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1. UVOD

1.1 Osteoporoza

Osteoporoza je kroni¢ni poremecaj kostiju karakteriziran smanjenom snagom kostiju i
povecanom vjerojatnoscu loma (Cortet i sur, 2013). Osim smanjenja koStane mase, osteoporoza
moze biti posljedica nedostizanja optimalne (maksimalne) koStane mase tijekom razvoja Sto
uzrokuje brzi gubitak koStane mase tijekom Zivota (Cortet i sur, 2013). Prema uzroku,
osteoporozu dijelimo na primarnu osteoporozu i sekundarnu osteoporozu. Primarna
osteoporoza nije povezana s nikakvim drugim poremecajima i1 najceSce je posljedica smanjene
aktivnosti spolnih stanica (primjerice gubitak estrogena) i starenja. Suprotno tome, sekundarna
osteoporoza je posljedica poremecaja koji direktno ili indirektno utjecu na ravnotezu razgradnje
i izgradnje kostiju. Neki od poremecaja koji mogu dovesti do razvoja sekundarne osteoporoze
su: nuspojave lijekova, poremecaji endokrinog sustava, poremecaji u hranjenju,
gastrointestinalne bolesti, dugoro¢na imobilizacija, bolesti bubrega, rak ili transplantacija

organa (Fitzpatrick, 2002; Cortet i sur, 2013).

Razvoj tehnologije i medicine je doveo do produljenja zivotnog vijeka §to je uzrokovalo
povecanu stopu nastanka osteoporoze na globalnoj razini. Time je osteoporoza stekla ime
,bolest starih®. S ekonomske strane osteoporoza stavlja veliki teret na svjetski proracun.
Osteoporozne kosti su podlozne prijelomima koji mogu uzrokovati smanjenje mobilnosti i
kvalitete zivota osobe ili u krajnjem slucaju smrt. Prema istrazivanju Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO, engl. World Health Organization) iz 2004, osteoporoza uzrokuje preko 8,9
milijuna prijeloma kosti godisSnje (WHO, 2004). Prijelomi kostiju teSko zarastaju, a prvotni
prijelom povecava vjerojatnost nastanka drugog prijeloma i Cesto zahtijeva njegu osobe do kraja
zivota. NajceS¢a mjesta lomova su: kraljesci, kuk, podlaktica i proksimalni dio humerusa

(WHO, 2004).



1.2 Cimbenici koji utjeu na razvoj osteoporoze

Kostani sustav je vrlo vazan dio organizma. Osim §to podupire tijelo, daje misi¢ima
uporiste 1 funkcionalnost, kostani sustav sluzi kao skladiSte minerala kalcija 1 fosfora. Uz
navedene funkcije, koStani sustav je izvor velikog dijela imunoloskih stanica i mjesto
hematopoeze. Kosti su glavne funkcionalne jedinice kostanog sustava. Sastoje se od organskog
1 anorganskog dijela. Organski dio je graden prvenstveno od proteina (ve¢inom kolagen tipa I),
a anorganski dio od kristala hidroksiapatita. Stanice organskog dijela kosti prema funkciji

dijelimo na osteoblaste, osteocite 1 osteoklaste.

Osteoblasti ¢ine oko 4-6% koStanih stanica te vrSe funkciju izgradnje koStanog tkiva
(Capulli i sur, 2014). Izgradnju kostiju vrse lucenjem osteokalcina, osteopontina i osteonektina
¢ime formiraju koStani matriks (Katagiri 1 Takahashi, 2002). Nastali koStani matriks se
mineralizira i stvara gotovo kostano tkivo. Osim uloge u izgradnji, osteoblasti, vrSe regulaciju
te inicijaciju resorpcije kosti lu¢enjem cCimbenika stimulacije kolonije makrofaga (M-CSF,
engl. Macrophage colony-stimulating factor). M-CSF privlaci prekursore osteoklasta koji se u
doticaju s osteoblastima diferenciraju u osteoklaste (osteoklastogeneza) (Boyle i sur, 2003;
Capulli i sur, 2014). Nakon formiranja i mineralizacije koStanog matriksa, osteoblasti prelaze
u osteocite koji zauzimaju mjesto u sredini strukture koju nazivamo lakunom matriksa i svojim

metabolizmom odrzavaju okolno kostano tkivo (Capulli i sur, 2014).

Osteoklasti su stanice nastale diferencijacijom koStanih makrofaga ¢ija je uloga
razgradnja koStanog matriksa (resorpcija). Resorpcija krece kada se osteoklast ,,usidri® na
ciljano mjesto u kosti. Resorptivni dio membrane osteoklasta se polarizira na barem dvije nove
domene: nazubljenu kontaktnu membranu (koja vrsi resorpciju) i membranu koja ima ulogu
brtve izmedu prostora resorpcije i ostatka kosti (Vddndnen i Horton, 1995). Prije razgradnje
organskog dijela kosti dolazi do razgradnje anorganskog izvanstani¢nog matriksa. Anorganski
matriks se razgraduje snizavanjem pH vrijednosti matriksa na ~4,5 (Teitelbaum, 2000). Takav
pH se postize pumpanjem H' iona pomo¢u H" adenozin trifosfataze (H" -ATPaza) i CI/HCO3’
izmjene (Teti i sur, 1989; Rousselle i Heymann, 2002). Organski dio (kolagen tipa I) se
razgraduje lizosomnom proteazom i katepsinom K, a krajnji produkt se egzocitozom izbacuje

van osteoklasta na antiresorptivnom dijelu stanice (Teitelbaum, 2000).



1.2.1 Metabolizam kalcija

Neravnoteza u razgradnji i izgradnji ili nedovoljna akumulacija koStane mase tijekom
zivota dovodi do stanja primarne osteoporoze. Postizanje maksimalne koStane mase tijekom
razvoja 1 smanjenje gubitka tijekom starenja su dva glavna nacina za prevenciju osteoporoze
(Weaver, 2000). Prehrana 1 nutrijenti koje unosimo te njihova apsorpcija su vazan parametar
koji utjeCe na optimalan razvoj kosti i homeostazu koStanog sustava tijekom Zivota. Unos
kalcija i njegova optimalna apsorpcija (vitamin D) su nuZni za razvoj koStane mase. Vitamin D
omogucuje apsorpciju kalcija u gastrointestinalnom sustavu i moderira koncentraciju kalcija u
serumu kontrolom stope apsorpcije i1 otpusStanja kalcija uskladiStenog u kostima. Nedostatak
vitamina D ili poremecaj receptora za vitamin D u gastrointestinalnom sustavu znacajno
smanjuje stopu apsorpcije kalcija (Bouillon i sur, 2003). Hidroksiapatit (Caio(PO4)s(OH)2) ¢ini
vecinu anorganskog dijela kosti (Florencio-Silva i sur, 2015). Stoga je unos kalcija u dovoljnoj
koli€ini 1 obliku koji je moguce apsorbirati uz dovoljne koli¢ine vitamina D vazan za postizanje

maksimalne, geneti¢ki uvjetovane, kostane mase tijekom razvoja kostanog sustava.

1.2.2 Estrogen i fitoestrogeni

Nedostatak estrogena se smatra vaznim ¢imbenikom u razvoju osteoporoze. Nakon
menopauze, u postmenopauzi, ¢esto dolazi do razvoja osteoporoze kod Zena zbog izostanka
proizvodnje estrogena (Al-Anazi i sur, 2011). Fitoestrogeni su molekule biljnog podrijetla koje
zbog svoje sli¢nosti estrogenu pokazuju slicnu funkcionalnost kao estrogen unutar organizma
(Nanashima i sur, 2015). Stoga se fitoestrogeni intenzivno istrazuju kao potencijalna sigurna
alternativa za terapiju osteoporoze uzrokovane nedostatkom estrogena (Mishima 1 sur, 2005;

Narita 1 sur, 2006; Al-Anazi i sur, 2011).



1.2.3 Oksidativni stres

Oksidativni stres se definira kao poremecaj ravnoteze izmedu prooksidativnih i
antioksidativnih procesa u korist prooksidativnih procesa (Sies, 1991). Prooksidativni proces
koji se konstantno dogada u velikim koli¢inama u organizmu je oksidativna fosforilacija u
mitohondrijima. Redukcijom kisika dolazi do stvaranja nezeljenih slobodnih radikala koji imaju
jedan nespareni elektron u vanjskoj ljusci. Nespareni elektron slobodne radikale ¢ini izuzetno
reaktivnim §to dovodi do oStecenja biomolekula u stanicama i poremecaja funkcije stanice.
Slobodni radikali se sastoje od reaktivnih radikala kisika (ROS, engl. Reactive Oxygen Species),
reaktivnih radikala duSika (RNS, engl. Reactive Nitrogen Species) te drugih molekula. U
normalnim fiziolo§kim uvjetima slobodni radikali imaju pozitivnu ulogu te mogu sluziti kao
signalne molekule (Zhao i sur, 2015) no fizioloski i okoli$ni ¢imbenici mogu povecati njihovu
proizvodnju te dovesti do oksidativnog stresa. Disfunkcije mitohondrija, za koje se nagada da
su jedan od uzroka starenja (Payne 1 Chinnery, 2015), dovode do ,,curenja‘“ slobodnih radikala

u citoplazmu, a vanjski ¢imbenici (toksini, zra¢enje) mogu ubrzati i potaknuti stvaranje

slobodnih radikala.

U stanicama postoje mehanizmi ¢ija je svrha uklanjanje slobodnih radikala i odrzavanje
njihove homeostatske koncentracije. U principu, mehanizme mozemo podijeliti u dvije
kategorije: autooksidacija malih molekula i aktivnost antioksidativnih enzima (Slika 1.).
Molekule s antioksidativnim svojstvima kao vitamini A, C 1 E sluze kao zamke za slobodne
radikale 1 svojom aktivnoS¢u potpomazu uklanjanje slobodnih radikala. Pod antioksidativne
enzime ubrajamo: superoksid dismutaze (SOD), katalazu (CAT) i glutation peroksidazu (GPx),
glutation reduktazu (GR). Superoksid dismutaze (SOD) spadaju u porodicu metaloenzima te
kataliziraju pretvorbu superoksidnog aniona (O;") u vodikov peroksid i kisik. SOD su pocetni
enzimi u neutralizaciji slobodnih radikala i jedni od aktivnijih enzima radi velike brzine
reakcije. Vodikov peroksid nastao u reakciji sa SOD se dalje obraduje pomocu CAT i GPx.
Katalaza (CAT) pretvara vodikov peroksid u neradikalne proizvode — vodu i molekularni kisik.
Glutation peroksidaza (GPx) je enzim na bazi selena. GPx koristi dvije molekule glutationa
(nativni tripeptid s antioksidativnom aktivnosc¢u) u reakciji s vodikovim peroksidom te stvara
glutation disulfid i vodu. Glutation reduktaza (GR) uz utroSak NADPH obnavlja utroSeni

glutation i time zavrSava antioksidativni ciklus.
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Slika 1. Proces neutralizacije superoksidnog aniona (O2") pomocu antioksidativnih enzima.
Superoksid dismutaza pretvara O>" u vodikov peroksid koji se potom pomocu katalaze ili
glutation peroksidaze pretvara u vodu. Glutation peroksidaza koristi dvije molekule glutationa
(GSH) koji se oksidira u glutation disulfid (GSSG). Glutation reduktaza obnavlja GSH iz
GSSG.

Jedno od oste¢enja uzrokovanih slobodnim radikalima je i1 oksidacija nezasi¢enih masnih
kiselina (lipidna peroksidacija). Lipidna peroksidacija je naziv skupine kaskadnih reakcija
slobodnih radikala sa stanichom membranom te krajnji proizvod je malondialdehid (MDA).
Malondialdehid moze reagirati s 2-tiobarbiturnom kiselinom (TBA) i formirati spojeve
(reaktivni spojevi tiobarbiturne kiseline; engl. TBARS, Thiobarbituric acid reactiv substances)
koje je moguce kvantificirati fotometrijski (Mihara i Uchiyama, 1978). Reakcija MDA i TBA
je koriStena kao relativno jednostavan biljeg za mjerenje oksidativnog oSteéenja, ali zbog

nespecifi¢nosti se radi na razvoju novih metoda i biljega (Czerska i sur, 2015).

1.3 Proantocijanidini

Proantocijanidini su polimeri katehinskih i/ili epikatehinskih monomernih prekursora
(Slika 2.) (Xie i sur, 2003). Prema sastavu, spadaju u skupinu oligomernih flavonoida. Kao
glavni prirodni izvori proantocijanidina se navode crno grozde, brusnica, crno vino i aronija
(Wu i sur, 2004). Flavonoide i proantocijanidine, se smatra vrlo korisnim za organizam zbog
njihove modulatorne i antioksidativne aktivnosti. Velika koli¢ina danasnjih istrazivanja smatra
da flavonoidi imaju veliki pozitivan utjecaj na razvoj i terapiju bolesti vezane uz oksidativni
stres (OrSoli¢ i sur, 2014), rak (Bagchi i sur, 2014), diabetes (Gonzalez-Abuin i sur, 2015), pa

cak 1 bolesti kao Alzheimerova bolest (Apetz i sur, 2014) 1 starenje (Yokozawa i sur, 2014).
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Slika 2. Prekursori proantocijanidina (ketehin i epikatehin) (preuzeto i prilagodeno od Ramalho

i sur,2014)

R = 3,4 5-trihidroksibenzoil

Slika 3. Primjer oligomernog proantocijanidina iz korijena biljke Polygonum coriarum

(preuzeto i prilagodeno od Ferreira i Li, 2000)

Flavonoidi u biljkama imaju antioksidativno i antimikrobno djelovanje, sluze kao
fotoreceptori, privlace pozornost ili smanjuju privla¢nost zivotinjama, zasticuju od UV zracenja
1 mnoge druge uloge. Temeljna struktura flavonoida su dva benzenska prstena povezana
piranskim prstenom koji sadrzi kisik (Slika 3.). Vezanjem raznih skupina na slobodna mjesta
na prstenovima daje flavonoidima veliku raznolikost te ih je do danas poznato oko 6400

(Kazazi¢, 2004).



Slika 4. Osnovna struktura flavonoida. Slika prikazuje osnovnu strukturu flavonoida
sastavljenu od dva benzenska prstena (A i B) povezanih piranskim prstenom (C) koji sadrzi

kisik. (preuzeto od Hordkova, 2011)

1.4 Retinoi¢ni model osteoporoze

Retinoi¢na kiselina pripada u skupinu nutrijenata topivih u mastima koji su nuzni za
kontrolu stani¢ne proliferacije i diferencijacije pod zajedni¢kim imenom vitamin A. U oku
derivati vitamina A imaju jedinstvenu ulogu kao jedan od prekursora rodopsina (Wright i sur,
2015). No, odmak od homeostatske ravnoteze vitamina A moze imati negativhe 1 opasne
posljedice za organizam. Hipervitaminoza vitamina A ima izraziti utjecaj na kostani sustav. /n
vivo 1 in vitro je potvrdeno da visak vitamina A dovodi do izrazite kosStane resorpcije, inhibicije
kostane izgradnje i gubitka koStane mase (Johansson i sur, 2002). Na temelju tih saznanja,
vitamin A (13-cis-retinoicna kiselina) se pocCeo koristiti kao nain za simuliranje stanja
osteoporoze u Stakora. Istrazivanjima je pokazano da intragastricka primjena visokih doza
retinoi¢ne kiseline u kratkom periodu (1-3 tjedna) dovodi do konstantnog gubitka koStane mase
1 izazivanja stanja osteoporoze (Fahmy i Soliman, 2009) kroz indukciju oksidativnog stresa te
manjak estrogenske aktivnosti. Tradicionalni model osteoporoze se temeljio na odstranjivanju
jajnika (ovarijektomija) sto je uzrokovalo nedostatak estrogena i pojavu osteoporoze (Oheim i
sur, 2016). U zadnjem desetljecu, retinoi¢ni model osteoporoze, se poCeo primjenjivati puno
vi$e nego ovarijektomijski model jer je jednostavniji, brZe izaziva osteoporozu te stvara manji

stres 1 traumu kod modelnih organizama



1.5 Ciljevi istrazivanja

Prema podacima iz 2004. godine, osteoporoza zahvaca vise od 75 milijuna ljudi u SAD-
u, Europi i Japanu (WHO, 2004). Prijelomi uzrokovani osteoporozom smanjuju kvalitetu
zivota, Cesto zahtijevaju njegu osobe do kraja zivota, a ponekad dovedu i do komplikacija koje
rezultiraju smréu. Zbog navedenih razloga, razvijanje terapija i lijekova za osteoporozu je

nuzno za zdravlje, kvalitetu zivota i neovisan zivot starih osoba.

Cilj je istraziti ucinkovitost proantocijanidina kao terapije osteoporoze uzrokovane
retinoi¢nom kiselinom na modelu Stakora. Ucinkovitost je mjerena na temelju protuupalne,
antioksidativne, fitoestrogenske i regenerativne aktivnosti proantocijanidina na osteoblaste i
inhibiciju resorpcije kostanog tkiva. Takoder je napravljena poveznica izmedu razine kalcija i
fosfora, mineralne gustoce kostiju, biokemijskih i hematoloskih parametara i oksidativnog

ostecenja.

Za pozitivnu kontrolu 1 procjenu ucinkovitosti proantocijanidina je koriSten alendronat.
Alendronat je komercijalno dostupni lijek koji se rabi u terapiji osteoporoze, a njegovo

djelovanje se temelji na sprecavanju resorpcije kostanog tkiva.



2. MATERIJALI I METODE
2.1 Materijali

2.1.1 Zivotinje

Kao modelni organizam, koristili smo zenke Stakora visoko srodnog soja Y-59. Starost
Stakora je bila 3 mjeseca, a masa oko 150 g. Sve Zenke smo dobili iz uzgoja Zavoda za animalnu
fiziologiju Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu. Zivotinje smo drzali u kavezima
dimenzija 20x32x20 cm s maksimalno 5 zivotinja po kavezu. Uvjeti su bili standardni (ciklus
od 12 sati dana i 12 sati mraka, temperatura 24 °C uz kontroliranu vlaZnost zraka). Zivotinje
smo hranili komercijalnom hranom (4 RF 21, Mucedola S.R.L., Italija). Pristup vodi i hrani je

bio ad libitum.

Istrazivanje smo proveli u skladu sa etickim nacelima Republike Hrvatskoj, prema
Zakon o zastiti laboratorijskih zivotinja (NN 19, 1999.) i prema Vodicu za drzanje i koriStenje
laboratorijskih zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS (NIH)
Publ # 86-23).

2.1.2 Reagensi
Fiziolosku otopinu (Natrii chloridi infundibile, Pliva d.o.o, Hrvatska) smo koristili za obradu

zdrave skupine i simulaciju stresa uzrokovanog obradom.

Isotreonin (13cRA; 13 cis-retinoi¢na kiselina) (Accutane®, Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Svicarska) smo koristili intragastri¢ki (ig) u dozi 80 mg kg~ u svrhu poticanja osteoporoze.

Kapsule isoteronina otopili smo u ulju i koristili u obliku suspenzije.

Alendronat (Alendor® 70, Pliva d.o.o., Hrvatska) smo koristili intragastri¢ki kao pozitivnu
kontrolu u dozi od 40 mg kg!'. Alendronat smo otopili u destiliranoj vodi i koristili u obliku

suspenzije.

Proantocijanidin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka) smo koristili intragastricki u

svrhu terapije osteoporoze u dozi od 100 mg kg™!.

Ketamin (Narektan®, Vtoquinol AG, Belp Bern, Svicarska) smo koristili kao anestetik tijekom

obrade Zivotinja.



2.2 Plan pokusa

Prvih 15 dana skupine 1-3 smo obradivali 13cRA u dozi 80 mg kg''. Narednih 15 dana
skupinu 1 smo obradivali proantocijanidinom u dozi 100 mg kg'!, skupinu 2 alendronatom u
dozi 40 mg kg'!, skupinu 3 s 2 mL fiziologke otopine, a skupine 4, 5 i 6 su zdrave Zivotinje
obradene s proantocijanidinom, alendronatom ili fizioloSkom otopinom. Tijekom intragastricke

primjene pripravaka, zivotinje smo anestezirali ketaminom.

Tablica 1. Plan obrade zivotinja

Skupina | Obrada 0.-15. dan Obrada 15.-30. dan

1. 13cRA — 80 mg kg! Proantocijadinin 100 mg kg
2 13cRA - 80 mg kg! Alendronat 40 mg kg!

3 13cRA - 80 mg kg! Fizioloska otopina — 2 mL

4. - Proantocijadinin 100 mg kg
5 - Alendronat 40 mg kg!

6 - Fizioloska otopina — 2 mL
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2.3 Metode

2.3.1 Pracenje promjene mase Zivotinja
U svrhu procjene toksi¢nosti koriStenih pripravaka, Zivotinje smo vagali na digitalnoj
vagi svakih 7 dana. Praden je gubitak i rast mase zivotinja. Gubljenje mase Zivotinja je

pokazatelj toksi¢nosti pripravka, a toksicnost je izrazena za svaku Zivotinju pomocu formule:

Masa tijekom obrade—Pocetna masa

Y%promjena mase = X 100

Masa tijekom obrade

2.3.2 Uzimanje uzoraka

Nakon zadnje doze obrade svim Zivotinjama smo uzeli serum nakon 24 sata. Serum smo
koristili za odredivanje parametara aspartat-aminotransferaze, alanin-aminotransferaze, alkalne
fosfataze, laktat-dehidrogenaze, ukupnih proteina, glukoze 1 uree. Uz navedeno, napravili smo
1 kompletnu diferencijalnu krvnu sliku. Nakon uzimanja seruma, zivotinje smo zrtvovali 1 za
daljnju obradu smo spremili uzorak krvi, obje bedrene kosti, maternice, jajnike, bubrege i jetra.
Kostima smo izmjerili masu, duljinu i promjer. Nakon mjerenja izvadene uzorke smo izvagali

1 pohranili odvojeno na -20 °C.

2.3.3 Mjerenje mase maternice
Nakon §to smo izvadili maternicu, oc€istili smo od masnoce te izvagali na digitalno vagi.
Relativnu masu maternice izrazili smo kao masu maternice u gramima u odnosu na 100 grama

tjelesne mase Stakora (g/100) i izracunali prema formuli:

100

g ) Ukupna masa maternice

Relati terni (
elativna masa maternice 100 g

Zavrsna tjelesna masa

2.3.4 Mjerenje mineralne gustoce kostiju

Za mjerenje mineralne gustoc¢e kostiju (BMD, engl. Bone Mineral Density) lijevih
bedrenih kostiju smo koristili denzitometrijsku metodu dvoenergetske rendgenske
apsorpciometrije. Analiza je provedena na uredaju Hologic QDR® 4000 (Hologiclnc.,
Zaventem, Belgium) s odgovaraju¢im softverom za male Zivotinje 1.0 visoke razluc¢ivosti
prema uputama proizvodaca. Za dobivanje vrijednosti BMD trebali smo mjeriti povrSinu

kostanog podrucja (area — cm? ) i mineralni sadrzaj kostiju (BMC — g, engl. Bone Mineral
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Content). Obje navedene vrijednosti smo mjerili na proksimalnim i distalnim dijelovima vrata
bedrenih kostiju (metafize) i iz dobivenih podataka smo izraunali vrijednosti BMD (g cm™).
Koeficijent varijacije (QC, engl. Coefficient of variation) za BMD bedrenih kostiju iznosio je
1,15% odnosno 1,1% (0,61%).

2.3.5 Udio kalcija i fosfora

Udio kalcija i fosfora u kostima smo mjerili spaljivanjem desnih bedrenih kostiju. Kosti
smo izvadili iz otopine formaldehida i isprali deioniziranom vodom te ostavili da se osuSe na
filter papiru. Nakon suSenja na sobnoj temperaturi, kosti smo susili 24 sata u suSioniku (ST
01/02, Instrumentarija, Zagreb) na 105 °C u porculanskim lon¢i¢ima. Suhe kosti smo izvagali
1 potom grijali u mufolnoj pe¢i (Gallenkamp, Engleska). Temperatura u mufolnoj pe¢i smo
postepeno dizali do 450 °C kroz 24 h. Pepeo nakon spaljivanja u muflon pe¢i smo izvagali i
otopljen u 3 mL koncentrirane duSicne kiseline (HNO3; 65% p.a.) te dopunili s 3 mL
deionizirane vode. Pripremljene uzorke smo dodatno razorili u visokotlacnom mikrovalnom
uredaju UltraCLAVE IV (Milestone, Italija) te nadopunili deioniziranom vodom na odredeni
volumen. Udio kalcija smo mjerili plamenom tehnikom atomske apsorpcije uz lantan (Cl;La)
kao modifikator matrice u plamenu mjeSavine zraka i1 acetilena na instrumentu SpectrAA-300
(Varian, Australija). Dobivene podatke smo izrazili kao miligrami kalcija po gramu uzorka.
Udio fosfora smo mjerili spektrofotometrijski prema modifikaciji metode po Goldenberg i
Fernandez (1966). Reakcijom fosfora s molibdatom smo dobili fosfo-molibdat. Uzorcima
kostiju smo dodali reducirajuéi spoj (Mohrova sol s trikloroctenom kiselinom uz tioureu kao
stabilizator), a potom molibdatni reagens (amonijev molibdat otopljen u sumpornoj kiselini).
Nakon 20 minuta, dobiveno plavo obojenje (nastali fosfo-molibdat) smo mjerili na
spektrometru Cary 50 (Varian, Australija) pri valnoj duljini od 660 nm. Udio fosfora smo

izrazili kao miligrami fosfora po gramu uzorka.

2.3.6 Hematoloska i biokemijska analiza krvi

Prilikom Zrtvovanja zivotinja, uzeli smo uzorke krvi koje smo pohranili u vacuutainere
s heparinom. Na uzorcima smo proveli standardne laboratorijske metode za analizu krvi. Od
hematoloskih odrednica, odredili smo ukupan broj leukocita, eritrocita i trombocita, vrijednosti
hematokrita, koncentracije hemoglobina, prosjecnog stani¢nog volumena eritrocita, prosje¢ne

stani¢ne koncentracije hemoglobina te diferencijalnu krvnu sliku. Za analizu krvi i dobivanje
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hematoloskih odrednica smo koristili automatski hematoloski analizator SysmexKX 4500

(Sysmex, Japan).

Od biokemijskih odrednica smo analizirali: aspartat aminotransferazu (AST), alanin
aminotransferazu (ALT), alkalnu fosfatazu (ALP), laktat dehidrogenazu (LDH), ureu, ukupne
proteine i razinu glukoze u krvi. Za analizu AST 1 ALT smo koristili UV metodu — supstrat L-
aspartat uz piridoksal-fosfat na 37 °C. Za analizu ALP smo koristili kontinuiranu fotometrijsku
metodu (p-nitrofenil, AMP pufer, 37 °C). Ureu smo analizirali pomoc¢u enzimatske metode sa
ureazom 1 glutamat dehidrogenazom. Analizu ukupnih proteina smo proveli fotometrijskom

metodom s biruet reagensom bez slijepe probe.

2.3.7 Odredivanje ukupnih proteina po Lowry-ju

Za odredivanje ukupnih proteina smo koristili metodu prema Lowry i sur (1951).
Metoda se temelji na reakciji bakrovih iona (Cu®") i peptidnih veza u luznatom mediju.
Vezanjem se Cu?" reducira u Cu’ te se formira kompleks Cu’-protein. Nakon toga slijedi
reakcija bakar-protein kompleksa s Folin reagensom ( komercijalni reagens koji sadrzi

fosfovolframsku i fosfomolibdensku kiselinu) pri ¢emu nastaje plavo obojenje.

Uzorke jajnika, jetre i bubrega smo homogenizirali na ultrazvu¢nom homogenizatoru i
potom razrijedili fosfatnim puferom (PBS) u masenom omjeru 1:10. Pripremljene uzorke smo
centrifugirali 10 minuta na 5000 okr/min . Dobiveni nadtalog smo sacuvali, a talog je odbacen.

Neposredno prije provedbe reakcije smo priredili 3 potrebne otopine (A, B i C):

A) 2% Na,COs3 u 1M NaOH;
B) 1% natrij kalij tartarat u destiliranoj vodi;

C) 0,5 % CuSO4 x 5H20 u destiliranoj vodi.

MijeSanjem 480 mL otopine A, 10 mL otopine B i 10 mL otopine C smo dobili radnu otopinu
D. Komercijalni Folin reagens smo razrijedili destiliranom vodom u omjeru 1:1. 100 pL
nadtaloga uzorka 1 2 mL radne otopine D smo temeljito promijeSali u staklenoj epruveti
vorteksiranjem i inkubirali na sobnoj temperaturi. Nakon 10 minuta inkubacije smo dodali 0,2
mL razrijedenog Folinovog reagensa, ponovno vorteksirali i inkubirali na sobnoj temperaturi
narednih 30 minuta. Dobiveni produkt smo prebacili u kivete i mjerili absorbanciju na
spektrofotometru pri valnoj duljini od 600 nm. Koli¢ine proteina smo dobili koriStenjem
bazdarnog pravca s otopinama poznatih koncentracija albumina iz govedeg seruma (BSA) i

izrazili kao miligram proteina po mililitru (mg mL!).
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2.3.8 Mjerenje lipidne peroksidacije

Kao indikator lipidne peroksidacije koristili smo malondialdehid (MDA) koji je zavrsni
produkt oksidacije lipida. Za analizu smo koristili modificiranu metodu koju su opisali Ohkawa
i sur. (1979. Uzorke za mjerenje lipidne peroksidacije smo pripremili isto kao i za mjerenje
ukupnih proteina po Lowry-ju. Prethodno smo pripremili reagense koji su se sastojali od: 100
uL SDS (8,1% Na-dodecil sulfat), 750 pL HCI (20%, pH= 3,5) i 750 pL TBA (0,8%
tiobarbiturna kiselina). Za lakSe otapanje tiobarbiturne kiseline smo koristili vrlo malo (~10-15
puL) dimetil sulfoksida (DMSO). Smjesu nadtaloga (I mL) smo temeljito pomijesali
vorteksiranjem te proveli reakciju izmedu MDA 1 tiobarbiturne kiseline u kupelji na 95 °C kroz
1 sat. Nakon zavrSene inkubacije u kupelji, uzorke smo pustili da se ohlade, centrifugirali 15
min na 5000 okr/min i nadtalog prebacili u kivete. Absorbanciju smo mjerili na
spektrofotometru pri valnoj duljini od 532 nm. Iz dobivenih absorbancija smo izra¢unali
koli¢inu MDA koristenjem ekstinkcijskog koeficijenta za MDA (e = 1,56 x 10° M) te prikazali

u nanomolima MDA po miligramu proteina (nmol mg™! proteina).

2.3.9 Mjerenje glutationa

Uzorke tkiva smo pripremili kao 1 za mjerenje lipidne peroksidacije homogeniziranjem
u PBS i centrifugiranjem (10 min na 5000 okr/min). Dobiveni nadtaloga (100 pL) smo
pomijesali u staklenoj kiveti s 5 uLL HCI, 700 uL. Na-pufera i 50 pLL Ellmanova reagensa (5,5-
ditiobis-2-nitrobenzoicne kiseline, DTNB). Na-pufer smo priredili mijeSanjem 0,3 M NaH,PO4
x 2 H201 0,3 M NaHPO4 x 12 H2O (pH=7,4). U reakciji s Ellmanovim reagensom, reducirani
glutation (GSH) stvara kromofor — 5-tionitrobenzoni¢nu kiselinu (TNB) ¢iju koncentraciju smo
pratili spektrofotometrijski na 412 nm. Dobivene rezultate smo izrazili u nanomolima

reduciranog GSH po miligramu proteina (nmol mg™! proteina).

2.3.10 Statisticka obrada podataka

Podatke smo iskazali kao srednje vrijednosti (SV) + standardna devijacija (SD).

Obradu podataka smo vrSili u raCunalnom programu Microsoft Excel 2013, a za
statistiCku analizu podataka smo koristili statisticki program STATISTICA 7.0 (StatSoft, Tulsa,
SAD), primjenom analize varijance (ANOVA) 1 Studentovog t-testa. Statisticka tocnost
odredena je sa P<0,05.
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3. REZULTATI

IzvrSene analize na skupinama koje su primale samo proantocijanidin (skupina 4) ili
samo alendronat (skupina 5) (vidi Tablicu 1.) nisu pokazale nikakve statisticki znacajne razlike

i ponasale su se kao zdrava kontrola (skupina 6) te su stoga izostavljene iz daljnjih rezultata.

3.1 Promjena tjelesne mase

Analiza nije pokazala znaCajnu statisticku razliku u promjeni tjelesne mase unutar
skupina tijekom obrade. Slika 5. prikazuje promjenu mase svake skupine gdje je vidljiv prirast
mase u svim skupinama osim u skupini obradenoj alendronatom. Proantocijanidini su pokazali
najveci prirast mase (19,8%), a alendronat je pokazao negativan utjecaj na porast mase u odnosu
na kontrolnu skupinu. Zivotinje obradene samo alendronatom ili samo proantocijanidinima su

imale vrijednosti kao zdrava kontrola.
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Slika 5. Ucinak proantocijanida ili alendronata na promjenu tjelesne mase u Stakora s
osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™)
jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA Stakori su obradeni ig
s proantocijanidinom (100 mg kg!) ili alendronatom (40 mg kg™') jednom dnevno tijekom 15

dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10. Mjerenja: 7. dan, 14. dan, 21. dan i 30. dan.
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.3.2 Fizikalne znacajke kostiju Stakora

Mjerene fizikalne znacCajke kosti su prikazane u Tablici 2. ZapaZene su znacajno nize
vrijednosti u masi femura 1 (Mfemur-1) 1 Mmasi femura 2 (Mgemur-2) kod svih skupina obradenih
retinoi¢nom kiselinom u odnosu na zdravu kontrolu. Takoder se vidi i povecanje u masi oba
femura kod Stakora iz skupine obradene proantocijanidinima (13cRA+Proantocijanidini) u
odnosu na skupinu obradenu alendronatom (13cRA-+Alendronat) i model osteoporoze

(13cRA), ali izmedu skupina nema statisticki znacajne razlike.

Statisticki znacajna razlika nije zapaZena niti u mjerenju lateralno/medijano i

posteriorno/anteriorno radijusa femura izmedu skupina.
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Tablica 2. Ucinak proantocijanida i alendronata na fizikalne znacajke fermura u Stakora s osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom

IMstakor Duljina Mfemur-1 Mfemur-2 Riat/med Rpost/ant
Obrada?
(2) fermura (cm) (mg) (mg) (mm) (mm)
13cRA+Proantocijanidin 172,80+4,55 3,21+0,01 676,88+29,39 655,28+10,41 3,35+0,06 3,00+0,00
13cRA+Alendronat 125,60+14,60 3,284+0,08 651,96+24,06 645,98+17,78 3,45+0,18 3,27+0,27
13¢cRA 172,20+£9,34 3,60+0,29 647,36+23,53 642,23+23,87 3,46+0,15 3,22+0,18
Kontrola 185,50+6,28 3,18+0,03 832,80+43,16 792,70+61,93 3,50+0,10 3,00+0,00

aStakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™') jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s

proantocijanidinom (100 mg kg™!) ili alendronatom (40 mg kg™!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.
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3.3 Utjecaj proantocijanidina na gustoc¢u kostiju

Analizom podataka utvrdena je statisticki znacajna razlika u BMD proksimalnog dijela
metafize bedrene kosti izmedu skupine obradene proantocijanidinom 1 skupine obradene
alendronatom (P<0,05) kao i izmedu skupine obradene alendronatom i modela osteoporoze
(13cRA, P<0,01) (Slika 6.). U distalnom dijelu metafize nije uocena statisticki znacajna razlika
kod obrada proantocijanidinom i alendronatom, ali je uocena razlike izmedu modela
osteoporoze 1 alendronata (P<0,01) te modela osteoporoze i zdrave kontrole (P<0,05) (Slika

7).

18



0,32

031} _|_
0.30 |
[m]
5 0,29 o
o
§ 0,28 --
S
[m)]
=
o

0,26
0,25 -
il

0.24 0O Median

, L . . 0/ _7E0,

13cRA+ Proantocijanidin 13cRA % ﬁli:;itl/(i)er Range

13cRA+ Alendronat Kontrola o Outliers 9
Skupine x Extremes

Slika 6. Uc¢inak proantocijanida i alendronata na mineralnu gustocu proksimalnog dijela
metafize bedrene kosti u §takora s osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Stakori su
obradeni ig s 13cRA (80 mg kg') jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA S§takori su obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg') ili
alendronatom (40 mg kg!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.

13cRA vs 13cRA+alendrtonat (P<0,01); 13cRA-+alendronat vs 13cRA+proantocijanidin
(P<0,05)
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Slika 7. Ucinak proantocijanida i alendronata na mineralnu gustocu distalnog dijela metafize
bedrene kosti u $takora s osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Stakori su obradeni
ig s 13cRA (80 mg kg!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s
13cRA stakori su obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg™!) ili alendronatom (40 mg kg~

1) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10. 13cRA vs kontrola

(P<0,05); 13cRA vs 13cRA+alendrtonat (P<0,01)
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3.4 Vrijednosti koStanog kalcija i fosfora

Rezultati dobiveni analizom udjela kalcija i1 fosfora su prikazani u Tablici 3. zajedno s
indeksom mase femura. Statisticka analiza je pokazala statisticki znacajne razlike (P<0,05) u
udjelu kalcija i fosfora kod skupine obradene proantocijanidinima (13cRA-+Proantocijanidin),
skupine obradene alendronatom (13cRA+Alendronat) i zdrave kontrole (Kontrola) u usporedbi
s modelom osteoporoze (13cRA). Vrijednosti indeksa mase fermura prate vrijednosti kalcija i

fosfora.

Tablica 3. U¢inak proantocijanida ili alendronata na sadrzaj kalcija i fosfora i indeks mase

bedrene kosti u Stakora s osteoprozom izazvanom retinoicnom kiselinom.

Masa suhog
Indeks mase
Obrada? pepela kosti Camg g! P mg g!
femura
(®
13cRA
+Proantocijanidin 0,65+0,12 147,20+2,15° 58,80+0,86" 0,392 +0,021"

13cRA+ Alendronat 0,65+0,05 136,00+£5,17°  61,00£2,30° 0,400 + 0,021"
13cRA 0,64+0,06 121,0043,25%  49.29+2.15* 0,359 + 0,023*

Kontrola 0,7+0,09 134,5043,59" 57,25+1,25° 0,395+ 0,052"

aStakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™') jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg'') ili

alendronatom (40 mg kg'!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.
* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu nal3cRA (*P<0,05)

* Statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P<0,05)
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3.5 Fitoestrogeni utjecaj proantocijanidina

Analizom relativne mase maternice (Slika 8.) je zapaZen porast u relativnoj masi
maternice kod skupine obradene alendronatom (13cRA+Alendronat) i zdrave kontrole
(Kontrola) u odnosu na model osteoporoze (13cRA) ali vrijednosti su bile na granici statisticke

znadajnosti (P=0,063, P=0,065).
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Slika 8. Uc¢inak proantocijanida i alendronata na relativnu masu maternice u Stakora s
osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Relativna masa maternice je izraCunata prema
formuli: Relativna masa maternice (g/100 g) = ukupna masa maternice x 100 / zavrs$na tjelesna
masa. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg') jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze s 13cRA $takori su obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg™) ili

alendronatom (40 mg kg'!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.
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3.6 Relativna masa jetre i bubrega

Analiza relativne mase organa (Tablica 4.) nije pokazala nikakvu statisticki znacajnu
razliku izmedu skupina osim blagog porasta u masi jetre i bubrega kod skupine obradene

proantocijanidinima (13cRA+Proantocijanidini).

Tablica 4. Uc¢inak proantocijanida ili alendronata na relativnu masu jetre 1 bubrega u Stakora s

osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom

Relativna masa jetre %" Relativna masa bubrega %"
Obrada Jetra/ 100 g Medijan Bubreg/ 100 g Medijan

13cRA+

3,681+0,082 3,695 0,783+0,023 0,769
Proantocijanidini

13cRA +

3,421+0,333 3,323 0,678+0,017 0,694
Alendronat

13cRA 3,322+0,036 3,341 0,689+0,011 0,689
Kontrola 3,410+0,048 3,453 0,6972+0,014 0,689

aStakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™') jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg') ili
alendronatom (40 mg kg™') jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.
Relativna masa organa je izracunata prema formuli: Relativna masa organa (g/100 g) = Ukupna

masa organa x 100 / Zavrsna tjelesna masa
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3.7 Biokemijski pokazatelji u serumu

Rezultati analiziranih biokemijskih pokazatelja su prikazani u Tablici 5. ZapaZena je
statisti¢ki niza vrijednost alkalne fosfataze (ALP) kod skupine obradene alendronatom (13cRA
+ Alendronat) u odnosu na model osteoporoze (13cRA, P<0,001) i u odnosu na zdravu kontrolu
(Kontrola, P<0,01). Takoder, postoji statisticki znacajna razlika (P<0,001) u razini ALP izmedu

modela osteoporoze i kontrolne skupine.

Zapazena je 1 statisticki znacajna niza vrijednost laktat dehidrogenaze (LDH) u skupini
obradenoj proantocijanidinima (13cRA + Proantocijanidin, P<0,01) i skupini obradenoj
alendronatom (P<0,01) u usporedbi s zdravom kontrolom. Takoder, postoji statisticki znacajna
razlika izmedu skupine obradene proantocijanidinima (P<0,01) i skupine obradene

alendronatom (P<0,05) u odnosu na model osteoporoze.

Ostali pokazatelji nisu pokazali znacajne statistiCke razlike.
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Tablica 5. U¢inak proantocijanida ili alendronata na biokemijske pokazatelje u serumu Stakora s osteoprozom izazvanom retinoi¢cnom kiselinom

Biokemijski pokazatelji (X+SD)

Obrada?®
UREA
ALP(U L) AST(UL') ALT(ULM LDH(U L) TP(gL') GLU(mmol L)
(mmol L)
13¢cRA #%
186,66+10,61 85,16+£3,47  46,66+5,12  315,83+43,157*  56,66+0,71 6,56+0,64 6,01+0,24
+Proantocijanidin
13cRA+Alendronat 102,66+ 14,1477**  87,66+4,33 42,00 +1,52  402,00£70,86™*  51,66+2,33 6,23+0,54 6,76+0,21
13cRA 206,3+£7,97*** 89,66+5,54  43,16+1,90 571,83+11,31 56,00+0,57 7,29+0,37 5,65+0,32
Kontrola 168,253,917 89,00+8,15  46,4+4.,76 611,00£21,17 53,06+0,67 6,46+0,13 6,26+0,41

Legenda: ALP - alkalna fosfataza; AST - aspartat aminotransferaza; ALT - alanin aminotransferaza; LDH - laktat dehidrogenaza; TP- ukupni

proteini

aStakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg™') jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s

proantocijanidinom (100 mg kg™!) ili alendronatom (40 mg kg™!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.
* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na 13cRA ("P<0,05; ~"P<0,01; ™ P<0,001).

* Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001)
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3.8 Hematoloski pokazatelji u krvi

Ucinak proantocijanidina ili alendronata na diferencijalnu krvnu sliku Stakora s
osteoporozom prikazan je u Tablici 6a. 1z rezultata je vidljivo da postoji statisticki znacajna
(P<0,05) razlika u % limfocita i neutrofila u skupini obradenoj alendronatom

(13cRA+Alendronat) u odnosu na zdravu kontrolu.

Rezultati analiziranih hematoloskih pokazatelja prikazani su u Tablici 6b. Jedina
statistiCki znacajna razlika zapazena je u broju leukocita (L). U odnosu na zdravu kontrolu
(Kontrola), broj leukocita je povisen u ostalim skupinama (13cRA, 13cRA-+Alendronat,
13cRA+Proantocijanidin, P<0,05). Takoder, zapazena je statisticki visa vrijednost leukocita u
skupini obradenoj proantocijanidinima (13cRA + Proantocijanidin, P<0,05) u odnosu na model

osteoporoze (13cRA).

Tablica 6a. U€inak proantocijanidina na diferencijalnu krvnu sliku Stakora s osteoporozom

izazvanom retinoi¢nom kiselinom

Eozinofilni Bazofilni  Neutrofilni Limfociti Monociti

Obrada? granulociti  granulociti granulociti o o
% % % ° °
13CR.€“+ ... 0,717+£0,25 0,667+0,33  24,4+4,89  73,9+4,81 0,35+0,12
Proantocijanidin
13cRA+ 0,540,1  1,13:0,51 2547+0,11° 7240,46" 0,767+0,058
Alendronat
13cRA 0,733+0,36  0,55+0,18  17,48+6,69 80,77+6,52  0,45+0,16
Kontrola 0,85+0,66  0,425+0,21 13,2543,79  85,1+4,44  0,425+0,27

aStakori su obradeni ig s 13cRA (80 mgkg™!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze s 13cRA §takori su obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg') ili

alendronatom (40 mg kg!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.

* Statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P<0,05)
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Tablica 6b. Uc¢inak proantocijanida ili alendronata na hematoloske pokazatelje u krvi Stakora s osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom

Hematoloski pokazatelji (X+SD)

Obrada? L E Hgb - MCV MCH MCHC Pt
ct
(10°L1Y (1012 L1 (g L1 (fL) (pg) (gL (10° L)
13cRA+ .
5,35+0,55* 6,74+0,14  133,33£2,51 0,40+0,007  60,03+0,67 19,8+0,16 330+2,36 752,00+28,99
Proantocijanidin
13cRA +
4,7+0,43* 6,57£0,20  127,843,78  0,38+0,007  58,86+0,71 19,26+0,13 328,+£3,46 749,33+16,29
Alendronat
13cRA 3,88+0,46*  6,88+0,12  132,33+£2,07 0,40+0,005 56,75+1,41 19,23+0,12 329,16£2,30  722,00+22,61
Kontrola 2,7+0,59" 7,29+0,23  145,4£6,49  0,44+0,01 60,1+0,78 19,96+0,45 332,5+4,65 729,25+38,55

Legenda: L- leukociti; E - eritrociti; Hgb — hemoglobin; Hct — hematokrit; MCV- prosjecni volumen eritrocita; MCH - prosje¢na koli¢ina

hemoglobina u eritrocitu; MCHC - prosjec¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima; Plt - trombociti

aStakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA $takori su obradeni ig s

proantocijanidinom (100 mg kg™!) ili alendronatom (40 mg kg™!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na 13cRA (*¥P<0,05).

* Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P<0,05).
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3.9 Vrijednosti lipidne peroksidacije bubrega, jetre i jajnika

Analizom podataka zapaZena je snizena koncentracija malondialdehida (MDA) u
bubrezima kod skupine obradene alendronatom (13cRA+ Alendronat) u odnosu na ostale
skupine, dok su vrijednosti MDA izmedu ostalih skupina podjednake (Slika 9.). U jetri (Slika
10.) obradenih Zivotinja zapaZena je povecana vrijednost MDA kod modela osteoporoze
(13cRA) u odnosu na skupine obradene alendronatom i1 proantocijanidinom (P<0,05).
Analizom koncentracije MDA u jajniku zapazena je statisticki niza vrijednost kod skupine
obradene proantocijanidinom u odnosu na model osteoporoze (P<0,05), dok su vrijednosti
MDA za skupinu obradenu alendronatom i model osteoporoze pokazale statisticki visu

(P<0,01) vrijednost u odnosu na zdravu kontrolu (Slika 11.).
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Slika 9. U¢inak proantocijanida ili alendronata na koncentraciju malondialdehida (MDA) u
bubregu 3takora s osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Stakori su obradeni ig s
13cRA (80 mg kg!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA
Stakori su obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg™!) ili alendronatom (40 mg kg™!) jednom

dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.
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Slika 11. Ucinak proantocijanida ili alendronata na koncentraciju malondialdehida (MDA) u
jajnicima $takora s osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Stakori su obradeni ig s
13cRA (80 mg kg™!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA
Stakori su obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg™!) ili alendronatom (40 mg kg™!) jednom

dnevno tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.
* Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na 13cRA (*P<0,05 , **P<0,01).

* Statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (**P<0,01).
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3.10 Vrijednosti ukupnog glutationa bubrega, jetre i jajnika

Analizom podataka koncentracije glutationa (GSH) u bubrezima obradenih zivotinja
zapazena je povecana vrijednost GSH kod skupine obradene proantocijanidinima (13cRA+
Proantocijanidin) u odnosu na ostale skupine (13cRA+ Alendronat, 13cRA, kontrola) (Slika
12.). Podatci dobiveni analizom jetre pokazuju visu (P<0,05) koncentraciju GSH kod skupine
obradene alendronatom u odnosu na model osteoporoze (Slika 13.) Analizom jajnika zapazene
su nize vrijednosti GSH u modelu osteoporoze i skupini obradenoj alendronatom (P<0,01) dok
je vrijednost GSH u jajniku kod skupine obradene proantocijanidinom bila znacajno visa

(P<0,01) u odnosu na model osteoporoze (Slika 14.).
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Slika 12. Uc¢inak proantocijanida ili alendronata na koncentraciju glutationa (GSH) u bubregu
Stakora s osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80
mg kg'') jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su
obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg™') ili alendronatom (40 mg kg™!') jednom dnevno

tijekom 15 dana.
Broj zivotinja po skupini: 7-10.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na 13cRA (*P<0,05).
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Slika 14. U¢inak proantocijanida ili alendronata na koncentraciju glutationa (GSH) u jajniku
Stakora s osteoprozom izazvanom retinoi¢nom kiselinom. Stakori su obradeni ig s 13cRA (80
mg kg!) jednom dnevno tijekom 15 dana. Nakon izazivanja osteoporoze s 13cRA §takori su
obradeni ig s proantocijanidinom (100 mg kg™!) ili alendronatom (40 mg kg™!) jednom dnevno

tijekom 15 dana. Broj Zivotinja po skupini: 7-10.
* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na 13cRA (**P<0,01).

* Statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (**P<0,01).
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4. RASPRAVA

U radu smo pokazali rezultate istrazivanja koje smo proveli na zivotinjskom modelu
osteoporoze uzrokovane primjenom retinoicne kiseline u svrhu procjene ucinkovitosti
proantocijanidina na lijeCenje osteoporoze. Antiupalna, fitoestrogena i antioksidativna svojstva
proantocijanidina smo istrazili kroz vise razli¢itih metoda. Proveli smo mjerenja mineralne
gustoce kostiju, duzine 1 promjera bedrene kosti, vrijednosti kalcija i fosfora u bedrenim
kostima u svrhu procjene antiosteoporotskih svojstava proantocijanidina u odnosu na svojstva
alendronata. Fitoestrogenska svojstva proantocijanidina pokazali smo usporedbom relativnih
masa maternica. Za procjenu antiupalne ucinkovitosti proantocijanidina koristili smo sljedece
metode: mjerenje relativne mase jetre i bubrega, biokemijske pokazatelje u serumu i
hematoloske pokazatelje u krvi. Analizom razine lipidne peroksidacije i ukupne koncentracije

glutationa u jetri, bubregu i jajnicima smo pokazali antioksidativna svojstva proantocijanidina.

Brojni podaci pokazuju da povecana razina slobodnih radikala (ROS) moze dovesti do
gubitka kosStane mase, upale i gubitka strukture kostiju $to kosti ¢ini lako lomljivima te rezultira
nastajanjem osteoporoze (Fahmy i Soliman, 2009; Hamada i sur, 2009; OrSoli¢ i sur, 2014;
Sanchez-Rodriguez i sur, 2007). Organizmi posjeduju prirodne antioksidativne mehanizme i
njihova aktivnost odrzava fizioloske koncentracije reaktivnih radikala. U slucaju povecane
proizvodnje slobodnih radikala ili izostanka antioksidativnih mehanizama dolazi do povecanja
koncentracije radikala u organizmu koji su vrlo reaktivni i sposobni direktno ili indirektno
oStetiti sve vrste biomolekula (Sanchez-Rodriguez i sur, 2007; Hamada i sur, 2009; Orsoli¢ i

sur, 2014).

Utvrdena je jasna poveznica izmedu oksidativnog stresa (OS) i1 osteoporoze. ROS smanjuju
diferencijaciju osteoblasta i povecavaju osteoklasticnu aktivnost (Mackinnon i sur, 2011;
Nieves, 2013; Sheweita 1 Khoshhal, 2007; Zhang i sur, 2013). Tako nedostatan antioksidativni
sustav tj. losa neutralizacija ROS-a doprinosi patogenezi osteoporoze, a antioksidansi mogu

smanjiti resorpciju kosti (OrSoli€ i sur, 2014).

Osteoporoza moze biti primarna, genetski uvjetovana kod koje je osnovni uzrok nepoznat,
javlja se ¢eS¢e u zena, uglavnom starije zivotne dobi (razdoblje postmenopauze) i sekundarna
koja ima svoje uzroke koji mogu biti endokrine bolesti (Cushingova bolest), kroni¢ne upalne
bolesti (reumatoidni artritis), hematoloske bolesti (multipli mijelom), a moze se javiti i u

odredenim stanjima kao npr. kod dugotrajne imobilizacije. Uzrok joj mogu biti neki lijekovi
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kao primjerice glukokortikoidi, antikonvulzivi, antiepileptici, inhibitori protonske pumpe,

retinoidi i dr. (Davidge Pitts i Kearns, 2011).

Dokazano je kako intragastri¢na primjena visokih doza 13-cis retinoi¢ne kiseline (13cRA) u
kratkom vremenskom razdoblju od 1-3 tjedna uspjesno inducira osteoporozi sliéne promjene
kod stakora, koje se o€ituju smanjenjem vrijednosti BMD u vratu bedrene kosti, kolicini Cai P
u kostima, sadrzaju koStanog pepela, te promjenama fizikalnih karakteristika kosti (Fahmy i
Soliman, 2009). Smatra se kako 13cRA wuzrokuje OS 1 stvaranje ROS-a koji potiskuju
osteoblasticnu aktivnost a povecavaju aktivnost osteoklasta, Sto ako prevlada prirodne
antioksidativne mehanizme moze dovesti do opseznog gubitka koStane mase. 13cRA ima i
druge mehanizme djelovanja na koStani metabolizam. Utvrdeno je djelovanje na smanjenje
razine estrogena, $to dovodi do pojave upalnih citokina koji poticu osteoklasti¢nu aktivnost, a
osteoblaste uvode u apopotozu. Takoder, 13cRA smanjuje aktivnost vitamin D receptora §to
smanjuje apsorpciju kalcija u crijevima, djeluje na izlu€ivanje kalcija bubrezima i na lucenje

paratireoidnog hormona (Fahmy i Soliman, 2009).

Sli¢nosti u patofizioloSkom odgovoru kostanog sustava u ljudi i Stakora u sposobnosti indukcije
kostanog gubitka u kratkom vremenskom razdoblju ¢ini model osteoporoze u Stakora vrijednim
1 prihvatljivim predklinickim modelom. Temeljem navedenog 13cRA je idealan model za
proucavanje antioksidativnih, antiupalnih, fitoestrogenskih 1 regenerativnih znacajki

proantocijanidina na osteoblaste i inhibiciju osteoklasta.

Nasi rezultati ukazuju da proantocijanidin utjee pozitivno na prirast mase zivotinja;
promjena mase se kretala do 19,8% dok je alendronat pokazao smanjeni prirast mase od svega

8,47% u odnosu na ostale grupe (Slika 5.).

Nadalje, mineralna gusto¢a kostiju (BMD) u proksimalnim 1 distalnim dijelovima
metafize bedrene kosti je podjednaka izmedu skupina obradenih proantocijanidinom i
alendronatom ali znacajno viSa u odnosu na onu kod Stakora s osteoporozom (Slika 6. i Slika
7.). Model Stakora sa osteoporozom pokazuje smanjene vrijednosti BMD S§to je u sukladu s
prijasnjim istrazivanjima utjecaja retinoicne kiseline na koStani sustav (Wei i sur, 2007).
Ucinkovitost proantocijanida na BMD ukazuje da hrana bogata proantocijanidinima moze biti
jednako ucinkovita kao i alendronat u smanjenju gubitka gustoe kostiju u osteoporozi.
Navedene podatke potvrduju i vrijednosti kostanog kalcija 1 fosfora koje pokazuju isti trend kao
1 rezultati mineralne gustoce kostiju. Obrada zivotinja s 13cRA (model osteoporoze) pokazuje

znacajno nize vrijednosti koStanog kalcija i fosfora u odnosu na zdravu kontrolu (Tablica 3.)
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Temeljem da su razina kalcija i fosfora te BMD glavni dijagnostic¢ki pokazatelji osteoporoze

(Liberman 7 sur, 1996), nasi rezultati potvrduju antiosteoporotsku aktivnost proantocijanidina.

HematoloSka analiza pokazala je poviSene vrijednosti leukocita za sve skupine u odnosu
na zdravu kontrolu (Tablica 6b.). Analizom diferencijalne krvne slike broj neutrofila je povisen
u svim skupinama obradenim s 13cRA dok statisticki znacajna razlika postoji u postotku
neutrofila i limfocita samo u skupini obradenoj s alendronatom u odnosu na zdravu kontrolu,
Sto ukazuje na mogucu upalnu reakciju. Proantocijanidini se smatraju pozitivnim stimulatorima
imunosnog sustava i antiupalnim spojevima (Huang i sur, 2013) Sto je u sukladu s nasim
rezultatima. Takoder, relativne mase bubrega i jetre (Tablica 4.) nisu pokazale statisticki
znacajne razlike $to ukazuje da nije doslo do nakupljanja tekuc¢ine u organima i procesa upale.
Biokemijski pokazatelji u serumu su pokazali nize vrijednosti alkalne fosfataze (ALP) 1 laktat
dehidrogenaze (LDH) kod skupine obradene alendronatom dok je LDH vrijednost bila niza kod
skupine obradene proantocijanidinom (Tablica 5.) Sto ukazuje na antiupalni ucinak navedenih

pripravaka.

Flavonoidi, ukljucujuéi i proantocijanidine, su u zadnjem desetljecu intenzivno istrazivani zbog
svojih antioksidativnih svojstava (Olas i sur, 2010; Ciocoiu i sur, 2013; Bagchi i sur, 2014;
Orsoli¢ i sur, 2014; Singh i sur, 2014; Yokozawa i sur, 2014; An i sur, 2015; Oikeh i sur, 2016).
Zbog svoje lake dostupnosti 1 prisutnosti u vecini biljaka 1 biljnih produkata, proantocijanidini
1 flavonoidi, su idealni dodaci prehrani ili potencijalni lijekovi. Antioksidativnu uc¢inkovitost
proantocijanida pokazana je smanjenom koncentracijom malondialdehida (MDA), biljega
oksidativnog ostecenja lipida, u jetri (Slika 10.) 1 jajniku (Slika 11.) u odnosu na Stakore sa
osteoporozom. Ove vrijednosti se podudaraju s vrijednostima glutationa (GSH), glavnog
stani¢nog antioksidativnog peptida, u bubregu (Slika 12.) i jajniku (Slika 14.) kod skupine
obradene proantocijanidinima u odnosu na obradu Zivotinja s 13cRA. Prema Fahmy i Soliman
(2009) jedan od mehanizama djelovanja 13cRA na povecanje resorpcije kostanog tkiva je kroz
povecanje OS u organizmu. Povecanje razine OS je jedan od uzroka smanjene estrogenske
aktivnosti u organizmu; smanjena estrogenska aktivnost izaziva gubitak koStane mase kroz
povecanje osteoklasticne 1 inhibiciju osteoblasti¢ne aktivnosti u primarnoj osteoporozi.
Retinoi¢na kiselina smanjuje razinu estrogena u krvi (Muthusami i sur, 2005) te vodi smanjenju
mase maternice (Slika 8.). Budu¢i da proantocijanidini pove¢avaju masu maternice, smatramo
da poticu estrogensku aktivnost ili djeluju na receptor estrogena. Ovoj fitoestrogenskoj
aktivnosti doprinose i antioksidativna svojstva proantocijanida kroz smanjenu razinu MDA u

jajnicima.
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Iz svih navedenih ¢injenica, mozemo zakljuciti da primjena proantocijanidina ima
pozitivan utjecaj na organizam zahvacen osteoporozom kroz smanjenje gubitka mineralne
gustoce kostiju, povecavanje zadrzavanja kalcija i fosfora u kostima, smanjenje oksidativnog
stresa 1 povecanje sinteze i koncentracije glutationa glavnog antioksidativnog peptida u
organizmu. Povecanje antioksidativne sposobnosti posljedi¢no vodi povecanju aktivnosti
osteoblasta 1 estrogenske aktivnosti te inhibiciji osteoklasta. Alendronat je pokazao negativan
utjecaj na prirast tjelesne mase tijekom istrazivanja Sto je potencijalni pokazatelj moguce
toksi¢nosti dok proantocijanidini nisu pokazali nikakve znakove toksi¢nosti. Nadalje, zbog
svoje lake dostupnosti 1 jednostavne primjene, proantocijanidini imaju prednost nad

alendronatom te bi mogli sluziti kao alternativa alendronatu u terapiji osteoporoze.
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5. ZAKLJUCAK
U sukladu s dobivenim rezultatima i analizom utjecaja proantocijanidina na terapiju

osteoporoze mozemo zakljuciti:

» Proantocijanidin je djelovao na povecanje prirasta tjelesne mase Stakora tijekom

istrazivanja.

» Proantocijanidin je imao pozitivan utjecaj na vrijednosti mineralne gustoce
proksimalnog i distalnog dijela metafize bedrene kosti kao i na cjelokupnu masu kosti
kod Stakora s obradenih proantocijanidinom u odnosu na model Stakora sa

osteoporozom.

» Proantocijanidin je pozitivno utjecao na udio kalcija i fosfora u bedrenim kostima,
vrijednosti kalcija i fosfora su bile znafajno vise u odnosu na model Stakora sa

osteoporozom osteoporoze.

» Proantocijanidin je utjecao na povecanje broja leukocita u krvi kod $takora obradenih

proantocijanidinom §to pokazuje njegov imunostimulacijski utjecaj.

» Vrijednosti laktat dehidrogenaze u krvi su nize kod skupine sa osteoporozom
obradenom proantocijanidinom §to pokazuje manje oSte¢enje organizma u odnosu na

model Stakora sa osteoporozom.

» Proantocijanidin je utjecao na smanje razine oksidativnog ostecenja u jetri i jajniku kod
Stakora koji su obradeni s proantocijanidinom u odnosu na mode Stakora sa

osteoporozom §to posljedi¢no vodi povecanju njegove fitoestrogenske aktivnosti.

» Antioksidativna svojstva proantocijanidina potvrdena su pove¢anom koncentracijom

glutationa u bubregu i jajniku.

» Proantocijanidin ima pozitivan utjecaj na organizam u stanju osteoporoze.

» Nedostatak toksi¢nosti i laka dostupnost proantocijanidina su prednost nad

alendronatom.
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