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1. uvOD

Ljekovito bilje 1 pripravci od ljekovitog bilja najstariji su nacin lijeCenja razli¢itih bolesti.
Sadrze mnoge bioaktivne molekule kojima se pripisuju pozitivni ucinci na zdravlje
organizma. Jedni od najzastupljenijih i najbrojnijih skupina sekundarnih biljnih tvari jesu
fenolni spojevi ili polifenoli koji, ukoliko su uneseni u ljudski organizam prehranom,
posjeduju brojna dokazana fizioloska i antioksidacijska svojstva (Scalbert i Williamson, 2000;
Havsteen, 2002). Mnoge skupine ovih spojeva su pokazale $irok raspon bioloSkih uc¢inaka u
prevenciji raka, dijabetesa, kardiovaskularnih, neurodegenerativnih i drugih bolesti (Li i
Paxton, 2011; Rao i sur., 2016).

Vecina je istrazivanja polifenola usmjerena na pozitivne ucinke u lijecenju ili ublazavanju
mnogih patoloskih stanja, zbog dokazane sposobnosti polifenola da inhibiraju specificne
enzime, stimuliraju hormone i neurotransmitere, keliraju prijelazne metale poput bakra i
zeljeza, moduliraju receptore i interferiraju sa stanicnim signalnim putovima te neutraliziraju
oksidacijske procese slobodnih radikala u organizmu ljudi i Zzivotinja (Cao i sur., 1997,

Scalbert i Williamson, 2000; Del Rio i sur., 2013).

S obzirom da je primjena polifenola ograni¢ena na topicku i oralnu upotrebu, bioloski u¢inci
pojedinih komponenti prisutnih u biljnim ekstraktima ili drugim biljnim pripravcima ovise o
njihovoj apsorpciji, metabolizmu, raspodjeli i izlu¢ivanju iz organizma, tj. bioraspolozivosti
nakon njihovog unosa u organizam kao i redukcijskih svojstava nastalih metabolita. 1z tog
razloga se sve vece znacenje pridaje istrazivanju metabolickih procesa polifenola u organizmu
pa je potrebno Siroko znanje o njihovoj farmakokinetici i bioraspolozivosti kako bi se utvrdio
stvaran utjecaj dnevnog unosa tih komponenata na zastitu 1 poboljSanje zdravstvenog statusa
organizma. Razumijevanje procesa ukljucenih u apsorpciju i raspodjelu polifenola je kljucno
za odredivanje njihovih potencijalnih bioaktivnih uéinaka in vivo, kao i sveukupnog znacaja u
sprjeCavanju niza bolesti povezanih s oksidacijskim stresom (Rice-Evans i sur., 2000; Qiao i
sur., 2014).



Novija istrazivanja o bioapsorpciji polifenola, navode slabu bioraspolozivost nakon izlaganja
organizma relativno visokim dozama. Glavna zapreka u njihovoj farmakoloskoj upotrebi je
niska bioraspolozivost povezana s medureakcijama polifenola u razli¢itim fazama probave,
apsorpcije i procesa raspodjele, koji mijenjaju njihovu molekularnu strukturu, posebice
medureakcije s hranom, probavnim enzimima, crijevnim prijenosnicima i krvnim proteinima
(Gonzales i sur., 2015). Tijekom apsorpcije polifenola dolazi do promjene molekula u

razli¢itim metaboli¢kim procesima.

Jedna od biljaka c¢iju ljekovitost narodna medicina poznaje od davnina je trnina (Prunus
spinosa L.). Svi dijelovi trnine, a posebno cvjetovi i plodovi bogati su polifenolima i
predstavljaju dobar izvor smjese polifenola za ispitivanje afiniteta crijevne bioapsorpcije u
miSeva. Plodovi trnine tradicionalno su konzumirani u Hrvatskoj, uglavnom medu seoskim
stanovnistvom, tijekom zimskih mjeseci. Plodovi su najcesc¢e termicki obradeni kako bi se
smanjila gorcina i trpkost. Konzumacija trnine u drugoj polovici 20. stolje¢a znatno je
Smanjena, a u 21. stoljecu potpuno je napustena, vjerojatno kao posljedica poslijeratne
urbanizacije i opadanja broja seoskog stanovniStva. U drugim mediteranskim zemljama joS se
konzumira u raznim prehrambenim proizvodima. Zbog iznimno zanimljivih ljekovitih
svojstava 1 farmakoloskog djelovanja, posljednih se godina preispituju industrijska i
farmakoloska svojstva svih dijelova biljke trnine kao potencijalni farmakoloski izvor
polifenola, nutriceutika i funkcionalne hrane (Menendez-Baceta i sur., 2012; Alarcén i sur.,
2015; Mikulic-Petkovsek i sur., 2016; Meschini i sur., 2017).

U ovom in vivo istrazivanju kao bogat izvor polifenola koristen je vodeni ekstrakt cvijeta
trnine. Prednosti tekuc¢ih ekstrakata su: isti omjer aktivnih spojeva u pocetnom materijalu 1
pripravku za upotrebu, lakSe rukovanje 1 doziranje te zadrZzavanje hlapivih komponenata u
ekstraktu (Redchenkova i Khiskova, 2006). Prema dosada$njim istrazivanjima cvijet trnine
sadrzi visok maseni udio polifenola poput kvercetina, kampferola i rutina (Olszewska i sur.,
2001; Elez Garofuli¢ i sur., 2018) za koje je poznato da imaju izrazito antioksidacijsko

djelovanje te blagotvorni u¢inak na zdravlje, kako ljudi, tako 1 zivotinja (Yuksel, 2015).



1.1. Ciljevi rada

lako postoje literaturni podatci o apsorpciji, raspodjeli, metabolizmu (ADM) i
koncentracijama apsorbiranih  polifenolnih  molekula u pojedinim organima, t].
bioraspolozivosti, podatci uglavnom opisuju bioraspolozivost pojedinih molekula, a nema
podataka o istovremenom ucinku ili farmakokinetici ovih molekula iz prirodnih biljnih
ekstrakata koji prate dinamiku apsorpcije ili promjene vise razliCitih skupina polifenolnih

molekula istovremeno.
Ciljevi ovog doktorskog rada su:

1. Utvrditi na in vivo modelu misa apsorpciju, raspodjelu i metabolizam pojedinih
skupina polifenolnih molekula nakon unosa biljnog ekstrakta cvijeta trnine i ekstrakta
cvijeta trnine s prehranom obogacenom proteinima, mastima i Secerima, tijekom

vremena u tkivima jetre, bubrega, mozga i tankog crijeva.

2. Istraziti kvalitativne i kvantitativne promjene polifenola ekstrakta cvijeta trnine i
ekstrakta cvijeta trnine s prehranom obogacenom proteinima, mastima i Secerima te
njihove specificne afinitete za zadrzavanjem u navedenim tkivima pri akutnoj i

subkroni¢noj izlozenosti ovisno o uvjetima probave.

3. Istraziti afinitet pojedinih polifenolnih skupina za specifi¢ne organe, bioakumulacijski
potencijal nakupljanja u pojedinim organima te bioloski raspolozivu maksimalnu
koncentraciju koju doseze pojedina skupina fenola unesena u obliku ekstrakta cvijeta
trnine, te ekstrakta cvijeta trnine s prehranom obogacenom proteinima, mastima i

Secerima.

4. Odrediti antioksidacijski utjecaj polifenola ekstrakta cvijeta trnine na biomarkere
oksidacijskog stresa (MDA, PC, CAT, GSH, SOD). Povezati bioraspolozivost
pojedine skupine polifenola ili njihovih metabolita s aktivacijom antioksidacijskog

sustava obrane u navedenim organskim sustavima.

5. Odrediti antioksidacijski kapacitet pojedinih tkiva u homogenatima pojedinih organa,
te povezati biomarker oksidacijskog stresa s antioksidacijskim kapacitetom tkiva i
pojedinim polifenolnim molekulama najvise akumuliranim u pojedinom organu

ovisno o afinitetu molekule.



1.2. Hipoteze rada

Hipoteze ovog doktorskog rada su:
- apsorpcijom i bioraspodjelom po organima u razli¢itim vremenima bioakumuliraju se
razliite vrste polifenolnih spojeva
- bioraspolozivost polifenola ovisi o primjenjenoj dozi
- polifenoli aktiviraju enzime uklju¢ene u antioksidacijski sustav obrane
- prehrana obogacena proteinima, mastima i ugljikohidratima utjeCe na apsorpciju i

bioraspodjelu polifenola

1.3. Uporabljene metode za ispitivanje ciljeva rada

Sastav pojedinih polifenolnih skupina, tj. bioraspolozivost i metabolizam polifenola u
organima misa bit ¢e provedeno pomocu tekuéinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti

povezane sa spektrometrom masa (UPLC MS/MS).

Lipidna peroksidacija utvrdit ¢e se mjerenjem krajnjeg produkta lipidne peroksidacije
malondialdehida (MDA). Za utvrdivanje kolic¢ine ostecenja proteina Koristit ¢e se metoda
mjerenja karboniliranih proteina po Levine i sur. (1994), a antioksidacijska sposobnost
polifenola procijenit ¢e se odredivanjem koncentracije GSH s DNTB-om (5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina). Aktivnost SOD-a odredit ¢e se inhibicijom redukcije citokroma C u
sustavu ksantin/ksantin oksidaza prema modificiranoj metodi Flohé i Otting (1984), dok ¢e se
aktivnost katalaze (CAT) odrediti mjerenjem koli¢ine enzima potrebnog za razgradnju 1 pmol

H20,.

Antioksidacijski kapacitet tkiva u homogenatima pojedinih organa bit ¢e odreden
spektrofotometrijskim metodama ga$enja radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonske) kiseline (ABTS) i zeljezo reduciraju¢im antioksidacijskim potencijalom (engl.

ferric reducing antioxidant potential - FRAP).



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. POLIFENOLI
2.1.1. Klasifikacija i kemijska obiljezja polifenola

Fenolni spojevi ili polifenoli su skupina sekundarnih biljnih metabolita koji su jedni od
najbrojnijih spojeva u biljnom svijetu. Prema kemijskim obiljezjima, polifenoli su spojevi koji u
svojoj strukturi sadrze jednu ili viSe hidroksilnih skupina (-OH) vezane izravno na jedan ili
viSe aromatskih ugljikovodika (Vermerris i Nicholson, 2006). Njihova op¢a formula je Ar-
OH, gdje je Ar fenil, supstituirani fenil ili neka druga arilna skupina. Cijela skupina ima naziv
po osnovnom predstavniku, fenolu (Slika 1). Polifenoli su po mnogoc¢emu sli¢ni alkoholima,
ali kod njih hidroksilna skupina nije vezana na zasi¢eni atom ugljika, ve¢ direktno na
aromatski ugljikovodik (Vermerris i Nicholson, 2006). Fenol je slaba kiselina, no znatno jaca
od alkohola, jer je aromatski prsten direktno vezan s kisikom te je veza izmedu vodikovog i

kisikovog atoma relativno slaba.
OH

Slika 1. Kemijska struktura fenola (Vermerris i Nicholson, 2006)

Biljkama polifenoli primarno sluze kao molekule ukljuene u obranu od UV zracenja ili
napada patogena, pigmentaciju, rast, razmnozavanje i antioksidacijsku zastitu (Manach i sur.,
2004). Pozitivna djelovanja polifenola navedena u znanstvenim istrazivanjima obuhvacaju:
antiupalno, antimikrobno, antifungalno, diureti¢ko, antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno,
antiaritmicno, antikoagulirajuce, spazmoliti¢ko, kardiotoni¢no, antialergijsko, antiulkusno,
analgetsko, antimalari¢no, antikancerogeno, hipoglikemijsko i antioksidacijsko djelovanje
(Petrik, 2008; Huang i sur., 2010; Mishra i sur., 2013; Moreno i sur., 2015; Toiu i sur., 2018).
Zahvaljujué¢i antioksidacijskim sposobnostima koje posjeduju, imaju znacajnu ulogu u
prevenciji razliitith bolesti povezanih s oksidacijskim stresom, posebice kada je rije¢ o
kardiovaskularnim 1 neurodegenerativnim bolestima te karcinomu. Takoder sudjeluju i u
regulaciji aktivnosti Sirokog spektra enzima vaznih za endogenu borbu s reaktivnim

metabolitima kisika (glutation peroksidaza, katalaza, dismutaza) i stani¢nih receptora, kao i



inhibiciji njihove ekspresije (ksantin oksidaza) zbog ¢ega im se i pripisuju gore navedena

svojstva (Middleton i sur., 2000; Valls i sur., 2009; Tsao, 2010).

Iako se fenolni spojevi najces¢e spominju kao spojevi s fenolnim prstenom oni su zapravo
veoma raznolika skupina sekundarnih metabolita zbog Cega su u literaturi prisutni mnogi
nacini njihove klasifikacije: prema strukturi, na temelju broja ugljikovih atoma u molekuli, na
temelju bioloSke aktivnosti, biosintetskog puta i sl. (Tsao, 2010). Postoji preko 8000
strukturnih varijanti fenolnih spojeva, a opcenito se kategoriziraju na flavonoide i
neflavonoide (Figueiredo-Gonzalez i sur., 2014). Svi polifenoli nastaju od zajednickog
intermedijera, fenilalanina, odnosno bliskog prekursora Sikiminske kiseline (Pandey i Rizvi,

2009a).

2.1.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su jedni od najzastupljenijih i najviSe istrazenih polifenola. To je skupina
polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama, koncentrirani u sjemenkama, pokozici
ili kori voca, kori drveéa, lis¢u i cvijecu (Kazazi¢, 2004). S obzirom da flavonoidi imaju
izrazenu antioksidacijsku i antiradikalsku aktivnost, pripisuju im se mnoga terapijska
djelovanja, npr. antibakterijsko, antiupalno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i
antikancerogeno djelovanje, a znatno utjecu na boju 1 okus hrane (Kazazi¢, 2004). U samim
biljkama flavonoidi djeluju antioksidacijski, antimikrobno, kao fotoreceptori te kao agensi za

privlacenje pozornosti, odbijanje od prehrane 1 zastitu od UV zracenja.

Aktivnost flavonoida ovisi 0 kemijskoj strukturi, stupnju hidroksilacije, ostalim zamjenama u
strukturi poput konjugata, ili stupnja polimerizacije (Kumar i Pandey, 2013). Flavonoidi su
velika skupina niskomolekularnih sekundarnih biljnih polifenola s istom osnovnom
strukturom koju ¢ini difenilpropanski kostur Cis (Cs-C3-Ce) (Slika 2) koji se sastoji od dva
aromatska prstena (A i B) povezana s piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik (Symonowicz i
Kolanek, 2012). Do danas je poznato vise od 9000 flavonoida (Wang i sur., 2018).



Slika 2. Osnovna struktura flavonoida (Symonowicz i Kolanek, 2012).

Flavonoidi se medusobno razlikuju prema stupnju oksidacije centralnog prstena, izuzev
halkona i dihidrohalkona kod kojih je piranski prsten otvoren. Mogu biti hidroksilirani,
metoksirani, glikozidirani s monosaharidima ili oligosaharidima, a Cesto su esterificirani
organskim kiselinama. U prirodi flavonoidi dolaze u slobodnom ili konjugiranom obliku, a u
biljkama se najceS¢e nalaze u obliku glikozida zbog Secerne grupe ili vise njih koje su
povezane preko -OH (O-glikozid) ili ugljik-ugljik (C-glikozid) veze. Pronadeno je vise od 60
SeCera koji su povezani na ovakav nacin s flavonoidima. Glikolizacija kod flavonoida
glikozidi su glukozid, glukuronid, galaktozid, arabinozid, ramnozid, apiozilglukozid i malonil
(Slika 3) (Hollman i Arts, 2000; Huang i sur., 2010). Osim u obliku glikozida, flavonoidi
mogu biti prisutni i u nestabilnoj formi aglikona (Cai i sur., 2006; Fresco i sur., 2006).

OH o
HsC B OH  HOOC 0 CH, HC : OH
o] ‘v \* /) 0
‘1, /O H H O\\\\ ////// OH OH
OH
HO HO
glukozid glukuronid galaktozid
OH
H3C : \\\\\\OH
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OH
CH;
ramnozid arabinozid malonil

Slika 3. Najces¢i Seceri povezani s flavonoidima (Huang i sur., 2010).



Sinteza flavonoida u biljkama uvjetovana je brojnim faktorima kao $to su svjetlost, uvjeti
okolisa, genetika biljke, stupanj zrelosti i vrsta biljke. Ovisno o broju i polozaju vezanih
hidroksilnih skupina, stupnju nezasi¢enosti i stupnju oksidacije centralnog C-prstena,
flavonoidi se dijele u brojne podskupine: flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavan-3-oli, flavanoni
te antocijane koji uklju¢uju i antocijanidine (Manach i sur., 2004; Pandey i Rizvi, 2009a).
Ostale grupe flavonoida koji se u hrani nalaze u vrlo malim koli¢inama su halkoni,
dihidrohalkoni, dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, kumarini i auroni (Manach i sur., 2004;
Pandey i Rizvi, 2009b).

Flavonoli

Flavonole karakterizira osnovna Cg-C3-Cg struktura (Slika 4). U stanicama se pojavljuju
gotovo iskljucivo kao glikozidi. Najces¢i Se¢er vezan za molekulu aglikona flavonola je
glukoza, ali se vezati mogu 1 galaktoza, ramnoza, arabinoza, ksiloza. Flavonoli takoder mogu
biti acilirani s razli¢itim cimetnim ili nekim drugim fenolnim kiselinama (Robards i sur.,
1999; Hollman i Arts, 2000; Hakkinen, 2000). Pojavljuju se u nadzemnim dijelovima biljaka,

dok su u biljnim dijelovima koji se razvijaju ispod povrsine zemlje nadeni samo u tragovima.

R1

R,

HO

OH
OH 0o
kvercetin: R;=OH, R,=OH; miricetin: R;=OH, R,=OH, R;=0H; kampferol: R,=OH
Slika 4. Strukturna formula flavonola (Huang i sur., 2010).
Flavonolni aglikoni dosta se razlikuju u hidroksilaciji i metilaciji, pa su zbog toga takoder
izuzetno velika podgrupa spojeva. U flavonole spadaju kvercetin, miricetin, kampferol, morin,
galangin, a njihovi glikozidi (rutin, astragalin) su dominantni predstavnici ove skupine
flavonoida (Huang i sur., 2010). Najces¢i aglikoni flavonola kvercetin i kampferol sami imaju
najmanje 279 do 347 razli¢itih glikozidnih kombinacija (Tsao i McCallum, 2010). Ovi
flavonoli slabo su topivi u vodi i Zute su boje. Aglikoni flavonola nisu prisutni u biljkama, ali
ako su prisutni, vjerojatno su rezultat nekog procesa obrade hrane kao Sto je zamrzavanje,

sterilizacija ili fermentacija (Manach i sur., 2004).



Flavoni

Flavoni su strukturno sli¢ni flavonolima, osim §to im nedostaje hidroksilna skupina na C-3
atomu (Slika 5). Nisu rasprostranjeni kao flavonoli, iako su znac¢ajne koli¢ine nadene u celeru,
perSinu i sliénim biljkama. Flavoni imaju veliku moguénost supstituiranja, kao Sto je
hidroksilacija, metilacija, O- i C-glikolizacija, te alkilacija (Del Rio i sur., 2013). U skupinu
flavona spadaju spojevi luteolin, apigenin, baikalein, krisin i njihovi glikozidi (apigetrin,
viteksin i baikalin) (Huang i sur., 2010).

Ry

HO

Ri
OH o}
luteolin: R;=H, R,;=0OH, Rs=OH; apigenin: R;=H, Ry=H, Rs=OH; krisin: R;=H, R,=H, Rs=H;
baikalein: R;=OH, R,=H, R;=H
Slika 5. Strukurna formula flavona (Huang i sur., 2010).
Flavanoni

Flavanone karakterizira odsutnost dvostruke veze na C-2 atomu (Slika 6), a pojavljuju se kao
hidrokslini, glikolizirani i O-metilizirani derivati. U izrazito velikim koli¢inama nalaze se u
citrusnom vocu i to posebice u kori (Del Rio i sur., 2013). U skupinu flavanona spadaju
naringenin, hesperetin, eriodiktol i njihovi glikozidi (naringin, hesperidin i likviritin) (Huang i

sur., 2010).
Ry

HO O \\\\\\\

OH O

hesperitin: R;=0H, R,=OCHg; naringenin: R;=H, R,=OH; eriodiktol: R;=OH, R,=OH
Slika 6. Strukturna formula flavanona (Del Rio i sur., 2013)



Flavan-3-oli

Flavan-3-oli su kompleksna skupina flavonoida koji imaju zasi¢enu vezu izmedu C-2 i C-3
atoma (Slika 7). Flavan-3-oli obuhvacaju velik broj spojeva od najjednostavnijih monomera
(katehini, epikatehini, galokatehini), dimera do oligomera i polimerskih kondenzata
(proantocijanidini) (Del Rio i sur., 2013). Flavan-3-oli se uvrijezeno zovu katehini (Tsao,
2010). Katehini imaju dva epimera, ovisno o prostornoj konfiguraciji veza izmedu prstena B i
2. mjesta ugljikovog atoma te hidroksilne grupe na 3. mjestu. Ova dva epimera, epikatehin-(-)
I katehin-(+) te njegovi derivati, epigalokatehin i galokatehin, zajednicki su kategorizirani kao
katehini. Galokatehin i epigalokatehin sadrze dodatnu hidroksilnu grupu na prstenu B. Flavan-
3-oli ili katehini Cesto se nalaze u kori voca i nekih vrsta povréa. Vazno svojstvo flavan-3-ola
je njihova sposobnost polimerizacije. Ova polimerizacija dogada se kao rezultat
autooksidacije, ali ¢eSc¢e su te reakcije katalizirane nekim enzimima (polifenoloksidaza), koji
se nalaze u vecini biljnih tkiva (Hollman i Arts, 2000). Polimerni oblici odgovaraju
procijanidinima, koji se zovu i proantocijanidini ili kondenzirani tanini. Procijanidini obi¢no
sadrze dvije do Sezdeset jedinica monomera flavan-3-ola i1 polimerizacija se najces¢e odvija
ugljik-ugljik vezom izmedu mjesta 8 i mjesta 4 (Tsao i McCallum, 2010). U vocu se flavan-3-
oli naj¢es¢e nalaze u obliku oligomernih ili polimernih formi tj. u obliku proantocijanidina ili
tanina, no moguce je pronaci i slobodne monomere flavan-3-ola. Tako se monomeri (+)-
katehin, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin i (-)-epigalokatehin nalaze u vocéu ¢esce u slobodnoj

formi, a rjede u formi glikozida $to ih razlikuje od ostalih flavonoida (Mattila i sur., 2006).

R,

katehin: R;=R,=R4=Rs=Rs=0H, R3=H; epikatehin: R;=R,=R3=Rs=Rs=0H, R,=H
Slika 7. Strukturna formula flavan-3-ola (Del Rio i sur., 2013).
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Izoflavoni

Izoflavoni se strukturno razlikuju od ostalih flavonoida po tome $to imaju svoj B prsten vezan
na C-3 atom umjesto na C-2 atom. Nadeni su isklju¢ivo u mahunarkama i soji. Znacajne
koli¢ine daidzeina i genisteina (Slika 8) se pojavljuju u soji uglavnom u obliku 7-O-(6"-O-
acetil) glukozida. Fermentirani proizvodi od soje mogu biti bogati aglikonima, Sto je rezultat
hidrolize glikozida, a proizvodi Cija proizvodnja ukljuuje zagrijavanje, primjerice sojino
mlijeko 1 tofu, sadrze smanjene koli¢ine izoflavona, ve¢inom u formi daidzeina i genisteina
koji su rezultat degradacije malonil- i acetilglukozida (Del Rio i sur., 2013). Zajedno s

lignanima ¢ine skupinu fitoestrogena, zbog strukture koja je sli¢na strukturi estrogena.

HO “

0 OH O

OH OH
daidzein geninstein

HO

Slika 8. Strukturne formule izoflavona daidzeina i genisteina (Del Rio i sur., 2013)

Antocijani

Antocijani pripadaju najvecoj skupini flavonoida (Balasundram i sur., 2006). U prirodi su
najveca 1 najvaznija skupina pigmenata topljivih u vodi s preko 600 razli¢itth spojeva
(Clifford, 2000). Antocijani (od grékog anthos=cvijet i kianos=plava) su pigmenti odgovorni
za nijanse narancaste, ruziCaste, ljubicaste i plave boje u cvijecu i plodovima nekih biljaka.
Glavni su sastojci crvenih, plavih 1 ljubicastih pigmenata u vecine cvjetnih latica, voca i
povréa (Anderson 1 Jordheim, 2006). Po kemijskoj strukturi antocijani su glikozilirani,
polihidroksi ili polimetoksi derivati 2-benzil-1-benzopirilium kationa (flavilium kationa) te
sadrze dva fenolna prstena (A i1 B) koji su povezana preko centralnog piranskog prstena C.
Aglikoni antocijana se nazivaju antocijanidini, a obi¢no su penta (3,5,7,3",4") ili heksa
supstituirani (3,5,7,3",4°,5"). U prirodi je do sada poznato 6 antocijanidina: pelargonidin,
cijanidin, peonidin, delfinidin, petunidin i malvidin (Tsao, 2010) (Slika 9). Ovi se aglikoni
medusobno razlikuju po broju hidroksilnih i metoksilnih grupa na B prstenu flavilium
kationa. Antocijanidini se kao takvi rijetko nalaze u prirodi. U obliku glikozida odnosno

antocijanidina zbog glikozilacije (Rein, 2005). Najces¢i Seceri vezani za molekulu
11



antocijanidina su glukoza, ramnoza, galaktoza, arabinoza, rutinoza, soforoza, sambubioza i dr.
(de Ancos i sur., 1999.; Kéahkonen i sur., 2003). Antocijani mogu biti acilirani i s raznim
hidroksicimetnim (kafeinska, p-kumarinska, ferulinska kiselina) ili alifatskim kiselinama
(octena, jabucna, oksalna) (Clifford, 2000).

Ry
OH
HO ot
N R,
/

OH

delfinidin: R;=0H, R,=0H; cijanidin: R;=0H, R,=H; malvidin: R;=OCHj; R,=OCHj3;
peonidin: R;=0OCHjs, R,=H; petunidin: R;=0H, R,=OCHy3; pelargonidin: R;=H, R,=H
Slika 9. Strukturna formula antocijanidina (Huang i sur., 2010)

2.1.1.2. Neflavonoidi

Nakon flavonoida, drugu skupinu po vaznosti i zastupljenosti biljnih polifenola ¢ine fenolne
kiseline. Strukturu fenolnih kiselina ¢ini benzenski prsten povezan karboksilnom skupinom
(Lafay i Gil-1zquierdo, 2008). Prirodne fenolne kiseline u slobodnom ili u konjugiranom
obliku pojavljuju se u obliku amida, estera ili su vezane s Secerima u obliku glikozida.
Razlikujemo dvije skupine fenolnih kiselina: derivate hidroksibenzojeve kiseline i derivate
hidroksicimetne kiseline (Slika 10). U skupinu derivata hidroksibenzojeve kiseline ubrajamo:
vanilinsku, siringinsku, galnu, m-hidroksibenzojevu, protokatehinsku kiselinu, dok u derivate
hidroksicimetne kiseline ubrajamo: p-kumarinsku, ferulinsku, kafeinsku, sinapinsku i
klorogensku kiselinu (Han i sur., 2007; Pereira i sur., 2009; Dai i sur., 2010; Huang i sur.,
2010).

Fenolne kiseline 1 njihova aktivnost su godinama predmet brojnih bioloSkih, kemijskih 1
medicinskih istrazivanja. Kao i vecina ostalih polifenola posjeduju snaznu antioksidacijsku,
antiinflamatornu, antikancerogenu i antimikrobnu aktivnost, a takoder su pokazale i pozitivan
uc¢inak u lijeenju mnogih kardiovaskulranih bolesti i sprjecavanju ateroskleroze (Manda i

sur., 2010). Za biolosku aktivnost je zasluzan isklju¢ivo aglikonski dio molekula.
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R COOH R, X _~COOH

HO HO

R2 R2

a) p-hidroksibenzojeva kiselina: R;= R,=H; protokatehinska kiselina: R;=H, R,=OH,;
galna kiselina: R;= R,=0H; vanilinska kiselina: R;=OCHgs, R,=H; siringinska kiselina:
R1: RZZOCH:;

b) p-kumarinska kiselina: R;= R,=H; kafeinska kiselina: R;=H, R,=OH; ferulinska kiselina: R;=H,

R,=0CHg; sinapinska kiselina: R;= R;=OCHj3

Slika 10. Strukturne formule fenolnih kiselina (Huang i sur., 2010)

2.1.2. Fenolni spojevi cvijeta trnine

Trnina (Prunus spinosa L.) je viSegodi$nja biljka iz porodice Rosacae. Raste kao trnovit,
listopadni grm na padinama neobradenih podrug¢ja. Biljka je grm, visok od 1 do 3 metra kojem
su mladi izdanci barSunasto dlakavi, a prostrane grane zavrSavaju oStrim trnjem. Kora je crno-
smede boje. Listovi su s peteljkom ovalnog oblika i nazubljeni, s donje strane u pocetku
razvoja oskudno dlakavi, a kasnije goli. Bijeli cvjetovi pojavljuju se neposredno prije listanja
tako da se jedva zamjecuju grane, imaju po pet bijelih latica, a pojavljuju se pojedinacno ili po
dva-tri zajedno (Slika 11). Plodovi su koStunice okrugla oblika veli¢ine do 1,5 cm,
tamnoplave boje (Slika 11). Vrlo se ¢vrsto drze grana pa na njima ostaju do prolje¢a. Meso im
je zelenkasto, trpko 1 kiselo, te se teSko odvaja od kostice, a okus kiseo 1 trpak, te steze. Miris
u kasno ljeto 1 jesen te se ponekad mogu naci na biljci 1 tijekom zimskog razdoblja. Cvjeta
najranije medu domaé¢im grmljem (Popescu i Caudullo, 2016). Bioloska klasifikacija trnine

prikazana je u Tablici 1.
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Slika 11. Cvijet i plod trnine (Popescu i Caudullo, 2016).

Tablica 1. Biologka klasifikacija biljke trnine”

Carstvo Plantae (biljke)

Odjeljak Magnoliphyta (kritosjemenjace)
Razred Magnoliopsida (dvosupnice)
Red Rosales

Porodica Rosacae (ruzovke)

Rod Prunus L.

Vrsta Prunus spinosa L. (trnina)

“preuzeto od Grli¢ (2005).

Uobicajeni nazivi u hrvatskom govornom podrucju za ovu vrstu su: crna trnina, crni trn, divlje
Sljivice, trnavka, trnula, trnjina, trnjula, mrki trn, kukinj (Grli¢, 2005). U Hrvatskoj je vrlo
rasprostranjena, ve¢inom uz rubove Suma, na neplodnom tlu i pasnjacima, najeS¢e na
vapnenackom tlu. Porijeklom je iz Europe i zapadne Azije, a raste u vecini dijelova juzno-
srednje Europe, osim na donjoj polovici Pirinejskog poluotoka, gdje se Siri sjeverno sve do
juznog dijela Skandinavskog poluotoka. Istocno doseze Malu Aziju, Kavkaz 1 Kaspijsko
jezero. Moze se pronaci i na izoliranim podru¢jima u Tunisu 1 AlZiru, a uvezena je 1 lokalno

uzgajana i u Sjevernoj Americi te na Novom Zelandu (Popescu i Caudullo, 2016).

Zdravstveni ufinak polifenola ovisi o konzumiranoj koli¢ini i njihovoj bioraspolozivosti
(Pichichero i sur., 2009). Danas su u velikoj mjeri uspostavljenje metode izolacije,
identifikacije i kvantifikacije polifenola i drugih fitokemikalija (Zhimin i sur., 2012).
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Cvjetovi i listovi trnine bogati su polifenolima, poput kampferola, kvercetina, rutina  te
njihovih glikozida s arabinozom, ramnozom i ksilozom (kampferol 3-O-a-L
arabinofuranozid, kvercetin-3-O-a-D-ksilopiranozid, kampferol 3-O-a-arabinofuranozid-7-O
-a-ramnopiranozid). Stovise, cvjetovi sadrze proantocijanidine tipa A, li¢e karotenoide i
norizoprenoide, a oba dijela biljke sadrZze fenolne kiseline, tanine i vitamin C (Olszewska i
sur., 2001; Elez Garofuli¢ i sur., 2018). Fenolni spojevi koji su do sada odredeni u cvijetu

trnine prikazani su u Tablici 2.
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Tablica 2. UHPLC-PDA-ESI-MS podatci polifenola u suhim ekstraktima cvijeta P. spinosa odredeni u dosadasnjim istraZivanjima*

Fenolne kiseline

3-O-kafeoil kininska kiselina (neoklorogenska kiselina)®”
Heksozid kafeinska kiselina”

3-O-p-kumaroil kininska kiselina”

5-O-kafeoil kininska kiselina”

3-O-feruloil kininska kiselina”

Kafeinska kiselina”

4-O-kafeoil kininska kiselina (kriptoklorogenska kiselina)®”
Heksozid ferulinska kiselina®

5-O-p-kumaroil kininska kiselina”

4-0-p-kumaroil kininska kiselina”

p-kumarinska kiselina®®

4-O-feruloil kininska kiselina”

Flavan-3-oli

(-)-epikatehin*®

(epi)katehin-A-(epi)katehin
(epi)afzalehin-A-(epi)katehin

(epi)afzalehin-A-(epi)katehin

(+)-katehin (CA)*°

Flavonoli

Kampferol heksozid"

Kampferol ramnozid-heksozid®

Kampferol diheksozid"

Kampferol 3-O-a-L-arabinopiranozid-7-O-a-L-ramnopiranozid®®
Kampferol-3-O-B-D-ksilopiranozid-7-O-a-L-ramnopiranozid
(lepidozid)®®

Kampferol ramnozid-heksozid®

Kampferol heksozid-pentozid®

Kampferol pentozid®

Kampferol heksozid- ramnozid"

Kampferol 3-O-a-L-arabinofuranozid-7-O-a-L-ramnopiranozid®
Kampferol heksozid-pentozid®

Ci16H1509
C15H1509
Ci16H150s
C16H1809
C17H20q
CgHgO,
C16H1509
Ci16H2009
Ci16H150s
Ci16H150g
CoHsO4
C17H500q

C15H1406
CsoH24012

CSO H 240 11

C30 H 240 11
ClSH 1406

C21H20011
C27H30015
Cu7H30046
CasH25014

C26H28014

C27H30015
C26H28015
C20H18010
C27H30015
C26H28014
C26H28015

BF, EAF, MED, WR
BF, MED

BF, EAF, MED, WR
BF, EAF, MED, WR
BF, EAF, MED, WR
DEF

BF, EAF, MED, WR
BF, EAF, MED

BF, EAF, MED

BF, EAF, MED
DEF

BF

DEF
EAF, MED, BF, DEF

EAF, DEF

EAF
DEF

BF, EAF, MED
BF

BF, MED

BF, MED

EAF, MED

BF

BF

EAF, DEF, MED

BF

BF, EAF, DEF, MED
BF, EAF, MED

(Clifford i sur., 2003)

(Clifford i sur., 2003)
(Clifford i sur., 2003)
(Clifford i sur., 2003)
(Pinacho i sur., 2015)
(Clifford i sur., 2003)

(Clifford i sur., 2003)
(Clifford i sur., 2003)

(Clifford i sur., 2003)

(Pinacho i sur., 2015)

(Pinacho i sur., 2015; Hamed i sur., 2014; Li i
Deinzer, 2008; Kolodziej i sur., 1991)
(Pinacho i sur., 2015; Hamed i sur., 2014; Li i
Deinzer, 2008; Kolodziej i sur., 1991)
(Hamed i sur., 2014; Li i Deinzer, 2008;
Kolodziej i sur., 1991; Pinacho i sur., 2015)
(Pinacho i sur., 2015)

(Pinacho i sur., 2015; Owczarek i sur., 2017)
(Oweczarek i sur., 2017)

(Owczarek i sur., 2017)
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Tablica 2. nastavak

Kampferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranozid (kampferitrin)? Cy7H30014 BF, EAF, MED (Olszewska i Wolbis, 2002a; Owczarek i sur., 2017)
Kampferol 3-O-B-D-ksilopiranozid® CxoH18019 EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2001)

Kampferol heksozid® Ca1H20011 EAF

Kampferol heksozid-ramnozid® Cy7H30015 BF

Kampferol 3-O-a-L-arabinofuranozid (juglanin)® CxH15019 EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2001)

Kampferol 3-O-(4"-O-B-D-glukopiranozil)-a-L-ramnopiranozid (Olszewska i Wolbis, 2002a)

(multiflorin B)® CorHy01s BF, EAF, MED

Kampferol 3-O-a-L-ramnopiranozid (afzeil)* C,1H50019 EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2001)
Kampferol acetil-heksozid-ramnozid® Cy9H3,045 EAF, MED

Kampferol 7-O-a-L- ramnopiranozid® C,1H50019 BF, EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2001)
Kampferol® C15H1006 EAF, DEF, MED (Pinacho i sur., 2015; Olszewska i Wolbis, 2001)
Kampferol 3{-0-(2'_'-9-E-p-kumar0iI)-a-L-arabinofuranozid-?-o- CasHaOss EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2002b)
a-L-ramnopiranozid

Kampferol 3-O-(2"-O-E-p-kumaroil)-o-L-arabinofuranozid® Ca9H24015 EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2001)

Kvercetin 3-O-a-D-ksilopiranozid (reinutrin)® CyoH15011 EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2002a)
Kvercetin 3-O-p-D-galaktozid (hiperozid)e"b C21H20012 EAF, MED

Kvercetin 3-O-a-L-arabinopiranozid (guaiaverin)® CyH13011 EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2002a)
z:]/teiquc;ea’tgn—&(G -O-a-L-ramnopiranozil)-B-D-glukopiranozid CyrHsOs BF, MED (Pinacho i sur., 2015)

Kvercetin 3-O-B-D-glukopiranozid (izokvercetin)® Cx1H2001, EAF, MED (Olszewska i Wolbis, 2002a)
Kvercetin heksozid-pentozid® CaH25016 BF, MED

Kvercetin 3-O-a-L-arabinofuranozid (avikularin)? CaoH1g011 EAF, DEF, MED (Pinacho i sur., 2015; Olszewska i Wolbis, 2001)
Kvercetin 3-0-(4"-O-p-D-glukopiranozil)-o-L-ramnopiranozid® Cy7H30046 BF, EAF, MED (Olszewska i Wolbis, 2002a)
Kvercetin 3-O-a-L-ramnopiranozid (kvercetin)® Cy1H2011 EAF, DEF, MED (Olszewska i Wolbis, 2002a)
E(r:]/g;(;ggn%—o-(z -O-B-D-glukopiranozil)-a-L-arabinofuranozid CasHsOus BF, MED (Olszewska i Wolbig, 2002b)
Kvercetin® C15H1004 EAF, DEF, MED (Pinacho i sur., 2015; Olszewska i Wolbis, 2001)
Kvercetin 7-O-a-L- ramnopiranozidb C21H20011 EAF

Kvercetin acetil-heksozid-ramnozid® Cy9H3,047 EAF, MED

Kvercetin p-kumaroil-pentozidb CaoH24013 DEF, MED

Izoramnetin diheksozid® Cod O BF, MED

Nepoznat spoj EAF, DEF, MED

®Identificirano s autenti¢nim standardima.
®Otkriven po prvi puta u cvijetu P. spinosa.
Otapalo koriSteno za ekstrakciju: MED —metanol-voda (7:3, v/v); DEF dietil-eter; EAF —etil-acetat; BF — n-butanol; WR — voda.*preuzeto od Marchelak i sur. (2017).

17



Osim flavonoida i fenolnih kiselina, cvjetovi i listovi trnine sadrze sterole te triterpene. U
cvjetovima su prisutni terpenoidni alkoholi a- i g-amirini, od kojih je zastupljeniji f-amirin. Iz
smjese triterpenskih kiselina identificirane su oleinska i ursoli¢na. Od sterola je u najvecoj
koncentraciji identificiran f-sitosterol, a u malim koli¢inama potvrdena je i prisutnost y-

sitosterola, stigmasterola i sterol glikozida (Wolbi$ i sur., 2001).

Plod trnine sadrzi znacajan udio ukupnih fenola. Po koncentraciji najviSe se isti¢u antocijani,
(cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid, peonidin-3-O-glukozid) flavonol glikozidi
(kvercetin, kampferol), fenolne kiseline (derivati neoklorogenske i kafeinske Kkiseline),

derivati kumarina, te proantocijanidini tipa A (Barros i sur., 2001).

Govore¢i o makronutrijentima ploda trnine najve¢i udio ¢ine ugljikohidrati i to 88.5% 4 (od
monosaharida prevladava glukoza, a od polisaharida celuloza i §krob). Udio proteina iznosi
3,4%,a udio masti svega 1,2-1,6% gdje prevladavaju nezasi¢ene masne kiseline nad zasi¢enim
masnim kiselinama te su najzastupljenije oleinska i linolenska masna kiselina. Od vitamina,
najzastupljenija je askorbinska kiselina, takoder sadrzi a i 8- tokoferole te malu koli¢inu f-

karotena (Barros i sur., 2001).

Budu¢i da cvijet trnine, ali i ostali dijelovi biljke sadrze niz antioksidacijskih polifenolnih
spojeva, vitamina, organskih kiselina, terpenoida, koji djeluju bioaktivno i pozitivno na
ljudski 1 Zivotinjski organizam, koriste se kao tradicionalni ljekoviti pripravci u narodnoj
medicini u lije€enju gastrointestinalnih, respiratornih, kardiovaskularnih, urinarnih 1
bubreznih tegoba, hipertenzije, hiperkolesterolemije i raznih upalnih procesa u organizmu
(Gelencir, 1989; Blumenthal i Busse, 1998; Kiiltiir, 2007; Calvo i Cavero, 2014; Jari¢ i sur.,
2015). Svi dijelovi trnine takoder posjeduju antioksidacijska i antimikrobna svojstva, te imaju
kemopreventivno djelovanje (Borkowski i sur., 1994; Guimardes i sur., 2013; Popescu i
Caudullo, 2016).
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2.2. METABOLIZAM, BIORASPOLOZIVOST I APSORPCIJA POLIFENOLA

Antioksidacijski potencijal polifenola, tj. njihova potencijalna bioaktivnost in vivo ovisi 0
njihovom metabolizmu, apsorpciji, raspodjeli i izlu¢ivanju iz organizma nakon njihovog
unosa i redukcijskih svojstava nastalih metabolita (Viskupi¢ova i sur., 2008). Razumijevanje
procesa ukljucenih u apsorpciju i raspodjelu polifenola je kljuéno za odredivanje njihovih
potencijalnih bioaktivnih ucinaka in vivo, kao i sveukupnog znacaja u sprjeCavanju niza
bolesti. Postoji puno podataka u literaturi koji opisuju biotransformaciju flavonoida i drugih
polifenola u tankom i debelom crijevu gastroinestinalnog sustava odnosno jetri (Spencer,
2003; Hollman, 2004; D' Archivio i sur., 2010; Del Rio i sur., 2013).

2.2.1. Metabolizam polifenola

Danas je poznato da se polifenoli, nakon unosa, podvrgavaju metabolizmu, te da je njihova
koncentracija u krvi znatno niza unato¢ visokom unosu polifenola prehranom. Vrlo mali broj
polifenola unesenih prehranom se izlu€uje u nepromijenjenom obliku. Zbog toga je za
oc¢ekivati kako na djelovanje polifenola u organizmu ne utje¢u samo ishodisne molekule, vec¢ i
bioloske znacajke metabolita koji nastaju tijekom njihove razgradnje. Na Slici 12. je prikazan
pregled nastajanja metabolita polifenola i njihove apsorpcije u ljudskom i Zivotinjskom

organizmu (Gessner i sur., 2017).
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Slika 12. Prikaz metabolizma i apsorpcije polifenola u ljudskom i zivotinjskom organizmu
(Gessner i sur., 2017).

2.2.1.1. Metabolizam polifenola u gornjem dijelu probavnog sustava

Promjene polifenola u gornjem dijelu probavnog sustava nisu intenzivne te polifenoli u tanko

crijevo uglavnom dospijevaju u nepromijenjenom obliku.

Istrazivanja koja opisuju ucinak sline i zelucanog soka na promjenu strukture flavonoida,
dokazala su da slina gotovo ne djeluje na stabilnost katehina iz zelenog ¢aja (Tsuchiya i sur.,
1997). Nadalje, inkubacija procijanidinskih oligomera (dimer-heksamer) u ljudskoj slini
tijekom 30 minuta ne rezultira njihovim raspadom u manje oligomerne jedinice, $to upuéuje

da te tvari ostaju intaktne u ustima 1 zdrijelu prije nego udu u zeludac (Spencer, 2003).
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Pojedina istrazivanja dokazala su da u usnoj Supljini dolazi do hidrolize flavonoidnih
glikozida s glukoznim Secernim jedinicama poput kvercetin 4’-glukozida i genistein-7-
glukozida bez daljnih strukturnin promjena. Nastankom farmakoloski aktivnih aglikona
omogucen je njihov ucinak na inhibiciju proliferacije raka usne Supljine. Hidroliza se zbiva
uglavnom enzimima epitelnih stanica, ali uz pomo¢ bakterija. Razlika u mikroflori usne
Supljine znacajno pridonosi varijabilnosti hidrolize glukozidnih flavonoida S§to utjeCe na

metaboliziranje flavonoida i njihove u¢inke u organizmu (Walle i sur., 2003).

Nakon prolaska kroz jednjak uneseni polifenoli dospijevaju u zeludac. Iako se neki flavonoidi
zbog niskog pH i djelovanja bakterija mogu razgraditi do fenolnih kiselina, u kiselim
uvjetima zeludca uglavnom nema znacajnijih promjena (Weldin i sur. 2003). Flavonoidni
glikozidi stabilni su na hidrolizu u kiselim uvjetima Zeludca te nepromijenjeni dospijevaju u
tanko crijevo. In vitro istrazivanje pokazalo je da su flavan-3-olni oligomeri u rasponu od
dimera do dekamera izrazito nestabilni u uvjetima niskog pH kakav je prisutan u zeludcu.
Inkubacija procijanidina Zelu€anim sokom u rasponu od 10 minuta do 3 sata je uzrokovala
brzu razgradnju oligomera na epikatehinske monomerne i dimerne jedinice, ali i neke druge,
tijekom kasnijeg vremenskog perioda (Spencer, 2003). Premda su neka istrazivanja pokazala
da ne postoji cijepanje procijanidina u zeludcu, kemijska razgradnja procijanidina u in vitro
uvjetima pri niskom pH je dobro odredena; prema tome, ako je pH u Zeludcu dovoljno nizak,
procijanidini ¢e se brzo razgraditi do manjih flavan-3-olnih jedinica koje ¢e nakon toga uci u
tanko crijevo. Istrazivanja provedena u in vivo uvjetima pokazala su da ne dolazi ni do kakve
promjene u strukturi polimernih proantocijanidina u zeludcu tako da u tanko crijevo

dospijevaju nepromijenjeni (Manach i sur., 2004; Rzeppa i sur., 2012).

2.2.1.2. Metabolizam polifenola u tankom crijevu i jetri

Jetra 1 tanko crijevo (osobito jejeneum i ileum) su kljuéni organi odgovorni za razlicite
biotransformacije, Sto dovodi do nastanka razli¢itih konjugiranih oblika flavonoida. Medutim,
bubreg i druga tkiva takoder su ukljuceni u metabolizam flavonoida (Manach i sur., 2004).
Najvaznije metabolicke reakcije biotransformacije flavonoida jesu glukunoridacija,
sulfatacija, O-metilacija, oksidacija, redukcija i hidroliza (Rice-Evans, 2001) (Slika 13). Day i
sur. (2000) utvrdili su da te reakcije znatno utjeu na antioksidacijsko djelovanje flavonoida i
njihovu medureakciju s proteinima. Vaznost specifi¢nih reakcija konjugacije polifenola nije u

potpunosti objasnjenja i ovisi o prirodi supstrata i ingestirajucoj dozi (Manach i sur., 2004).

21



metilacija

- oksidacija
OH .
y
OH

glukuronidacija

sulfatacija

a0

OH o

Slika 13. Potencijalna mjesta biotransformacije i cijepanja prstena flavonoida (Rice-Evans,
2001).

Glavna metabolicka reakcija kojoj podlijezu flavonoidi je reakcija glukuronidacije. Sastoji se
od prijenosa glukuronske kiseline koja je vezana kao UDP-glukuronska kiselina na odredeni
supstrat mikrosomalnim enzimima uridin-5'-difosfat glukuronizil transferaze (UGT). UGT
porodica enzima pokazuje izuzetnu raznolikost u prepoznavanju supstrata i Katalizira
glukuronidaciju velikog broja funkcionalnih skupina (npr. -OH, -COOH, -NH,,-SH). Reakcija
se dogada na luminalnoj strani endoplazmatskog retikuluma, a pretpostavlja se da najvazniju
ulogu imaju UGT1A9 i UGT1A3, prisutne u crijevima i jetri (Chen i sur., 2008). Reakcija
glukuronidacije sluzi organizmu kako bi supstrate pojedinih metaboli¢kih putova ucinio bolje
topljivima u vodi. Smatra se da je 80% metabolickog puta flavonoida rezultat djelovanja
enzima UGT (Wu i sur., 2011b,c). Takoder je dokazano da je reakcija glukoronidacije
regiospecifi¢na i da uvelike ovisi o strukturi flavonoida (Zhang i sur., 2006; Wong i sur.,
2009; Wu i sur., 2011a,b,c; Tang i sur., 2012). Tako su flavonoidi sa supstituiranom OH
skupinom na prstenu B (hesperetin) manje podloZni glukuronidaciji, dok su oni s 3',4"-O-
dihihroksi (kateholnim) prstenom B predominantno transportirani u obliku glukuronida, a
intenzivno su glukuronidirani i oni s jednom OH skupinom na prstenu B. Tako je primjerice,
naringenin u seroznoj tekucini naden samo kao naringenin-7 glukuronid (Spencer, 2003).
Proces glukuronidacije je vrlo brz i u¢inkovitiji od procesa oksidacije posredovan citokromom
P450 (Otake i sur., 2002).
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Kemijska reakcija sulfatacije posredovana je sulfotransferazama (SULT), enzimima
odgovornim za kataliziranje sulfatacije flavonoida i mnogih lijekova. SULT1A1 i SULT1A2
su ukljuceni u sulfataciju fenolnih supstrata, dok su SULT1A1 i SULT1A3 odgovorni za
sulfataciju (-)-epikatehina (Vaidyanathan i Walle, 2003). S obzirom da se sulfatirani
flavonoidi vracaju natrag u crijevni lumen i nisu dobro apsorbirani, proces sulfatacije
flavonoida vazan je u razumijevanju bioloske raspolozivosti flavonoida (Barrington i sur.,
2009). Izmedu mnogih izooblika porodice enzima SULT, najvazniji izoenzim U Sisavaca,
ukljucen u metabolizam polifenola, kao $to su flavonoidi je SULT1A3 (Wu i sur., 2011a;
Meng i sur., 2012). U istrazivanjima koja su obuhvacala sulfataciju flavonoida, utvrdeno je da
se proces sulfatacije dogada uglavnom na polozaju C7-OH, a uklanjanje hidroksilne skupine
smanjuje ili inhibira proces sulfatacije (Wu i sur., 2011a; Meng i sur., 2012; Yang i sur.,
2012).

Razlika u enzimskoj kinetici glukuronidacije 1 sulfatacije istraZzena je na primjeru baikaleina
(Zhang i sur., 2006). lako se sulfatacija odvija uz veéi afinitet enzima prema supstratu,
kinetika sulfatacije ve¢ je pri manjem povecanju koncentracije supstrata inhibitorna. S druge
pak strane, glukuronidacija se odvija uz vecu ucinkovitost i kapacitet te je dominantan
metaboli¢ki put u Sirokom rasponu koncentracije supstrata i u jetri i u crijevima (Zhang i sur.,
2006). Na promjenu djelovanja flavonoida konjugacija utjece razli¢ito. Manach i sur. (2005)
su utvrdili su da sulfatni esteri i glukuronidi djelomice zadrzavaju antioksidacijsko djelovanje
te i dalje odgadaju in vitro oksidaciju niskomolekularnih lipoproteina. Medutim, istrazivanja
Zhanga i sur. (2006) su dokazala da glukuronidacija flavonoida smanjuje njihove bioloske
ucinke. Glukuronidi daidzeina i genisteina imaju 10 odnosno 40 puta nizi afinitet prema

estrogenim receptorima u usporedbi s pripadaju¢im aglikonima (Scalbert i sur., 2002).

O-metilacija flavonoida je uobicajena ksenobioticka transformacija u mikroorganizmima,
biljkama i sisavcima katalizirana O-metiltransferazama (OMT) (Hosny i sur., 2014). Flavan-
3-oli su u usporedbi s drugim flavonoidima podlozniji metilaciji u jejunumu, Sto je objasnjeno
specificnos¢u katehol-O-metiltransferaze (COMT) prema ovim spojevima. lako su glavni
metaboliti u seroznoj tekucini nakon perfuzije jejunuma s katehinom i epikatehinom
glukuronidi (na polozaju 5 i 7 prstena A), takoder su nadene visoke razine O-metil (uglavnom
3’-O-metil katehin) i O-metil-glukuronidnih formi. Procijanidni dimeri gradeni od
podjedinica flavan-3-ola u manjem se dijelu metiliraju u odnosu na nekonjugirane flavan-3-
ole jer je tijekom njihovog cijepanja metabolizam ograni¢en. U jetri se odvija daljna
metilacija katehina, kao i druge vrste konjugacijskih procesa.
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O-metilacija moZe smanjiti bioloSku aktivnost polifenola: antioksidacijsko djelovanje i u¢inak
na endotelnu funkciju (Spencer, 2003). Brza i potpunija metilacija apsorbiranih flavonoida
reducira izloZenost ishodi$nih flavonoida endotelu krvnih zila. Samo kod pojedinaca koji su
imali niZe razine 4-O-metil galne kiseline, predloZenog biljega O-metilacije flavonoida, doslo
je do poboljsanja endotelne funkcije nakon uzimanja ¢aja. Stoga varijabilnost u odgovoru
epitelne funkcije na flavonoide caja i prevenciji kardiovaskularnih bolesti moze biti

uzrokovana interindividualnim razlikama u O-metilaciji (Hodgson i sur., 2006).

Metilacija takoder moze utjecati na smanjenje toksic¢nosti flavonoida i opcenito polifenola.
Naime, vecina 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. Reakcija
metilacije kvercetina objasnjava izostanak karcinogenog djelovanja in vivo unato¢ dobro

definirane mutagenosti in vitro (Scalbert i sur., 2002).

Analogno metabolizmu lijekova i drugih stranih spojeva, u pocetku se smatralo da je
metabolizam polifenola posredovan oksidacijom enzimima citokroma P450 (CYP). Stoga su
se mnoga istrazivanja usredoto¢ila na medureakciju polifenola i CYP enzima, posebice
CYP1A1l CYP1A2 (Tsyrlov i sur. 1994; Lee i sur. 1998; Moon i sur. 2000). lako se
oksidacija odvija u manjoj mjeri u odnosu na reakcije konjugacije, ona moze utjecati na
biolosku aktivnost flavonoida (Otake i sur., 2002). Naime, i najmanje promjene u strukturi
flavonoida mogu znacajno utjecati na njihovo djelovanje u organizmu. Najées¢e se smanjuje
bioloSka aktivnost 1 ubrzava izluc¢ivanje, ali postoje dokazi i o nastajanju bioloski aktivnijih
spojeva. Tako hidroksilacijom i demetilacijom, reakcijama Kataliziranim CYP enzimima
mogu nastati polihidroksilirani spojevi s ja¢im antioksidacijskim djelovanjem od ishodisnih
molekula. Primjerice, hidroksilacijom kampferola i O-demetilacijom tamariksetina nastaje
kvercetin, ¢iji je prsten B zahvaljujuéi kateholnoj 3°,4" skupini pogodniji za delokalizaciju

elektrona od monohidroksilnog ili metoksilnog prstena B.

Nakon metabolizma polifenola i njihove apsorpcije u tankom crijevu, metaboliti polifenola
ulaze u sistemski optok krvi gdje se putem portalne vene transportiraju do jetre. Glavni
metaboliti pronadeni u portalnoj veni jesu uglavnom glukuronidi 1 metilirani glukuronidi.
Takoder je utvrdeno da ti polarni konjugati prolaze membranu hepatocita, te se dalje
modificiraju i u drugim razliitim tipovima stanica, a najce$¢a sudbina velikog dijela

metabolita je izluCivanje putem bubrega.
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2.2.1.3. Metabolizam polifenola u kolonu pod utjecajem crijevne mikroflore

Nakon reakcija glukuronidacije, sulfatacije i metilacije, metaboliti polifenola imaju dvije vrste
putova. Jedan put vodi metabolite polifenola u plazmu, koji se zatim izlu¢uju putem bubrega

u urin, a drugi put vodi do transporta u debelo crijevo.

U debelo crijevo dospijeva velik broj unesenih polifenola, uklju¢uju¢i one koji se nisu
apsorbirali u tankom crijevu (80-90%) i one polifenole koji su se apsorbirani i metabolizirani
(u jetri ili tankom crijevu), te potom transportirani natrag u lumen debelog crijeva izravno
pomoc¢u membranskih prijenosnika ili putem zuci. Debelo crijevo sadrzi bogatu mikrobiotu
(10** mikroorganizama/cm?®) koja ima veliku kataliticku i hidrolitidku sposobnost, §to dovodi
do razgradnje polifenola i nastajanja velikog broja novih metabolita (druga faza
metabolizma). Na taj nadin takoder nastaje enterohepaticko kruzenje i produzuje se vrijeme
zadrzavanja polifenola u organizmu. Velika varijabilnost u opsegu metabolizma u kolonu
odraz je inter- i intra- individualnih razlika u mikroflori na koju utjeu dob, stres, bolesti i
prehrana (Spencer, 2003; Aura, 2008; Cardona i sur., 2013; Ozdal i sur., 2016).

Enzimskom razgradnjom flavonoida u debelom crijevu nastaje veliki broj novih metabolita jer
za razliku od enzima ¢ovjeka, bakterijski enzimi mogu katalizirati mnoge reakcije ukljucujuci
hidrolizu, dehidroksilaciju, demetilaciju, cijepanje prstena i dekarboksilaciju, te brzu
dekonjugaciju (Scheline, 1991). Za razliku od enzima Covjeka, enzimi crijevne mikroflore
katalizira cijepanje flavonoidnog glavnog lanca na jednostavnije molekule kao Sto su fenolne
kiseline. Koli¢ina apsorpcije flavonoidnih metabolita u crijevu jo§ uvijek nije do kraja
razjaS$njena, pa je potrebno odrediti ulogu crijevne mikroflore na sveukupnu rasprostranjenost
1 mogucu bioaktivnost flavonoida u hrani. Nadalje, sve je viSe radova koji ispituju promjene
na crijevnoj mikroflori uzrokovane flavonoidima, a koji mogu imati utjecaj na sveukupno

zdravlje organizma (Lamuela-Raventés i sur. 2005).

2.2.2. BioraspoloZivost i apsorpcija polifenola

BioraspoloZivost se definira kao frakcija oralno primijenjene tvari koja se apsorbira i
dostupna je za fizioloSku aktivnost ili skladiStenje (Bohn, 2014). Najzastupljeniji polifenoli u
naSoj prehrani ne moraju nuzno biti oni s oni s najboljim bioraspolozivim profilom. Stoga,
nije toliko bitno znati zastupljenost pojedinog spoja u odredenoj hrani i dodacima prehrani

ve¢ je bitnije znati kolika koli¢ina je bioraspoloZiva. Premda odredeni spoj ima jake
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antioksidacijske ili druge bioloSke aktivnosti in vitro, ako spoj ne dode do ciljnih tkiva

njegova bioloska aktivnost in vivo je vrlo mala (D'Archivio i sur., 2010).

Razna istrazivanja usmjerena su na odredivanje koncentracije polifenola koji mogu biti
apsorbirani u sistemsku cirkulaciju nakon unosa u organizam (Adam i sur., 2002; Serra i sur.,
2010). Dosadasnja istrazivanja opisuju relativno nisku bioraspolozivost zbog slabe apsorpcije
u probavnom sustavu (Shivashankara i Acharya, 2010). Apsorpcija galne kiseline i izoflavona
je najbolja, nakon cega slijedi apsorpcija katehina, flavan-3-ola i kvercetin glikozida.
Proantocijanidi, galokatehini Caja i antocijana pokazuju najmanju apsorpciju (Slika 14)

(Rothwell i sur., 2013; Manach i sur., 2005).

proantocijanidini -
antocijani # flavonoli H flavanoni H flavan-3-oli H galna kiselina H izoflavoni
galokatehini

niska bioraspoloZivost visoka bioraspoloZivost

Slika 14. Kvalitativni pregled apsorpcije i bioraspolozivost polifenola (Manach i sur., 2005;
D' Archivo i sur., 2007; Viskupicova i sur., 2008)
S obzirom da polifenoli kao bioaktivne komponente iz biljnih izvora moraju imati odredenu
bioraspolozivost kako bi ispoljile bilo kakav u¢inak na organizam, potrebno je Siroko znanje o
njihovoj farmakokinetici da bi se utvrdio stvaran utjecaj dnevnog unosa tih komponenata na

zaStitu 1 poboljSanje zdravstvenog statusa.
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2.2.3. Farmakokinetika

Farmakokinetika proucava apsorpciju bioaktivhog spoja u krv, njegovu raspodjelu po
tjelesnim teku¢inama i tkivima, metabolizam i njegovo izluc¢ivanje kao i nastalih potencijalnih
metabolita, §to se zajedno opisuje skracenicom ADME (engl. Absorption, Distribution,

Metabolism and Excretion). Metabolizam i ekskrecija ¢ine zajedno eliminaciju (Slika 15).
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Slika 15. Vremenska promjena koncentracije bioaktivnog spoja u plazmi nakon primjene

Farmakokineticka analiza temelji se na pracenju vremenske promjene koncentracije
bioaktivnog spoja u krvnoj plazmi nakon njegove primjene u odredenoj dozi na odreden
nacin. Iz c-t krivulje (Slika 16) odreduju se farmakokineticki parametri na osnovi kojih se
odreduje ucestalost davanja bioaktivne tvari, doza i vrijeme:

e PovrSina ispod krivulje AUC (engl. Area Under Curve) — kao opseg apsorpcije i
sistemske raspolozivosti bioaktivnog spoja. Uzima se da je bioaktivna tvar koja se daje
direktno u venu ujedno 1 100 % raspoloZiva.

e Bioraspolozivost — sistemski dostupan udio bioaktivne tvari koja se daje oralno u
odnosu na direktnu vensku primjenu.

® Cmax - Najveca koncentracija bioaktivne tvari u plazmi nakon primjene.

o tnax — Vrijeme postizanja Cmax.

e k. - konstanta brzine eliminacije bioaktivne tvari.

e ty-poluvijek eliminacije (ty2 = In2/ke)
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Slika 16. Vremenska promjena koncentracije bioaktivnog spoja u plazmi nakon primjene s
farmakokineti¢kim parametrima

Nova istrazivanja donose neke nove poglede na bioraspolozivost polifenola. Czank i sur.
(2013) je proucavao bioraspoloZivost *Cs cianidin-3-glukozida, prikupljanjem uzoraka krvi,
mokraée, daha i fecesa u ljudi. Rezultati su pokazali drugaciju bioraspolozivost antocijanina
od prethodnih istrazivanja (12,3+1,3%), te da su njegovi metaboliti prisutni u cirkulaciji za
<48 h nakon unosa. Istrazivanjima je utvrdeno da doza unosa polifenola ima vazan utjecaj na
bioraspolozivost. Naime, ve¢e doze mogu imati razli¢it u¢inak od niZe unesenih doza
polifenola. Dokazano je da klorogenska kiselina iz kave ima manju bioraspolozivost kad se
konzumira u ve¢im dozama (Stalmach i sur., 2014). Nadalje, hranjive tvari poput
bjelancevina, ugljikohidrata i lipida koji okruZzuju polifenole unutar probavnog sustava

takoder imaju veliki utjecaj na bioraspoloZivost polifenola.

Istrazivanja bioraspolozZivosti nisu jednostavna buduc¢i da brojni Cimbenici utjeCu na
apsorpciju i bioraspolozivost unesenih polifenola u tankom crijevu. Mozemo ih podijeliti u
dvije osnovne skupine: fitokemijski poput strukture molekula, lipofilnosti, pKj, i topljivosti te
bioloski u koje ubrajamo pH lumena, permeabilnost membrane i uc¢inak prvog prolaska kroz
jetru (Spencer, 2003). Pri tom najveci utjecaj na intestinalnu apsorpciju pokazuju strukturalni
parametri polifenolne komponente poput molekulske mase, glikozilacije i esterifikacije
(Scalbert i sur., 2002).
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Molekulska masa vazan je ¢imbenik koji utjeGe na apsorpciju, a time i bioraspoloZivost
odredenih polifenola. Poveéanjem molekulske mase smanjuje se mogucénost apsorpcije u
tankom crijevu. Iz tog razloga visokomolekularni proantocijanidini (kondenzirani tanini,
spojevi gradeni od podjedinica flavan-3-ola) gotovo uopcée nisu apsorbirani u tankom crijevu.
Kao takvi, nepromijenjeni proantocijanidi ulaze u debelo crijevo gdje se metaboliziraju pod
utjecajem crijevne mikroflore, a njihovi metaboliti se apsorbiraju u cirkulaciju i izlucuju
putem urina (Williamson i Clifford, 2010). Prema tome, slaba apsorpcija proantocijanidina bi
mogla biti znacajna za postizanje lokalnog ucinka na sluznicu crijeva ili pri djelovanju
fenolnih kiselina koje nastaju razgradnjom enzimima crijevne mikroflore. Suprotno
navedenom, Shoji i sur. (2006) utvrdili su postojanje oligomernih proantocijanidina jabuke i
slobodnih procijanidina u krvnoj plazmi Stakora mjerenih 2 sata nakon unosa. lako je
apsorpcija proantocijanida bila sporija u odnosu na flavan-3-ole i druge polifenole, zakljucili
su da se oligomerni proantocijanidi apsorbiraju u tankom crijevu i nisu bili degradirani u

spojeve nize molekulske mase (Shoji i sur., 2006).

U hrani vecina polifenola postoji u glikolizidnoj formi, povezani sa Se¢ernom grupom. U
ovakvoj prirodnoj formi oni se, u pravilu, ne mogu apsorbirati te moraju biti hidrolizirani
putem intestinalnih enzima ili crijevne mikroflore. Antocijani predstavljaju iznimku jer se
intaktni glikozidi mogu apsorbirati i detektirati u cirkulaciji (Velayutham i sur., 2008; Bulotta
i sur., 2014). Apsorpcija polifenola moze jako varirati izmedu razli¢itih skupina polifenola,
kao 1 medu razli¢itim konjugatima istog spoja. Tako apsorpcija nekih flavonoidnih glikozida
moze biti brza, ali 1 vrlo spora §to utjeCe na bioraspolozivost polifenola. Prema tome, stupanj
glikolizacije 1 tip Secerne jedinice znatno utjece na apsorpciju pojedinih flavonoida u tankom
crijevu, izuzev flavan-3ola koji u hrani nisu prisutni u obliku glikozida (Morand i sur., 2000;
Karakaya, 2004; Crozier i sur., 2010, Arrts i sur., 2009). Tako je istrazivanjem u Stakora i
svinja dokazano da se kvercetin-3-O-f-glukozid bolje apsorbira od rutina (ramnoglukozida
kvercetina) pa ¢ak i od pripadajuc¢eg aglikona (Hollman i sur., 1999). Slaba apsorpcija
ramnoglukozida kvercetina pripisana je mikrobnoj deglikolizaciji i smanjenoj koncentraciji
ramnozidaza u dvanaesniku (Morand i sur., 2000; Cermak i sur., 2003). lako su polifenolni
glukozidi opcenito preniske lipofilnosti da bi mogli pasivno difundirati kroz bioloske
membrane poput aglikona, dva su mehanizma koja objasnjavaju bolju apsorpciju kvercetin-O-
3-p-glukozida u odnosu na aglikon kvercetin. U prvi je ukljucen membranski prijenosnik
SGLT-1 (o natriju ovisan glukozni prijenosnik). Njime se glukozidi transportiraju u lumen

enterocita gdje su potom supstrati za citosolnu -glukozidazu (CBG) Siroke specifi¢nosti. U
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drugi mehanizam uklju¢ena 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 17) (Scalbert i sur.,
2002; Németh i sur., 2003).

e e e GLUT2 - = 3 [1] PP-Gly
v .
PP-Gly e

> (2] PP-Gly
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PP-Gly PP PP-met — , PP-met

Slika 17. Model apsorpcije polifenola. Kratice: PP-polifenol aglikon; PP-Gly, polifenol
glikozid; PP-met, polifenol metabolit
Utjecaj Secerne komponente istraZivan je 1 na primjeru cijanidina i peonidina ¢iji glukozidi
pokazuju znacajno veéu ucinkovitost transporta od galaktozida (Yi i sur., 2006). Prijenosnik
monokarboksilata (MCT) ukljucen je u apsorpciju epikatehin galata (ECG), flavonoidnog
spoja iz podskupine flavan-3-ola koji u prirodi ne dolaze u obliku glikozida. Zahvaljujuéi tom
prijenosniku nakupljanje katehina iz ¢aja u epitelnim stanicama probavnog sustava moglo bi
biti odgovorno za njihov farmakoloski uc¢inak (Vaidyanathan i Walle, 2003). Isti prijenosnik
ima ulogu u apsorpciji jednostavnih fenolnih kiselina, koje se uz to jo§ transportiraju i

paracelularnim putem.

Na smanjenu apsorpciju flavonoida, a time i1 smanjenu bioraspolozivost znatno utjecu
membranski proteini iz ABC porodice (engl. ATP-binding cassette) koji se nalaze na

apikalnim i1 bazalnim membranama epitelnih stanica (Morris i Zhang, 2006). Najznacajniji
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medu njima jesu proteini viSestruke otpornosti na lijekove; prvi otkriveni prijenosnik u
eukariota bio je MDR1 (od engl. Multidrug resistance protein 1, ABCB1, P-gp) te potom
otkri¢a drugih prijenosnika povezanih s viSestrukom rezistencijom na lijekove, MRP1 (od
engl. Multidrug-resistance associated protein 1, ABCC1), te BCRP (od engl. Breast cancer
resistance protein, ABCG2) koji glikozide, ali i konjugate nastale u enterocitima
transportiraju nazad u lumen crijeva (Vaidyanathan i Walle, 2003; Tian i sur., 2006a).
Intestinalnu apsorpciju takoder smanjuje esterifikacija. Katehini koji su esterificirani s galnom
kiselinom, kafeinska kiselina s kina kiselinom (klorogenska kiselina) (Lafay i sur., 2006) i
ferulinska vezana za arabinoksilane iz stani¢ne stijenke biljaka, pokazuju znatno manju

bioraspolozivost od pripadajucih slobodnih oblika (Adam i sur., 2002).

2.3. OKSIDACIJSKI STRES I ANTIOKSIDACIJSKO DJELOVANJE POLIFENOLA

2.3.1. Slobodni radikali i oksidacijski stres

Molekulski kisik je neophodan za zivot aerobnih organizama, a sastavni dio aerobnog
metabolizma ukljucuje i stvaranje slobodnih radikala. Slobodni radikali su atomi ili molekule
koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj elektronskoj ljusci. Ti nespareni
elektroni su proton akceptori ili donori drugim molekulama. Upravo to je razlog koji ih ¢ini
vrlo nestabilnim i visoko reaktivnim, pri ¢emu reagiraju S anorganskim i organskim spojevima
(Cheeseman i Slater, 1993). Slobodni radikali nastaju u redukcijsko-oksidacijskim reakcijama
stanice, fizioloSkim procesima poput oksidacijske fosforilacije u mitohondriju, apsorpcijom
energije zraCenja, oksidacije masnih Kkiselina u peroksisomima, fagocitoze i dr. (Lee i Wei,
2000). Isto tako mogu nastati kao posljedica ionizirajueg zracenja, enzimatskih oksidacija i
autooksidacijom kemjskih spojeva, u prvom redu tiola, oksihemoglobina i hidrokinona.
Prilikom tih reakcija dolazi do redukcije molekulskog kisika, a kao produkt nastaju
superoksidi uz prisutvo prijelaznih metala (Ashor i sur., 2014). Slobodne radikale ne
predstavljaju samo reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species, ROS), ve¢ i drugi
oksidansi poput reaktivnih duSikovih radikala (engl. reactive nitrogen species, RNS),
sulfatnih radikala i drugih (Tablica 4).
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Tablica 4. Reaktivne vrste (ROS, RNS) koji doprinose nastanku oksidacijskog stresa”

Naziv tvari OB Obiljezje
formula
Nestabilna vrsta, signalna uloga,
Superoksidni anion 03 sinaptic¢ka plasti¢nost, produkt mnogih
antioksidacijskih reakcija
Vrlo reaktivna i nestabilna vrsta, stvara
Hidroksilni radikal HO- se u Fentonovoj i Haber-Weissovoj
= reakciji uz zeljezo kao katalizator
4
E Alkoksi radikal RO- Organski (lipidni) radikal
] ] Nastaje iz organskog hidroperoksida
Peroksil radikal ROO- o ]
(ROOH), uklanjanjem vodika
) o ) Okoli$ni toksin, endogena signalna
Dusikov oksidni radikal ‘NO
molekula
Radikal dusikova dioksida ‘NO, Vrlo reaktivna vrsta, okoli$ni toksin
. . Stani¢na toksic¢nost, signalna uloga,
Vodikov peroksid H,0, . ) ) ]
generacija drugih slobodnih radikala
= ] o Reaktivna vrsta Kisika i klora, enzimski
= | Hipokloritni anion OCI~ ) . _
'§ generiran mijeloperoksidazom
2 | Singletni kisik 0, Prvi ekscitirani oblik ksika
e
= | Ozon 0, Okolini toksin
=]
g Nestabilni, lako se raspadaju u radikale,
E' Organski hidroperoksid ROOH pa sluZe kao katalizatori radikalske
§ reakcije
)Qd)m-) Peroksinitrit ONOO~ Vrlo reaktivna vrsta, okolisni toksin
L . Okolisni toksin, ukljucuje derivate NO i
Dusikovi oksidi NOy - )
‘NO; nastale u procesu sagorijevanja

“preuzeto od Ashor i sur. (2014)

U svrhu obrane od oksidacijskih oStecenja organizam je tijekom evolucije razvio kompleksan
antioksidacijski sustav koji pomaze u oCuvanju homeostaze organizma (Beattie, 2006). U

slu¢aju neravnoteze dolazi do oksidacijskog stresa (Lobo i sur., 2010).
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Oksidacijski stres je pojam koji se odnosi na neravnotezu izmedu stvaranja oksidansa i
antioksidacijskog obrambenog sustava organizma, sto dovodi do potencijalnog ostecenja tkiva
I organa (Sies, 1991; Betteridge, 2000). Oksidacijski stres je povezan s procesom starenja i
razli¢itim kroni¢nim oboljenjima kao S§to su ateroskleroza i dijabetes, dok je prehrana vocem i
povréem bogatim s antioksidansima kao $to su polifenoli, vitamin C i karotenoidi povezana sa
smanjenim rizikom pojave takvih kroni¢nih oboljenja (Maruyama i Iso, 2014). U najbitnije
stani¢ne izvore oksidacijskog stresa ubrajamo stvaranje ROS prilikom nepotpune redukcije
kisika u respiratornom lancu mitohondrija kao i obrambeni sustav organizma koji ukljucuje
oksidacijski prasak posredovan NADPH oksidazom pri ¢emu nastaju superoksidni radikali i

mijeloperoksidaze $to dovodi do stvaranja hipokloritne kiseline (Lovri¢ i sur., 2008).

Reaktivne kisikove vrste doprinose odrZzavanju homeostaze u organizmu sudjelujuéi u
fizioloskim reakcijama i stani¢nim funkcijama, ali takoder mogu u odredenim uvjetima
dovesti do oStecenja stanica. U stanicama organizma, na molekularnoj razini, slobodni
radikali djeluju razliito pri razli¢itim koncentracijama: pri niskim koncentracijama imaju
pozitivan uc¢inak jer sudjeluju u medustani¢nom signaliziranju i obrani od patogena, dok
visoke koncentracije mogu modificirati proteine, oStetiti DNA i stani¢ne transkripcijske
elemente, te inicirati lancanu reakciju koja uzrokuje lipidnu peroksidaciju (Saadatian-Elahi i
sur., 2009). U slucaju oStecenja proteina, nastaju oksidirani oblici proteina koji, iako se brzo
uklanjaju kao funkcionalno inaktivni, mogu takoder postepeno akumulirati i pridonijeti
oStecenjima povezanim s razliCitim bolestima (Kehrer i Lund, 1994). ROS takoder mogu
oksidirati DNA baze. Oksidirani oblik DNA nastao na ovakav nacin, ima za posljedicu
nastanak mutacija 1 razvoj kancerogeneze. Ovim promjenama naroCito je podlozna
mitohondrijska DNA jer nije zaSti¢ena histonima (Sto je slucaj s jezgrinom DNA), a nalazi se
u okruzenju koje se smatra glavnim izvorom kisikovih vrsta (Yu, 1994). Lipidna
peroksidacija (LPO) nastaje reakcijom ROS-a s lipidima membrane, koje su sastavni dio
stani¢énih membrana i1 kao takve imaju vaznu strukturalnu i funkcionalnu ulogu u stanici.
Peroksidacija lipida neizbjezno mijenja i oStecuje lipidnu molekularnu strukturu. Osim toga,
LPO je glavni izvor ostalih citotoksi¢nih produkata. Produkti LPO (malondialdehid 1 4-
hidroksinon-2-enal) su bioloski aktivni i mogu djelovati na razne stani¢éne komponente,

ukljuéujuc¢i membrane i enzime (Ayala i sur., 2014).
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2.3.2. Antioksidansi i antioksidacijsko djelovanje polifenola

Antioksidansi su molekule koje inhibiraju oksidaciju drugih molekula time S$to se same
oksidiraju u reakciji s visokoreaktivnom molekulom poput slobodnog radikala. Njihova
fizioloSka uloga ocituje se u prevenciji oSte¢enja stanicnih komponenti uslijed kemijskih
reakcija slobodnih radikala. Glavni mehanizmi koje antioksidansi pokazuju ukljucuju
redukciju metala poput Zeljeza i bakra, vezanje slobodnih radikala doniranjem elektrona ili
protona, kreiranje kompleksa s metalnim prooksidansima (keliranje metala), vezanje
singletnog kisika te stimuliranje aktivnosti antioksidacijskih enzima. Prvi je mehanizam
razbijanja lanca prema kojem primarni antioksidans donira elektron slobodnom radikalu
prisutnom u sustavu. Drugi mehanizam ukljucuje uklanjanje reaktivnih kisikovih spojeva
(ROS) i reaktivnih dusikovih vrsta (RNS) uklanjajuéi katalizator koji zapocinje lananu

reakciju (Lobo i sur., 2010; Sahari i Berenji, 2015).

Prema prirodi antioksidansi se mogu podijeliti u dvije velike kategorije, enzimske i
neenzimske antioksidanse. Neki od njih proizvode se endogenim putem (enzimi,
niskomolekularni antioksidansi i enzimski kofaktori), dok se neenzimski antioksidansi
uglavnom unose putem prehrane (Bunaciu i sur., 2015). Enzimski antioksidacijski sustav
obrane ukljucuje antioksidacijske enzime poput superoksid-dismutaze, glutation-reduktaze,
katalaze i ostale enzime koji imaju klju¢nu ulogu u detoksifikaciji radikala u nereaktivne
molekule (Van der Oost i sur., 2003; Lotito i sur., 2011; Birben i sur., 2012) (Slika 18). U
fizioloskim uvjetima ovi enzimi zadrzavaju nisku koncentraciju radikala u stanici i njihova
aktivnost regulirana je preciznim mehanizmima na molekularnoj razini. Svi ovi enzimi su
bitni za odrzanje homeostaze izmedu oksidacijskog i antioksidacijskog kapaciteta kao i za

preZivljavanje svih aerobnih organizama.
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Slika 18. Izvori i generacija razlicitih reaktivnih kisikovih vrsta. Kratice: CAT, katalaza; GPx,
glutation peroksidaza; GR, glutation-reduktaza; SOD, superoksid dismutaza; RH, lipidna
membrana; R., alkilni radikal (Ajuwon i sur., 2017).

Neenzimski antioksidansi obuhvacaju prirodne endogene produkte stanice, hranjive egzogene
tvari 1 sinteticke produkte. Neenzimski antioksidansi uklju¢uju polifenole, vitamine,
karotenoide, organosulfatne spojeve, minerale, glutation, albumin, metalotionein, transferin,
urate, bilirubin, ceruloplazmin, koji, obzirom na razli¢itu strukturu i afinitet, ostvaruju i

razli¢ite mehanizme djelovanja antioksidacijske zastite (Bunaciu i sur., 2015) (Slika 19).
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[ ANTIOKSIDANSI }

Enzimski Neenzimski
antioksidansi antioksidansi
Primarni enzimi Minerali Vitamini
SOD, katalaza, cink, selen vitamin A, vitamin C,
glutation peroksidaza vitamin E, vitamin K
Karotenoidi Organosumporni
Sekundarni enzimi B-karoten, likopen, spojevi
glutation reduktaza, lutein, zeaksantin alicin, indoli
glukoza-6-fosfat
dehidrogenaza
Niskomolekluarni Kofaktori
antioksidansi antioksidansa
glutation, urinska koenzim Q10
kiselina

Polifenoli

Slika 19. Podjela antioksidansa (Bunaciu i sur., 2015)

Polifenoli mogu djelovati kao antioksidansi na nekoliko nacina. Najucinkovitiji su kada
neutraliziraju slobodne radikale i tako prekidaju lancanu reakciju slobodnog radikala.
Polifenol kao antioksidans mora zadovoljiti dva uvjeta:
1) kada je prisutan u maloj koncentraciji u odnosu na tvar podloznu oksidaciji, mora bitno
usporiti ili sprijeciti reakciju oksidacije,
i) iz njega nastali radikal mora biti stabilan da ne bi poticao lancanu reakciju (Halliwell i
sur., 1995).
Radikali se obicno stabiliziraju premjeStanjem elektrona, stvaranjem intramolekularnih
vodikovih veza ili daljnjom reakcijom s drugim lipidnim radikalom (Shahidi i Wanasundara,
1992).

Antioksidacijsko djelovanje polifenola u neutraliziranju slobodnih radikala obuhvaca prijenos
vodikovog atoma iz aktivne hidroksilne skupine polifenolnog spoja na slobodni radikal (Ar-
OH+R- — Ar-O- + RH) (Di Meo i sur., 2013). Za prikazanu reakciju, Di Meo i sur. (2013)

predlozili su ¢etiri mehanizma koji su prikazani na Slici 20.
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Slika 20. Polifenolna aktivnost uklanjanja slobodnih radikala mehanizmima prijenosa
vodika.Kratice: R-, slobodni radikal; Ar-OH, fenolni spoj. (Di Meo i sur., 2013).

Antioksidacijski potencijal polifenola ovisi o kemijskoj strukturi molekule, odnosno o
fenolnoj strukturi od koje potjeCu antioksidacijske sposobnosti. Glavne strukturne znacajke
polifenola vazne za sposobnost neutraliziranja slobodnih radikala jesu: hidroksilne skupine,
O-metilacija, 2-3 dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto skupinom, glikozidacija, te stupanj
polimerizacije (Yang i sur., 2012).

Hidroksilne grupe

Pretpostavlja se da antioksidacijsku aktivnost flavonoida uglavnom odreduje raspored
supstituenata. Antioksidacijska aktivnost vecine polifenolnih antioksidansa ovisi o rasporedu i
ukupnom broju hidroksilnih skupina (Cao i sur., 1997; Burda i Oleszek, 2001; Chen i sur.,
2002; Leopoldini i sur., 2011). Na sposobnost flavonoida pri neutraliziranju reaktivnih vrsta
kisika najviSe utjecu hidroksilne grupe na B prstenu. Doniranjem vodikova atoma i elektrona
hidroksilnim i peroksidnim radikalima dolazi do njihove stabilizacije, a ujedno nastaje i
relativno stabilni flavonoidni radikal. Izmedu strukturnih homologa flavona i flavonona,
neutraliziranje peroksil i hidroksil radikala, povecava se s ukupnim brojem OH- grupa (Cao i

sur., 1997).

3’4’-katehol struktura B prstena pojacava inhibiciju oksidacije lipida. Takva struktura je

najznacajnija odlika polifenola u neutraliziranju peroksil (Cao i sur., 1997; Dugas i sur.,
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2000), superoksid i peroksinitril radikala (Haenen i sur., 1997). Na primjer, iako i luteolin i
kampferol imaju jednaku hidroksilnu konfiguraciju, luteolin ima jacu sposobnost vezanja
peroksil radikala od kempferola zbog toga $to kampferol nema B prsten katehola (Van Acker
i sur., 1996). Neutraliziranje peroksinitril radikala pomocu katehina takoder se pripisuje B
prstenu katehola (Kerry i Rice-Evans, 1999). Oksidacija flavonoida se odvija na B prstenu
katehola te nastaje stabilan o-semikinon radikal. Flavoni kojima nedostaje kateholna ili o-
trihidroksil struktura tvore vrlo nestabilne radikale i slabi su neutraliziranju slobodnih

radikala.

Vaznost drugih hidroksilnih grupa je manje razjasnjena, ali osim $to povecava ukupni broj
OH- grupa, A prsten vrlo malo doprinosi antioksidacijskoj aktivnosti. Heterociklicki dio
flavonoida doprinosi antioksidacijskoj aktivnosti tako $to osigurava prisutnost slobodnih OH-
grupa i omogucéava konjugaciju izmedu aromatskih prstenova. S obzirom da su halkoni
aktivni antioksidansi, zatvoreni C prsten nije neophodan za aktivnost flavonoida (Matthiesen i
sur., 1997). Neutraliziranje slobodnih radikala pomoc¢u flavonoida jako ovisi i 0 slobodnoj 3-
OH- grupi (Burda i Oleszek, 2001), tako da je utvrdeno da flavonoidi koji imaju slobodnu 3-
OH- grupu i1 3’,4’-katehol strukturu posjeduju 10 puta jacu sposobnost neutraliziranja
slobodnih radikala. Superiornost kvercetina u inhibiciji oksidativnih oSte¢enja, bez obzira jesu
li ona uzrokovana djelovanjem metala ili ne, pripisuje se slobodnoj 3-OH- grupi koja ujedno i
povecava stabilnost radikala flavonoida. Zakretni kut B prstena s obzirom na ostatak molekule
flavonoida, takoder snazno utjeCe na antioksidacijsku aktivnost. Flavonoli i flavan-3-oli
posjeduju slobodnu 3-OH- grupu i planarne su strukture za razliku od flavona i flavanona.
Planarnost molekule omoguc¢uje konjugaciju, premjeStanje elektrona i povecanje stabilnosti

flavonoid fenoksil radikala (Van Acker i sur., 1996; Heim i sur., 2002).

O-metilacija

Razlika u antioksidacijskoj aktivnosti izmedu polihidroksiliranih 1 polimetoksiliranih
flavonoida uglavnom je zbog razlike u hidrofobnosti i molekularnoj planarnosti. Kvercetin
snazno neutralizira peroksidne radikale, a zatim slijede njegovi O-metilirani i O-glikozidirani
derivati (Dugas i sur., 2000). Smanjenje antioksidacijske aktivnosti O-metiliranjem (Arora i
sur., 1998; Dugas i sur., 2000; Burda i Oleszek, 2001) moze se objasniti efektom narusavanja
planarnosti. lako se odnosom metoksilnih i hidroksilnih supstituenata ne moze predvidjeti
flavonoidna sposobnost neutraliziranja radikala, prsten B je djelomi¢no osjetljiv na polozaje

metoksilnih grupa. Prostorne smetnje kateholne strukture s 4’-O-metiliranjem znacajno
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smanjuju antioksidacijsku sposobnost (Dugas i sur., 2000). Opcenito, utjecaj O-metiliranja
ovisi o metodi odredivanja antioksidacijske aktivnosti, tipu radikala koji se koristi i slucaju
kada tvar koja se oksidira ima strukturu lipida jer tada lipofilnost pridonosi ukupnoj

antioksidacijskoj aktivnosti (Heim i sur., 2002).
2,3-dvostruka veza i 4-keto-skupina

Utvrdeno je da postojanje 2,3-dvostruke veze zajedno s 4-keto-skupinom povecava
sposobnost vezanja slobodnih radikala. Konjugacija dvostrukih veza izmedu prstena A i B
omogucuje rezonancijsku stabilizaciju preko veceg broja aromatskih jezgara, Sto povecava
stabilnost flavonoidnih radikala. Pretpostavka da su flavan-3-oli ja¢i u neutraliziranju
slobodnih radikala nego flavoni (Van Acker i sur., 1996; Rice-Evans i sur., 1996) moze se
pripisati ve¢em broju hidroksilnih skupina i hidroksilnoj skupini u polozaju 3-. Premda se u
obzir moraju uzeti i drugi strukturni elementi, sposobnost neutraliziranja slobodnih radikala

flavonoidima je poveéana kada su prisutna oba elementa (Leopoldini i sur., 2004).
Glikozilacija

Aglikoni su potencijalno jaci antioksidansi od odgovarajuéih glikozida (Yu i sur., 2012; Ratty
i Das, 1988; Gao i sur., 1999). Dokazano je da se antioksidacijska aktivnost glikozida
flavonola iz ¢aja smanjuje kako se broj glikozidnih jedinica povec¢ava (Plumb i sur., 1999).
Osim same prisutnosti 1 ukupnog broja glikozidnih skupina vaznu ulogu ima i polozaj u
kojem se nalazi pojedina skupina, kao i struktura Secera. Uobicajeno je da su glikozidne
jedinice vezane na 3- ili 7- poziciji, ali vezivanje SeCera na A prsten rezultira veéim
smanjenjem aktivnosti nego 3-glikozilacija. Glikozilacija, kao i O-metilacija, narusava
planarnost B prstena u odnosu na ostatak molekule flavonoida i smanjuje sposobnost
premjestanja elektrona (Bors i sur., 1990; Van Acker i sur., 1996). lako su glikozidi slabiji
antioksidansi od aglikona (Kroon i Williamson, 1999; Burda i Oleszek, 2001)
bioraspolozivost se ponekad pojacava prisustvom glukoze (Hollman i sur., 1999). Osim §to
Secer zauzima slobodnu hidroksilnu skupinu neophodnu za vezanje radikala, Se¢er smanjuje
planarnost B prstena i/ili mijenja hidrofilnost molekule $to rezultira promjenom dostupnosti

za radikale lipida.

Stupanj polimerizacije

Antioksidacijska aktivnost polimernih flavonoida nije do kraja objaSnjena. Procijanidni

dimeri i trimeri su uéinkovitiji nego monomeri kada su u pitanju superoksid anioni (Vennat i
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sur., 1994). Tetrameri su u¢inkovitiji nego trimeri kada su u pitanju peroksinitril i superoksid
radikali, dok heptameri i heksameri su znatno u¢inkovitiji od trimera i tetramera (Vennat i
sur., 1994; Arteel i Sies, 1991). Cini se da osim do odredenog stupnja polimerizacije dolazi i

do povecanja ucinkovitosti tj. antioksidacijske aktivnosti.

2.4. FIZIOLOSKI UCINCI POLIFENOLA

2.4.1. Sinergizam djelovanja polifenola

Utvrdeno je da polifenoli mogu iskazivati razli¢ita sinergijska djelovanja Sto doprinosi
njihovim terapeutskim ciljevima. Sinergija je pojam koji opisuje uzajamno komplementarno
djelovanje dviju komponenti, ¢iji je zajednicki ucinak veéi od zbroja ucinaka pojedinih
komponenti. Tako se sinergijski ucinak antioksidacijskog djelovanja fizioloskih
antioksidanata poput vitamina C 1 E vidi iz primjera povecanja antiproliferativnog ucinka
kvercetina u interakciji s askorbinskom kiselinom. Taj povecani ucinak povezan je s
moguénoscu askorbinske kiseline da =zastiti polifenol od oksidacijske degeneracije
(Kandaswami i sur., 1993). Sinergijski u¢inak primijecen je i kod unosa kvercetina i katehina
u smanjivanju daljnjeg zgruSavanja krvi, $to ukazuje na to da su polifenoli ucinkovitiji u

kombinaciji (Shivashankara i Acharya, 2010).

Istrazivanja dokazuju da je inhibicija stvaranja 1 rasta tumora ucinkovitija primjenom
kombinacije razli¢itih polifenola ¢ak i pri znatno nizim koncentracijama u odnosu na tretman
jednim polifenolim spojem (Lila, 2004; De Kok i sur., 2008; Fantini i sur., 2015;
Lewandowska i sur., 2014). Sinergijsko djelovanje polifenolnih pripravaka dodatno dovodi do
istodobnog utjecaja na razliite putove bolesti, §to doprinosi brZzem i u¢inkovitijem lije¢enju
(De Kok i sur., 2008). Pojedini biljni ekstrakti, koriSteni kao mjeSavina raznih vrsta fenolnih i
nefenolnih spojeva posjeduju znacajna antitumorska svojstva, medutim ta svojstva se ne
mogu strogo pripisati odredenom spoju, nego to svojstvo predstavlja njihovo sinergijsko
djelovanje (De Kok i sur., 2008; Lewandowska i sur., 2014). Nadalje, brojna istrazivanja
naglaSavaju da je upravo interakcija samih polifenola presudna za blagotvorne ucinke
polifenola u smanjenju rizika od raznih degenerativnih bolesti (Fantini i sur., 2015;

Lewandowska i sur., 2014).
2.4.2. Prooksidacijsko djelovanje polifenola

Neki polifenolni spojevi, osim vrlo korisne antioksidacijske aktivnosti, mogu pod odredenim

uvjetima pokazivati i negativno prooksidacijsko djelovanje (Azam i sur., 2004; Bouayed i
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Bohn, 2010; Dai i Mumper, 2010). Naime, umjesto da antioksidans zavr$i lan¢anu reakciju
slobodnog radikala na nacin da reagira s idu¢im slobodnim radikalom, fenoksi radikal moze
reagirati s kisikom 1 stvoriti $tetne spojeve poput semikinona i kinona (P=0), superoksidnog
anion (-03) i vodikovog peroksida (PO- + O, — P=0 + -03;) (Cotelle, 2001; Rasmussen i
sur., 2005; Halliwell, 2008; Dai i Mumper, 2010). lon prijelaznog metala poput dvovalentnog
iona bakra takoder moze inducirati prooksidacijsko djelovanje fenolnog spoja koje je
proporcionalno ukupnom broju hidroksilnih skupina. Glikozidacija i metiliranje hidroksilnih
skupina smanjuju prooksidacijsko svojstvo fenolnog spoja (Cao i sur., 1997). Prooksidacijsko
djelovanje polifenolnih spojeva uglavnom se ocituje u odredenim uvjetima, koji omogucuju
njihovu autooksidaciju, primjerice visoka koncentracija antioksidansa, visoki pH s visokom
koncentracijom redoks-aktivnih prijelaznih metala i prisutnom molekulom kisika (Halliwell,
2008).

2.5. MEDUREAKCIJE POLIFENOLA I MAKRONUTRIJENATA

Sve veci broj istrazivanja opisuje medureakcije izmedu polifenola i molekula iz hrane (lipidi,
proteini, ugljikohidrati), te da te medureakcije mogu imati znacajan utjecaj na

bioraspolozivost i biolosku ulogu polifenola u organizmu.
2.5.1. Medureakcije polifenola i proteina

Postoje brojna istraZivanja koja opisuju medureakcije polifenola i proteina. Mnoga fizioloska
i tehnoloska in vitro istrazivanja dokazala su da se proteini mogu vezati na polifenole (Arts i
sur., 2002; Rawel i sur., 2006; Arts i sur., 2009; Frazier i sur., 2010; Shpigelman i sur., 2010;
Yuksel i sur., 2010; Hasni i sur., 2011; Kanakis i sur., 2011; Von Staszewski i sur., 2012;
Nagy i sur., 2012; Stojadinovic i sur., 2013), te da su te medureakcije uglavnom hidrofobne
nekovalentne medureakcije stabilizirane vodikovim vezama (Yuksel i sur., 2010).
Nekovalentne medureakcije ukljucuju hidrofobne medureakcije, Van der Waalsove sile,
vodikove veze i ionske medureakcije. Nekovalentne medureakcije slabije su od kovalentne
veze i uvijek su reverzibilne (Nagy i sur., 2012). Jedan od najéeSce istrazivanih sustava
medureakcije polifenola i proteina je sustav ¢aja i mlijeka. Caj kao jedno od najpopularnijih
pic¢a na svijetu, Cesto se pije s mlijekom. Glavni protein koji se nalazi u mlijeku je kazein. In
vitro istrazivanjem utvrdeno je hidrofobno vezanje polifenola iz zelenog ¢aja na mlijec¢ni
protein kazein (Yuksel i sur., 2010). Drugim in vitro istrazivanjem utvrdeno je da je

interakcija izmedu polifenola iz zelenog ¢aja s a- 1 f-kazeinom hidrofilna i hidrofobna s time
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da hidrofobna interakcija prevladava (Hasni i sur., 2011). Takoder je dokazano da nekoliko
aminokiselinskih ostataka sudjeluje u nastanku interakcija polifenola i proteina (Hasni i sur.,
2011).

Pojedina istrazivanja proucavala su utjecaj medureakcije polifenola i proteina na
bioraspolozivost polifenola. Ranija istraZivanja opisala su minimalne uéinke. Schramm i sur.
(2003) proucavali su utjecaj medureakcije proteina i polifenola (katehina iz kakaa) u ljudi.
Utvrdili su da medureakcije proteina i polifenola pokazuju minimalne u¢inak na apsorpciju
polifenola. U istrazivanju koje su proveli in vivo, na ljudskim dobrovoljcima, Van het Hof i
sur. (1998) utvrdili su da dodatak mlijeka u zeleni 1 crni Caj ne utjeCe na bioraspoloZzivost
katehina. Osim navedenog, Serafini i sur. (1996) utvrdili su da ¢aj koji se konzumira bez
mlijeka pokazuje smanjeni antioksidacijski potencijal u odnosu na ¢aj s mlijekom. Takoder je
dokazano da vezanje polifenola na proteine ovisi o broju hidroksilnih skupina polifenola.
Tako se tanini koji sadrze preko 12 hidroksilnih grupa vrlo snazno vezu za proteine tvoreci
kompleks s proteinima prisutnim u slini §to rezultira njihovom smanjenom apsorpcijom te

bioraspolozivosti (Hasni i sur., 2011; Kanakis i sur., 2011).

Novija istrazivanja opisuju pozitivne ili negativne uc¢inke. Duarte i Farah (2011) smatraju da
interakcijom mlije¢nih sastojaka i polifenola iz kave u ljudi moze dovesti do negativnih
ucinaka na bioraspolozivost. Ribnicky i sur. (2014) su proucavali bioraspolozivost polifenola
iz biljke estragona (Artemisia dracunculus L.) u miSeva, u obliku Cistog ekstrakta i u
kombinaciji sa sojinim proteinima. Rezultat je bio da je apsorpcija i biodostupnost polifenola
bila bolja s izolatom soje. Nadalje, Mullen i sur. (2009) utvrdili su da mlijeko znatno
smanjuje izluCivanje metabolita flavan-3-ola putem mokrace. Sli¢no tome, dokazano je i da
jogurt ima znacajan utjecaj na izlu€ivanje fenolnih kiselina putem mokrace. Ukupno
izlu€ivanje fenolnih kiselina mjerenih unutar 24 sata iznosilo je 62 pumol nakon konzumacije
¢istog soka od narance, dok je ukupno izlu¢ivanje fenolnih kiselina nakon konzumacije soka

od naran¢e u kombinaciji s jogurtom znacajno pala na 9,3 umol (Roowi i sur., 2009).

2.5.2. Medureakcije polifenola i lipida

Polifenoli mogu biti u interakciji s lipidima iz hrane. Pojedina istraZivanja pokazala su
mogucu ulogu tih interakcija u procesu apsorpcije masti (Shishikura i sur., 2006; Uchiyama i
sur., 2011), koje bi mogle imati pozitivne u¢inke na zdravlje.

Proces probave lipida iz hrane zapoc€inje Zvakanjem hrane u ustima, gdje se lipidi emulgiraju
u manje kapljice nakon ¢ega putuju do Zeludca i dvanaesnika. Unutar probavnoga sustava,
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emulgirane masti izlozene su povrSinski aktivnim komponentama (micele) radi vece
ucinkovitosti probave. Nakon toga, enzim lipaza obavlja proces lipolize, razlaganja lipida na
alkohol glicerol i vise masne kiseline koji tada mogu difundirati kroz probavni epitel
(Shishikura i sur., 2006). Formiranje emulzije i povrSinski aktivnih tvari vazno je za aktivnost
lipaze (Shishikura i sur., 2006). Prema tome, bilo koja molekula koja bi mogla djelovati na
svojstvo emulzije ili aktivnost lipaze, potencijalno moze utjecati na proces apsorpcije masti.
Naime, molekule koje okruzuju emulzije mogu se nac¢i unutar kapljice ulja, u vodenoj fazi
koja okruzuje kapljicu ulja ili u povrSinskoj regiji. Takav raspored odjeljivanja uglavnom
odreduje polarnost molekula. Nepolarne molekule mogu se naci unutar lipidne faze, polarne
molekule unutar vodene faze, a amfipatske molekule na granici tih dviju faza. Iz toga
polozaja, molekule mogu promijeniti povrSinu ili veli¢inu kapljice ulja koja je vazna za
aktivnosti lipaze. Gledajuéi s toga stajaliSta, takve vrste molekula mogu utjecati na smanjenje
aktivnosti lipaze, a time i na smanjenje apsorpcije masti, §to na kraju moze dovesti do

blagotvornih uc¢inaka na pretilost.

Shishikura i sur. (2006) istrazivali su utjecaj polifenola na proces emulgiranja na in vitro
modelu. Model emulzije koji stimulira uvjete crijeva, nacinjen je od maslinova ulja,
fosfatidilkolina i Zu¢nih soli (Shishikura i sur., 2006). Utvrdeno je da polifenoli zelenoga i
crnoga ¢aja u dodiru s emulzijom povecavaju i smanjuju specificnu povrsinu kapljica. Kao
razlog tomu navodi se interakcija polifenola i fosfatidilkolina (Shishikura i sur., 2006).
Fosfatidilkolin posjeduje hidrofilnu glavu na vanjskoj povrSini kapljice emulzije, a s obzirom
na to da polifenoli imaju mnogobrojne hidroksilne skupine, na taj nacin dolazi do
medumolekulskih interakcija i stvaranja kompleksa ostvarenih vodikovim vezama. Osim toga,
polifenoli mogu djelovati kao vezna mjesta izmedu kompleksa u obliku agregata, ¢ime se
povecava povrSina kapljica. Jo§ jedan razlog za povecanje veliine kapljica moze biti 1
ugradnja polifenola ¢aja unutar lipidnoga sloja koji moze dovesti do promjene fizikalno-
kemijskih svojstava emulzije (povecanje veli¢ine kapljica i smanjenje povrsine). Utvrdeno je
da uvjeti koji dovode do povecane veli¢ine kapljica mogu uzrokovati smanjenje aktivnosti
lipaze 1 apsorpciju masnoée. Druga istrazivanja takoder podrzavaju inhibiciju procesa
apsorpcije masti i aktivnosti lipaze. Uchiyama i sur. (2011) proucavali su utjecaj polifenola
crnoga Caja na dijetom inducirane pretilosti u Stakora. Pokazali su da polifenoli crnoga Caja
inhibiraju aktivnost lipaze i time inhibiraju crijevnu apsorpciju lipida. Nadalje, pokazali su da
polifenoli crnoga caja potiskuju poveéanu razinu triglicerida u plazmi Stakora. Sugiyama i

sur. (2007) proucavali su u¢inke polifenola i procijanida jabuka na aktivnost lipaze (in vitro) i
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apsorpciju triglicerida (na misevima 1 ljudima). Prema njihovim rezultatima, polifenoli i

procijanidi jabuka takoder inhibiraju aktivnost lipaze i apsorpciju triglicerida.

Istrazivanja pokazuju da interakcija lipida i polifenola ima samo mali utjecaj na pristupacnost
apsorpcije polifenola. Schramm i sur. (2003) proucavali su u¢inak obroka bogatoga lipidima,
bjelancevinama i ugljikohidratima na apsorpciju flavan-3-ola iz kakaa u ljudi. Otkrili su da
lipidi iz mlijeka i maslaca imaju minimalne ucinke na apsorpciju flavan-3-ola. Paralelno, in
Vivo istrazivanje na modelu svinja otkrilo je da su veée razine sadrzaja dijetetske masti
povecale apsorpciju flavonoida, §to je pripisano poveéanomu luc¢enju zucnih soli koje tvore
micelarne strukture tijekom primjene visoko masne prehrane (Lesser i sur., 2004). To in vivo
istrazivanje potvrduje vaznost micelarne ugradnje flavonoida na apsorpciju u tankome crijevu.
Povecana apsorpcija flavonoida nakon unosa masti takoder podrazumijeva da je interakcija

flavonoida s pankreasnim lipazama doista minimalna.

Druga istrazivanja pokazuju da polifenoli mogu pokazati neke potencijalne bioaktivnosti u
probavnom sustavu, odnosno da mogu stvoriti pozitivan antioksidacijski okolis ili reagirati sa
Stetnim produktima lipidne peroksidacije. Naime, lipidi u zeludcu mogu biti podlozni
djelovanju oksidacijskih reakcija koje dovode do povecanja lipidne peroksidacije. To je
posebno vazno za mesno bras$no zato Sto meso sadrzi razlicite polinezasi¢ene masne kiseline,
kolesterol i druge spojeve osjetljive na lipidnu peroksidaciju. Produkti lipidne peroksidacije
mogu se apsorbirati, a ujedno i time uzrokovati razliite nezeljene ucinke (Gorelik i sur.
2013). Polifenoli dospjeli u probavni sustav mogu potencijalno reagirati sa Stetnim
produktima lipidne peroksidacije i smanjiti njihov utjecaj. Gorelik i sur. (2013) proucavali su
dodatak crvenoga vina u jelo pripremljeno od mesa, te njegov uc¢inak na Stetan produkt lipidne
peroksidacije (malondialdehid) koji nastaje nakon probave mesnoga obroka, u Stakora.
Dodavanje crnoga vina moze potpuno zastiti lipoproteine niske gustoce (LDL) modificirajuci
produkte lipidne peroksidacije. Zastita LDL-a pripisuje se antioksidacijskom mehanizmu
polifenola. Drugi je predlozeni mehanizam mehanizam medureakcije polifenola i produkata
lipidne peroksidacije. Druga istrazivanja dokazala su proces inhibicije oksidacije lipida od
djelovanja polifenola (kvercetina, rutina, (+)-katehina, kafeinske i klorogenske kiseline)
(Lorrain i sur. 2010, 2012). Santos i sur. (2013) predlozili su da medureakcije izmedu lipida i
polifenola mogu biti korisne za formiranje nanonosaca polifenola kroz probavni sustav.
Barras i sur. (2009) proucavali su opterecenje lipidnih nanokapsula polifenolima. Lipidne

nanokapsule mogu se upotrijebiti kao nosaci za spojeve koji su osjetljivi na promjenu pH, kao
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i za transport lijeka koji je hidrofoban. Zakljucili su da lipidne nanokapsule takoder mogu biti
korisne kao nosaci flavonoida.

Iz navedenoga proizlazi da interakcija izmedu lipida i polifenola moze imati pozitivnu ulogu u
smanjenju apsorpcije procesa masti koje bi mogle imati pozitivan zdravstveni ucinak. Pored
toga, medureakcije lipida i polifenola mogu dovesti do zastite polifenola pri prolasku kroz
probavni sustav. To mozda omogucuje blagotvoran uéinak polifenola unutar probavnoga
sustava. Produkti lipidne peroksidacije mogu prouzrociti razne Stetne posljedice koje bi
potencijalno mogle biti umanjene aktivnos¢u polifenola. Nadalje, medureakcije lipida i
polifenola upotrebljavane su u stvaranju nanokapsule na temelju kojih lipidi mogu sluziti kao

nosaci polifenola kroz probavni sustav.
2.5.3. Medureakcije polifenola i ugljikohidrata

Postoji velik broj istrazivanja koja opisuju medureakciju polifenola i ugljikohidrata, uglavnom
polisaharida (Le Bourvellec i sur., 2009; Padayachee i sur., 2012a, 2012b; Rosa i sur., 2013;
Pekkinen i sur., 2014), a te medureakcije imaju vaznu ulogu u ljudskom tijelu.

Medureakcije polifenola i ugljikohidrata uglavnom su istrazivana u in vitro uvjetima.
Karboksilne i hidroksilne skupine fenolnih kiselina mogu se vezati na Skrob i druge
polisaharide vodikovim vezama, keliranjem i kovalentnim vezama, stvaraju¢i mostove i
unakrsne veze (Chi i sur., 1992). Prouc¢avanjem sustava fenolnih kiselina i $kroba utvrdeno je
da medureakcije fenolnih kiselina i $kroba znacajno pridonose inhibicijskom u¢inku hidrolize
Skroba (Kandil i sur., 2012). Osim fenolnih kiselina, razliita istrazivanja dokazala su da
proantocijanidini takoder mogu biti u interakciji s razli¢itim polisaharidima stani¢ne stijenke
(pektin, celuloza i dijetalna vlakna) (Le Bourvellec i sur., 2009; Padayachee i sur., 2012a,
2012b). Dokazano je da antocijanidi pokazuju visoki afinitet za pektin u odnosu na globularne
i filamentozne polisaharide poput celuloze i ksiloglukana (Le Bourvellec i sur., 2005, 2009;
Watrelot i sur., 2013), $to je objaSnjeno stvaranjem pektinskih hidrofobnih dZepova koji su
sposobni inkapsulirati procijanide (Le Bourvellec i sur., 2005). Dzepovi ili Supljine molekula
ugljikohidrata istaknuli su se kao vazno mjesto u interakciji izmedu cijanidin-3-O-glukozida i
p-ciklodekstrina (Fernandes i sur., 2014). Takoder je dokazano da polifenol-pektinski
kompleksi pokazuju visoku sposobnost uklanjanja superoksida i 2,2,-difenil-1-pikirilhidrazil
radikala, dok je uklanjanje hidroksilnog radikala smanjena S$to ukazuje na potencijalne

promjene u funkcionalnosti kompleksa (Jacob i sur., 2008).
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Posljedice interakcija polifenola i ugljikohidrata mogu biti viSestruke. Prije svega imaju
utjecaj na biodostupnost i biorasplozivost fenolnih spojeva. Pojedina istrazivanja utvrdila su
smanjenu biodostupnost polifenola uzrokovane interakcijom ugljikohidrata i polifenola.
Adam i sur. (2002) proveli su istrazivanje bioraspolozivosti ferulinske kiseline dopunjenu
slozenom dijetom od zitarica u Stakora, gdje su utvrdili smanjenu biodostupnost ferulinske
kiseline. Kao razlog smanjene biodostupnosti navode medureakciju ferulinske kiseline s
dijelovima vlakna putem unakrsnog povezivanja s arabinoksilozom i ligninima. Nadalje,
daljnja istrazivanja su pokazala bolju bioraspolozivost ferulinske kiselina ukoliko je struktura
mekinja probijena, §to rezultira oslobadanjem fenolnih kiselina (Rosa i sur., 2013; Pekkinen i
sur., 2014). Suprotno navedenom, pojedina istrazivanja su pokazala da se unosom
ugljikohidrata u ljudskoj prehrani povecava koli¢ina nekih polifenola. U istrazivanju
provedenom u ljudi, utvrdeno je da konzumacija ugljikohidrata (kruha) znacajno povecava
unos flavan-3-ola (Schramm i sur., 2003). Neilson i sur. (2009) utvrdili su da prisutnost
saharoze u cokoladi takoder pozitivno utjeCe na bioraspolozivost flavan-3-ola. Taj ucinak
moze biti posredovan specifi¢cnim ué¢inkom ugljikohidrata u fiziologiji probave (pokretljivosti
i/ili izlu¢ivanju) ili poveéanom aktivnosti jo$ neidentificiranog ugljikohidratnog-flavan-3-ol
prijenosnika (Schramm i sur., 2003). Serra i sur. (2010) takoder su utvrdili u istrazivanjima in
vitro da hrana bogata ugljikohidratima poboljSava apsorpciju monomernih proantocijanidina.
Istim istrazivanjem dokazano je da je apsorpcija dimera i trimera proantocijanidina potisnuta

istovremenom prisutno$¢u hrane bogate ugljikohidratima.

BioraspoloZivost polifenola vjerojatno ovisi o otpustanju polifenola iz kompleksa koji je pod
utjecajem razlicitih ¢imbenika poput: strukture polifenola, sloZenosti strukture polifenol-
ugljikohidrat, te pristupacnosti enzima do ugljikohidrata. Medutim, ¢ak i1 neoslobodeni
polifenoli mogu imati potencijalnu pozitivnu ulogu u ljudskom tijelu. Naime, sve viSe
istrazivanja (Palafox-Carlos i sur, 2011; Saura-Calixto, 2011; MacDonald i Wagner, 2012;
Tuohy i sur., 2012) isti¢u razli¢ite pozitivne uc¢inke kompleksa polifenola i ugljikohidrata u
debelom crijevu. Naime, polifenoli se mogu transportirati u debelo crijevo, gdje mogu biti
oslobodeni iz slozenih struktura kada su izlozeni djelovanju raznih enzima i mikroorganizama

prisutnih u debelom crijevu.

Postoji nekoliko razlicitih ucinaka koji proizlaze iz dopreme polifenola u debelo crijevo: (i)
doprema kompleksiranih polifenola u debelo crijevo moze pobolj$ati njihovu biodostupnost u

debelom crijevu, (ii) polifenoli i ugljikohidrati mogu pozitivno utjecati na rast crijevne
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mikroflore, (iii) mikrooganizmi probavnog sustava mogu metabolizirati polifenolne spojeve,
(iv) metaboliti mogu pokazivati razliite pozitivne ucinke, (v) polifenoli i njihovi metaboliti
mogu stvoriti pozitivno antioksidacijsko djelovanje. Ovi ucinci opisani su u nekoliko
preglednih radova (Palafox-Carlos i sur., 2011; Saura-Calixto, 2011; MacDonald i Wagner,
2012; Tuohy i sur., 2012).

Budu¢i da se zdravstvene prednosti polifenola temelje na njihovoj bioraspolozivosti i
biodostupnosti, velik dio istrazivanja se orijentira na ¢imbenike koji utjeCu na njihovu
biodostupnost i bioraspolozivost. Dosadasnja istrazivanja upucuju na to da unos polifenola
zajedno s makronutrijentima hrane znatno utjeCu na biodostupnost i bioraspolozivost
polifenola, a samim time i na njihovu biolosku aktivnost. Na slici 21. je prikazan sazeti in
vitro i in vivo u¢inak makronutrijenata na bioraspolozivost i biokativnost polifenola (Zhang i

sur., 2014).
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Slika 21. Sazeti prikaz in vitro i in vivo u¢inaka makronutrijenata na bioraspoloZzivost i bioaktivnost polifenola (Zhang i sur., 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na misevima iz jedinice za uzgoj laboratorijskih zivotinja Zavoda za
animalnu fiziologiju na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu. Pokusne Zzivotinje bile su miSevi visokosrodnog soja C57BL/6, u dobi od tri
mjeseca prosjecne mase oko 30 g. U ovo istrazivanje ukupno je bilo uklju¢eno 312 zivotinja.
Zivotinje su hranjene tijekom 28 dana. Po 6 Zivotinja je bilo smjesteno u kaveze dimenzija 20
cm x 30 cm x 20 ¢cm, na temperaturi od 22 °C, uz neogranicen pristup hrani i vodi ad libitum.
Zivotinje su drzane u uvjetima 12 sati svjetla i 12 sati tame pri 22 °C i 60% vlaznosti. Hrana
kojom su hranjeni miSevi je standardna hrana za miSeve 4RF21 (Mucedola, Italija, oblik
pelete 12) ¢iji je sastav prikazan u Tablici 5. Odrzavanje i njega svih pokusnih Zivotinja
provedena je u skladu sa smjernicama koje su na snazi u Republici Hrvatskoj (Zakon o
dobrobiti zivotinja, NN #135, 2006 i Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se koriste u
pokusima ili druge znanstvene svrhe, NN #47, 2011), a provodi se u skladu s Uputama za
njegu i koriStenja laboratorijskih zivotinja, DHHS Publ. #(NIH) 86-123. Pokuse je odobrilo
Eticko povjerenstvo Prirodoslovno-matematickog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu (broj

odobrenja: 251-58-10617-14-21).

Tablica 5. Sastav Mucedola standardne hrane za miSeve i Stakore

Sastav standardiziranog peleta u prehrani | Analiticke komponente 1 dodaci
laboratorijskih miSeva i Stakora prehrani

pSenica 12% vlage

pSeni¢na slama 18,5% proteina

ljuske ljesnjaka 3% masti

kukuruz 6% sirovih vlakana, 7% sirovog pepela
s0jino zrno E672 (vitamin A)

kukuruzni gluten E671 (vitamin E)

riblji ekstrakt El (Fe)

dikalcijev fosfat E2 ()

natrijev klorid E3 (Co)

sir u prahu E4 (Cu)

sojino ulje E5 (Mn)

kvasac E6 (Zn)
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3.1.2. Pripravci koristeni u pokusu

1. Vodena otopina ekstrakta cvijeta trnine, primijenjena u dozi od 25 mg/kg.

2. Kolesterol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka) otopljen u suncokretovom ulju
(2%), primijenjen u dozi od 140 mg/kg.

3. Whey proteini (Myprotein, Njemacka) otopljeni u vodi (10%), primijenjeni u dozi od 700
mg/kg.

4. Saharoza (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka) otopljena u vodi (30%), primjenjena
u dozi od 4 g/kg.

5. 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 miSevima visokosrodnog soja C57BL/6. Prije pocetka pokusa, sve
zivotinje su bile slu¢ajnim odabirom rasporedene u osam eksperimentalnih skupina. Prije
pocetka 1 tijekom izvodenja pokusa zivotinje su pojedinacno oznacene (vodootpornim
markerom na repovima), mjerena im je tjelesna masa na temelju koje je odredivana koli¢ina

pojedinac¢nih pripravka davanih tijekom pokusa.

Tijekom provedbe pokusa u kontinuitetu, zivotinje su svakodnevno intragastri¢nim (ig) putem
dobivale pojedine pripravke oralno koriStenjem gastralne kanile. Skupine i nacin obrade

zivotinja navedene su kako slijedi:

e CO —kontrola (0,3 mL fizioloske otopine)

e ECT —ekstrakt cvijeta trnine (0,3 mL, 25 mg/kg tj.m. na dan)

e P — proteini sirutke (0,2 mL, 700 mg/kg tj.m. na dan)

e ECT + P — ekstrakt cvijeta trnine (0,3 mL, 25 mg/kg tj.m. na dan ) + protein (0,2 mL,
700 mg/kg tj.m. na dan)

e CHOL - kolesterol (0,2 mL, 140 mg/kg tj.m. na dan)

e ECT + CHOL- ekstrakt cvijeta trnine (0,3 mL, 25 mg/kg tj.m. na dan ) + kolesterol
(0,2 mL, 140 mg/kg tj.m. na dan)

e CARB —saharoza (0,2 mL, 4 g/kg tj.m. na dan)

e ECT + CARB - ekstrakt cvijeta trnine (0,3 mL, 25 mg/kg tj.m. na dan ) + saharoza
(0,2 mL, 4 g/kg tj.m. na dan)
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Zivotinje su zrtvovane 1., 7., 14., 21. i 28. dana provedbe pokusa. Tijekom postupka
Zrtvovanja sve zivotinje bile su adekvatno anestezirane i analgezirane intraperitonealnom (ip)
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 tj.m.

3.2.2. PRIPREMA 1 ODREDPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH POLIFENOLA
VODENOG EKSTRAKTA CVIJETA TRNINE

Izvor biljnog materijala, priprema vodenog ekstrakta cvijeta trnine, proces mikrovalne
detekcije, mjerenje ukupnih i pojedinacnih koncentracija polifenola detaljno su opisani U
radovima Dragovi¢-Uzelac i sur. (2014) i Lovri¢ i sur. (2017). Za analizu kvalitativnog i
kvantitativnog sadrzaja ukupnih polifenola, volumenu od 100 pL razrijedenog uzorka
ekstrakta je dodano 200 pL Folin-Ciocalteu reagnesa i 1 mL 20%-tne vodene otopine
Na,COs. Apsorbancija smjese mjerena je pri A = 765 nm.

Mjerenje koncentracija pojedinac¢nih polifenolnih spojeva opisana su u prethodno navedenim
radovima uz promjenu koriStenja metode mjerenja. U ovom istrazivanju koriStena je
sofisticiranija metoda tekué¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (UPLC) uz MS/MS
detekciju preporuc¢ena od Ganguly i sur. (2016).

Na temelju gore navedene doze ekstrakta cvijeta trnine od 25 mg/kg tjelesne mase ukupnih
polifenola, izrazene su doze svakog pojedinac¢nog polifenolnog spoja u ekstraktu cvijeta
trnine, kao i u primjenjenoj dozi u mg/kg tjelesne mase misa. Primjenom UPLC-MS/MS

metode analiziran je 1 sadrzaj fenolnih spojeva u standardnoj Mucedola hrani za miSeve.

3.2.3. ODREPIVANJE BIORASPOLOZIVOSTI I METABOLIZMA POLIFENOLA
I1Z EKSTRAKTA CVIJETA TRNINE U ORGANIMA MISA UPLC MS/MS
METODOM

Uzorci za analizu koncentracije polifenolnih spojeva u organima misa (tanko crijevo, jetra,
mozak, bubreg) analizirani su u svim pokusnim skupinama u vremenu od 1., 7., 14., 21. i 28.
dana, dok su kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine i kontrolne skupine uzorci

organa analizirani i nakon 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h1 6 h od intragastri¢ne primjene.

51



3.2.3.1. Priprema uzoraka organa za enzimsku hidrolizu

Uzeto je 0,5 g tkiva (bubreg, jetra, mozak i tanko crijevo) te homogenizirano u 1 mL 0,4 M
fosfatnog pufera koji sadrzi 6 mg askorbinske kiseline i 0,5 mg Na,EDTA (pH=6,5). Uzorci
su centrifugirani 5 minuta na 16000 okr, a dobiveni supernatanti za analizu polifenolnih
spojeva iz ekstrakta cvijeta trnine su pospremljeni na -80 °C. Svi postupci su radeni na ledu,

odmah nakon prikupljenih uzoraka organa.

3.2.3.2. Enzimska hidroliza i ekstrakcija uzoraka

Metabolizam polifenola ukljuc¢uje metilaciju, sulfataciju 1 konjugaciju s glukuronskom
kiselinom te degradaciju glikozidnih kompleksa i heterocikli¢kih oblika polifenola. Za
navedene pretvorbe potrebno je djelovanje enzima S-D-glukozidaze, f-D-glukuronidaze i
sulfataze koji su odgovorni za otpustanje aglikona iz glikozidnih ili glukuronidnih oblika.

Pomijesano je 200 pL uzorka (homogenizirani uzorci jetre, bubrega, mozga i tankog crijeva)
s 10 uL mjesavine enzima (250 U f-glukuronidaze i 20 U sulfataze). Enzimska hidroliza se

provodi inkubacijom smjese uzoraka i enzima u trajanju od 45 minuta na 37 °C.

Nakon enzimske hidrolize, uzorci su ekstrahirani s etil-acetatom, a potom centrifugirani 5
min/12000 okr 44 °C. Postupak je ponovljen dva puta. Nakon ekstrakcije u supernatant je
dodan etil-acetat koji sadrzi 10 uL 20%-tne askorbinske kiseline, te se uzorci upare do suha
(vacuum centrifuge concentrator; 30 °C, 40 min). Nakon uparavanja talozi se otope u 100 puL
10%-tne vodene otopine acetonitrila nakon ¢ega se centrifugiraju 5 min/16000 rpm pri sobnoj

temperaturi.

3.2.3.3. Odredivanje fenolnih spojeva primjenom UPLC uz MS/MS detekciju (ultra
performance liquid chromatography -tandem mass spectrometer)

Princip odredivanja fenolnih spojeva primjenom tekuc¢inske kromatografije visoke
djelotvornosti (UPLC) uz MS/MS detekciju - metoda vanjskog standarda temelji se na
gradijentnoj eluciji, pri ¢emu se ekstrahirani polifenoli eluiraju u nizu padajuce polarnosti.
Pojedina¢ni fenolni spojevi (flavonol glikozidi 1 fenolne kiseline) su odredeni u uzorcima
prema metodi koju su prethodno opisali Serra i sur. (2011) uz odredene modifikacije. Prema
Serri i sur. mobilne faze su bile: A (0,2% octena kiselina u H,O) i B (acetonitril), dok su u

ovom istrazivanju koriStene mobilne faze: A (0,1% mravlja kiselina u H,0) i B (0,1% mravlja
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kiselina u acetonitrilu). Octena kiselina i acetonitril koriSteni su od proizvodaca BDH Prolabo,
VWR (Lutterworth, Engleska).

Prije kromatografske analize uzorci se otope u 300 uL. 10% vodene otopine acetonitrila (v/v),
zatim se centrifugiraju na 5000 okr/ 5 min te se 150 uL uzorka prebaci u vialicu. Odredivanje
fenolnih spojeva u uzorcima je provedeno prema kromatografskim uvjetima navedenim u
Tablicama 61 7.

Tablica 6. Kromatografski uvjeti UPLC MS/MS analize

Zorbax Eclipse Plus C18, 1,8 pm (100 x 2,1 mm LD.)

Kolona: ]

(Agilent, Santa Clara, CA, USA)

otapalo A: 0,1% mravlja kiselina u redestiliranoj vodi
Pokretna faza: - o

otapalo B: 0,1% mravlja kiselina u acetonitrilu
Detektor: MS/MS trostruki kvadropol (QqQ)
lonski izvor: ESI

temperatura plina: 300 °C
protok plina (N,): 11 L/min
MS parametri: nebulizer: 40 psi
napon na kapilari: +4000 V; -3500 V
maseni detektor: DMRM mode (m/z od 50 do 1000)

Eluiranje: gradijentno — gradijent prikazan u Tablici X.
Temperatura: 35°C

Vrijeme trajanja: 12,5 min

Injektirani volumen: 2,5uL

Tablica 7. Gradijent za LC-MS/MS analizu fenolnih spojeva”

t/min Otapalo A Otapalo B Protok (mL/min)
0 95 5 0,4
10 65 35 04

10,1 20 80 0,4
11 20 80 04

11,1 95 5 0,4

12,5 95 5 0,4

Preuzeto od Serra i sur. (2011)
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Za pripremu bazdarnih pravaca koriSteni su sljede¢i standardi: kvercetin-3-glukozid,
kampferol-3-rutinozid, kafeinska kiselina, galna kiselina, ferulinska kiselina, klorogenska
kiselina, p-kumarinska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka), epikatekin, katehin,
epigalokatehin galat, epikatehin galat, proantocijanidin B1, apigenin, luteolin (Extrasynthese,
Genay, Francuska) i kvercetin-3-rutinozid (Acros Organics,Thermo Fisher Scientific, Geel,
Belgija). Tijekom provedbe kvantifikacije spojeva Koristena je deionizirana voda Milli-Q
kvalitete (Millipore Corp., Bedford, SAD).

Na temelju masenih spektara provedena je identifikacija, a na temelju jednadzbi bazdarnih
pravaca kvantifikacija bioloskih aktivnih spojeva (BAS) u uzorcima provedenih in vivo
istrazivanjima.

3.24. 1ZOLACIJA | PRIPREMA TKIVA ZA MJERENJE BIOMARKERA
OKSIDACIJSKOG STRESA | ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA TKIVA

Biomarkeri oksidacijskog stresa i antioksidacijski kapacitet tkiva (tanko crijevo, jetra, mozak,
i bubreg) su kod skupina obradenih intragastricnim unosom ekstrakta trnine (ECT) i kontrolne
skupine (CO) analizirani u vremenu od 1., 7., 14., 21. i 28. dana, dok su kod ostalih skupina
(ECT+P, P, ECT+CHOL, CHOL, ECT+CARB, CARB) analizirani nakon 28 dana
intragastri¢ne primjene navedenih pripravaka. Prije izolacije tkiva zivotinje su anestezirane
mjeSavinom Xylapana i Narketana (ip 25 mg/kg tj.m.), te iskrvarene punkcijom iz srca bez
antikoagulansa. Jetra, mozak, bubreg i tanko crijevo izvadeni su 1 izvagani na analitickoj vagi.
Prije vaganja, sadrzaj tankog crijeva je prethodno ispraznjen. Za odredivanje biljega
oksidacijskog stresa i antioksidacijskog kapaciteta, dijelovi jetre, mozga, bubrega i tankog
crijeva se homogeniziraju u 50 mM fosfatnom puferu (pH = 7) u omjeru 1:10 (w/v). 50 mM
fosfatni pufer pripremljen je mijeSanjem 17 mL 0,2 M otopine NaH,PO, - 2H,0 i 183 mL 0,2
M otopine Na,HPO, - 7H,0, uskladi se pH, te se nadopuni dH,O do 800 mL. Uzorci tkiva
sonificirani su ultrazvuénim homogenizatorom Bandelin Sonoplus HD2070 (Bandelin,
Njemacka) upotrebom sonde MS73 (Bandelin, Njemacka), snagom od 10%. Uzorci su
sonificirani u 3 ciklusa po 30 sekundi uz stanku od 10 sekundi izmedu ciklusa na +4 °C. Svi
postupci su izvodeni na ledu. Sonificirani homogenati centrifugiraju se na 2000 x g 15 minuta
u ultracentrifugi Mikro 200R (Hettich, Njemacka) s hladenjem na +4 °C. Dobiveni
supernatanti sluze za trenuta¢no odredivanje biljega oksidacijskog stresa ili se pohranjuju na -

80 °C za naknadno odredivanje njihovih aktivnosti.
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3.2.5. MJERENJE BILJEGA OKSIDACIJSKOG STRESA

3.2.5.1. Odredivanje proteina metodom po Lowry-u

Koncentracija proteina u homogenatima jetre, bubrega, mozga i tankog crijeva odredena je
metodom po Lowry-u (1951), a izrazena je u miligramima proteina po mililitru (mg/mL).
Metoda se temelji na kemijskoj reakciji dvovalentnih iona bakra koji se u luznatim uvjetima
vezu na amino skupine peptidne veze, pri cemu dolazi do redukcije Cu® u Cu* i nastanka
kompleksa Cu’-protein. Dodatkom fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline (Folin-
Ciocalteau reagens), Cu®-proteinski kompleks i bo¢ni ogranci aromati¢nih aminokiselina
reduciraju fosfomolidben i fosfovolfram kiselinu u molidben i fosfovolfram plavilo
(kompleks plavo-ljubicastog obojenja s maksimumom aposorbancije pri A = 600 nm).
Intenzitet boje proporcionalan je koncentraciji proteina u uzorku i mjeri se

spektrofotometrijski pri A = 600 nm.

Kako bi se mogla odrediti nepoznata koncentracija proteina u uzroku prethodno je napravljen
bazdarni dijagram, tj. dijagram ovisnosti apsorbancije o poznatoj koncentraciji proteina. Kao
standard koristen je albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA). Iz pocetne
koncentracije BSA, 20 mg mL™ pripremljen je niz otopina poznate koncentracije proteina u
rasponu od 0 do 20 mg mL™, ukljucujuéi i slijepu probu koja umjesto otopine proteina sadrzi

destiliranu vodu.

Priprema otopina: Otopina A: 2% Na,CO3; u 0,1 M NaOH; otopina B: 0,5% CuSO, - 5H,0;
otopina C: 1% NaK-tartarat; Otopina D: 48 mL otopine A + 1 mL otopine B + 1 mL otopine
C. Otopina E: Folin-Ciocalteu reagens, komercijalni reagens razrijeden s destiliranom vodom

u omjeru 1:2.

Uzorci za odredivanje koncentracije proteina po Lowry-u razrijedeni su komercijalnim PBS-
om i to: jetra, 40 puta, bubreg, 30 puta, tanko crijevo, 20 puta i mozak, 10 puta. U epruvete je
dodano 100 pL razrijedenog uzorka i 2 mL otopine D nakon ¢ega slijedi inkubacija od 10
minuta pri sobnoj temperaturi. Svaki uzorak raden je u duplikatu. Nakon inkubacije naglo je
dodano 200 pL otopine E uz snazno mijesanje (vorteksiranje) i ostavljeno da se inkubira na

sobnoj temperaturi 30 minuta. Isti postupak je proveden za izradu bazdarnog dijagrama.
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Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA odreden je nagib pravca i
odsjeCak na y-os. Preko nagiba pravca i odsjecka na y-os, izraCunate su nepoznate masene

koncentracije () proteina u uzorcima prema formuli:

y(proteina) = Aﬂ%a_b -d

gdje b predstavlja odsjecak na y-0s standardne krivulje, a nagib standardne krivulje, a d faktor

razrjedenja uzroka. Koncentracija proteina izraZzena je u mg/mL.
3.2.5.2. Mjerenje lipidne peroksidacije (MDA)

Lipidna peroksidacija odredena je modificiranom metodom koju su opisali Jayakumar i sur.
(2008). Metoda se temelji na mjerenju koncentracije malondialdehida (MDA) koji je jedan od
glavnih produkata lipidne peroksidacije. Reakcijom malondialdehida i tiobarbituratne kiselina

stvara se kromogen ruzicaste boje koji je moguce mjeriti spektrofotometrijski.

U Eppendorf epruveti pomijesano je 200 pL nerazrijedenog supernatanta pripravljenih tkiva
(jetra, bubreg, mozak i tanko crijevo) s 100 pL 8,1%-tne vodene otopine natrijeva dodecil
sulfata (SDS-a), 750 uL 20%-tne vodene otopine octene kiseline (pH = 3,5) i 750 uL 0,8%-
tne vodene otopine tiobarbituratne kiseline. Smjesa je zagrijavana 60 minuta u vodenoj
kupelji pri temperaturi od 95 °C. Nakon inkubacije smjesa je naglo ohladena na ledu, a potom
centrifugirana 15 minuta na 5000 rpm pri +4 °C. Odvojenom supernatantu izmjerena je
apsorbancija pri A = 532 nm 1 600 nm spektrofotometrom Libro S22 (Biochrom, Ujedinjeno

Kraljevstvo). Ukupna apsorbancija odreduje se prema formuli A=A, .. —Awm:

Koncentracija MDA izracunata je prema formuli:

AV __ _
C(MDA) — reakcijske smjese
¢ 'Vuzorka (ml—) -C

(mL)
(mg/mL)

proteina

gdje & iznosi 156-10° M* cm™, a duljina kivete | iznosi 1 cm. Koncentracija lipidnih

peroksida izraZena je kao nmol MDA/mg proteina.
3.2.5.3. Mjerenje aktivnosti ukupnog glutationa (GSH)

Koncentracija ukupnog glutationa u uzorcima jetre, bubrega, mozga i tankog crijeva odredena
je prema modificiranoj metodi koju je opisao Tietze (1969). Postupak odredivanja

koncentracije ukupnog GSH se temelji na kemijskoj reakciji tiolnog reagensa 5,5'-ditiobis-2-
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nitrobenzojeve kiseline (DTNB, Ellmanov reagens) i GSH pri ¢emu dolazi do nastanka
kromofora 2-nitro-5-tiobenzoatne kiseline (NTB) i male koli¢ine glutation disulfida (GSSG).
NTB je zuto obojeni produkt koji se mjeri na Plate Reader-u pri A = 412 nm, a na temelju

¢ega indirektno dobivamo podatak o koncentraciji GSH (Eyer i sur., 2003).

Priprema otopina: Otopina A: 10 mM DTNB (20 mg DNTB-a otopljeno u 5 mL 0,5 M
fosfatnog pufera koji sadrzava 0,5 M EDTA-e). Reakcijska smjesa B: 20 pL enzima glutation
reduktaze i 9980 uL 0,8 mM NADPH (6,67 mg NADPH otopljeno je u 10 mL 0,5 M
fosfatnog pufera koji sadrzava 0,5 M EDTA-e).

U jednu jazicu mikrotitarske plo¢ice dodano je 20 pL razrijedenog uzorka, 40 pL 0,035 M
HCl-a i 40 pL otopine A. Nakon inkubacije od 10 minuta pri sobnoj temperaturi izmjerena je
apsorbancija (prvo mjerenje, DTNB). Nakon prvog mjerenja dodano je 100 uL reakcijske
smjese B, te je mjerena apsorbancija 5 minuta u pravilnim vremenskim razmacima. Promjena

apsorbancije izraCunata je prema formuli: 44 = A, ,.iva — 4 ensimom - UKUPNA Koncentracija

GSH izracunata je prema formuli:

AAuzorak ’ Vreakcijske smjese (mL)

c(GSH) = .
( ) g'vuzorka(mL)'C (mg/ml—)

proteina

gdje £(DTNB) iznosi 8,22 mM™ cm™, a duljina kivete | iznosi 0,6 cm. d predstavlja faktor

razrjedenja uzorka. Koncentracija ukupnog glutationa (GSH) u uzrocima jetre, bubrega,

mozga i tankog crijeva izrazena je kao mU/mg proteina.
3.2.5.4. Mjerenje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaza katalizira dismutaciju superoksidnih radikala (+O3) u vodikov peroksid

(H20,) i kisik, pri ¢emu se jedna molekula -O; oksidira u O, a druga reducira u H;O.

Dismutaciju superoksida enzimom mozemo prikazati jednadzbom kemijske reakcije:
_ SoD
2'02 +2H+ _)02+H202

Aktivnost SOD-a odredena je u supernatantima homogenata jetre, bubrega, mozga i tankog
crijeva inhibicijom redukcije citokroma C u sustavu ksantin/ksantin oksidaza prema

modificiranoj metodi Flohé i Otting (1984).
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Priprema otopina: Otopina A: otopina 1 mM xantina (1,5 mg ksantina otopljeno je u 9,86 mL
1 mM NaOH) i otopina 0,05 mM citokroma C (12,96 mg citokroma C otopljeno je u 85 mL
50 mM fosfatnog pufera, pH =7,8, koji sadrzava 0,1 mM EDTA-e) pomijeSane u volumnom
omjeru 1:10. Otopina B je pripravljena mijeSanjem 20 pL enzima ksantin oksidaze (XOD,
aktivnosti 0,8 U/mL) 1480 uL dH»O.

U ovoj metodi koriStene su dvije slijepe probe. Prva slijepa proba sastojala se samo od
otopine A te je apsorbancija u spektrofotometru mjerena pri A = 550 nm tijekom 3 minute.
Druga slijepa proba sluzila je za podeSavanje aktivnosti ksantin oksidaze. U kiveti je
pomijesano 1,45 mL otopine A, 25 pL PBS-a i 20-40 uL otopine B. Odmah nakon dodatka
enzima 1 brzog mijeSanja reakcijske smjese, mjerena je promjena apsorbancije, odnosno
aktivnost enzima ksantin oksidaze tijekom 3 minute pri A =550 nm. Kako aktivnost ksantin-
oksidaze moze varirati od pokusa do pokusa, nuzno je uskladiti koncentraciju tog enzima tako
da brzina redukcije citokroma C bude analogna porastu apsorbancije od 0,025 U/min u
kontrolnoj reakciji bez superoksid dismutaze. U ovom slucaju volumen ksantin oksidaze koji
je odgovarao optimalnoj aktivnosti enzima je iznosio 30 puL. Nakon postignute optimalne
aktivnosti enzima analizirani su uzorci. U svaku reakcijsku smjesu umjesto PBS-a je dodano
30 pL razrijedenog supernatanta uzorka, 1,45 mL otopine A 1 odgovaraju¢i volumen ksantin
oksidaze i odmah nakon toga mjerena je apsorbancija u spektrofotometru. Svaki uzorak
termostatiran je na 25 °C. Jedinica SOD-a definirana je kao koli¢ina enzima potrebnog za 50-
postotnu inhibiciju redukcije citokroma C u bazdarnom pravcu s poznatim koncentracijama
SOD-a. Enzimska aktivnost mjerena je kao postotak inhibicije aktivnosti ksantin oksidaze

izraCunatu prema formuli:

% inhibicije | 100— — o/ MIN_1 3500
AA /min

slijepa proba

Enzimska aktivnost superoksid dismutaze (SOD) izracunata je prema formuli:

% inhibicije-b
Aktivnost SOD =10 * (UML)
C_otana (ME/ML)

proteina

gdje b predstavlja odsjecak na y-o0s standardne krivulje, a nagib standardne krivulje, a d faktor

razrjedenja uzroka. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) izraZena je kao U/mg proteina.
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3.2.5.5. Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

Katalazna aktivnost u supernatantu jetre, bubrega, mozga i tankog crijeva odredena je
spektrofotometrijski metodom po Aebiju (1984). U kiveti je pomijeSano 20 uL fosfatnog
pufera i 980 uL 10 mM H,0,, sto predstavlja slijepu probu. U sljedecoj kiveti je pomijesano
20 uL razrijedenog uzroka (jetra, bubreg, mozak i tanko crijevo) i 980 pL 10 mM H,0,, ¢ime
zapoCinje enzimska reakcija. Svaki uzorak termostatiran je na 25 °C. Aktivnost enzima
mjerena je jednu minutu pri valnoj duljini A = 240 nm. Pad u apsorbanciji u jedinci vremena
je mjera katalazne aktivnosti, pri ¢emu je jedinica katalazne aktivnosti definirana kao
koli¢ina enzima koja razgraduje 1 pmol H;O, u minuti kod pH = 7,0 pri 25 °C gdje
koncentracija H,O; pada od 10,3 do 9,2 mM. Koncentracija katalaze izraCunata je prema
formuli:

AV

C(KAT) — reakcijske smjese
¢ .Vuzorka (ml—) -C

(mL)
(mg/mL) '

proteina

gdje &(H,0,) iznosi 43,6 M*cm™, a duljina kivete | iznosi 1 cm. d predstavlja faktor
razrjedenja uzorka. Aktivnost CAT-a u uzrocima jetre, bubrega, mozga i tankog crijeva
izrazena je u pumol razgradenog H,O, po minuti po miligramu proteina (pmol H2O2/min mg

proteina), $to odgovara jedinicama CAT-a po miligramu proteina (U CAT/mg proteina).

3.2.5.6. Mjerenje karboniliranih proteina (PC)

Za utvrdivanje koli¢ine oStecenja proteina koriStena je metoda po Levine i sur. (1994), a
odreduje se kao sadrzaj karbonilnih skupina u proteinskom uzorku. Karbonilne skupine
proteinskog lanca reagiraju s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) otopljenim u HCI-u te daju

2 4-dinitrofenilhidrazon.

Volumenu od 200 pL. homogenata uzorka dodano je 300 uL 10 mM DNPH u 2M HCI. Tako
pripremljeni uzorci su inkubirani pri sobnoj temperaturi tijekom jednog sata uz povremeno
mijeSanje. Proteini su precipitirani s 10% (w/v) trikloroctenom kiselinom (TCA) na -20 °C
tijekom 5 minuta te nakon toga centrifugirani na +4 °C pri 12000 g 10 minuta. Supernatant je
uklonjen, a precipitat resuspendiran u mjesavini etanola i etil acetata u omjeru 1:1 i
centrifugiran pri istim uvjetima. Postupak ispiranja peleta je ponovljen sve dok se sav
nevezani DNPH nije isprao. Nakon toga je precipitat otopljen u 6 M gvanidin HCI u kupelji

na 35 °C. Dobivena otopina je koriStena za mjerenje apsorbancije pri A = 370 nm.
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Koncentracija proteinskih karbonilnih skupina je izraCunata koriStenjem molarnog

ekstincijskog koeficijenta prema formuli:

C (PC) — 'A\Jzorak
(mg/mL)

‘9'Cproteina
gdje & iznosi 0,022 uM™ cm™, a duljina kivete | iznosi 1 cm. Koncentracija proteinskih

karbonilnih skupina je prikazana kao omjer koli¢ine karbonila i koncentracije proteina, te je

izrazena kao nmol mg™ proteina.

3.2.6. MJERENJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI HOMOGENATA TKIVA

3.2.6.1. Metoda FRAP

Mehanizam FRAP metode temelji se na prijenosu elektrona, a kompleks Zzeljeza s 2,4,6-
tripiridil-s-triazinom — Fe(lI1)(TPTZ),Cls koristi se kao oksidans (Benzie i Strain, 1996).
Redukcijom Zuto obojenog kompleksa Fe(III)-TPTZ u Fe(ll) u prisutnosti antioksidansa i pri
niskoj vrijednosti pH reakcijska smjesa mijenja boju u plavo ¢iji je maksimum apsorbancije
na valnoj duljini A = 593 nm. Osnovna kemijska reakcija je ista za sve modifikacije FRAP

testova (Berker i sur., 2007):
Fe® + antioksidans — Fe?* + oksidirani antioksidans

Mjerna veli¢ina za ovu vrijednost je ECso, §to nam govori kada je 50% Fe®" reducirano u Fe**

pod utjecajem ispitivane tvari.

Kod mjerenja aktivnosti metodom FRAP 50 uL nerazrijedenog supernatanta uzorka tkiva
(jetra, bubreg, mozak i tanko crijevo) pomijesano je s 1,5 mL prethodno pripremljenog i
zagrijanog FRAP reagensa i 150 uL destilirane vode te je mjerena apsorbancija Smjese pri A =
593 nm nakon to¢no 4 minute. Slijepa proba pripravljena je mijesanjem 1,5 mL FRAP
reagensa bez TPTZ-a i 200 pL destilirane vode, a kao kontrola (proba bez uzorka) koristena je
smjesa 1,5 mL FRAP reagensa 1 200 pL destilirane vode. FRAP reagens pripremljen je
mijeSanjem acetatnog pufera (300 mM; pH 3,6), otopine TPTZ (10 mM u 40 mM
klorovodi¢noj kiselini) te zeljezo(l11) klorida (20 mM) u omjeru 10:1:1. Smjesa je inkubirana
40 minuta na 37 °C. Rezultati su izraZeni kao postotak redukcije Fe**. Postotak redukcije Fe*

- TPTZ izracunat je prema formuli:

% redukcije= wi%%
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gdje je Ao apsorbancija kontrole (bez uzroka), a A; apsorbancija uzorka (sa supernatantom
tkiva).

3.2.6.2. Metoda ABTS

Ovaj test obezbojenja se razvio zbog svoje jednostavnosti i spoznaje da je ABTS stabilan
monokation pri pH vrijednosti izmedu 3,5 i 6,5 (Miller i sur., 1993). Metoda sluzi kao
pregledni test antioksidacijske aktivnosti ispitivane tvari. Karakteristican je za testiranje
lipofilnih 1 hidrofilnih antioksidanasa, ukljucujuéi flavonoide i hidroksicinamate (fenolne

kiseline) te karotenoide i antioksidanse iz plazme.

Metoda ABTS se zasniva na mjerenju obezbojenja radikalnog monokationa ABTSe* [2,2'-
azinobis-(3-ethilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)] plavo zelene boje koji nastaje
oksidacijom otopine ABTS. Dodatak antioksidansa izaziva gubitak boje, a ta se promjena
detektira pri valnoj duljini A = 734 nm. Dodatkom ispitivane tvari koja ima antioksidacijske
sposobnosti ovaj prethodno formirani radikalni kation reducira se u ABTS u mjeri koja ovisi 0
vremenu djelovanja ispitivane tvari. Redukcija radikala ABTS odredena je pomo¢u metode
Re i sur. (1999). Volumen od 20 uL nerazrijedenog supernatanta tkiva (jetra, bubreg, mozak i
tanko crijevo), pomijesan je s 2 mL otopine ABTS radikala te je nakon 6 minuta inkubacije
mjerena apsorbancija proba pri valnoj duljini 734 nm. Otopina ABTS radikala priprema se
tako da se 7 mM otopina ABTS-a oksidira sa svjeze pripremljenom 140 mM otopinom
kalijevog peroksodisulfata pomijesanih u jednakim omjerima. Na dan analize otopina se
razrjeduje s fosfatnim puferom pH 7,4 (PBS) i inkubira na t = 30 °C tako da apsorbancija te
otopine iznosi oko 0,700 (+0,020). Za slijepu probu koristeno je 1 mL fosfatnog pufera, a kao
kontrola (proba bez uzorka) koristeno je 1 mL otopine ABTS radikala i 20 pL fosfatnog

pufera. Postotak inhibicije ABTS radikala izrac¢unat je prema formuli:
M .100%
A

% inhibicije=

gdje je Ao apsorbancija kontrole (bez uzroka), a A; apsorbancija uzorka (sa supernatantom
tkiva).
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3.2.7. STATISTICKA ANALIZA

Podatci o koncentraciji pojedinih polifenolnih spojeva, vrijednosti farmakokineti¢kih
parametara (Cmax/AUC) i antioksidacijskoj obrani organizma prikazani su kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (SV =+ SD) 1i/ili standardna pogreska (SV + SP).
Farmakokineticki podatci analizirani su pomoc¢u softvera Phoenix 64, SERTAA verzija
£.0.03176. Podatci o farmakokinetickoj analizi i antioksidacijskom obrambenom sustavu
usporedeni su za statisticku znacajnost (p<0.05) izmedu skupina ANOVA i LSD-post hoc

testom, te analizirani pomoc¢u SPSS verzije 17.0 softvera.
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4. REZULTATI

4.1. UPLC-MS ANALIZA POLIFENOLNIH SPOJEVA U EKSTRAKTU CVIJETA
TRNINE (Prunus spinosa L.) | STANDARDNOJ HRANI ZA MISEVE (MUCEDOLA)
PRIMJENJENIH U OBRADI I PREHRANI MISA C57BL/6

UPLC-MS analiza polifenolnih spojeva u ekstraktu cvijeta trnine i Mucedola standardnoj
hrani za miSeve primjenjenih u obradi i prehrani misa C57BL/6, te pojedina¢ne doze svakog
polifenolnog spoja primjenjenog po misu (mg/kg tjelesne mase misa po jednoj dozi)

prikazana je u Tablici 8.

Primjenom UPLC-MS metode u ekstraktu cvijeta trnine (Prunus spinosa L.) odredeno je
ukupno 32 polifenolna spoja koji pripadaju u cetiri razliCite skupine polifenolnih spojeva:
fenolne kiseline, flavone, flavan-3-ole i flavonole. U standardnoj Mucedola hrani za miseve,

detektirano je ukupno 26 polifenolnih spojeva.

Unutar ekstrakta, najvece koncentracije utvrdene su za 3-O-kafeoil kininsku i 3-p-kumaroil
kininsku kiselinu iz skupine fenolnih kiselina, te (+)-katehin i (-)-epikatehin iz skupine
flavan-3-ola, dok su medu flavonolima najvece koncentracije utvrdene za spojeve kvercetin-

pentozid i kampferol-ramnozid.
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Tablica 8. UPLC-MS analiza polifenolnih spojeva u ekstraktu cvijeta trnine i standardnoj hrani za miseve (Mucedola) primjenjenih u obradi i
prehrani miSa C57BL/6

Polifenoli iz ekstrakta cvijeta trnine

Ime spoja
kafeinska kiselina
3-O-kafeoil kininska kiselina
(neoklorogenska kiselina)
4-O-kafeoil kininska kiselina
klorogenska kiselina
p-kumarinska kiselina
3-p-kumaroil kininska kiselina
4-p-kumaroil kininska kiselina
ferulinska kiselina
3-O-feruloil kininska kiselina
galna kiselina
(+)-katehin
(-)-epikatehin
(-)-epikatehin-3-galat
(-)-epigalokatehin-3-galat
izoramnetin-3-rutinozid

RT

4,387
3,979

4,444
3,776
5,764
3,507
5,181
6,427
4,043
1,245
3,796
4,829
6,583
4,98
7,355

m/z

179

353

353
353
163
337
337
193
367
169
291
291
443
459
625

m/z
(prod.)

135
191

173
191
119
163
173
134
193
125
139
139
139
139
317

Ukupni polifenoli
(mg/100 g) suhog
cvijeta trnine

2508,6

Koncentracija pojedinih
polifenolnih spojeva
(mg/100 g) u suhom

cvijetu trnine

34,32
192,00

24,04
55,47
23,67

216,00
61,53

8,69
1322
1,75
85,67
70,16
0,51
0,15
4,68

Koncentracija pojedinih
polifenolnih spojeva (pg/mg
ukupnih polifenola) u
ekstraktu cvijeta trnine

13,68
76,53

9,58
22,11
9,43
86,10
24,52
3,46
52,69
0,69
34,15
27,96
0,20
0,06
1,86

Doza ukupnih
polifenola (mg/kg
tjelesne mase
C57BL/6 misa)

25,00

Doza pojedina¢nih
polifenolnih spojeva
(ng/kg tjelesne mase

C57BL/6 misa) u
ekstraktu cvijeta trnine

342,02
191341

239,57
552,79
235,88
2152,59
613,19
86,60
1317,46
17,44
853,76
699,19
5,08
1,49
46,64

Koncentracija
pojedina¢nih
polifenolnih spojeva
u peletu standardne
prehrane (Mucedola)
(ng/100 mg)

0,17
<LOD

0,07
0,01
0,05
<LOD
0,07
0,09
<LOD
0,13
0,02
0,06
0,07
0,01
2,50
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Tablica 8. nastavak

Polifenoli iz ekstrakta cvijeta trnine

br

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Ime spoja

kampferol-3-rutinozid
kampferol-acetil-rutinozid
kampferol-pentozil-heksozid
kampferol-pentozid
kampferol-ramnozid
kampferol-acetil-heksozid
kampferol-ramnozil-heksozid
kampferol-3-glukozid
apigenin

luteoiln
kvercetin-3-rutinozid (rutin)
kvercetin-acetil-rutinozd
kvercetin-3-glukozid
kvercetin-pentozid
kvercetin-acetil-heksozid
kvercetin-ramnozid
kvercetin-pentozil-heksozid

<L OD-ispod granice detekcije

RT

6,216
9,402
7,291
8,234
7,166
11,29
8,064
7,489
11,16
9,8
6,448
8,596
6,737
7,396
5,096
7,557
6,605

m/z

595
637
581
419
433
491
595
449
271
287
611
653
465
435
507
449
597

m/z
(prod.)

287
287
287
287
287
287
287
287
153
153
303
303
303
303
303
303
303

Ukupni polifenoli
(mg/100 g) suhog
cvijeta trnine

2508,6

Koncentracija pojedinih
polifenolnih spojeva
(mg/100 g) u suhom

cvijetu trnine

51,84
0,68
50,27
494,94
436,62
0,92
49,79
0,60
3,23
6,68
82,35
3,18
31,29
226,75
2,34
81,15
56,81

Koncentracija pojedinih

polifenolnih spojeva (pg/mg

ukupnih polifenola) u
ekstraktu cvijeta trnine

20,665
0,271
20,039
197,297
174,049
0,367
19,848
0,239
1,288
2,663
32,827
1,268
12,473
90,389
0,933
32,349
22,646

Doza ukupnih
polifenola (mg/kg
tjelesne mase
C57BL/6 misa)

25,00

Doza pojedina¢nih
polifenolnih spojeva
(ng/kg tjelesne mase

C57BL/6 misa) u
ekstraktu cvijeta trnine

516,623
6,777
500,977
4932,432
4351,232
9,168
496,193
5,979
32,189
66,571
820,677
31,691
311,827
2259,727
23,320
808,718
566,152

Koncentracija
pojedina¢nih
polifenolnih spojeva
u peletu standardne

prehrane (Mucedola)

(ng/100 mg)

0,005
<LOD
0,024
0,111
<LOD
0,010
0,029
0,009
0,029
0,013
0,162
<LOD
0,015
0,069
0,138
0,057
0,013
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4.2. BIORASPOLOZIVOST POLIFENOLA EKSTRAKTA CVIJETA TRNINE
NAKON AKUTNOG I SUBKRONICNOG UNOSA

Temeljem provedenih istrazivanja dobiveni su rezultati farmakodinamike i raspodjele
polifenolnih spojeva iz ekstrakta cvijeta trnine u organima C57BL/6 misa pri akutnoj i

subkroni¢noj izlozenosti.

U drugom djelu istrazivanja odredila se apsorpcija i raspodjela polifenolnih spojeva iz

ekstrakta cvijeta u kombinaciji s prehranom obogaé¢enom proteinima, mastima i Se¢erima.

Rezultati pokazuju da se od ukupno 32 vrste detektiranih polifenolnih spojeva koje nalazimo
u ekstraktu cvijeta trnine, apsorpcijom i raspodjelom po organima u razli¢itim vremenima

selektivno bioakumuliraju razlicite vrste polifenolnih spojeva.

4.2.1. UPLC analiza selektivne bioraspodjele apsorbiranih polifenolnih spojeva iz
ekstrakta cvijeta trnine u tankom crijevu, jetri, mozgu i bubregu C57BL/6 misa

Akutna 1 subkroni¢na primjena intragastricne doze vodenog ekstrakta cvijeta trnine pokazale
su razlike u broju (N) bioakumuliranih polifenolnih spojeva. U tankom crijevu, u vremenu od
0-24. sata intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine (akutna doza) je ukupno
detektirano 31,25% (N=10/32) polifenolnih spojeva i njihovih metabolita koje nalazimo u
ekstraktu cvijeta trnine, a koji se mogu Kklasificirati u fenolne kiseline i odredene skupine

flavonoida: flavonole, flavan-3-ole i flavone.

Primjenom akutne doze, od ukupno 32 spoja pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine, samo 6
spojeva, $to ¢ini 18,75% od ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 60% od
ukupno detektiranih spojeva u tankom crijevu su imali statisticki znacajno ve¢i AUC i Cmax U

skupini obradenoj ekstraktom cvijeta trnine (ECT) u odnosu na kontrolnu skupinu (CO).

Subkroni¢no doziranje (1.-28.dana) uzrokovalo je vecu bioakumulaciju polifenolnih spojeva u
tankom crijevu pokusnih zivotinja. Nakon 28. dana, u tankom crijevu je ukupno detektirano
27 polifenolnih spojeva $to ¢ini 84,37% od ukupnog broja polifenolnih spojeva koje nalazimo
u ekstraktu cvijeta trnine. Statisticki znacajno razli¢it i ve¢ci AUC ili cynax U tankom crijevu
nakon subkroni¢ne obrade, uocen je za 18 polifenolnih spojeva kod skupine ECT u odnosu na
kontrolu. To je 56,25% od ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 66,6% od

ukupno detektiranih spojeva u tankom crijevu.
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Iz grupe flavonola u tankom crijevu su detektirani derivati kvercetina, kampferola i
izoramnetina medu kojima su najzastupljeniji spojevi kvercetina i kampferola. UPLC analiza i
osnovni farmakokineticki parametri flavonola u tankom crijeva pokusnih zivotinja nakon

akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u Tablici 9 i 10.

Tablica 9. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u tankom crijevu
pokusnih Zivotinja tijekom 24 sata od intragastricne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta
cvijeta trnine

. Skupina obradena ekstraktom
Kontrolna skupina (CO i, .
pina (CO) cvijeta trnine (ECT)

tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC
(h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ug/9) (h-ug/g)
kvercetin-3-glukozid - <LOD - 3+1,7 3,30+1,90* 5,58+4,5*
kvercetin-3-rutinozid 3+0,9 1,42+0,00 33,4+16,7 0,5+0,0 1,45+0,00 33,7+0,0
kvercetin-ramnozid 0,25+0,1  0,05+0,03 0,2+0,1 3+1,7 2,80+1,61* 3,740,3*
kampferol-3-rutinozid - <LOD - 3+1,7 3,02+1,74* 1,5+0,3*

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj Zivotinja po skupini (n=6). *statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrolna skupina, ECT —ekstrakt
cvijeta trnine SD-srednja vrijednost, SV-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.

Tablica 10. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u tankom crijevu
pokusnih zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

. Skupina obradena ekstraktom
Kontrolna skupina (CO) pcvije ta trnine (ECT)

tmax Crnax AUC trmax Crax AUC

(h) (ug/g) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-ug/g)
kvercetin-3-glukozid 168+0 0,17+0,00 63,9+10,2 504+194  0,56+0,05*  151,0+125,5*
kvercetin-3-rutinozid 168+0 0,78+0,00 270,3+4,3 24+3 1,73+0,21*  952,0+120,8*
kvercetin-ramnozid 336183  0,96+0,10  387,7+1138 24+8 1,68+0,95*  723,7+17,3*
kvercetin-pentozil-heksozid 24+8 0,34+0,01  152,3+13,9 24+0 0,45+0,04 179,9+10,2
kvercetin-acetil-heksozid 6724291  0,52+0,01  219,2+238 672+0 0,67+0,39 429,9+0,9%
kvercetin-pentozid 168+83  1,37+0,07  654,5+19,2 2410 1,94+1,03 814,6+8,0
kampferol-ramnozil-heksozid 24+8 0,69+0,02 334,8+4,9 2440 0,84+0,49 384,6+3,5
kampferol-3-rutinozid 1680  0,24+0,00  116,3+3,2 168+83 0,28+0,16 132,1+1,2
kampferol-3-glukozid 168+83  0,16+0,00 93,5+2,1 168+0 0,30+0,17* 146,1+3,8*
kampferol-3-O-ramnozid - <LOD - 67240 0,060,00* 9,9+0,0*
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Tablica 10. nastavak

. Skupina obradena ekstraktom
Kontrolna skupina (CO .. .
pina (CO) cvijeta trnine (ECT)

tmax Crmax AUC tmax Crmax AUC

(h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-pug/g)
kampferol-acetil-hekozid 504+0  0,04+0,01 13,3+4,7 672+374 0,060,05 7,6+2,7
kampferol-pentozil-heksozid 168+83  0,51+0,01  260,6+13,9 240 0,85+0,45*  329,4+10,2*
kampferol-pentozid 168+0  2,75+£0,00  1344,3+6,1 24+0 5,29+2,9* 1559,4+74,7
izoramnetin-3-rutinozid 2442 0,39+0,01 252,9+1,5 2410 0,43+0,25 273,245

®Misevi su obradeni intragastricno s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu
skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO —kontrolna skupina, ECT —ekstrakt
cvijeta trnine SD-srednja vrijednost, SV-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.

Farmakokinetika detektiranih spojeva kvercetina u tankom crijevu misa C57BL/6 prikazana je
na Slici 22. Medu kvercetinskim spojevima, (akutna doza) najvece koncentracije (~3,5 ng/g
tkiva tankog crijeva) postignute su za spojeve kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3-rutinozid i
kvercetin-ramnozid (3 h neposredno nakon intragastricne primjene ekstrakta) nakon cega se
njihova koncentracija naglo smanjuje do vrlo niskih koncentracija (6 h nakon obrade). Od 1.
do 21. dana obrade, vidljiv je blagi porast koncentracije kvercetin-3-glukozida, ali u niskom
rasponu koncentracija, dok je 28. dana obrade njegova koncentracija gotovo jednaka nuli.
Sli¢na biodinamika vidljiva je i za spoj kvercetin-ramnozid ¢ija koncentracija takoder nakon
dostignute najvece koncentracije naglo pada, ali se od 1. do 14. dana bioakumulira u
umjerenim koncentracijama nakon ¢ega je vidljiv ponovni pad prema niskim koncentracijama

sve do 28. dana obrade.

Umjerene koncentracije bioakumulacije detektirane su za spojeve kvercetin-3-rutinozid i
kvercetin-pentozid. Koncentracija kvercetin-rutinozida se gotovo kroz cijeli tretman ne
mijenja (~1,5 pg/g tkiva tankog crijeva), izuzev 24 sata, gdje je vidljiv nagli pad, pa ponovno
povecanje koncentracije gotovo jednako do prvih 24 h nakon primjene ekstrakta. Za spoj
kvercetin-pentozid, od 1. do 14. dana uoceno je smanjenje njegove koncentracije, ali i dalje u
umjerenom rasponu koncentracija, nakon ¢ega se njegova koncentracija od 21. do 28. dana
obrade bioakumulira u niskom rasponu koncentracija. U niskim koncentracijama, detektirani
su i kvercetin-acetil-heksozid, ¢ija se biodinamika apsorpcije kroz 28. dana obrade nije
znacajno mijenjala, te kvercetin-pentozil-heksozid, kojem je koncentracija od 1. do 28. dana

bila vrlo niska u usporedbi s drugim kvercetinskim spojevima.
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Slika 22. Farmakokinetika i koncentracije spojeva kvercetina: a) kvercetin-3-glukozida, b)
kvercetin-3-rutinozida, c) kvercetin-ramnozida, d) kvercetin-pentozil-heksozida, e) kvercetin-
acetil-heksozida i f) kvercetin-pentozida u tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon akutne i
subkroni¢ne intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj
zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola; ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 22. nastavak
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Farmakokinetika detektiranih spojeva kampferola u tankom crijevu misa C57BL/6 prikazana
je na Slici 23. Medu kampferolnim spojevima, kampferol-pentozid bio je jedini unutar
relativno visokih koncentracija svih 28 dana obrade, te kampferol-3-rutinozid neposredno 3 h
nakon primjene ekstrakta, nakon ¢ega su se njegove koncentracije do 28. dana obrade kretale
unutar nizih vrijednosti koncentracija. Koncentracije kampferol-ramnozil-heksozida,
kampferol-pentozil-heksozida, kamperol-3-glukozida, te izoramnetin-3-rutinozida kretale su
se unutar vrijednosti niskih bioapsorbiranih koncentracija kao i kod kontrolne skupine
zivotinja. Osim navedenih kampferolnih metabolita, detektirani su kampferol-3-O-ramnozid i
kampferol-acetil-heksozid ¢ije su se koncentracije u usporedbi s drugim kampferolnim
metabolitima kretale u vrlo niskim vrijednostima kako kod pokusne, tako i kod kontrolne

skupine Zivotinja.
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Slika 23. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-3-rutinozida, b) kampferol-
ramnozil-heksozida, c) kampferol-3-glukozida, d) kampferol-3-O-ramnozida, e) kampferol-acetil-
heksozida, f) kampferol-pentozil-heksozida, g) kampferol-pentozida i h) izoramnetin-3-rutinozida
u tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon akutne i subkroni¢ne intragastri¢ne primjene ekstrakta
cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao
SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SD-srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Slika 23. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u tankom crijevu pokusnih

zivotinja nakon akutne i1 subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u
Tablici 11 i 12.

Tablica 11. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u tankom crijevu
pokusnih Zivotinja tijekom 24 sata od intragastricne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta
cvijeta trnine

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

Kontrolna skupina (CO)

tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC
(h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (ng/9) (h-ug/g)
Apigenin - <LOD - 3+2,0 0,11+0,02* 0,4+0,3*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tj.m. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrolna
skupina, ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SD-srednja vrijednost, SV-standardna devijacija, <LOD-
ispod granice detekcije.
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Tablica 12. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u tankom crijevu
pokusnih zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

Kontrolna skupina (CO)

tax Crmax AUC tax Crmax AUC
(h) (no/9) (h-ug/g) (h) (no/9) (h-pg/g)

Luteolin 168+83 0,20+0,10 89,5+19,2 2443 0,64+0,28* 171,8+30,6*

Apigenin 240 0,89+0,14 188,3+17,8 24+3 2,50+0,25% 523,9+72,5*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zZivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrolna skupina,
ECT —ekstrakt cvijeta trnine SD-srednja vrijednost, SV-standardna devijacija, <LOD-ispod
granice detekcije.

Farmakokinetika flavona u tankom crijevu misa C57BL/6 prikazana je na Slici 24. Iz grupe
flavona detektirani su spojevi apigenin i luteolin. Relativno visoke koncentracije apigenina
kod pokusnih skupina uocene su 1. i 28. dana, dok se u ostalom vremenskom periodu
farmakokinetika apigenina kod pokusne i kontrolne skupine kretala u niskom rasponu
koncentracija. Koncentracija luteolina, iako visa u odnosu na kontrolnu skupinu do 21. dana

obrade, takoder se kretala u niskom rasponu koncentracija, te se postupno smanjivala sve do

28. dana obrade.
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Slika 24. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u tankom crijevu
C57BL/6 misa nakon akutne i subkroni¢ne intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi
od 25 mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO
— kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

73



Slika 24. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u tankom crijevu pokusnih

zivotinja nakon akutne i1 subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u

Tablici 13 i 14.

Tablica 13. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u tankom crijevu
pokusnih zivotinja tijekom 24 sata od intragastricne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta
cvijeta trnine

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

Kontrolna skupina (CO)

tmax Crnax AUC tmax Crmax AUC

(h) (n9/9) (h-pg/g) (h) (n9/9) (h-pg/9)
(+)-katehin 6+1,5 0,13+0,00 3,0£1,5 3+2,5 1,40+0,73* 4,942 8*
(-)-epikatehin 1+0,5 0,90+0,52 18,2+10,4 3+1,7 8,93+5,15* 34,3+£22,1
(-)-epigalokatehin-3-galat 3+1,4 0,30+0,00 7,19+3.5 0,25+0,0  0,30+0,00 7,143,0

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta
trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Tablica 14. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u tankom crijevu
pokusnih zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

Kontrolna skupina (CO)

tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

(h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (1g/9) (h-ug/g)
(+)-katehin 6724374  0,13+0,00  83,5+0,5 672+0 0,160,09 86,8+1,5
(-)-epikatehin 168+97  0,05+0,04 9,4+1,1 168+0 0,06+0,03 12,5+0,0
(-)-epigalokatehin-3-galat 5044291  0,02+0,00 6,3+0,8 672+0 0,17+0,02* 14,5+3,9*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).*statistiCki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola; ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Farmakokinetika detektiranih flavan-3-ola u tankom crijevu misa C57BL/6 prikazana je na
Slici 25.

Za razliku od flavona, koncentracija spojeva iz skupine flavan-3-ola uglavnom se kretala u
podrucju niskih koncentracija kako kod pokusne skupine tako i kod kontrolne skupine.
Najistaknutija koncentracija bila je za spoj (-)-epikatehin u prva 24 h nakon primjene
ekstrakta, te za (+)-katehin (3 h neposredno nakon obrade). Epigalokatehin-3-galat je takoder
najistaknutije koncentracije dosegao u prva 24 h, ali u niZim vrijednostima u odnosu na (-)-

epikatehin i (+)-katehin.
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Slika 25. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epikatehina i c)
epigalokatehin-3-galata u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon akutne i subkroni¢ne
intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt
cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnh kiselina u tankom crijevu
pokusnih zivotinja nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

prikazani su u Tablici 151 16.

Tablica 15. UPLC analiza i osnovni farmakokinetic¢ki parametri fenolnih kiselina u tankom crijeva

pokusnih Zivotinja tijekom 24 sata od intragastricne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta
cvijeta trnine

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

Kontrolna skupina (CO)

tmax Crmax AUC tax Crmax AUC

(h) (no/g) (h-ng/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
4-p-kumaroil kininska kiselina 1+0,0  0,90+0,02 19,6+2,16 3+£1,7 0,97+0,00 22,4495
ferulinska kiselina 6+1,3  1,22+022 28,2+11,3 0,25+3,3  1,60+0,03 31,2+13,8

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT
— ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Tablica 16. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u tankog crijevu

pokusnih zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

. Skupina obradena ekstraktom
Kontrolna skupina (CO) pcvije ta trnine (ECT)

tmax Crmax AUC tmax Crnax AUC

(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (hpg/g)
kafeinska kiselina 168+0 0,20+0,05 41,6174 168+0 0,37+0,21* 111,8+13,9*
4-O-kafeoil kininska kiselina 672+374 1,6440,10 896,5+83,2 | 168+34 1,81+1,17 1110,1+25.,4
p-kumarinska kiselina 504277 0,48+0,14 186,7+37,4 24+0 1,67+0,94* 444,9+6,3*
3-p-kumaroil kininska kiselina - <LOD - 16814 0,20+0,02* 71,8+14,4%
4-p-kumaroil kininska kiselina 24+0 1,22+0,05 627,7+4,2 504+97 2,16+1,27* 1095,0+27,8*
ferulinska kiselina 504+0 1,04+0,30 368,3+61,5 242 1,68+0,95* 740,9+9,7*
3-O-feruloil kininska kiselina 168+83 0,62+0,13 211,9+37,3 | 168+37 4,61+0,42* 768,4+6,3*
galna kiselina 24+0 1,28+0,67 215,1+96,7 168+0 2,21£1,27* 575,2+£12,6*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, <LOD-ispod granice detekcije, SV-srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.
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Farmakokinetika detektiranih fenolnih kiselina u tankom crijevu misa C57BL/6 prikazana je
na Slici 26. Od fenolnih kiselina, vise istaknutije koncentracije kod pokusne skupine u odnosu
na kontrolnu skupinu gotovo tijekom cijelog trajanja obrade su uocene za ferulinsku, 4-p-
kumaroil kininsku i galnu kiselinu, te 3-O-feruloil kininsku Kiselinu, p-kumarinsku i 4-O-
kafeoil kininsku kiselinu do 14. dana obrade. Osim navedenih fenolnih kiselina, detektirane su

I kafeinska, te 3-p-kumaroil kininska kiselina u relativno niskim koncentracijama.
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Slika 26. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil Kininske, b)
ferulinske, c) kafeinske, d) 4-O-kafeoil kininske, e) p-kumarinske, f) 3-p-kumaroil kininske, g) 3-
O-feruloil kininske i h) galne kiseline u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon akutne i subkroni¢ne
intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine,
SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 26. nastavak
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Nakon bioakumulacije i apsorpcije u tankom crijevu, aglikoni i metaboliti polifenola putuju u
jetru. Nakon akutne obrade u jetri je detektirano 18,75% (N=6/32) polifenolnih spojeva, dok
je nakon subkroni¢ne obrade detektrano 26 polifenolnih spojeva $to ¢ini 81,25% od ukupnog
broja polifenolnih spojeva koje nalazimo u vodenom ekstraktu cvijeta trnine. Statistic¢ki
znacajno razli¢it AUC i Cmax U jetri, nakon akutne obrade utvrden je za dva spoja, dok je
nakon subkroni¢ne obrade kao i kod tankog crijeva, uocen za 16 polifenolnih spojeva kod
skupine ECT S§to €ini 40,62% od ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i

50,0% od ukupno detektiranih spojeva u jetri.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u jetri pokusnih zivotinja nakon

akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u Tablici 17 i 18.

Tablica 17. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u jetri pokusnih
zivotinja tijekom 24 sata od intragastri¢ne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina
Flavonoli detektirani u } cstrak
s . Skupina obradena ekstraktom
jetri; akutna doza Kontrolna skupina (CO) cvijeta trine (ECT)
(0.-24. h)? AUC
c c
tmax (N max tmax (N max AUC (h-pg/
«M gl (vugig) ™ (g (h1/0)

kvercetin-pentozid 1+0,0 0,14+0,00 3,1+1,3 0,5+1,4 0,14+0,00 3,3+1,4
kvercetin-3-rutinozid - <LOD - 2+1,0 1,43£0,03* 33,5+1,4*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT
— ekstrakt cvijeta trnine; <LOD-ispod granice detekcije, SV-srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.

Tablica 18. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u jetri pokusnih
zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina
Flavonoli detektirani u
. Skupina obradena ekstraktom

ietri: i Kontrolna skupina (CO .. .
jetri; subkroni¢na doza pina (CO) cvijeta trnine (ECT)
(1.-28. dan)?

tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

(h) (n9/9) (h-pg/9) (h) (n9/9) (h-pg/g)
kvercetin-3-O-glukozid 24+0 0,14+0,09 70,6+0,8 336+277 0,40+0,03* 168,6+0,1*
kvercetin-3-O-rutinozid 336483 1,55+0,32 715,1+78,9 336483 2,57+0,03* 1113,1+0,6*
kvercetin-ramnozid 168+0 1,31+0,001 606,7+1,6 168+0 1,39+0,01 635,4+1,0
kvercetin-pentozil-heksozid 168+0 0,36+0,02 157,7+0,8 168+0 0,47+0,06 207,5+0,2
kvercetin-acetil-heksozid 2443 0,55+0,00 302,8+2,5 2443 0,64+0,00 419,2+0,2
kvercetin-pentozid 168+0 0,13+0,00 84,2+1,1 168+83 1,44+0,02* 670,0+1,6*
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Tablica 18. nastavak

Skupina
Flavonoli detektirani u
Skupina obradena ekstraktom

ietri: ic Kontrolna skupina (CO .. .
jetri; subkroni¢na doza pina (CO) i i (e
(1.-28. dan)

tmax Cmax AU C tmax Cmax AU C

(h) (ng/9) (h-pug/g) (h) (n9/9) (h-pg/g)
kampferol-ramnozil-heksozid 168483 0,70+0,02 330,5+1,5 168+0 0,80-+0,00 374,2+0,6
kampferol-3-rutinozid 2448 0,23+0,01 114,9+0,8 168+0 0,29+0,00* 140,8+0,1*
kampferol-3-glukozid 24+0 0,16+0,00 71,6+0,4 168+0 0,26+0,01 108,3+0,3*
kampferol-3-O-ramnozid 168+34 0,03+0,04 8,0+1,1 168+0 0,12+0,02* 26,2+0,5*
kampferol-acetil-hekozid 168+96 0,02+0,03 4,1+0,8 168+0 0,07+0,00* 13,4+0,0*
kampferol-pentozid 1680 2,60:0,00 1243, 4+1,1 168+0 2,69+0,00 1382,3+1,0
izoramnetin-3-rutinozid 16829 0,39+0,00 248,0+1,2 168+83 0,41+0,00 265,4+0,2

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Kratice: CO —kontrola, ECT —ekstrakt cvijeta trnine.

Farmakokinetika detektiranih metabolita kvercetina u jetri misa C57BL/6 prikazana je na Slici
27. Od kvercetinskih spojeva, subkroni¢cnom obradom, u jetri je ukupno detektirano Sest
metabolita kvercetina. Vremenska biodinamika kvercetin-acetil-heksozida, kvercetin-
pentozil-heksozida i kvercetin-ramnozida bila je slicna izmedu pokusne i kontrolne skupine,
a koncentracija im se kretala od niskih do umjerenih koncentracija tijekom svih 28. dana
obrade. Najvece koncentracije kao i razlike u koncentraciji izmedu pokusne i kontrolne
skupine uocene su za spojeve kvercetin-pentozid (izmedu 6. sata i 14. dana obrade), te

kvercetin-3-rutinozid i kvercetin-3-O-glukozida (izmedu 7.1 21. dana obrade).
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Slika 27. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-3-rutinozida, b) kvercetin-
pentozida, ¢) kvercetin-3-O-glukozida, d) kvercetin-ramnozida, e) kvercetin-pentozil-heksozida i
f) kvercetin-acetil-heksozida u jetri C57BL/6 miSa nakon akutne i subkroni¢ne intragastricne
primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-
srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 27. nastavak
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Farmakokinetika detektiranih spojeva kampferola u jetri misa C57BL/6 prikazana je na slici
28.

Od kampferolnih spojeva, detektirani su sljede¢i spojevi kampferola: kampferol-pentozid,
kampferol-pentozid, kampferol-3-rutinozid, kampferol-ramnozi-heksozid, kampferol-3-
glukozid, kampferol-ramnozid i kampferol-acetil-heksozid. Od svih navedenih spojeva,
najveca koncentracija je uocena za spoj kampferol-pentozid i to izmedu 1. i 7. dana obrade
nakon ¢ega mu se koncentracija smanjuje. Bioapsorpcija svih ostalih metabolita kretala se u
vrlo niskom koncentracijskom rasponu kako kod pokusne, tako i kod kontrolne skupine

zivotinja. Sli¢na vremenska biodinamika uocena je i za spoj izoramnetin-3-rutinozid.
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Slika 28. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-ramnozil-heksozida, b)
kampferol-3-rutinozida, ¢) kampferol-3-glukozida, d) kampfrol-ramnozida, e) kampferol-acetil-
heksozida, f) kampferol-pentozida i g) izoramntein-3-rutinozida u jetri C57BL/6 miSa nakon
akutne i subkroni¢ne intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj
zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola; ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

83



Slika 28. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u jetri pokusnih zivotinja nakon

subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u Tablici 19.
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Tablica 19. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u jetri pokusnih Zivotinja
tijekom 28. dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine Skupina
flavona detektirani u i
il S 0 Skuplne obradgna ekstraktom

jetri; subkroni¢na cvijeta trnine (ECT)
doza (1.-28. dan)? tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC

(h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
Luteolin 168+83 0,19+0,01 51,3+3,3 1680 0,33+0,02* 78,7+1,0*
Apigenin 24+8 0,28+0,01 107,2+0,9 168+27 0,20+0,03 121,1%0,5

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znaéajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Farmakokinetika flavona u jetri misa C57BL/6 prikazana je na slici 29. Koncentracija
luteolina i apigenina takoder se tijekom cijelog trajanja obrade kretala u vrlo niskom rasponu
koncentracija. Najveca bioapsorpcija luteolina utvrdena je izmedu 1. i 14. dana obrade, a

apigenina izmedu 1.1 21. dana nakon ¢ega mu se koncentracija do 28. dana obrade smanjuje.
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Slika 29. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u jetri C57BL/6 misa
nakon subkroni¢ne intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u jetri pokusnih Zivotinja
nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u Tablici

201 21.

Tablica 20. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u jetri pokusnih
zivotinja tijekom 24 sata od intragastri¢ne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine flavan- Skupina
3-ola detektirani u jetri; . i
J Kentrolna skupina (CO) Skupmzi obrade.na ekstraktom
(0.-24. h)? tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC
(h) (n9/g) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-ug/g)
(+)-katehin 0,5+0,2  0,13+0,00 3,0+1,3 3,0£1,7 0,13+0,00 3,2+1,41
(-)-epigalokatehin-3-galat 24+13,7  0,30+0,00 7,2+3,1 0,25+0,14  0,30+0,00 7,2+3,1

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT
— ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Tablica 21. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u jetri pokusnih
zivotinja tijekom 28 dana intragastriéne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine Skupina
flavan-3-ola detektirani . Skupina obradena ekstraktom
Kontrolna skupina (CO) P ..0 ra ?
u jetri; subkroni¢na cvijeta trnine (ECT)
doza (1.-28. dan)? Crnax AUC t c
t h max max AUC h /
o gy g |0 gy (uglo)
(+)-katehin 168+37 0,13+0,00 84,1+0,1 672+290 0,14+0,00 90,5+0,0
(-)-epikatehin-3-galat 336+193 0,70+0,00 169,2+2,4 3360 1,40+0,00* 265,9+0,0*
(-)-epigalokatehin-3-galat 168+193 1,07+0,25 400,0+61,5 3360 0,88+0,00 256,640,0*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrolna skupina,
ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, standardna devijacija.

Farmakokinetika detektiranih flavan-3-ola u jetri misa C57BL/6 prikazana je na Slici 30. U
jetri, bioapsorpcija spojeva iz skupine flavan-3-ola sli¢na je bioapsorpciji spojeva iz skupine
flavonola. Najveca koncentracija uocena je za (-)-epikatehin-3-galat koji najvecu vrijednost
postize izmedu 7. i 21. dana obrade, te (-)-epigalokatehin-3-galat koji najveéu vrijednost
postize izmedu 7. i 14. dana. Koncentracija (+)-katehina kretala se vrlo niskom rasponu

koncentracija i u pokusnoj i kontrolnoj skupini tijekom cijelog trajanja obrade.
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Slika 30. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epigalokatehin-3-
galata i ¢) (-)-epikatehin-3-galata u jetri C57BL/6 misa nakon akutne i subkroni¢ne intragastri¢ne
primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-
srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza 1 osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u jetri pokusnih
zivotinja nakon akutne 1 subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u
Tablici 22 i 23.
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Tablica 22. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u jetri pokusnih
zivotinja tijekom 24 sata od intragastri¢ne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina
Spojevi iz skupine fenolnih
kiselina detekti s Kontralna skupina (CO) Skupina obradena ekstraktom
iselina detektirane u jetri; p cvijeta trine (ECT)

akutna doza (0.-24.. h)?

tmax Cma>< AU C tmax Cmax AU C

(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-ug/g)
4-p-kumaroil kininska kiselina 3+0,5 0,83+0,00 14,145,8 2+0,8 0,95+0,02 27,1+£9,4*
ferulinska kiselina 1+0,0 1,31+0,15 26,4+11,3 1+0,0 1,66+0,00 32,2+14,0

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT
— ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Tablica 23. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u jetri pokusnih
zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine fenolnih Skupina
kiselina detektirane u jetri; il S (@) Skupinfi obradc?na ekstraktom
sk dom cvijeta trnine (ECT)
(1.-28. dan) tmax Crmax AUC tax Crmax AUC
(h) (ng/0) (h-pug/g) (h) (g/g) (h-ug/g)
kafeinska kiselina 5040 0,24+0,01 54,5+0,2 504277 1,79+0,15*  479,4+39,1*
4-0O-kafeoil kininska kiselina 504+96 1,42+0,01 710,6+0,5 672+0 1,59+0,00 963,9+1,7
p-kumarinska kiselina - <LOD - 168+83 0,17+0,03* 38,4+0,0*
3-p-kumaroil kininska kiselina 2448 0,04+0,02 8,3+0,7 168+0 0,26+0,00* 68,5+0,1*
4-p-kumaroil kininska kiselina 24+1 0,54+0,01 317,5+2.8 504+193 1,42+0,00* 798,1+0,2*
ferulinska kiselina 336+83 0,77+0,02 494,6+0,4 672+290 1,64+0,02 835,8+3,6
3-O-feruloil kininska kiselina 5044290 0,21+0,06 34,9490 24+2 0,45+0,09* 81,0+4,6*
galna kiselina 672+0 0,58+0,04 76,9+8.8 6724387 1,31+0,19* 110,1+16,2

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan tijekom 28
dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-
srednja vrijednost, SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.

Farmakokinetika detektiranih fenolnih kiselina u jetri misa C57BL/6 prikazana je na Slici 31.
Medu fenolnim kiselinama, najvece koncentracije uoCene su za 4-p-kumaroil kininsku,
ferulinsku, 4-O-kafeoil kininsku i kafeinsku kiselinu gotovo tijekom cijelog trajanja obrade, a
koncentracija im se kretala u umjerenom rasponu koncentracija. Bioapsorpcija p-kumarinske i
3-O-feruloil kininske uocena je u vrlo niskim koncentracijama kako kod kontrolne tako i
pokusne skupine zivotinja. Bioasporpcija galne kiseline se do 21. dana obrade takoder kretala
u vrlo niskom rasponu koncentracija nakon ¢ega joj koncentracija raste do umjereno visokih

koncentracija.
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Slika 31. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil Kkininske, b)
ferulinske, c) kafeinske, d) 4-O-kafeoil kininske, e) p-kumarinske, f) 3-p-kumaroil kininske, g) 3-
O-feruloil kininske i h) galne kiseline u jetri C57BL/6 miSa nakon akutne i subkroni¢ne
intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj Zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine,
SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 31. nastavak
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U mozgu pokusnih Zivotinja, nakon akutne obrade je ukupno detektirano 43,75% (N=14/32)
polifenolnih spojeva, dok je nakon subkroni¢ne obrade detektirano 68,75% (N=22/32)
polifenolnoh spojeva od ukupnog broja polifenolnih spojeva koje nalazimo u ¢istom ekstraktu

cvijeta trnine.

Nakon akutne obrade, statisticki znacajno razli¢iti i ve¢i AUC i Cmax U mozgu, kod skupine
ECT u odnosu na kontrolnu skupinu uoceni su za 8 spojeva, dok je nakon subkroni¢ne obrade
statisticki znacajno razli¢it AUC i Cmax kod skupine ECT u usporedbi s kontrolnom skupinom
uocen za jedanaest spojeva sto ¢ini 21,87% od ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta

trnine i 31,8% od ukupno detektiranih spojeva u mozgu.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u Tablici

241 25.
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Tablica 24. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u mozgu pokusnih

zivotinja tijekom 24 sata od intragastri¢ne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina
Flavonoli detektirani u
. Skupina obradena ekstraktom
0 Kontrolna skupina (CO .. .

(O €L pina (CO) cvijeta trnine (ECT)
(0.-24. h)?

tax Crmax AUC tax Crmax AUC

(h) (n9/9) (h-ug/g) (h) (n9/9) (h-pug/g)
kvercetin-3-0O-glukozid - <LOD - 3+1,5 1,17+0,98* 0,5+0,1*
kvercetin-3-O-rutinozid 24+12,09  1,42+0,00 33,6+14,8 24+0,0 1,47+0,00 34,7+0,0
kvercetin-ramnozid - <LOD - 3+0,0 0,27+0,04* 0,1+0,0*
kvercetin-pentozil-heksozid 24+12,0 1,40+0,00 33,2+14,7 24+0,0 1,46+0,00 34,5+0,0
kampferol-3-rutinozid - <LOD - 3+1,7 2,93+1,49* 1,4+0,2*
kampferol-3-O-ramnozid 0,25+0,0  1,53+0,00 0,1+0,0 3+1,5 0,34+0,8 0,1+0,0

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.

Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta
trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.

Tablica 25. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u mozgu pokusnih

zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina
Flavonoli detektirani u
. Skupina obradena ekstraktom
: i Kontrolna skupina (CO .. .

mozgu; subkroni¢na doza pina (CO) cvijeta trnine (ECT)
(1.-28. dan)

tmax Cmax AU C tmax Cmax AU C

(h) (n9/9) (h-pg/g) (h) (n9/9) (h-pg/g)
kvercetin-ramnozid 504+83  0,68+0,02 425,9+4,0 672+0 2,92+0,01*  1136,4+0,58*
kvercetin-pentozil-heksozid 24+8 0,32+0,03 158,0+78,6 168+83 1,96+0,04* 979,0+8,31*
kvercetin -pentozid 24+8 1,51+0,22 692,0+146,8 24+0 2,09+0,26 830,0+28,8
kvercetin-acetil-heksozid 504497  0,63+0,00 373,0+15,8 24+0 0,63+0,01 382,0+17,02
kvercetin -3-O-rutinozid 2443 1,2840,15  394,0+55,08 336+0 2,84+0,04*  1306,0+74,0*
kvercetin -3-glukozid 336+0 0,14+0,01 62,0+6,8 672+0 0,24+0,03* 107,0+5,5*
kampferol-ramnozil-heksozid 24+8 0,65+0,04 294,6+15,7 336+0 0,73+0,01 416,7+5,5
kampferol-pentozid 168+83  2,58+0,04 1295,6+22,8 168+0 2,64+0,05 1326,7+17,6
kampferol-3-rutinozid 24+0 0,06+0,01 33,0+£5,3 672+0 0,28+0,00* 147,0+1,3*
kampferol-3-glukozid 168+0 0,24+0,06 108,2+11,6 168+0 0,19+0,00 89,6+0,5
izoramnetin-3-rutinozid 672+0 0,39+0,06 258,0+1,57 168+0 0,43+0,02 265,7+3,5

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Farmakokinetika detektiranih metabolita kvercetina u mozgu misa C57BL/6 prikazana je na
Slici 32. Od kvercetinskih spojeva u mozgu pokusnih zivotinja, najvec¢e koncentracije
postignute su za spojeve kvercetin-3-O-rutinozid i kvercetin-ramnozid. Kvercetin-rutinozid
doseze umjerene koncentracije neposredno 15 minuta nakon primjene, a relativno visoke
koncentracije utvrdene su izmedu 7. i 14. dana obrade. Za spoj kvercetin-ramnozid uo¢eno je
nesto drugacija biodinamika. U prvih 24 sata nakon obrade, kod skupine obradene ekstraktom
cvijeta trnine, koncentracije kvercetin-ramnozida su niske, medutim od 14. do 28. dana
doseze relativno visoke koncentracije (~3 pg/g tkiva mozga) za razliku od kontrolne skupine

kod koje je uocen pad njegove koncentracije.

Umjerene koncentracije detektirane su za spojeve kvercetin-pentozil-heksozid i kvercetin-3-
O-glukozid. Bioapsorpcija kvercetin-pentozil-heksozida sli¢na je bioapsorpciji kvercetin-3-
rutinozida (0.-24. h), dok kvercetin-3-glukozid ima sli¢nu biodinamiku kao kvercetin-
ramnozid. Umjerene koncentracije izmedu 1. i 7. dana obrade uocene su i za spoj kvercetin-
pentozid, nakon ¢ega se njegova koncentracija smanjuje prema niskom koncentracijskom
rasponu. Biodinamika kvercetin-acetil-hekozida nije se znacajno mijenjala kod skupine
obradene ekstraktom cvijeta trnine i kontrolne skupine, te se kretala u niskim koncentracijama

tijekom cijelog trajanja obrade.
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Slika 32. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-3-O-glukozida, b) kvercetin-
pentozil-heksozida, c¢) kvercetin-ramnozida, d) kvercetin-3-O-rutinozida, e) kvercetin-acetil-
heksozida, f) kvercetin-pentozida u mozgu C57BL/6 misa nakon akutne i subkroni¢ne
intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj Zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine,
SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 32. nastavak

< < A <
) o o ©
N = < = o = <t =
§3 @ S 3 3T 8 S 3
S o € 4]
o € (] IS
= [} = Q
3 > = e <
o~ @) N @) o~ (@) N (@)
O S o O N O
f \| t t t
< <
o~ o~
et R O R P o o <2 e < S
m NN A o o 6 6 o o o ~ < o & < o 5 5 5 o
LN n n
[8/31] S ® & 4 o (3/3n] N~ & & &4 o o
P1Z0Sy9Y-|1203uad-U119249AY [8/81] pizouweJs-unadiany p1Zou1INJ-O-£-UI192J3AY [8/81] pizojuad-unadiany =
< — N
o~
(o]
0
) S =
- - — = —
< —_ = (@] < —
= 5 = = o 8 £ 2
~ m E ~ o ~ m ¥ o
[} —
" + = + g § +
-l = = =
o o > 9 g s o
m © r+v © + N <
- ¢ ;
Q 1 O wn Q9 w1 9 o o g
O I = I A = N ) o~
e 9 < <o 9 e Q9 9 o < SN Q 9 o I NQ
P1Z0SyaY-|1z03uad-u119249AY =) [3/81] pizouweJ-unsa1any o) [8/8r] pizounni-O-g-uiddIaNy T [8/81] pizosyay-|nede-unsdieny @

93



Farmakokinetika detektiranih spojeva kampferola u mozgu misa C57BL/6 prikazana je na
Slici 33. Medu kampferolnim spojevima, kampferol pentozid jedini je ¢ija se koncentracija
kretala unutar relativno visokog raspona koncentracija, dok su umjerene koncentracije uo¢ene
za spoj kampferol-ramnozil-heksozid. Vrijednosti kampferol-ramnozida, kampferol-3-
glukozida i kampferol-3-O-rutinozida kretale su se unutar vrlo niskog raspona koncentracija
tijekom cijelog trajanja obrade. Svi spojevi, izuzev kampferol-3-O-rutinozida imali su sli¢ne

bioapsorbirane koncentracije kao i kontrolne skupine Zivotinja.
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Slika 33. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-3-rutinozida, b) kampferol-
ramnozil-heksozida, c) kampferol-3-glukozida, d) kampferol-pentozida, e) izoramnetin-3-
rutinozida i f) kampferol-ramnozida u mozgu C57BL/6 misa nakon akutne i subkroni¢ne
intragastriéne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj Zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine,
SV-srednja vrijednost, SD-standradna devijacija.
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UPLC analiza 1 osnovni farmakokineti€ki parametri metabolita flavona u mozgu pokusnih

zivotinja nakon akutne 1 subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su u

Tablici 26 i 27.

Tablica 26. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u mozgu pokusnih
zivotinja tijekom 24 sata od intragastri¢ne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine
flavona detektirani u

mozgu; akutna doza

Skupina

Kontrolna skupina (CO)

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

(0.-24. h) tax Crnax AUC tax Crnax AUC

(h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-ug/g)
Luteolin - <LOD - 3+1,7 2,54+1,32* 1,2+0,2*
Apigenin 6+3,0 0,0440,04 0,0+0,0 3+2,0 0,18+0,09* 0,3+0,1*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu
(P<0,05) Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta
trnine, <LOD-ispod granice detekcije, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Tablica 27. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u mozgu pokusnih
zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine Skupina
flavona detektirani u i
il SR () Skuplna.a. obrade.na ekstraktom

mozgu; subkroni¢na cvijeta trnine (ECT)
doza (1.-28. dan)? tmax Crax AUC tmax Crax AUC

(h) (ng9/g) (h-ug/g) (h) (n9/g) (h'ug/g)
Luteolin 504+83 0,33+0,03 27,9+3.4 168+0 0,37+0,00 109,8+0,0*
Apigenin 672483 0,19+0,07 116+21,3 168+0 0,15+0,00 83,8+4,3

®Misevi su obradeni intragastricno s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zZivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Farmakokinetika flavona u mozgu misa C57BL/6 prikazana je na Slici 34. 1z skupine flavona,
relativno visoka koncentracija u pokusnoj skupini za razliku od kontrolne skupine, uocena je
za spoj luteolin (izmedu 2. i 6. sata), nakon Cega se njegova koncentracija sve do 28. dana
obrade krece u vrlo niskom koncentracijskom rasponu. Sli¢na biodinamika uocena je i za spoj

apigenin, ali u znatno nizim koncentracijama.
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Slika 34. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u mozgu C57BL/6
misa nakon akutne i subkroni¢ne intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25
mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO —
kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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UPLC analiza i osnovni farmakokinetic¢ki parametri fenolnih kiselina u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su Tablici 28 i 29.

Tablica 28. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u mozgu pokusnih
zivotinja tijekom 24 sata od intragastri¢ne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina

Spojevi iz skupine flavan-
3-ola detektirani u mozgu;
akutna doza (0.-24. h)?

Kontrolna skupina (CO)

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

(h) (ng/g)  (hpglg) (h) (ng/9) (h-ug/g)
(+)-katehin 24+13,5  0,12+0,00  3,0+1,3 6+1,2 0,13+0,00 3,2£0,0
(-)-epikatehin - <LOD - 31,7 0,08+0,04* 0,0£0,1*
(-)-epikatehin-3-galat = <LOD - 3+1,7 1,07+0,67* 0,5+0,3*
(-)-epigalokatehin-3-galat 24+11,7  0,31£0,00  7,0+3,1 24+0,0 0,32+0,00 7,5£0,0

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m. Broj Zivotinja
po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-
srednja vrijendost, SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.

Tablica 29. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u mozgu pokusnih
zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina

Spojevi iz skupine flavan- Skupina obradena ekstraktom
3-ola detektirani u mozgu; Kontrolna skupina (CO) upina obrade
subkronicna doza cvijeta trnine (ECT)
(1.-28. dan)a c AUC

max .

o) o) (hpglg) | () Cmac(ue/g)  AUC (huglg)

(+)-katehin 24+374  0,12+0,05 80,4+1,17 168+37 0,13+0,00 90,3+1,17
(-)-epikatehin - <LOD - 504+0 0,18+0,00* 39,9+0,0*
(-)-epikatehin-3-galat 1680  1,89+0,00  346,2+0,0 168+0 2,23+0,00 461,6+0,0
(-)-epigalokatehin-3-galat 33640  0,35+0,00  207,7+0,0 168+0 2,13+0,00 567,6+0,0*

®Misevi su obradeni intragastricno s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan tijekom 28
dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znac¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m. Broj Zivotinja
po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-
srednja vrijendost, SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Farmakokinetika flavan-3-ola u mozgu misa C57BL/6 prikazana je na Slici 35. Za razliku od
veéine spojeva iz skupine flavonola, koncentracija flavan-3-ola u mozgu pokusnih Zivotinja se
kretala u umjerenom i niskom koncentracijskom rasponu. Flavan-3-oli, (-)-epikatehin-3-galat
i (-)-epigalokatehin-3-galat bili su najistaknutiji katehinski spojevi u umjerenom opsegu
koncentracija, dok su se vrijednosti (-)-epikatehina i (-)-katehina kretale u niskom
koncentracijskom rasponu. (-)-epigalokatehin-3-galat i (-)-epkatehin imali su najistaknutije
koncentracije izmedu 1. i 14. dana obrade, dok je (-)-epikatehin iako niZe koncentracije
dostigao najvise vrijednosti izmedu 7. i 14. dana obrade. Kod svih katehinskih spojeva, izuzev
(-)-epikatehina i (-)-epigalokatehin-3-galata uoc¢ena je sli¢na biodinamika kao i koncentracije

izmedu pokusne i kontrolne skupine Zivotinja.
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Slika 35. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epikatehina, c)
epikatehin-3-galata i d) (-)-epigalokatehin-3-galata u mozgu C57BL/6 miSa nakon akutne i
subkroni¢ne intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj
zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola; ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 35. nastavak
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UPLC analiza 1 osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u mozgu pokusnih

zivotinja nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su

Tablici 301 31.

Tablica 30. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u mozgu

pokusnih Zivotinja tijekom 24 sata od intragastricne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta

cvijeta trnine

Spojevi iz skupine fenolnih
kiselina detektirane u mozgu;
akutna doza (0.-24. h)®

Skupina

Kontrolna skupina (CO)

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

tmax Cmax AU C tmax Cmax AU C

(h) (Hg/9) (h-p9/9) (h) (no/9) (h-po/9)
4-p-kumaroil kininska kiselina 2+0,8 0,93+0,01 17,0+7,1 0,540,0 0,99+0,00 22,8+0,2
klorogenska kiselina - <LOD - 3+0,0 1,07+0,00* 0,5+0,0*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+£SD. Kratice: CO —kontrolna
skupina, ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija, <LOD-

ispod granice detekcije.
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Tablica 31. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u mozgu
pokusnih zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine fenolnih Skupina
kiselina detektirane u i
il S 0 Skuplna.a. obrade.na ekstraktom
mozgu; subkroni¢na doza cvijeta trnine (ECT)
(1.-28. dan)? tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC
(h) (n9/9) (h-ug/g) (h) (no/9) (h-pug/g)
4-O-kafeoil kininska kiselina 672+0 1,56+0,04 746,0+126,4 168+0 2,01+0,115 1072+43,3

4-p-kumaroil kininska kiselina 24+3 0,69+0,25  356,0+153,67 504+0 2,14+0,05* 1166,0+47,9*
3-O-feruloil kininska kiselina 168+19  0,48+0,05 202,0+114,9 168+0 0,79+0,00* 232,0+53,7

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Farmakokinetika fenolnh kiselina u mozgu misa C57BL/6 prikazana je na Slici 36.
Vremenska biodinamika uocena je i za fenolne kiseline izmedu pokusne i kontrolne skupine.
Razlike su utvrdene su za 4-p-kumaroil kininsku i galnu kiselinu ¢ije su koncentracije bile

vise u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja. Osim navedenih kiselina, klorogenska kiselina

bila je vise koncenracije u prvih 6 sati akutne obrade.
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Slika 36. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil kininske, b) 3-O-
kafeoil kininske, c) 4-O-kafeoil kininske, d) ferulinske, e) 3-O-feruloil kininske i f) galne kiseline
u mozgu C57BL/6 miSa nakon akutne i subkroni¢ne intragastriCne primjene ekstrakta cvijeta
trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao
SV£SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Slika 36. nastavak
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Nakon reakcija konjugacije (u tankom crijevu i jetri) metaboliti polifenola jednim dijelom
budu apsorbirani u plazmu, te se biodistribuiraju u odredena tkiva i organe, a zatim izlu¢uju

putem bubrega u urin.

Nakon akutne obrade, u bubrezima pokusnih Zivotinja je ukupno detektirano 25% (N=8/32)
polifenolnih spojeva, dok je nakon subkroni¢ne obrade detektirano 37,5% (N=12/32)
polifenolnoh spojeva od ukupnog broja polifenolnih spojeva koje nalazimo u Cistom ekstraktu

cvijeta trnine.

Kod akutne obrade, statisti¢ki znacajno razli¢iti AUC i Cmax U bubrezima, kod skupine ECT u
odnosu na kontrolnu skupinu uoceni su za Cetiri spoja, dok je nakon subkroni¢ne obrade
statisticki znacajno razli¢it AUC i Cmax kod skupine ECT u usporedbi s kontrolnom skupinom
uocen za osam spojeva Sto ¢ini 25% od ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine

i 66,6% od ukupno detektiranih spojeva u bubrezima.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u bubrezima pokusnih zZivotinja
nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su Tablici 32
i 33.

Tablica 32. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u bubrezima pokusnih
zivotinja tijekom 24 sata intragastri¢ne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina

Metaboliti flavonola
detektirani u bubrezima; Kontrolna skupina (CO)
akutna doza (0.-24. h)?

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

(h) (Hg/9) (h-pg/g) (h) (H9/9) (h-pg/g)
kvercetin-3-rutinozid (rutin) 0,5+0,1 1,40+0,43 32,0+£13,8 0,5+0,1 1,42+0,70 33,5+6,8
kvercetin-pentozil-heksozid 0,5+0,1 0,13+0,06 3,2425 2+0,0 0,27+0,02* 3,3£1,2

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj zivotinja po skupini (n=6). *statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrolna skupina, ECT —ekstrakt
cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Tablica 33. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u bubrezima pokusnih
zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Skupina
Flavonoli detektirani u
. Skupina obradena ekstraktom
ima: i Kontrolna skupina (CO . .

bubrezima; subkroni¢na pina (CO) cvijeta trnine (ECT)
doza (1.-28. dan)®

Timax Crnax AUC timax Crnax AUC

(h) (n9/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h'ng/g)
kvercetin-ramnozid 24+0 1,35+0,02 609,0+12,7 24+0 1,46+0,00 699,5+1,0
kvercetin—pentozil-heksozid 240 0,13+0,00 86,8+1,2 24+8 0,41+0,00* 193,2+1,1*
kvercetin-3-O-rutinozid 168+19 0,65+0,35 240,1+100,8 336+0 2,96+0,02* 1764,0+6,7*
kvercetin-3-glukozid 168+83  0,15+0,00 85,1+1,0 24+0 0,20+0,00 121,0+0,6
kampferol-pentozid 2440 2,77+0,02 1317,0+14,7 24+0 2,94+0,03 1381,1+12,5

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrolna skupina,
ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Farmakokinetika detektiranih metabolita kvercetina u bubrezima misa C57BL/6 prikazana je
na slici 37. Medu kvercetinskim spojevima u bubrezima uocena je slicna vremenska
biodinamika kao i koncentracije koje su bile u vrlo niskom rasponu kako kod pokusne, tako i
kontrolne skupine zivotinja za spojeve: kvercetin-3-O-glukozid, kvercetin-ramnozid,
kvercetin-pentozil-heksozid. Istaknutiji kvercetinski spoj u skupini obradenoj ekstraktom
cvijeta trnine bio je kvercetin-3-O-rutinozid ¢ija koncentracija od 1. do 28. dana obrade

doseZe relativno visoke koncentracije u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 37. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-3-rutnozida, b) kvrecetin-
pentozil-heksozida, c) kvrecetin-3-O-glukozida i d) kvercetin-ramnozida u bubrezima C57BL/6
mis$a nakon akutne i subkronine intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25
mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO —

kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 37. nastavak
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Farmakokinetika detektiranih metabolita kampferola u bubrezima misa C57BL/6 prikazana je na
Slici 38. Od kampferolnih spojeva je detektiran jedino kampferol-pentozid ¢ija se relativno visoka
koncentracija nakon 1. dana obrade smanjuje prema rasponu umjerenih koncentracija sve do 28.

dana. Vremenska biodinamika kampferol-pentozida je sli¢na izmedu pokusne i kontrolne skupine

Zivotinja.
3,5
@, Slika 38. Farmakokinetika i koncentracije
E 25 kampferol-pentozida u bubrezima C57BL/6
R 20 misSa nakon subkronicne intragastri¢ne primjene
2 15 ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan.
& 0 Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su
205 prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola,
2 00 ECT - ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja
_rEc "o 294 24 624 vrijednost, SD-standardna devijacija.
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u bubrezima pokusnih zivotinja
nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su Tablici 34
i 35.

Tablica 34. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u bubrezima pokusnih
zivotinja tijekom 24 sata intragastri¢ne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine Skupina
flavona detektirani u i
Kontrolna skupina (CO) Skupmzi obrade.na ekstraktom
doza (0.-24. h)? tmax Crax AUC tmax Crax AUC
(h) (no/9) (h-pg/9) (h) (no/9) (h-pg/g)
Luteolin <LOD - 2413 0,10+0,01* 0,1+0,0*
Apigenin 0,5+1,3 0,15+0,12 0,6+0,1 1+0,3 0,16+0,02 0,7+0,2

®Misevi su obradeni intragastricno s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m.
Broj Zivotinja po skupini (n=6). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu
(P<0,05). Kratice: CO —kontrolna skupina, ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost,
<LOD-ispod granice detekcije.

Tablica 35. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u bubrezima pokusnih
zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine Skupina
flavona detektirani u .

. Skupina obradena ekstraktom
bubrezima: Kontrolna skupina (CO) Ty
subkroni¢na doza

1 28 d a tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC
(L G (h) (1g/g) (h'ng/g) (h) () (hug/g)
Luteolin 67240 0,13+0,15 11,3435 2420 0,52+0,19% 131,2+13,7*
Apigenin 2440 0,45+0,01 128,2+1,0 504+0 0,96+0,02* 349,242,6*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Kratice: CO —kontrola, ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja
vrijednost, SD-standadrna devijacija.

Farmakokinetika flavona u bubrezima misa C57BL/6 prikazana je na Slici 39. Za spojeve iz
skupine flavona, apigenin i luteolin, uocena je sli¢na biodinamika. Najveci porast
koncentracije uo¢en u pokusnoj skupini Zivotinja za spoj apigenin izmedu 14. i 28. dana

obrade.

105



1,4 1,4

12 1.2
oo
%2 1 W 1,0
= =
< 0,8 = 08
659 0,6 §D 0,6
3 04 'g 0,4
® 0,2 - —9 0,2
0 0,0
0 6 12 18 24 24 224 424 624
vrijeme (h) vrijeme (h)
a) —e—CO —e—ECT
—e—CO —@—ECT
= 05 0,5
S~
oo
= 04 = 04
£ o
5 03 30,3
et £
2 02 S 0,2
g
0,1 =01 /
0 o 00 @ o o
0 6 12 18 24 24 224 424 624
vrijeme (h) vrijeme (h)
b) —e—CO —e—ECT

—8—CO —@—ECT

Slika 39. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u bubrezima C57BL/6
misa nakon akutne i subkroni¢ne intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25
mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —
kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u bubrezima pokusnih
zivotinja nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su
Tablici 36 i 37.

Tablica 36. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u bubrezima

pokusnih Zivotinja tijekom 24 sata od intragastricne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta
cvijeta trnine

Skupina
Spojevi iz skupine flavan- .
3-ola detektirani u Kontrolna skupina (CO) SkuPé”?;‘;r;ie.gz e;g_rl:clktom
bubrezima; akutna doza Vi) ine ( )
a

(0--24.h) oy G AUC o Crax AUC

™ (n9/g) (h-pug/g) (h) (ng/9) (h-pg/g)
(+)-katehin 2£12  0,12+0,01 3,0+1,0 0,5+0,3 0,13+0,07 3,0£1,3
(-)-epigalokatehin-3-galat 140,85  0,30+0,15 7,143,8 31,7 8,96+5,15% 33,9+21,6*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m. Broj
zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO —kontrola, ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja
vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Tablica 37. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u bubrezima
pokusnih zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

Spojevi iz skupine flavan- Skupina
3-ola detektirani u i
il S 0 Skuplne obradgna ekstraktom

bubrezima; subkroni¢na cvijeta trnine (ECT)
doza (1.-28.dan)? tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC

(h) (H9/g) (h-ug/g) (h) (n9/g) (h-ug/g)
(+)-katehin 24+0 0,21+0,00 92,9+0,0 168+0 1,41+0,01* 776,2+1,4*
(-)-epikatehin 24+0 0,03+0,00 0,3+0,0 168+0 1,55+0,00* 848,4+0,4*
(-)-epigalokatehin-3-galat 240 0,83+0,00  514,9+0,0 240 0,91+0,00 589,1+0,0

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Prema slici 40, od flavan-3-ola, (-)-epigalokatehin-3-galat i (-)-epikatehin bili su najistaknutiji
katehinski spojevi pokusnih skupina c¢ija se koncentracija za razliku od vrlo niske
koncentracije u kontrolnoj skupini kretala u umjerenom koncentracijskom rasponu. Osim
navedena dva spoja detektiran je i (+)-katehin ¢ija je biodinamika u pokusnoj skupini slicna
biodinamici kontrolne skupine, nakon ¢ega mu koncentracija u prvih 6 h u pokusnoj skupini

doseze neravnomjerno povecanje za razliku od kontrolne skupine Zivotinja.
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Slika 40. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epigalokatehin-3-
galata i ¢) (-)-epikatehina u bubrezima C57BL/6 miSa nakon akutne i subkroni¢ne intragastri¢ne
primjene ekstrakta cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-
srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 40. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u bubrezima pokusnih

zivotinja nakon akutne i subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine prikazani su
Tablici 38 39.

Tablica 38. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u bubrezima

pokusnih Zivotinja tijekom 24 sata od intragastricne primjene (akutna doza) vodenog ekstrakta
cvijeta trnine

Skupina obradena ekstraktom
cvijeta trnine (ECT)

Kontrolna skupina (CO)

trmax Crax AUC tmax Cmax AUC

(h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (na/g) (h-ug/g)
4-p-kumaroil kininska kiselina 05+0,1 030+0,17  7,140,21 2+12  0,95+0,61%* 22,0£9,9%
ferulinska kiselina | 1+0,2 1,28+0,38 25,5+10,5 1+0,0 1,74+0,90 27,3£14,3

#MiSevi su obradeni intragastricno s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg tj.m. Broj Zivotinja
po skupini (n=6). *statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani
kao SV+SD. Kratice: CO —kontrolna skupina, ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Tablica 39. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u bubrezima
pokusnih zivotinja tijekom 28 dana intragastri¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine

. . . kupin
Spojevi iz skupine fenolnih Skupina
kiselina detektirane u . Skupina obradena ekstraktom
Kontrolna skupina (CO) P ° obrace

bubrezima; subkroni¢na cvijeta trnine (ECT)

doza (1.-28. dan)? trmax Crax AUC tmax Crax AUC
(h) (Hg/9) (h-ug/g) (h) (1g/9) (h-pg/g)

4-p-kumaroil kininska kiselina 6724291 0,65+0,003 412,3+11,1 672£0  2,07+0,04*  1143,1+2,6*

ferulinska kiselina 504+277 0,84+0,56 261,6+£212,79 | 504+0  5,45+0,00* 1354,5+0,3*

®Misevi su obradeni intragastricno s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —kontrolna skupina,
ECT —ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

Farmakokinetika detektiranih fenolnih kiselina u bubrezima misa C57BL/6 prikazana je na
slici 41. Od fenolnih kiselina, u bubregu su detektirane 4-p-kumaroil kininska i ferulinska
kiselina. U prvih 24 h neposredno nakon obrade uocena je slicna vremenska dinamika
bioapsorpcije za obje fenolne kiseline u niskom koncentracijskom rasponu, kako kod skupine
zivotinja obradene ekstraktom cvijeta trnine tako i kod kontrolne skupine. Od 1. do 28. dana
obrade uocen je porast koncentracije ferulinske kiseline u umjerenom rasponu koncentracija,
dok koncentracija kod kontrolne skupine ostaje ista kako i prva 24 h. Istaknutija razlika u
koncentraciji izmedu pokusne i kontrolne skupine uocena je za ferulinsku kiselinu i to u
pokusnoj skupini koja izmedu 14. 1 21. dana doseZe relativno visoke koncentracije nakon cega

joj se koncentracija do 28. dana smanjuje.
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Slika 41. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil kininske, b) ferulinske kiseline
u bubrezima C57BL/6 misa nakon akutne i subkroni¢ne intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine u
dozi od 25 mg/kg/dan. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO —
kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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4.3. UTJECAJ RAZLICITIH VRSTA PREHRANE NA BIORASPOLOZIVOST
POLIFENOLA TRNINE

4.3.1. UPLC analiza selektivne bioraspodjele apsorbiranih polifenolnih spojeva iz
ekstrakta cvijeta trnine u kombinaciji s prehranom oboga¢enom proteinima u tankom
crijevu, jetri, mozgu i bubregu C57BL/6 misa

Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke (1.-28. dana), u
tankom crijevu je ukupno detektirano 25 polifenolnih spojeva §to ¢ini 78,12% od ukupnog
broja polifenolnih spojeva koje nalazimo u vodenom ekstraktu cvijeta trnine. Statisticki
znacajno razli¢it AUC i Cpax u tankom crijevu nakon subkroni¢ne obrade, uocen je za 12
polifenolnih spojeva kod skupine ECT+P u odnosu na skupinu ECT $to ¢ini 37,5% od
ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 48% od ukupno detektiranih spojeva u

tankom crijevu.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u tankom crijevu pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine 1 proteina sirutke

prikazani su u Tablici 40.
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Tablica 40. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom proteinima tijekom 28 dana

izoramnetin-3-rutinozid

kvercetin-3-glukozid
kvercetin-3-rutinozid (rutin)
kvercetin-acetil-heksozid
kvercetin-pentozid
kvercetin-pentozil-heksozid
kvercetin-ramnozid
kampferol-3-glukozid
kampferol-3-rutinozid
kampferol-pentozid
kampferol-3-O-ramnozid
kampferol-ramnozil-heksozid
kampferol-acetil-heksozid

kampferol-pentozil-heksozid

CO

ECT

P

ECT+P

e Crnax AUC e Crax AUC e Crax AUC | tya (D) Crax AUC
(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (ng/9) (h-pg/g)
2442 0,39+0,01 252,9+1,5 24:0  0,43+025 273,244, 5040  041+0,00  263,9+0,0 2450 041+0,00  2631+0,0
16840 0,1740,00 6394102 | 50419  0,56£0,05%  151,0+1255% | 16840  0,55+0,00 115,11,1 | 336£0  0,38+0,00 88,9+0,5
16840 0,78+0,00 270,343 2443 173£021%  952,0+120,8% | 2448 136£0,00  546,2+1,0 242 140£0,03  909,1+114,6
6724291 0,520,001 21924238 | 67240  0,67+039  429,9+09* 5040 0,54+0,00 30540, 16840 0,56£0,00  352,4+0,0
168483 137£0,07 65454192 | 2440  1,94+1,03 814,6+8,0 50440  0,14+0,00 93,541,1 3360 0,14+0,004  93,6+524
2448 0,340,001  1523+139 | 24+0  045£0,04  179,9+102 67240  0,300,00 126,740,5 | 336£0  035+0,04  153,5+1254
336483 0,96+0,10  387,7+11,8 | 2448  168+0,95%  7237+17,3* | 67240  1,68+0,00  2352+12 | 672497  1,52¢0,70 213213124
168483 0,16+0,00 93,542,1 16840 030£0,17%  146,143,8* 67240  0,22+0,00 89,0+0,0 3360 0,16+0,00 87,6+0,0
16840 0,24+0,00 1163432 | 168483  0,28+0,16 132,141,2 - <LOD - - <LODA -
168+0  2,75:0,00 13443460 | 24+0  5294291* 155944747 | 67240  2,55t000  1282,6:00 | 168:0  2,10:0,004 107140,
16840 0,000,00 0,00,0 67240  0,06+0,00 9,9+0,0* - <LOD - 2450 0,25£0,004  0,040,0
2448 0,69+0,02  334,8+4,9 2450 0844049  384,6+35 67240  0,68£0,00  300,1£0,0 | 3360  0,554+0,00  286,7+0,0
5040  0,04+0,01 133+4,7 | 672437  0,06£0,05 7,642,7 2440 0,04+0,00 16,3+0,0 67240  0,06£0,00  24,7+0,0%
168483 0514001  260,6+£13,9 | 24+0  0,85:045% 3294102 672:0  051+000 242,400 | 3360  055:000  266,2+0,0

 MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisticki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,

SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Farmakokinetika detektiranih spojeva kvercetina u tankom crijevu misa C57BL/6 prikazana je
na Slici 42. Od kvercetinskih spojeva, u tankom crijevu kod skupine obradene s ekstraktom
cvijeta trnine u kombinaciji s prehranom obogacenom proteinima (ECT+P) najveca
koncentracija tijekom cijelog trajanja obrade kao i kod skupine obradene ekstraktom cvijeta
trnine (ECT) uocena je za spoj kvercetin-3-rutinozid. Za spoj kvercetin-ramnozid kod skupine
ECT+P do 14. dana obrade je koncentracija jednaka nuli, nakon ¢ega do 28. obrade dostize
relativno visoke koncentracije, dok se u istom vremenskom periodu kod skupine ECT

koncentracija kvercetin-ramnozida smanjuje.

Najveca razlika u koncentraciji izmedu skupina ECT i ECT+P utvrdena je za spoj kvercetin-
pentozid koji se kod skupine ECT+P tijekom cijelog trajanja obrade kretao u vrlo niskim
koncentracijama. Biodinamika kvercetin-acetil-heksozida i kvercetin-3-glukozida je sli¢na
kod skupina ECT i ECT+P, a njihove se koncentracije krecu u relativno niskom
koncentracijskom podru¢ju. Koncentracija kvercetin-pentozil-heksozida u skupini ECT+P za
razliku od skupine ECT do 14. dana raste nakon ¢ega se njegova koncentracija kao i u skupini

ECT smanjuje prema vrlo niskim vrijednostima koncentracija.

Farmakokinetika detektiranih spojeva kampferola u tankom crijevu misa C57BL/6 prikazana

je na Slici 43.

Medu kampferolnim spojevima, iako manja u odnosu na skupinu ECT, relativno visoka
koncentracija utvrdena je za spoj kampferol-pentozid kod skupine ECT+P, do 14. dana
obrade, nakon Cega se njegova koncentracija smanjuje. Sli¢na biodinamika u znatno nizim
umjerenijim koncentracijama uocena je i za spoj kampferol-ramnozil-heksozid, te kampferol-

3-glukozid.

Za spojeve kampferol-3-O-ramnozid, kampferol-acetil-hekozid, kampferol-pentozil-heksozid
utvrdena je sli¢na biodinamika u vrlo niskim koncentracijama kako u skupini obradenoj
ekstraktom cvijeta trnine, tako i u skupini obradenoj ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogac¢enom proteinima. Gotovo jednaka biodinamika kretanja koncentracija
utvrdena je 1 za spoj izoramnetin-3-rutinozid, ali u viSim koncentracijama u odnosu na
navedena tri prethodna metabolita kampferola. Najveca razlika u koncentraciji, utvrdena je za
spoj kampferol-3-rutinozid, gdje se kod skupine ECT koncentracija kampferol-3-rutinozida

kretala u ve¢im koncentracijama u odnosu na skupinu ECT+P tijekom cijelog trajanja obrade.
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Slika 42. Farmakokinetika i koncentracije spojeva kvercetina: a) kvercetin-3-glukozida, b) kvercetin-3-rutinozida, c) kvercetin-ramnozida, d) kvercetin-
pentozil-heksozida, e) kvercetin-acetil-heksozida, f) kvercetin-pentozida u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon intragastricne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su
prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 43. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-3-rutinozida, b) kampferol-ramnozil-heksozida, ¢) kampferol-3-glukozida, d)
kampferol-3-O-ramnozida, e) kampferol-acetil-heksozida, f) kampferol-pentozil-heksozida, g) kampferol-pentozida i h) izoramnetin-3-rutinozida u
tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom
dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P —
proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 43. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona unutar tankog crijeva pokusnih Zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog

ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke prikazani su u Tablici 41.
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Tablica 41. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji
S prehranom obogacenom proteinima tijekom 28 dana

CO ECT P ECT+P
tmax Cmax AUC tmax cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AU C
(h) (ug/9) (h-ug/g) (h) (ug/9) (h-ug/g) (h) (ng/g)  (h-ug/g) (h) (ug/g) (h-ug/g)
Apigenin 2440 0,89+0,14 1883178 | 24+3  2,504025%  5239+72,5% | 24+14  0,08£0,01  1,1+0,74 <LOD* -
Luteolin 168483 020+£0,10  89,5+192 | 24+3  0,64+028%  171,8430,6* | 50440  020+0,00 17,5:0,2 | 504+388  022+0,02*  18,8+2,0*

& MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke

u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj

Zivotinja po skupini (n=6).*statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).4statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,

SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.

117



Analizirajuci farmakokinetiku apigenina i luteolina izmedu skupina ECT+P i ECT, uoceno je
da koncentracija apigenina u skupini ECT+P kroz cijeli tretman iznosi nula, dok luteolin
najvecu vrijednost koja se kretala u vrlo niskom koncentracijskom rasponu u skupini ECT+P

doseze nakon 21. dana obrade u odnosu na skupinu ECT (Slika 44).
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Slika 44. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u ovisnosti o
vremenu u tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine
(25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u tankom crijeva pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine I proteina sirutke

prikazani su u Tablici 42.

118



Tablica 42. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom proteinima tijekom 28 dana

(8{0) ECT P ECT+P
Tmax Crnax AUC max Crnax AUC Tmax Crnax AUC Tmax Crnax AUC
(h) (ng/g)  (hrug/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
(+)-katehin 6724374 0,13£0,00 83,5405 67240  0,16+0,09 86,8+1,5 168+0 0,23£0,00  102,3+0,2 | 168+83 0,13+0,00 87,2+11,2
(-)-epikatehin 168497  0,05+0,04 9,4+1,1 16840 0,06+0,03 12,540,0 504+0 0,08+0,00 7,5+0,2 504+83 0,09+0,03 8,3+1,5
(-)-epigalokatehin-3-galat | 5044291  0,02+0,00  6,3+0.8 67240 017+002%  145:139% | 672¢0 0058000  9,6+0,1 | 16840  0,05:001%  39+13%

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).4statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,

SD-standardna devijacija.
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Vrijednosti koncentracija katehinske skupine molekula se kretala u vrlo niskom rasponu
koncentracija, kako kod skupine ECT, tako i u skupini ECT+P. Za spoj (+)-katehin utvrdena
je sli¢na dinamika kretanja koncentracija kod obje skupine, dok spoj (-)-epigalokatehin-3-
galat kod skupine ECT+P biljezi blagi porast koncentracije od 1. do 14. dana obrade, a (-)-
epikatehin od 21. do 28. dana obrade nakon ¢ega im se koncentracija smanjuje do nule (Slika
45).
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Slika 45. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epikatehina i c) (-)-
epigalokatehin-3-galata u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28
dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola,
ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u tankom crijeva
pokusnih Zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina

sirutke prikazani su u Tablici 43.
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Tablica 43. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta
trnine u kombinaciji s prehranom obogacenom proteinima tijekom 28 dana

CO ECT P ECT+P

tmax Crnax AUC tmax Crmax AUC Timax Crmax AUC Timax Crax AUC

(h) (ng/g) (h-uglg) (h) (n9/g) (h-uglg) (h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-ug/g)
3-O-feruloil kininska kiselina 168+83 0,6240,13  211,9+37,3 | 168+£37  4,61+0,42*  768,4+6,3* 672+0  0,44+0,00 155,6+0,0 3360 1,40+0,00* 471,70
3-p-kumaroil kininska kiselina 24+8 0,00:£0,05 0,0+£16,2 168+14 0,20+0,02 71,8+14,4* 24+0 0,05+0,00 22,4+0,0 3360 0,28+0,00 81,5+0,0
4-0-kafeoil kininska kiselina 672+374 1,64+0,10 896,5+83,2 168+34 1,81+1,17 1110,1+25,4 504+0 1,54+0,00 953,5+0,0 240 1,50+0,00 910,6+0,0
4-p-kumaroil kininska kiselina 24+0 1,22+0,05 627,7+4,2 504+97  2,16£1,27*  1095,0+27,8* | 168+0 0,95+0,00 623,6+4,0 168+0 0,93+0,004  570+160,74
kafeinska kiselina 168+0 0,20£0,05 41,6174 168+0 0,37+0,21*  111,8+13,9% | 6720  0,20+0,00 62,7+0,0 5040 0,22+0,00 108,2+0,0
ferulinska kiselina 50420 1,04+0,30  368,3+61,5 24+2 1,68+0,95%  740,9+9,7* 504+0  1,57+0,00 823,5+1,2 | 6724374  154+0,22  847,4+113,8
galna kiselina 24+0 1,28+0,67  215,1+96,7 168+0 22141,27%  5752+12,6% | 6720  0,630,00 183,6+0,0 3360 0,42+0,004  191,6+0,04
p-kumarinska kiselina 5044277  0,48+0,14  186,7+37,4 24+0 1,67+0,94*  444,9+6,3* 24+0 0,57+0,00 302+0,0 504+0 1,22+0,00 567,6+0,0

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija.
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Farmakokinetika detektiranih fenolnh kiselina u tankom crijevu misa C57BL/6 prikazana je

na Slici 46.

Izmedu skupinu ECT i ECT+P, za kafeinsku i 3-p-kumaroil kininsku kiselinu utvrdena je
sli¢na biodinamika kroz svih 28. dana obrade. Sli¢na biodinamika, iako veée koncentracije u
odnosu na prethodne dvije kiseline, a manje u odnosu na skupinu ECT, utvrdena je kod

skupine ECT+P za 4-kafeoil kininsku, 4-p-kumaroil kininsku i galnu kiselinu.

Nesto drugacija biodinamika uo¢ena je za p-kumarinsku i 3-O-feruloil kininsku Kiselinu.
Koncentracija p-kumarinske Kkiseline u skupini ECT+P doseze svoj maksimum vecih
koncentracija u odnosu na skupinu ECT tek izmedu 14. i 21. dana obrade, za razliku od
skupine ECT ¢ija se najveca koncentracija uo¢ena 1. dana smanjuje, te zadrzava priblizno
jednaku vrijednost koncentracija sve do 28. dana obrade. Sli¢ne vrijednosti biodinamike u
skupinu ECT+P utvrdene su i za ferulinsku Kiselinu. Kod 3-O-feruloil kininska kiseline
istaknutije koncentracije u skupini ECT+P uocene su nakon 14. 1 21 dana obrade za razliku od

skupine ECT koja relativno visoke vrijednosti postize izmedu 1. i 7. dana obrade.
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Slika 46. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) kafeinske, b) 4-O-kafeoil kininske,
c) p-kumarinske, d) 3-p-kumaroil kininske, €) 4-p-kumaroil kininske, f) 3-O-feruloil kininske, g)
ferulinske i h) galne kiseline u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene
ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO
— kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Slika 46. nastavak
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Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke, u jetri je ukupno
detektrano 26 polifenolnih spojeva Sto ¢ini 81,25% od ukupnog broja polifenolnih spojeva
koje nalazimo u vodenom ekstraktu cvijeta trnine. Statisti¢ki znacajno razlic¢it AUC 1 Cmax U
jetri, uocen je za 10 polifenolnih spojeva kod skupine ECT+P u odnosu na skupinu ECT $to
¢ini 31,25% od ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 38,46% od ukupno

detektiranih spojeva u jetri.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u jetri pokusnih Zivotinja nakon
subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke prikazani su u Tablici
44,
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Tablica 44. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogacenom proteinima tijekom 28 dana

: . Skupina
Flavonoli detektirani u P
jetri; subkroni¢na doza CcO ECT P ECT+P
(1.-28. dan)? timax Crnax AUC tmax Crnax AUC timax Crnax AUC tmax Crnax AUC
(h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (n9/g) (h-pg/g) (h) (9/9) (h-pg/g) (h) (n9/g) (h-pg/g)
izoramnetin-3-rutinozid 16829 0,39£0,00 248,012 | 168+83  0,41+0,00 2654202 | 6724356  0,43+0,00  268,7+0,0 504+0 040002  266,9:0,0
kvercertin-3-O-glukozid 24+0 0,14£0,09  70.6+0.8 | 24+0  0,14+0,09 70,6+0,8 336£0  032+0,35  107,2+00 | 168+0  0,65:0,02  171,4+0,0
I((r\:fgﬁ;:tin-S-O-rutinozid 336+83 1,55+0,32 715,1£78,9 | 336+83  2,57+0,03* 1113,1+0,6* 168+0 1,51+0,04 777,9+6,6 168+0 1,79+0,04 845,14+24,8
kvercetin-acetil-heksozid 2443 0,55+0,00 302,8+2,5 2443 0,64+0,00 419,2+0,2 1680 0,55+0,00 355,7+0,0 2440 1,17+0,04 500,5+0,0
kvercetin-pentozid 168+0 0,13+0,00 84,2+1,1 168+83  1,44+0,02* 670,0+1,6* 168+0 0,14+0,00 94,5+0,0 336+£37,2  0,14+0,114 92,74+0,74
kvercetin-pentozil-heksozid 168+0 0,36+0,02 157,7+0,8 168+0 0,47+0,06 207,5+0,2 168+0 0,12+0,00 43,6+0,0 504+0 0,31+0,02 141,5+0,0
kvercetin-ramnozid 168+0 1,31£0,01  606,7+1,6 | 168+0  1,39+0,01 635,4£1,0 168+0 0,58+0,00  259,3+0,0 3360 1,06£0,08  659,3+0,2
kampferol-3-glukozid 24+0 0,16+0,00 71,6+£0,4 168+0 0,26+0,01 108,3+0,3 2440 0,06+0,00 17,6+0,0 33620 0,15+0,1 71,640,2
kampferol-3-rutinozid 2448 0,23+0,01 114,9+0,8 168+0 0,29+0,00* 140,8+0,1* 67240 0,04+0,00 3,742,9 33629 0,060,014 25,446,904
kampferol-pentozid 168+0 2,60+£0,00  1243,4+1,1 | 1680  2,69+0,00 1382,3+1,0 16820 258+000  1230,1+0,0 33640 2674014 14164400
kampferoI-S-O-ramnozid 168+34 0,03+0,00 8,0+1,1 168+0 0,12+0,02* 26,2+0,5* - <LOD - 33640 0,030,004 11,842 44
kampferol-ramnozil-heksozid 168+83 0,70+0,02 330,5+1,5 168+0 0,80+0,00 374,2+0,59 1680 0,26+0,01 134,9+0,5 336290 0,62+0,04 392,8+0,8
kampferol-acetil-heksozid 168496 0,02+0,00 4,1+0,8 168+0  0,07+0,00* 13,4+0,0* 50440 0,13+0,00 44.8+0,0 2440 0,05+0,00 22+0,2

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).4statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Farmakokinetika detektiranih spojeva kvercetina u misa C57BL/6 prikazana je na Slici 46.
Bioapsorpcija kvercetinskih spojeva u jetri kod skupine ECT+P je u pravilu bila niza u
odnosu na skupinu ECT. Najvecéa koncentracija uocena su za spojeve kvercetin-3-rutinozid
(izmedu 1. i 7. dana obrade), te kvercetin-ramnozid i kvercetin-acetil-heksozid (izmedu 1. i
14. dana obrade i zadrZzavaju istu koncentraciju do 28 dana). Biodinamika kvercetin-3-O-
glukozida, kvercetin-pentozil-heksozida, izuzev kvercetin-pentozida u skupini ECT+P bila je

sli¢na kao i u skupini ECT, ali razli¢itih koncentracija u poc¢etnim danima obrade.
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Slika 47. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-3-O-glukozida, b) kvercetin-
acetil-heksozida, c) kvercetin-pentozil-heksozida, d) kvercetin-ramnozida, e) kvercetin-pentozida
i f) kvercetin-3-rutinozida u jetri C57BL/6 miSa nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta
trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 47. nastavak
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Farmakokinetika detektiranih spojeva kampferola u misa C57BL/6 prikazana je na slici 48.
Od kampferolnih spojeva, najveca vrijednost apsorpcije u skupini ECT+P utvrdena je za spoj
kampferol-pentozid (izmedu 7. i 14. dana obrade). Biodinamika ostalih spojeva kampferola u
skupini ECT+P je bila ravnomjernije biodinamike u odnosu na ECT, a vrijednosti

koncentracija kretale su se u niskom i vrlo niskom rasponu koncentracija.
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Slika 48. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-pentozida, b) kampferol-
pentozil-heksozida, c) kampferol-ramnozida, d) kampferol-ramnozil-heksozida, e) kampferol-3-
glukozida, f) kampferol-3-rutinozida, g) kampferol-acetil-heksozida i h) izoramnetin-3-rutinozida
u jetri C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i
proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P
— proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 48. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u jetri pokusnih zivotinja nakon

subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke prikazani su u Tablici

45.
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Tablica 45. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s

prehranom obogacenom proteinima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina

flavona detektirani u

o " CcO ECT P ECT+P

jetri; subkroni¢na doza

(1 '28 dan)a tmax Cmax AUC tmax CmaX AUC tmax Cmax AUC tmax cmax AUC
o (h) (g/g) (h-ng/g) (h) (ng/9) (h-ng/g) (h) (1g/9) (h-pug/g) (h) (ng/9) (h-pg/g)

Apigenin 24+8 0,28+0,01 107,2+0,9 168+27 0,20+0,03 121,1+0,5 168+0 0,50+0,00 40,6 2440 0,100,034 9,9+0,14

Luteolin 168+83 0,19+0,01 51,34£3,3 168+83 0,19+0,01 51,3+3.3 <LOD 2440 0,05+0,014 25,8+0,14

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,

SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Farmakokinetika detektiranih spojeva flavona u misa C57BL/6 prikazana je na slici 49.
Biodinamika luteolina i apigenina u skupini ECT+P je bila sli¢na, a vrijednosti apsorbiranih
koncentracija kretale su se u vrlo niskom rasponu koncentracija tijekom svih 28. dana obrade
(Slika 49).
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Slika 49. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u jetri C57BL/6
mis$a nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke
(700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su
prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke,
SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola unutar jetre pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke

prikazani su u Tablici 46.
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Tablica 46. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom oboga¢enom proteinima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina

flavan-3-ola detektirani u

jetri; subkroni¢na doza Co ECT P ECT+P

(1-28 dan)a tmax CmaX AUC tmaX Cmax AUC tmax C'max AUC tmax Cmax AUC
(h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (ng/9) (h-pg/g)

et 168£37 013000 841+0,1 | 6724290 0,14£0,00  905:00 | 1684118  0,13+000  863+09 | 504256  0,13:0,00  884+165

(-)-epikatehin-3-galat 336+193 0,70+0,00 169,2+2.4 3360 1,40+0,00* 265,9+0,0* 1680 0,99+0,00  3283+0,0 1680 45610264  7834+328,04

(-)-epigalokatehin-3-galat 168+193 1,07£0,25  400,0£61,5 336+0 0,88+0,00 256,60,0 168+33  1,0740,00  406,8+0,1 1680 2.1840,124 5804014

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija.
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Farmakokinetika detektiranih spojeva flavan-3-ola u misa C57BL/6 prikazana je na Slici 50.
Za razliku od spojeva iz skupine flavonola, koncentracija detektiranih spojeva iz skupine
flavan-3-ola biljezi znatno vece vrijednosti apsorbiranih koncentracija (Slika 50). Relativno
visoke koncentracije u skupini ECT+P u odnosu na skupinu ECT postignute su izmedu 1. i
14. dana obrade za spojeve (-)-epigalokatehin-3-galat i epikatehin-3-galat. Vrijednosti
bioapsorbiranih koncetracija (+)-katehina bile su tijekom svih 28. dana u vrlo niskom rasponu

koncentracija.
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Slika 50. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina b) (-)-epigalokatehin-3-
galata i c) (-)-epikatehin-3-galata u jetri CS7BL/6 miSa nakon intragastricne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28
dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola,
ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna

devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina unutar jetre pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke
prikazani su u Tablici 47.
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Tablica 47. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogacenom proteinima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine fenolnih Skupina
kiselina detektiranih u jetri;
» CO ECT P ECT+P

subkroni¢na doza
(1.-28. dan)? fmax Crmax AUC tmax Crmax AUC tmax Cmax AUC tmax Crmax AUC

e (h) (ng/) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
3-O-feruloil kininska kiselina 504+290 0,21=0,03 34,9+9.0 242 0,45+0,09* 8L,0£4,6* | 2440 0454000  134,8451 | 2440  0,42+0,04 116,1421,9
3-p-kumaroil kininska kiselina 2448 0,040,00 8,3+0,7 168+0 0,26+0,00*  68,5+0,1* | 168+0  0,03+0,03 6,5+0,1 336£0  0,16+0,01 65,4483
4-0O-kafeoil kininska kiselina 504+96 1,42+0,01 710,6=0,5 672=0 1,59+0,00 963,9+1,7 | 50440  1,6140,00  1005,8+0,0 | 672+0  1,43+0,08 890,8+0,1
4-p-kumaroil kininska kiselina 241 0,54+0,14 317,5+2,8 241 0,54+0,01 3175428 | 16840  0,96£0,00 606,255 | 1680  0,960,06 610,1+0,8
ferulinska kiselina 336483 0,77+0,02 494,6£0.4 | 672+290 1,64+0,02 8358436 | 336+48  0,17+0,00 98,440,1 2448 1,38+0,09 760,9+0,1
galna kiselina 672+0 0,58+0,14 76,9£8.8 | 672+387  131x0,19*  110,1£162 | 2410  0,20+0,00 2,5+0,0 33620 1,1120,00 506,0+0,04
kafeinska kiselina 5040 0,24+0,01 54,5802 | 504£277  179+0,15* 47948391 | 16810  0,05+0,00 10,60 50440  0,17+0,01%  78,8,040,0%
p-kumarinska kiselina 2440 0,00+£0,00 0,0+0,0 168+83 0,17+0,03 38,4+0,0* - <LOD - 336:0 0,070,004 27,3+0,3

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Farmakokinetika detektiranih fenolnih kiselina u jetri misa C57BL/6 prikazana je na Slici 51.
Od fenolnih kiselina, najistaknutije koncentracije u skupini ECT+P, iako neSto nize
vrijednosti u odnosu na skupinu ECT, izuzev galne Kiseline uocene su za 4-p-kumaroil
kininsku, ferulinsku, 4-O-kafeoil kininsku kiselinu. Biodinamika ostalih kiselina bila je slicna

i kretala se u niskom i vrlo niskom rasponu koncentracija..
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Slika 51. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil Kkininske, b)
ferulinske, ¢) p-kumarinske, d) 3-p-kumaroil kininske, e) kafeinske, f) 4-O-kafeoil kininske, g) 3-
O-feruloil kininske i h) galne kiseline u jetri C57BL/6 miSa nakon intragastriéne primjene
ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno
tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO
— kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Slika 51. nastavak
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Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i proteina Sirutke, u mozgu je ukupno
detektirano 62,5% (N=20/32) polifenolnoh spojeva od ukupnog broja polifenolnih spojeva
koje nalazimo u Cistom ekstraktu cvijeta trnine. Statisticki znacajno razli¢it AUC i Cmax kod
skupine ECT+P u usporedbi sa skupinom ECT uocen za 12 spojeva Sto ¢ini 37,5% od
ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 60,0% od ukupno detektiranih spojeva

u mozgu.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavanola u mozgu pokusnih Zzivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke prikazani su u
Tablici 48.
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Tablica 48. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogacenom proteinima tijekom 28 dana

Flavonoli detektirani u SAUPITE
mozgu; subkroni¢na doza CcO ECT P ECT+P
(1.-28. dan) trax Crnax AUC trax Crnax AUC tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC
(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (1g/9) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
izoramnetin-3-rutinozid 672+0  0,39£0,06  258,0+1,57 | 168+0  0,43+0,02 265,743,5 2440 0,45+0,00  2854+0,0 | 1680  0,41+0,00 265,9+0,0
kvercetin-3-glukozid 336£0  0,14+0,01 62,0+6,8 67240 0,24+0,03*  107,0£5,5% | 336197  0,04+0,21 9,3+7,2 168+0  0,75+0,174 148,3+19,6
kvercetin-3-O-rutinoside (rutin) | 24+3 1,28£0,15  394,0£55,08 | 336+0  2,84+0,04*  1306,0+74,0% | 16848  144+0,02  747,7+28,7 | 1680  1,94+0,20 881,3+48,7
kvercetin-acetil-heksozid 50497 0,63+0,00  373,0+15.8 24£0  0,63£0,01  382,0£17,02 | 33640  0,5540,00  356,6+0,0 | 168+0  0,58+0,00 380,740,0
kvercetin-pentozid 2448 1,51£0,22  692,0+146,8 | 2440  2,094026  830,0+28.8 5040 127£0,00  5932+0,0 | 3360 1,070,004 672,9+0,0
kvercetin-pentozil-heksozid 2448 0,32+0,03 158,0+£78,6 | 168483  1,96£0,04*  979,043,31* 240 0,13+0,00 90,1£0,0 | 33640  0,14+0,004 92,5+0,04
kvercetin-ramnozid 504483 0,68+0,02 4259440 | 67240 2,92£0,01*  1136,4+0,58" | 6724374  0,18£0,02 23,0882 | 672+97 212092  267,4+155,6%
kampferol-3-glukozid 1680 024+0,06  1082%11,6 | 168+0  0,19+0,00 89,6+0,5 50440 0,14+0,00  68,8+0,0 | 5040  0,13%0,00 77,240,0
kampferol-3-rutinozid 240 0,06+0,01 33,0853 67240 028+£0,00%  147,0£1,3* 16897  0,03+0,02 2,540,6 672+0  0,04+0,004 3,740,04
kampferol-pentozid 168+83  2,58+0,04 129564228 | 168+0  2,6420,05  1326,7+17.6 | 504+0  2,1240,00  1051,0:0,0 | 504+0  1,89+0,00 1164,7+0,0
kampferol-ramnozil-heksozid 24+8 0,65+0,04 294,6+15,7 3360 0,73+0,01 416,7+5,5 16840 0,03+0,00 2,240,0 - <LODA -

# MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znadajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Farmakokinetika detektiranih spojeva kvercetina u mozgu misa C57BL/6 prikazana je na slici
51. Medu kvercetinskim spojevima u mozgu, istaknutije koncentracije uocene su u skupini
ECT+P za spojeve kvercetin-ramnozid (izmedu 21. i 28. dana obrade), te kvercetin-pentozid i
kvercetin-3-rutinozid Cije su se vrijednosti apsorbiranih koncentracija kretale u umjerenom
koncentracijskom rasponu i nizih vrijednosti u odnosu na skupinu ECT tijekom svih 28. dana

obrade.

- —o — o_ .

0,0
24 224 424 624

24 224 424 624

kvercetin-3-O-glukozid [pg/g]
kvercetin-pentozil-heksozid

vrijeme (h) vrijeme (h)
- @= CO @ ECT - @= CO @ ECT
° P e ECT+P ° P e ECT+P

Q
N

(=2
-~

kvercetin-acetil-heksozid
[me/gl
o
~
kvercetin-pentozid [ug/g]

24 224 424 624

24 224 424 624
vrijeme (h) vrijeme (h)
- @= CO =@ ECT - @= CO @ ECT

c)

&

[ P ey ECT+P L] P ey ECT+P

Slika 52. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-3-O-glukozida, b) kvercetin-
pentozil-heksozida, c) kvercetin-acetil-heksozida, d) kvercetin-pentozida, e) kvercetin-ramnozida
i f) kvercetin-3-rutinozida u mozgu C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta
trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 52. nastavak
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Od detektiranih spojeva kampferola, najve¢a koncentracija uocena je u skupini ECT+P za
spoj kampferol-pentozid ¢ije su se vrijednosti kretala unutar umjerenog raspona koncentracija
tijekom svih 28 dana obrade. Biodinamika i vrijednosti koncentracija ostalih spojeva
kampferola u mozgu pokusnih zivotinja bila je sli¢na i kretala se unutar vrlo niskih raspona

koncentracija, ali i niskih vrijednosti u odnosu na ECT skupinu (Slika 53).
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Slika 53. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-pentozida, b) kampferol-
ramnozil-heksozida, c) kampferol-3-glukozida i d) kampferol-3-O-rutinozida u mozgu C57BL/6
mis$a nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke
(700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su
prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke,
SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 53. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke prikazani su u

Tablici 49.
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Tablica 49. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogacenom proteinima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina

flavona detektirani u
: Y CcoO ECT P ECT+P

mozgu; subkroni¢na

doza (1 28 dan) i Cax AUC tmax Crmax AUC tmax Crnax AUC trmax Crmax AUC
o (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)

Apigenin 672+83 0,19+0,07 116+21,3 168+0 0,15+0,00 83,8443 <LOD <LODA

Luteolin 504+83 0,33+0,03 27,9434 168+0 0,37+0,00 109,8+0,0* | 504+291  0,22+0,13 19,0+4,4 | 504+£277  0,267+0,07  22,4+2,34

 MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,

SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Farmakokinetika detektiranih spojeva flavona u mozgu misa C57BL/6 prikazana je na slici
54. U usporedbi sa spojevima iz skupine flavonola, koncentracija flavona apigenina je tijekom
cijelog trajanja obrade u skupini ECT+P iznosila nula, dok su za luteolin uocene vrlo niske

vrijednosti porasta koncentracije izmedu 14. i 28. dana (Slika 54).
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Slika 54. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u ovisnosti o
vremenu u mozgu C57BL/6 misa nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg
tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po
skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta
trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine I proteina sirutke prikazani su u
Tablici 50.
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Tablica 50. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom obogac¢enom proteinima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina
flavan-3-ola detektirani
: " (6{@) ECT P ECT+P

u mozgu; subkroni¢na
doza (1 _28 dan) tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

e (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (g/9) (h'ug/g) (h) (Hg/9) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g)
(+)-katehin 244374 0,12+0,05 80,4+1,17 168+37 0,13+0,00 90,3+1,17 3364277 0,1240,00 82,0414 168+0 0,130,00 84,0+1,4
(-)-epikatehin 24+0 0,00+0,00 0,0+0,0 504+0 0,18+0,00 39,9+0,0* 5044291 0,10+0,06 8,942.5 5044277 0,12+0,03 10,7i1,2‘
(-)-epikatehin-3-galat 168+0 1,89+0,00 346,2+0,0 168+0 12,23+0,00 461,6+0,0 168497 1,66+0,95 321,8 £32,5 168+0 2,73+1,27 425,9+305,8
(-)-epigalokatehin-3-galat 336+0 0,35+0,00 207,7+0,0 168+0 2,13+0,00 567,6+0,0* 168+19 0,09::0,00 28,5+4.,6 168+0 2,09+1,00 453,54265,8

@ Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija.
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Za spojeve iz skupine flavan-3-ola, relativno visoke vrijednosti bioapsorpcije u skupini
ECT+P utvrdene su za spojeve (-)-epikatehin-3-galat i (-)-epigalokatehin-3-galat izmedu 14. i
21. dana obrade. Vrijednost ostalih koncentracija (-)-epikatehina i (+)-katehina kretala se u

vrlo niskom rasponu koncentracija tijekom svih 28. dana obrade (Slika 55).
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Slika 55. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epigalokatehin-3-
galata, c) (-)-epikatehina i d) (-)-epikatehin-3-galata u mozgu C57BL/6 miSa nakon intragastricne
primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom
dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD.
Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u mozgu pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine I proteina sirutke

prikazani su u Tablici 51.
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Tablica 51. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u

kombinaciji s prehranom obogac¢enom proteinima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine fenolnih Skupina
kiselina detektiranih u
N CcO ECT P ECT+P

mozgu; subkroni¢na doza
(1.-28. dan) tnax Crnax AUC tnax Crmax AUC tinax Crnax AUC tnax Crnax AUC

T (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g)
3-O-feruloil kininska kiselina 168£19  048+£0,05  202,0£114,9 1680 0,79+0,00*  232,0£53,7 | 50440  0,34+0,00  188,0£0,0 16840  0,32+0,00% 193,8+0,0
4-O-kafeoil kininska kiselina 672%0 1,56+£0,04  746,0£126,4 168+0 2,010,115 1072+433 | 67240  148+0,00 907,600 1680 1,580,00 952,3+0,0
4-p-kumaroil kininska kiselina 2443 0,69+0,25  356,0£153,67 | 5040 2,14+0,05%  1166,0+47.9% | 168+19  0,81£0,08 44934324 | 336291  0,97+0,03%  560,6+14,14
ferulinska kiselina 168+0 1,52+0,00 856,4+0.0 5040 1,64+0,00 929,6£0,0 | 33683  1,13£0,03  7053+15,7 | 336246  1,70£0,47 1021, 6+124,9
galna kiselina 24+0 1,87+0,47  185,8+143,8 24+0 2504047 685,6=26,7 | 168+0  034+0,00  25,0+0,0 24£0  0,15£0,004 20,7+0,04

# MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,

SD-standardna devijacija.
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Od fenolnih kiselina, najvece bioapsorbirane koncentracije €ije su se vrijednosti kretale u

umjerenom rasponu koncentracija kod skupine ECT+P utvrdene su za 4-O-kafeoil kininsku,

4-p-kumaroil kininsku i ferulinsku kiselinu. Biodinamika ostalin fenolnih kiselina bila je

sli¢na i kretala se u vrlo niskom rasponu koncentracija (Slika 56).
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Slika 56. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 3-O-feruloil kininske, b) 4-O-
kafeoil kininske, c¢) 4-p-kumaroil kininske, d) 3-O-kafeoil kininske i e) ferulinske kiseline u
mozgu C57BL/6 miSa nakon intragastrine primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i
proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P
— proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

146



Slika 56. nastavak
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Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke, u bubrezima je
ukupno detektirano 37,5% (N=12/32) polifenolnoh spojeva od ukupnog broja polifenolnih
spojeva koje nalazimo u ¢istom ekstraktu cvijeta trnine. Statisticki znacajno razli¢it AUC i
Cmax kod skupine ECT+P u usporedbi sa skupinom ECT uocen za 7 spojeva Sto ¢ini 21,8% od
ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 58,3% od ukupno detektiranih spojeva

u bubrezima.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavanola u bubregu pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke prikazani su u
Tablici 52.
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Tablica 52. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u bubrezima kod skupine
kombinaciji s prehranom oboga¢enom proteinima tijekom 28 dana

obradene ekstraktom cvijeta trnine u

CcoO ECT P ECT+P

tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC

(h) (ng/g) (h-ng/g) (h) (ng/g) (h-ng/g) (h) (ng/g) (h-ng/g) (h) (ng/9) (h-png/g)
kampferol-pentozid 2420 2,77£0,02  1317,0£14,7 | 24%0 2,94+0,03 1381,1£12,5 24+0  1,33+0,00  536,7+0,0 24+0 2,76+0,00  1305,6+0,0
kvercetin-3-glukozid 168+83  0,15+0,00 85,1%1,0 240 0,20+0,00 121,0+0,6 240 <LOD 0,040,0 6724194  0,1440,03  33,4+3,74
kvercetin-3-O-rutinozid (rutin) 168£19  0,65+0,35  240,1+100,8 | 336+0  2,96+0,02* 1764,046,7* | 336+0  0,28+0,01  658+152 | 5040  0,38+0,004  89,9+34,34
kvercetin-pentozil-heksozid 240 0,13£0,00 86,8+1,2 2448 0,41+0,00* 193,2+1,1* 24+0  0,140,00  91,6+0,3 24+9 0,36+0,00  163,9+1,4
kvercetin-ramnozid 2440 1,35£0,02  609,0+12,7 24£0 1,46+0,00 699,5+1,0 24+0  0,66+0,00 3957400 | 6724388  024+0,144  52,3+1174

 MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Od spojeva iz skupine flavonola u bubregu, za spojeve kampferol-pentozid i kvercetin-
pentozil-heksozid je uocena sli¢na vremenska biodinamika izmedu skupina ECT i ECT+P, a
viSe koncentracije Su utvrdene za spoj kampferol-pentozid. Najistaknutije razlike u
bioasporpciji uofene su za spojeve kvercetin-3-O-rutinozid i kvercetin-ramnozid c¢ija je
koncentracija bila znatno niza u skupini ECT+P u odnosu na skupinu ECT tijekom cijelog
trajanja obrade (Slika 57).
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Slika 57. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina i kampferola: a) kvercetin-3-glukozida, b)
kvercetin-pentozil-heksozida, c) kvercetin-ramnozida, d) kvercetin-3-O-rutinozida i e) kampferol-
pentozida u bubrezima C57BL/6 miSa nakon intragastriéne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25
mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja
po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt
cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 57. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u bubrezima pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke prikazani su u
Tablici 53.
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Tablica 53. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom oboga¢enom proteinima tijekom 28 dana

(6{0) ECT P ECT+P
tmax CmaX AU C tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AU C
(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
Apigenin 24+0  0,45:0,01 1282+1,0 | 504+0  0,96+£0,02*  349,242,6* | 24+0  0,46+0,00 1349+0,0 | 168+0  0,34%0,004  119,5+0,04
Luteolin 67240  0,13+0,15 11,3#3,5 | 2440  052+0,19*  131,2+13,7* - <LOD - 6724388  0,11+0,06*  9,545,5%

 MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).4statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Za razliku od skupine ECT, bioapsorpcija luteolina je u skupini ECT+P do 21. dana obrade
gotovo jednaka nuli, nakon ¢ega je do 28. dana obrade uocen porast njegove bioapsopcije,
medutim u vrlo niskim koncentracijama. Za apigenin je utvrdena neSto drugacija
biodinamika. Najve¢e koncentracije apigenina, iako u vrlo niskom rasponu koncentracija
uocene su izmedu 1. i 7. dana obrade u skupini ECT+P nakon ¢ega mu se koncentracija do
21. dana obrade smanjuje. Istovremeno, kako se koncentracija apigenina u skupini ECT+P
smanjuje, tako u skupini ECT njegova koncentracija raste (Slika 58).
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Slika 58. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u bubrezima
C57BL/6 misa nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina
sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P —
proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u bubrezima pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke

prikazani su u Tablici 54.
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Tablica 54. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji
s prehranom oboga¢enom proteinima tijekom 28 dana

CO ECT P ECT+P
tmax Crmax AUC tmax Crax AUC tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC
(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (1g/9) (h-pg/g) (h) (1g/9) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
(+)-katehin 24+0 0,21+0,00 92,9+0,0 168+0  1,41+0,01*  776,2+1,4* 2440 1,41£0,00  654,0+0,0 24+3  1,4240,03  634,8+195,4
(-)-epikatehin 2440 003£0,00  03+0,0 | 168+0 155:0,00%  8484+04* | 336138  132+0,02  668,7+2,1 | 672+0 1,65:0,00  686,0+0,0
(-)-epigalokatehin-3-galat 24+0 0,83+0,00  514,9+0,0 24+0 0,91+0,00 589,10,0 168+0  0,91+0,55 500,7+138,4 | 168+29 0,94+0,14  592,8+72,6

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO —
kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Za spojeve (+)-katehin i (-)-epigalokatehin-3-galata utvrdena je slicna vremenska biodinamika
kako kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine (ECT), tako i kod skupine obradene
ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s visokoproteinskom dijetom (ECT+P). Najveca
razlika u bioapsorpciji izmedu skupina ECT i ECT+P utvrdena je za spoj (-)-epikatehin.
Najveca bioapsorpcija u skupini ECT je utvrdena izmedu 1. i 14. dana u umjerenom rasponu
koncentracija cijelom cijelog trajanja obrade. Suprotno tome, u skupini ECT+P spoj (-)-
epikatehin u vremenskom periodu od 1. do 14 dana doseze niske koncentracije nakon ¢ega mu

koncentracija do 28. dana raste do umjerenih koncentracija (Slika 59).
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Slika 59. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epikatehina i c) (-)-
epigalokatehin-3-galata u bubrezima C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28
dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola,
ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u bubrezima pokusnih Zzivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog

ekstrakta cvijeta trnine i proteina sirutke prikazani su u Tablici 55.

Tablica 55. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom obogac¢enom proteinima tijekom 28 dana

CO ECT P ECT+P
tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC Tmax Crnax AUC
(h) (no/g) (h-pg/g) (h) (no/g) (h-pg/g) (h) (no/9) (h-pg/g) (h) (no/g) (h-pg/g)
4-p-kumaroil kininska kiselina | 672291 0,65£0,003  412,3%11,1 672+0  2,07+0,04*  1143,1£2,6* | 33640 1,30£0,01  341,6+25,9 | 336237 0,79+0,014  272,5+38,04
ferulinska kiselina 504£277  0,84£0,56  261,6+212,79 | 504=0  545+0,00* 13545403 | 5041246  049+020  116,7427,8 | 504+0 1,050,004  172,0+0,04

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i proteinima sirutke u dozi od 700 mg/kg/dan. Broj
Zivotinja po skupini (n=6).*statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).4statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu
ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost,
SD-standardna devijacija.
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Usporedbom bioapsopcije fenolnih kiselina izmedu skupina ECT i ECT+P (Slika 60), najvece
razlike u koncentraciji uocene su za ferulinsku kiselinu koja nakon 14. dana obrade u skupini
ECT doseze relativno visoke koncentracije za razliku od skupine ECT+P, nakon ¢ega se u
obje skupine nakon 21. dana obrade njena koncentracija smanjuje. Biodinamika 4-p-kumaroil
kininske kiseline je do 14. dana izmedu skupina ECT i1 ECT+P bila sli¢na, nakon ¢ega se u

skupini ECT+P smanjuje, a skupini ECT povecava do relativno visokih koncentracija.
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Slika 60. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil kininske, b)
ferulinske kiseline u bubrezima C57BL/6 miSa nakon intragastriéne primjene ekstrakta cvijeta
trnine (25 mg/kg tj. m.) i proteina sirutke (700 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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4.3.2. UPLC analiza selektivne bioraspodjele apsorbiranih polifenolnih spojeva iz
ekstrakta cvijeta trnine u kombinaciji s prehranom obogadenom mastima u tankom
crijevu, jetri, mozgu i bubregu C57BL/6 misa

Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola (1.-28. dana), u tankom
crijevu je ukupno detektirano 26 polifenolnih spojeva §to ¢ini 81,25% od ukupnog broja
polifenolnih spojeva koje nalazimo u vodenom ekstraktu cvijeta trnine. Statisticki zna¢ajno
razli¢it AUC i Cmax u tankom crijevu nakon subkroni¢ne obrade, uocen je za 9 polifenolnih
spojeva kod skupine ECT+CHOL u odnosu na skupinu ECT $to ¢ini 28,1% od ukupnih
spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 34,6% od ukupno detektiranih spojeva u

tankom crijevu.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u tankom crijevu pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani

su u Tablici 56.
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Tablica 56. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri
kombinaciji s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

izoramnetin-3-rutinozid

kvercetin-3-glukozid
kvercetin-3-rutinozid (rutin)
kvercetin-acetil-heksozid
kvercetin-pentozid
kvercetin-pentozil-heksozid
kvercetin-ramnozid
kampferol-3-glukozid
kampferol-3-rutinozid
kampferol-pentozid
kampferol-3-O-ramnozid
kampferol-ramnozil-heksozid
kampferol-acetil-heksozid

kampferol-pentozil-heksozid

CO

flavonola

ECT

CHOL

ECT+CHOL

unutar tankog crijeva kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u

Tmax Crnax AUC timax Crnax AUC timax Crnax AUC tax Crnax AUC
(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-po/g) (h) (ng/g) (h-po/g) (h) (ng/9) (h-pg/g)
24£2 0,39£0,01  252,9£1.5 24=0 0,43+0,25 273,2+4,5 240 0,40+0,00 258,5+0,0 16829  0,41+0,02 263,7+10,5
1680 0,17£0,00  63,9+102 | 50419  0,56£0,05*  151,0+1255% | 16840 0,18+0,00 93.3:0,5 168483  0,15:0014  603+114
168+0 0,78£0,00  270,3+4,3 2443 1,73£0,21*  952,0¢120,8* | 724246  0,78+0,03  320,4+1146 | 168+29  1,63+0,78  608,3+117,3

6724291 0,52+0,01 219,24+23,8 672+0 0,67+0,39 429,94+0,9* 2440 0,60+0,00 265,0+0,0 6724257 0,620,00 337,440,0
16883  1,37+0,07  654,5+19,2 240 1,94+1,03 814,6+8,0 2440 1,7640,00 699,140.0 2440 2054049  671,9+41230
2448 0,34:0,01  152,3+13,9 240 0,45+0,04 179,9+10,2 24+0 034104  154,0+1254 2440 036:004  114,8+10.2
336483 0,96+0,10  387,7+11,8 2448 1,68£0,95%  723,7+173* | 24497 1304070  608,1+1312 2440 1331004  504,9+28.8
16883  0,16+0,00 93,521 168+0  030+0,17%  146,143,8% 16840 0,19+0,00 98,6+0,0 24+8 0,1840,0 88.246,6
168+0 0,24+0,00  116,3+32 | 168483  0,28+0,16 132,1£1,2 168497 0264002  134,/4+182 2440 0,22+0,00 95,2411 8
168+0 2,7540,00 1344,34+6,0 24+0 5,29+2,91* 1559,4+74,7 2440 2,81+0,00 1309,0+0,0 2440 2,68+0,11%  1101,5+106,8
168+0 0,00+0,00 0,0+0,0 672+0 0,06+0,00 9,940,0* 3360  0,00+0,000 0,6+0,0 6724374  0,05+0,03 5,143,4
248 0,69£0,02  334.,8+4.9 24=0 0,84+0,49 384,643,5 1680 0,77+0,00 381,9+0,0 24+0 0,73+0,01 293,4+115
504+0 0,04+0,01 13,3+4,7 672437 0,06+0,05 7,6+2,7 6720 0,08+0,00 19,2+0,0 168424  0,06+0,03  28,6+18,14
168483 0,51%0,01  260,6+13,9 2440 0,85£0,45%  329,4+10,2 16840 0,61-0,00 291.7+0.0 2440 0574002  229,0+22.6

#Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-

standardna devijacija.
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U tankom crijevu, medu kvercetinskim spojevima, kvercetin-3-glukozid, kvercetin-pentozil-
heksozid i1 kvercetin-acetil-heksozid bili su unutar nizih apsorbiranih koncentracija, dok je
koncentracija kvercetin-pentozida, kvercetin-ramnozid i kvercetin-3-rutinozida kretala unutar
umjerenog raspona koncentracija. Izmedu skupina obradenih ekstraktom cvijeta trnine (ECT)
1 ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s kolesterolom (ECT+CHOL) uocena je slicna
biodinamika za sve spojeve kvercetina, izuzev kvercetin-rutinozida i kvercetin-3-glukozida
(Slika 61).
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Slika 61. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-3-glukozida, b) kvercetin-3-
rutinozida, c) kvercetin-ramnozida, d) kvercetin-pentozil-heksozida, e) kvercetin-acetil-heksozida
i f) kvercetin-pentozida u u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana.
Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT
— ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 61. nastavak
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Slicna vremenska biodinamika, te koncentracije koje su bile u niskom 1  vrlo
koncentracijskom rasponu izmedu skupina ECT i ECT+CHOL uocene su za sve detektirane
spojeve kampferola, izuzev kampferol-pentozida cCije su koncentracije bile u relativno

visokom rasponu koncentracija tijekom svih 28. dana obrade (Slika 62).
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Slika 62. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-3-rutinozda, b) kampferol-
ramnozil-heksozida, c) kampferol-3-glukozida, d) kampferol-3-O-ramnozida, e) kampferol-acetil-
heksozida, f) kampferol-pentozil-heksozida, g) kampferol-pentozida i h) izoramnetin-3-rutinozida u
tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon intragastriéne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.)
i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini
sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 62. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u tankom crijevu pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i Kolesterola prikazani

su u Tablici 57.
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Tablica 57. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

(6{0) ECT CHOL ECT+CHOL
tmax Cmax AU C tmax Cmax AU C tmax Cmax AU C tmax Cmax AU C
(h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (hrpgfg) | (h) (ng/g) (h-pg/g)
Apigenin 2440 0,89+0,14 188,3+17.8 24+3 2,50+0,25* 523,9+72,5* 6724388 1,96+0,02 682,7+2,0 | 24+8 436+1,4 1235,4+419,74
Luteolin 168+83 0,20+0,10 89,5+19,2 2443 0,64+0,28* 171,8+30,6* 16840 0,41£0,09 80,4+24,0 | 2448  0,47+0,12 115,8431,4

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Usporedujuc¢i biodinamiku flavona apigenina izmedu skupine ECT 1 skupine ECT+CHOL,
utvrdeno je da se koncentracija apigenina u skupini ECT+CHOL od 1. do 21. dana obrade s
blagom tendencijom pada kretala u relativno visokim koncentracijama u odnosu na skupinu
ECT. Biodinamika luteolina je kod obje skupine vrlo sli¢na, a vrijednost koncentracija se

kretala u vrlo niskom koncentracijskom rasponu kroz svih 28. dana obrade (Slika 63).
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Slika 63. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u tankom crijevu
C57BL/6 misa nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i
kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P —
proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u tankom crijevu pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani

su u Tablici 58.
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Tablica 58. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

CO

ECT

CHOL

ECT+CHOL

tmax Cmax AU C tmax cmax AU C tmax Cmax AU C tmax Cmax AU C
: (h) (hg/0) (h-ug/g) (h) (ug/0) (hpgig) | (h) (kg/9) (hpglg) | (h) (ho/g)  (hug/g)
(+)-katehin 6724374 0,130,00 83,505 6720 0,1620,09 86,8£1,5 | 672483  0,15£0,00  92,1+112 | 672497  0,140,01 89,5431
(-)-epikatehin 168+97 0,05+0,04 9,4+1,1 168+0 0,06:0,03 12,500 - <LOD - <LODA .
(-)-epigalokatehin-3-galat 504291 0,02+0,00 6,308 67240 0,17+0,02%  14,5£13,9% | 67220  0,08+0,00 19,7+1,5 24+ 0,09+0,07  19,1£2,6

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Usporedujuci biodinamiku spojeva iz skupine flavan-3-ola (Slika 64), vidljivo je da se za spoj
(+)-katehin biodinamika izmedu skupine ECT+CHOL i ECT nije znacajno razlikovala.
Nadalje, vrijednosti koncentracija (-)-epikatehina je kod skupine ECT+CHOL tijekom cijelog
obrade iznosila nula u odnosu na skupinu ECT. Za spoj (-)-epigalokatehin-3-galat uocena je
najveca razlika u biodinamici izmedu skupina ECT+CHOL i ECT. Naime, koncentracija (-)-
epigalokatehin-3-galata kod skupine ECT+CHOL biljezi najvece koncentracije nakon 1. dana
obrade nakon ¢ega se njegova koncentracija do 7. dana smanjuje, te do 21. dana raste, nakon
¢ega se ponovno do 28. dana smanjuje. Suprotno tome, u skupini ECT njegova koncentracija
sve do 21. dana iznosi nula, nakon Cega se vrijednost koncentracije do 28. dana obrade
poveéava. Koncentracije svih navedenih spojeva iz skupine flavan-3-ola kretale su se u vrlo

niskom rasponu koncentracija.
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Slika 64. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epikatehina i c) (-)-
epigalokatehin-3-galata u ovisnosti 0 vremenu u tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon
intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.)
jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao
SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja
vrijednost, SD-standardna devijacija.
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UPLC analiza i osnovni farmakokinetic¢ki parametri fenolnih kiselina u tankom crijevu pokusnih Zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog

ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani su u Tablici 59.

Tablica 59. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

Co ECT CHOL ECT+CHOL

tmax Crnax AUC trmax Crmax AUC tmax Crmax AUC tmax Crmax AUC

(h) (ng/g) (h-ng/g) (h) (ng/9) (h-ng/g) (h) (ug/g) (h-ug/g) (h) (ug/9) (h-ug/g)
3-O-feruloil kininska kiselina 168+83 0,62+0,13 211,9+37,3 168437  4,61+0,42* 768,4+6,3* 2440 0,62£0,00 204,240,0 24+3 03140234  123,5+1144
3-p-kumaroil kininska kiselina 2448 0,00£0,05 0,0+16,2 168+14 0,200,02 71,8+14,4% 168+0 0,11£0,00 25,7£0,0 2440 0304020 3,741 44
4-0O-kafeoil kininska kiselina 672374 1,64+£0,10  896,5+83,2 168+34 1,81£1,17 1110,1£25,4 2440 1.46:0,00 793,740, 50440 1.4620,00 958,800
4-p-kumaroil kininska kiselina 240 1,22+0,05 627,7+4,2 504497  2,16+1,27*  1095,0427,8* 67240 206:024  830,2+160,7 | 504+277 1,190,46 636,7£291,0
kafeinska kiselina 1680 0,2040,05 41,6+17,4 168+0 0,37+0,21* 111,8+13,9% 16820 0,160,00 46,7+0,0 1680 0,330,10 75,7+28.4
ferulinska kiselina 5040 1,04+0,30 368,3461,5 2442 1,68+0,95* 740,9+9,7* 5044374 087:0,22  4423+113.8 | 16883 2,34+0,44 795,8+188,0
galna kiselina 240 1,28+0,67  215,1296,7 168+0 221+127%  5752+12,6* 1680 0,87+0,00 201,4+0,0 672381 0,29+0,43 140,393,74
p-kumarinska kiselina 504+277 0,48+0,14 186,7+37,4 240 1,67+0,94* 444,9+6,3* 168+0 0,76+0,00 324,6+0,0 168483 1,92+0,07 606,1+35,64

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Koncentracija vec¢ine fenolnih kiselina je u usporedbi sa spojevima iz skupine flavonola i
flavan-3-ola bila u umjerenom i relativno visokom rasponu koncentracija (Slika 65). Najvece
koncentracije u skupini ECT+CHOL uocene su za 4-O-kafeoil kininsku tijekom svih 28.dna
obrade, te p-kumarinsku i ferulinsku kiselinu do 14. dana obrade u odnosu na skupinu ECT.
Biodimanika kafeinske i 4-p-kumaroil kininske kiseline izmedu skupina ECT+CARB i ECT
je bila slicna s time da su u skupini ECT uocene vise vrijednosti bioapsorbiranih
koncentracija. Bioapsopcija 3-p-kumaroil kininske, 3-O-feruloil kininske i galne kiseline

kiselina je bila niska tijekom svih 28. dana obrade i kretala se u vrlo niskim koncentracijama.
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Slika 65. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) kafeinske, b) 4-O-kafeoil kininske,
c) p-kumarinske, d) 3-p-kumaroil kininske, e) 4-p-kumaroil kininske, f) ferulinske, g) 3-O-feruloil
kininske i h) galne kiseline u tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon intragastricne primjene
ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom
28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO —
kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Slika 65. nastavak

o 40 _ 50
oo
E = 4,0
= o0 =3
£ ® @ 3,0
=2 £
5 2 g 20
E9 ~ 1,0 I
S5 .2 c ® [ ]
r o0 e<e-"T
< 24 224 424 624 é 24 224 424 624
. @ .
vrijeme (h) b vrijeme (h)
- @= CO @ ECT £ - @= (O @ ECT

e) @— CHOL e==@=— ECT+CHOL ) @— CHOL ey FCT+CHOL
g I
- [eTs]
a =
= ©
o =
g W 2
£ =
£ ob ©
~ 3 __ I c
e 5 \
2 24 224 424 624 24 224 424 624
(9]
”5 vrijeme (h) vrijeme (h)
on
2) —0= CO —0— ECT h) - 0= CO =@ ECT

@®— CHOL e ECT+CHOL @— CHOL g ECT+CHOL

Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i1 kolesterola, u jetri je ukupno
detektrano 26 polifenolnih spojeva Sto ¢ini 81,25% od ukupnog broja polifenolnih spojeva
koje nalazimo u vodenom ekstraktu cvijeta trnine. Statisticki znacajno razli¢it AUC i Cmax U
jetri, uocen je za 9 polifenolnih spojeva kod skupine ECT+CHOL u odnosu na skupinu ECT
Sto ¢ini 28,1% od ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 34,6% od ukupno

detektiranih spojeva u jetri.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u jetri pokusnih zivotinja nakon

subkroniéne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani su u Tablici 60.
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Tablica 60. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogac¢enom mastima tijekom 28 dana

: - Skupina
Flavonoli detektirani u jetri;
subkroni¢na doza (6{0) ECT CHOL ECT+CHOL
(1-28 dan)a tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax CITIHX AUC
(h) (ng/9) (h-ng/g) (h) (g/9) (h-ug/g) (h) (rg/9) (h-ng/g) (h) (ng/9) (h-ng/g)
izoramnetin-3-rutinozid 168+29  0,39+0,00 248,0+1,2 163+83 0,4120,00 265402 | 672193 0,4420,02 262,3+1,1 1684193 0,42+0,03 269,4+0,7
kvercertin-3-O-glukozid 240 0,14+0,00 70,6+0,8 336£277  0,40£0,00¢  168,6+0,1* 67240 0,040,04 12,242,0 168+0 0,22+0,02 100,4+0,6
'(‘r\lfjetgﬁ;“”'3'0'flﬁi nozid 336:83 1554032 7151789 | 336483 2,57+003%  1113,140.6* | 1630 131006 5177423 50420 2274003 1014,1482
kvercetin-acetil-heksozid 2443 0,55+0,00 302,842,5 2443 0,640,00 419,2+0,2 5040 0,5740,26 356,2465,7 2442 0,620,00 397,4£1,5
kvercetin-pentozid 168+0 0,13+0,00 84,2+1,1 168+83 1,44+0,02%  670,0+1,6* 168+83 0,60+£0,03 254,5£12,0 168483 1,63+0,03 780,244, 1
kvercetin-pentozil-heksozid 168+0 0,36+0,00 157,740,8 168+0 0,470,086 207,540,2 16840 0,14+0,01 43,940,5 168483 0,38+0,01 190,10,7
kvercetin-ramnozid 168+0 1,3120,00 606,7+1,6 168+0 1,39+0,01 635,4+1,0 168+0 0,63+0,06 281,542,9 168+0 1,330,02 632,5+0,3
kampferol-3-glukozid 240 0,16+0,00 71,6204 168+0 0,26+0,01 108,3+0,3 2448 0,06+0,00 26,3404 168+83 0,18+0,01 91,7+0,5
kampferol-3-rutinozid 248 0,23+0,01 114,9+0,8 168+0 0,29£0,00%  140,8+0,1* 168+0 0,13+0,01 59,4+0,8 2448 0,25+0,01 126,4+0,4
kampferol-pentozid 1680 2,60£0,00  1243,4x1,1 168+0 2,69+0,00 1382,3+1,0 168+0 1,28+0,08 564,7+3,6 2448 2,85+0,01 1360,75,0
kampferol-3-O-ramnozid 168+34  0,03+0,00 8,0+1,1 168+0 0,12+0,02*  26,2+0,5* 24+13 LOD 0,0+0,1 16883 0,050,024 13,5+0,64
kampferol-ramnozil-heksozid | 168+83  0,70+0,00 330,515 168+0 0,80+0,00 374,240,5 168+0 0,27+0,05 142,522 168+0 0,77+0,05 377,8+1,8
kampferol-acetil-heksozid 16896 0,02+0,00 4,1+0,8 168+0 0,070,00% 13,4+0,0* 5040 0,12£0,00 37,040,5 24+3 0,08+0,02 23,240,9

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-

standardna devijacija.
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Od kvercetinskih spojeva u jetri, najvece koncentracije u skupini ECT+CHOL uocene su za
spojeve kvercetin-pentozid, kvercetin-3-O-rutinozid i kvercetin-ramnozid. Vrijednost
koncentracija bioapsorpcije za spojeve kvercetin-pentozid i kvercetin-ramnozid se kretala
unutar umjerenog raspona koncentracija svih 28. dana obrade, dok se vrijednosti umjerenih
koncentracija postignutih izmedu 1. i 7. dana za spoj kvercetin-3-rutinozid do 28. dana
smanjuju prema vrlo niskom rasponu koncentracija. Za ostale metabolite kvercetina uocena je
sli¢na biodinamika, a vrijednosti bioapsorbiranih koncentracija se kretala u vrlo niskom
rasponu koncentracija. Farmakokinetika kvercetinskih spojeva u jetri misa C57BL/6

prikazana je na Slici 66.
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Slika 66. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-pentozida, b) kvercetin-3-
rutinozida, c) kvercetin-3-O-glukozida, d) kvercetin-acetil-heksozida, e) kvercetin-pentozil-
heksozida i f) kvercetin-ramnozida u jetri C57BL/6 miSa nakon intragastricne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana.
Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT
— ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
Slika 66. nastavak
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Medu kampferolnim spojevima, najveca bioapsorpcija u relativno visokim koncentracijama u
skupini ECT+CHOL uocena je za kampferol-pentozid. Za ostale spojeve kampferola takoder
je uocCena sli¢na biodinamika, a vrijednosti bioapsorbiranih koncentracija su se kretale u

niskom rasponu koncentracija (Slika 67).
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Slika 67. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-pentozil-heksozida, b)
kampferol-pentozida, c) kampferol-ramnozida, d) kampferol-ramnozil-heksozida, €) kampferol-3-
glukozida, f) kampferol-3-rutinozida, g) kampferol-acetil-heksozida i h) izoramnetin-3-rutinozida
u jetri C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i
kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P —
proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 67. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u jetri pokusnih zivotinja nakon

subkroniéne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani su u Tablici 61.
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Tablica 61. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

CO ECT CHOL ECT+CHOL
tmax Cmax AU C tmax cmax AU C tmax Cmax AU C tmax Cmax AU C

(h) (ug/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-ng/g) (h) (ug/g)  (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-ug/g)
Apigenin 248 0,28+0,01  107,2+0,9 24+8 0,28+0,01  107,2+0,9 5040 0,14£0,01 60,443 16829 0,290,024 142264
Luteolin ‘ 168+83 0,19+0,00 51,3£3,3 168+83 0,19+0,01 51,333 24+0 0,08+0,03 23,.2+1 2449 0,090,014 24,243 04

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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U jetri, koncentracija bioapsorpcije flavona apigenina se u skupini ECT+CHOL kretala unutar
vrlo niskog raspona koncentracija i to u nesto ve¢im vrijednostima u odnosu na skupinu ECT.
Takoder, koncentracija bioapsorpcije luteolina takoder je bila unutar vrlo niskog raspona

koncentracija. Farmakokinetika flavona u jetri misa C57BL/6 prikazana je na Slici 68.
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Slika 68. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u jetri C57BL/6 misa
nakon intragastri¢éne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg
tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao
SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja
vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u jetri pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani su u
Tablici 62.
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Tablica 62. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina

flavan-3-ola detektirani u

o - CoO ECT CHOL ECT+CHOL

jetri; subkroni¢na doza

(1.-28. dan)* fmex Cmx AUC tmax Crnex AUC tmax Cmax AUC tmax Crnax AUC
T (h) (hg/g) (h-ug/g) (h) (hg/g) (h-ug/g) (h) (hg/g) (hpg/g) (h) (hg/9) (h-ug/g)

(+)-katehin 168437  0,13£0,00  84,1+0,1 672429 0,140,00 90,5400 | 504:96  0,130,00  86,8+0,1 | 504277  0,14+0,00 93,040,

(-)-epikatehin-3-galat 336+193  0,70+0,00  1692+2.4 | 336+0 1,40£0,00* 2659400 | 336:0  0,70:0,00  169,6:0,0 168+0 0,16+0,00 35,4+40,0

(-)-epigalokatehin-3-galat 168193 1,07£0,25  400,0+61,5 | 3360 0,88+0,00 256,6+0,0 | 168+0  1,03:0,00  379,2+00 | 336+0 262:0,004 468,900

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT

(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Farmakokinetika detektiranih flavan-3-ola prikazana je na slici 69. Bioapsorpcija (+)-katehina
I (-)-epikatehin-3-galata se kretala tijekom svih 28. dana obrade u vrlo niskom rasponu
koncetracija. Suprotno tome, relativno visoke vrijednosti bioasporbiranih koncentracija u

skupini ECT+CHOL uocene su za spoj (-)-epigalokatehin-3- galat izmedu 7. i 21. dana

obrade.
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Slika 69. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epigalokatehin-3-
galata i c) (-)-epikatehin-3-galata u jetri C57BL/6 miSa nakon intragastricne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana.
Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT
— ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u jetri pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani

su u Tablici 63.
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Tablica 63. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogac¢enom mastima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina

fenolnih kiselina

detektiranih u jetri; Co ECT CHOL ECT+CHOL
subkroni¢na doza trmax Crnax AUC trax Crnax AUC o () Crnax AUC trmax Crnax AUC
(1.-28. dan)?® (h) (ng/g)  (hruglg) (h) (ng/g) (h-ug/g) e (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-ug/g)
3-O-feruloil kininska kiselina 504+290 0,21+0,03 34,9490 242 0,45+0,09* 81,0+4,6* 67240 0,39:0,03 119,2+0,6 6724374 0,28+0,07 38,7+0,24
ii_se_m?am” kininska 2448 0,04£0,00 8307 168+0 0,26+0,00% 68,5+0,1% 1680 0.06£0,00 13,040,7 1680 0.28£0,07 732417,0
4-0-kafeoil kininska kiselina 504+96 1,42+0,00  710,6+0,5 672+0 1,59+0,00 963,9+1,7 504340 1,55+0,05 985,4+2 4 672+374 1,52+0,08 930,5+2,4
ii_s?e_ll?ﬁ;nam” kininska 241 0,54£0,01  317,542.8 504193 1,42£0,00  798,120,2* 241 0,980,10  539.4+153 | 504=256 2,130,01 1266,2+15,3
ferulinska kiselina 336+83 0,77+0,00 494,6+0,4 672+290 1,64+0,02 835,8+3,6 33620 0,68+0,00 435,2+0,0 168496 0,1 1i0,02‘ 22,7i4,8‘
galna kiselina 672+0 0,58+0,01 76,9+8,8 672+387 1,31+0,19% 110,1+16,2 243 0,15+0,03 1,8£0,9 248 3,040,454 400,6+36,54
kafeinska kiselina 5040 0,24+0,00 54,5+0,2 504+277 1,79£0,15* 479,4+39,1* 168+0 0,03+0,00 7,3+0,3 5040 0,19+0,004 113,3+0,04
p-kumarinska kiselina 2420 LOD 0,0+0,0 168+83 0,17+0,03 38,4+0,0* 240 LOD 0,0 £0,000 168+83 0,16:0,04 35,4+0,7

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki znadajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-

standardna devijacija.
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Farmakokinetika detektiranih fenolnih kiselina prikazana je na Slici 70. Vrijednosti
bioapsrobiranih koncentracija fenolnih kiselina u jetri skupina ECT+CHOL se uglavnom
kretala u umjerenom i vrlo niskom rasponu koncentracija. Ravnomjerene koncentracije
bioapsorpcije uocene su za p-kumaroil kininsku i 4-O-kafeoil kininsku kiselinu tijekom svih
28. dana obrade, dok se vrijednost bioapsorpcije galne kiseline prvog dana obrade kretala u
relativno visokom rasponu koncenracija nakon ¢ega joj se koncentracija do 7. dana obrade

smanjuje do vrlo niskog koncentracijskog raspona.

o 25 20
= =
3 2,0 T 215
X 15 g é 3 e
© £ 10 l
%] TJ - oy e —;— -
Q2 1'0 ) ) ° [ ] =0
£y 5 07
SHo5 0 =& = b e _ F o f——
S 00 £00
5 , ) 24 224 424 624
£ 24 224 424 624 o
2 B e vrijeme (h)
& vrijeme (h)
<
- @= CO —@— ECT - o T
a) e— CHOL e ECT+CHOL b) e cHot FeTeoL
030 ©
¥ £
= 0,20 2
p 4
£ i)
3 0,10 2
2 =
F = o
2000 ® . S .
é 24 224 424 624 g 24 224 424 624
.. 5
E vrijeme (h) = vrijeme (h)
5 e
o
- @= CO =@ ECT - @= CO @ ECT
c) o— CHOL e ECT+CHOL d) e— CHOL e—tr— ECT+CHOL

Slika 70. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih Kkiselina: a) 4-p-kumaroil kininske, b)
ferulinske, ¢) p-kumarinske, d) 3-p-kumaroil kininske, e) kafeinske, f) 4-O-kafeoil kininske, g) 3-
O-feruloil kininske i h) galne kiseline u tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon intragastri¢ne
primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno
tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO
— kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Slika 70. nastavak
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Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola, u mozgu je ukupno
detektirano 62,5% (N=20/32) polifenolnoh spojeva od ukupnog broja polifenolnih spojeva
koje nalazimo u Cistom ekstraktu cvijeta trnine. Statisti¢ki znacajno razli¢it AUC i Cmax kod
skupine ECT+CHOL u usporedbi sa skupinom ECT uocen za 7 spojeva sto ¢ini 21,87% od
ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 35% od ukupno detektiranih spojeva u

mozgu.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani su u
Tablici 64.
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Tablica 64. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

Flavonoli detektirani u Sl
mozgu; subkroni¢na doza CcoO ECT CHOL ECT+CHOL
(1.-28. dan)? tax Cnax AUC tmax Comx AUC tax Crmax AUC tax Crmax AUC
(h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g)
izoramnetin-3-rutinozid 504483 0,68+0,02 425,9+4.0 6720 2,9240,01*  1136,4+£0,58% | 3364277  0,410,00 2674479 | 6724374  0,40£0,23 257,547,6
kvercetin-3-glukozid 2458 0,32%0,03 158,0+£78,6 | 16883  1,96+0,04*  979,0+8,31* 1680  0,19+0,02 65,4+7,0 168+0  0,210,13 77,1£10,2
kvercetin-3-O-rutinozid (rutin) 24+8  1510,22  692,0£146.8 | 24+0  2,09%0,26  830,0£28.8 | 16829  1,57+1,17  479,9+2657 | 168£19  1,78+1,55  919,2+68,0
kvercetin-acetil-heksozid 504+£97  0,63£0,00  373,0+15.8 240 0,630,01  382,0£17,02 | 6724340  0,53+0,01 331,5459,5 2442 0,63£0,36  374,2+20,2
kvercetin-pentozid 2443 1,28£0,15  394,0+55,08 | 33630  2,84+0,04*  1306,0£74,0* 24+8 1,57+0,09 700,4466,0 24+8 1,65¢1,11  616,2+142,6
kvercetin-pentozil-heksozid 3360 0,14+0,01 62,0+6,8 67240 0,24+0,03*  107,045,5* 240 0,340,00 141,8+8.4 2440 0,32+0,18% 14724534
kvercetin-ramnozid 24+8  0,6580,04 2946157 | 336+0 0734001 416,745,5 2448 0,13+0,02 57,2430,9 168483  1,2940,124 553441234
kampferol-3-glukozid 168483 2,58+0,04  1295,6422.8 | 168+0  2,64+0,05  1326,7+17.6 | 168483  0,2240,10 89,2+24,0 168483 0,19+0,12 83,5+12,3
kampferol-3-rutinozid 2450 0,06+0,01 33,0+5,3 67240  0,28+0,00*  147,041,3* 24483 0,23+0,01 107,748,5 168+83  0,23+0,14 115,6+5,0
kampferol-pentozid 1680 0,24+0,06  108,2+11,6 | 1680  0,19+0,00 89,6+0,5 168483  2,67+0,02  1205,5+30,1 2440 2,56+1,48  1224,5+48,0
kampferol-ramnozil-heksozid 6720 039£0,06  258,0£1,57 | 168+0  0,43+0,02 265,743,5 24+8 0,07+0,03 32,6+22,6 24+8 0,69+0,42 316,1+1,6

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki znadajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-

standardna devijacija.
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Vrijednosti bioapsorbiranih koncentracija kvercetinskih spojeva u mozgu (Slika 71) se u
skupini ECT+CHOL uglavnom kretala u umjerenom i niskom rasponu rasponu koncentracija.
Najveée koncentracije bioapsorpcije utvrdene su za spojeve kvercetin-pentozid i kvercetin-

ramnozid (izmedu 1. i 14. dana), a za kvercetin-3-O-rutinozid izmedu 1. i 7. dana.
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Slika 71. Farmakokinetika i koncentracije metabolita kvercetina: a) kvercetin-3-O-glukozida, b)
kvercetin-pentozil-heksozida, c) kvercetin-acetil-heksozida, d) kvercetin-pentozida, €) kvercetin-
ramnozida i f) kvercetin-3-O-rutinozida u mozgu C57BL/6 mi$a nakon intragastricne primjene
ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom
28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO —
kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.
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Slika 71. nastavak

4,0
0 30
$30 ¥
o] 2,0
5 20 o
o
£ 1,0 £ 10
© 2 -~ =0 -
T T () -
S00® Q 00 —
8 24 224 424 624 T 24 224 424 624
g vrijeme (h) *é vrijeme (h)
E
e) -—@=— (O —f— ECT -—@=— CO —f— ECT
e— CHOL —te— ECT+CHOL f) e— CHOL —tr— ECT+CHOL

Medu kampferolnim spojevima, najveca vrijednost bioapsorbiranih koncentracija u skupini
ECT+CHOL uocena je za spoj kampferol-pentozid tijekom svih 28. dana obrade, dok se
vrijednost ostalih bioapsorbiranih koncentracija kretala unurtar niskog i vrlo niskog raspona
(Slika 72).
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Slika 72. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-pentozida, b) kampferol-
ramnozil-heksozida, c) kampferol-3-glukozida i d) kampferol-3-rutinozida u mozgu C57BL/6
mis$a nakon intragastrine primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140
mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su
prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke,
SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 72. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani su u
Tablici 65.
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Tablica 65. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogac¢enom mastima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina
flavona detektirani u
: o CcO ECT CHOL ECT+CHOL
mozgu; subkroni¢na
doza (1 _28 dan)a tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC
e (h) (ng/) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
Apigenin 672483 0,19+0,07 116213 1680  0,15+0,00 83,8443 168+19  0,14+0,02  80,1+12,6 | 336+277  0,20+0,13 95,0+27,1
Luteolin 504483 0,33+0,03 27,943.4 1680  0,37+0,00 109,8+0,0* - <LOD - 336£14  0,16£0,01*  31,0£12,9*

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisti¢ki znadajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-

standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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U mozgu, koncentracija bioapsorpcije flavona apigenina se u skupini ECT+CHOL kretala
unutar vrlo niskog raspona koncentracija i to u neSto veéim vrijednostima u odnosu na
skupinu ECT. Takoder, koncentracija bioapsorpcije luteolina takoder je bila unutar vrlo

niskog raspona koncentracija (Slika 73).
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Slika 73. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u mozgu C57BL/6
misa nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140
mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su
prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke,
SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani su u
Tablici 66.
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Tablica 66. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina
flavan-3-ola detektirani
: o CcO ECT CHOL ECT+CHOL

u mozgu; subkroni¢na
dOZa (1 '28 dan)a tmax Cmax AUC tmax CmaX AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

T (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (n9/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (1g/9) (h-ug/g)
(+)-katehin 24+374 0,12+0,05 80,4+1,17 168+37 0,13+0,00 90,3+1,17 2443 0,14+0,03 89,2435 3364246 0,14+0,08 89,7+1,6
(-)-epikatehin - <LOD - 504+0 0,18+0,00 39,9+0,0* 2440 LOD 0,00,0 2440 LODA 0,0+0,04
(-)-epikatehin-3-galat 168£0  1,89+0,00  346,2+0,0 1680  12,23£0,00  461,6+0,0 2440 LOD 0,0+0,0 2440 LODA 0,00,04
(-)-epigalokatehin-3-ga|at 336+0 0,35+0,00 207,7+0,0 168+0 2,13+0,00 567,6+0,0* 672+0 0,32+0,00 48,0+0,0 5044388 0,850,004 343,843,7

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT

(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Biodinamika katehinskih molekula u skupini ECT+CHOL bila je sli¢na i kretala se u vrlo
niskom rasponu koncentracija (Slika 74). Najveca koncentracija u umjerenom rasponu
bioapsorbiranih koncentracija uocena je za spoj (-)-epigalokatehin-3-galat izmedu 21. i 28.

dana obrade.
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Slika 74. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epigalokatehin-3-
galata, c) (-)-epikatehina i d) (-)-epikatehin-3-galata u mozgu C57BL/6 miSa nakon intragastricne
primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno
tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO
— kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u mozgu pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani

su u Tablici 67.
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Tablica 67. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u mozgu
kombinaciji s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u

Spojevi iz skupine fenolnih Skupina
kiselina detektiranih u
» (6{0) ECT CHOL ECT+CHOL

mozgu; subkroni¢na doza
(1 _28 dan)a tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax CITIHX AUC

e (h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-ug/g)
3-O-feruloil kininska kiselina 16819 0,48+0,05 202,0+114,9 168:0  0,79+0,00% 232,0+53,7 6724340  0,58+0,06  249,4+41,0 168+0 0,66+0,47 222,1460,9
4-0-kafeoil kininska kiselina 6720 1,56+0,04 746,0126,4 1680 2,010,115 1072+43,3 3364277 1,51+0,08 880,4+34 3364246 1,37+0,185  824,3+116,1
4-p-kumaroi| kininska kiselina 24+3 0,69+0,25 356,0+153,67 504+0 2,144+0,05* 1166,0+47,9* 24+8 1,30+0,03 699,5+346,5 24+3 1,80+1,00 901,4+153,8
ferulinska kiselina 168+0 1,52+0,00 856,4+0,0 504+0 1,64+0,00 929,6+0,0 2440 1,15+0,00 724,5+0,0 3360 1,53+0,00 866,4+0,0
galna kiselina 24+0 1,87+0,47 185,8+143,8 24+0 2,50+0,47 685,6+26,7* 24+8 1,81+1,42 307,648, 1 24+8 0,89i0,66A 216,0i132,6A

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisti¢ki znadajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-

standardna devijacija.
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Od fenolnih kiselina,u skupini ECT+CHOL, najvece koncentracije ¢iji su vrijednosti
bioapsorbiranih koncentracija bile u umjerenom rasponu koncentracija uoene su za
ferulinsku, 4-p-kumaroil Kininsku i 4-O-kafeoil Kkininsku kiselinu tijekom svih 28. dana
obrade. Vrijednosti bioapsorbiranih koncetracija za 3-O-kafeoil kininsku i 3-O-feruloil
kininsku kiselinu bile su u neravnomjernom i niskom rasponu koncentracija tijekom obrade
od 1.-28. dana (Slika 75).
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Slika 75. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 3-O-feruloil kininsku, b) 4-O-
kafeoil kininsku, c) 4-p-kumaroil kininsku, d) 3-O-kafeoil kininsku i e) ferulinsku kiselinu u
mozgu C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.)
i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta
trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 75. nastavak
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Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola, u bubrezima je ukupno
detektirano 37,5% (N=12/32) polifenolnoh spojeva od ukupnog broja polifenolnih spojeva
koje nalazimo u Cistom ekstraktu cvijeta trnine. Statisticki znacajno razli¢it AUC i Cmax kod
skupine ECT+CHOL u usporedbi sa skupinom ECT uocen za 5 spojeva §to ¢ini 15,6% od
ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 41,6% od ukupno detektiranih spojeva

u bubrezima.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u bubrezima pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani su u
Tablici 68.
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Tablica 68. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

CcoO ECT CHOL ECT+CHOL

tmax Cmax AUC tmax cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/9) (h-ug/g)
kampferol-pentozid 24+0 2,77%0,02  1317,0+£147 | 24£0  2,94%0,03  138LI*125 | 16840  0,14+0,01 88,5+20,7 2430 0,16+1,56 87,3+40,1
kvercetin-3-glukozid 168+83  0,15+0,00 85,1%1,0 240 0,20+0,00 121,0+0,6 2440  0,89+0,00 393,1404 | 504483  2,85+0,10  1069,3+182
kvercetin-3-O-rutinozid (rutin) 168+19 0,650,335  240,1£100,8 | 3360  2,96+0,02*  1764,0+6,7% | 2410  0,330,00 161,0£33 | 168427  0,38+0,71 188,4+93,7
kvercetin-pentozil-heksozid 240 0,13+0,00 86,8+1,2 2448 041£0,00%  193.2+L1* | 2440 1,14+0,00 566,0+0,7 24+2 133041  648,0+29,6
kvercetin-ramnozid 2440 1,35£0,02  609,0+12,7 2450 1,46+0,00 699,5+1,0 2440  2,76£0,02  1305,6+153 | 2448  2,73+0,75 1350,5+1,9

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola,
ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Farmakokinetika detektiranih flavonola u bubregu C57BL/6 misa prikazan je na Slici 76.
Izmedu skupina ECT+CHOL i ECT, od spojeva iz skupine flavonola za spojeve kvercetin-3-
O-glukozid, kvercetin-pentozil-heksozid, kvercetin ramnozid i kampferol-pentozid uocena je
slicna vremenska biodinamika kao i vrijednost bioapsorbiranih koncentracija. Najistaknutije
razlike biodinamici medu detektiranim flavonolina utvrdena je za kvercetin-ramnozid koji u
skupini ECT+CHOL doseze relativno visoke koncentracije kao i u ECT nakon 7. dana

obrade, nakon ¢ega mu se koncentracija od 21. dana obrade smanjuje.
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Slika 76. Farmakokinetika i koncentracije flavonola: a) kvercetin-3-glukozida, b) kvercetin-
pentozil-heksozida, c) kvercetin-ramnozida, d) kvercetin-3-O-rutinozida i e) kampferol-pentozida
u bubrezima C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj.
m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P
— proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 76. nastavak

35
230
oo
=25
© 2,0
o 15
€
g 1,0
TIJ 0,5
£ 00
Y—
g. 24 224 424 624
o vrijeme (h)
e) - @= CO =@ ECT
®&— CHOL e ECT+CHOL

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u bubrezima pokusnih Zivotinja

nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i Kolesterola prikazani su u
Tablici 69.
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Tablica 69. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

ECT+CHOL

ECT
tmax Cmax
(h) (1g/9)

(h-ug/g)

504+0 0,96+0,02*

82,0+13,54

tmax

(h)
Apigenin 24+0
Luteolin 67240

24+0 0,52+0,19*

47,6+8,34

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-

standardna devijacija.
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Farmakokinetika detektiranih flavona u bubrezima misa C57BL/6 prikazan je na Slici 77.
Medu flavonima je za luteolin uocena slicna vremenska biodinamika kao i nizak raspon
bioapsorbiranih koncentracija kako kod skupine ECT tako i ECT+CHOL. Za apigenin je
utvrdena slicna biodinamika kao i kod visokoproteinske dijete. Najvece koncentracije
apigenina, iako u vrlo niskom rasponu koncentracija uoc¢ene su izmedu 1. i 7. dana obrade u
skupini ECT+CHOL nakon ¢ega mu se koncentracija do 21. dana obrade smanjuje.
Istovremeno, kako se koncentracija apigenina u skupini ECT+CHOL smanjuje, tako u skupini

ECT njegova koncentracija raste.
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Slika 77. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u bubrezima
C57BL/6 misa nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i
kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P —

proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u bubrezima pokusnih

zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani

su u Tablici 70.
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Tablica 70. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji
s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

(+)-katehin

CHOL ECT+CHOL

Cmax

(ng/9)

0,13+0,00

91,3+14,84

(-)-epikatehin

<LOD

55,8+0,04

(-)-epigalokatehin-3-galat

0,77+0,00

576,3+0,0

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-

standardna devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Koncentracija (+)-katehina i (-)-epikatehina se gotovo tijekom cijelog trajanja obrade u
skupini ECT+CHOL kretala u vrlo niskom rasponu koncentracija, dok je bioapsorpcija u
skupini ECT bila znatno veca. Za spoj (-)-epigalokatehin-3-galat utvrdena je slicna
biodinamika izmedu skupina ECT i ECT+CHOL tijekom svih 28. dana obrade u umjerenom

rasponu koncentracija (Slika 78).
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Slika 78. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epikatehina i c) (-)-
epigalokatehin-3-galata u bubrezima C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana.
Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT
— ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u bubrezima pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i kolesterola prikazani

su u Tablici 71.
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Tablica 71. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom mastima tijekom 28 dana

(6{0) ECT CHOL ECT+CHOL
tmax Cmax AUC tmax cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC
(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (1g/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-ug/g)
4-p-kumaroil kininska kiselina | 672£291  0,65£0,03  4123+11,1 | 67240  2,0720,04*  1143,1£2,6* | 670+97  0,95:0,02  588,1+21,5 | 672+0 2,04£1,19  918,9+26.6
ferulinska kiselina 504£277  0,84£0,56  261,6+212,79 | 5040  545+0,00*  13545£0,3* | 168114  038+0,19 38,1139 | 50414  1,09+0,45%  114,3+32,6%

#Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i kolesterolom u dozi od 140 mg/kg/dan. Broj Zivotinja
po skupini (n=6).*statisticki znadajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).%statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT
(P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CHOL — kolesterol, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.

198



Usporedbom bioapsopcije fenolnih kiselina izmedu skupina ECT i ECT+CHOL, najvece
razlike u koncentraciji kao 1 kod visokoproteinske dijete uoc¢ene su za ferulinsku kiselinu koja
nakon 14. dana obrade u skupini ECT doseze relativno visoke koncentracije za razliku od
skupine ECT+CHOL, nakon c¢ega se u obje skupine nakon 21. dana obrade njena
koncentracija smanjuje. Za 4-p-kumaroil kininske kiselinu izmedu skupina ECT i
ECT+CHOL utvrdena je vrlo slicna vremenska biodinamika, iako je koncentracija u skupini

ECT+CHOL bila nesto niza u odnosu na skupinu ECT (Slika 79).
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Slika 79. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil Kkininske, b)
ferulinske kiseline u bubrezima C57BL/6 miSa nakon intragastriéne primjene ekstrakta cvijeta
trnine (25 mg/kg tj. m.) i kolesterola (140 mg/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —

ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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4.3.3. UPLC analiza selektivne bioraspodjele apsorbiranih polifenolnih spojeva iz
ekstrakta cvijeta trnine u kombinaciji s prehranom obogaéenom ugljikohidratima u
tankom crijevu, jetri, mozgu i bubregu C57BL/6 misa

Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i saharoze, u tankom crijevu je ukupno
detektirano 22 polifenolnih spojeva $to ¢ini 68,75% od ukupnog broja polifenolnih spojeva
koje nalazimo u vodenom ekstraktu cvijeta trnine. Statisti¢ki znacajno razli¢it AUC i Cmax U
tankom crijevu nakon subkroni¢ne obrade, uoceno je za 22 polifenolna spoja kod skupine
ECT+CARB u odnosu na skupinu ECT sto ¢ini 68,75% od ukupnih spojeva pronadenih u

ekstraktu cvijeta trnine i 96,65% od ukupno detektiranih spojeva u tankom crijevu.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri metabolita flavonola u tankom crijevu
pokusnih Zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze

prikazani su u Tablici 72.
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Tablica 72. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

CO ECT CARB ECT+CARB
tmax () Crnax AUC tax () Cmax AUC tax () Crmax AUC tax () Crmax AUC

(ng/g) (h-pg/g) (1g/9) (h-pg/g) (1g/9) (h-pg/g) (g/9) (h-pg/g)
izoramnetin-3-rutinozid 2442 0,39+0,01  252,9+1.5 2440 0,43£0,25 273,2+4.5 6724291  045+0,03  263,6+2,9 168+34  0,42+0,00  275,9+0,0
kvercetin-3-glukozid 168+0 0,17+0,00 63,9+10,2 504+19 0,56+0,05*  151,0+125,5* 2440 0,09+0,00 11,145,2 168497 0,020,014 4,4+0,04
kvercetin-3-rutinozid (rutin) 168+0 0,78+0,00  270,3+4,3 24+3 173£0,21*  952,0£120.8" | 5044336  0,5340,33  204,7+133,3 | 5044277  1,03+0,74  277,8+0,0%
kvercetin-acetil-heksozid 6724291 0,52+0,01  219,24+23.8 67240 0,67+0,39 429,9+0,9* 168+83 0,5240,10  279,1£79,5 | 504+£257  0,63+0,00 357,440,0
kvercetin-pentozid 168+83 1,37+0,07 654,5+19,2 24+0 1,94+1,03 814,6+8,0 2443 0,52+0,06 205,323 2448 0,37+0,064 189,1+0,04
kvercetin-pentozil-heksozid 24+8 0,34+0,01 152,3+13,9 24+0 0,45+0,04 179,9+10,2 2440 0,58+0,40 5424355 2448 0,12+0,034 30,1+0,04
kvercetin-ramnozid 336+83 0,96+0,10 387,7+11,8 24+8 1,68+0,95* 723,7£17,3* 2440 1,73+1,29 310,5+90,2 2448 0,48+0,11%  212,6+0,04
kampferol-3-glukozid 168+83 0,16+0,00 93,5+2,1 168+0 0,30+0,17* 146,1+3,8* 168+83 0,12:0,04 459+12,1 168+34 0,050,004 24,3+0,04
kampferol-3-rutinozid 168+0 0,24+0,00 116,3+£3,2 168+83 0,28+0,16 132,1£1,2 2440 0,16+0,01 64,8+6,0 2443 0,110,004 53,6+0,04
kampferol-pentozid 168+0 2,75+0,00 1344,34+6,0 2440 5,2942,91* 1559,4+74,7 2448 0,97+0,12 519,8+56,0 2448 1,05+0,05%  512,8+0,04
kampferol-3-O-ramnozid 168+0 0,00+0,00 0,0+0,0 672+0 0,06+0,00 9,9+0,0* 2443 0,03+0,01 42+13 24414 0,00+0,004 0,1£0,04
kampferol-ramnozil-heksozid 24+8 0,69+0,02 334,8+4.9 24+0 0,84+0,49 384,6+3.,5 2440 0,3620,05 145,8+3,6 2448 0,35+0,114 143,1+0,04
kampferol-acetil-heksozid 5040 0,04+0,01 13,3+4,7 672+37 0,06+0,05 7,6£2,7 1680 0,080,00 25,9+1,0 2442 0,070,03 24,3+0,04
kampferol-pentozil-heksozid 168+83 0,51+0,01 260,6+13,9 2440 0,85+0,45* 329,4+10,2 2440 0,83+0,58 139,3+45,4 2448 0,180,074 86,3+0,04

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). 4 statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.
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Medu kvercetinskim spojevima, relativno visoka koncentracija u skupini obradenoj

ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s prehranom oboga¢enom saharozom (ECT+CARB)

postignuta je za spoje kvercetin-3-rutinozid (izmedu 1. i 14. dana obrade). Biodinamika svih

ostalih detektiranih spojeva kvercetina, kao i raspon koncentracija izmedu skupina

ECT+CARB i ECT je bila sli¢na (Slika 80).
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Slika 80. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-3-glukozida, b) kvercetin-3-
rutinozida, c) kvercetin-ramnozida, d) kvercetin-pentozil-heksozida, e) kvercetin-acetil-heksozida,
f) kvercetin-pentozida u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon intragastricne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 80. nastavak

\H
(6]
N
(6]

0 0
) Lo T 1,5
N N
2 2 10
205 g I
= L 05 @ 1
= £ A ———
® 0,0 © 0,0
(0]
% 24 224 424 624 E 24 224 424 624
E vrijeme (h) vrijeme (h)
>
N4
) —@— ECT -—@=— (O —— ECT
e) e— CARB —t— ECT+CARB f) o— CARB ——tr— ECT+CARB

Koncentracija kampferolnih spojeva u skupini ECT+CARB kretala se unutar vrlo niskog i
niskog raspona koncentracija u odnosu na skupinu ECT, gdje su se vrijednosti kampferolnih
spojeva nalazile unutar umjerenog i relativno visokog raspona koncentracija tijekom cijelog
trajanja obrade (Slika 81).
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Slika 81. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-3-rutinozida, b) kampferol-
ramnozil-heksozida, c) kampferol-3-glukozida, d) kampferol-3-O-ramnozida, e) kampferol-acetil-
heksozida, f) kampferol-pentozil-heksozida, g) kampferol-pentozida i h) izoramnetin-3-rutinozida
u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg
tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB
—saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 81. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u tankom crijevu pokusnih

zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su

u Tablici 73.
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Tablica 73. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u tankom crijeva kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom obogac¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

CO ECT CARB ECT+CARB
tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax cmax AUC tmax Cmax AU C
(h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/9) (hug/g) (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (ng/9) (hug/g)
Apigenin 240 089+0,14  188,3+17,8 | 2443 250:025%  5239+72,5% | 6701291  13140,10  412.84384 | 168435  090:0,65%  288,7+0,04
Luteolin 168483 0,20£0,10  89,5+19,2 2443 0,64x028%  171,8+30,6% ] <LOD ] ] <LODA

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Usporedujuc¢i biodinamiku flavona apigenina izmedu skupine ECT 1 skupine ECT+CARB,
utvrdeno je da koncentracija apigenina u skupini ECT+CARB postize najvecu vrijednost
nakon 7. dana obrade koja je u tom vremenskom periodu veca u odnosu na koncentraciju
apigenina kod skupine ECT. Nakon 7. dana obrade, koncentracija apigenina se do 21. dana
obrade smanjuje gotovo do nule za razliku od koncetracije apigenina u skupini ECT. Nakon
21. dana obrade, koncentracija apigenina u skupini ECT+CARB raste, ali u dosta niskoj
koncentracijskoj vrijednosti u odnosu na skupinu ECT. Vrijednost koncentracije luteolina je u

skupini ECT+CARB kroz cijeli tretman iznosila nula (Slika 82).
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Slika 82. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u tankom crijevu
C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze
(4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su
prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza,

SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u tankom crijevu pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su

u Tablici 74.
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Tablica 74. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom obogac¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

CoO

ECT

CARB

ECT+CARB

trmax Crnax AUC tmax Crmax AUC tmax Crnax AUC trmax Crmax AUC
: (h) (ug/g) (h-ug/g) (h) (ug/g) (h-ug/g) (h) (hglg)  (hpglg) (h) (ug/g) (h-ug/g)
(+)-katehin 6724374 0,13+0,00 83,5+0,5 67240 0,16+0,09 86,8+1,5 24+8 0,13:0,00  89,4+0,6 | 504+194 0,14+0,00 90,1+0,0
(-)-epikatehin 168+97 0,05+0,04 9.4+1,1 1680  0,06+0,03 12,5+0,0 <LOD - <LODA
(-)-epigalokatehin-3-galat 5044291  0,02+0,00 6,3£0,8 67240  0,1740,02*  14,5£13,9% | 6724388  0,03£0,01  2,5+0,4 16897 0,050,034 10,80,0

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Za spojeve iz skupine flavan-3-ola uocene su vrlo niske vrijednosti koncentracija tijekom
cijelog trajanja obrade (Slika 83). Najvece koncentracije u skupinama ECT+CHOL i ECT
postignute su za spoj (+)-katehin. Koncentracija (-)-epikatehina je tijekom cijelog obrade u
skupini ECT+CARB iznosila nula, dok su za (-)-epigalokatehin-3-galat najvece koncentracije

u skupini ECT+CARB uocene izmedu 1. i 14. dana obrade.
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Slika 83. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epikatehina i ¢) (-)-
epigalokatehin-3-galata u tankom crijevu C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u tankom crijevu
pokusnih zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze

prikazani su u Tablici 75.
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Tablica 75. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u tankom crijevu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

co ECT CARB ECT+CARB

Tmax Crnax AUC Trmax Crmax AUC Trmax Crnax AUC tmax Crax AUC

(h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (ug/9) (h-ng/g) (h) (ug/g) (h-ug/g) (h) (ug/9) (h-pg/g)
3-O-feruloil kininska kiselina 168483 0,62+0,13  211,9+37,3 | 168437  4,6120,42*  7684+6,3* | g70:0  0,21+0,03 18,243,1 2442 042+0,13%  205,3+0,04
3-p-kumaroil kininska kiselina 2448 <LOD 0,0+16,2 168+14  0,20+0,02 71,8+14,4* N <LOD B, - <LODA -
4-0O-kafeoil kininska kiselina 672+374 1,64+0,10 896,5+83,2 168+34 1,81+1,17 1110,1+25,4 67240 1,45+0,00 890,0+0,0 50440 1,49+0,00 937,1+0,0
4-p-kumaroil kininska kiselina 2440 1,22+0,05 627,7+4,2 504+97 2,16£1,27*  1095,0+27,8* 2443 1,25+0,03 549,3+109,7 67240 2,03+0,10 622,4+0,0
kafeinska kiselina 168+0 0,20+0,05 41,6174 168+0 0,37+021*  111,8+13,9% | 168183  0,19+0,09 53,7463 168+35  0,08+0,014  250+0,04
ferulinska kiselina 504+0 1,04£0,30  368,3+61.,5 24+2 1,68+0,95* 740,9+9,7* 168+0 3,380,16 874,6=72,0 6724388 1,24+0,33  293,9+0,0%
galna kiselina 24+0 1,28+0,67  215,1+96,7 168+0 221£1,27*  575,2+12,6* | 24414 0,74+0,07 9,045,3 - LODA -
p-kumarinska kiselina 504+277  048+0,14  186,7+37.4 2440 1,67£0,94*  444.9+63* | 16810  1,44%0,1 387,9+19,6 168435  0,46:028%  139,4:0,04

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisticki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Medu fenolnim kiselina, najvece koncentracije u skupini ECT+CARB uocene su za 4-O-
kafeoil kininsku tijekom svih 28. dana obrade, te 4-p-kumaroil kininsku nakon 21. do 28.
dana obrade. Vrijednosti koncentracija ostalin fenolnih kiselina u skupini ECT+CARB u

odnosu na ECT je bila u vrlo niskom rasponu koncentracija (Slika 84).

1,00 L 30
oo
= 0,80 £ 25
(]
= ) 2,0
- 0,60 =~
= 0,40 £ -
£l w0 &7
= C
E 0,20 < g 0,5
2 0,00 3 0,0
;O__J 24 224 424 624 "q,;': 24 224 424 624
[ 4
=~ vrijeme (h) o vrijeme (h)
<
- @= CO e ECT - @= CO @ ECT
a) ] CARB ey ECT+CARB b) e CARB ey £ CT+CARB
2,5 1,00
8 e
20 [ S 080
© =~
£ 15 o o 0,60
2 I 2 0,40
2 1,0 c 8
S [ < W 0,20
2] _= =
€ 0> & S 0,00 é o o
© - ©
g 0,0 o = g 24 224 424 624
v 7 ..
< 24 224 424 624 y vrijeme (h)
vrijeme (h ™
) (h) - @= CO === ECT
— e O - " e— CARB —e@— ECT+CARB
c) e— CARB = ECT+CARB

Slika 84. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) kafeinske, b) 4-O-kafeoil kininske,
c) p-kumarinske, d) 3-p-kumaroil kininske, e) 4-p-kumaroil kininske, f) ferulinske, g) 3-O-feruloil
kininske i h) galne kiseline u tankom crijevu C57BL/6 miSa nakon intragastriéne primjene
ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28
dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola,
ECT - ekstrakt cvijeta trnine, CARB - saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.
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Slika 84. nastavak

R __ 60

~ 20 5,0

c %)

R =40 T

g 230 . I

O ®© <

E = ] 2,0 ®

£ ~ 10 s

> .2 o LY g ) - ®

¥~ Y00 T e =

Q £ 7

< 24 224 424 624 _E 24 224 424 624

vrijeme (h) & vrijeme (h)
- Q= (CO @ FCT - @= CO @ FCT

e) ) CARB =@ FCT+CARB f) ° CARB g FCT+CARB

4,0

w
=)

—

galna kiselina [ug/g]
N
©

3-O-feruloil kininska kiselina
(ug/g

1,0
° 0,0
24 224 424 624 24 224 424 624
vrijeme (h) vrijeme (h)
- @=— CO —@— ECT h) —@=— CO —@— ECT
g) e— CARB —tr— ECT+CARB e— CARB —t— ECT+CARB

U jetri, nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i1 saharoze, ukupno je
detektirano 24 polifenolnih spojeva §to ¢ini 75% od ukupnog broja polifenolnih spojeva koje
nalazimo u vodenom ekstraktu cvijeta trnine. Statisti¢ki znacajno razli¢it AUC i Cnax uocen je
za 13 polifenolnih spojeva kod skupine ECT+CARB u odnosu na skupinu ECT $to cini
40,63% od ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 54,1% od ukupno

detektiranih spojeva u tankom crijevu.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola jetri pokusnih zivotinja nakon

subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su u Tablici 76.
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Tablica 76. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogaéenom ugljikohidratima tijekom 28 dana

Flavonoli detektirani u Skupina
jetri; subkroni¢na doza CcO ECT CARB ECT+CARB
(1.-28. dan)® tax Conax AUC tax Crnax AUC tax Crnax AUC tmax Conax AUC
(h) (ug/9) (h-ug/g) (h) (ug/9) (h-ug/g) (h) (ug/9) (h-ng/g) (h) (ug/9) (h-ug/g)
izoramnetin-3-rutinozid 168+£29 0,39+0,00 248,0+1,2 168+83 0,41+0,00 265,4+0,2 672496 0,42+0,01 275,240,1 168+0 0,40+0,00 259,8+0,5
kvercertin-3-O-glukozid 240 0,14£0,09 70,60, 3364277 0,40+0,03* 168,6+0,1* 24496 0,110,05 19,1413 | 168+19  0,18+0,01*  81,1+0,6*
'(‘r\;‘i:ﬁ)‘?““'3'o'fu“”02id 336483 1,55:032 7151789 | 336#83  257+003%  1113,120.6* | 16g:29 1114030 33974165 | 168419 09760104 45564774
kvercetin-acetil-heksozid 2443 0,55+0,00 302,8+2,5 2443 0,64+0,00 419,2+0,2 168434 0,58+0,05 355,240,8 504+25 2,16+0,014 731,243,3
kvercetin-pentozid 168+0 0,13+0,00 84,2+1,1 168+83 1,44+0,02* 670,0+1,6* 16840 0,98+0,18 307,5+4,7 168+0 1,59+0,13 730,3+1,9
kvercetin-pentozil-heksozid 168+0 0,36+0,02 157,7+0,8 168+0 0,47+0,06 207,5+0,2 1680 0,11=0,01 40,3+0,5 1680 0,36+0,02 173,9+0,8
kvercetin-ramnozid 168+0 1,31+0,01 606,7+1,6 168+0 1,39+0,01 635,4+1,0 16840 0,54+0,01 237,0+1,8 168+0 1,36+0,21 661,2+4,9
kampferol-3-glukozid 2440 0,16+0,00 71,6+0,4 168+0 0,26+0,01 108,3+0,3 24+0 0,05+0,00 8,0£0,4 168+27 0,15+0,02 82,7+1,1
kampferol-3-rutinozid 24+8 0,23+0,18  114,9+0,8 1680 0,29+0,00% 140,8+0,1* 168+0 0,110,00  33,5+0,1 16840  0,24+0,00 124,4+1,8
kampferol-pentozid 168+0 2,60+0,00 1243, 4+1,1 168+0 2,69+0,00 1382,3+1,0 168+0 1394056  578,3+17,1 16840 2,560,03 1290,2+8.4
kampferol-3-O-ramnozid 168+34 0,03+0,00 8,0=1,1 168+0 0,12+0,02* 26,2+0,5* 2440 0,00+0,00 0,0+0,0 2440 0,01+0,004 0,2+0,04
kampferol-ramnozil-heksozid | 168:83  0,7040,02  330,5+1,5 1680 0,800,00 37424059 | 168483 024£005  127.1423 | 168519 075:001 3822436
kampferol-acetil-heksozid 168+96 0,02+0,03 4,1+0,8 168+0 0,07+0,00* 13,4+0,0* 50440 0,15+0,01 44,4+1,7 672+0 0,07+0,00 17,240,9

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna

devijacija.
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Medu spojevima kvercetina, relativno visoke koncentracije u jetri izmedu 7. 1 21. dana obrade
u skupini ECT+CARB uocene su za spoj kvercetin-acetil-heksozid. Biodinamika kvercetin-
pentozida, kvercetin-rutinozida i kvercetin-3-O-rutinozida bila je slicna, a vrijednosti
bioaspsorbiranih koncentracija bila je unutar umjerenog raspona koncentracija. Za ostale
metabolite, takoder je uoCena slicna biodinamika, ali unutar niskog i vrlo niskog raspona

koncetracija (Slika 85).
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Slika 85. Farmakokinetika i koncentracije metabolita kvercetina: a) kvercetin-pentozida, b)
kvercetin-3-rutinozida, c) kvercetin-3-O-glukozida, d) kvercetin-acetil-heksozida, e) kvercetin-
pentozil-heksozida i f) kvercetin-ramnozida u jetri C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene
ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28
dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola,
ECT - ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.
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Slika 85. nastavak
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Od kampferolnih spojeva, najistaknutija koncentracija u relativno visokom i umjerenom
koncentracijskom rasponu u skupini ECT+CARB uocena je za spoj kampferol-pentozid.
Biodinamika ostalih metabolita kampferola izmedu skupina ECT+CARB i ECT bila je sli¢na,
osim kampferol-ramnozida, a vrijednosti bioasporbiranih koncentracija kretale su se unutar

vrlo niskog i niskog raspona koncentracija tijekom svih 28 dana obrade (Slika 86).
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Slika 86. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-pentozida, b) kampferol-
pentozil-heksozida, c) kampferol-ramnozida, d) kampferol-ramnozil-heksozida, e) kampferol-3-
glukozida, f) kampferol-3-ruinozida, g) kampferol-acetil-heksozida i f) izoramnetin-3-rutinozida u
jetri C57BL/6 miSa nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i
saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6).
Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB
— saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 86. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u jetri pokusnih zivotinja nakon

subkroniéne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su u Tablici 77.
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Tablica 77. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
visokugljikohidratnom dijetom tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina

flavona detektirani u

. " CO ECT CARB ECT+CARB

jetri; subkroni¢na doza

(1 -28 dan)a tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC
o (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)

Apigenin 24+8  0,28+0,01 107,2+0,9 168427 0,20+0,03 121,1£0,5 2440 0,15740,02 28,7427 504+96 0,280,024 136,3+3,64

Luteolin 168+83 0,19+0,00 51,343,3 168+0 0,33+0,02* 78,71,0* <LOD 1680 0,26+0,004 67,240,0%

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znaGajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna

devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Farmakokinetika detektiranih flavona u jetri misa C57BL/6 prikazan je na Slici 87.
Usporedujuc¢i biodinamiku flavona apigenina izmedu skupine ECT i skupine ECT+CARB,
utvrdeno je da koncentracija apigenina u skupini ECT+CARB postize najvecu vrijednost
nakon 7. dana obrade koja je u tom vremenskom periodu veca u odnosu na koncentraciju
apigenina kod skupine ECT. Nakon 7. dana obrade, koncentracija apigenina se do 21. dana
obrade smanjuje gotovo do nule za razliku od koncetracije apigenina u skupini ECT. Nakon
21. dana obrade, koncentracija apigenina u skupini ECT+CARB raste, ali u dosta niskoj
koncentracijskoj vrijednosti u odnosu na skupinu ECT. Vrijednost koncentracije luteolina je u

skupini ECT+CARB bila niskih vrijednosti do 21. dana obrade, a nakon toga iznosila nula.
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Slika 87. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u jetri C57BL/6 misa
nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.)
jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao
SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja
vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u jetri pokusnih zivotinja

nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su u Tablici
78.
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Tablica 78. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s

prehranom obogac¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina

flavan-3-ola detektirani

u jetri; subkroni¢na Cco ECT CARB ECT+CARB

doza (’1 -28 dal’])a i Crmax AUC tnax Crmax AUC tmax Crmax AUC Tmax Crnax AUC
e (h) (1g/9) (h-pg/g) (h) (1g/g) (h-pg/g) (h) (1g/9) (h-pg/g) (h) (1g/9) (h-pg/g)

(+)-katehin 168+37 0,13+0,00 84,1+0,1 6724290  0,14+0,00 90,5+0,0 1680 0,14+0,00  88,9+0,0 | 504+277 0,140,00 90,3+0,1

(-)-epikatehin-3-galat 336+193 0,70+0,00 169,2+2.4 336+0 1,40+0,00* 265,9+0,0* 33640 0,70:0,00 169,7+0,0 <LODA

(-)-epigalokatehin-3-galat 168+193 1,07+0,25 400,0£61,5 3360 0,88+0,00 256,6:0,0 16840 1,05:0,00  387,5:0,0 3360 265:000%  492.9+004

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan
skupini (n=6).*statisti¢ki znaGajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.

i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po

218




Od spojeva iz skupine flavan-3-ola, najistaknutija koncentracija relativno viskom
koncentracijama u skupini ECT+CARB uocena je za spoj (-)-epigalokatehin-3-galat izmedu
7.1 21. dana obrade. Vrijednosti bioasporbiranih koncentracija ostalih spojeva iz skupine

flavan-3-ola bila je vrlo niska (Slika 88).
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Slika 88. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epigalokatehin-3-
galata i c) (-)-epikatehin-3-galata u jetri CS7BL/6 miSa nakon intragastricne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u jetri pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su

u Tablici 79.
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Tablica 79. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u jetri kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s

s prehranom obogaéenom ugljikohidratima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine fenolnih Skupina
kiselina detektiranih u jetri;
" CcO ECT CARB ECT+CARB

subkroni¢na doza
(1 _28 dan)a tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

28 () (g  hugp) | M) o) g | ) (ug)  (wglg) | () (g (hugly)
3-O-feruloil kininska kiselina 5044290 0,210,03 34,9£9,0 24+2 0,45+0,09* 81,0+4,6* 24+0 0,52+0,07 150,3+12,7 504349 0,69+0,03 214,5+13,04
3-p-kumaroil kininska kiselina 2448 0,04+0,00 8,3+0,7 168+0 0,26+0,00* 68,5+0,1* 24+0 LOD LOD 2449 0,18+0,01 40,9+2,7
4-O-kafeoil kininska kiselina 504+96 1,42+0,00 710,6+0,5 672+0 1,59+0,00 963,9£1,7 5040 1,67+0,02 1026,1%6,5 24+9 1,380,00 822,0+1,7
4-p-kumaroil kininska kiselina 24+1 0,54+0,01 317,5+2,8 241 0,54+0,01 317,542,8 504374 1,52+0,09 793,3+14,2 | 504+277 8,07+0,074 2582,7+13,34
ferulinska kiselina 336+83 0,7740,00 494,6+0,4 672+290 1,64+0,00 835,843,6 33640 0,69+0,00 441,8+0,0 67240 1,69+0,00 784,7+0,0
galna kiselina 672+0 0,58+0,01 76,9+8,8 672+387 1,31+0,19* 110,1£16,2 24413 0,260,03 3,142,1 67213 0,43i0702A 73,6%1,9
kafeinska kiselina 504+0 0,244+0,00 54,5+0,2 504+277 1,79+0,15* 479,4+39,1* 168+96 0,072+0,08 13,9+1,9 504496 0,210,004 104,5+1,54
p-kumarinska kiselina 24+0 0,00+0,00 0,0+0,0 168+83 0,17+0,03 38,4+0,0* - <LOD - - <LOD* -

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znaGajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znagajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Medu fenolnim kiselina, najistaknutije vrijednosti bioapsorbiranih koncentracija Cije su Se
vrijednosti kretale u relativno visokom i umjerenom koncentracijskom rasponu u skupini
ECT+CARB uocene su za ferulinsku, 4-O-kafeoil kininsku i 4-p-kumaroil kininsku Kiselinu.
Vrijednosti bioasporbiranih koncentracija ostalih spojeva iz skupine fenolnih kiselina bila je u

vrlo niskom koncentracijskom rasponu (Slika 89).
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Slika 89. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil kininske, b)
ferulinske, ¢) p-kumarinske, d) 3-p-kumaroil kininske, e) kafeinske, f) 4-O-kafeoil kininske, g) 3-
O-feruloil kininske i h) galne kiseline u jetri C57BL/6 miSa nakon intragastriéne primjene
ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28
dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola,
ECT - ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.
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Slika 89. nastavak
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Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i1 saharoze, u mozgu je ukupno
detektirano 65,62% (N=21/32) polifenolnoh spojeva od ukupnog broja polifenolnih spojeva
koje nalazimo u Cistom ekstraktu cvijeta trnine. Statisticki znacajno razli¢it AUC i Cmax kod
skupine ECT+CARB u usporedbi sa skupinom ECT uocen za 16 spojeva §to ¢ini 50% od
ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 76,19% od ukupno detektiranih

spojeva u mozgu.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su u Tablici
80.
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Tablica 80. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s

prehranom obogaé¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

Flavonoli detektirani u ST
mozgu; subkroni¢na doza CO ECT CARB ECT+CARB
(1.-28. dan)? tax Cruax AUC tmax Crnax AUC tmax Crmax AUC tmax Crax AUC
(h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (n9/g) (h-pg/g) (h) (19/9) (h-pg/g) (h) (1g/9) (h-pg/g)
izoramnetin-3-rutinozid 672+0  0,39£0,06  258,0+1,57 | 168+0  0,43+0,02 265,7+3,5 16829  041£0,05  263.4+135 | 6724340  042+0,00  266,9+0,0
kvercetin-3-glukozid 336£0  0,14+0,01 62,0+6,8 67240 0,24+0,03*  107,0£5,5% | 3364277  0,05:0,03  20,5+18.0 24+8  0,05£0,024  7,5:0,04
kvercetin-3-O-rutinzid (rutin) 24+3 128015 394,0£558 | 33620  2,84%0,04*  1306,0874,0% | 168483  1,77+1,04 49373436 | 16843 1,5740,24  638,7+0,04
kvercetin-acetil-heksozid 50497 0,63+0,00  373,0+15.8 240 0,63£0,01  382,0£17.02 | 168419  0,6440,05  371,1451,6 | 2440 0,64+0,01  375,4+0,0
kvercetin-pentozid 24+8 151022 692,0£146,8 | 24£0  2,094026  830,0+28.8 24427 0,67+0,08  262,1+22 | 336+277  0,740,26*  306,8+0,04
kvercetin-pentozil-heksozid 24+8 0,32+0,03 158,0£78,6 | 16883  1,96+0,04*  979,0+831* | 3361246  0,15£0,01  70,2+14,7 2442 0,140,01*  48,0+0,04
kvercetin-ramnozid 504483 0,68+0,02 4259440 | 67240 2,92£0,01"  1136,4+0,58" | 449 0,0620,01 30,145,2 2440 0,65£0,054  291,0+0,04
kampferol-3-glukozid 1680 024+0,06  1082%11,6 | 168+0  0,19+0,00 89,6+0,5 168+8 0,07+0,01 38,3+1,7 2440 0,11£0,02  23,5:0,04
kampferol-3-rutinozid 240 0,06+0,01 33,0853 67240 028+£0,00%  147,0£1,3* 2448 0,15£0,00  71,6£11,5 24+2  0,13£0,02%  64,8:0,04
kampferol-pentozid 16883 2,58+0,04 129564228 | 16840  2,64+0,05  1326,7+17.6 2442 1,66+0,10  6912+673 | 24=0 1,57£0,16  602,8+0,0
kampferol-ramnozil-heksozid 24+8 0,65:0,04  294,6+15,7 | 33640  0,73+0,01 416,7+5,5 2442 0,030,00 14,6+1,5 24+0 0,40£0,04  156,7+0,04

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna

devijacija.
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Od kvercetinskih spojeva u mozgu, najve¢e vrijednosti bioasporbiranih koncentracija u
skupini ECT+CARB uocene su za spoj kvercetin-3-rutinozid i to od 1. do 14. dana obrade
nakon ¢ega mu se bioapsorpcija smanjuje, te od 21. do 28. dana gdje je uocen ponovni porast
njegove bioapsorpcije. Vrijednosti bioapsorbiranih koncentracija ostalih metabolita kvercetina
bila je slicna 1 kretala se unutar niskog raspona koncentracija, ali izrazito nizih vrijednosti u

odnosu na ECT skupinu osim kvercetin-acetil-heksozida (Slika 90).

0,5 2,5
- b
0,4 o 2,0
= 2

0,3 7] 1,5
o 2
3 02 = — 1,0
~ S o8
R E®os5
oo 3 7 —
0,0 &7 00 L —s=— -
c 24 224 424 624 ° 24 224 424 624
< g
3 vrijeme (h) o vrijeme (h)
] =
>
a4

- @= CO @ ECT - @= (CO @ ECT

a) ° CARB ey ECT+CARB b) [ CARB e £ CT+CARB

kvercetin-acetil-heksozid
[ug/el
o
[0
[
—
-
kvercetin-pentozid [ug/g]

0,0
24 224 424 624 24 224 424 624
vrijeme (h) vrijeme (h)
C) - @= CO @ ECT d) - @= CO @ ECT
@— CARB ey ECT+CARB @&— CARB e ECT+CARB

Slika 90. Farmakokinetika i koncentracije kvercetina: a) kvercetin-3-O-glukozida, b) kvercetin-
pentozil-heksozida, c) kvercetin-acetil-heksozida, d) kvercetin-pentozida, e) kvercetin-ramnozida
i f) kvercetin-3-O-rutinozida u mozgu C57BL/6 miSa nakon intragastriéne primjene ekstrakta
cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj
Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT —
ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 90. nastavak
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Medu kampferolnim spojevima u skupini ECT+CARB, umjerene koncentracije uocene su za
spoj kampferol-pentozid, dok se biodinamika i vrijednost bioapsorbiranih koncentracija
ostalih spojeva kampferola u skupini ECT+CARB kretala unutar niskog raspona

koncentracija i nizih vrijednosti u odnosu na ECT (Slika 91).
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Slika 91. Farmakokinetika i koncentracije kampferola: a) kampferol-ramnozil-heksozida, b)
kampferol-pentozida, c) kampferol-3-glukozida i d) kampferol-3-O-rutinozida u mozgu C57BL/6
misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj.
m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao
SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja
vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 91. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavona u mozgu pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su u Tablici

81.
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Tablica 81. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogac¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina
flavona detektirani u
: » CcO ECT CARB ECT+CARB
mozgu; Subkroni¢na
doza (1 _28 dan)a tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax CITIHX AUC
T (h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (no/9) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
Apigenin 672+83 0,19+0,07 116+21,3 168+0 0,15+0,00 83,8+4,3 24+14 0,19+0,10 2,3+0,7 24+() 0,17+0,01 Z,O:I:O,OA
Luteolin 504+83 0,33+0,03 279434 168+0 0,37+0,00 109,8+0,0* - <LOD 67240 0,1(&0’00A 8,710,0‘

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znaGajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Za spojeve iz skupine flavona, u skupini ECT+CARB uoc¢ene su vrlo niske koncentracije
bioasporpcije i to za apigenin gotovo do nule neposredno nakon 1. dana obrade i za luteolin,
do 21. dana, a nakon toga vrijednost luteolina raste do 28. dana obrade (Slika 92).

0,5
20,4
i
= 0,3 l
£
C02 fp = & = —
.80
2 0,1
m©

0,0

24 224 424 624
vrijeme (h)
a) - @ CO === ECT
° CARB ey [ CT+CARB

1,0
0,8

luteolin [ug/g]
o o o
N =Y (o)}

o
=)

b)

A
|« .
224 424 624
vrijeme (h)

N
B

= @= CO
®— CARB

=@ ECT
=gy ECT+CARB

Slika 92. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u mozgu C57BL/6
misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj.
m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao
SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja

vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavan-3-ola u mozgu pokusnih Zivotinja

nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su u Tablici

82.
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Tablica 82. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s

prehranom obogac¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine Skupina
flavan-3-ola detektirani u
: ) CcO ECT CARB ECT+CARB
mozgu; subkronicna
doza (1 28 dan)a trmax Crmax AUC trax Crmax AUC trnax Crnax AUC tnax Crmax AUC
o (h) (ng/g) (h-png/g) (h) (ng/g) (h-png/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
(+)-katehin 241374 0,12+0,05 80,4+1,1 168+37 0,13+0,00 90,3+1,17 33640 0,15+0,00 92,4+1,25 6724291 0,140,00 88,5+0,0
(-)-epikatehin <LOD 504+0 0,18+0,00 39,9+0,0* <LOD 504+0 0,19+0,00 1 6,OiO,OA
(-)-epikatehin-3-galat 168+0 1,89+0,00 346,2+0,0 168+0 12,23+0,00 461,6+0,0 - <LOD LODA
(-)-epigalokatehin-3-galat 336+0 0,35+0,00 207,7+0,0 168+0 2,13+0,00 567,6+0,0* 33620 0,08+0,00 28,140,,0 50440 0,510,004 222,740,04

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znaGajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Koncentracije bioapsorpcije katehinskih spojeva u mozgu takoder su se u skupini
ECT+CARB u odnosu na skupinu ECT kretale u vrlo niskom rasponu koncentracija. Od
detektiranih katehinskih spojeva, najveée koncentracije u skupini ECT+CARB uocene su za

spoj (-)-epigalokatehin-3-galat (Slika 93).
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Slika 93. Farmakokinetika i koncentracije flavan-3-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epigalokatehin-3-
galata, c) (-)-epikatehina i d) (-)-epikatehin-3-galata u mozgu C57BL/6 miSa nakon intragastricne
primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno
tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO
— kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-
standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u mozgu pokusnih

zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i Saharoze prikazani su

u Tablici 83.
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Tablica 83. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri fenolnih kiselina u mozgu kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

Spojevi iz skupine fenolnih Skupina
kiselina detektiranih u
. o CO ECT CARB ECT+CARB

mozgu; subkroni¢na doza
(1 _28 dan)a tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC

S (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
3-O-feruloil kininska kiselina 168+19  0,48+0,05 202,0+£114,9 168+0 0,79+0,00* 232,0£53,7 24+14 0,46+0,27 5,5+1,9 24+14 0,28+0,254 3,5£0,04
4-0-kafeoil kininska kiselina 672+0 1,56+0,04 746,0+126,4 168+0 2,01+0,115 10724+43,3 2448 1,48+0,05 964,1+15,6 168+19 1,51£0,23 979,3+0,0
4-p-kumaroil kininska kiselina 24+3 0,69+0,25 356,0+153,6 504+0 2,14£0,05*  1166,0£47,9* | 336483 1,52+0,53 885,8+196,4 168+19 2,13+0,06 1112,0+0,0
ferulinska kiselina 168+0 1,5240,00 856,4+0,0 504+0 1,64+0,00 929,6+0,0 67240 1,64+0,00 919,0+0,0 24+0 1,15+0,00 717,2+0,0
galna kiselina 24+0 1,87+0,47 185,8+143,8 24+0 2,50+0,47 685,6+26,7* 168+97 0,45+0,26 33,0+6,3 24+9 0,25+0,044 36,440,04

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znaGajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija.
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Medu fenolnim kiselinama, najvece bioapsorbirane koncentracije u umjerenom rasponu
koncentracija i sli¢na biodinamika u skupini ECT+CARB uocene su za 4-O-kafeoil kininsku,
4-p-kumaroil kininsku i ferulinsku kiselinu tijekom svih 28. dana obrade, dok se vrijednost 3-

O-feruloil kininske kiseline kretala unutar niskom raspona koncentracija (Slika 94).
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Slika 94. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 3-O-feruloil kininske, b) 4-O-
kafeoil kininkse, c) 4-p-kumarinske, d) 3-O-kafeoil kininske i e) ferulinske kiseline u mozgu
C57BL/6 misa nakon intragastriéne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze
(4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su
prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza,
SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 94. nastavak
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Nakon subkroni¢nog doziranja ekstrakta cvijeta trnine i saharoze, u bubrezima je ukupno
detektirano 31,25% (N=10/32) polifenolnoh spojeva od ukupnog broja polifenolnih spojeva
koje nalazimo u ¢istom ekstraktu cvijeta trnine. Statisti¢ki znacajno razli¢it AUC i Cpax kod
skupine ECT+CARB u usporedbi sa skupinom ECT uoc¢en za 8 spojeva §to ¢ini 25,0% od
ukupnih spojeva pronadenih u ekstraktu cvijeta trnine i 80% od ukupno detektiranih spojeva u

bubrezima.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavonola u u bubrezima pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i Saharoze prikazani su

u Tablici 84.
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Tablica 84. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavonola u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s
prehranom obogac¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

CO ECT CHOL ECT+CHOL

tmax Crmax AUC tnax Cmax AUC trnax Crmax AUC trnax Crmax AUC

(h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (Hg/9) (h-ug/g) (h) (ng/g) (h-pg/g) (h) (1g/9) (h-ug/g)
kampferol-pentozid 2440 2,77+0,02 1317,0+£14,7 24+0 2,94+0,03 1381,1£12,5 2440 1,69£0,29  671,1+76,8 2440 1,35+0,194 544,7+0,04
kvercetin-3-glukozid 168+83 0,15+0,00 85,1£1,0 24+0 0,20+0,00 121,0+0,6 168+83 0,03+0,00 9,5+1,2 24+8 0,19+0,14 19,7+0,04
kvercetin-3-O-rutinozid (rutin) 168+19 0,65+0,35 240,1+100,8 336+0 2,96+0,02* 1764,0+6,7* 244D 1,21+0,17  541,2£140,1 | 168483  1,00£0,75% 514,9+0,04
kvercetin-pentozil-heksozid 24+0 0,13+0,00 86,8+1,2 2448 0,41+0,00* 193,2+1,1* 2440  0,12+0,03 54,4151 | 168£0  0,40+0,00 90,8+0,04
kvercetin-ramnozid 2440 1,35+0,02 609,0+£12,7 24+0 1,46+0,00 699,5+1,0 2440 0,71+0,03  273,3+45,9 24+0 0,57+0,014 241,9+0,04

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna

devijacija.
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U bubregu, slicna vremenska biodinamika uoc¢ena je kod svih detektiranih spojeva iz skupine
flavonola kako kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine, tako i skupine obradene
ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s s prehranom oboga¢enom ugljikohidratima (Slika
95). Najistaknutije razlike u koncentraciji izmedu skupina ECT i ECT+CARB uocene su za
spojeve kampferol-pentozid, kvercetin-ramnozid i kvercetin-3-O-rutinozid ¢ije su
koncentracije u skupini ECT za razliku od skupine ECT+CARB utvrdene u relativno visokom

I umjerenom rasponu koncentracija tijekom cijelog trajanja obrade.
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Slika 95. Farmakokinetika i koncentracije metabolita flavonola: a) kvercetin-3-glukozida, b)
kvercetin-pentozil-heksozida, c) kvercetin-ramnozida, d) kvercetin-3-O-rutinozida i ) kampferol-
pentozida u bubregu C57BL/6 miSa nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25
mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja po skupini
(n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine,
CARB - saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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Slika 95. nastavak
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UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri flavona u u bubrezima pokusnih Zivotinja
nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su u Tablici
85.
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Tablica 85. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri metabolita flavona u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom oboga¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

CcO ECT CARB ECT+CARB
tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC tmax Crnax AUC tmax Crmax AUC

(h) (ng/g) (h-ug/g) (h) (ng/9) (h-ug/g) (h) (ng/9) (h-nglg) (h) (ng/g) (h-nglg)
Apigenin 24£0  0,45+0,01 1282410 | 5040  0,96+0,02* 349,242 6 248 048040  1483+1234 | 24x0  0,27+0,004 127,140,04
Luteolin 6720  0,13£0,15 11,343, 240 0,52+0,19% 131,2413,7% . <LOD . ] <LODA

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Za razliku od skupine ECT, koncentracije bioapsorpcije apigenina su se u skupini
ECT+CARB tijekom cijelog trajanja obrade kretale u ravhomjernim koncentracijama niskih
vrijednosti. Kod skupine ECT+CARB, bioapsopcija luteolina je kroz cijeli tretman iznosila
nula (Slika 96).
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Slika 96. Farmakokinetika i koncentracije flavona: a) apigenina, b) luteolina u bubregu C57BL/6
misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj.
m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao
SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja
vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u u bubrezima pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su

u Tablici 86.
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Tablica 86. UPLC analiza i osnovni farmakokineticki parametri flavan-3-ola u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji
s prehranom oboga¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

CcO ECT CARB ECT+CARB
tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AUC tmax Cmax AU C
(h) (ng/9) (h-pg/g) (h) (1g/g) (h-pg/g) (h) (1g/g) (h-pg/g) (h) (ng/g) (h-pg/g)
(+)-katehin 24#0  0,2120,00  92,940,0 | 168+0  141+0,01*  776,2+1,4* | 168125  0,1440,01  89,8+13,5 243  1,40+0,42  774,4+0,0
(-)-epikatehin 2440 0,03+0,00  0,3+0,0 | 168+0  1,55+0,00%  848,4+0,4* - <LOD - 336+14  1,49+0,05  744,4+0,0
(-)-epigalokatehin-3-galat 2440 0,83+0,00 514,9+0,0 | 24+0 0,91+0,00 589,1+0,0 2443 0,79+0,15  488,4+13,3 168+0 0,97+0,00 612,6+0,0

®MiSevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).

Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Za spojeve iz skupine flavan-3-ola utvrdena je sli¢na biodinamika izmedu skupine ECT i
ECT+CARB (Slika 97). Najvece koncentracije u umjerenom rasponu koncentracija utvrdene
su za (-)-epikatehin izmedu 7. i 21. dana kod skupine ECT+CARB, te 1. i 14. dana kod
skupine ECT, nakon ¢ega se njegova koncentracija u obje skupine smanjuje. Koncentracija
(+)-katehina i (-)-epigalokatehin-3-galata se tijekom cijelog obrade kretala takoder u
umjerenom rasponu koncentracija, izuzev 14. i 21. dana za spoj (+)-katehin, gdje mu se
koncentracija u tom vremenskom periodu u skupini ECT smanjila do niskih koncentracija.
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Slika 97. Farmakokinetika i koncentracije flavan-ola: a) (+)-katehina, b) (-)-epikatehina i ¢) (-)-
epigalokatehin-3-galata u bubregu C57BL/6 mi$a nakon intragastricne primjene ekstrakta cvijeta
trnine (25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj zivotinja
po skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt
cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.

UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u u bubrezima pokusnih
zivotinja nakon subkroni¢ne primjene vodenog ekstrakta cvijeta trnine i saharoze prikazani su

u Tablici 87.
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Tablica 87. UPLC analiza i osnovni farmakokineti¢ki parametri fenolnih kiselina u bubrezima kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u
kombinaciji s prehranom obogac¢enom ugljikohidratima tijekom 28 dana

(6{0) ECT CARB ECT+CARB
tnax Crnax AUC Emax Crax AUC tmax Crnax AUC Tmax Crnax AUC
(h) (no/g) (h-ug/g) (h) (no/g) (h-ug/g) (h) (no/9) (h-ug/g) (h) (no/9) (h-ug/g)
4-p-kumaroil kininska kiselina | 672291 0,65£0,03  412,3+11.1 672£291 0,65+0,03 412,3+11,1 24+0 1,47+0,00 724+0,0 16840  1,78+0,00  919,9+0,0
ferulinska kiselina 504+£277 0,84+0,56 261,6+212,7 5044277 0,84+0,56 261,6+212,79 168+97 0,3240,05 62,9+13,5 _ LODA

®Misevi su obradeni intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan i saharozom u dozi od 4 g/kg/dan. Broj Zivotinja po
skupini (n=6).*statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).*statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna
devijacija, <LOD-ispod granice detekcije.
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Od fenolnih kiselina, koncentracija ferulinske kiseline je za razliku od skupine ECT kod
skupine ECT+CARB tijekom cijelog trajanja obrade iznosila nula. Za 4-p-kumaroil kininsku
kiselinu je izmedu skupine ECT i ECT+CARB utvrdena sli¢na vremenska biodinamika kao i

umjereni raspon koncentracija tijekom svih 28 dana obrade (Slika 98).
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Slika 98. Farmakokinetika i koncentracije fenolnih kiselina: a) 4-p-kumaroil Kininske, b)
ferulinske kiseline u bubregu C57BL/6 misa nakon intragastri¢ne primjene ekstrakta cvijeta trnine
(25 mg/kg tj. m.) i saharoze (4 g/kg tj. m.) jednom dnevno tijekom 28 dana. Broj Zivotinja po
skupini (n=6). Rezultati su prikazani kao SV+SD. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta
trnine, CARB — saharoza, SV- srednja vrijednost, SD-standardna devijacija.
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4.4. ANTIOKSIDACIJSKI UCINAK POLIFENOLA NA AKTIVNOST BILJEGA
OKSIDACIJSKOG STRESA U ORGANIMA MISA C57BL/6

4.4.1. Vrijednosti lipidne peroksidacije (MDA) tankog crijeva, jetre, mozga i bubrega

Analizom koncentracije MDA u tankom crijevu (Slika 99) zapazena je statisticki znacajno
manja vrijednost kod skupine ECT u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu 28. dana obrade
(P<0,05). Prilikom usporedbe koncentracije MDA u tankom crijevu 28. dana obrade (Slika

100) izmedu ostalih skupina nisu dobivene statisticki znacajne razlike (P>0,05).
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Slika 99. Koncentracija malondialdehida (MDA) u uzorcima tkiva tankog crijeva miSeva
obradenih ekstraktom cvijeta trnine nakon 1., 7., 14., 21. i 28. dana. MiSevi su obradeni
intragastri¢no s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan tijekom 28 dana. Broj
zivotinja po skupini (n=6). *statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV+SP. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV —
srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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Slika 100. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva tankog crijeva kod
kontrolne skupine i obradenih skupina nakon 28 dana svakodnevne obrade u C57BL6 misa. Broj
Zivotinja po skupini (n=6). *statisti¢ki znac¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV£SP. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P —
proteini sirutke, CHOL — kolesterol, CARB — saharoza, SV — srednja vrijednost, SP — standardna
pogreska.

Analizom podataka zapazeno je statisti¢ki znac¢ajno smanjenje koncentracije MDA (ANOVA,
P<0,05) u tkivu jetre 28. dana obrade kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine (ECT) u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (CO) (Slika 101). Takoder je zapazena statisticki
znacajno povisena vrijednost (P<0,05) MDA u tkivu jetre 28. dana obrade kod skupine
obradene ekstraktom cvijeta trnine u kombinaciji s kolesterolom (ECT+CHOL) u odnosu na

skupinu obradenu ekstraktom cvijeta trnine (ECT) (Slika 102).
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Slika 101. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva jetre miSeva obradenih
ekstraktom cvijeta trnine nakon 1., 7., 14., 21. 1 28. dana. MiSevi su obradeni intragastricno s
vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan tijekom 28 dana. Broj zivotinja po
skupini (n=6). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su
prikazani kao SV+SP. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV — srednja
vrijednost, SP — standardna pogreska.
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Slika 102. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva jetre kod kontrolne
skupine i obradenih skupina nakon 28 dana svakodnevne obrade u C57BL6 misa. Broj Zivotinja
po skupini (n=6). *statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
Astatisticki znaGajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao
SV£SP. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, CHOL —
kolesterol, CARB — saharoza, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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Analizom koncentracije MDA u mozgu (Slika 103) zapazeno je statisticki znacajno smanjenje

MDA kod ECT skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu 21. i 28. dana obrade

(P<0,05). U odnosu na skupinu ECT, statisticki znacajno povecana koncentracija MDA u
mozgu 28. dana obrade (Slika 104), uocena je u skupinama ECT+P, ECT+CHOL i
ECT+CARB (P<0,05). Statisti¢ki znacajno povecana koncentracija MDA utvrdena je i u

skupini obradenoj proteini sirutkema u odnosu na skupinu ECT+P (P<0,05).
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Slika 103. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva mozga miseva

obradenih

ekstraktom cvijeta trnine nakon 1., 7., 14., 21. i 28. dana.

Misevi su obradeni

intragastricno s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan tijekom 28 dana. Broj
zivotinja po skupini (n=6). *statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV+SP. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV —

srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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Slika 104. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva mozga kod kontrolne
skupine i obradenih skupina nakon 28 dana svakodnevne obrade u C57BL6 misa. Broj zivotinja
po skupini (n=6). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
Astatisticki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05). # statisticki znacajno
razli¢ito u odnosu na kombinaciju s ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV+SP. Kratice:
CO - kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke, CHOL — kolesterol, CARB —
saharoza, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.

U bubregu (Slika 105) obradenih zivotinja zapazeno je statisticki znacajno smanjenje MDA
kod ECT skupine u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu (P<0,05) 28. dana obrade. Takoder
kod skupine obradene proteini sirutkema (P) utvrdena je poveéana koncentracija MDA u
odnosu na skupinu ECT+P (P<0,05). Usporedbom koncentracije MDA u bubregu 28. dana
obrade kod skupina ECT+P, ECT+CHOL i ECT+CARB u odnosu na skupinu ECT (Slika

106) nisu dobivene statisti¢ki znacajne razlike (P>0,05).
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Slika 105. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva bubrega miseva
obradenih ekstraktom cvijeta trnine nakon 1., 7., 14.; 21. i 28. dana. MiSevi su obradeni
intragastricno s vodenim ekstraktom cvijeta trnine u dozi od 25 mg/kg/dan tijekom 28 dana. Broj
zivotinja po skupini (n=6). *statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
Rezultati su prikazani kao SV+SP. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV —

srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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Slika 106. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva bubrega kod kontrolne
skupine i obradenih skupina nakon 28 dana svakodnevne obrade u C57BL6 misa. Broj zZivotinja
po skupini (n=6). *statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). #
statisit¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu u kombinaciji s ECT (P<0,05). Rezultati su
prikazani kao SV+SP. Kratice: CO — kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, P — proteini sirutke,
CHOL - kolesterol, CARB — saharoza, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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4.4.2. Vrijednosti ukupnog glutationa (GSH) tankog crijeva, jetre, mozga i bubrega

Statisticki znacajno visa koncentracija GSH zapazena je analizom podataka dobivenih iz

uzoraka tankog crijeva (Slika 107) kod skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine u odnosu

na zdravu kontrolnu skupinu 28. dana obrade (P<0,05). U odnosu na skupinu ECT, statisticki

znacajno smanjena koncentracija GSH u uzorcima tankog crijeva (Slika 108), uocena je u

skupinama ECT+P, ECT+CHOL i ECT+CARB 28. dana obrade (P<0,05).
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Slika 107. Koncentracija ukupnog glutationa (GSH) u homogenatima tkiva tankog crijeva kod
kontrolne skupine i skupine obradene ekstraktom cvijeta trnine nakon 1., 7., 14., 21. i 28. dana
svakodnevne obrade u C57BL6 misa. Broj zivotinja po skupini (n=6). *statisticki znacajno
razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). Rezultati su prikazani kao SV£SP. Kratice: CO
— kontrola, ECT — ekstrakt cvijeta trnine, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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Slika 108. Koncentracija ukupnog glutationa (GSH) u homogenatima tkiva tankog crijeva kod
kontrolne skupine i obradenih skupina nakon 28 dana svakodnevne obrade u C57BL6 misa. Broj
zivotinja po skupini (n=6). *statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).
Astatisticki znaGajno razli¢ito u odnosu na skupinu ECT (P<0,05). Rezultati su prikazani kao
SV£SP. Kratice: CO — kontro