen koji analizira paletu od 12
proupalnih citokina. Citokini i kemokini zastupljeni u ovom testu su slijedec¢i: IL1A, IL1B, IL2,
IL4, IL6, IL10, IL12, IL17A, IENYy, TNFa, G-CSF i GM-CSF. Analiza je izvrSena klasi¢nom
sandwich ELISA imunokemijskom metodom uporabom standarda i protutijela kita uz pomo¢
mikrotitarskog ¢itaca Labsystems iEMS Reader MF na 450 i 570 nm na Zavodu za animalnu

fiziologiju.

3.2.9. Enzimi oksidativnog stresa

Razina oksidativnog stresa mjerena je u uzorcima tkiva jetre, bubrega, slezene i jajnika.
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Odredivana je razina lipidne peroksidacije, koncentracija ukupnog glutationa (GSH), razina
enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i enzimske aktivnosti katalaze. Sve analize
ucinjene su na Zavodu za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta u

Zagrebu.

Razina lipidne peroksidacije

Razina lipidne peroksidacije odredena je reakcijom izmedu malonaldehida (MDA) i
tiobarbiturne kiseline (TBA) modificiranom metodom koju su opisali Jayakumar i sur. (2007).
Metoda se temelji na mjerenju koncentracija malonildialdehida (MDA), produkta lipidne
peroksidacije kroz reakciju MDA s tiobarbiturnom kiselinom (TBA). Reakcija se odvija u
kiselim uvjetima i na visokoj temperaturi pri ¢emu nastaje crveni fluorescentni kromogen Koji

je moguce mjeriti spektrofotometrijski pri valnoj duljini 532 nm (Slika 23).

o
H
o o - s N\ Ho N
A |
H H O N S MW \CH—CH=CH/\|/N
H OH

MDA TBA MDA-TBA kompleks

Slika 23. Mehanizam reakcije MDA/TBA

(Preuzeto sa stranice: htpp//www.supa.pharmacy.bg.ac.rs/assets/9203)

Metoda je izvedena tako da je u homogenat tkiva od 100 pL dodano 1,6 mL otopine A (Tablica
12). Dobivena otopina stavljena je u vodenu kupelj na 95 °C. Nakon 60 minuta otopina je
izvadena 1z kupelji 1 naglo ohladena na ledu prilikom cega je nastao nadtalog koji je odvojen i
kojem je zatim mjerena apsorbancija pri 532 nm na Spektrofotometru Libra S22 (Biochrom).
Ukupna koncentracija izraunata je prema sljedec¢oj formuli: ¢ = (Auzorka X Vreakcijske smjese)/(€ X

Vuzorka X Cproteina uzorka), t€ je 1zraZzena kao nmol MDA po mg proteina.
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Tablica 12. Priprema otopina za odredivanje koncentracije MDA

Otopina A 100 pL 8,1% SDS + 750 uL 20% octene
kiseline (pH = 3,5) + 750 uL 0,81% TBA

8,1% SDS 0,81 g SDS-au 10 mL dH20

20% octena kiselina 20 mL 99,5% octene kiseline i 2,31 mL HCI,
nadopuni se do 50 mL dH2O i podesi pH=3,5
te nadopuni dH20 do 100 mL

0,8% TBA 0,8 g TBA u 40 mL dH2O uz lagano
zagrijavanje. Nakon $to se otopi dodaje se
500 pL SM NaOH te se nadopuni s dH20 do
100 mL.

Koncentracija ukupnog glutationa

Koncentracija ukupnog glutationa u organima Stakora odredena je prema metodi koja se temelji
na reakciji tiolnog reagensa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne kiseline (DTNB, Ellmanov reagens)
s GSH pri ¢emu se stvara kromofor 5-tionitrobenzoicna kiselina (TNB) koji se fotometrijski
ocitatava na 412 nm (Metoda po Tietzu, 1969). U reakciji nastaje i GS-TNB koji se reducira
pomoc¢u GSH reduktaze i NADPH pri ¢emu se otpusta druga molekula TNB 1 reciklira GSH.
Ukupna koncentraciji reduciranog i oksidiranog GSH u uzorku, proporcionalna je reciklirajucoj
reakciji i brzini nastanka TNB-a (Slika 24).
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Slika 24. Mehanizam odredivanja ukupnog glutationa (preuzeto i prilagodeno sa stranice:

https://www.google.hr/search?g=gsh+tnb&rlz=1C2CHWA hrHR563HR583&biw=1335&hih
=600&source=Inms&thm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjUrrr uPXNAhUDOBOQKHTNnBU(g
Q_AUIBigB&dpr=0.9#imgrc=R6mLfmnyqicMoM%3A ).

Metoda je izvedena uz pomo¢ mikrotitarske plocice u ¢iju je jednu jazicu dodano 20 pL uzorka
razrijedenog 40 puta, 40 uL 0,035 M HCI 140 uL 10 mM DTNB, te je mjerena apsorbancija na
valnoj duljini od 415 nm na mikrotitarskom ¢itacu: Microplate reader Model 550 (Bio-Rad);
1IEMS reader MF (Labsystems). Zatim je dodano 100 pL otopine GR i NADPH te je mjerena
apsorbancija tijekom 5 min. Kao standard koriStena je koncentracija reduciranog GSH (0-100
uM). Izvedeni su pravcei za sve standarde kao promjena apsorbancije u vremenu. O¢itani su
nagibi pravaca, nacrtan je pravac kao ovisnost nagiba pravca o koncentraciji GSH. Konacno,
taj dobiveni pravac koriSten je za dobivanje koncentracije ukupnog GSH u uzorku prema
sljede¢oj formuli: ¢ = ((nagib pravca uzorka — nagib pravca slijepe probe)/nagib pravca
standarda) x razrijedenje. Koncentracija ukupnog GSH prikazna je kao uM GSH po mL

proteina. Otopine koriStene u ovoj metodi i njihova priprema navedeni su u Tablici 13.
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Tablica 13. Priprema otopine za odredivanje koncentracije GSH

0,5 M pufer PBS 17 mL 1 M NazHPO4 x 2 H20 i
(3 g Na2HPO4 x 2H20 i dH20 do 17 mL)
183 mL 1 M Na2HPO4 x 12 H20

(65,5 g NazHPO, x12 H,0 i dH20 do 183 mL)

0,5M EDTA 37,29 EDTA u 200 mL dH20

0,5M pufer PBS s 0,5 M EDTA 200 mL 0,5M PBS + 200 mL 0,5M EDTA

0,035 M HCI 7 mL 0,1 HCI u dH20 do 200 mL

10 MM DTNB 20 mg DTNB i 0,5M pufer PBS s 0,5 M EDTA
do5mL

0,8 mM NADPH 6,67 mg NADPH i 0,5M pufer PBS s 0,5 M

EDTA do 10 mL

Mjesavina GR 20 uL GR (50 U/mL)u 9980 pL 0,8 mM NADPH

Razina enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

SOD aktivnost odredena je prema metodi inhibicije redukcije citokroma C u sustavu
ksantin/ksantin oksidaza (XOD) (metoda po Flohéu i Ottingu, 1971). Metoda je izvedena tako
da su najprije pripremljenije dvije slijepe probe. Prva se sastojala od otopine A (Tablica 14),
kojoj je apsorbancija mjerena u spektrofotometru UV-160 (Shimadzu) na 550 nm tijekom 3
min. Druga slijepa proba sluZila je za namjeStanje aktivnosti ksantin oksidaze (XOD), ¢ija je
ciljna aktivnost morala iznositi oko 0,025 U/min. U kivetu je redom dodano 25 pL dH20, 1,45
mL otopine A (Tablica 14). Zatim je u istu kivetu dodan enzim XOD u pocetnom volumenu od
15 pL, sadrzaj je izmije$an te mu je odmah mjerena apsorbancija na Spektrofotometru UV-160
(Shimadzu), tijekom 3 min na 550 nm. Postupak je ponavljan, uz izmjene volumena dodavanog
enzima dok nije dobivena ciljana enzimska aktivnost pri kojoj je volumen XOD iznosio 25 —
30 uL. Dalje je slijedila analiza uzoraka, tako $to je u svaku reakcijsku smjesu umjesto dH>O
dodavano 25 puL uzorka te odgovaraju¢i volumen ksantin oksidaze, nakon ¢ega je odmah

mjerena apsorbancija u spektrofotometru.
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Enzimska aktivnost mjerena je kao postotak inhibicije aktivnosti XOD te je i izraZzena kao %
inhibicije, prema formuli % inhibicije = 100 — (AAuzorka / AAsiijepa proba) X 100. Nadalje je

aktivnost SOD izrazena kao U/mg proteina dobivena prema formuli: aktivnost SOD = 10 *
((%inhibicije + 12,757) /30,932).

Tablica 14. Priprema otopina za odredivanje aktivnosti SOD

50 mM PBS Pomijesati 17 mL (1,56 g NaH2PO4 x 2H>0 u 50 mL
dH20) i 183 mL (5,678 g NaoHPO4 u 200 mL dH>0),
namjestiti pH=7,8 te nadopuniti do 800 mL

50 mM PBS s 0,1 mM EDTA 3,72 mg EDTA u 100 mL 50 mM PBS

Reakcijska otopina A 190 mL 0,05 mM citokroma C (29 mg citokroma C u 50
mM PBS s 0,1 mM EDTA do 190 mL) i 19 mL 1 mM
ksantina (3 mg ksantina u 19,74 mL 1 mM NaOH, tesko

se otapa, lagano zagrijavati)

Reakcijska otopina B 40 pL ksantin oksidaze i 960 uL. dH,O

XOD (aktivnost 0,8 U/mL)

Razina enzimske aktivnosti katalaze (CAT)

CAT aktivnost odredena je spektrofotometrijskom metodom mjerenjem kolicine potroSenog
H20:2 (metoda po Aebiju 1984). Aktivnost katalaze izraZena je preko ekstinkcijskog koeficijenta
H20: (e= 39,4 mM-1 cm-1) kao U/mg proteina $to odgovara pmol razgradenog H202 po minuti

po miligramu proteina.

Metoda je izvedena tako da je u kivetu ukupnog volumena 1 ml dodano 980 uLL10 mM H202, a
ostatak do ukupnog volumena od 1 mL bio je uzorak odgovarajueg razrijedenja.
Spektofotometrijski pri 240 nm je mjereno smanjenje koli¢ine H20> tijekom jedne minute.
Koristena je formula ¢ = (Auzorka/ (€H202 x 1)) x razrijedenje, gdje je | jednak putu koji zraka

svijetla prode kroz kivetu i iznosi 1 cm.
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3.2.10. Vaganje maternica

Nakon zrtvovanja svakoj zivotinji odstranjena je maternica. Maternice su pojedinacno vagane
na digitalnoj vagi (Electronic balance ABS 220-4, Kern&Sohn, Germany) koja vaze to¢noscu

+ 0,1 mg, a rezultati su koristeni za utvrdivanje fitoestrogenskog ucinka na tezinu tog organa.

3.2.11. Procjena stupnja oSteCenja DNA - testovi genotoksi¢nosti

Za procjenu stupnja oSteCenja DNA koriSteni su Komet-test i Mikronukleus test. Priprema
preparata je izvedena na Zavodu za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta
u Zagrebu, gdje je ucinjen Mikronukleus test, a sva ostala mjerenja izvrSena su na opremi

Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu, gdje su i u¢injena.

Komet-test

Koristena je standardna metoda komet testa u alkalnim uvjetima na bijelim krvnim stanicama
(metoda po Singhu i sur. 1988). U pripremi preparata slijeden je jasno definirani protokol
polimerizacija, liza stani¢nih struktura, denaturacija, elktroforeza, neutralizacija i bojanje
preparata). Na bruseno predmetno stakalce Pasteurovom pipetom nakapana je svjeze priredena
otopina 1% agaroze normalnoga taliSta (NMP) i1 pokrivena pokrovnicom. Nakon polimerizacije
agaroze na sobnoj temperaturi sa stakla je uklonjena pokrovnica i taj sloj gela. Na osuseno
staklo pomoc¢u mikropipete nakapano je 300 puL 0,6% NMP agaroze i pokriveno pokrovnicom.
Stakalce je drzano 10 minuta na ledu. Na stakalca s priredenim slojem NMP agaroze nanoSen
je slijedeci sloj koji se sastojao od 100 pL 0,5% agaroze niskoga taliSta (LMP) pomijeSane sa 5
puL uzorka krvi uzete iz aksilarne vene miSa. Predmetno stakalce ponovno je pokriveno
pokrovnicom. Nakon 10 minuta stajanja na ledu, taj sloj gela prekriven je sa 100 puL 0,5%
agarozom niskog talista (LMP) i preparat je ponovo postavljen na led 10 minuta. Priredenim
preparatima nadalje su skinute pokrovnice i uronjeni su u pufer za lizu (NaCl, Na-
laurilsarkozinat, Tris-HCI, DMSO, Triton X-100), pH=10 u kojem su stajali jedan sat na 4°C.
Preparati su zatim iz pufera za lizu prebaceni u pufer za denaturaciju (NaOH, Na,EDTA),
pH=13. Denaturacija je provedena na sobnoj temperaturi u trajanju od 20 minuta. Nakon
denaturacije, preparati su premjesteni u aparat za elektroforezu. Elektroforeza je provedena u
istom puferu kao i denaturacija, pri jakosti struje od 300 mA i naponu od 25 V, tijekom 20

minuta. Nakon elektroforeze, preparati su isprani tri puta po 5 minuta u neutralizacijskom Tris-
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HCI puferu, pH=7,5. Nakon zadnjeg ispiranja, preparati su bojani sa 100 pL etidij-bromidom
(20 pg mLY) u trajanju od 10 minuta. Obojeni gelovi kratko su isprani u Tris-HCI puferu,
pH=7,5 i pokriveni pokrovnicom. Radi stabilizacije boje, preparati su prije pocetka analize
drzani u mraku najmanje 15 minuta. Obojani preparati analizirani su pomocu
epifluorescencijskog mikroskopa s ekscitacijskim filterom od 515 - 560 nm. Obrisi jezgara
stanica u gelu po obliku nalikuju na komete. Svakom kometu mjerio se niz parametara: duzina
repa, postotak DNA u repu, repni moment kao i ukupna povrSina kometa. Mjerenja su
provedena pomocu programa za analizu slike Comet Assay II, proizvodaca Perceptive

Instruments Ltd. Na svakom preparatu analizirano je po 100 kometa.

Mikronukleus test

U obojanom suSenom razmazu periferne krvi Stakora odreden je ukupni broj mikronukleusa na
2000 retikulocita (modificirani protokol iz 2000 prema Krishna i Hayashi) mikroskopskom
analizom preparata na fluorescencijskom mikroskopu s ekscitacijskim filterom 502-525 nm.

Metoda je provedena u tamnoj sobi, tako da je na osuseni razmaz periferne krvi $takora dodan
akridin oranz, te je predmetno stakalce pokriveno pokrovnicom. Zatim je slijedila analiza
stanica na fluorescencijskom mikroskopu. Mikronukleusi promatrani pod mikroskopom
fluoresciraju zuto, a citoplazma retikulocita ima crveni sjaj. U svakom pojedinacnom uzorku
analizirano je 2000 retikulocita u kojima je utvrden ukupni broj i raspodjela mikronukleusa
(MN).

3.2.12. Statisticka analiza

Svi pokusi provedeni su u duplikatu. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SV + SD) i/ili standardna pogreska (SV + SP). Podaci su analizirani pomocu
Kruskal-Wallis ANOVA-a testa. Daljnja analiza razlika izmedu skupina napravljen je
viSestrukom komparacijom srednjih vrijednosti svih skupina. Statisticka analiza je provedena
pomocu STATISTICA 12 programa (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Statisticka to¢nost odredena
jesaP < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. OSTEOGENI UCINAK BIOAKTIVNIH FLAVONOIDA

Homeostaza kosti se odrzava kroz ravnotezu izmedu tvorbe osteoblasta kosti 1 osteoklasti¢ne
resorpcije kosti. Starenje i oksdacijski stres uzrokuje gubitak kostane mase zbog smanjenog
formiranja osteoblasta kostiju i povecana osteoklasticke resorpciju kosti. Farmakoloski i
nutritivni ¢imbenici mogu igrati ulogu u prevenciji i lijeCenju gubitka kosti povezane sa
starenjem, oksidacijskim stresom i nedostatkom estrogena. Flavonoidi su bioaktivni spojevi
koji stimuliraju mineralizaciju kosti. Temeljem navedenog istrazili smo stimulirajuce
djelovanje flavonoida (ikarina, naringenina, krizina, kvercetina i proantocijanidina) na
mineralizaciju kostiju kroz povecanje koStane mase, mineralne gustoce kostiju, stimulaciju
osteoblastogeneze i potiskivanje osteoklastogeneze pracenjem biljega koStanog preokreta
(predgradnje i razgradnje kostane mase), razine vitamina D klju¢nog za apsorpciju kalcija u
crijevima, razine kalcija i fosfora u serumu, fizikalnih mjera kostiju i indeksa tjelesne tezine

femura.

4.1.1. Promjena tjelesne tezine (TT) Zivotinja tijekom pokusa

Postotak promjene TT Zivotinja tijekom pokusa prikazan je na Slici 25. U svih Zivotinja
kontrolnih i/ili Zivotinja obradenih s 13cRA zapaZen je prirast TT; % promjene TT kontrolne
skupine 6. i 12. dana bio je 3,58 i 7,74% dok u zivotinja obradenih s 13cRA% promjene TT je
bio 5,10% 1 11,66%. Prirast TT Stakora obradenih s 13cRA bio je veci za 1,52% - 3,9% u odnosu
na zdravu kontrolnu skupinu (Slika 25a, b). Nakon prouzrokovanja osteoporoze s 13cRA,
obrada Zivotinja s flavonoidima u dozi od 100 mg kg~dovela je do daljnjeg prirasta teZine od
18. — 30. dana za: ikarin 6,73% - 15,86%; naringenin 8,89% - 11,07%; krizin 6,87% - 13,29%;
proantocijanidin 7,52% - 11,40%; kvercetin 6,02% - 8,95%. U skupini obradenoj s
Alendronatom u dozi od 40 mg kg™ zabiljezen je pad TT od 2,50% - 0,55%, dok je kod skupine
obradene s alendronatom u dozi od 2 mg kg vidljiv prirast tezine od 9,78% - 13,15%. U zdravoj
kontrolnoj skupini kao i u skupini obradenoj s 13cRA (model osteoporoze) vidljiv je daljnji
prirast tezine od 5,88% - 9,10%, odnosno 7,54% - 11,28% (Slika 25c).
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Rezultati pokazuju da nema statisticki znacajne (P > 0,05) promjene u TT izmedu zdrave
kontrolne skupine i RMO tijekom pokusa (P > 0,05). Obrada RMO skupine s flavonoidima nije
dovela do statisticki znac¢ajne promjene u TT zivotinja; jedina statisticki znacajna promjena
zapazena je kod zivotinja obradenih ikarinom u odnosu na obradu zivotinja alendronatom u

dozi od 40 mg kg (P < 0,05).
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Slika 25. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na promjenu tjelesne tezine (TT) u RMO $takora.
Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i
40 mg kg*) jednom dnevno tijekom 14 dana. a, b) Postotak promjene tjelesne teZine Zivotinja
u zdravoj kontroli i u skupini obradenoj s 13cRA 6. i1 12. dana. ¢) Postotak promjene tjelesne
teZine Zivotinja tijekom obrade s flavonoidima. Broj Zivotinja po skupini (n= 6). Rezultati su
prikazani kao SV + SP.

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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4.1.2. Koli¢ina minerala u kostima (BMC; engl. bone mineral content)

Koli¢inu minerala u kostima mjerena je u u proksimalnom 1 distalnom dijelu desne bedrene

kosti.

Analizom podataka utvrden je statisticki znacajan porast u BMC-u proksimalnog i distalnog
dijela kosti (Slika 26) izmedu zdrave kontrolne skupine i RMO skupine (P < 0,05); skupine
obradene alendronatom (40 mg kg™*) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01); skupine obradene
proantocijanidinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05); skupine obradene alendronatom (40
mg kg!) u odnosu na skupinu obradenu ikarinom (prox. - P < 0,01; dist. - P < 0,05); skupine
obradene proantocijanidinom u odnosu na skupinu obradenu alendronatom (2 mg kg) (P <
0,001), skupine obradene kvercetinom u odnosu na skupinu obradenu alendronatom (2 mg kg~
1 (P < 0,05) i skupine obradene alendronatom (40 mg kg™) u odnosu na skupinu obradenu
alendronatom (2 mg kg?) (P < 0,001).
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Slika 26. Ucinak flavonoida ili alendronata na BMC proksimalnog (a) i distalnog (b) dijela
femura u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom
14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg
kg?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po

skupini (n= 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Slika 26 a): Zdr. Kontr. vs Alendronat 2 mg kg™ (P < 0,05); 13cRA vs Alendronat 40 mg kg™
(P < 0,01); 13cRA vs Proantoci. (P < 0,05); Ikarin vs Alendronat 40 mg kg (P < 0,05);
Proantoci. vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,001); Kvercetin vs Alendronat 2 mg kg* (P < 0,01);
Alendronat 40 mg kg™ vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,001)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; BMC koli¢ina minerala u kostima (BMC; engl. bone mineral
content); SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija
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Nastavak slike 26.

Slika 26 b): 13cRA vs Alendronat 40 mg kg (P < 0,01); 13cRA vs Proantoci. (P < 0,05); Ikarin
vs Proantoci. (P < 0,05); Ikarin vs Alendronat 40 mg kg™ (P < 0,01); Proantoc vs Alendronat 2
mg kgt (P <0,001); Kvercetin vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,05); Alendronat 40 mg kg vs
Alendronat 2 mg kg* (P < 0,001)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; BMC koli¢ina minerala u kostima (BMC; engl. bone mineral
content); SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija
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4.1.3. Mineralna gustoé¢a kosti (BMD; engl. Bone Mineral Density)

Mineralna gusto¢a kosti mjerena je u proksimalnom i distalnom dijelu desne bedrene kosti.
Analizom podataka utvrden je statisticki znacajan porast BMD - a u proksimalnom i distalnom
dijelu kosti (Slika 27) izmedu: zdrave kontrolne skupine i RMO skupine u proksimalnom dijelu
kosti (P < 0,05); zdrave kontrolne skupine i skupine obradene alendronatom (2 mg kg™) u
proksimalnom dijelu kosti (P < 0,01); skupine obradene proantocijanidinom i RMO skupine u
oba dijela kosti (P < 0,01); skupine obradene kvercetinom i RMO skupine u proksimalnom
dijelu kosti (P < 0,05); skupine obradene alendronatom (40 mg kg™?) i RMO skupine u oba
dijela kosti (prox. - P <0,01; dist. - P <0,001); skupine obradene proantocijanidinom i skupine
obradene alendronatom 2 (mg kg?) u oba dijela kosti (P < 0,001); skupine obradene
kvercetinom i skupine obradene alendronatom 2 (mg kg™®) u proksimalnom dijelu kosti (P <
0,01); skupine obradene alendronatom 40 (mg kg?) i skupine obradene ikarinom u distalnom
dijelu kosti (P < 0,05) i skupine obradene alendronatom 40 (mg kg™) u odnosu na skupinu

obradenu alendronatom 2 (mg kg™?) u oba kostana dijela (P < 0,001).
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Slika 27. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na BMD proksimalnog (a) i distalnog (b) dijela
femura u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom
14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg
kg?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po

skupini (n= 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Slika 27 a): Zdr. Kontr. vs 13cRA (P < 0,05); Zdr. Kontr. vs Alendronat 2 mg kg™ (P < 0,01);
13cRA vs Proantoci. (P < 0,01); 13cRA vs Kvercetin (P < 0,05); 13cRA vs Alendronat 40 mg
kg (P < 0,01); Proantoci. vs Alendronat 2 mg kg* (P < 0,001); Kvercetin vs Alendronat 2 mg
kg™ (P < 0,01); Alendronat 40 mg kg™ vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,001)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; BMC koli¢ina minerala u kostima (BMC; engl. bone mineral
content); SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija
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b)
Nastavak Slike 27.

Slika 27 b): 13cRA vs Proantoci. (P < 0,01); 13cRA vs Alendronat 40 mg kg™ (P < 0,001);
Ikarin vs Alendronat 40 mg kg (P < 0,05); Proantoci. vs Alendronat 2 mg kg* (P < 0,001);
Alendronat 40 mg kg™ vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,001)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; BMC koli¢ina minerala u kostima (BMC; engl. bone mineral
content); SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija
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4.1.4. Rezultati fizikalnih mjerenja kosti

4.1.4a. Indeksa teZine bedrenih kostiju

Radi tocnosti rezultata indeks tezine kosti izracunat je kao omjer tezine kosti i tjelesne tezine
svake pojedinacne Zivotinje. Iz rezultata mjerenja koja su izvrSena na lijevim bedrenim kostima
(Slika 28) vidljiv je statisticki znacajan porast indeksa tezine kosti kod: zdrave kontrolne
skupine u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05); skupine obradene kvercetinom u odnosu na
RMO skupinu (P < 0,05) i skupine obradene alendronatom 40 (mg kg™*) u odnosu na RMO
skupinu (P < 0,05). Iz rezultata mjerenja desnih bedrenih kostiju (Slika 29) vidljiv je statisticki
znacajan porast indeksa tezine kosti kod: zdrave kontrolne skupine u odnosu na RMO skupinu
(P < 0,001); skupine obradene ikarinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05); skupine
obradene naringeninom u odnosu na RMO skupinu (P <0,05) i skupine obradene alendronatom

40 (mg kg?) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01).
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Slika 28. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na indeks tezina lijevih bedrenih kostiju u RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n =
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs 13cRA (P < 0,05); 13cRA vs Kvercetin (P < 0,05); 13cRA vs Alendronat 40 mg
kg (P <0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 29. U¢inak flavonoida ili alendronata na indeks tezina desnih bedrenih kostiju u RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA S§takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n =

6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs 13cRA (P < 0,001); 13cRA vs Ikarin (P < 0,05); 13cRA vs Naringenin (P <
0,05); 13cRA vs Alendronat 40 mg kg (P < 0,01)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija

109



4.1.4b. Relativna tezina bedrenih kostiju

Relativne tezine kosti su preracunate na 100 g tjelesne tezine radi to¢nosti rezultata s obzirom
na gubitak ili pojacani prirast tezine pojedinih skupina. Iz rezultata mjerenja lijevih bedrenih
kostiju (Slika 30) vidljiv je statistiCki znacajan porast relativnih tezina kosti izmedu: zdrave
kontrolne skupine i RMO skupine (P < 0,05); skupine obradene kvercetinom i RMO skupine
(P < 0,01); skupine obradene alendronatom 40 mg kg™ i RMO skupine (P < 0,05).

Iz rezultata mjerenja desnih bedrenih kostiju (Slika 31) vidljiv je statisti¢ki znacajan porast
relativnih tezina kosti izmedu: zdrave kontrolne skupine i RMO skupine (P < 0,001); skupine
obradene ikarinom i RMO skupine (P < 0,05); skupine obradene naringeninom i RMO skupine

(P < 0,05); skupine obradene alendronatom 40 mg kg™t i RMO skupine (P < 0,01).
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Slika 30. U¢inak flavonoida ili alendronata na relativnu tezinu lijevih bedrenih kostiju u RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA S§takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n =
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs 13cRA (P < 0,05); 13cRA vs Kvercetin (P < 0,01); 13cRA vs Alendronat 40 mg
kg (P <0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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Slika 31. U¢inak flavonoida ili alendronata na relativnu tezinu desnih bedrenih kostiju u RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n =
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Kontr. vs 13cRA (P < 0,001); 13cRA vs Ikarin (P < 0,05); 13cRA vs Naringenin (P < 0,05);
13cRA vs Alendronat 40 mg kg (P < 0,01)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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4.1.4c. Geometrijske koStane odrednice bedrenih kosti

Rezultati geometrijskih kostanih odrednica preracunati su na 100 g tjelesne tezine radi tocnosti
rezultata, a rezultati su prikazani kao cm/100g. Mjerenja su izvrSena na desnim bedrenim
kostima (femurima). Mjereni su duljina kosti (veliki trohanter - kondil), antero- posteriorna
duzina (AP) i medio-lateralna duzina (ML) proksimalnog dijela kosti, srednjeg dijela kosti

(dijafize) i distalnog dijela kosti (Slike 32 - 35).

Analizom podataka dobivenih mjerenjem duljina desnih bedrenih kosti (Slika 32) utvrden je
statisticki znaCajan porast duljine kosti izmedu: skupine obradene ikarinom u odnosu na RMO
skupinu (P < 0,001); skupine obradene naringeninom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05) i

skupine obradene alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05).

Analizom podataka dobivenih mjerenjem ML i AP duzina proksimalnih dijelova desnih
bedrenih kostiju (Slika 33) utvrden je statisticki znacajan porast ML duZine kosti izmedu
skupine obradene ikarinom u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,05) i skupinu
obradenu krizinom (P < 0,001); skupine obradene proanocijanidinom u donosu na skupinu
obradenu krizinom (P < 0,01). Takoder je utvrden statisticki znacajan porast AP duzine kosti
izmedu skupine obradene alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P
<0,05) i skupine obradene kvercetinom u odnosu na skupinu obradenu alendronatom 2 (mg kg

1 (P < 0,05).

Analizom podataka dobivenih mjerenjem ML i AP duZina dijafiza desnih bedrenih kostiju
(Slika 34) utvrden je statisti¢ki znaCajan porast ML duZine kosti izmedu zdrave kontrolne
skupine u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05) i skupinu obradenu krizinom (P < 0,05). Takoder
je utvrden statistiCki znacajan porast AP duzine kosti izmedu skupine obradene ikarinom u
odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) i skupinu obradenu krizinom (P < 0,01); skupine obradene
alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05).

Analizom podataka dobivenih mjerenjem ML 1 AP duZina distalnih dijelova desnih bedrenih
kostiju (Slika 35) utvrden je statisticki znaCajan porast ML duZine kosti izmedu skupine
obradene ikarinom u odnosu na skupinu obradenu krizinom (P < 0,05); skupine obradene
proantocijanidinom u odnosu na skupinu obradenu krizinom (P < 0,05) 1 skupine obradene
alendronatom 2 (mg kg™?) u odnosu na skupinu obradenu krizinom (P < 0,01). Takoder je
utvrden statisticki znacajan porast AP duZine kosti izmedu skupine obradene ikarinom u odnosu

na RMO skupinu (P < 0,01) i skupine obradene naringeninom (P < 0,05) i Krizinom P < 0,01).
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Slika 32. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na duljinu desnih bedrenih kosti u RMO S§takora.
Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili alendronatom (2 i
40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su

prikazani kao SV + SP.

13cRA vs Ikarin (P < 0,001); 13cRA vs Naringenin (P < 0,05); 13cRA vs Alendronat 2 mg kg
1(P<0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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a)

Slika 33. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na ML (a) i AP (b) duzine proksimalnih dijelova
desnih bedrenih kostiju u RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg?) jednom

dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA $takori su obradeni ig S

flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i 40 mg kg*) jednom dnevno tijekom 14 dana.

Broj Zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Slika 33a): Ikarin vs Naringenin (P < 0,05); Ikarin vs Krizin (P < 0,001); Krizin vs
Proantocijanidin (P < 0,01)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija; ML - medio-lateralna duzina; AP - anterio-posteriorna duzina.
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b)
Nastavak Slike 33.

Slika 33b): Zdr. Kontr. vs Alendronat 2 mg kg™ (P < 0,05); Kverectin vs Alendronat 2 mg kg
1(P<0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija; ML - medio-lateralna duzina; AP - anterio-posteriorna duzina.
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Slika 34. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na ML (a) i AP (b) duzine dijafiza desnih bedrenih
kostiju u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom
14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg
kg?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po

skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.
Slika 34a): Zdr. Kontr. vs RMO (P < 0,05); Zdr. Kontr. vs Krizin (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija; ML - medio-lateralna duzina; AP - anterio-posteriorna duzina.
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b)
Nastavak Slike 34.

Slika 34b): 13cRA vs Ikarin (P < 0,01); 13cRA vs Alendronat 2 mg kg* (P < 0,05); Ikarin vs
Krizin (P < 0,01)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija; ML - medio-lateralna duzina; AP - anterio-posteriorna duzina.
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Slika 35. U¢inak flavonoida ili alendronata na ML (a) i AP (b) duzine distalnih dijelova desnih
bedrenih kostiju u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg*) jednom dnevno
tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima
(100 mg kg™?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja
po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Slika 35a): Ikarin vs Krizin (P < 0,05); Krizin vs Proantocijanidin (P < 0,05); Krizin vs
Alendronat 2 mg kg (P < 0,01)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija; ML - medio-lateralna duzina; AP - anterio-posteriorna duzina.
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Nastavak Slike 35.

Slika 35b): 13cRA vs Ikarin (P < 0,01); Ikarin vs Naringenin (P < 0,05); Ikarin vs Krizin (P <
0,01)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija; ML - medio-lateralna duzina; AP - anterio-posteriorna duzina.

4.1.5. Histoloska analiza bedrenih kostiju

HistoloSka analiza distalnog dijela dijafize femura kontrolnih Stakora pokazuje da je korteks
femura graden pretezno od cirkumferentnog lamelarnog koStanog tkiva koje se sastoji od lamela
i osteocita smjeStenih u okruglim ili ovalnim lakunama (Slika 36a, c, d), dok se manje
zastupljeni osteoni nalaze u srediSnjem dijelu koStanog tkiva (Slika 36¢, d), a narocito u

anteriornom dijelu reza (Slika b). U tkivu je nadeno i1 par manjih intrakortikalnih Supljina
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(resorpcijskih Supljina) ispunjenih koStanom srzi (Slika 36a, b) te ostaci ,,nelamelarnog
kostanog tkiva*“ (woven bone) (Slika 36d). Periost i endost su glatki bez nepravilnosti.

U usporedbi s kontrolnom skupinom, korteks dijafize femura Stakora obradenih s retinoi¢nom
kiselinom karakterizira stanjivanje pra¢eno zna¢ajnom porozno$¢u uzrokovanom formiranjem
brojnih intrakortikalnih Supljina razli€itih veli¢ina (Slika 36e, f), kao i mjestimi¢no erodiranu
endostalnu povrsinu kosti (unutarnja povrsina kosti) (Slika 36g). Supljine su s kortikalne strane
djelomi¢no omedene osteoidom, dok su na luminalnoj povrSini mjestimi¢no uoceni osteoklasti
(Slika 36f), koji su takoder nadeni i u udubljenjima erodirane endostalne povrsine kosti (Slika
36Q).

Slicnu gradu, no s neSto manje intrakortikalnih Supljina pokazuje i femur osteoporoti¢nih
Stakora obradenih s naringeninom (Slika 36h).

Kortikalna kost osteoporoti¢nih $takora obradenih s alendronatomu dozi od 40 mg kg*
pokazuje znakove poboljSanja strukture femura (Slika 361). Debljina kortikalne kosti se
povecala, broj kao i veli¢ina intrakortikalnih Supljina je znacajno smanjena, dok unutarnja
povrsina korteksa i dalje pokazuje nepravilnosti na pojedinim mjestima.

Osteoporoti¢ni Stakori obradeni s kvercetinom (Slika 36;j), proantocijanidinom (Slika 36k) kao
1 krizinom (Slika 361) pokazuju znacajno poboljSanje strukture kortikalne kosti dijafize femura
koja pokazuje debljinu sli¢nu onoj u kontrolnoj skupini, iako je jo§ uvijek prisutno par manjih
intrakortikalnih Supljina, dok endostalna povrSina pokazuje tek sporadi¢nu vrlo malu

erodinaronost.

121



Slika 36. U¢inak flavonoida ili alendronata na histolosku analizu bedrenih kostiju u RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno
tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (40 mg kg™) jednom dnevno
tijekom 14 dana. Slika prikazuje popre¢ni presjek distalnog dijela dijafize femura zenskih $takora obojenih HE.

(a-d) Kontrola. (a) Korteks se sastoji ve¢im dijelom od vanjskog i unutarnjeg osnovnog lamelarnog kostanog tkiva (c,d) te od malobrojnih osteona koje se nalaze
u sredisnjem dijelu tkiva (c, d), a brojniji su tek u anteriornom dijelu reza. Par manjih intrakortikalnih Supljina (b) i ostaci nezrelog kostanog tkiva (woven) (d).
(e-g) Stakori obradeni s retinoi¢nom kiselinom (osteoporoti¢na grupa). (¢) Formiranje brojnih intrakortikalnih $upljina i stanjivanje korteksa. (f) Intrakortikalne
Supljine okruzene novo formiranom kosti, osteoklasti na luminalnoj povrsini Supljine. (g) Osteoklast u udubljenju erodirane endostalne povrsine kosti. x4 (a,e),

x20 (b, c, d, f,g).
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Nastavak Slike 36.

(h) Manje intrakortikalnih Supljina kod osteoporoti¢nih §takora obradenih s naringeninom. (i) Osteoporoti¢na skupina obradena s alendronatom. Debljina
kortikalne kosti se povecala, broj i veli¢ina intrakortikalnih Supljina je zna¢ajno smanjena. Osteoporoti¢ni Stakori obradeni s kvercetinom (j), proantocijanidinom
(k) kao i krizinom (1) pokazuju znac¢ajno poboljSanje strukture kortikalne kosti dijafize femura koja pokazuje debljinu slicnu onoj u kontrolnoj skupini, iako je

jo$ uvijek prisutno par manjih intrakortikalnih Supljina. x4 (h-I).
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4.1.6. Rezultati biokemijskih biljega koStanog preokreta

4.1.6a. Vrijednosti biljega kostane izgradnje - osteokalcina

Analizom podataka utvrden je statisticki znaCajan porast vrijednosti osteokalcina u serumu
izmedu RMO skupine i skupina obradenih ikarinom (P < 0,01); krizinom (P < 0,05) i
proantocijanidinom (P < 0,05) (Slika 37).
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Slika 37. Ucinak flavonoida ili alendronata na vrijednosti biljega koStane izgradnje
osteokalcina u serumu RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom
dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig S
flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i 40 mg kg*) jednom dnevno tijekom 14 dana.

Broj zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

13cRA vs Ikarin (P < 0,01); 13cRA vs Krizin (P < 0,05); 13cRA vs Proantocijanidin (P < 0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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4.1.6b. Vrijednosti biljega kostane razgradnje, C-terminalnog fragmenta tipa I kolagena

(CTX) ili Beta CrossLapsa (B-CTx)

Analizom podataka utvrden je statisticki znacajan porast vrijednosti B-CTx-a izmedu RMO
skupine i zdrave kontrolne skupine (P < 0,01); skupine obradene naringeninom i zdrave
kontrolne skupine (P < 0,05) i skupine obradene krizinom i zdrave kontrolne skupine (P < 0,05)
(Slika 38).
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Slika 38. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na vrijednosti biljega koStane razgradnje Beta
CrossLapsa (B-CTx) u serumu RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg?)
jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA S$takori su obradeni ig
s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i 40 mg kg™ ) jednom dnevno tijekom 14

dana. Broj Zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs 13cRA (P < 0,01); Zdr. Kontr. vs Naringenin (P < 0,05); Zdr. Kontr. vs Krizin

(P <0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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4.1.7. Razina 25-OH Vitamin D u serumu

Iz rezultata mjerenja koncentracije 25-OH Vitamina D (Slika 39) vidljiv je statisti¢ki zna¢ajan
porast koncentracija vitamina D izmedu RMO skupine u odnosu na skupine obradene

alendronatom (2 mg kg?) (P < 0,01) i skupine obradene ikarinom (P < 0,05).
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Slika 39. Ucinak flavonoida ili alendronata na vrijednosti koncentracije 25-OH Vitamina D u
serumu RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14
dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA S$takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg
kg?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po
skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

13cRA vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,01); 13cRA vs Ikarin (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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4.1.8. Razina kalcija i fosfora u serumu

Razina kalcija i fosfora prikazana je na Slici 40 141. Na Slici 40 nije vidljiva statisticki znacajna
razlika u vrijednostima koncentracije ukupnog kalcija u krvi RMO Stakora nakon obrade s
flavonoidima i alendronatom dok na Slici 41 je vidljiv statisticki znac¢ajan porast anorganskog
fosfata kod skupine obradene alendronatom (2 mg kg*) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu

(P <0,01); RMO skupinu (P < 0,05) i skupinu obradenu kvercetinom (P < 0,05) (Slika 41).
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Slika 40. Uginak flavonoida ili alendronata na razinu kalcija u serumu RMO $takora. Stakori
su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i
40 mg kg!) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su

prikazani kao SV + SP.

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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Slika 41. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na razinu anorganskog fosfata u serumu RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg!) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n =
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,01); 13cRA vs Alendronat 2 mg kg* (P < 0,05);
Kvercetin vs Alendronat 2 mg kg™ (P < 0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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4.2. PROTUUPALNI UCINAK FLAVONOIDA

Epidemioloski dokazi pokazuju da visok unos biljne hrane bogate flavonoidima je povezana s
nizim rizikom od kroni¢nih bolesti ukljuc¢ujuéi osteoporozu. Flavonoidi igraju klju¢nu ulogu u
prevenciji  bolesti kroz  brojne ciljne  molekule uklju¢ene u  modulaciju
imunoloSkog sustava i1 upalnog odgovora. Tocnije, ako upalni odgovor nije pravilno
kontroliran, izazvani visoki upalni stres moze biti kljuéni modulator dodatnih oSteéenja
strukture kosti, posebice kroz aktivaciju osteoklasta, postajuci rizicni ¢imbenik u osteoporozi.
Upalni citokini, klju¢ni posrednici upalnog odgovora, mogu pojacati ili inhibirati
upalni proces kroz regulaciju i aktivaciju leukocita i njihovog sazrijevanja, proizvodnju i

oslobadanje citokina i kemokina te proizvodnju reaktivnih posrednika kisika i dusika.

Temeljem navedenog mjerenje razine upalnih citokina, biokemijskih i hematoloskih odrednica
u serumu uklju¢ujuci broj leukocita, diferencijalnu analizu krvi, C-reaktivne proteine te enzime
kao pokazatelje oSte¢enja organa te mjerenje tezine organa posluziti ¢e nam kao pokazatelji

upalnog/protuupalnog odgovora flavonoida u osteoporozi.

4.2.1. Rezultati hematoloskih i biokemijskih pokazatelja u punoj krvi i serumu

4.2.2. Hematoloski pokazatelji u krvi

Od hematoloskih parametara odredivan je broj etrirocita (E), koncentracija hemoglobina (Hb),
hematokrit (Hct), broj leukocita (L), broj trombocita (Trc) (Tablice 15) i morfolosko
diferenciranje krvnog razmaza (Tablica 16, Slika 42).

Analizom rezultata hematoloskih parametara vidljiv je statisticki znacajan porast broja
eritrocita kod zdrave kontrolne skupine u odnosu na skupinu obradenu alendronatom (2 mg kg”
1 (P < 0,05) (Tablica 15); statisticki znac¢ajan porast vrijednosti hematokrita kod zdrave
kontrolne skupine u odnosu na skupinu obradenu alendronatom (2 mg kg?) (P < 0,05);
statisticki znacCajan porast broja leukocita kod skupina obradenih proantocijanidinima i
alendronatom (2 mg kg?) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05) (P < 0,05);
statistiCki znaCajan porast broja trombocita kod skupina obradenih proantocijanidinom u

odnosu na skupinu obradenu ikarinom (P < 0,05).
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Tablica 15. U¢inak flavonoida ili alendronata na hematoloske pokazatelje u krvi RMO Stakora

Skupine? Hematolo$ki pokazatelji (X £+ SD)
Hct MCHC
I(_log LY (E]_Olz L) l(;;gf-l) (L LY I(\]fILC;V ?S;:)H QLY RDW (%o) 2;_5% L)

Zdr. Kontr. | 2,70+1,17 | 7,284+0,46 | 145,40+12,98 | 0,43+£0,03 | 60,15+1,56 | 19,96+0,90 | 332,00+9,31 | 15,58+0,71 | 729,20+77,10
13cRA 3,88+1,12 | 6,88+0,30 | 132,33+5,00 | 0,40+0,01 | 56,75+3,47 | 19,23+0,31 | 329,16+5,63 | 16,08+0,60 | 722,00+55,40
Ikarin 4,01+1,01 | 6,84+0,25 | 129,83+3,43 | 0,39+0,01 | 58,31+2,25 | 19,03+0,63 | 326,16+3,65 | 16,08+0,75 | 586,83+54,47
Naringenin 3,85+£0,47 | 6,99+0,24 | 136,83+2,78 | 0,41+£0,01 | 59,58+1,10 | 19,58+0,52 | 328,83+3,97 | 15,48+0,55 | 707,16+38,12
Krizin 4,51+1,33 | 6,72+0,20 | 133,66+3,66 | 0,40+0,01 | 60,15+0,90 | 19,90+0,31 | 330,00+3,28 | 15,43+0,49 | 707,16+54,02
Proantoci. 5,35+1,36* | 6,73+0,33 | 133,33+6,15 | 0,40+0,02 | 60,03+1,64 | 19,80+0,39 | 330,00+5,79 | 15,11+0,77 | 752,00+71,02*
Kvercetin 4,50+0,60 | 6,91+£0,32 | 130,00+5,56 | 0,39+0,02 | 57,66+0,35 | 18,86+0,25 | 327,33+6,02 | 15,63+0,11 | 666,33+24,44
Alendronat 40 | 4,70+0,75 | 6,57+0,34 | 127,00+6,55 | 0,38+0,01 | 58,86+1,24 | 19,26+0,23 | 328,00+6,00 | 15,43+0,66 | 749,33+28,21
Alendronat 2 | 5,90+1,48* | 6,32+0,21* | 128,50+6,35 | 0,37+0,02* | 59,32+1,79 | 20,36+1,24 | 329,25+6,34 | 15,50+0,28 | 723,50+38,95

3 Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze ig primjenom 13cRA (80 mg kg™)
jednom dnevno tijekom 14 dana, $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom
slijedec¢ih 14 dana. Broj zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SD.

* Statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P < 0,05);

A Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na ikarin (* P < 0,05).

Kratice: L- leukociti; E - eritrociti; Hgb — hemoglobin; Hct — hematokrit; MCV- prosje¢ni volumen eritrocita; MCH - prosje¢na koli¢ina
hemoglobina u eritrocitu; MCHC - prosjec¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima; RDW- raspodjela eritrocita po veli¢ini; Trc - trombociti

130




Diferencijalnom analizom leukocita krvi uoceno je jasno povecanje apsolutnog broja kao i
postotka monocita, bazofila i eozinofila u skupini obradenoj alendronatom u dozi od 40 i 2 mg
kgl (Tablica 16, Slika 42). Nadalje, u svih skupina Zivotinja s osteoporozom vidljivo je
povecanje apsolutnog broja i postotka limfocita i neutrofila u odnosu na zdravu kontrolnu
skupinu. Statisticki znaCajna razlika u apsolunom broju limfocita je zapazena izmedu zdrave
kontrole i RMO skupine (P < 0,05) te zdrave kontrolne skupine i obrade proantocijanidinima
(P < 0,05). Apsolutni broj neutrofila je statisti¢ki znacajno veci u skupini obradenoj ikarinom i

proantocijanidinom u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05) (P < 0,01).

U Tablici 16 vidljiva je statisticki znacajna razlika u % neutrofila u zivotinja obradenih s
alendronatom (40 i 2 mg kg) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05; P < 0,05).
Takoder, statisticki znacajna razlika postoji u postotku neutrofila u skupini obradenoj
alendronatom (40 i 2 mg kg®) (P < 0,01; P < 0,01) i proantocijanidinima (P < 0,05) u odnosu

na skupinu obradenu naringeninom.
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Tablica 16. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na diferencijalnu krvnu sliku u RMO $takora

Diferencijalna krvna slika (X £+ SD)
Skupine?
Limfociti | Monociti Neutrofili Bazofili Eozinofili
(%) (%) (%) (%) (%)

Zdr. Kontr. 79,06+7,99 | 0,42+0,21 13,46+2,97 0,38+0,21 0,61+0,27
13cRA 83,96+2,74 | 0,45+0,16 15,18+2,28 0,55+0,17 0,73+0,36
Ikarin 78,01+£3,57 | 0,40+0,18 20,15+2,91 0,40+0,16 0,70+0,34
Naringenin 86,95+2,02 | 0,38+0,21 11,45+2,37 0,36+0,23 0,85+0,38
Krizin 79,55+6,86 | 0,36+0,22 15,334+3,29 0,46+0,15 1,05+0,25
Proantoc. 73,90+4,81 | 0,35+0,12 | 21,90+3,13* 0,66+0,33 0,71+0,24
Kvercetin 84,70+4,21 | 0,36+0,05 13,96+4,36 0,63+0,20 0,36+0,11
Alendronat 40 70,16+3,29 | 0,86+0,20 | 28,00+4,33*# 1,23+0,50 0,73+0,41
Alendronat 2 70,95+3,47 | 1,22+0,41 | 25,9143,56*# 1,06+0,44 1,16+0,12

3 Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg?) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze ig primjenom 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana,
Stakori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i 40 mg kg?) jednom
dnevno tijekom slijede¢ih 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao

SV + SD.

* Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P < 0,05)

# Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na naringenin (#P < 0,05; #pP < 0,01)
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4.2.3. Biokemijski pokazatelji u krvi

Od biokemijskih pokazatelja odredivana je koncentracija proteina u krvi (ukupni proteini i C-
reaktivni protein (CRP)), metabolita i supstrata (glukoza, ureja, kreatinin, ukupni bilirubin), te
aktivnosti enzima aspartat - aminotransferaze (AST), alanin - aminotransferaze (ALT), gama -
glutamiltransferaze (GGT), alkalne fosfataze (ALP), laktat - dehidrogenaze (LDH) i amilaze
(AMS) (Tablica 17). Najznacajnije promjene enzimske aktivnosti dodatno su prikazane na

Slikama 43-45.

Analizom rezultata biokemijskih pokazatelja enzimske aktivnosti aspartat - aminotransferaze
(AST), (Tablica 17, Slika 43) vidljiv je statisticki znacajan porast aktivnosti AST izmedu RMO
skupine 1 skupine obradene naringeninom (P < 0,05). Nije vidljivo statisticki znacajnih razlika
u enzimskoj aktivnosti alanin - aminotransferaze (ALT) gama - glutamiltransferaze (GGT) i
amilaze (AMS) u krvi RMO §takora nakon obrade s flavonoidima i alendronatom (Tablica 17).

Analizom rezultata biokemijskih pokazatelja enzimske aktivnosti alkalne fosfataze (ALP)
(Slika 44) vidljiv je statisticki znacajan porast aktivnosti ALP izmedu RMO skupine u odnosu
na skupine obradene naringeninom (P < 0,05); skupine obradene kvercetinom (P < 0,05) i

skupine obradene alendronatom 40 mg kg™ (P < 0,01).

Analizom rezultata biokemijskih pokazatelja enzimske aktivnosti laktat - dehidrogenaze (LDH)
(Slika 45) vidljiv je statisti¢ki znacajan porast aktivnosti LDH izmedu RMO skupine u odnosu
na skupine obradene naringeninom (P < 0,001) i skupine obradene proantocijanidinom (P <
0,01). Jednako tako vidljiv je statisticki znacajan porast aktivnosti LDH izmedu skupine

obradene alendronatom 2 mg kg u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,05).

Rezultati mjerenja koncentracije ukupnog bilirubina i ureje (Tablica 18) nisu pokazali znacajne
promjene izmedu skupina. U odnosu na zdravu kontrolnu skupinu obrada Zzivotinja s
naringeninom polucila je statisticki znacajan (P < 0,05) pad kretinina u Zivotinja s
osteoporozom dok je obrada s alendronatom (2 mg kg') dovela do povecanje koncentracije
glukoze (P < 0,05).

Iz Tablice 18 vidljiv je statisticki znacajan porast koncentracija ukupnih proteina kod RMO
skupine u odnosu na skupinu obradenu ikarinom (P < 0,05) i skupine obradene
proantocijanidom u donosu na skupinu obradenu ikarinom (P < 0,01) i skupinu obradenu
alendronatom 2 mg kg™ (P < 0,05). Rezultati mjerenja C-reaktivnih proteina (CRP) (Tablica

18) ne pokazuju nikakve promjene izmedu skupina.
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4.2.3a. Aktivnost enzima u krvi

Tablica 17. U¢inak flavonoida ili alendronata na enzimske biokemijske pokazatelje u krvi RMO $takora

Skupine? Biokemijski pokazatelji-enzimi (X £+ SD)

AST(UL?Y JALT(ULY [ALP@ULY GGT(UL?Y) [LDH(ULY Amilaza (U LY)
Zdr. Kontr. 78,33+7,73 46,40+9,52 170,13+24,54 0,00+0,00 464,50+130,97 1751,00+609,96
13cRA 96,16+13,34 43,16+4,66 224,00+15,01 0,66+0,51 725,66+157,59 2046,16+213,69
Ikarin 83,00+7,01 51,16+5,19 164,00+20,36 0,33+0,51 385,83+65,98 1549,66+397,01
Naringenin 74,00+5,25%* 41,00+3,89 147,50+30,09* | 0,33+0,51 201,50+£97,65*** 1897,00+311,35
Krizin 83,0044,00 41,00+4,19 186,33+45,60 0,16+0,40 325,16+121,79 1912,16+510,88
Proantoci. 85,16+8,51 42,40+6,94 186,66+26,01 0,33+0,51 286,50+45,85** 1831,66+247,39
Kvercetin 77,66+4,50 38,00+3,60 139,66+12,05* | 0,33+0,57 422,00+58,02 2032,66+131,95
Alendronat 40 mg | 87,66+7,50 42,00+2,64 115,00+12,00** | 0,33+0,57 402,00+122,74 2184,00+419,06
Alendronat2 mg | 87,33+8,37 47,00+4,54 179,33+17,82 0,00+0,00 527,66+116,67" 2161,33+535,76

a Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™*) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze ig primjenom 13cRA (80 mg kg™)
jednom dnevno tijekom 14 dana, $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg) jednom dnevno tijekom
slijedec¢ih 14 dana. Broj zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SD.

*kk

* Statisti¢ki znac¢ajno razli¢ito u odnosu na 13cRA ("P < 0,05; *P < 0,001;
(P < 0,05);

P < 0,001); # Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na naringenin

Kratice: AST - aspartat aminotransferaza; ALT - alanin aminotransferaza; ALP - alkalna fosfataza; LDH - laktat dehidrogenaza; GGT -
glutamiltransferaza
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Slika 43. U¢inak flavonoida ili alendronata na enzimsku aktivnost aspartat - aminotransferaze
(AST) u krvi RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg*) jednom dnevno
tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze ig primjenom 13cRA (80 mg kg™) jednom
dnevno tijekom 14 dana, $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom
(2 40 mg kg!) jednom dnevno tijekom slijede¢ih 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n = 6).
Rezultati su prikazani kao SV + SP.

13cRA vs Naringenin (P < 0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; AST - aspartat aminotransferaza; SV - srednja vrijednost; SP -
standardna pogreska; SD- standardna devijacija
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Slika 44. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na alkalne fosfataze (ALP) u krvi RMO $takora.
Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze ig primjenom 13cRA (80 mg kg?) jednom dnevno tijekom 14 dana, $takori su
obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i 40 mg kg™ ) jednom dnevno
tijekom slijedecih 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV +

SP.

13cRA vs Naringenin (P < 0,05); 13cRA vs Kvercetin (P < 0,05); 13cRA vs Alendronat 40 mg
kg (P <0,01)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; ALP - alkalna fosfataza; SV - srednja vrijednost; SP - standardna
pogreska; SD- standardna devijacija
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Slika 45. Ucinak flavonoida ili alendronata na enzimsku aktivnost laktat - dehidrogenaze
(LDH) u krvi RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno
tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze ig primjenom 13cRA (80 mg kg?) jednom
dnevno tijekom 14 dana, takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom
(2 40 mg kg!) jednom dnevno tijekom slijede¢ih 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n = 6).
Rezultati su prikazani kao SV + SP.

13cRA vs Naringenin (P < 0,001); 13cRA vs Proantocijanidin (P < 0,01); Naringenin vs
Alendronat 2 mg kg* (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; LDH - laktat dehidrogenaza; SV - srednja vrijednost; SP -
standardna pogreska; SD- standardna devijacija
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4.2.3b. Proteini, metaboliti i supstrati

Tablica 18. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na metabolite, proteine i supstrate u krvi RMO $takora

Skupine? Biokemijski pokazatelji — proteini, metaboliti i supstrati (X £ SD)

TP CRP GLU UREA Kreatinin Ukupni bilirubin

(g LY (mg L) (mmol LY | (MMOIL™) | (ymel LY (mmol L)
Zdr. Kontr. 53,66+1,36 0,08+0,04 13,96+0,68 6,26+1,01 36,33+4,17 2,33+0,81
13cRA 56,00+1,41 0,11+0,04 17,28+1,74 5,65+0,78 32,50+2,16 2,83+0,40
Ikarin 50,00+2,96*% | 0,03+0,05 15,58+1,04 6,00+0,67 33,00+2,75 2,16+0,75
Naringenin 53,66+1,50 | 0,10+0,00 16,48+1,38 5,50+0,52 27,66+1,63* 3,00+0,00
Krizin 54,00+2,09 0,06+0,05 16,61+1,41 6,65+0,44 34,16+3,18 2,667+0,51
Proantoci. 56,66+1,75 0,10+0,00 16,56+1,57 6,01£0,59 33,66+5,64 2,66+0,51
Kvercetin 53,33+0,57 0,06+0,05 14,60+1,65 5,66+0,30 30,33+2,08 2,66+0,57
Alendronat 40 mg 51,66+4,04 0,10+0,00 17,93+1,53 6,76+0,37 35,00+4,00 2,66+0,57
Alendronat 2 mg 49,75+4,03° 0,07£0,00 18,87+2,51* 6,07+1,05 27,75%+6,50 3,00£0,00

a Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze ig primjenom 13cRA (80 mg kg
jednom dnevno tijekom 14 dana, $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i 40 mg kg*) jednom dnevno tijekom
slijedec¢ih 14 dana. Broj zivotinja po skupini (n = 6). Rezultati su prikazani kao SV + SD.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P < 0,05; ** P < 0,01); " Statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na 13cRA (P < 0,05);
© Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na proantoci. (°P < 0,05; ®°P < 0,01)

Kratice: TP - total protein; CRP - C-reaktivni proteini; GLU — glukoza
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4.2.4. Razina upalnih citokina u serumu

Iz rezultata mjerenja razine upalnih citokina u serumu (Slika 46) vidljiv je izrazen porast razine
upalnih citokina kod RMO skupine, medu kojima je najizrazeniji porast RANTES kemokina.
Takoder je izraZeniji porasti TNF-a, i IL-1B, kod RMO skupine. Medu skupinama obradenim
flavonoidima zapazena je snizena razina RANTES kemokina, TNF-a, i IL-1p te porast IL-12

kod skupine obradene kvercetinom.
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Slika 46. U¢inak flavonoida ili alendronata na razinu upalnih citokina u serumu RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom
dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili alendronatom (2 i 40 mg
kg?) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n= 6). Rezultati su prikazani kao SV. Kratice: Zdr.Kontr.- zdrava kontrola;
13cRA- RMO (retinoi¢ni model osteoporoze); Proantoci.- proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; Granulocitno-makrofagni kolono-stimulirajuéi
faktor (GM-CSF; engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor); RANTES (od engl. regulated on activation and secretion normal T
cell expressed).
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4.2.5. Rezultati mjerenja teZine unutarnjih organa

Rezultati mjerenja tezine jetre, slezene i bubrega prikazani su kao indeks tezine organa i kao

relativna teZina organa.

4.2.5a. Indeks teZine organa

Radi tocnosti rezultata indeks tezine organa izraCunat je kao omjer tezine organa i tjelesne
tezine svake pojedinacne zivotinje. Iz Tablice 19 vidljivo je statisticki znacajno povecanje
indeksa tezina jetre kod skupine obradene naringeninom u odnosu na skupinu obradenu
proantocijanidinom (P < 0,05) i skupine obradene naringeninom u odnosu na skupinu obradenu
alendronatom 2 mg kg* (P < 0,05). Nisu zapazene statisti¢ki zna¢ajne promjene indeksa tezina

slezena i bubrega (Tablica 19).
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Tablica 19. U¢inak flavonoida ili alendronata na indeks tjelesne tezine organa u RMO S$takora

Indeks tjelesne teZine organa

Skupine?

Indeks teZine Indeks teZine Indeks teZine

jetre (g g?) bubrega (g g?) slezene (g g?)
Zdr. Kontr. 0,0341+0,0011 | 0,0069+0,0003 0,0032+0,0002
13cRA 0,0332+0,0009 | 0,0068+0,0002 0,0033+0,0001
Ikarin 0,0359+0,0021 | 0,0075+0,0004 0,0038+0,0004
Naringenin 0,0323+0,0007 | 0,0075+0,0004 0,0034+0,0001
Krizin 0,0330+0,0019 | 0,0073+0,0002 0,0032+0,0004
Proantoci. 0,0368+0,0020% | 0,0078+0,0005 0,0036=0,0002
Kvercetin 0,0334+0,0007 | 0,0072+0,0004 0,0034+0,0001
Alendronat 40 0,0342+0,0057 | 0,0067+0,0003 0,00340,0004
Alendronat 2 0,0384+0,0047* | 0,0079+0,0005 0,0036:0,0004

aStakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg?) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i
40 mg kg?!) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n= 6). Rezultati su
prikazani kao SV + SD.

# Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na naringenin (*P < 0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SD - standardna devijacija
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4.2.5b. Relativna teZina organa

Relativne tezine organa su preracunate na 100 g tjelesne tezine radi tocnosti rezultata s obzirom
na gubitak ili pojacani prirast tezine pojedinih skupina. Iz rezultata relativnih tezina jetre
vidljivo je statisticki znacajno povecanje kod skupina obradenih proantocijanidinom i
alendronatom 2 mg kg™ u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,05) (P < 0,05)
(Tablica 20). Rezultati relativne tezine slezene i bubrega nisu pokazali znaCajne promjene

(Tablica 20).
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Tablica 20. U¢inak flavonoida ili alendronata na relativnu teZinu organa u RMO S$takora

Relativna tezina organa

Skupine?

Relativna te¥ina Relativna tezina Relativna tezina

jetre (g/100 g) bubrega (g/100 g) | slezene (g/100 g)
Zdr. Kontr. 3,41+0,12 0,70+0,03 0,33+0,03
13cRA 3,32+0,09 0,69+0,03 0,34+0,02
Ikarin 3,59+0,21 0,75+0,05 0,39+0,05
Naringenin 3,23+0,07 0,76+0,05 0,35+0,02
Krizin 3,31+0,19 0,74+0,03 0,33+0,04
Proantoci. 3,68+0,20% 0,78+0,06 0,37+0,02
Kvercetin 3,33+0,08 0,722+0,04 0,35+0,02
Alendronat 40 3,42+0,58 0,68+0,03 0,34+0,04
Alendronat 2 3,84+0,47* 0,79+0,06 0,37+0,04

Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i

40 mg kg*) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n= 6). Rezultati su
prikazani kao SV + SD.

# Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na naringenin (*P < 0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SD - standardna devijacija
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4.3. PROTUOKSIDATIVNI UCINAK FLAVONOIDA

Oksidativni stres nastaje uslijed neravnoteze izmedu povecane proizvodnje reaktivnih kisikovih
radikala i nedovoljne aktivnosti protuoksidativnin sustava. Oksidativni stres (OS)
karakteriziran je stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) za koje je utvrdeno da uzrokuju
oStecenja brojnih biomolekula, $to je povezano sa prirodnim procesom starenja kao i S mnogim
kroni¢nim degenerativnim bolestima u koje se ubraja osteoporoza. Utvrdena je jasna poveznica
izmedu OS 1 osteoporoze. Opisano je kako ROS smanjuju diferencijaciju osteoblasta i
povecavaju osteoklasticnu aktivnost. Tako nedostatan protuoksidativni sustav tj. losa
neutralizacija ROS-a doprinosi patogenezi osteoporoze, a protuoksidansi mogu smanjiti
resorpciju kosti. Kada proizvodnja slobodnih radikala nadvlada prirodne protuoksidativne
mehanizme, oksidativni stres koji uslijedi moze dovesti do izrazenog gubitka koStane mase,
fragilnosti kostura te ostalih stanja karakteristicnih za osteoporozu. Nadalje, osteoklastogeneza
i aktivnost osteoklasta mogu biti potaknuti primjenom brojnih lijekova ukljucujuéi 13cRA.
Glavni uc¢inci 13cRA koji pridonose gubitku koStane mase su: a) povecan oksidativni stres (OS)
1 stvaranje reaktivnih radikala, smanjena aktivnost osteoblasta i povecana aktivnost osteoklasta;
b) smanjena razina estrogena, pojavnost upalnih citokina i aktivnost osteoklasta te apoptoza
osteoblasta; c) smanjenje aktivnosti receptora vitamina D, smanjenje apsorpcije Ca®* u
crijevima, povecanje izlucivanja Ca bubrezima; d) ucinci na paratireoidni hormon.

Temeljem navedenog protuosksidativni ucinak flavonoida iskazali smo kroz mjerenje razine
lipidne peroksidacije, koncentracije ukupnog glutationa (GSH), enzimske aktivnosti superoksid
dismutaze (SOD) i enzimske aktivnosti katalaze (CAT) u uzorcima tkiva jajnika, bubrega,

slezene i jetre.

4.3.1. Vrijednosti lipidne peroksidacije jajnika, bubrega, slezene i jetre

Analizom podataka zapazena je poviSena koncentracija malondialdehida (MDA) u jajniku
(Slika 47) kod skupine obradene ikarinom u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05);
skupine obradene proantocijanidinom u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05);
skupine obradene alendronatom 2 (mg kg*) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,001);
skupine obradene alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P <

0,05) i skupinu obradenu kvercetinom (P < 0,05).
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U bubregu (Slika 48) obradenih zZivotinja zapazena je povecana vrijednost MDA kod RMO
skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05) i skupinu obradenu naringeninom (P
< 0,01); skupine obradene alendronatom (40 mg kg?') u odnosu na skupinu obradenu

naringeninom (P < 0,05).

Analizom koncentracije MDA u slezeni (Slika 49) zapazena je statisticki visa vrijednost kod
skupine obradene proantocijanidinom u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,01);
skupine obradene alendronatom (40 mg kg™) u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P

< 0,05) 1 skupine obradene proantocijanidinom u odnosu na skupinu obradenu kvercetinom (P

< 0,05).

Analizom koncentracije MDA u jetri (Slika 50) zapazena je statisticki viSa vrijednost kod
skupine obradene krizinom u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05); skupine obradene
alendronatom (40 mg kg™) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05); skupine obradene
alendronatom (2 mg kg?) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,01) i skupine obradene

alendronatom (2 mg kg) u odnosu na skupinu obradenu kvercetinom (P < 0,05).
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Slika 47. U¢inak flavonoida ili alendronata na koncentraciju malondialdehida (MDA) jajnika
u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kgl) jednom dnevno tijekom 15 dana.
Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™?) il
alendronatom (2 i 40 mg kg™ ) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs Ikarin (P < 0,05); Zdr. Kontr. vs Proantoci. (P < 0,05); Zdr. Kontr. vs Alendronat
2 mg kg (P < 0,001); Naringenin vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,05); Kvercetin vs Alendronat
2 mg kg* (P < 0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 48. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na koncentraciju malondialdehida (MDA) bubrega
u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™*) jednom dnevno tijekom 15 dana.
Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs 13cRA (P < 0,05); Naringenin vs 13cRA (P < 0,01); Naringenin vs Al. 40 mg
kg (P < 0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 49. U¢inak flavonoida ili alendronata na koncentraciju malondialdehida (MDA) slezene
u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana.
Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™?) il
alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Naringenin vs Proantoci. (P < 0,01); Naringenin vs Alendronat 40 mg kg* (P 0,05); Kvercetin
vs Proantoci. (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 50. Ucinak flavonoida ili alendronata na koncentraciju malondialdehida (MDA) jetre u
RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana.
Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™?) il
alendronatom (2 i 40 mg kg™ ) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs Krizin (P < 0,05); Zdr. Kontr. vs Alendronat 40 mg kg (P < 0,05); Zdr. Kontr.
vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,01); Kvercetin vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢éni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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4.3.2. Vrijednosti ukupnog glutationa (GSH) jajnika, bubrega, slezene i jetre

Analizom podataka koncentracije glutationa (GSH) u jajnicima obradenih Zivotinja (Slika 51)
vidljiva je statisticki znacajno snizena vrijednost GSH kod RMO skupine u odnosu na zdravu

kontrolnu skupinu (P < 0,01) i skupine obradene krizinom (P < 0,01) i kvercetinom (P < 0,05).

Analizom podataka koncentracije glutationa (GSH) u bubrezima obradenih Zivotinja (Slika 52)
vidljiva je statisticki znacajno snizena vrijednost GSH kod RMO skupine u odnosu na skupine
obradene naringeninom (P < 0,01), alendronatom (40 mg kg?) (P < 0,01) i alendronatom (2 mg
kgl) (P <0,01).

Podatci dobiveni analizom slezene (Slika 53) pokazuju statisticki znacajno visu koncentraciju
GSH kod skupine obradene Ikarinom u odnosu na skupine obradene kvercetinom (P < 0,01) i

alendronatom (2 mg kg?) (P < 0,05).

Statisticki znacajno viSa koncentracija GSH zapaZena je analizom podataka dobivenih iz
jetrenih uzoraka (Slika 54) kod skupine obradene ikarinom u odnosu na skupinu obradenu

alendronatom (2 mg kg?) (P < 0,05).
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Slika 51. U¢inak flavonoida ili alendronata na koncentraciju glutationa (GSH) jajnika u RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs 13cRA (P < 0,01); Krizin vs 13cRA (P < 0,01);
Kvercetin vs 13cRA (P < 0,05)
Kratice: Zdr.Kontr.- zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci.- proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD- standardna
devijacija
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Slika 52. U¢inak flavonoida ili alendronata na koncentraciju glutationa (GSH) bubrega u RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Naringenin vs 13cRA (P < 0,01); Alendronat 40 mg kg vs 13cRA (P < 0,01); Alendronat 2
mg kgt vs 13cRA (P < 0,01)
Kratice: Zdr.Kontr.- zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci.- proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD- standardna
devijacija
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Slika 53. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na koncentraciju glutationa (GSH) slezene u RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA S§takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV+SP.

Ikarin vs Kvercetin (P < 0,01); Ikarin vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,05)

Kratice: Zdr.Kontr.- zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci.- proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD- standardna

devijacija
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Slika 54. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na koncentraciju glutationa (GSH) jetre u RMO
Stakora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg?) ili
alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Ikarin vs Alendronat 2 mg kg (P < 0,05)
Kratice: Zdr.Kontr.- zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci.- proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD- standardna
devijacija
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4.3.3. Vrijednosti enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) jajnika, bubrega,
slezene i jetre

Analizom podataka uzoraka jajnika (Slika 55) utvrden je statisticki znacajan porast enzimske
aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) kod zdrave kontrolne skupine u odnosu na skupinu
obradenu kvercetinom (P < 0,05); zdrave kontrolone skupine u odnosu na skupine obradene
alendronatom 40 mg kg (P < 0,05) i alendronatom 2 mg kg (P < 0,05). Takoder je vidljiv
statistiCki znacajan porast enzimske aktivnosti kod skupine obradene ikarinom u odnosu na
skupine obradene kvercetinom (P < 0,05), alendronatom 40 mg kg™ (P < 0,05) i alendronatom
2 mg kg* (P < 0,05).

Analizom podataka enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) uzoraka bubrega kod
RMO stakora nakon obrade s flavonoidima i alendronatom (Slika 56) nema vidljive statisticki

znacajne razlike u enzimskoj aktivnosti medu skupinama.

Analizom podataka enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) uzoraka slezene kod
RMO stakora nakon obrade s flavonoidima i alendronatom (Slika 57) nema vidljive statisti¢ki
znacajne razlike u enzimskoj aktivnosti medu skupinama, osim zabiljeZene poviSene enzimske

aktivnosti izmedu skupina obradenih ikarinom i proantocijanidinom (P < 0,05) .

Analizom podataka uzoraka jetra (Slika 58) utvrden je statisticki znaCajan porast enzimske
aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) kod skupina obradenih ikarinom (P < 0,05) i
naringeninom (P < 0,01) u odnosu na RMO skupinu. Takoder je zabiljeZen porast enzimske
aktivnosti kod skupine obradene ikarinom u odnosu na skupinu obradenu proantocijanidinom

(P <0,05) i skupine obradene naringeninom u odnosu na skupinu obradenu proantocijanidinom

(P < 0,05).

157



22
20
18

16 D

14 |

12 1
10

SOD (U/mg proteina jajnika)

HoH
el
HeH

s « £ £ £ =5 £ 2 @
c o E == N (@] '.G_)'
(@) («3) — +—
¥ 8 = 2 ¥ &5 5 g g
= -~ = O > & S
- < a X c o
N = S 5
g S oSV
< < [Osvssp
Skupine 1 Sv+sD

Slika 55. U¢inak flavonoida ili alendronata na razinu enzimske aktivnosti superoksid dismutaze
(SOD) jajnika u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno
tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima
(100 mg kg™?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja
po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr. Kontr. vs Kvercetin (P < 0,05); Zdr. Kontr. vs Alendronat 40 mg kg (P < 0,05); Zdr.
Kontr. vs Alendronat 2 mg kg™ (P < 0,05); Ikarin vs Kvercetin (P < 0,05); Ikarin vs Alendronat
40 mg kg™ (P < 0,05); Ikarin vs Alendronat 2 mg kg™ (P < 0,05)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD-
standardna devijacija
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Slika 56. U¢inak flavonoida ili alendronata na razinu enzimske aktivnosti superoksid dismutaze
(SOD) bubrega u RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno
tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima
(100 mg kg™?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja
po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 57. U¢inak flavonoida ili alendronata na razinu enzimske aktivnosti superoksid dismutaze
(SOD) bubrega u RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno
tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA S$takori su obradeni ig s flavonoidima
(100 mg kg™?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja

po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.
Ikarin vs Proantoci. (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 58. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na razinu enzimske aktivnosti superoksid dismutaze
(SOD) jetre u RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno
tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima
(100 mg kg™?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja
po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

13cRA vs Ikarin (P < 0,05); 13cRA vs Naringenin (P < 0,01); Ikarin vs Proantoci. (P < 0,05);
Naringenin vs Proantoci. (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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4.3.4. Vrijednosti enzimske aktivnosti katalaze (CAT) jajnika, bubrega, slezene i jetre

Analizom podataka uzoraka jajnika (Slika 59) utvrden je statisticki znacajan porast enzimske
aktivnosti katalaze (CAT) kod skupina obradenih ikarinom (P < 0,05), krizinom (P < 0,001) i
proantocijanidinom (P < 0,05) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Takoder je zapaZena
povecéana enzimska aktivnost kod skupine obradene krizinom u odnosu na RMO skupinu (P <
0,01)

Analizom podataka uzoraka bubrega (Slika 60) utvrden je statisticki znacCajan porast enzimske
aktivnosti katalaze (CAT) kod skupine obradene alendronatom 2 mg kg*u odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu (P < 0,05); skupine obradene naringeninom u odnosu na RMO skupinu (P <
0,05); skupine obradene kvercetinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05); skupina obradenih
alendronatom (40 mg kg?) i alendronatom (2 mg kg*) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01)
(P < 0,001). Takoder je zabiljezena povecana enzimska aktivnost skupina obradenih
alendronatom (40 mg kg) i alendronatom (2 mg kg) u odnosu na skupinu obradenu ikarinom
(P <0,05) (P<0,01).

Analizom podataka enzimske aktivnosti CAT- alaze uzoraka slezene i jetre kod RMO $takora
nakon obrade s flavonoidima i alendronatom (Slika 61 i 62) nema vidljive statisti¢ki znacajne

razlike u enzimskoj aktivnosti medu skupinama.
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Slika 59. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na razinu enzimske aktivnosti katalaze (CAT)
jajnika u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom
14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg
kg?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po
skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr.Kontr. vs Ikarin (P < 0,05); Zdr.Kontr. vs Krizin (P < 0,001);
Zdr.Kontr. vs Proantoci. (P < 0,05); 13cRA vs Krizin (P < 0,01)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 60. Ucinak flavonoida ili alendronata na razinu enzimske aktivnosti katalaze (CAT)
bubrega u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom
15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg
kg?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg?) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po

skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Zdr.Kontr. vs Alendronat 2 mg kg* (P < 0,05); 13cRA vs Naringenin (P < 0,05); 13cRA vs
Kvercetin (P < 0,05); 13cRA vs Alendronat 40 mg kg (P < 0,01); 13cRA vs Alendronat 2 mg
kg™ (P < 0,001); Ikarin vs Alendronat 40 mg kg* (P < 0,05); Ikarin vs Alendronat 2 mg kg™ (P
<0,01)

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 61. U¢inak flavonoida ili alendronata na razinu enzimske aktivnosti katalaze (CAT)
slezene u RMO §takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom
15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg
kg?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg ) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po
skupini (n= 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Slika 62. U¢inak flavonoida ili alendronata na razinu enzimske aktivnosti katalaze (CAT) jetre
u RMO $takora. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kgl) jednom dnevno tijekom 14 dana.
Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™?) il
alendronatom (2 i 40 mg kg™ ) jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=
6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -

standardna devijacija
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4.4. FITOESTROGENSKI UCINAK FLAVONOIDA

Fitoestrogeni predstavljaju heterogenu grupu biljnih spojeva, strukture sli¢ne 17-p-estradiolu.
Nazivaju se molekulama nalik estrogenu ili nesteroidnin estrogenima. Trenutno ih je poznato
preko 100, a podijeljeni su po svojoj strukturi u izoflavone, lignane, kumestane i stilbene.
Estrogen ima znacajnu ulogu u patogenezi osteoporoze. Nedostatak estrogena stimulira T-
limfocite da otpustaju upalne citokine TNF-a, IL-1, IL-6 (promoviraju osteoklasti¢nu
aktivnost), IL- 7 (apoptoza osteoblasta). Ova strukturalna slicnost omoguéava im vezanje za
estrogenske receptore, te posljedi¢no izazivanje razli¢itih estrogenskih i protuestrogenskih
ucinaka. Smatra se da bi fitoestrogeni mogli prevenirati gubitak koStane mase povezane sa
menopauzom, ali i oksidacijskim stresom te kroz brojne bioloske ucinke pozitivno utjecati na

homeostatske proces i zdravlje kosti.

Procjenu fitoestrogenskog ucinka flavonoida pratili smo mjerenjem teZine maternice kao

indeksi tezine maternice u odnosu na tjelesnu tezinu i kao relativne tezinu maternice.

4.4.1. Indeks tjelesne teZine maternice

Rezultati su prikazani na Slici 63. Rezultati indeksa tjelesne teZine maternice (Slika 63) ukazuju
da svi flavonoidi imaju znacajan fitoestrogenski ucinak; statisticki znaCajan porast tezine
maternice pokazuje ikarin (P < 0,001) i kvercetina (P < 0,05) u odnosu na 13cRA. Indeks
tjelesne tezine maternice nakon obrade flavonoidima (fitoestrogenska aktivnosti) izkazan kao
% (Tablica 21) kao razlika u odnosu na model osteoporoze (13cRA) navedena je kako slijedi:
estrogenska aktivnost ikarina je veca za 49,44%, kvercetina za 42,27%, krizin za 29,85%,
naringenin za 28,64 i proantocijanidini za 23,88%. Obrada alendronatom u dozi od 40 i 2 mg
kg? je veda za 29,98% i 29,71%. Zdrave Zivotinje imaju % teZine maternice veéi za 27,51% u

odnosu na model osteoporoze (13cRA).
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Slika 63. Ucinak flavonoida ili alendronata na indeks tjelesne teZine maternice u RMO Stakora.
izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Indeks masa maternice je izra¢unata prema formuli: Indeks
masa maternice (g/TT g) = ukupna masa maternice / zavrina tjelesna masa. Stakori su obradeni
ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s
13cRA $takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i 40 mg kg*!)
jednom dnevno tijekom 14 dana. Broj zivotinja po skupini (n= 6). Rezultati su prikazani kao
SV £ SP.

13cRA vs lkarin (P < 0,001); 13cRA vs Kvercetin (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Tablica 21. Pokazatelji estrogenske aktivnosti flavonoida ili alendronata na indeks tjelesne

tezine maternice u RMO $takora.

Pokazatelji estrogenske aktivnosti mjerenjem indeksa tjelesne teZine
maternice (X £ SD)

Skupine?

Ind. mase % poveéanja/ | Minimalna Maksimalna

maternice (g g?) | RMO vrijednost vrijednost
Zdr. Kontr. 0,0024+0,0001 2751 0,0022 0,0026
13cRA 0,0019+0,0001 ) 0,0018 0,0020
Ikarin 0,0029+0,0003 49.44 0,0023 0,0034
Naringenin 0,0025+0,0003 28.64 0,0020 0,0029
Krizin 0,0025+0,0004 29 85 0,0020 0,0033
Proantoc. 0,0024+0,0003 23 88 0,0021 0,0028
Kvercetin 0,0027+0,0002 4227 0,0025 0,0030
Alendronat 40 | 0,0025+0,0003 29,08 0,0022 0,0029
Alendronat 2 | 0,0025+0,0002 29.71 0,0021 0,0027

3Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja

osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i

40 mg kg?) jednom dnevno tijekom 14 dana. Indeks masa maternice je izradunata prema

formuli: Indeks masa maternice (9/TT g) = ukupna masa maternice / zavr$na tjelesna masa.

Broj zivotinja po skupini (n= 6). Rezultati su prikazani kao SV + SD.

* Statisticki znaGajno razli¢ito u odnosu na 13cRA (*P<0,05;

KKk

P<0,001).

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SD - standardna devijacija
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4.4.2. Relativna teZina maternice

Slika 64 i Tablica 22 pokazuju fitoestrogensku aktivnost flavonoida. S obzirom da su Zivotinje
obradene s alendronatom u dozi od 40 mg kg gubile na teZini iskazali smo % razlike
estrogenske aktivnosti kroz relativnu tezinu maternice (Slika 64). Postotak estrogenske
aktivnosti u odnosu na 13cRA naveden je kako slijedi: naringenin povecava relativnu tezinu
maternice za 74%, ikarin za 55,61%, krizin 52,73%, kvercetin 39,22%, proantocijanidini za
39,22% (Tablica 22). Relativna tezina maternice u obradi s alendronatom u dozi od 40 i 2 mg
kgl je veda za 15,65% i 65,33%. Zdrave Zivotinje imaju % teZine maternice veéi za 21,71% u
odnosu na model osteoporoze (13cRA). Statisticki znacajnu razliku relativne tezine maternice
u odnosu na model osteoporoze (13cRA) pokazuje: ikarin (P < 0,01), krizin (P < 0,059 i
kvercetin (P < 0,05).
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Slika 64. Uc¢inak flavonoida ili alendronata na relativnu tezinu maternice u RMO S$takora.
Relativha masa maternice je izracunata prema formuli: Relativna masa maternice (g/100 g) = ukupna
masa maternice x 100 / zavrina tjelesna masa. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom
dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig S
flavonoidima (100 mg kg™?) ili alendronatom (2 i 40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana.
Broj Zivotinja po skupini (n= 6). Rezultati su prikazani kao SV + SP.

13cRA vs Ikarin (P < 0,01); 13cRA vs Krizin (P < 0,05); 13cRA vs Kvercetin (P < 0,05)
Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);

Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD -
standardna devijacija
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Tablica 22. Pokazatelji estrogenske aktivnosti flavonoida ili alendronata na relativnu teZinu

maternice u RMO s$takora.

Pokazatelji estrogenske aktivnosti mjerenjem relativne teZine

maternice (X £ SD)

Skupine?

Rel. tezina % povecanja / | Minimalna Maksimalna

maternice (g g}) RMO vrijednost vrijednost
Zdr. Kontr. 0,239+0,029 19,49 0,205 0,263
13cRA 0,200+0,011 ) 0,182 0,216
Ikarin 0,287+0,035 43.42 0,237 0,336
Naringenin 0,267+0,062 33.88 0,205 0,376
Krizin 0,281+0,039* 4071 0,225 0,331
Proantoc. 0,241+0,031 2091 0,213 0,283
Kvercetin 0,286+0,012 4339 0,278 0,301
Alendronat 40 | 0,235+0,018 1743 0,223 0,250
Alendronat 2 0,282+0,059 40.96 0,213 0,358

3Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja

osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s flavonoidima (100 mg kg™) ili alendronatom (2 i

40 mg kg) jednom dnevno tijekom 14 dana. Relativna masa maternice (g/100 g) = ukupna masa

maternice x 100 / zavr$na tjelesna masa.Broj zivotinja po skupini (n= 6). Rezultati su prikazani

kao SV + SD.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na 13cRA ("P < 0,05; ™P < 0,01).

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze);
Proantoci. - proantocijanidin; SV - srednja vrijednost; SD - standardna devijacija
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4.5. GENOTOKSICNI UCINAK FLAVONOIDA

Slobodni reaktivni radikali posljedi¢no nastali djelovanjem 13cRA sposobni su prouzrociti
kemijske modifikacije i oSteéenja na proteinima, lipidima, ugljikohidratima i nukleotidima.
Modifikacije DNA oksidacijom ¢esta su pojava kod sisavaca, klju¢na znacajka za pojavnost
brojnih bolesti, primjerice, raka, dijabetesa, starenja, osteoporoze i mnogih drugih bolesti.
Ostecenja DNA jest najznacajnija ROS-prouzroc¢ena stani¢na modifikacija, buduéi da se DNA
ne sintetizira de novo, ve¢ se kopira vode¢i nastanku induciranih mutacija te genetske
nestabilnosti. Oste¢enje molekule DNA stanice najceS¢e aktivira programiranu stani¢nu smrt
ili apoptozu. Tako visioka razina ROS-a, poprac¢ena upalom vodi pojaéanom propadanju
osteoblasta te gubitku i lomljivosti kosti. Glavni slobodni radikal odgovoran za oste¢enja DNA
je hidroksilni radikal (*OH), koji reagira sa svim komponentama DNA molekule, purinskim i
pirimidinskim bazama, te sa deoksiriboznom okosnicom. Na bazama moze do¢i do dodavanja
ili oduzimanja vodika $to dovodi do stvaranja slobodnih radikala. Daljnje reakcije baza i
Secernih radikala stvaraju razli¢ite modifikacije, mjesta bez baza, puknu¢a DNA te krizne veze
DNA i proteina.

Protuoksidativni i protuuplani u¢inak flavonoida zasigurno pomaze u odrzavanju cjelovitosti
DNA kao i funkcionalne sposobnosti organizma kroz mehanizme kako slijedi: a) sposobnosti
sakupljanja reaktivnih kisikovih radikala i reaktivnih duSikovih radikala, b) inhibiciju
oksidativnih enzima, c) keliranju iona prijelaznih metala (Cu®*, Fe?*, Zn** i Mg?"), d)
aktiviranju 1 zaStiti unutarstani¢nih enzima. Osim protuoksidativnog ucinka, flavonoidi u
nazocnosti prijelaznih kovina mogu imati prooksidativni ucinak.
Protuoksidativne/prooksidativne ucinake pratili smo mjerenjem razine oSteCenja DNA u

limfocitima periferne krvi primjenom Komet-testa i Mikronukleus testa.

4.5.1. Rezultati mikronukleus testa

Mikronukleusi su samostalne kromatinske strukture, odvojene od jezgre a nastaju
kondenzacijom acentri¢nih kromosomskih ulomaka ili ¢itavih kromosoma zaostalih u anafazi
tijekom diobe. Mikronukleus jest kvantitativni pokazatelj postojanja strukturnih i/ili
numerickih aberacija kromosoma u stanici nastalim pod utjecajem razli¢itih genotoksi¢nih tvari

u uvjetima in vitro i/ili in vivo.
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Analizom podataka dobivenih iz sasuSenih razmaza periferne krvi (mikronukleus test in vivo)
RMO S$takora nakon obrade s flavonoidima i alendronatom nije uocena statisticki znacajna
razlika u broju mikronukleusa medu analiziranim skupinama Stakora. Broj mikronukleusa u
analiziranim retikulocitima (pregledano 2000 retikulocita po svakom pojedina¢nom uzorku) je

bio zanemarujuce mali, tako da rezultati nisu prikazani.

4.5.2. Rezultati komet testa

Rezultati pokazatelja komet testa (duzina repa, intezitet repa i moment repa) prikazani su
Slikama 65, 66, 1 67. Razine statisticke znacajnosti prikazane su u Tablicama 23, 24,1 25. Rabili
smo standardni alkalni komet test; njegova izvedba u alkalnim uvjetima omogucuje specificno
otkrivanje jednolanc¢anih lomova i mjesta osjetljivih na luzine (apurinska i apirimidinska mjesta
nastala kao posljedica oSteenja molekule DNA), pracenje popravka stanicne DNA te
otkrivanje stanica u apoptozi i nekroti¢nih stanica. 13cRA, alendronat u dozi od 2 i 40 mg kg™
te krizin pokazuju najveéu duzinu repa (udaljenost najkra¢ih odlomljeni ulomaka DNA) u
odnosu na kontrolu (P < 0,001), dok naringenin pokazuje najmanju duZinu repa; razinu
znacajnosti (P < 0,05) u odnosu na kontrolu (Slika 65, Tablica 23). Najmanju duZinu repa
DNA leukocita pokazala je obrada $takora s ikarininom i naringenin (P < 0,001), te kvercetin
(P <0,01) u odnosu na 13cRA.

Intezitet repa (postotak DNA koja je migrirala u rep) je najveéi nakon obrade naringeninom (P
< 0,001) dok intezitet repa nakon obrade ikarinom bio veéi u odnosu na kontrolu za (P < 0,01).
Obrada ikarinom i naringeninom je pokazala najvecu razinu inteziteta repa u odnosu na 13cRA
(P <0,001). Alendronat u visokoj dozi je pokazao statisti¢ki znac¢ajno (P < 0,05) manju razinu
% DNA u repu u odnosu na 13cRA (Slika 66, Tablica 24). Repni moment se obi¢no definira
kao umnoZak duZine repa i % DNA u repu. Obrada Stakora naringeninom pokazuje najveci
repni moment u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu i skupinu RMO (P < 0,001; (P < 0,001)
te ikarin (P < 0,05) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (Slika 67, Tablica 25). Statisticke
znacajnosti izmedu pojedinih eksperimentalnih skupina prikazani su u Tablicama 23 - 25), gdje

je vidljivo da obrada naringeninom i alendronatom je polucila najvece statisticke promjene.
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Slika 65. U¢inak flavonoida ili alendronata na duzinu repa kometa leukocita periferne krvi u

bradeni ig s 13cRA (80 mg kg*) jednom dnevno tijekom 14 dana.
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Tablica 23. Statisticki pokazatelji rezultata duzinu repa kometa leukocita periferne krvi u RMO §takora

Skupine Zdr.
Kontr. 13cRA Ikarin Naringenin | Krizin Proantoci. | Kvercetin | Alendronat 40 | Alendronat 2
Zdr. Kontr.
13cRA P <0,001
Ikarin NZ P < 0,001
Naringenin P <0,05 P<0,001 |NZ
Krizin P<0,001 |NZ P<0,001 |P<0,001
Proantoc. NZ NZ P <0,05 P < 0,001 P < 0,001
Kvercetin NZ P<0,01 NZ P <0,001 P<0,001 | NZ
Alendronat40 | P<0,001 | NZ P<0,001 |P<0,001 NZ P<0,01 P < 0,001
Alendronat 2 P<0,001 [Nz P<0,001 |P<0,001 NZ NZ NZ NZ

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze); Proantoci. - proantocijanidin; NZ — nije znacajno
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Slika 66. Ucinak flavonoida ili alendronata na % DNA u repu leukocita periferne krvi u RMO
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Tablica 24. Statisticki pokazatelji rezultata % DNA u repu leukocita periferne krvi u RMO S$takora

Skupine Zdr.
Kontr. 13cRA Ikarin Naringenin | Krizin Proantoci. | Kvercetin | Alendronat 40 | Alendronat 2
Zdr. Kontr.
13cRA NZ
Ikarin P<0,01 P < 0,001
Naringenin P<0,001 |P<0,001 |NZ
Krizin NZ NZ P<0,001 |P<0,001
Proantoc. NZ NZ P<0,001 |P<0,001 NZ
Kvercetin NZ NZ NZ P <0,001 NZ NZ
Alendronat40 |P<0,001 |P<0,05 P<0,001 |P<0,001 P<0,001 |P<0,001 |P<0,001
Alendronat 2 NZ NZ P<0,001 | P<0,001 NZ NZ NZ P<0,01

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze); Proantoci. - proantocijanidin; NZ — nije znacajno
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Tablica 25. Statisticki pokazatelji rezultata repnog momenta leukocita periferne krvi u RMO S$takora

Skupine Zdr. 13cRA Ikarin Naringenin | Krizin ) _ | Alendronat | Alendronat 2
Kontr. Proantoci. | Kvercetin 40

Zdr. Kontr.

13cRA NZ

Ikarin P<0,05 |NZ

Naringenin P<0,001 |P<0,001 |NZ

Krizin NZ NZ NZ NZ

Proantoc. NZ NZ NZ P < 0,001 NZ

Kvercetin NZ NZ NZ P<0,01 NZ NZ

Alendronat40 | NZ NZ P<0,001 |P<0,001 P<0,001 |P<0,05 P<0,01

Alendronat 2 NZ NZ P <0,05 P < 0,001 NZ NZ NZ NZ

Kratice: Zdr. Kontr. - zdrava kontrola; 13cRA - (RMO, retinoi¢ni model osteoporoze); Proantoci. - proantocijanidin; NZ — nije znacajno
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju istraZzeno je pet flavonoida (krizin, proantocijanidin, naringenin, ikarin i
kvercetin) na osteoporotiénom modelu $takora izazvanom 13cRA (RMO), u svrhu procjene
njihove ucinkovitosti na narusenu homeostazu koStanog tkiva i1 gubitak koStane mase
prouzrocen lijekovima ukljucujuc¢i 13cRA. Takoder su istrazene razlike u osteoprotektivnoj
ucinkovitosti, te u¢incima na ostale organske sustave kao i na cjelokupni organizam RMO
Stakora izmedu navedenih flavonoida i danas Siroko primjenjivanog proturesorptivnog lijeka u
lijeCenju sekundarne osteoporoze alendronata, a u svrhu provjere klju¢nih mehanizama
djelotvornosti flavonoida kao funkcionalne hrane i da li flavonoidi mogu predstavljati jednu
potencijalnu moguénost u lijecenju osteoporoze u buducoj klini¢koj praksi, koja bi bila cijenom
dostupnija i sa manje nuspojava od trenutnih lijekova poput alendronata. Protuoksidativna,
protuupalna, fitoestrogenska i regenerativna djelotvornost svakog od pojedinacnih flavonoida
kao 1 alendronata pracena je preko enzima oksidativnog stresa u jajnicima, bubrezima, jetri i
slezeni RMO S$takora, u kojima su odredivane razine lipidne peroksidacije, koncentracije
ukupnog glutationa (GSH), razine enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i enzimske
aktivnosti katalaze; biokemijskih biljega kostanog preokreta osteokalcina i beta crossLapsa (f3-
CTx); hematoloskih i biokemijski parametara i odredivanja protuupalnih citokina; pracenja
promjena koStane mase odredivanjem BMC-a, BMD-a i fizikalnih mjerenja kosti;
histopatoloSkih oStecenja kosti. Utvrden je utjecaj navedenih flavonoida i alendronata na
promjene tjelesne tezine u RMO $takora kao i na promjene tezina svakog pojedinog unutarnjeg
organa kao pokazatelja moguce toksiCnosti istraZivanih pripravaka na razini cjelokupnog
organizma. Jednako tako utvrden je fitoestrogenski ucinak svakog od pojedinih flavonoida
pracenjem 1 usporedivanjem promjena u tezinama maternica u RMO Stakora obradivanih sa
svakim pojedinacnim flavonoidom 1 alendronatom. Takoder je utvrdeno postojanje
genotoksi¢nih ostec¢enja RMO S$takora obradenih flavonoidima i alendronatom odredivanjem

procjene stupnja oSte¢enja DNA komet-testom i mikronukleus testom.

5.1. Model osteoporoze u Stakora izazvan retinoicnom kiselinom (RMO)

RMO model koristi se u zadnjem desetlje¢u u procijeni djelovanja razli€itih tvari na koStani
metabolizam, te je potisnuo koristenje kompliciranijeg ovariektomijskog modela osteoporoze

u Stakora, ranije najceSce koriStenog modela osteoporoze nastalog manjkom estrogena (Liao 1
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sur. 2003; Liu (a) i sur. 2015; Liu (b) i sur. 2015; Henning i sur. 2015; Yang i sur. 2016; Nowak
i sur. 2016; Zhao i sur. 2016). Negativne strane ovariektomijskog modela su operativni zahvat
kirurS§kog odstranjenja jajnika koji treba uciniti radi postizanja smanjenja razine estrogena. To
smanjenje postupno dovodi do gubitka koStane mase koje je karakterizirano povecanom
kostanom razgradnjom. Medutim ubrzo dolazi do ravnoteze izmedu razgradnje 1 izgradnje, Sto
uz razlike u koStanom gubitku ovisno o mjestu mjerenja koStane mase Cini ovaj model

nepovoljnim u odnosu na RMO (Mosekilde 1995; Lelovas i sur. 2008).

U brojnim istrazivanjima zabiljezeno je kako unos velikih doza vitamina A kroz duzi period
dovodi do spontanih prijeloma dijafiza dugih kostiju kod $takora (Lind i sur. 2006), $to je
kasnije i radioloski dokazano uz pomo¢ x zraka (Rohde i sur. 2003). Jednako tako uoceno je
kako veliki unos vitamin A prehranom dovodi do smanjenja BMD-a i povecanja rizika za
nastanak prijeloma kosti (Feskanich i sur. 2002; Promislow i sur. 2002; Michaelsson i sur. 2003;
De Jonge i sur. 2015; Chen i sur. 2015; Joo i sur. 2015). Dokazano je kako intragastri¢na
primjena visokih doza 13cRA u kratkom vremenskom razdoblju od 1 - 3 tjedna uspjesno
inducira osteoporozi sli¢ne promjene kod Stakora (Fahmy i sur. 2009). Iz razloga jednostavnosti
primjene i ucinka, te sli¢nosti u patofizioloSkom odgovoru kosStanog sustava u ljudi i Stakora u
sposobnosti indukcije kostanog gubitka u kratkom vremenskom razdoblju u ovom istrazivanju
koriSten je ovaj model osteoporoze u Stakora kao prihvatljiv predklini¢ki model, koji je idealan
zaproucavanje protuoksidativnih, protuupalnih, fitoestrogenskih i1 regenerativnih znacajki

flavonoida.

Ucinak primjene visokih doza 13cRA u indukciji osteoporoze prikazan je preko do sada
predlozenih mehanizama djelovanja retinoida putem aktivacije ROS-a $to je objektivizirano
biljezima protuoksidativnog sustava i1 promjenama u hematoloskim 1 biokemijskim
parametrima koji govore u prilog upale, zatim putem djelovanja 13cRA na sniZenje estrogena
1 pojave upalnih citokina koji djeluju na aktivnost koStanih i1 imunosnih stanica, te putem
djelovanja 13cRA na aktivnost vitamin D receptora. Jednako tako dokazan je negativan u¢inak
13cRA na koStani sustav mjerenjima koStane mase, fizikalnim mjerenjima i histoloSkom

analizombedrenih kostiju, te mjerenjima biokemijskih biljega koStanog preokreta.

U dosadasnjim istrazivanjima opisani su mehanizmi preko kojih vitamin A (retinol) i njegovi
metaboliti retinaldehid i retinoi¢na kiselina (13cRA) djeluju na diferencijaciju i proliferaciju
stanica mnogih tkiva, pa tako i1 koStanih stanica u kojima su pronadeni retinoi¢ni receptori i

stani¢ni retinol-vezuc¢i proteini (CRBP) (Kindmark 1 sur. 1993; Saneshige i sur. 1995; Balmer i
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sur. 2002). Medutim svi mehanizmi djelovanja retinoi¢ne kiseline u izazivanju osteoporoze nisu

U potpunosti jasni.

Smatra se kako 13cRA uzrokuje OS i stvaranje ROS-a koji potiskuju osteoblasti¢nu aktivnost
a povecavaju aktivnost osteoklasta, Sto ako prevlada prirodne protuoksidativne mehanizme
moze dovesti do opseznog gubitka kosStane mase (Hough i sur. 1988; Binkley i sur. 2000;
Johansson i sur. 2002; Michaelsson i sur. 2003; Rohde i sur. 2003). Jedna od osnovnih
karakteristika OS je lipidna peroksidacija ¢iji je krajnji proizvod MDA koji je mjera

osteoklasti¢ne aktivnosti 1 proizvodnje slobodnih radikala, a njegove poviSene vrijednosti

ukazuju na stanje povec¢anog oskidativnog stresa (Fahmy i sur. 2009).

U ovom istraZivanju zapaZeno je statisticki znac¢ajno povecanje vrijednost MDA kod RMO
skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05) jedino u bubregu (Slika 48), medutim
vidljive su povecane vrijednosti MDA i u drugim organima (jajnik, slezena i jetra) kod RMO
skupina u odnosu na zdravu kontrolnu, medutim bez pokazane statisticke znacajnosti (Slike 47,

49, 50).

Kako je organizam pod stalnim djelovanjem slobodnih radikala, opstanak zivota ovisi 0
protuoksidacijskom stanicnom sustavu koji zamjenjuje i uklanja produkte oksidacijskog stresa
1 tako sprjecava njihovo povecano stvaranje. Glavninu tog protuoksidacijskog sustava ¢ine
protuoksidativni enzimi superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT), te glutation (GSH)
organski spoj koji ima protuoksidativno djelovanje kao kofaktor enzimu peroksidazi, donirajuci
elektron potreban za razgradnju H202, a koji ujedno ¢ini i prvu liniju protuoksidativnog sustava
(Kohen i sur. 2002). Prema istraZivanjima koja su proveli Fahmy i Gimeno pokazane su sniZene
razine GSH u jetri 1 koStanome tkivu kao indikator da koncentracije retinola vise od fizioloSkih
u Stakora induciraju oksidativni stres (Gimeno i sur. 2004; Fahmy i sur. 2009). Poviseni jetreni
i kostani biljezi navedenih protuoksidativnih sustava pokazani su u brojnim drugim
zivotinjskim modelima koji ukazuju kako je oksidativni stres glavni ¢imbenik koji stoji iza
gubitka koStane mase kakvog vidimo u osteoporozi (Bascu i sur. 2001; de Boer i sur. 2002;
Tyner i sur. 2002; Muthusami i sur. 2005).

U ovom istrazivanju zabiljeZzeno je statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije glutationa
(GSH) u jajnicima obradenih Zivotinja (Slika 51) kod RMO skupine u odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu (P < 0,01). Takoder su vidljive snizene vrijednosti GSH u bubregu, slezeni
i jetri (Slike 52, 53 i 54) kod RMO skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu medutim

rezultati nisu pokazali statisticku znacajnost.
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Utvrdeno je djelovanje 13cRA na smanjenje razine estrogena, Sto dovodi do pojave upalnih
citokina koji poti¢u osteoklasticnu aktivnost, a osteoblaste uvode u apopotozu. Nedostatak
estrogena stimulira T-limfocite da otpustaju upalne citokine TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-
17 (promoviraju osteoklasti¢nu aktivnost), IL-7 (apoptoza osteoblasta) (Khosla i sur. 2011;
Miyamoto 2015; Zeng i sur. 2015; Lai i sur. 2015; Fan i sur. 2015; Pietschmann i sur. 2016).
Ovi ucinci pro-upalnih citokina proucavani su na ovarijektomiziranim misevima najcesce
rabljenom modelu osteoporoze. Misevi s nedostatkom T-stanica pokazali su otpornost na
gubitak koStane mase koji je trebao uzrokovati umjetno izazvan manjak estrogena (Zupan i sur.
2012). Takoder treba spomenuti ulogu RANTES citokina koji pripadaju familiji kemokina i
prisutni su vrlo rano u upali gdje djeluju kemotakticki na T limfocite, eozinofile i bazofile i

imaju glavnu ulogu u regrutiranju leukocita na mjesto upale (Lechner i sur. 2015).

Iz rezultata mjerenja razine upalnih citokina u serumu (Slika 46) vidljiv je izraZen porast razine
upalnih citokina kod RMO skupine, medu kojima je najizrazeniji porast RANTES kemokina.
Takoder se zabiljezen izrazeniji porasti TNF-a, i IL-1p, u RMO skupine §to potvrduje

postojanje upale koja posreduje u gubitku koStane mase RMO $takora.

Istrazivanja pokazuju da 13cRA smanjuje aktivnost vitamin D receptora $to smanjuje
apsorpciju kalcija u crijevima, djeluje na izlu€ivanje kalcija bubrezima i na lucenje
paratireoidnog hormona (Xu i sur. 2005; Sohair i sur. 2009). Mehanizam kojim se ovaj
antagonioziraju¢i ucinak postize nije u potpunosti razjasnjen, a prepostavka je da ide putem
RXR receptora s obzirom da oba koriste RXR proteine da bi funkcionirali kao partneri u
heterodimernoj formaciji potrebnoj za transkripcijsku aktivaciju. Tako poviSene razine
retinoida mogu zauzeti veliki dio RXR dostupnih proteina, te posljedi¢no sprijeciti djelovanje
vitamina D. Takoder je zapazeno djelovanje retinoida kao modulatora signalizacije vitamin D,

tiroidnih i steroidnih hormona (Rohde i sur. 2003).

Iz rezultata mjerenja koncentracije 25-OH Vitamina D (Slika 39) i koncentracije ukupnog
kalcija 1 anorganskog fosfata u krvi (Slike 40 1 41) nije vidljivo statisti¢ki znacajne razlike u
koncentracijama izmedu zdrave kontrolne skupine i RMO skupine, medutim zapazena je visa
koncentracija 25-OH Vitamina D kod RMO skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu
(Slika 39) koja prema rezultatima ne pokazuje statisticke znacajnosti, ali ipak ukazuje na

antagonisticko djelovanje 13cRA.
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Analizom rezultata hematoloskih parametara u ovom istrazivanju nije zabiljezena statisticki
znacajna razlika u vrijednostima izmedu RMO skupine i zdrave kontrolne skupine (Tablice 15
I 16, Slika 42). 1z pokazanih rezultata mozemo zakljuciti da 13cRA iako u velikim dozama u
ovako kratkom vremenskom periodu nema znaCajnog utjecaja na eritrocitnu lozu, broj

leukocita, broj trombocita i na diferencijalnu krvnu sliku.

Analizom rezultata biokemijskih parametara enzimske aktivnosti aspartat - aminotransferaze
(AST), alanin - aminotransferaze (ALT) i gama - glutamiltransferaze (GGT) (Tablica 17, Slika
43) nije zabiljeZeno statisticki znacajne razlike u enzimskoj aktivnosti kod RMO skupine u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, medutim ipak je vidljivo povecéanje vrijednosti AST-a i
GGT-a kod RMO skupine u odnosu na zdravu kontrolu, iako bez statisticki znacajnog rezultata
upucuje na blaze oSteCenje jetrenog parenhima. Indukcija jetrenih izoenzima nastaje kao
posljedica hepatotoksi¢nog uc¢inka 13cRA, povecane propusnosti membrane jetrenih stanica $to
vodi do posljediénog povecanog otpustanja jetrenih enzima u cirkulaciju (Fahmy i sur. 2009).
U drugim radovima pokazana je toksi¢nost vitamina A koja nastaje kad se premasi jetreni
kapacitet pohrane viska retinola (Nollevaux i sur. 2006). U istrazivanjima provedenim s nizim
dozama 13cRA u kraéem vremenskom periodu (7,5 mg kg i 15 mg kg™) kroz sedam dana u
Stakora nije dovelo do porasta aktivnosti jetrenih enzima, $to upucuje da ostecenje ovisi o0 dozi
i duzini primjene (Cisneros i sur. 2005; Hotchkiss i sur. 2006). Takoder u ovom istrazivanju iz
rezultata mjerenja koncentracije ukupnog bilirubina (Tablica 18) nije zapaZena statisticki
znadajna razlika u odnosu na kontrolu. Moze se zakljugiti kako je 80 mg kg™ ipak prihvatljiva
doza u vremenskom periodu od 14 dana ig primjene, jer u Stakora ne izaziva zna¢ajno povecanje
jetrenih enzima niti dovodi do poremecaja u metabolizmu bilirubina (Tablica 17 1 18, Slika 43)
i ako postoji blagi pad u broju eritrocita, hemoglobina i hematokrita u svih skupina zivotinja

obradenih s 13cRA te posljedi¢no povecanje bilirubina.

Analizom rezultata biokemijskih parametara enzimske aktivnosti amilaze (AMS) (Tablica 17)
i enzimske aktivnosti laktat - dehidrogenaze (LDH) (Tablica 17, Slika 45) nisu zapaZene
statisticki znacajne razlike u aktivnosti enzima kod RMO S§takora u odnosu na zdravu kontrolnu
skupinu, $to upucuje da doza od 80 mg kg kroz 14 dana ig primjene u §takora ne dovodi do
Stetnog utjecaja na gusteracu. Analizom rezultata enzimske aktivnosti alkalne fosfataze (ALP)
(Tablica 17, Slika 44) nije vidljiv statisticki znaCajan porast aktivnosti ALP izmedu RMO
skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, iako je zabiljeZena povecana vrijednost kod
RMO skupine §to je objasnjeno povecanjem koStane pregradnje, a o ¢emu je bilo rije¢i kod

drugih autora (Liao i sur. 2003; Fahmy i sur. 2009).
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Prema dostupnoj literaturi nema dovoljno podataka o u¢inku 13cRA na vrijednosti renalnih
parametara. Rezultati mjerenja koncentracija kreatinina i ureje (Tablica 18) nisu pokazali
statisticki znacajne promjene kod RMO skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu $to
upudéuje na to da retinoi¢na kiselina u dozi od 80 mg kg™ kroz 14 dana ig primjene u $takora
nema Stetan uc¢inak na renalni sustav. Prema nekim autorima retinoidi sto ukljucuje i 13cRA

imaju koristan uc¢inak na renalni sustav (Schaier i sur. 2001).

Rezultati mjerenja koncentracija glukoze (Tablica 18) ne pokazuju statisticki znacajne
promjene koje bi ukazale na znacajan utjecaj 13cRA na metabolizam glukoze u primijenjenoj
dozi. Medutim prema nekim istrazivanjima primjena 13cRA (15 mg kg™) na $takorima dovela
je samo u muskih Stakora do smanjenja razine glukoze u krvi (13 - 19% u odnosu na kontrolnu

grupu istog spola) (Cisneros i sur. 2005).

U procijeni kostane mase pa tako i u dijagnozi osteoporoze danas se koriste metode mjerenja
gustoce minerala u kostima (BMD) 1 koli¢ine minerala u kostima (BMC), medutim prema
mnogim autorima u procijeni kostane snage i mogucée kostane lomljivosti treba uzeti u obzir
fizikalna mjerenja bedrenih kostiju, te mjerenja biokemijskih biljega koStanog preokreta koji
govore u prilog promjena na razini cjelokupnog kostanog sustava (Ferretti i sur. 1996; Stone i
sur. 2003; Seeman i sur. 2003; Beouxsein i Karasik 2006). Definitivna potvrda koStane strukture
dobiva se histoloSkim analizama kosti. U ovom istraZivanju koristili smo bedrene kosti koje su
koristene i u drugim istraZivanjima kostanoga sustava jer kako u ljudskom tako i u organizmu

Stakora bedrene kosti su najduze te imaju znacajnu ulogu u mehanickoj potpori.

Prema provedenim istraZivanjima ucinaka retinoida na koStani sustav, histomorfometrijskim
analizama kostanoga tkiva pokazano je povecanje subperiostalne osteoklasticne kostane
resorpcije, dok je resorpcija kosti suprimirana u spuzvastoj (spongioznoj) kosti (Kneissel i sur.
2005). Histomorfometrija ima dijagnosti¢ku vrijednost kao metoda kojom se odreduje kvaliteta
kosti tj. njena unutarnja struktura za razliku od primjerice DXA, kojom se dobiva koli¢ina kosti

koja nije jedina odrednica mehanicke Cvrstoce 1 jakosti kosti.

Iz histoloSke analize u ovom istrazivanju u usporedbi s kontrolnom skupinom, vidljivo je da
korteks dijafize femura Stakora obradenog s retinoi¢nom kiselinom karakterizira stanjivanje
praceno znacajnom poroznosS¢u uzrokovanom formiranjem brojnih intrakortikalnih Supljina
razli¢itih veli€ina (Slika 36e, f), kao 1 mjestimi¢no erodirana endostalna povrSina kosti

(unutarnja povrsina kosti) (Slika 36g). Supljine su s kortikalne strane djelomi¢no omedene
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osteoidom, dok su na luminalnoj povrsini mjestimi¢no uoceni osteoklasti (Slika 36f), koji su
takoder nadeni i u udubljenjima erodirane endostalne povrsine kosti (Slika 36g).

U animalnom modelu pokazano je da primjena retinoida u velikoj dozi dovodi do poveéane
periostalne razgradnje u odnosu na periostalnu dogradnju ili odlaganje minerala, $to u konacnici
vodi smanjenjem promjera kosti i gubitkom minerala (Teelmann i sur. 1989; Hotchkiss i sur.
2006). Aktivnost kostanih stanica u ovom istrazivanju prikazana je mjerenjem biokemijskih
biljega koStane pregradnje koji su enzimi ili bjelancevine koji nastaju tijekom izgradnje ili
razgradnje koStanog tkiva a mjere se u serumu ili urinu. Odredivani su u serumu biljeg kostane
izgradnje — osteokalcin i biljeg koStane razgradnje Beta CrossLaps (B-CTx). Analizom
podataka nije utvrdena statisticka znacajnost u vrijednostima osteokalcina kod zdrave kontrolne
skupine u odnosu na RMO skupinu, iako se zapaZa sniZena razina osteokalcina kod RMO
skupine (Slika 37), §to govori u prilog smanjenje koStane izgradnje kod RMO S§takora.
Analizom podataka vrijednosti B-CTx-a utvrden je statisti¢ki znacajan porast izmedu RMO
skupine i zdrave kontrolne skupine (P < 0,01) $to govori u prilog povecane osteoklasti¢ne
aktivnosti i kostane razgradnje kod RMO S$takora (Slika 38).

Postoje istrazivanja koja govore o fizikalnim karakteristikama kosti kao glavnim odrednicama
kostane snage. U njima je pokazano kako primjena velikih doza 13cRA nije dovela do promjena
kostane mase tj do promjena BMD-a, ali su biomehanic¢kim testovima i promjenama fizikalnih
karakteristika kosti u smislu smanjenja volumena i promjera kosti dokazani negativni u¢inci
retinola na kosStani sustav. Tako BMD kao zasebno mjerenje prema tim autorima nije
najprecizniji pokazatelj u otkrivanju negativnih utjecaja velikih doza vitamina A na koStani

sustav (Johansson i sur. 2002; Ammannu i sur. 2003; Lind i sur. 2006).

U ovom istraZivanju radi tocnosti prikaza rezultata prikazani su indeksi tezina bedrenih kostiju

(g/TT svake pojedinacne zivotinje) i relativne tezine kosti (g/100g TT).

Rezultati mjerenja lijevih bedrenih kosti (Slika 30) i desnih bedrenih kosti (Slika 31) pokazuju
statisticki znaCajan porast relativnih teZina kosti izmedu zdrave kontrolne skupine i RMO
skupine (P < 0,05) (P <0,001). Jednako tako rezultati mjerenja indeksa tezina lijevih bedrenih
kostiju (Slika 28) i desnih bedrenih kostiju (Slika 29) podudaraju se s rezultatima relativnih

tezina sa istom statistiCkom znacajnoscu (P < 0,05) (P < 0,001).

Rezultati geometrijskih koStanih parametara analizirani su na desnim bedrenim kostima
Mijereni su duljina kosti (veliki trohanter - kondil), antero - posteriorna duzina (AP) i medio-

lateralna duzina (ML) proksimalnog dijela kosti, srednjeg dijela kosti (dijafize) i distalnog
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dijela kosti (Slike 32 do 35), a rezultati su radi to¢nosti prikaza prerac¢unati na 100 g tjelesne
tezine. Analizom podataka dobivenih mjerenjem duljina desnih bedrenih kosti (Slika 32) nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu RMO skupine i zdrave kontrolne skupine u duljini

kosti, iako zdrava skupina na grafu pokazuje nesto vecu duljinu u odnosu na RMO skupinu.

Analizama ML i AP promjera na sva tri koStana segmenta nije vidljiva statisti¢ki znacajna
promjena kod RMO skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, izuzev porasta ML duZine
dijafiznog segmenta kosti (Slika 34) izmedu zdrave kontrolne skupine u odnosu na RMO
skupinu (P < 0,05). Iako u ovim geometrijskim mjerenjima ne nalazimo statistickih zna¢ajnosti
ipak se u vec¢ini mjerenja prate poviseni parametri kod zdrave kontrolne skupine u odnosu na
RMO (Slike 33, 34, 35).

Analizom rezultata mjerenja BMC-a i BMD-a u ovom istrazivanju zapazen je statisticki
znacajan porast BMC-a u proksimalnom i distalnom dijelu kosti (Slika 26) izmedu zdrave
kontrolne skupine i RMO skupine (P < 0,05) i statisti¢ki znacajan porast BMD-a u
proksimalnom dijelu kosti (Slika 27) izmedu zdrave kontrolne skupine i RMO skupine (P <
0,05).

Iz navedenih rezultata moZe se zakljuditi kako obrada $takora s 13cRA u dozi od 80 mg kg ig
primjene u vremenskom razdoblju od 14 dana dovodi do statisticki znac¢ajne promjene koStane
mase u smislu smanjenja BMC-a i BMD-a u proksimalnim i distalnim ko$tanim segmentima
kod RMO skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, dok nisu zapazene statisticki
znacajne promjene fizikalnih obiljezja kosti, iako su promjene fizikalnih obiljezja kosti isle u
smjeru smanjenja svih parametara kod RMO skupine u odnosu na zdravu kontrolu. Slabije
prikazan statisticki znaCajan utjecaj na fizikalna obiljezja kosti moze se objasniti kratkim
periodom primjene retinoi¢ne kiseline. Rezultati dobiveni u ovom istraZivanju mogu se
usporediti s drugim radovima u kojima su koriStene razlicite nize i viSe doze 13cRA kod Stakora
u duzem vremenskom periodu. Prema tim istrazivanjima tek velike doze 13cRA (30 mg kg’
Y/dan) u duzem vremenskom periodu (15 - 20 tjedana) dovode do smanjenja BMD-a, promjera
kosti (engl. bone diametar), debljine kosti (engl. cortical thickness), kao i do spontanih

prijeloma (Hotchkiss i sur. 2006).

Obzirom na navedeno retinoi¢ni model osteoporoze (RMO) u Stakora koji je koriSten u ovom
istrazivanju pokazuje se kao idealan predklinicki model za proucavanje spojeva koji djeluju na

komponente oksidativnog stresa kao znacajnog patogena u sekundarnoj osteoporozi, a doze
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13cRA od 80 mg kg™su dovoljne da u kratkom vremenskom razdoblju dovedu do nastanka

osteoporoti¢nih promjena bez uocenih sponatano nastalih prijeloma.

5.2. Uéinci flavonoida na osteoporotske promjene u RMO Stakora i njihova usporedba s

alendronatom

Osnovni cilj ovoga istrazivanja jest istraziti protuoksidativna, protuupalna, fitoestrogenska i
regenerativna svojstva, te mogucu toksic¢nost svakog od pojedinacnih flavonoida na koStani
sustav 1 cjelokupni organizam RMO Stakora i usporediti sa alendronatom koji je danas

prihvaceni i Siroko primijenjen lijek u lije¢enju osteoporoze.

5.2.1. Ucinak flavonoida i alendronata na vrijednosti TT i teZine organa u RMO Stakora

Alendronat spada u skupinu bisfosfonata, snazan je nehormonski inhibitor resorpcije kosti
osobito na mjestima pojacane pregradnje i trenutno predstavlja prvi lijek izbora u lijecenju
osteoporoze. Uz njegove povoljne ucinke na koStani metabolizam 1 Siroku klini¢ku

primjenu,postoje brojne poteskoce vezane uz nacin primjene lijeka i neZeljene ucinke.

Kod oralne primjene lijeka zapaZeni su neZeljeni uinci vezani uz gastrointestinalni sustav, bol
u abdomenu, mucnina, povracanje, proljevi, upala jednjaka, suZenje jednjaka, gastri¢ni ulkus.
Podatci ukazuju kako se neZeljeni ucinci mogu prepisati lokalno iritiraju¢em djelovanju

alendronata koji uzrokuje upalu kroz infiltraciju neutrofila 1 oksidativna oSte¢enja u tkivima.

Intravenska primjena bisfosfonata moze izazvati Citav niz simptoma nalik gripi, kao §to su
subfebrilna temperatura (37,8 °C), leukocitoza, iscrpljenost, mialgija. Nadalje, brza intravenska
primjena moZe djelovati nefrotoksi€no 1 izazvati akutnu nekrozu tubula. Ostale moguce
nezeljene pojave su hipokalcijemija, konjuktivitis, uveitis, skleritis, astma, eritem, flebitis te
poremecaji srediSnjeg Zivcanog sustava (glavobolja, omaglica, parestezija, poremecaj okusa),
a zabiljezena je povecana pojavnost tumora dojke u Zena u postmenopauzi kao i atipi¢ni lomovi
kosti nakon dugotrajnog unosa (Sambrook i sur. 2006; Chiang i sur. 2012; Gatti i sur. 2015;
Fadda i sur. 2015; Iglesias i sur. 2015; Rennert i sur. 2016; Gokkus i sur. 2016).

Kao ozbiljna i iznimno tesko ljeciva komplikacija pri primjeni proturesorptivnih lijekova javlja

se osteonekroza Celjusti tzv. bisfosfonatima inducirana osteonekoza celjusti (BRONJ; engl.

189



Bisphosphonate Related Osteonecrosis of the Jaw(Ficcara 2005;Agencija za lijekove i

medicinske proizvode 2012).

Do sada objavljena istrazivanja o flavonoidima kao potencijalnoj alternativi alendronatu iznose
dokaze o njihovom pozitivnom ucinku na razne organske sustave. Najve¢i dio zastitne uloge
flavonoida u bioloskim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja (“hvatanja”)
elektrona slobodnog radikala, inhibiciji enzima koji su ukljuceni u nastanak reaktivnih radikala
kisika 1 duSika 1 aktiviranju protuoksidacijskih enzima (Kazazi¢ 2004). U dosadaSnjim
istrazivanjima najjacu zastitnu ulogu kao protuoksidans pokazao je kvercetin (Ban i sur. 1989,

Mirzoeva 1997; Cotelle 2001; Heim i sur. 2002; Prior 2003).

Istrazivanja su pokazala da prehrana bogata flavonoidima smanjuju ukupni kolesterol, LDL-
lipoproteine i trigliceride u plazmi $to pokazuje pozitivan u¢inak u zastiti od ateroskleroze kao
izravne posljedice hiperkolesterolemije i dislipidemije (Honore i sur. 1997; DiCarlo i sur. 1999;
Middleton i sur. 2000). Brojna istrazivanja pokazuju korisne imunomodulatorne ucinke
flavonoida koje koristimo u prehrani povezane s protutumorskim djelovanjem i utjecajem na
autoimune bolesti (Schwartz i sur.1982; Berteli i sur. 1999; Rose i sur. 2000; OrSoli¢ i sur.
2003; Oak i sur. 2005; Zhang i sur. 2005; Ors$olic¢ i sur. 2007; Bergman Jungestrom i sur. 2007;
Zhao i sur. 2007; Liu i sur. 2010). Opisana su protualergijska svojstva flavonoida (Reuben
1998; Di Carlo i sur. 1999). Epidemioloska istrazivanja te animalna i klini¢ka istrazivanja in
vitro i in vivo podupiru misljenje da flavonoidi kao fitoestrogeni pored ostalih u¢inaka mogu
prevenirati gubitak koStane mase povezane s menopauzom (Coxam 2008), te da ucinak
prehrane s visokim udjelom fitoestrogena smanjuje pojavnost o estrogenu ovisnih malignih

tumora (dojka, crijevo, prostata) (Keinan-Bokeri sur. 2004).

Kako je navedeno brojni su pozitivni u€inci flavonoida i1 alendronata. U ovom istraZivanju
vaganjem Zivotinja tijekom pokusa, te pra¢enjem promjena mase TT Zivotinja procijenjena je
toksic¢nost istrazivanih pripravaka (retinoi¢ne kiseline, alendronata, krizina, proantocijanidina,
naringenina, ikarina 1 kvercetina) na razini cjelokupnog organizma. Gubitak na teZini je
pokazatelj toksi¢nosti. Nadalje mjerene su teZine svakog pojedinog organa, a rezultati su
koriSteni za procjenu toksicnosti istrazivanih pripravaka, te utvrdivanje fitoestrogenskog uc¢inka

na tezinu maternice.

Rezultati pokazuju da nema statisticki znacajne (P > 0,05) promjene u TT izmedu zdrave
kontrolne skupine i RMO skupine tijekom pokusa, kao ni izmedu RMO skupina obradenih s

flavonoidima, osim statisticki znacajnog povecanja TT (P < 0,05) u zivotinja obradenih
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ikarinom u odnosu na obradu Zivotinja alendronatom u dozi od 40 mg kg™. Ipak mjerenjem
postotka TT tijekom pokusa vidljiv je prirast tezina RMO S$takora obradivanih flavonoidima u
dozi od 100 mg kg* (ikarin 6,73% - 15,86%; naringenin 8,89% - 11,07%; krizin 6,87% -
13,29%; proantocijanidin 7,52% - 11,40%; kvercetin 6,02% - 8,95%), dok je kod RMO stakora
obradivanih sa alendronatom u dozi od 40 mg kg zabiljezen pad TT od 2,50% - 0,55%. Kod
skupine obradene s alendronatom u dozi od 2 mg kg vidljiv prirast teZine od 9,78% - 13,15%
(Slika 25). Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da flavonoidi nemaju toksican u¢inak na
cjelokupni organizam koji bi se odrazio padom TT, dok alendronat u viSoj dozi pokazuje

toksiCan ucinak koji je prikazan padom TT.

Iz rezultata mjerenja tezina organa nisu vidljive statisticki znac¢ajne promjene indeksa tezina
(Tablica 19) i relativne tezine (Tablica 20) slezene i bubrega kod ispitivanih skupina. Medutim,
vidljivo je statisticki znacajno povecanje indeksa teZina jetre i relativne teZine jetre kod skupine
obradene proantocijanidinom u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,05) i skupine
obradene alendronatom 2 mg kg™ u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,05)

(Tablice 19 i 20).

Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti kako ispitivani uzorci nemaju statisti¢ki znacajnog
utjecaja na tezine slezena i bubrega $to znaci da nema niti potencijalno izrazenog toksi¢noga
ucinka na navedene organe. Povecanje jetre ukazuje na jetreno oStecenje. Povecanje tezine jetre
kod skupina obradivanih proantocijanidinom i niskom dozom alendronata u ovom sluc¢aju nije
povezano s jetrenim oSteCenjem, jer biokemijske analize nisu pokazale statisticki znacajnih
razlika u jetrenoj enzimskoj aktivnosti u krvi RMO Stakora nakon obrade s flavonoidima 1
alendronatom (Tablica 17), a koja bi upucivala na jetreno oste¢enje. U dosadasnjoj literaturi
nisu navedeni slicni rezultati da bi se usporedili sa ovim istrazivanjem. Ovo povecanje tezine
jetre kod skupina obradenih proantocijanidinom i alendronatom 2 mg kg™ u odnosu na skupinu
obradenu naringeninom moze se povezati s prirastom tjelesnih tezina pa tako 1 organa zivotinja,

koji su ve¢i kod navedenih skupina u odnosu na skupinu obradenu naringeninom.

U prethodnim poglavljima prikazana je poveznica izmedu retinoi¢ne kiseline, OS 1 osteoporoze.
Smatra se kako 13cRA uzrokuje OS i stvaranje ROS-a koji potiskuju osteoblasticnu aktivnost
a povecavaju aktivnost osteoklasta, §to ako prevlada prirodne protuoksidativne mehanizme
moze dovesti do opseznog gubitka koStane mase. Povecanje razine OS je jedan od uzroka
smanjene estrogenske aktivnosti u organizmu. Smanjena estrogenska aktivnost dovodi do
pojave upalnih citokina koji poti¢u osteoklasti¢nu aktivnost, a osteoblaste uvode u apopotozu
Sto dovodi do gubitka koStane mase. Iz navedenoga mozemo zakljuciti da retinoi¢na kiselina
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smanjuje razinu estrogena u krvi (Muthusami i sur, 2005), ima negativan utjecaj na koStani

sustav i vodi smanjenju mase maternice, to¢nije vodi atrofiji maternice.

Fitoestrogeni su spojevi sli¢ni estogenu i istrazuju Se kao moguca alternativa u lijeenju i
prevenciji mnogih bolesti koje nastaju kao posljedica estrogenskog manjka. Pored ostalih
ucinaka, dokazano je da fitoestrogeni mogu prevenirati gubitak kostane mase povezane sa
menopauzom (Coxam 2008), medutim joS ne postoje jasne terapijske smjernice o njihovoj

primjeni u preventivne ili kurativne svrhe kod osteoporoze.

Iz rezultata ovoga istrazivanja vidljivo je statistiCki znaCajno poveéanje relativnih tezina
maternica kod skupina obradenih ikarinom i krizinom u odnosu na RMO skupinu (P <0,01) (P
<0,05) (Slika 64, Tablica 22) i statisticki znacajno povecanje indeksa teZzina maternice izmedu

skupine obradene ikarinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,001) (Slika 63, Tablica 21).

Danas je poznato mnogo fitoestrogenskih molekula koje prema njihovoj kemijskoj strukturi

(broju fenolnih prstenova i supstitienata) spadaju u izoflavonoide ili izoflavone.

Ikarin je flavonoid koji spada u skupinu flavonola, a krizin u skupnu flavona. lako ne spadaju
u fitoestrogene ikarin i krizin prema dobivenim rezultatima statisti¢ki znacajno povecéavaju
masu maternice kod RMO S$takora. Tako mozemo =zakljuciti da ovi flavonoidi poti¢u

estrogensku aktivnost ili djeluju na receptor estrogena, tj. pokazuju fitoestrogensku aktivnost.

Iako nema statisticki znacajnog povecanja tezine maternica kod drugih skupina, ipak se zapaza
povecanje tezina maternica kod RMO $takora u svim skupinama nakon obrade flavonoidima i
alendronatom, medu kojima skupina obradena ikarinom znatno iskace u odnosu na druge
skupine (Slika 63). Ovaj podatak o pozitivnom fitoesrtogenskom djelovanju potvrduju i druga
dosadasnja istrazivanja. Dokazano je da ikarin moze oponasati ucinak estrogena suprimirajuci
osteoklastogenezu putem modulacije ekspresije OPG/RANKL u osteoblasti¢nim stanicama.
Takoder je opisano kako ikarin aktivira ERa fosforilaciju u stani¢noj kulturi osteoblasta, te
putem ligand-neovisne aktivacije dolazi do brze aktivicije ER u osteoblasti¢cnim stanicama
(Mok i sur. 2010).

Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da svaki od pojedinih flavonoida koriStenih u ovom
istrazivanju kao i alendronat posjeduju fitoestrogenski ucinak koji se prati porastom tezine

maternice kod RMO S$takora, uz statisticki znacajan uc¢inak ikarina i krizina.
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5.2.2. Uéinci krizina u RMO Stakora i usporedba s alendronatom

Krizin je prirodni flavonoid koji spada u skupnu flavona (Slika 12). Dosadasnja istrazivanja ne
govore mnogo o ucincima krizina na koStani sustav, a molekularni mehanizmi djelovanja
krizina nisu u potpunosti istrazeni i jasni. In vitro istrazivanja pokazuju kako krizin moze
uzrokovati apoptozu stanica ljudskog karcinoma (Pichichero i sur. 2011; Khan i sur. 2011).U
in vivo istrazivanjima pokazan je imunosupresivni ucinak krizina i za$titni ucinak prema
jetrenim stanicama (Li i sur. 2011; Khan i sur. 2011; Lv i sur. 2011). Takoder se opisuju
vazodilatacijski u¢inci na krvne zile (Villar 1 sur. 2004) i sedirajuci u¢inak krizina (Zanolii sur.
2000). O preventivnim uéincima flavonoida, pa tako i krizina u nastanku osteoporoti¢nih
promjena u RMO stakora govori istrazivanje iz 2013. g. koje pokazuje jasan preventivni ué¢inak
u svim mjerenim kostanim parametrima uz zna¢ajno smanjenje kostanih biljega koji ukazujuna

smanjenje kostane pregradnje (OrSoli¢ i sur. 2013).

Prema rezultatima ovoga istraZivanja krizin nije pokazao pad u TT RMO S§takora, te prema tom
parametru ne pokazuje toksi¢nost na razini cjelokupnog organizma (Slika 25), jednako tako ne
pokazuje Stetni u¢inak ako gledamo parametre tezina organa (slezena , bubreg , jetra), a na
tezinu maternice pokazuje statistiCki znacajan porast tezine S$to upucuje na fitoestrogensko

djelovanje krizina (Slike 63 i 64, Tablice 21 i 22).

U usporedbi s alendronatom u dozi od 40 mg kg™ kod kojeg je zabiljezen pad TT od 2,50% -
0,55%, skupina obradena krizinom pokazuje bolje rezultate, odnosno alendronat u dozi od 40
mg kg pokazuje toksi¢nost na cjelokupni organizam koja se odrazava u padu TT Zivotinja,
dok je kod skupine obradene s alendronatom u dozi od 2 mg kg™ vidljiv prirast tezine od 9,78%
- 13,15% koji je slican prirastu skupine obradene krizinom (Slika 25). Alendronat u obje
ispitivane doze ne pokazuje statisti¢ki znac¢ajnu razliku u teZini organa u odnosu na krizin

(Tablice 19 i 20).

Rezultati mjerenja koStane mase kod skupine obradene krizinom ne pokazuju statisticki
znacajne promjene BMC-a i BMD-a mjerenih u oba femura u odnosu na skupine obradene
ostalim flavonoidima i alendronatom, te u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Medutim iako
nema statistickin promjena, rezultati upucuju na poveéanje BMC-a i BMD-a kod skupine
obradene krizinom u odnosu na RMO skupinu (Slike 26 1 27), Sto govori u prilog povecanja

kosStane mase u zivotinja kod kojih je osteoporoza uzrokovana retinoi¢nom kiselinom.

Zapazeno je povecanje BMC-a kod skupina obradenih alendronatom u obje ispitivane doze u

odnosu na RMO skupinu i to sa vidljivom statistickom znacajnosti skupine obradene
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alendronatom (40 mg kg™*) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) (Slika 26). Sli¢ni rezultati su
vidljivi kod mjerenja BMD-a, gdje nema statistickih promjena izmedu alendronata u obje
ispitivane doze i skupine obradene krizinom, iako skupine obradene alendronatom (40 mg kg

1y pokazuju statisti¢ki zna¢ajan porast BMD-a u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) (Slika 27).

Iz podataka jasno se vidi da je mineralna gustoca kostiju u osteoporozi izrazito smanjena u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, o ¢emu govore dosadaSnja istrazivanja o utjecaju
retinoi¢ne kiseline na koStani sustav (Fahmy i Soliman 2009). Rezultati ovoga istrazivanja jasno
ukazuju da primjena krizina, ali i alendronata moze znacajno pomoc¢i u sprjeCavanju gubitka

mineralne gustoce kostiju uslijed osteoporoze.

Prema rezultatima indeksa tezina i relativnih teZina bedrenih kostiju kao i geometrijskih
mjerenja kostanih parametara zapazeno je povecanje tezina i geometrijskih parametara femura
kod skupine obradene krizinom u odnosu na RMO skupinu (Slike 28 do 35). Ovi rezultati ne
pokazuju statisticke znacajnosti ali upucuju na pozitivno djelovanje krizina na koStani sustav u
RMO Sstakora. Niti ovdje alendronat u obje ispitivane doze ne pokazuje statisticki znacajne
razlike u rezultatima u odnosu na skupinu obradenu krizinom, medutim vidljiv je statisti¢ki
znacajan porast indeksa tezine kosti i relativne tezine kosti kod skupine obradene alendronatom
40 (mg kg™!) u odnosu na RMO skupinu u lijevom femuru (P < 0,05) i desnom femuru (P <
0,01) (Slika 28, 29, 30, 31). Isto tako zapaza se statisticki znacajan porast svih geometrijskih
parametara femura kod skupina obradenih alendronatom 2 (mg kg™*) u odnosu na RMO skupinu
(P <0,05) (Slike 32 do 35).

Rezultati biokemijskih biljega koStane izgradnje pokazuju statisticki znacajan porast vrijednosti
osteokalcina u serumu kod skupine obradene krizinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05)
(Slika 37), dok nema statisticki zna¢ajnog porasta biljega kostane razgradnje (B-CTx-a) kod
skupine obradene krizinom u odnosu na RMO skupinu (Slika 38). Ovi rezultati upucuju na
pozitivno djelovanje krizina na ko$tanu izgradnju kod RMO Sstakora. U usporedbi s
alendronatom u obje doze nije vidljiva statisticki znacajna razlika u rezultatima biokemijskih
biljega kostanoga preokreta u odnosu na skupine obradene krizinom i RMO skupinu (Slike 37

i 38).

Skupine obradene krizinom ne pokazuju statisticki znacajan utjecaj na hematoloske (Tablice 15
1 16, Slika 42) 1 biokemijske (Tablice 17 1 18, Slike 43, 44 1 45) parametre kod RMO S§takora.
Takoder nije zabiljeZena statisticki znacajna razlika u rezultatima izmedu alendronata u obje

doze 1 skupine obradene krizinom ili RMO skupine. Medutim postoji statisticki znacajno
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smanjenje broja eritrocita i hematokrita kod skupine obradene alendronatom (2 mg kg?) u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05) (Tablica 15) i statisti¢ki znac¢ajan porast broja
leukocita kod skupine obradene alendronatom (2 mg kgt) u odnosu na zdravu kontrolnu
skupinu (P < 0,05) (P < 0,05) (Tablica 15). Ovi rezultati upucuju na negativan utjecaj

alendronata na crvenu krvnu sliku 1 povecanje broja leukocita Sto ukazuje na proces upale.

Analizom biokemijskih parametara nema statisticki znaCajnih razlika izmedu alendronata u
obje doze i krizina (Tablice 171 18, Slike 43, 44 1 45), medutim pra¢enjem vrijednosti aktivnosti
enzima aspartat - aminotransferaze (AST), alanin - aminotransferaze (ALT), gama -
glutamiltransferaze (GGT), alkalne fosfataze (ALP), laktat - dehidrogenaze (LDH) i amilaze
(AMS) zapazaju se nize vrijednosti kod skupina obradivanih s krizinom i alendronatom u
odnosu na RMO skupinu. Jednako tako alendronat u obje ispitivane doze u odnosu na Krizin
kod ovih biokemijskih parametara pokazuje uvijek vise vrijednosti. Takoder su zapaZene vise
vrijednosti glukoze u krvi kod skupina obradivanih alendronatom u obje ispitivane doze.
Zanimljiv je podatak snizenih vrijednosti ureje i kreatinina kod Skupina obradenih
alendronatom u obje ispitivane doze i krizinom u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (Tablica
18). Iz prikazanih hematoloSkih i biokemijskih rezultata krizin se pokazao povoljnijim od

alendronata u obje ispitivane doze.

Rezultati koncentracija minerala kalcija 1 fosfora kod skupine obradene krizinom i skupina
obradenih alendronatom u obje doze pokazuju sli¢ne vrijednosti, medutim u odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu i RMO skupinu vrijednosti su vise, ali bez statistiCke znac¢ajnosti §to moze
upucivati na mehanizam povecane kosStane resorpcije, medutim podatci mjerenja koStane mase

ukazuju na povoljan u¢inak krizina i alendronata (Slika 40 1 41).

Ranije u tekstu bilo je rije¢i o povezanosti 13RcA, OS i ROS-a sa nepovoljnim utjecajem na
koStani sustav u smislu gubitka koStane mase, odnosno sa razvojem osteoporoze. U ovom
istrazivanju ispitano je protuoksidativno djelovanje krizina i alendronata mjerenjem enzima

oksidativnog stresa u uzorcima tkiva jajnika, bubrega, slezene i jetre.

RMO skupina pokazuje povisene vrijednosti MDA u svim organima u odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu Sto se i o¢ekuje, a vrijednosti MDA u svim organima su vece kod obje

ispitivane doze alendronata u odnosu na skupinu obradenu krizinom.

Analizom podataka zapazena je statisticki znacajno poviSena koncentracija malondialdehida

(MDA) u jajniku (Slika 47) kod skupine obradene alendronatom 2 (mg kg*) u odnosu na zdravu
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kontrolnu skupinu (P < 0,001); u jetri (Slika 50) kod skupine obradene alendronatom (40 i 2

mg kg™) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05; P < 0,01).

Analizom podataka koncentracije glutationa (GSH) RMO skupina pokazuje nize vrijednosti u
svim organima u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, §to je odraz povec¢anog OS uzrokovanog
s 13RcA. Vrijednosti GSH su viSe u svim organima osim bubrega kod skupine obradene
krizinom u odnosu na skupine obradene alendronatom u obje ispitivane doze, a sve tri skupine

pokazuju vise vrijednosti GSH u odnosu na RMO skupinu.

Statisticki znacajni rezultati vrijednosti GSH u organima kretali su se kao znacajno snizena
vrijednost GSH u tkivu jajnika kod RMO skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P <
0,01) i skupine obradene krizinom (P < 0,01) (Slika 51); statisti¢ki zna¢ajno sniZena vrijednost
GSH u tkivu bubrega kod RMO skupine u odnosu na skupine obradene alendronatom (40 mg
kg™) (P <0,01) i alendronatom (2 mg kg™) (P < 0,01) (Slika 52).

Rezultati razina SOD u svim organima pokazuju poviSene vrijednosti kod skupine obradene
krizinom u odnosu na skupine obradene alendronatom u obje ispitivane doze. Nisu zapazene
statistiCki znacajne razlike u razini SOD-a kod ove tri skupine u ispitanim organima (Slika 55,
56, 57 i 58).

Rezultati razine katalaze (CAT) u analiziranim organima pokazuju statisticki znacajno
povecéane vrijednosti CAT aktivnosti u tkivu jajnika kod skupine obradene krizinom u odnosu
na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,001); skupine obradene krizinom u odnosu na RMO
skupinu (P < 0,01) (Slika 59). Podatci ne pokazuju statisti¢ki znacajne razlike u razini CAT
izmedu krizina 1 alendronata u obje ispitivane doze u svim analiziranim organima. Medutim
krizin povecava razinu CAT u svim organima u odnosu na RMO skupinu (Slika 59, 60, 61 i
62).

Iz navedenih podataka moZe se zakljuciti kako flavonoid krizin ali 1 alendronat u obje ispitivane
doze imaju brojne pozitivne ucinke na kostano tkivo koje pokazuje znakove osteoporoze §to je
vidljivo iz rezultata mjerenja kostane mase obje bedrene kosti. Jednako tako krizin i alendronat
u obje doze pozitivno utjecu na indeks tezina i relativnih teZina bedrenih kostiju kao i
geometrijske mjere koStanih parametara. Krizin pokazuje statisticki znacajno povecanje
osteokalcina kod RMO S§takora, dok alendronat u obje ispitivane doze ne pokazuje povecanje
biljega koStane izgradnje. Alendronat pokazuje negativan utjecaj na crvenu krvnu sliku 1
uzrokuje povecanje broja leukocita u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, dok krizin nema

statistiCki znaCajnog utjecaja na hematoloSke parametre. lako nema statisti¢ki znacajnih razlika
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izmedu alendronata u obje doze i krizina u biokemijskim parametrima, vrijednosti enzimskih
aktivnosti (AST, ALT, GGT, ALP, LDH, amilaze) izmjerene su uvijek vise kod alendronata u
obje ispitivane doze u odnosu na krizin, takoder su zapazene vise vrijednosti glukoze u krvi kod
skupina obradivanih alendronatom. Ovi rezultati upucuju na povoljniji utjecaj krizina na
hematoloske i biokemijske parametre u odnosu na alendronat u obje ispitivane doze. Rezultati
su pokazali pozitivan utjecaj krizina na protuoksidativni sustav tijela i to tako da doprinosi
povecanju sinteze koncentracije glutationa, spoja koji kontrolira redoks stanje u stanicama,
smanjuje oksidativni stres preko kontrole lipidne peroksidacije i povecanja koncentracije SOD-
a i katalaze. U svim navedenim parametrima pokazuje se kao bolji protuoksidans od alendronata
koji cak pokazuje statisticki znaCajno povecanje lipidne peroksidacije tkivu jajnika i jetre u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Ako gledamo toksi¢nost na cjelokupni organizam
mijerenjem TT Zivotinja, krizin u usporedbi s alendronatom u dozi od 40 mg kg™ koji pokazuje
pad TT od 2,50% - 0,55%, pokazuje bolje rezultate. Navedeni pozitivni u¢inci krizina na
metabolizam kosti i cjelokupni organizam RMO S§takora ukazuju da krizin moze biti u¢inkovit
u lijeCenju stecene osteoporoze, a njegova laka dostupnost, ekonomska isplativost, nedostatak
toksicnosti, fitoestrogensko djelovanje kao i povoljnije protuoksidativno i regenerativno
djelovanje pokazuju prednost u odnosu na alendronat koji je danas prihvacen lijek u stecenoj

osteoporozi.

5.2.3. Ucinci proantocijanidina u RMO Stakora i usporedba s alendronatom

Proantocijanidini spadaju u flavanolnu podskupinu flavonoida. Vrlo je malo istraZivanja koja
govore o ucinku ovih flavonoida na koStani sustav. IstraZivanja pokazuju protuoksidativne,
protuupalne i hipolipidemi¢ne ucinake ovih spojeva, koji se proucavaju u smjeru njihove
zaStitne uloge vezane uz srce i krvozilni sustav (Rein 1 sur. 2000; Vitseva i sur. 2005; DalBo i
sur. 2008; Bladé i sur. 2010). In vitro istrazivanja na koStanom tkivu pokazuju da
proantocijanidini djeluju na sazrijevanje osteoklasta i njihovu fiziologiju $to ovisi o njihovoj
dozi. Doze od 100 ug mL™? bile su toksi¢ne za osteoklaste, dok su doze od 50 pg mL*
uzrokovale 95% inhibiciju RANKL. S druge strane proantocijanidi su doveli do smanjenog
otpustanje peptida kolagena iz cega se posredno moze zakljuciti da smanjuju kostanu
razgradnju (Tanabe i sur. 2011). Prema in vivo istrazivanju (Yahara i sur. 2005) koje se bavilo
ucinkom proantocijanida na kostani sustav Stakora ovisno o unosu kalcija hranom zapazeno je
da ovi spojevi imaju koristan uc¢inak u stvaranju kosti kao i u povecanju kostane snage kod
stanja kostane slabosti (engl. bone debility) povezanih s niskim unosom kalcija (YYahara i sur.
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2005). Istrazivanje (OrSoli¢ i sur. 2013) pokazuje znaCajan preventivni ucinak

proantocijanidina na kostano tkivo na osteoporotskom modelu $takora.

U ovom istrazivanju usporedeno je djelovanje proantocijanidina sa alendronatom u dozama 2 i

40 mg kg™ na kostani sustav kao i cjelokupni organizam RMO $takora.

Prema rezultatima ovoga istrazivanja nakon prouzrokovanja osteoporoze s 13cRA, obrada
Zivotinja s proantocijanidinom u dozi od 100 mg kg'dovela je do prirasta tezine od 18. — 30.
dana za 7,52% - 11,40%. Sto prema tome ne ukazuje na toksi¢nost ovog spoja na razini
cjelokupnog organizma, dok je kod skupine obradene alendronatom u dozi od 40 mg kg™
zabiljezen je pad TT od 2,50% - 0,55% (Slika 25). Nisu zabiljeZene statisticki znacajne
promjene u tezini organa izmedu skupina obradenih proantocijanidinom i alendronatom u obje
ispitivane doze kod RMO §takora. Vidljivo je statisticki znacajno poveéanje indeksa tezina jetre
kod skupine obradene proantocijanidinom u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P <
0,05) i skupine obradene alendronatom 2 mg kg™ u odnosu na skupinu obradenu naringeninom
(P <0,05) medutim nema statisticke razlike u tezinama organa ovih skupina u odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu (Tablice 19 i 20). Proantocijanidini ne pokazuju statisticki znacajan utjecaj
na tezinu maternice u odnosu na druge ispitivane spojeve, $to upucuje na slabije fitoestrogensko
djelovanje, ali u odnosu ha RMO skupinu pokazuju povecanje od 20,91 — 23,88% (Slike 63 i
64, Tablice 21 i 22).

Analizom podataka mjerenja kostane mase utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje BMC-a i
BMD-a proksimalnog i distalnog dijela femura (Slike 26 i 27) kod RMO skupine u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05) sto je u sukladu s prijasnjim istrazivanjima utjecaja
retinoi¢ne kiseline na kosStani sustav (Wei i sur, 2007). Statisticki znac¢ajno povec¢anje BMC-a i
BMD-a vidljivo je kod skupine obradene alendronatom (40 mg kg™) u odnosu na RMO skupinu
(P < 0,01); skupine obradene proantocijanidinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,051 P <
0,01) i na skupinu obradenu alendronatom (2 mg kg?) (P < 0,001) i skupine obradene
alendronatom (40 mg kgl) u odnosu na skupinu obradenu alendronatom (2 mg kg?) (P <
0,001). Rezultati ukazuju na pozitivan trend proantocijanidina kao i alendronata u obje
ispitivane doze na koStanu masu u RMO Stakora, jednako tako proantocijanidin pokazuje
statisticki znacajno bolje rezultate na kostanu masu RMO S$takora u odnosu na alendronat 2 mg
kg™. Ovaj pozitivan u¢inak proantocijanidina na kostani sustav potvrduju vrijednosti kostanog

kalcija i fosfora koje pokazuju isti trend kao i rezultati BMC-a i BMD-a (Slike 40 i 41).
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Rezultati mjerenja tezina femura (Slike 28, 29, 30 1 31) pokazuju statisticki znacajan porast
tezina kosti samo skupine obradene alendronatom 40 (mg kg*) u odnosu na RMO skupinu, dok
proantocijanidin pokazuje porast tezina femura u odnosu na RMO skupinu ali bez statisticke

znacajnosti.

Prema rezultatima geometrijskih mjerenja koStanih parametara zapazeno je statisticki znacajno
povecanje geometrijskih parametara femura kod skupine obradene proanocijanidinom u donosu
na skupinu obradenu krizinom (P < 0,01) i kod skupine obradene alendronatom 2 mg kg™ u
odnosu na RMO skupinu (P < 0,05). Rezultati izmedu alendronata i proantocijanidina ne

pokazuju statisticke znacajnosti u geometrijskim parametrima femura.

Iz navedenoga moze se zakljuciti da alendronat ipak pokazuje bolji utjecaj na tezinu kosti i
geometrijske parametre femura u odnosu na proantocijanidin, iako oba spoja pokazuju
pozitivan trend u navedenim parametrima kod RMO $takora (Slike 32, 33, 34 i 35), Sto je u

sukladu s rezultatima Or$oli¢ i sur. (2013).

Rezultati biokemijskih biljega kostane izgradnje pokazuju statisti¢ki znac¢ajan porast vrijednosti
osteokalcina u serumu kod skupine obradene proantocijanidinom u odnosu na RMO skupinu
(P < 0,05) (Slika 37), dok nema statisticki znacajnog porasta biljega koStane razgradnje (B-
CTx-a) kod skupine obradene proantocijanidinom u odnosu na RMO skupinu (Slika 38). Ovi
rezultati upuéuju na pozitivno djelovanje proantocijanidina na kostanu izgradnju kod RMO
Stakora. U usporedbi s alendronatom u obje doze nije vidljivo statisticki znacajnih razlika u
rezultatima biokemijskih biljega koStanoga preokreta u odnosu na skupine obradene
proantocinajidinom i RMO skupinu (Slike 37 i 38), ali proatocijanidin pokazuje viSe vrijednosti

kostane izgradnje od alendronata u ispitivanim dozama kod RMO S§takora.

Hematoloska analiza pokazala je statisti¢ki znacajno poviSene vrijednosti leukocita za sve
skupine u odnosu na zdravu kontrolu (Tablica 15). Proantocijanidin ne pokazuje statisticki
znacajnog utjecaja na ostale hematoloSke parametre, medutim zapaZeno je statisticki znacajno
smanjenje broja eritrocita i hematokrita kod skupine obradene alendronatom (2 mg kg?) u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05) (Tablica 15). Ovi rezultati upuc¢uju na negativan
utjecaj alendronata na crvenu krvnu sliku, a proantocijanidin pokazuje stimulativno djelovanje

na imunoloski sustav, §to je u sukladu s dosada$njim istrazivanjima (Huang i sur. 2013).

Biokemijski pokazatelji u serumu su pokazali nize vrijednosti alkalne fosfataze (ALP) 1 laktat
dehidrogenaze (LDH) kod skupine obradene alendronatom u odnosu na RMO skupinu (Tablica

17, Slike 44 i 45), dok je LDH vrijednost bila niza kod skupine obradene proantocijanidinom
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(Slika 45) sto ukazuje na protuupalni ucinak navedenih pripravaka i smanjenje koStane

razgradnje kod RMO Stakora.

Analizom podataka lipidne peroksidacije u ispitivanim organima proantocijanidin i alendronat
2 (mg kg?) pokazuju statisti¢ki znacajno vise vrijednosti MDA u jajnicimau odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu (P < 0,05) (P <0,001) (Slika 47). Analizom koncentracije MDA u jetri (Slika
50) zapazena je statisti¢ki vi$a vrijednost kod skupine obradene alendronatom (40 mg kg™) u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05); skupine obradene alendronatom (2 mg kg™) u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,01). Povecana koncentracija MDA u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu odraz je povecanog OS uzrokovanog 13cRA. ZapaZene su statisticki
znacajno vece vrijednosti MDA u slezeni (Slika 49) kod skupine obradene proantocijanidinom
u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,01) i skupine obradene proantocijanidinom
u odnosu na skupinu obradenu kvercetinom (P < 0,05), te u jetri izmedu skupine obradene
alendronatom (2 mg kg™*) u odnosu na skupinu obradenu kvercetinom (P < 0,05) $to ukazuje
na slabiji protuoksidativni utjecaj proantocijanidina na lipidnu peroksidaciju u ispitivanim
organima u odnosu na naringenin, kvercetin i alendronat (2 mg kg™?), a u jetri u odnosu na
kvercetin. Medutim rezultati mjerenja OS u tkivima ispitivanih organa ne pokazuju statisticki
znacajno smanjenje MDA kod zivotinja obradenih proantocijanidinom u odnosu na RMO
skupinu. Takoder nema statisticki znacajne razlike u rezultatima izmedu proantocijanidina i
alendronata, iako alendronat pokazuje znacajno poviSenu koncentraciju MDA u jajniku (Slika
47) kod skupine obradene alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P
< 0,001); u jetri (Slika 50) kod skupine obradene alendronatom(40 i 2 mg kg™) u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05; P < 0,01), §to ukazuje na nepovoljniji utjecaj alendronata

na lipidnu peroksidaciju u odnosu na proantocijanidin.

Analizom podataka koncentracije glutationa (GSH) RMO skupina pokazuje nize vrijednosti u
svim organima u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, §to je odraz povecanog OS. U odnosu
na ostale flavonoide i alendronat proantocijanidini ne pokazuju bitne razlike u koncentraciji
GSH u ispitivanim organima kod RMO S$takora (Slike 47, 48, 49 1 50).

Proantocijanidin ne pokazuje statisticki znacajan porast SOD-a u ispitivanim organima RMO
Stakora u odnosu na ostale flavonoide i alendronat u obje ispitivane doze. Naprotiv zapaZene su
statisticki znacajno viSe vrijednosti u tkivu slezene kod skupine obradene ikarinom u odnosu
na skupinu obradenu proantocijanidinom i u tkivu jetre kod skupina obradenih ikarinom i
naringeninom u odnosu na skupinu obradenu proantocijanidinom (P < 0,05) §to ide u prilog
boljim protuoksdativnim svojstvima ikarina i naringenina u odnosu na proantocijanidin.
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Nadalje, zapazene su povecane vrijednosti SOD-a kod zdrave kontrolne skupine u odnosu na

druge skupine $to je odraz djelovanja 13cRA i povecanog OS.

Analizama vrijednosti enzimske aktivnosti katalaze (CAT) jajnika, bubrega, slezene i jetre nisu
zapazene statisticki znacajne razlike izmedu skupine obradene proantocinanidinom u odnosu
na zdravu kontrolu, RMO skupinu ili skupine obradene alendronatom u obje ispitivane doze
(Slike 59, 60, 61 1 62). Alendronat niti u ovom slucaju nije pokazao bolja protuoksidativna
svojstva od proantocijanidina i ako je CAT aktivnost visa u bubregu ipak to moze biti posljedica
pojacanog oksidacijskog stresa u bubregu gdje je vrijednost MDA bila neznatno niza od 13cRA
(11,49+3,09 vs 9,84+239) dok je vrijednost proantocijanidina bila 4,63+0,78. Iz podataka
vidljivo je statisticki znacajno povecéanje vrijednosti CAT u tkivu bubrega (Slika 60) izmedu
skupina obradenih alendronatom 2 mg kg™*u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05);
skupina obradenih alendronatom (40 mg kg™) i alendronatom (2 mg kgt) u odnosu na RMO
skupinu (P < 0,01).

Iz svih navedenih rezultata moze se zakljuciti da primjene proantocijanidina kao i alendronata
u obje ispitivane doze kod RMO S§takora imaju pozitivan utjecaj na kostani sustav zahvacen
osteoporozom. Ova Cinjenica se vidi kroz poveéanje koStane mase, tezine kosti i geometrijskih
parametra femura koji pokazuju pozitivan trend u RMO S§takora obradenih proantocijanidinom
1 alendronatom. Proantocijanidin pokazuje statisticki znacajno bolje rezultate u povecanju
koStane mase od alendronata S§to potvrduju i rezultati biljega koStanog preokreta;
proatocijanidin povecava vrijednosti osteokalcina (biljega kostane izgradnje) kod RMO
Stakora. Alendronat ipak pokazuje bolji utjecaj na tezinu kosti i geometrijske parametre femura
u odnosu na proantocijanidin. Analizama hematoloskih i biokemijskih parametara alendronat
pokazuje negativan utjecaj na crvenu krvnu sliku, a proantocijanidin pokazuje stimulativno
djelovanje na imunoloski sustav, dok oba spoja imaju u¢inak na smanjenje koStane razgradnje
kod RMO stakora. Proantocijanidini pokazuju bolja protuoksidativna svojstva od alendronata.
Nadalje treba istaknuti da alendronat u dozi od 40 mg kg ‘pokazuje potencijalno toksi¢an u¢inak
na cjelokupni organizam koji se odrazava preko smanjenja TT ispitivanih Zivotinja.
Proantocijanidin u ovom istrazivanju ne pokazuje znakove toksi¢nosti na cjelokupni organizam,
ve¢ pozitivna svojstva na kosStano tkivo zahvaceno osteoporozom. Takoder treba istaci da
osteoporoticni Stakori obradeni s kvercetinom (Slika 36j), proantocijanidinom (Slika 36k) kao
i krizinom (Slika 361) pokazuju znacajno poboljsanje strukture kortikalne kosti dijafize femura
koja pokazuje debljinu sli¢nu onoj u kontrolnoj skupini, iako je jo$ uvijek prisutno par manjih

intrakortikalnih Supljina, dok endostalna povrSina pokazuje tek sporadi¢nu vrlo malu
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erodinaronost. U skupini Stakora obradenih s alendronatom debljina kortikalne kosti se
povecala, broj i veliCina intrakortikalnih Supljina je znacajno smanjena ali na unutarnjoj
povrsini korteksa i dalje su nazo¢ne nepravilnosti na pojedinim mjestima §to ukazuju na potrebu
dulje obrade Stakora alendronatom. Razlog navedenim znacajkama moze biti slaba
bioiskoristivost alendronata na $to ukazuju i podaci osteogene aktivnosti alendronata pri niskim

dozama.

5.2.4. Uéinci naringenina u RMO Stakora i usporedba s alendronatom

Naringenin se ubraja u skupinu flavanona. U dosadasnjim istrazivanjima pokazano je
fitoestrogensko i protuoksidativno djelovanje naringenina. Fitoestrogenski u¢inak postize preko
signalnih puteva vezanih uz ERP (Totta i sur. 2004; Virgili i sur. 2004). Protuoksidativno
djelovanje naringenina prikazano je preko povecéanja razine SOD i CAT aktivnosti, stani¢nih
protuoksidanasa, te smanjenjem razine proizvoda lipidne peroksidacije (Mi-Kyung i sur. 2002).
Naringenin smanjuje plazmatske i jetrene koncentracije kolesterola (Lee i sur. 1999), potice
jetru na sagorijevanje viska masti umjesto pohrane, sprjecavajuci pretilost miSeva (Huff i sur.
2009). Ovi pozitivni ucinci naringenina mogli bi koristiti u borbi protiv karcinoma (dojka,
crijevo, maternica) te pomoci u sprjeéavanju nastanka bolesti srca i krvozilnog sustava (Gamet-
Payrastre i sur. 1999; Keinan-Boker i sur. 2004; Harmon i sur. 2004; Milner 2006; Moon i sur.
2006; Galluzzo 2008). Dostupna literatura govori o u€incima naringenina na kos$tani sustav. La
i sur. (2009) u istrazivanju in vitro ukazuju da naringenin znacajno inhibira osteoklastogenezu
kroz smanjenu sekreciju IL-1, IL-23 i monocitnog proteina -1 (engl. monocyte chemoattractant
protein-1) uz znacajno smanjenje otpustanja peptida ol lanca kolagena tipa I. U in vivo
istrazivanju (Wei i sur. 2007), naringenin primjenjen u tri razli¢ite doze (20 mg kg™, 40 mg kg
1100 mg kg?) u trajanju od 14 dana nakon izazivanja RMO pokazuje statisticki znacajno
povecanja BMD, ukupnog sadrzaja Ca i P u kostima, tezine i promjera kosti kao i1 pada
vrijednosti ALP ¢ak i u najmanjoj primjenjenoj dozi (20 mg kg). U drugom in vivo istraZivanju
ispitan je preventivni ucinak naringenina u Stakora kroz istovremenu primjenu 13cRA i
naringenin u dozi 100 mg kg (Orsoli¢ i sur. 2013); naringenin je doveo do statisti¢ki zna¢ajnog
povecanja Ca (P < 0,025) i P (P < 0,025) u kostima, duljine (P < 0,018) i promjera kosti (P <
0,036) kao i pada vrijednosti ALP (P < 0,001). Vrijedenosti BMD-a iako su bile znacajno vise
u odnosu na RMO, ipak su bile manje u odnosu na kontrolnu skupinu. Vrijednost osteokalcina

je statisti¢ki znac¢ajno porasla (P <0,021) u odnosu na RMO i na kontrolnu skupinu neobradenih
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zivotinja §to su autori protumacili i kao anaboli¢ki u¢inak naringenina. Znac¢ajan pad vrijednosti

ALP u naringeninskoj skupini su objasnili kao hepatoprotektivno djelovanje naringenina.

U ovom istrazivanju najprije smo pokazali u€inke ispitivanih spojeva na TT Zivotinja i organa
u svrhu ispitivanja toki¢nosti na razini cijelokupnog organizma, te postojanju fitoestrogenskog
ucinka obzirom na tezine maternica. Kod RMO $takora obradenih s alendronatom u dozi od 40
mg kg zabiljeZen je pad TT od 2,50% - 0,55%, dok je kod skupine obradene s alendronatom
u dozi od 2 mg kg vidljiv prirast tezine od 9,78% - 13,15%. U zdravoj kontrolnoj skupini kao
i u RMO skupini u drugom djelu istrazivanja vidljiv je daljnji prirast tezine od 5,88% - 9,10%,
odnosno 7,54% - 11,28%. Skupina obradena naringeninom pokazuje prirast TT od 8,89% -
11,07% kod RMO S$takora Sto ukazuje kako naringenin nema toksi¢nosti na razini cjelokupnog
organizma ako se gleda parametar TT. Analiza tezine organa (jetre, slezene i bubrega) ne
pokazuje znacajne promjene u tezini ispitivanih organa u odnosu na RMO skupinu i zdravu
kontrolnu skupinu. Vidljivo je statisti¢ki znac¢ajno povecéanje tezine jetre kod skupina obradenih
proantocijanidinom i alendronatom 2 mg kg* u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P
< 0,05) (P <0,05) (Tablice 19 i 20), s$to nije odraz hepatotoksi¢nosti ovih spojeva obzirom na
biokemijske parametere pokazane u ovom istrazivanju koji ne pokazuju povecanje aktivnosti
jetrenih enzima kod RMO $takora obradenih proantocijanidinom i alendronatom u dozi od 2

mg kg™

Podatci ne pokazuju statistiCki znacajno povecanje tezine maternice kod RMO $takora
obradenih naringeninom, medutim iz Slike 64 se moZe uociti povecanje relativne tezine
maternica kod naringeninske skupine za 33,88% u odnosu na RMO i za 14,39% vise u odnosu
na zdravu kontrolnu skupinu (Slika 64, Tablica 22), $to govori u prilog fitoestrogenskog u¢inka

naringenina koji je dokazan i u prijasnjim istrazivanjima.

Ako gledamo regenerativan uc¢inak naringenina na kostani sustav RMO S$takora, iz rezultata se
zapazaju povecane vrijednosti i BMC-a i BMD-a kod skupine obradene naringeninom u odnosu
na RMO skupinu, iako bez statistiCke znacajnosti (Slike 26 1 27). Podatci se podudaraju s
histoloskom analizom bedrene kosti gdje je vidljivo nes$to manje intrakortikalnih Supljina u
osteoporoti¢nih Stakora obradenih s naringeninom (Slika 36h) u odnosu na RMO Stakore.
Medutim alendronat u dozi od 40 mg kg™ pokazuje statisticki zna¢ajan porast u BMC-U i BMD-
u proksimalnog i distalnog dijela femura (Slike 26 i 27) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01),
isto tako skupina obradena alendronatom(40 mg kg?) pokazuje statisticki znadajne vede
vrijednosti BMC-a i BMD-a u odnosu na skupinu obradenu alendronatom (2 mg kg?) (P <
0,001).
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Ako gledamo rezultate tezina femura, vidljiv je statisticki znacajan porast indeksa tezine lijeve
bedrene kosti (Slika 28) kod skupine obradene alendronatom 40 (mg kg™) u odnosu na RMO
skupinu (P < 0,05) i statisti¢ki znacajan porast indeksa tezine desne bedrene kosti (Slika 29)
kod skupine obradene naringeninom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05) i skupine obradene

alendronatom 40 (mg kg™*) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01).

Geometrijska mjerenja kosti pokazuju statisticki znacajan porast duljine kosti (Slika 32)
skupine obradene naringeninom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05) i1 skupine obradene
alendronatom 2 (mg kg*) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05). Takoder je utvrden statisticki
znacajan porast AP duzine kosti izmedu skupine obradene alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu
na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,05) (Slika 33) i skupine obradene alendronatom 2 (mg kg
1Y u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05) (Slika 34).

Ovi rezultati potvrduju pozitivan utjecaj ispitivanih spojeva na kostani sustav RMO Stakora,
ipak alendronat pokazuje statisti¢ki bolje rezultate od naringenina. Nema statisticki znac¢ajnih
rezultata izmedu naringenina i alendronata u obje ispitivane doze ako gledamo biljege koStanog
preokreta, iako se zapaza statisticki znacajno povecéanje biljega kostane razgradnje f-CTx-a kod
skupine obradene naringeninom i zdrave kontrolne skupine (P < 0,05) (Slika 38). To je
ocekivani odraz djelovanja 13cRA na zdravog Stakora. Naringenin iako manje od ostalih
flavonoida i alendronata u obje doze pokazuje vecu razinu osteokalcina u odnosu na RMO

skupinu, Sto znaci da potice koStanu izgradnju na osteoporoticnoj kosti (Slika 37).

Hematoloski parametri ne pokazuju statisticki znacajne razlike kod RMO §takora nakon obrade
s flavonoidima i alendronatom, osim ranije spomenutog negativnog utjecaja alendronata na
crvenu krvnu sliku (Tablica 15). Analize biokemijskih parametara potvrduju rezultate gore
navedenih istrazivanja. Vidljivo je statisticki zna¢ajno smanjenje aktivnosti AST 1 ALP kod
skupine obradene naringeninom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05) (P < 0,05) (Tablica 17,
Slike 43 1 44) Sto potvrduje hepatoprotektivno djelovanje naringenina. Nadalje vidljiv je
statisticki znaGajan porast aktivnosti LDH izmedu skupine obradene alendronatom 2 mg kg u
odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,05) i izmedu RMO skupine u odnosu na
skupine obradene naringeninom (P < 0,001) (Tablica 17, Slika 45) sto pokazuje protuupalno
djelovanje naringenina. Zabiljezeno je statisticki znacajno smanjenje koncentracije kreatinina
kod skupine obradene naringeninom u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, §to govori u prilog

pozitivnog utjecaja naringenina na bubreznu funkciju (Tablica 18).
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Ranije je spomenuto protuoksidativno djelovanje naringenina preko povecanja razine aktivnosti

SOD-e i CAT-e, te smanjenja razine proizvoda lipidne peroksidacije (Mi-Kyung i sur. 2002).

U ovom istrazivanju zapazena je poviSena koncentracija MDA u jajniku (Slika 47) kod skupine
obradene alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,001) i skupine
obradene alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,05); u
bubregu (Slika 48) kod skupine obradene alendronatom (40 mg kg™) u odnosu na skupinu
obradenu naringeninom (P < 0,05); u slezeni (Slika 49) kod skupine obradene alendronatom
(40 mg kg) u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P < 0,05); u jetri skupine obradene

alendronatom (2 i 40 mg kg™) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P < 0,01) (P < 0,05).

Ovi rezultati govore o pozitivnom protuoksidativnom ucinku naringenina na lipidnu

peroksidaciju u odnosu na alendronat u obje ispitivane doze u ispitivanim organima.

Analiza razine glutationa pokazuju statisticki znac¢ajno vise vrijednosti GSH u bubregu (Slika
52) kod skupina obradenih naringeninom (P < 0,01), alendronatom (40 mg kg?) (P < 0,01) i
alendronatom (2 mg kg) (P <0,01) u odnosu na RMO skupinu $to govori o protuoksidativnom

ucinku ovih spojeva.

Naringenin i u ovom istrazivanju uzrokuje statisti¢ki zna¢ajno povecanje razina SOD-a kod
uzoraka jetre (Slika 58) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) i skupinu obradenu
proantocijanidinom (P < 0,05). Statisticki znac¢ajno poveéane razine CAT-a zabiljezene su u
tkivu bubrega (Slika 60) kod skupine obradene naringeninom u odnosu na RMO skupinu (P <
0,05) i skupina obradenih alendronatom (2 i 40 mg kg™) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,001)
(P <0,01). Analizirajuc¢i Slike 55 do 62 mogu se uociti ili priblizno jednake vrijednosti SOD i
CAT aktivnosti ili povisene vrijednosti u drugim organima u odnosu na RMO skupinu, a koje
ne pokazuju statisti¢ke znacajnosti, ali ukazuju na protuoksidativnu aktivnost naringenina koja
je izrazenija u odnosu na alendronat u obje ispitivane doze uz statisticki znacajno izrazenije

djelovanje u odnosu na proantocijanidin u tkivu jetre.

1z svih navedenih rezultata moze se zakljuciti da primjene naringenina kao 1 alendronata u obje
ispitivane doze pokazuju regenerativno djelovanje na kosStani sustav kod RMO S§takora, iako
alendronat u obje ispitivane doze pokazuje bolje rezultate u mjerenjima koStane mase, tezinama
kosti i geometrijskim parametrima. Naringenin iako manje od ostalih flavonoida i alendronata
u obje doze pokazuje vecu razinu osteokalcina u odnosu na RMO skupinu, $to znaci da potice
kostanu izgradnju kod RMO S§takora. Naringenin u ispitivanoj dozi nema znacajnog utjecaja na

hematoloske parametre, dok alendronat u vecoj dozi pokazuje negativan utjecaj na crvenu
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krvnu sliku. Biokemijski parametri potvrduju hepatoprotektivno i protuupalno djelovanje
naringenina i pozitivno djelovanje na bubreznu funkciju. Sto se ti¢e protuoksidativnog
djelovanja naringenina, rezultati pokazuju bolji protuoksidativni odgovor naringenina na razinu
lipidne peroksidacije od alendronata u obje ispitivane doze, oba spoja povecavaju razinu GSH-
a, SOD-a i CAT-a iako naringenin pokazuje bolje rezultate od alendronata u obe ispitivane
doze. Obzirom da naringenin ne pokazuje toksi¢ne ucinke na cjelokupni organizam kao i na
pojedine organe, te uz njegovo fitoestrogensko djelovanje i lakSu dostupnost mogao bi biti

adekvatna zamjena za alendronat u lije¢enju osteoporoze.

5.2.5. Uéinci ikarina u RMO Stakora i usporedba s alendronatom

Ikarin je flavonoid iz skupine flavonola (Slika 16), do sada najproucavaniji flavonoid koji
pokazuje protuupalna, protubakterijska, protuvirusna i protukancerogena svojstava od kojih su
neka pokazana u klini¢kim istrazivanjima (Sze i sur. 2010; Ma i sur. 2011). Ikarin ima dokazan
znacajan ucinak na kostani sustav. In vitro istrazivanja pokazuju sposobnost ikarina da stimulira
osteoblasti¢nu proliferaciju i diferencijaciju povec¢anjem proizvodnje kostanog morfogenetskog
proteina (BMP; engl. bone morphogenetic protein ) 2 i 4, B-katenina i ciklina D1 (Zhang i sur.
2010, Yin i sur. 2007). Takoder ikarin u odredenim koncentracijama djeluje i na funkciju
osteoklasta inhibirajuéi koStanu razgradnju kao i smanjenje broja resorpcijskih lakuna (Ma 1
sur. 2011). Hsieh i sur. (2011) pokazali su da ikarin povecava ekspresiju OPG dok je ekpresija
RANKL smanjena. U tom in vitro istrazivanju pokazani su molekularni mehanizmi inhibicije
ikarina na osteolizu induciranu lipopolisaharidima (LPS; engl. lipopolysaccharide). Inhibicija
osteolize ukljucuje supresiju regulacije hipoksijom inducibilnog faktora lo (HIF-1la; engl.
induced hypoxia inducible factorla) i PGE2 sinteze preko MAPKS/NF-kB puta odnosno
supresiju osteoklasta (Hsieh i sur. 2011). Sve ovo ukazuje da ikarin in vitro inhibira resorpcijsku
aktivnost osteoklasta (Chen i sur. 2007). Dosada$nja in vivo istrazivanja ikarina radena su
uglavnom na ovarijektomijskom modelu osteoporze (OMO). Ova istrazivanja pokazuju kako
ikarin moze poboljsati BMD i kostanu snagu te prevenirati smanjenje serumskog Ca, P i 17f3-
estradiola nastalih ovarijektomijom (Nian i sur. 2009). Istrazivanje provedeno u OMO i u
stani¢noj kulturi osteoblasta (UMR 106) pokazuje da ikarin sprijecava ovarijektomijom izazvan
gubitak kostane mase i Ca, te da oponasa djelovanje 17B-estradiola stimulirajuéi stani¢nu
proliferaciju i mMRNA ekspresiju OPG/RANKL putem ER. Autori ovog istrazivanja nadalje
zakljucuju da ikarin aktivira ERa fosforilaciju u stani¢noj kulturi osteoblasta (UMR 106) te
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putem ligand-neovisne aktivacije dolazi do brze aktivicije ER u osteoblasti¢cnim stanicama
(Mok i sur. 2010).

Vecina drugih istrazivanja in vivo i in vitro ukazuju da ikarin oponasa ucinak 17p-estradiola te
je hipoteza vec¢ine da mehanizam djelovanja ikarina ide putem ER ¢ime se potvrduje njegova

pripadnost i fitoestrogenskoj skupini.

Istrazivanje u kojem je proucavan preventivni u¢inak ikarina na osteoporozu, pokazuje znacajan
porast vrijednosti Ca i P u bedrenim kostima, pad vrijednosti OC i ALP. U svim ostalim
kostanim parametrima iako je doslo do povecanja medijana vrijednosti BMD-a, pada
vrijednosti CTX-a i povecanja vrijednosti duljine i promjera kostiju promjene nisu bile
statisticki znacajne. Temeljem navedenog ikarin moze biti uc¢inkovit u prevenciji i odgoditi

nastank osteoporotskih promjena (OrSoli¢ i sur. 2013).

U ovom sitraZivanju usporedeno je terapijsko djelovanje ikarina sa ostalim flavonoidima 1

alendronatom na kostani sustav kao i cjelokupni organizam RMO S§takora.

Prema rezultatima ovoga istrazivanja ikarin nije pokazao pad u TT RMO $takora, ve¢ naprotiv
prirast tezine od 6,73% - 15,86% koji je ujedno 1 najveci prirast u odnosu na ostale ispitivane
flavonoide 1 alendronat. Prema tom parametru ikarin ne pokazuje toksi¢nost na razini
cjelokupnog organizma (Slika 25), jednako tako ne pokazuje Stetni ucinak ako gledamo
parametre tezina organa (slezena, bubreg, jetra) (Tablice 19 i1 20). Rezultati mjerenja tezina
maternice pokazuju statisticki znacajan porast indeksa teZina maternice izmedu skupine
obradene ikarinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,001) (Slika 63, Tablica 21) i statistic¢ki
znacajno povecanje relativne tezine maternice kod skupina obradenih ikarinom i krizinom u
odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) (P < 0,05) (Slika 64, Tablica 22). Fitoestrogensko

djelovanje ikarina u odnosu na RMO model je vece za 43,42%.

Rezultati mjerenja koStanih parametara pokazuju statisticki znacajan porast u BMC-u
proksimalnog i distalnog dijela bedrene kosti (Slika 26) izmedu skupine obradene alendronatom
(40 mg kg!) u odnosu naskupinu obradenu ikarinom (prox. - P < 0,01; dist. - P < 0,05), skupine
obradene alendronatom (40 mg kg™) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01). Sli¢ne rezultate
pokazuju mjerenja BMD-a u proksimalnom i distalnom dijelu bedrene kosti (Slika 27). Vidljiv
je statisti¢ki zna¢ajan porast BMD-a izmedu skupine obradene alendronatom (40 mg kg™?) i
RMO skupine u oba dijela kosti (prox. - P < 0,01; dist.- P < 0,001), skupine obradene
alendronatom 40 (mg kg!) i skupine obradene ikarinom u distalnom dijelu kosti (P < 0,05) i

skupine obradene alendronatom 40 (mg kg™) u odnosu na skupinu obradenu alendronatom 2
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(mg kg™) u oba kostana dijela (P < 0,001). Iz ovoga je vidljivo kako alendronat u vi$oj dozi
ima najbolji u¢inak na kostanu masu RMO Stakora sa statistickom znacajnoséu. Na Slikama 26
I 27 ikarin pokazuje porast BMC-a i BMD-a kod RMO $takora iako bez statisticke znacajnosti,
medutim ipak manje u odnosu na ostale ispitivane flavnoide i alendronat u obje ispitivane doze.
Ovi rezultati sli¢ni su rezultatima preventivnog istrazivanja provedenog 2013 godine (OrSoli¢ i

sur. 2013).

Ako gledamo rezultate fizikalnih i geometrijskih znacajki kosti u ovom istrazivanju na RMO
Stakorima zapaza se statisticki znacajno povecanje indeksa tezine i1 relativne tezine lijeve
bedrene kosti (Slika 28 i 30) kod skupine obradene alendronatom 40 (mg kg™*) u odnosu na
RMO skupinu (P < 0,05) (P <0,05), povecanje indeksa tezine i relativne teZine desne bedrene
kosti (Slike 29 i 31) izmedu skupine obradene ikarinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05)
(P < 0,05) i skupine obradene alendronatom 40 (mg kg™*) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01)
(P <0,01). Ikarin iako bez statistiCke znacajnosti pokazuje najbolje djelovanje na tezinu kosti
u odnosu na ostale ispitivane flavonoide i alendronat u manjoj ispitivanoj dozi, dok alendronat
u dozi od 40 mg kg pokazuje najveéi dobitak na tezini bedrene kosti u odnosu na sve ispitivane
spojeve (Slike 28, 29, 301 31), Sto potvrduje da visoke doze dovode do pojacane mineralizacije

i ¢vrstoce kostiju.

Iz rezultata geometrijskih koStanih parametara vidljiv je statisticki znacajan porast duljine
bedrene kosti (Slika 32) izmedu skupine obradene ikarinom u odnosu na RMO skupinu (P <

0,001) i skupine obradene alendronatom 2 (mg kg™) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05).

Nadalje utvrden je statisti¢ki znacajan porast ML duZine proksimalnog dijela bedrene kosti
(Slika 33) izmedu skupine obradene ikarinom u odnosu na skupinu obradenu naringeninom (P
< 0,05) 1 skupinu obradenu krizinom (P < 0,001); AP duzine dijafize bedrene kosti (Slika 34)
izmedu izmedu skupine obradene ikarinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) i skupinu
obradenu krizinom (P < 0,01); skupine obradene alendronatom 2 (mg kg*) u odnosu na RMO
skupinu (P < 0,05); ML duzine distalnog dijela kosti (Slika 35) izmedu skupine obradene
ikarinom u odnosu na skupinu obradenu krizinom (P < 0,05) i AP duzine distalnog dijela
kosti(Slika 35) izmedu skupine obradene ikarinom u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) i

skupine obradene naringeninom (P < 0,05) i Krizinom (P < 0,01).

Iz rezultata je vidljivo kako ikarin statisti¢ki znacajno povecava geometrijske parametre u

odnosu na ostale ispitivane flavonoide i alendronat (Slike 32, 33, 34 i 35).
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Iz rezultata mjerenja biokemijskih biljega koStanog preokreta ikarin statistiCki znacajno
poveéava razinu osteokalcina u odnosu na sve ispitivane flavonoide i alendronat u obje
ispitivane doze (Slika 37), dok u odnosu na druge ispitivane spojeve smanjuje razinu -CTx-a
(Slika 38).

Ikarin nema statisticki znacajnog utjecaja na hematoloske parametre (Tablica 15), dok se iz
analiza biokemijskih parametata moze zapaziti niza razina ALP u odnosu na zdravu kontrolnu
skupinu i RMO skupinu iako bez statisticki znacajnog rezultata (Tablica 17, Slika 44), a Sto je
u sukladu s dosada$njim istrazivanjima. Ikarin takoder prema biokemijskim pokazateljima ne

pokazuje toksi¢an ucinak na unutarnje organe RMO $takora.

Iz rezultata protuoksidativnog djelovanja ikarina nije vidljiv statisticki znacajan utjecaj ikarina
na smanjenje lipidne peroksidacije u organima, iako su vidljive nize vrijednosti MDA u jetri i

bubregu u odnosu na RMO skupinu i alendronat u obje ispitivane doze (Slike 47, 48, 49, 50).

Razine GSH pokazuju statisti¢ki znacajno visu razinu u tkivu slezene (Slika 53) kod skupine
obradene ikarinom u odnosu na skupine obradene kvercetinom (P <0,01) i alendronatom (2 mg
kg™l) (P < 0,05). Statisti¢ki znacajno visa koncentracija GSH zapazena je analizom podataka
dobivenih iz jetrenih uzoraka (Slika 54) kod skupine obradene ikarinom u odnosu na skupinu
obradenu alendronatom (2 mg kg™) (P < 0,05). Alendronat uglavnom pokazuje niZe vrijednosti

GSH u obje ispitivane doze u odnosu na ikarin.

Rezultati razine SOD-a pokazuju statisticki znacajan porast enzimske aktivnosti u tkivu jajnika
(Slika 55) kod skupine obradene ikarinom u odnosu na skupine obradene kvercetinom (P <
0,05), alendronatom 40 mg kg™ (P < 0,05) i alendronatom 2 mg kg* (P < 0,05); u tkivu slezene
(Tablica 57) izmedu skupina obradenih ikarinom i proantocijanidinom (P < 0,05); u tkivi jetre
(Slika 58) kod skupina obradenih ikarinom (P < 0,05) i naringeninom (P < 0,01) u odnosu na
RMO skupinu i kod skupine obradene ikarinom u odnosu na skupinu obradenu

proantocijanidinom (P < 0,05).

Analizom enzimske aktivnosti CAT-a utvrden je statisti¢ki znac¢ajan porast enzimske aktivnosti
u tkivu jajnika (Slika 59) izmedu skupine obradene ikarinom (P < 0,05), krizinom (P < 0,001)
i proantocijanidinom (P < 0,05) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu; u tkivu bubrega (Slika
60) skupina obradenih alendronatom (40 mg kgt) i alendronatom (2 mg kg*) u odnosu na RMO
skupinu (P < 0,01) (P < 0,001), skupina obradenih alendronatom (40 mg kg?) i alendronatom
(2 mg kg u odnosu na skupinu obradenu ikarinom (P < 0,05) (P < 0,01).

209



Zakljucno ikarin je flavonoid koji ne pokazuje toksi¢an u¢inak na cjelokupni organizam kao ni
na organe RMO Stakora prate¢i promjene tezina organa i biokemijske parametre, takoder
ikarinnema utjecaja na promjene hematoloskih parametara. Ako gledamo regenerativno
djelovanje ikarina na koStani sustav RMO $takora, ikarin pokazuje jako fitoestrogensko
djelovanje u odnosu na ostale ispitivane spojeve, poti¢e koStanu izgradnju i suprimira aktivnost
osteoklasta. Ovaj pozitivan utjecaj na koStanu izgradnju vidi se iz rezultata fizikalnih i
geometrijskih mjerenja u kojima je ikarin polucio najbolji u¢inak izuzev alendronata u dozi od
40 mg kg™koji pokazuje najveéi dobitak na tezini bedrene kosti u odnosu na sve ispitivane
spojeve. lkarin pokazuje porast BMC-a i BMD-a kod RMO S$takora iako bez statisti¢ke
znacajnosti, medutim ipak manji u odnosu na ostale ispitivane flavnoide i alendronat u obje
ispitivane doze. Medutim gledajuéi ostale parametre ikarin ima znacajno pozitivan utjecaj na
kostani sustav kod RMO S$takora, a takoder pokazuje protuoksidativno djelovanje uglavnom
bolje u odnosu na alendronat u obje ispitivane doze i ostale ispitivane flavonoide, $to se vidi iz

rezultata poviSene razine GSH, SOD-a i CAT-a.

5.2.6. Ucinci kvercetina u RMO S$takora i usporedba s alendronatom

Kvercetin pripada flavonolskoj skupini flavonoida te je jedan od najzastupljenijih i do sada
najistrazivanijih  flavonoida kojem su dokazana protuoksidativna, protuupalna,
protukoagulativna, protubakterijska, protuaterogena i protuproliferativna svojstva. Kvercetin se
smatra najja¢im protuoksidansom od svih flavonoida, medutim moZe postati 1 prooksidans
ovisno o koncentraciji i 0 izvoru slobodnih radikala u stanici (Lee i sur. 2003). Brojna su in

vitro i in vivo istrazivanja koja pokazuju ucinak kvercetina na kostane stanice i kostano tkivo.

Pokazano je kako kvercetin stimulira osteoblasticnu aktivnost u kulturi ljudskih osteoblasta u
kojem veliku ulogu igra stimulacija estrogenskih receptora (Prouillet i sur. 2004), takoder je
pokazana uloga kvercetina u smenjenju osteoklastogeneze putem inhibira aktivaciju RANKL i
aktivatora proteina 1 (AP-1), koji su znacajni cimbenici ukljuc¢eni u osteoklasti¢cnu
diferencijaciju (Wattel i sur. 2004). In vitro istrazivanja pokazaju da kvercetin moze djelovati
kao VDR aktivator, te je nadalje potvrdeno povecanje ekspresije mRNA TRPV6 ciljnog DVR
gena (u Caco-2 stanicama) (Inoue i sur. 2010). U in vivo istrazivanjima kvercetina koja su
vezana uz osteoporozu uglavnom je koriSten OMO u Stakora. Tsuji 1 sur. (2009) pokazali su
preventivni uc¢inak kvercetina na nastanak osteoporoti¢nih promjena u OMO nakon Cetri tjedna

primjene. BMD mjeren kvalitativnom kompjuteriziranom tomografijom (pQCT) bio je veéi u
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grupi zivotinja obradenih kvercetinom. Histomorfometrija je pokazala da se koStani volumen u
potpunosti obnovio u skupini zivotinja obradenih kverectinom ali nije doslo da smanjenja
osteoklasticne povrSine kao i broja osteoklasta ukoliko se poredi sa ovarijektomiranim
zivotinjama. Autori ovog istrazivanja smatraju da kverectin sprijeCava kostani gubitak bez
uc¢inka na uterus, i da ne djeluje kao izrazito jaki inhibitor osteoklastogeneze ili SERM in vivo
(Tsuji i sur. 2009). Drugo in vivo istrazivanje pokazalo je da rutin (glikolizirani metabolit
kvercetina) u ovarijektomiranih Stakora ima ucinak u lijeenju osteoporoze odnosno smanjuje
gubitka trabekularne kosti usporavanjem koStane razgradnje i povecanjem osteoblasti¢ne
aktivnosti (Horcajada-Molteni i sur. 2000). Orsoli¢ i sur. (2013) istrazili su preventivni u¢inak
kvercetina u sprije¢avanju osteoporoze prouzro¢ene s 13cRA u Stakora te pokazali pozitivni
ucinak kvercetina; statisticki znacajno smanjenje kostanih biljega OCi CTX-a kao i ALP

ipovecanja BMD-a, razine kalcija i fosfora u kostima.

U ovom istrazivanju prikazali smo da kvercetin ne uzrokuje smanjenje TT u RMO Stakora
(Slika 25), ve¢ dovodi do porasta TT od 6,02% - 8,95% nakon obrade RMO Stakora

kvercetinom, $to iskljucuje toksi¢nost kvercetina na razini cjelokupnog organizma.

Mjerenjem tezina organa nakon obrade kvercetinom nisu zapazene statistiCki znacajne
promjena Sto upucuje da nema toksi¢nog ucinka kvercetina na organe RMO S§takora (Tablice
19 1 20). Iz rezultata mjerenja tezina maternica (Slike 63 1 64) kvercetin uz ikarin pokazuje
najsnazniji fitioestrogenski u¢inak (43,39% ve¢i u odnosu na RMO), $to se vidi kroz povecanje

relativne tezine maternice RMO S§takora nakon obrade flavonoidima.

Iz rezultata mjerenja koStane mase utvrden je statisticki znacajan porast BMC-a i BMD-a
proksimalnog i distalnog dijela bedrene kosti (Slike 26 i 27) izmedu skupine obradene
alendronatom(40 mg kg) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) (prox. - P < 0,01; dist.- P <
0,001), skupine obradene kvercetinom u odnosu na skupinu obradenu alendronatom (2 mg kg
1 (P <0,05) (P <0,01) i skupine obradene alendronatom (40 mg kg™) u odnosu na skupinu
obradenu alendronatom (2 mg kg?) (P < 0,001) (P < 0,001). Rezultati pokazuju znac¢ajno
povecanje kostane mase kod RMO $takora obradenih kvercetinom u odnosu na druge ispitane

flavonoide osim proantocijanidina i alendronata u vecoj dozi koji pokazju nesto bolje rezultate.

Rezultati teZina bedrenih kostiju pokazuju statisticki znacajan porast indeksa tezina lijevih
bedrenih kostiju (Slika 28) kod skupine obradene kvercetinom u odnosu na RMO skupinu (P <
0,05) i skupine obradene alendronatom 40 (mg kg™*) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,05) i
indeksa teZina desnih bedrenih kostiju (Slika 29) skupine obradene alendronatom 40 (mg kg™)
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u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01). Rezultati mjerenja relativnih tezina kostiju (Slike 30 i
31) pokazuju statisticke znacajnosti kod istih skupina kao i1 kod indeksa tezina $to govori u
prilog povecanja kostane tezine kod Zivotinja obradenih kvercetinom koje je znacajno u odnosu
na druge flavonoide i alendronat u manjoj ispitivanoj dozi, ali varira u odnosu na alendronat u

dozi od 40 mg kg koji kod nekih skupina pokazuje neito bolje rezultate (Slike 29 i 31).

Mjerenjem geometrijskih znacajki vidljivo je kako kvercetin povecava duljine i promjere
kostiju u odnosu na RMO ali bez statisticke znac¢ajnosti. Rezultati mjerenja pokazuju ili slicne
ili nesto nize rezultate u odnosu na ostale flavonoide i alendronat u ispitivanim dozama (Slike

32,33, 341 35).

Kvercetin ne pokazuje statisti¢ki znacajno povecanje osteokalcina u serumu, kao niti statisti¢ki
znacajno smanjenje 3-CTx-a u RMO Stakora, iako su zabiljezena visa mjerenja osteokalcina u
odnosu na RMO skupinu i skupine obradene s alendronatom u obje ispitivane doze (Slika 37) i
niza mjerenja B-CTx-a u odnosu na RMO i alendronat 2 mg kg (Slika 38).

Rezultati mjerenja hematoloSkih parametara ne pokazuju statisticki znacajnih hematoloskih
promjena u RMO S$takora nakon obrade kvercetinom. Iz rezultata mjerenja biokemijskih

parametara zapaZza se statisticki znac¢ajno smanjenje razine ALP u odnosu na RMO skupinu (P

< 0,05) (Tablica 17, Slika 44).

Protuoksidativna svojstva kvercetina pokazana su kroz mjerenja razine lipidne peroksidacije,

bubrezi) u RMO stakora nakon obrade flavonoidima i alendronatom.

Iz rezultata mjerenja razine lipidne peroksidacije zapazena je statisticki znaCajno poviSena
vrijednost MDA u tkivu slezene (Slika 49) izmedu skupine obradene proantocijanidinom u
odnosu na skupinu obradenu kvercetinom (P < 0,05) i u tkivu jetre (Slika 50) izmedu skupine
obradene alendronatom (2 mg kg™) u odnosu na skupinu obradenu kvercetinom (P < 0,05).
Kvercetin snizuje razinu lipidne peroksidacije u svim ispitanim organima u odnosu na veéinu

ispitanih flavonoida i alendronata u obje ispitane doze (Slike 47, 48, 49, 50).

Analizom podataka koncentracije glutationa (GSH) vidljivo je statisticki znacajno povecanje
razine glutationa u jajnicima (Slika 51) u odnosu na RMO skupinu, zatim zabiljeZena je
statisti¢ki znacajno veca vrijednost GSH kod skupine obradene ikarinom u odnosu na skupinu

obradene kvercetinom (P <0,01) u tkivu slezene (Slika 53). Kvercetin u vecini organa povecava
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razinu GSH u odnosu na RMO skupinu i alendronat u obje ispitivane doze, osim u bubregu gdje

alendronat pokazuje vise vrijednosti (Slike 51, 52, 53 1 54).

Rezultati mjerenja SOD aktivnosti u ispitivanim organima ne pokazuju statisticku znacajnost
kod kvercetina (Slike 55, 56, 57 i 58) dok je kod mjerenja razine CAT-a zapazen statisticki
znaajan porast enzimske aktivnosti katalaze (CAT) kod skupine obradene kvercetinom u
odnosu na RMO skupinu (P < 0,05) i skupina obradenih alendronatom (40 mg kg?) i
alendronatom (2 mg kg™) u odnosu na RMO skupinu (P < 0,01) (P < 0,001) u tkivu bubrega
(Slika 60). Iako mjerenja u ostalim organima ne pokazuju statisticke znacajnosti u rezultatima,
vidljivo je (Slike 59, 60, 61 i 62) da kvercetin povisuje razinu CAT aktivnosti u RMO $takora

priblizno isto ili vise u odnosu na druge ispitane flavonoide i alendronat u obje ispitane doze.

Zakljucno, kvercetin ne pokazuje Stetan ucinak na cjelokupni organizam kao i na pojedine
organe, $to je pokazano porastom TT RMO Stakora nakon obrade kvercetinom i rezultatima
koji nisu pokazali statisticki znacajan ucinak na tezinu organa kao i na hematoloske i
biokemijske parametre koji bi upuéivali na Stetnost kvercetina. 1z mjerenja tezina maternica
moze se zakljuciti da kvercetin uz ikarin pokazuje najsnazniji fitioestrogenski ucinak, $to se

vidi kroz povecanje relativnih tezina maternica RMO Stakora nakon obrade flavonoidima.

Pozitivno djelovanje kvercetina na koStano tkivo RMO Stakora pokazano je rezultatima
mjerenja kostane mase (BMC-a i BMD-a) iz kojih je vidljivo znac¢ajno povecanje kostane mase
kod RMO stakora obradenih kvercetinom u odnosu na druge ispitane flavonoide 0sim
proantocijanidina i alendronata u vecoj dozi koji pokazju neSto bolje rezultate. Takoder
kvercetin uzrokuje povecanje koStane tezine 1 geometrijskih znacajki kosti RMO S§takora, $to je
izrazenije vidljivo u odnosu na druge flavonide i alendronat u manjoj ispitivanoj dozi ako
gledamo teZine kosti, a geometrijski parametri pokazuju ili sli¢ne ili nesto niZe rezultate u
odnosu na ostale flavonoide i alendronat u ispitivanim dozama. Kvercetin isto tako ne pokazuje
statistiCki znacajno povecanje osteokalcina u serumu, kao niti statisti¢ki zna¢ajno smanjenje [3-
CTx-a u RMO S§takora, iako su zabiljeZena viSa mjerenja osteokalcina u odnosu na RMO
skupinu i skupine obradene s alendronatom u obje ispitivane doze kao i niza mjerenja B-CTx-a
u odnosu na RMO i alendronat 2 mg kg™. U biokemijskim parametrima takoder kod kvercetina
vidimo statisti¢ki znacajno smanjenje ALP u odnosu na RMO skupinu, §to je pokazatel]

smanjenja koStane razgradnje nakon obrade RMO S§takora kvercetinom.
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Protuoksidativna svojstva kvrecetina pokazana su kroz smanjenje razine lipidne peroksidacije
u ispitivanim organima, iako mjerene razine MDA nisu pokazale statiticke znacajnosti;
kvercetin bitno snizuje razinu MDA u svim ispitanim organima u odnosu na vecinu ispitanih
flavonoida i alendronata u obje ispitane doze. Isto tako kvercetin u vecini organa povecava
razinu GSH u odnosu na RMO skupinu i alendronat u obje ispitivane doze, osim u bubregu gdje
alendronat pokazuje viSe vrijednosti. Ovi rezultati takoder ne pokazuju ststisti¢ke znacajnosti,
ali se odnosi jasno mogu vidjeti iz prikazanih Slika (51, 52, 53 i 54). Rezultati mjerenja SOD
aktivnosti u ispitivanim organima ne pokazuju statisticke znacajnosti kod kvercetina iako niske
razine SOD aktivnosti u tkivu jetre i jajnika moZemo objasniti ¢injenicom da je kvercetin kao
jaki protuoksidans doveo do smanjena lipidne peroksidacije u jajniku i jetri, te tako smanjio
potrebu za sintezom protuoksidativnih enzima ili prilagodbu stanica na mikrookoli§ bogat
visokom razinom protuoksidansa. Njegova pozitivna protuoksidativna aktivnost je zasigurno
uz pojacanu sintezu osteoblasta i supresiju osteoklasta doprinijela i zna¢ajnom poboljSanju
strukture kortikalne kosti dijafize femura. Dobiveni rezultati histoloske analize pokazuju
debljinu strukture kortikalne kosti slicnu onoj u kontrolnoj skupini uz par manjih

intrakortikalnih Supljina.

5.3. Procjena stupnja ostecenja DNA u RMO Stakora nakon obrade flavonoidima i

alendronatom

Literarurni podatci sve viSe ukazuju na korisnost primjene prirodnih sastavnica u sprije¢avanju
nastanka bolesti te lijeCenja bolesti, a posebice u prevenciji i lijeCenju osteoporoze. Stoga
flavonoidi posljednjih godina privlace veliku pozornost znanstvenika zbog svojih
mnogobrojnih ljekovitih svojstava koja se ponajviSe temelje na njihovim dokazanim
protuoksidativnim, proturadikalskim i protuupalnim svojstvima (Middleton 2000; Cotelle
2001; Orsoli¢ 1 Basi¢ 2007; Benavente-Garciai Castillo 2008; OrSoli¢ i Basi¢ 2008a, 2008b).
Razvidno je da hranu danas potroS$aci ne cijene samo po njenom okusu i hranidbenoj vrijednosti
nego 1 po njenoj sposobnosti da pridonese oCuvanju zdravlja, posebice njenim ljekovitim
osobitostima. Funkcionalna hrana preko svojih bioloSkih aktivnih sastavnica je vazan ¢imbenik
u odrzavanju zdravlja ljudi; njena vaznost se posebice ocituje u odrzavanju ravnoteze koliine
slobodnih radikala u organizmu. Ve¢ dugi niz godina poznato je da propolis 1 biljna hrana
bogata flavonoidima mogu se uporabiti u nadvladavanju problema povezanih s kroni¢nim i
degenerativnim bolestima posljedi¢no nastalim povec¢anim oksidacijskim stresom ukljucujuci
osteoporozu. Oksidativni stres (OS) karakteriziran je stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva
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(engl. Reactive oxygen species, ROS) za koje je utvrdeno da uzrokuju oStecenja brojnih
biomolekula, posebice, narusavaju strukturu biomembrana, prouzrokuju ostec¢enje nukleinskih
kiselina, inhibiciju enzima, razgradnju bjelancevina i lipidnu peroksidaciju, vode¢i prirodnom
procesu starenja kao i nastanku kroni¢nih degenerativnih bolesti ukljucujuéi karcinom,
autoimune poremecaje, katarakt, reumatoidni artritis, osteoporozu, bolesti krvozilnog sustava i

srca, i neurodegenerativne bolesti.

Ostecenje DNA jest najznacajnija ROS-prouzrocena stani¢na modifikacija, buduéi da se DNA
ne sintetizira de novo, ve¢ se kopira vode¢i nastanku induciranih mutacija te genetske
nestabilnosti. Oste¢enje molekule DNA stanice najceS¢e aktivira programiranu stani¢nu smrt
ili apoptozu. Tako visioka razina ROS-a, popra¢ena upalom vodi pojatanom propadanju
osteoblasta te gubitku i lomljivosti kosti. Glavni slobodni radikal odgovoran za oSte¢enja DNA
je hidroksilni radikal (*OH), koji reagira sa svim komponentama DNA molekule, purinskim i
pirimidinskim bazama, te sa deoksiriboznom okosnicom. Na bazama moze do¢i do dodavanja
ili oduzimanja vodika $to dovodi do stvaranja slobodnih radikala. Daljnje reakcije baza i
Secernih radikala stvaraju razli¢ite modifikacije, mjesta bez baza, puknu¢a DNA te krizne veze
DNA i proteina.
Dosadasnji rezultati jasno ukazuju da jedan od mehanizama visokih doza 13cRA jest
oksidacijski stres kao uzok osteoporoze koji je usko povezani s nedostatkom estrogenske
aktivnosti povezane s osteoporozom (Fahmy i Soliman 2009; Or3oli¢ i sur. 2014). Utvrdena je
jasna poveznica izmedu OS 1 osteoporoze. ROS smanjuju diferencijaciju osteoblasta i
povecavaju osteoklasticnu aktivnost. Starenje 1 oksdacijski stres uzrokuje gubitak koStane mase
zbog smanjenog formiranja osteoblasta kostiju i povecana osteoklasticke resorpciju kosti.Tako
nedostatan protuoksidativni sustav tj. losa neutralizacija ROS-a doprinosi patogenezi
osteoporoze, a protuoksidansi mogu smanjiti resorpciju kosti.

Obzirom da je jedan od ciljeva bio ukazati na neSkodljivost primjene flavonoida kao
protuoksidansa u terapiji osteoporoze uporabili smo mikronukleus i komet test za procjenu

genotoksi¢nosti.

Mikronukleusi su male kromatinske strukture koje svojom strukturom nalikuju jezgri ali su
samostalno smjestene unutar interfazne citoplazme (Bombail i sur. 2001; Fenech i sur. 2003,
Baatout i Derradji 2004). Nastaju uslijed lomova kromosoma i kondenzacije acentri¢nih
kromosomskih ulomaka ili kromosoma zaostalih u anafazi (Grisolia i Starling 2001). Prisutnost
mikronukleusa pokazatelj je postojanja aberacija u prethodnoj diobi stanice (Nath i sur. 1990),

te se stoga ucestalost mikronukleusa moze koristiti kao kvantitativna mjera strukturnih i

215



numerickih aberacija kromosoma izazvanih u stanicama u uvjetima in vitro i in vivo pod
utjecajem razli¢itih genotoksi¢nih agensa (Fenech 1993a, 1993b; Nusse i sur. 1996; Fenech i
sur. 2003; Baatout i Derradji 2004). Rezultati mikronukleus testa koji je izmedu ostaloga i
pokazatelj dvostrukih lomova (kidanja i gubljenja kromosomskog materijala ili zaostajanja i
gubljenja cijelog kromosoma u anafazi tijekom diobe stanice) pokazuju da se broj
mikronukleusa u retikulocitima periferne krvi Stakora nije promjenio u svim obradenim
skupinama. Temeljem dobivenih rezultata i nedostatka promjene u broju mikeonukleusa
smatramo da osSte¢enja DNA leukocita su viSe vezane za jednostruke lomove nego dvostruke

kao 1 veliku moguénost popravka. Za takav tip osSteCenja pogodan je komet test.

Komet test (mikrogel elektroforeza) vrlo je djelotvorna tehnika pomocu koje je moguce
mjeriti veli¢inu 1 tip oSte¢enja DNA na razini pojedinacne stanice. Metoda je jednostavna i
opceprihvacena, jer je za test potrebno kratko vrijeme izvodenja i mali broj stanica. Tehnika se
moze raditi u in vitro i in vivo uvjetima (Cotelle i Férard 1999), osjetljiva je i korisna tehnika
za procjenu genotoksi¢nog ucinka nekog spoja, pracenje popravka stanicne DNA te otkrivanje
stanica u apoptozi i nekroti¢nih stanica (Tice i sur. 2000; Wada i sur. 2003; Collins 2004). Za
dobivanje pouzdanih rezultata dovoljno je analizirati 50 stanica. S obzirom da se pomocu ove
tehnike procjenjuju oste¢enja pojedinacnih stanica, komet test se moze izvesti na razli¢itim
stanicama i tkivima ljudskog, zivotinjskog ili biljnog podrijetla te stanicama u kulturi (Tice i
sur. 2000).

U naSem istrazivanju uzeli smo leukocite krvi, kao lako dostupan materijal, za provjeru
genotoksi¢nog ucinka 13cRA, alendronata te istrazivanih flavonoida 1 primjernili alkalni komet
test. Poznato je da pH vrijednost pufera za lizu ima vaznu ulogu u izvedbi komet testa: pod
neutralnim uvjetima u repu kometa prevladavaju dvolanc¢ani lomovi u DNA, dok pod luZnatim
uvjetima (pH>13) najve¢i doprinos koli¢ini DNA u repu kometa daju jednolan¢ani lomovi
DNA i mjesta osjetljiva na luzine (Tice i sur. 1990; McKelvey i sur. 1998), a to su apurinska i
apirimidinska mjesta, koja mogu nastati u DNA pod utjecajem razli€itih tvari koje izazivaju
uklanjanje baza, primjerice alkiliraju¢ih kemijskih spojeva (Fortini i sur. 1996). Tijekom
elektroforeze u luznatim uvjetima, mjesta osjetljiva na luZine pretvaraju se u lomove i na taj
naéin mogu biti otkrivena komet testom (Olive 1999). Oste¢enje DNA procjenjuje se na osnovi
udjela DNA u “repu” kometa 1 udjela DNA u “glavi” kometa. Osnovni pokazatelji koji

definiraju komet su duzina repa, postotak DNA u repu (intezitet repa) i repni moment.

Nasi rezultati ukazuju da 13cRA, alendronat u dozi od 2 i 40 mg kg™ te krizin pokazuju najveéu

duzinu repa (udaljenost najkrac¢ih odlomljeni ulomaka DNA) u odnosu na kontrolu (P < 0,001),
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dok naringenin pokazuje najmanju duzinu repa u odnosu na kontrolu (P < 0,05) i u odnosu na

13cRA (P < 0,001) (Slika 65, Tablica 23).

Intezitet repa (postotak DNA koja je migrirala u rep) je najve¢i nakon obrade naringeninom (P
< 0,001) dok intezitet repa nakon obrade ikarinom bio veci u odnosu na kontrolu za (P < 0,01).
Obrada ikarinom i naringeninom je pokazala najvecu razinu inteziteta repa u odnosu na 13cRA
(P < 0,001). Navedeni podaci ukazuje da je moguée da dolazi do nastanka manjeg broja
jednostrukih, brzo popravljivi lomova. Toc¢nije, krvne stanice i Kkrvotvorni organi su
od bubrega gdje ostecenja ostaju trajna; to¢nije smanjuje se njihova funkcionalna sposobnost.
Ostecene stanice periferne krvi prozdiru (fagocitiraju) makrofagi slezene i jetre (Kupfferove
stanice) izluc¢ujuéi brojne Cimbenike koji potiu brzu proliferaciju totipotentnih matic¢nih
stanica u koStanoj srzi; stimuliraju proces hematopoeze. Posebice u procesu hematopoeze su
vazni ¢imbenici rasta kratkog i srednjeg dometa, primjerice, interleukini (posebice, I1L-1, IL-3,
IL-7), interferoni, ¢imbenici stimulacije kolonija, eritropoetin i dr. Hematopoietski sustav se
brzo obnavlja i odrzava klonskom proliferacijom tri funkcionalno razli¢ita tipa stanica:
maticnih stanica, progenitora i zrelih krvnih stanica. Mati¢ne stanice imaju veliku sposobnost
samoobnavljanja, a diferenciraju se u razli¢ite progenitorske stanice. Progenitorske stanice
nemaju sposobnost samoobnavljanja, a njihovom diferencijacijom nastaju svi tipovi zrelih
krvnih stanica (eritrociti, granulociti, monociti, megakariociti i limfociti).Svakako treba
spomenuti da manja razina reaktivnih radikala moze biti pozitivna za stanicu; takvi radikali

sluze kao signalne molekule i poti¢u proliferaciju stanica (Giles 2006).

Alendronat u visokoj dozi je pokazao statisticki znacajno (P < 0,05) manju razinu % DNA u
repu u odnosu na 13cRA (Slika 66, Tablica 24) kao i 13cRA. Ovi podatci ukazuju da alendronat
1 13cRA pojacane mehanizme upalnog u€inka prouzrokuju apoptozu ili nekrozu leukocitnih
stanica. Tocnije, stanice koje ulaze u programiranu smrt ili apoptozu imaju izrazito
fragmentiranu DNA; kometi se jasno razlikuju od ostalih stanica jer imaju vrlo male glave i
glavninu DNA rasprienu u dugim repovima (Olive 1999; Fairbairn i sur. 1995). Cini se da
oksidacijski stres kao i novacenje upalnih stanica i njihovo brzo propadanje kroz mehanizam
apoptoze i/ili nekroze bi mogao biti razlog pojacanoj fragmentaciji DNA. Povecani broj
neutrofila 1 monocita/makrofaga klju¢nih stanica u procesu upale dodatno moze pospjesiti
upalni proces oslobadanjem razli¢itih hidrolitickih enzima, reaktivnih posrednika kisika i
dusika te mnogi drugih citotoksi¢nih tvari. Moguce je da makrofagi preko mehanizma ovisnog

o kisiku koji se poglavito temelji na aktivnosti oksidaza ovisnth o NADPH povecavaju razinu
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oksidacijskog stresa stvaraju negativn mikrookoli§. Makrofagi u ovom procesu molekulski
kisik pretvaraju u aktivni ionski, iz kojeg potom nastaje vodikov peroksid. U nazocnosti
mijeloperoksidaze, koja ¢ini ¢ak 5% suhe tezine netrofila, vodikov peroksid reagira s kloridnim
ionima stvarajuc¢i hipoklornu kiselinu (HOCI), snazno oksidiraju¢e sredstvo koje gotovo
trenutno oksidira amine, tiole, nukleinske kiseline, proteine i druge bioloski aktivne molekule
ciljnih stanica stvarajuci i organske kloramine (R-NCI) koji su slabiji oksidirajuce tvari, ali su
dugotrajnijeg djelovanja. Kako pritom znatno poraste potrosnja kisika u fagocitu, ta se pojava
naziva "oksidacijski, respiracijski ili metabolic¢ki prasak". Ovi u€inci mogu biti pozitivni u
djelovanju na mikroorganizme i tumorske stanica ali njihova stalna nazocnost moze ostetiti i
zdravo tkivo. Takav negativan mikrookoli§ zasigurno je razlog i pojacanog ostecenja bubrega,
probavnog sustava, larinksa, nekroze Celjusti i drugih oStecenja ukljucujuci razvoj tumora koja
prouzrokuje alendronat (Perazzella i Markowitz 2008; Conwell i Chang 2012; Chiang i sur.
2012).

Ovom mehanizmu zasigurno pridonosi i smanjena razina glutationa. Stanice bubrega, kao i
stanice krvi imaju znatno manju razinu glutationa i njemu pridruzenih enzima u odnosu na jetru
gdje razina glutationa i njemu pridruzeni enzima moze sprijeciti posljedice nastanka reaktivnih
radikala te sprijeciti oSte¢enja DNA. Primjerice, limfociti imaju 10x nizu razinu glutationa od
makrofaga a oni ¢ine 65-70% ukupnih leukocitnih stanica krvi u misa (OrSoli¢ i sur. 2008).
Glutation 1 pridruZeni mu enzimi vazni su u hvatanju toksi¢nih 1 kisikovih radikala, regulaciji
antiapoptotickih gena, posebice familiji bcl2 i p53 te regulaciji koncentracije Ca%*; navedeni

mehanizmi su kljucni u sprijeavanju procesa apoptoze.

Repni moment se obi¢no definira kao umnoZzak duZine repa i % DNA u repu. Obrada Stakora
naringeninom pokazuje najvec¢i repni moment u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu i skupinu
RMO (P < 0,001; (P <0,001) te ikarin (P < 0,05) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (Slika
67, Tablica 25). Prema dobivenim rezultatima, ¢ini se da naringenin ima slabiju
protuoksidativnu sposobnost od drugih primjenjenih flavonoida na $to ukazuju i nasi predhodni
rezultati odredivanja protuoksidativne aktivnosti flavonoida metodom -karoten linoleatne
analize, odredivanje redukcijske mo¢i, odredivanje antiradikalne aktivnosti s DPPH slobodnim
radikalom, te odredivanje aktivnosti keliranju zeljeza. Navedeni rezultati pokazuju da je
redukcijska mo¢ kvercetina i krizina zna¢ajno viSa u odnosu na redukcijsku mo¢ naringenina
ali mnogo je niza od redukcijske moci askorbinske kiseline. Uporabom p-karoten linoleatne
analize utvrdena je odli¢na protuoksidativna sposobnost kvercetina dok krizin 1 naringenin nisu

bili u¢inkoviti. Rezultati ukazuju na potencijalno veliku ulogu kvercetina u zastiti stani¢nih
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lipida od peroksidacije, obzirom da se ta analiza zasniva na lipidnoj peroksidaciji §to odgovara
nasim rezultatima u ovom istrazivanju vezano za razina lipidne peroksidacije u tkivima jetre
bubrega i jajnika. Literaturni podaci ukazuju da kvercetin po svojoj strukturi ima sve znacajke

kao najbolji protuoksidans (Cotelle 2001).

Nadalje treba ista¢i da sposobnost keliranja prijelaznih metala kod flavonoida teoretski je
jedna od bitnih protuoksidativnih djelovanja tih spojeva. Naime ioni metala, osobito zeljeza
(Fe?*) mogu biti ukljuéeni u stvaranje slobodnih radikala kroz Fentnovu reakciju (Halliwell
2007) pa bi uklanjanje tih metalnih iona pogodovalo smanjenju stvaranja slobodnih radikala.
Odredivanjem sposobnosti keliranja dvovalentnih iona Zeljeza ustanovljena je slaba sposobnost
keliranja kod naringenina dok su kvercetin, a posebice krizin pokazali vrlo dobru sposobnost
keliranja Zeljeza, iako je ona statisticki niza (P <0 ,05) nego sposobnost keliranja zeljeza
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA). Izrazitija aktivnost u keliranju Zeljeza utvrdena kod
krizina i kvercetina vjerojatno je zasluzna za dio protektivnog ucinka ovih flavonoida u
osteoporozi prouzro¢enoj s 13cRA, posebice u tkivima jetre zbog velike koncentracije iona
Zeljeza u stanicama jetre te jasno ukazuje na razlike izmedu primjenjenih flavonoida u

nazocnosti oksidativnog stresa.

Nasi rezultati daju jasnu poveznicu izmedu oksidacijskog stresa, protuoksidativne i
protuupalne sposobnosti flavonoida te moguceg genotoksicnog ucinka. Tako dio
prooksidativnog uc¢inka jasno je vidljiv dijelom u slezeni zbog povecanog propadanja eritrocita
i pojacanog oslobadanja Fe? te nastanka moguénosti nastanka Fentonove reakcije. Takoder,
rezultati ukazuju na razli¢it u¢inak flavonoida u pojedinim tkivima, ¢ini se da doza, mikrokolis,
metabolicke promjene i bioiskoristivost flavonoida zasigurno igraju vaznu ulogu i da ih treba
dalje istraziti poglavito radi sigurne primjene u terapijih pojedinih bolesti ukljucujuci

osteoporozu.

Temeljem ovih navoda razvidno je da svaki od flavonoida moZe kroz razlicite
protuoksidativne mehanizme biti u¢inkovit u sprije€avanju primarne ili steCene osteoporoze
posljedi¢no nastale pojacanim oksidacijskim stresom. Protuoksidativno djelovanje flavonoida
temelji se na njihovoj sposobnosti supresije nastanka reaktivnih radikala kisika i1 duSika
inhibicijom enzima ili keliranja elemenata u tragovima (Cu, Fe) koji su ukljuc¢eni u njihovo
nastajanje; sposobnosti sakupljanja slobodnih radikala kisika i dusika, te aktivaciji i zastiti

protuoksidativne obrane organizma (Cheng i Breen 2000; Middleton i sur. 2000; Russo i sur.
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2000; Nijveldt i sur. 2001; Galati i sur. 2002; Prior 2003; Galati i O'Brien 2004; Manach i sur.
2004; Halliwell i sur. 2005; Jagetia i sur. 2005; Soboc¢anec i sur. 2006, Orsoli¢ i sur. 2016).

Pokazano je da flavonoidi vezu 1 inhibiraju razli¢ite enzime: hidrolaze, transferaze,
hidroksilaze, oksidoreduktaze i kinaze (Heim i sur. 2002; Prior 2003; Galati i O'Brien 2004
Brown i sur. 2007). Mnogi od ovih enzimskih sustava su redoks-aktivni, a neke od bioloskih
aktivnosti mogu biti ovisne o redoks-aktivnosti flavonoida (Middleton i sur. 2000). U¢inak
nekih flavonoida u redoks-ciklusu i proizvodnji toksi¢nih kisikovih radikala doprinosi
njihovom citotoksi¢nom uc¢inku koji je utvrden na stanicama ljudskih tumora u uvjetima in vivo

I in vitro (Middleton i sur. 2000; Orsoli¢ i Basi¢ 2008; Orsoli¢ 2010; OrSoli¢ i sur. 2016).

Uzevsi u obzir osjetljivost primijenjenih metoda, osobito komet testa, moguce je da bismo
primjenom njegove drukcije modifikacije mogli izmjeriti jo§ viSu razinu genotoksi¢nosti i
otkriti specificne tipove DNKA lezija. Za bolju procjenu oksidativnih oSteé¢enja zasigurno bi
trebalo primjeniti enzimski modificirani protokol (Fpg-modificirani komet test) koji jasno
ukazuje na stupanj oksidativnog oSteCenja DNA. Fpg-modificirani komet test temelji se na
primjeni enzima formamidopirimidin glikozilaze (Fpg) koji otkriva oksidativne uéinke na
molekuli DNA,; osim jednostrukih i dvostrukih lomova Fpg-modificirani komet test moze
otkriti oksidativna oStec¢enja purina, ukljucujuc¢i 8-okso-7,8-dihidroguanina; 4,6-diamino-5-
formamidopirimidina i 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidina te drugih purina
otvorenog prstena. Fpg-test ukljucen je u prvi korak popravka baza ekscizijom u uklanjanju
specifi¢no promijenjenih baza iz DNA stvaranjem apurinskih ili apirimidinskih mjesta (AP-
mjesta) koje naknadno cijepaju aktivne AP liaze stvaranjem rupa u DNA, $to moze biti
otkriveno komet testom. Tako, ucestalost Fpg-osjetljivih mjesta jest pokazatelj oksidativnog
osteCenja DNA §to bi bio bolji pokazatelj protuoksidativne i regenerativne sposobnosti

flavonoida.

Sazimaju¢i sve dobivene podatke mozemo ista¢i neke zakljuéne pripomene:
a) Oksidacijski stres jest dio mehanizma prouzrocene osteoporoze s 13cRA.

b) Homeostaza kosti uglavnhom je regulirana kroz funkciju osteoklasta i osteoblasta;

pretjerana aktivacija osteoklasta i smanjena formiranje osteoblasta vode osteoporozi.

c) Flavonoidi povecanju mineralne gustoce kostiju, pospjeSenju regeneracije kosti kroz
pojacanu aktivnost osteoblasta i mineralizaciju kosti, poticu sintezu biljega koStane

izgradnje smanjuju vrijednosti biljega koStane razgradnje; djelotvorno suprimiraju
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d)

9)

h)

)

aktivnost osteoklasta, utjecu na fizikalne i geometrijske znacajke kosti, smanjuju razinu

oksidacijskog stresa i imaju estrogensku aktivnost
Uc¢inci ikarina, proantocijanidina i kvercetina su u razini osteogenog ucinka alendronata

Povecana protuoksidativna i estrogenska aktivnost te manja razina oStecenja i1 upale

zasigurno daju prednost flavonoidima pred alendronatom

Flavonoidi i prehrana bogata flavonoidima moze imati preventivnu i terapijsku ulogu u
spriCavanju smanjenja koStane mase sa starenjem kao i u 1 patofizioloSkim

poremecajima.

Razli¢ite bioloski aktivne sastavnice hrane bogate flavonoidima posjeduju jedinstveni
anabolicki u¢inak na koStane masu zbog stimulacije osteoblasta, oblikovanja i supresije

osteoklasta, sprije¢avaju resorpciju kosti i vode povecanju kostane mase.

Dobiveni rezultati, daju nadu da flavonodi mogu svojim protuoksidativnim,
protuupalnim i fitoestrogenskim znacajkama biti u¢inkoviti u sprijeGavanju razvoja
steCene osteoporoze najcesce prouzroene OS i1 upalom nastalom nezeljenim u¢incima
lijekova poput 13cRA

Osim stec¢ene osteoporoze flavonoidi bi mogli biti dobra preventiva u sprije¢avanju ili
usporavanju primarne osteoporoze nastale kumulativnim gubitkom kosti kao posljedice

OS i starenja i hormonskih promjena.

Dobiveni rezultati omogucéavaju bolje razumijevanje uloge flavonoida u osteoporozi
prouzrocenoj oksidativnom stresu ali i otvaraju nova pitanja i postavljaju nove ciljeve

za buduca istraZivanja.
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata mozemo izvesti zakljucke kako slijedi:

1. Retinoi¢na kiselina injicirana u dozi od 80 mg kg? tijekom 14 dana uspjesno

prouzrokuje osteoporotske promjene u Stakora. Navode temeljimo na:

snizenoj razini mineralne gustoce kostiju,

narusenoj histoloskoj gradi kostiju i pojacanoj aktivnosti osteoklasta,
smanjenoj razini biljega koStane izgradnje — osteokalcina, povecanoj razini
biljega kostane razgradnje - C-terminalnog fragmenta tipa I kolagena (B-CTx)
smanjenom indeksu tezine bedrenih kostiju,

smanjenoj relativnoj tezini kosti,

snizenim vrijednostima geometrijskih odrednica (duljina kosti, veliki trohanter
- kondil, antero-posteriorna duzina (AP) i medio-lateralna duzina (ML)
proksimalnog dijela kosti, srednjeg dijela kosti (dijafize) i distalnog dijela kosti)
povecanoj razini vitamin D u serumu zbog nemoguénosti njegovog vezanja za
VDR receptor

smanjenoj razini estrogena

povecanoj razini oksidacijskog stresa

2. Obrada Stakora s 13cRA potice svaranje upalnog okoliSa djelujuéi na stanice koStanog

i imunosnog sustava:

povecava udio limfocita, proizvodnju proupalnih citokina TNF-o, IL-1B 1
kemokina RANTES;

povec¢ana migracija leukocita i proupalnih citokina i kemokina potice
diferencijaciju osteoklasta i kostanu razgradnju

poveca osteCenje tkiva 1 organa na Sto ukazuju biokemijski pokazatelji AST,

ALP i LDH

3. Jedan od mehanizama prouzrokovanja osteoporotski promjena s 13cRA jest pojacana

proizvodnja oksidacijskog stresa;

13cRA povecava razinu MDA u bubregu, jetri i jajniku
13cRA smanjuje razinu GSH te aktivnost enzima SOD i CAT
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13cRA, prouzrokuje znacajna oSte¢enja DNA limfocita; duzinu repa znacajno je ve¢au

odnosu na kontrolu.

Flavonoidi su ucinkoviti u lije¢enju osteoporoze. Osteogena ucinkovitost flavonoida

temelji se na:

povecanju mineralne gustoce kostiju; najveéi ucinak polucio je kvercetin i
proantocijanidini

znacajnom pospjesenju regeneracije kosti kroz pojacanu aktivnost osteoblasta
svi flavonoidi poti¢u sintezu osteokalcina - biljega ko$tane izgradnje, posebice
ikarin

ikarin, proantocijanidini i kvercetin smanjuju vrijednosti biljega koStane
razgradnje; djelotvorno suprimiraju aktivnost osteoklasta

fizikalne 1 geometrijske znacajke su znatno poboljSane; ikarin je polucio najbolji
ucinak dok je krizin pokazao najslabiji uc¢inak

vrijednosti fizikalnih i geometrijski znacajki kosti dosezu vrijednosti kontrole
smanjuju razinu oksidacijskog stresa

imaju estrogensku aktivnost

6. Flavonoidi uspjesno kontroliraju upalni odgovor:

poboljsavajuéi homeostazu mikrookoliSa, smanjuju razinu oStecenja strukture
kosti 1 gubitak koStane mase, te pospjeSuju aktivaciju osteoblasta i
mineralizaciju kosti.

snizavaju razinu biokemijskih pokazatelja AST, ALP 1 LDH

7. Kontrola upale flavonoidima mozZze biti vaZan terapeutski cilj u lijeCenju osteoporoze

8. Flavonoidi su ucinkoviti kao fitoestrogeni; ikarin i kvercetin imaju najsnazniji

fitoestrogenski uc¢inak

9. Kirizin stvara najveci broj ulomaka DNA, dok naringenin pokazuje najve¢i % DNA u

repu i moment repa ukazujuéi na prisutnost ulomaka DNA velike molekulske mase

10. Bifosfonat alendronat pokazuje znacajan osteogeni uc¢inak u terapiji osteoporeze
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

- visoke doze alendronate povecava znac¢ajno mineralnu gustocu kostiju, indeks 1
relativnu tezinu kosti
- povecéavava fizikalne i gemetrijska obiljezja kostiju

- broj osteoblasta, struktura i grada kostiju su poboljsani

Alendronat povecava upalni odgovor; broj monocita i neutrofila je poveé¢an

Alendroant povecava razinu oksidacijskog stresa u jetri, slezeni i bubrezima

Estrogenska aktivnost alendronate je slabija u usporedbi s flavonoidima

Alendronat pokazuje genotoksi¢ni u¢inak na DNA limfocita; duzina repa je povecana,
postotak DNA u repu i monment repa je smanjen $to ukazuje na veliki broj ulomaka
DNA male molekulske mase; dugi repovi malih molekulskih ulomaka znacajka su

pojacanog apoptotickog procesa

Uzevsi u obzir sve navedene pokazatelje, flavonoidi mogu biti dobra zamjena za
alendronat, koji izaziva jak upalni u¢inak i njegova dugotrajna upotreba je povezana s
povecanim rizikom od razvoja raka jajnika, endometrija i dojke u Zena u postmenopauzi
kao 1 atipi¢nih lomova nakon dugotrajnog unosa. Nadalje, laka dostupnost, ekonomska
isplativost 1 nedostatak toksi¢nosti mogu biti prednost u primjeni flavonoida u odnosu

na alendronat.

Flavonoidi i hrana bogata flavonoidima mogu biti korisni u svim oblicima stecene
osteoporoze prouzrofene oksidativnim stresom, smanjenjenom razinom estrogena i
posljediénom sintezom proupalnih citokina koji vode povecanju broja i aktivnosti
osteoklasta te pojacanoj resorpciji kosti, smanjenju ¢vstoce, rasta i razine okoStavanja

kosti.

Dobiveni rezultati pokazuju moguénost novog farmakoterapijskog pristupa u terapiji
osteoporoticnih promjena te moguce bioiskoristivosti flavonoida i potvrde njihove
bioloske ucinkovitosti u medureakcijama hrana-lijek, hrana-toksin, hrana-hrana te novi
pristup 1 napredak u razumijevanju odnosa izmedu prehrane i zdravlja te razvoja
koncepta funkcionalne hrane s temeljnim ciljem postizanja boljeg zdravstvenog statusa,

sprijeCavanja 1 lijeenja bolesti ukljucujuci osteoporozu.
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8. ZIVOTOPIS

Dr. med. Johann Nemrava roden je 27. studenog 1981. godine u Zagrebu, gdje je zavrsio
osnovnu $kolu i srednju medicinsku $kolu. 2000. godine upisao je Medicinski fakultet
Sveucilista u Rijeci na kojem je diplomirao 2006. godine i stekao zvanje doktora medicine.
Odmah nakon toga zaposljava se u Opc¢oj bolnici Zabok, gdje 2008. godine polaze stru¢ni
ispit 1 zapocinje specijalizaciju iz opce kirurgije.

Od 2008. do 2013 godine provodi specijalisticki staz u Opcoj bolnici Zabok, zagrebackim
bolnicama (Klini¢koj bolnici Merkur, Klinickom bolnickom centru Zagreb - Jordanovac,
Klinici za djec¢je bolesti Zagreb - Klai¢eva, Klinickom bolni¢kom centru Sestre milosrdnice,
Klini¢koj bolnici Dubrava) i Klinici za kardiovaskularne bolesti Magdalena.

Specijalisticki ispit iz opée kirurgije polozio je 2013. godine 1 stekao zvanje specijaliste opce
kirurgije sa licencom za samostalni rad u RH, a 2014. godine postao je ¢lan GMC-a (General
Medical Council) sa licencom za samostalni rad kao specijalist opée kirurgije u Velikoj
Britaniji.

Poslijediplomski studij na Prirodoslovno matematickom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu,
bioloskog odsjeka upisao je u studenom 2011. godine.

Od studentskih dana stru¢ni interes dr. Johanna Nemrave usmjeren je kirurgiji, a osobito
traumatolosko ortopedskom dijelu i plasti¢no rekonstruktivnoj kirurgiji, temeljem kojeg je
nastalo 1 znanstveno usmjeravanje prema istrazivanjima razli¢itih modusa te vrste kirurSkog
lijecenja. Dr. med. J. Nemrava je zavrS§io brojne europske tecajeve stru¢nog usavr$avanja u
domeni kirurgije 1 hitne medicine, a 2011. godine postao je ¢lan AO Trauma Europe.
Tecajeve, seminare, kongrese, predstavljanje radova i postera u razdoblju od 2003. isprva je
radio kao aktivni sudionik, potom predavac¢, da bi 2015. na AO Trauma tecaju - Advanced
Principles of Fractur Management —u Zagrebu postao i instruktor .

Osim temeljne djelatnosti kojom se dr. med. Nemrava bavi, on je veliki poklonik $porta, pa je
u svom zivotu bio 1 viSestruki prvak Hrvatske u veslanju, ¢lan je Hrvatske veslacke
reprezentacije, bio je sudionik Europskog veslatkog prvenstva (Luzern, Svicarska —
1994./1995) i sudionik Svjetskih veslackih prvenstava (Indianapolis, SAD — 1994., Tampere,
Finska — 1995.). Danas je licencirani nogometni i motociklisti¢ki lije¢nik, aktivist Crvenoga

kriza 1 nastavnik u srednjoj medicinskoj Skoli.
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