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1. UVOD

1.1. Osteoporoza

Osteoporoza, ¢iji naziv potjeCe od latinske rije¢i za porozne kosti je zdravstveno stanje
tj.progresivan poremecaj prilikom kojeg smanjena koStana masa i promijenjena
mikroarhitektura kosti (Slika 1) dovode do povecanog rizika od prijeloma. Dijeli se na
primarnu i sekundarnu osteoporozu. Primarna osteoporoza se odnosi na stanja koja s drugim
kroni¢nim bolestima nisu povezana i najéeS¢e se pripisuje starenju i smanjenom
funkcioniranju spolnih stanica (primjerice, smanjena razina estrogena). Sekundarna
osteoporoza je s druge strane uvjetovana drugim zdravstvenim problemima. Primjerice, kosti
zahvacene osteoporozom toliko su krhke da se prijelomi dogadaju uslijed minimalne traume,
ponekad i prilikom svakodnevnih aktivnosti. 1948. godine predloZena je ideja (Albright i
Reifenstein) po kojoj se primarna osteoporoza moze odjeliti na dva slucaja:jedan povezan s
padom razine estrogena u menopauzi, a drugi sa starenjem. Ideju su razradili Riggs i sur.
(1982) koji su predlozili termin "osteoporoza tipa 1" za gubitak trabekularne kosti poslije
menopauze te "osteoporoza tipa 2" za gubitak kortikalne i trabekularne kosti kod muskaraca
i Zena kao posljedica starenja. Temeljem navedenog, tip 1 je izravna posljedica gubitka
endogenog estrogena, dok je tip 2 posljedica dugotrajne neucinkovitosti procesa
remodeliranja kosti u starosti, nedostatka kalcija i vitamina D u prehrani, poremecaja u

apsorpciji minerala, te lu¢enja paratiroidnog hormona (Marcus i sur. 2009).

normalina

osteoporoza

Slika 1. Prikaz normalne kosti (A) i kosti zahvacene osteoporozom (B)

(preuzeto i prilagodeno izhttp://vitafonbih.webs.com).
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Osteoporoticke frakture su puno ¢esc¢e kod Zena u menopauzi nego kod starijih muSkaraca, no
osteoporoza kod muskaraca je jedan od najvecih i najzanemarivanijih zdravstvenih problema
(Szulc i sur. 2012). Sposobnost kosti da se odupire prijelomima ovisi 0 koli¢ini kosti (tj.
masi), prostornoj raspodjeli (tj. obliku i mikroarhitekturi) i intrinziénim osobinama materijala
od kojih je izgradena. Remodeliranje kosti, odnosno ravnoteza izmedu formiranja nove kosti i
resorpcije stare, slozen je bioloski proces i upravlja promjenama koje, u konacnici, imaju
utjecaja na jacinu kostiju. Prema tome, bolesti i lijekovi koji utjecu na remodeliranje kosti
takoder ¢e utjecati i na sposobnost kosti da se odupre prijelomima. Zbog kombinacije
promjena osobina u strukturi i materijalima kosti, ukupna snaga kosti znacajno opada s
godinama (Marcus i sur. 2009).

Prijelomi kuka i kraljeznice do kojih je doslo uslijed osteoporoze nose sa sobom povecanu
smrtnost (do 20%), jer zahtijevaju hospitalizaciju, §to povecava rizik od razvoja drugih
zdravstvenih poteSkoca kod starije populacije, poput upale pluc¢a (Rachner i sur. 2011). U
Hrvatskoj se godisnje trosi oko 80 milijuna kuna za lijekove u bolesnika s osteoporozom, s

tendencijom porasta 20 do 30% svake godine (Simi¢ i sur. 2007).

1.1.1 Fizioloski i okoliSni ¢imbenici

Metabolizam kosti reguliran je mnogobrojnim okolisnim signalima (kemijski, mehani¢ki,
elektri¢ni i ostali). Kost odgovara na navedene signale iz okolisa remodeliranjem, odnosno
promjenom ravnoteze izmedu formiranja nove Kosti, te resorpcije stare kosti. Homeostaza
kosti se povezuje sa tri tipa stanica: osteoblasti, osteoklasti i osteociti (Marcus i sur. 2009).

Osteoklasti su viSejezgrene stanice odgovorne za resorpciju kosti. Karakteristi¢ne su
po postojanju nabranog ruba i prisutnosti H*-ATP-aze koja je zaduzena za zakiseljavanje
aktivnog podrucja resorpcije na dijelu gdje je membrana naborana, a luce 1 katepsin K,
odgovoran za razgradnju proteina matriksa (Katagiri i Takahashi 2002). Dio citoplazme oko
nabranog ruba naziva se svijetla zona, bogata aktinskim filamentima i mjesto je adhezije
osteoklasta za koStani matriks. Zajedno s nabranim rubom stvara mikrookoli§ za razgradnju
kosti (Junqueira i Carneiro 2005). Remodeliranje kosti i aktivnost osteoklasta izravno utjece
na odrzavanje homeostaze kalcija u tijelu (Marcus i sur. 2009).

Osteoblasti proizvode proteine koStanog matriksa, osteokalcin, osteopontin,
osteonektin, te sudjeluju u mineralizaciji tkiva (Katagiri i Takahashi 2002; Pietschmann
2012).Proizvedeni koStani matriks (osteoid) sluzi kao podloga za mineralizaciju 1 proizvodnju

zrele kosti.



Nadalje, osteoblasti sudjeluju i u inicijaciji resorpcije tako Sto luc¢e ¢imbenike (M-CSF; engl.
macrophage colony-stimulating factor, ¢imbenik stimulacije kolonije makrofaga) Kkoji
privlace prekursore osteoklasta te poticu njihovu diferencijaciju (Marcus i sur. 2009). Izravan
fizi¢ki doticaj osteoblasta i prekursora osteoklasta nuzan je za osteoklastogenezu (Takahashi i
sur. 1999). Nakon potpunog sazrijevanja i izlu¢ivanja mineraliziranog matriksa, osteoblasti se
diferenciraju u osteocite (Pietschmann 2012), smjestene u lakunama matriksa, od kojih svaka
lakuna sadrzi samo jedan osteocit, koji svojim metabolizmom odrzavaju kosStani matriks

(Junqueira i Carneiro 2005).

1.1.2 Prehrana

Na razne mehanizme, ukljuCuju¢i promjenu strukture kosti, stopu metabolizma kosti,
endokrini sustav te homeostazu kalcija i drugih elemenata, utje¢u nutrijenti koji se unose
prehranom (Cashman 2007). Vitamin D odgovoran je za ucinkovitu apsorpciju kalcija u
crijevima. Ukoliko postoji nedostatak vitamina D u organizmu, crijeva mogu apsorbirati oko
10 do 15% kalcija unesenog prehranom. U slu¢ajevima kada vitamina D ima dostatno, tanko
crijevo apsorbira i do 30% kalcija iz hrane. Najveéa fizioloska uloga vitamina D je
odrzavanje koncentracije kalcija u serumu unutar fizioloski normalnih granica. Ukoliko nema
dovoljno kalcija da zadovolji potrebe tijela, vitamin D posreduje u otpustanju kalcija iz zaliha
koje su spremljene u kostima (Burckhardt i sur. 2004). Kalcij je vazan za normalan razvoj i
rast kostura. Dostatan unos kalcija kriti¢an je za postizanje optimalne koStane mase, te mora

biti prisutan u topivom 1 ioniziranom obliku prije nego se moze apsorbirati (Cashman 2007).

1.1.2.1. Fitoestrogeni

Fitoestrogeni su biljni spojevi, i predstavljaju heterogenu grupu biljnih spojeva. Trenutno ih je
poznato preko 100. Neki od spojeva (primjerice stilben reservatrol) djeluju kao prirodni
antioksidansi i uéinak na organizam (posebno kardiovaskularni sustav) je temeljito opisan
(Pilsékova 1 sur.2010). Nedostatak estrogena je vazan ¢imbenik u razvoju osteoporoze kod
Zena te je u posljednje vrijeme naglasak na istrazivanju fitoestrogena u hrani, kao sigurne
alternative standardnoj hormonskoj nadomjesnoj terapiji.

Upotreba fitoestrogena,posebice u visokim koncentracijama te kod mladih osoba, moZe imati
nepovoljne posljedice po zdravlje, primjerice adenokarcinom endometrija, a fitoestrogenski
kontaminanti u hrani mogu u ograni¢enoj mjeri izazvati pojavljivanje odredenih karakteristika
zenskog spola i u muskoj populaciji (Al-Anazi i sur. 2011), stoga pri primjeni treba biti

oprezan.



1.2. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres je stanje promijenjene ravnoteze u prooksidativno-antioksidacijskom
sustavu organizma u korist oksidacijskog stanja, Sto dovodi do potencijalnog ostecenja tkiva i
organa (Sies 1991). Svi aerobni organizmi za Zivot nuzno trebaju kisik, koji zbog svog
visokog elektrokemijskog potencijala omogucava stvaranje energije u procesima stani¢énog
disanja. Redukcija kisika pojedina¢nim prijenosom elektrona dovodi do stvaranja slobodnih
radikala, Sto kisik ¢ini toksicnim (Rumora i sur. 2003).

Toksicnost kisika odredena je Stetnim ucincima citotoksi¢nih reaktivnih molekula kisika,
slobodnih radikala kisika, reaktivnih intermedijera kisika i1 oksiradikala (OrSoli¢ i BaSi¢
2008). Slobodni radikali su molekule koje imaju nespareni elektron u vanjskoj ljusci i stoga su
izuzetno reaktivni (nestabilni su, lako reagiraju s drugim tvarima u okolini). Slobodni radikali
najve¢im dijelom ukljucuju reaktivne spojeve kisika (engl. reactive oxygen species ROS),
zatim reaktivne dusikove spojeve (engl.reactive nitrogen species — RNS) u koje ubrajamo
slobodne radikale dusika (dusikov(II)-oksid, dusikov(IV)-oksid), te druge spojeve i molekule.
Mitohondriji su glavno mjesto stvaranja slobodnih radikala u stanici. Najvec¢i dio slobodnih
radikala u fizioloskim uvjetima nastaje transportom elektrona na unutra$njoj membrani
mitohondrija.Takoder,stanice i organizmi izloZeni su razliCitim utjecajima iz okoliSa

(zraCenje, toksini) koji mogu izazvati pojacano stvaranje ROS (Rumora i sur. 2003).

U stanicama se oksidativni stres pojavljuje kao rezultat jednog od tri ¢imbenika:

1. povecanog nastajanja ROS
2. smanjenjaantioksidativnezastite(nemogucénostneutraliziranjautjecaja
ROS ili njihovog uklanjanja)

3. nemogucénosti popravka oksidativnog oste¢enja (Zhou i sur. 2009).

Porast koncentracije slobodnih radikala u organizmima gotovo uvijek ima Stetnu, a moze
imati i pogubnu posljedicu ukoliko se takvi porasti ponavljaju ili je visoka koncentracija
ROS-a kronicna.



1.2.1. Reakcija organizma na oksidacijski stres

Stanice i tkiva poput koze da bi neutralizirale toksi¢ne uc¢inke ROS-a, razvili su dobar sustav
antioksidativne obrane koji se moze podjeliti u dvije skupine.

Jedan sustav Cine antioksidativne enzimi kao $to su: superoksid dismutaza (SOD), katalaza
(CAT), glutation peroksidaza (GSH-Px), glutation S-transferaza (GST) i glutation reduktaza
koji uklanjaju reaktivne spojeve kisika. Drugu skupine cine brojni niskomolekularni
antioksidansi kao $to je, B-karoten (vitamin A), askorbinska kiselina (vitamin C), a-tokoferol
(vitamin E) koji takoder sudjeluju u procesu uklanjanja oksiradikala (Bickers i Athar 2006).

Superoksid dismutaze (SOD) su metaloenzimi koji kataliziraju dismutaciju

superoksidnog aniona (O2") u kisik i vodikov peroksid.
H20> se nakon toga detoksificira pomo¢u CAT i GPX. Smatra se da SOD imaju sredi$nju
antioksidativnu ulogu, a njihova vaznost je odredena i prisustvom u svim istrazivanim
aerobnim organizmima. Pored toga, brzina kojom SOD Kkataliziraju dismutaciju Oz bliska je
difuzijskim limitima, §to ih ¢ini jednim od najaktivnijih enzima. Vecina tehnika za mjerenje
aktivnosti SOD su indirektne metode koje upucéuju na natjecanje "hvataca" (engl. scaveners) s
endogenim SOD za O, (Kohen i Nyska 2002).

Katalaza (CAT) je enzim koji sadrzava hematin prisutan u peroksisomima gotovo svih
aerobnih stanica (najviSe u eritrocitima i1 hepatocitima, manje u miSi¢énim, mozdanim i
sréanim stanicama) i sluzi za za$titu stanica od toksi¢nih ucinaka vodikova peroksida,
kataliziraju¢i njegovu razgradnju u molekularni Kkisik i vodu bez nastajanja slobodnih
radikala. Peroksisomi su u Zivotinjskim stanicama uklju€eni u oksidaciju masnih kiselina, kao
i u proces sinteze kolesterola i Zu¢ne kiseline. Vodikov peroksid je nusprodukt koji nastaje
oksidacijom masnih kiselina. Bijele krvne stanice proizvode vodikov peroksid koji koriste za
uniStavanje bakterija. U oba slu¢aja katalaza sprije¢ava da vodikov peroksid nanese ostecenja
samoj stanici. Molekula katalaze je tetramer sastavljena od cetiri polipeptidna lanca. Svaki
lanac se sastoji od vise od 500 aminokiselina. Unutar ovog tetramera nalaze se 1 Cetiri
porfirinske hem skupine koje su vrlo slicne hemoglobinima 1 citokromima. Hem skupina
odgovorna je za enzimatsku aktivnost katalaze.

Glutation peroksidaza je enzim Koji sadrzava selen (Se) u citosolu 1 mitohondrijima
miSi¢nih stanica, koji katalizira redukciju vodika iz lipidnih peroksida (LOOH) s reduciranim
glutationom: 2GSH + H202 — H20 + GSSG. GSSG se reducira do GSH pomocu glutation
reduktaze uz utroSak NADPH: GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP".

GPX je vrlo rasprostranjena i klju¢ni je antioksidativni enzim unutar vecine stanica.
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Ovaj enzim Koristi glutation za redukciju vodikova peroksida u vodu i lipidne perokside do
pojedinih alkohola, a takoder djeluje i kao peroksinitrit reduktaza (Orsoli¢ i Basi¢ 2008).

Lipidna peroksidacija ili oksidacija nezasi¢enih masnih kiselina najces¢i je ispitivani
biljeg neenzimskog pokazatelja oksidativnog stresa. Toksi¢nost ROS-a nije samo primarnog
karaktera (substani¢na, stanic¢na i histoloska oStec¢enja), ve¢ se ona ocituje i u snaznom
medudjelovanju s drugim tvarima, te njihovoj mogucnosti "napada" na nukleinske kiseline tj.
na geneticki materijal. Kada dode do nakupljanja slobodnih radikala u velikim koli¢inama,
oni mogu "napasti" nezasi¢ene masne kiseline u stanicnim membranama dovodec¢i do lanca
kemijskih reakcija koje se zajedni¢kim imenom nazivaju lipidna peroksidacija. Kako dolazi
do ostec¢enja masnih kiselina, tako dolazi i do nastajanja aldehida. Najcesca metoda koja se
koristi za procjenu i utvrdivanje promjena u koli¢ini MDA je tzv. TBARS (tiobarbiturna
kiselina) metoda. Aldehidi, posebno malondialdehid (MDA) najc¢e$¢i su koristeni biljezi u
pra¢enju oksidativnog stresa. Malondialdehid (MDA) nastaje razgradnjom kao pocetni
produkt nakon napada slobodnih radikala. Reakcija MDA s 2-tiobarbiturnom kiselinom
(TBA) najcesce se koristi u istrazivanjima oksidativnog stresa. Krajnji produkt ove reakcije je
reaktivni spoj 2-tiobarbiturne kiseline (TBARS). Mijerenje koncentracije reaktivnih tvari
tiobarbiturne kiseline (TBARS) je najcesc¢e koriStena metoda i pouzdan parametar za procjenu
lipidne peroksidacije u bioloSkim sustavima, koji izravno govori o statusu organizma u smislu
koncentracije ROS-a. Intenzivna lipidna peroksidacija u bioloskim membranama dovodi do
gubitka fluidnosti, opadanja vrijednosti membranskoga potencijala, povecanja permeabilnosti
prema H* i drugim ionima, te do moguce rupture stanice i otpustanja njena sadrzaja (Stefan i
sur. 2007).



1.3. Flavonoidi

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama, koncentrirani u
sjemenkama, kozi ili kori voca, kori drveca, liS¢u i1 cvije¢u (Kazazi¢ 2004). S obzirom da
flavonoidi imaju izrazenu antioksidacijsku i antiradikalsku aktivnost, pripisuju im se mnoga
terapijska djelovanja. npr. antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno,
antiviralno i antikancerogeno djelovanje, a znatno utjecu na boju i okus hrane (Kazazi¢ 2004).
U samim biljkama flavonoidi djeluju antioksidacijski, antimikrobno, kao fotoreceptori te kao
agensi za privlacenje pozornosti, odbijanje od prehrane i zastitu od UV zracenja. To su
spojevi koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju i zastiti zivotnih funkciji biljaka, a doSavsi u njih
putem hrane, imaju sli¢nu ulogu i za druga Ziva bica.

Flavonoidi su velika skupina niskomolekularnih sekundarnih biljnih polifenola s istom
osnovnom strukturom koju ¢ini difenilpropanski kostur Cis (Ce-C3-Cs, 0dnosno dva
benzenska prstena (A i B) povezana s piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik (Slika 2).

Do danas je poznato viSe od 6400 flavonoida (Kazazi¢ 2004).

Slika 2. Osnovna struktura flavonoida

Flavonoidi (bioflavonoidi) se medusobno razlikuju prema stupnju oksidacije centralnog
prstena, izuzev kalkona kod kojih je piranski prsten otvoren. Mogu biti hidroksilirani,
metoksirani, glikozidirani s monosaharidima ili oligosaharidima, a Cesto su esterificirani
organskim kiselinama.

Nastajanje flavonoida u biljkama uvjetovano je brojnim faktorima kao Sto su svijetlost, uvjeti
okolisa, genetika biljke, stupanj zrelosti i vrsta biljke.Prema molekularnoj strukturi, dijele se u
osam Kklasa: flavone, flavonole, izoflavone, antocijanidine, katehine, dihidroflavonole i

kalkone (Sandhar i sur. 2011) kao $to je prikazano na (Slici 3).
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Slika 3. Kemijske strukture razli¢itih tipova flavonoida (preuzeto od Sandhar i sur. 2011).

1.3.1. Zastitna uloga flavonoida u biolo$kim sustavima

Zastitna uloga flavonoida u bioloSkim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja
("hvatanja") elektrona slobodnog radikala, kelatnog vezanja iona prijelaznih kovina

(Fe?*, Cu?*, Zn*" i Mg?"), aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza. To
mnogostruko djelovanje vjerojatno je odgovorno za ukupnu uéinkovitost tih spojeva.
Pretpostavlja se da polifenolni antioksidansi, kao §to su flavonoidi u crnom vinu, zajedno s
antioksidansima iz maslinova ulja i svjezega vocéa i povréa, kojim je bogata mediteranska
kuhinja, mogu osigurati zastitu protiv koronarnih bolesti srca (Kazazi¢ 2004).

Flavonoidi mogu djelovati kao antioksidansi na nekoliko mogucih nacina. Najvazniji je kada
djeluju kao hvataci slobodnih radikala i tako prekidaju lananu reakciju slobodnog radikala.

Flavonoid kao antioksidans mora zadovoljiti dva uvjeta:

e kada je prisutan u maloj koncentraciji u odnosu na tvar podloZnu oksidaciji, mora

usporiti ili sprijeciti reakciju oksidacije

e iz njega nastali radikal mora biti stabilan da ne bi poticao lan¢anu reakciju

(Kazazi¢ 2004).



Radikali se obi¢no stabiliziraju delokalizacijom elektrona, stvaranjem intramolekularnih
vodikovih veza ili daljnjom reakcijom s drugim lipidnim radikalom. Jo§ jedan nacin
antioksidativnog djelovanja je medureakcija flavonoida s drugim fiziolo§kim antioksidansima,
npr. vitaminom C ili vitaminom E. Flavonoidi (FI) djeluju kao antioksidansi mehanizmom
hvatanja slobodnih radikala zbog Cega nastaje manje reaktivni flavonoidni fenoksidni radikal
(reakcije 11 2) (Kazazi¢ 2004).

ROO- + FI-RO — OH + FI-O- (1)

HO- + FI-OH — H20 + F1-O- (2)

1.3.2.Krizin

Krizin (5,7-dihidroksiflavon) je sekundarni metabolit, flavonoid iz klase flavona (Slika 4) i
predstavlja najvecu frakciju flavonoida prisutnih u medu akacije (bagrem). Nalazi se i u
cvije¢u Passiflora caerulea i Passiflora Incarnata, pronaden je i u kamilici, te gljivi
Pleurotus ostreatus. Flavoni su prisutni u vocéu, povréu, pi¢ima, zitaricama i drugim
proizvodima. Poput mnogih drugih flavonoida, krizin takoder pokazuje brojne pozitivne

utjecaje na zdravlje te ima protuupalnu aktivnost.

HO O Ph

OH O

Slika 4. Strukturna formula krizina



1.4. Cilj istrazivanja

Osteoporoza,koja po Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji poprima epidemijske razmjere
(Simi¢ i sur. 2007), zahvac¢a od 8 do 10% populacije, nije samo zdravstveni problem nego i
drustveno-ekonomski. Cilj ovog diplomskog rada je na animalnom modelu Stakora istraziti
protuupalnu i antioksidativnu ucinkovitost prirodnog antioksidansa krizina.

Temeljni cilj jest istraziti uCinkovitost flavonoida krizina u lijeCenju steCene osteoporoze
prouzro¢ene s 13cRA na modelu $takora kroz protuoksidativnu, protuupalnu, fitoestrogensku
i regenerativnu djelotvornost krizina na osteoblaste i inhibiciju osteoklasta te na¢i poveznicu
izmedu biljega OS, biokemijskih odrednica, razine kalcija i fosfora, mineralne gusto¢e kosti
(BMD) i proupalnih citokina. Rezultate ¢emo usporediti s alendronatom, lijekom koji se rabi

u lijecenju osteoporoze (pozitivna kontrola).
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2. MATERIJALI | METODE

2.1 Materijali

2.1.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje Smo napravili na Stakorima starosti oko 20 tjedana, zenkama iz originalnog legla
Spraque Dawley, Hsd, Harlan Laboratories, mase 150-200 g uzgoja ‘’Jedinice za Zivotinje’’,
Medicinskog fakulteta Osijek.

Istrazivanje je provedeno prema etickim nacelima vaze¢im u Republici Hrvatskoj (Zakon o
zaStiti laboratorijskih Zivotinja, NN 19, 1999.) i prema Vodi¢u za drZanje 1 koriStenje
laboratorijskih zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS (NIH)
Publ # 86-23).

2.1.2. Pripravci koristeni u istraZivanju

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

2.Isotretinoin  (13cRA; 13-cis-retioni¢na kiselina)(Accutane©,Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Switzerland) primijenjen u dozi od 80 mg kg*. Kapsule isotretinoina (40 mg) otopljene
su u ulju da bi se dobila suspenzija isotretinoina.

3.Alendronat (Alendor©70, Pliva Hrvatska d.o.0., Zagreb, Hrvatska), primijenjen u dozi od
40 mg kgt

4.Krizin (5,7-dihydroxyflavone, Aldrich Ch. Co. Inc. Milwaukee WI, USA), otopljen u vodi i
etanolu (0,5% v/v) primijenjen u dozi od 100 mg kg
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2.2 Metode

2.2.1.Protokol istrazivanja

Istrazivanje Smo proveli na Stakorskom modelu osteoporoze, prouzro¢ene unosom retinoi¢ne
kiseline (13cRA) tijekom 14 dana intragastrickim putem (ig) u dozi 80 mg/kg (Fahmy i sur.
2009; Orsoli¢ i sur. 2014). Nakon izazivanja osteoporoze (RBM, engl. Retinoc acid bone loss

model)zivotinje smo podijelili u 4 skupine; svaka skupna je sadrzavala 7-10 zivotinja:

Kontrolna skupina zdravih zivotinja
Kontrolna skupina za osteoporozu (13cRA)

Skupina obradena krizinom

M w0 e

Skupina obradena alendronatom (pozitivna kontrola)

Zivotinjama nakon izazivanja osteoporoze smo slijedeéi 14 dana u nizu davali ig krizin u dozi
od 100 mg kg ili alendronat u dozi od 40 mg kg. Nakon 24 h od zadnje primjene pripravaka
zivotinje smo zrtvovali radi uzimanja krvi i organa od ciljnog interesa (jetra, slezena,
bubrezi), te natkoljeni¢ne kosti.

Odredili smo hematoloske i biokemijske parametre, te procjenili genotoksi¢ni ucinak
pripravaka komet i mikronukleus testom. Uz navedeno, mjerili smo mineralnu gustocu
kostiju, tezinu, duzinu i promjer kosti, te razinu kalcija i fosfora u kostima. Antioksidativnu
ucinkovitost (reducirani glutation, lipidna peroksidacija, SOD, katalaza) krizina analizirali
smo u stanicama jetre, bubrega i slezene. Podatke smo obradili i statisticki analizirali
ANOVA testom.

2.2.2 Pracenje promjene mase Zivotinja

Procjenu toksi¢nosti istrazivanih pripravaka (retinoi¢na kiselina, alendronat, krizin, na
razini cjelokupnog organizma pratili smo vaganjem Zivotinja tijekom pokusa te pracenjem
promjene mase. Zivotinje smo vagali na digitalnoj vagi: i) podetkom pokusa; ii) nakon
primjene retinoi¢ne kiseline 1 izazivanja osteoporoze; iii) na kraju pokusa nakon lijecenja

osteoporoze, obrade zivotinja Krizinom,odnosno alendronatom kao pozitivnom kontrolom.
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Pratili smo gubitak ili prirast mase Zivotinja. Gubljenje na teZini je pokazatelj toksicnosti;
pokazatelj toksi¢nosti za svaku individualnu Zivotinju je preracunat uporabom formule:

Postotak promjene u masi zivotinja = Zavr$na masa - Poc¢etna masa X 100 / Zavr$na masa

2.2.3. Odredivanje hematoloskih i biokemijskih parametara u krvi iserumu

Uzorke krvi za analizu hematoloskih i biokemijskih parametara uzeli smo iz aksilarnog spleta
krvnih Zila pokusnih Zivotinja, te stavili u heparinizirane vacuutainere. Krv smo analizirali
standardnim laboratorijskim metodama. Od hematoloskih odrednica odredili smo ukupni broj
leukocita, eritrocita i trombocita. Nadalje, odredili smo vrijednosti hematokrita, prosjecni
stani¢ni volumen eritrocita, koncentraciju hemoglobina, prosje¢ni stani¢ni hemoglobin,
prosje¢nu stani¢nu koncentraciju hemoglobina. Hematoloske pretrage odredivane su na
automatskom hematoloSkom analizatoru SysmexKX 4500 (Sysmex, Japan).

Od biokemijskih parametara  odredili smo: aspartataminotranferazu,
alaninaminotransferazu, alkalnu fosfatazu, laktat dehidrogenazu, bilirubin, ureu, kreatinin,
kolesterol, trigliceride, ukupne proteine i razinu glukoze u krvi.

Biokemijske pretrage radili smo na analizatoru Olympus AU 400 (BeckmanCoulter)
izvornim reagensima proizvodaca. AST smo odredili UV metodom:supstrat L-aspartat uz
piridoksal-fosfat, 37°C, (BeckmanCoulter, SAD); ALT smo odredili UV metodom (IFCC): L-
alanin uz piridoksal fosfat na 37 °C; alkalnu fosfatazu smo odredili kontinuiranom
fotometrijskom metodom (p-nitrofenil fosfat, AMP pufer, 37 °C).

Ureu smo odredili enzimatskom metodom sa ureazom i glutamatdehidrogenazom.
Kreatinin smo odredili kontinuiranom fotometrijskom metodom sa alkalnim pikratom. C
reaktivni protein(CRP) odredili smo imunoturbidimetrijskom metodom. Ukupne proteine
odredili smo fotometrijskom metodom s biuret reagensom bez slijepe probe

(BeckmanCoulter).

2.2.4. Fizikalna mjerenja kosti i odredivanje ukupnog kalcija (Ca) i fosfora (P)

Odmah nakon vadenja femura i njihova ¢iS¢enja odredili smo tezinu obiju bedrenih
kostiju, njihove duzine i promjere, a desnoj bedrenoj kosti odredivali smo i indeks tezine
kosti. Desne femure iz pokusa pripremili smo za analizu kalcija (Ca) i fosfora (P). Nakon

ispiranja s deioniziranom vodom kosti smo ocjedili na filter papiru te posusili u susioniku



(ST01/02, Instrumentarija, Zagreb) na 105 °C, tijekom 24h u porculanskim lon¢i¢ima. Nakon
hladenja i vaganja, uzorke smo grijali 24h u mufolnoj peci (Gallenkamp, Engleska) uz
postepeno dizanje temperature do 450 °C. Nakon hladenja zaostali pepeo smo izvagali, otopili
u koncentriranoj dusi¢noj kiselini (HNO3z 65%, p.a. isto¢e) na grijacoj ploci te otopinu
nadopunili deioniziranom vodom na odredeni volumen (Blanusa i Breski, 1981). Za provjeru

to¢nosti metoda koristen je standardni referenti materijal "Animal bone H5" (IAEA).

2.2.5. Metoda odredivanja fosfora i kalcija

Uzorke smo izvagali u kvarcnim epruvetama, dodali 2 mL koncentrirane duSi¢ne
kiseline i 3 mL deionizirane vode, a zatim smo ih razorili u visokotlacnom mikrovalnom
uredaju UltraCLAVE IV (Milestone, Italija) i nadopunili deioniziranom vodom na odredeni

volumen.

2.2.5a Odredivanje kalcija

Kalcij smo mijerili plamenom tehnikom atomske apsorpcijske spektrometrije uz lantan
(ClsLa) kao modifikator matrice u plamenu mjeSavine zraka i acetilena na instrumentu
SpectrAA-300 (Varian, Australija). Sadrzaj kalcija u uzorcima izrazili smo u mg kalcijapo g

uzorka.

2.2.5b Odredivanje fosfora

Fosfor smo mijerili spektrofotometrijski, modificiranom metodom Goldenberg i
Fernandez (1966). Metoda se temelji na razvijanju modre boje fosfo-molibdata, koja nastaje
reakcijom fosfata iz uzorka s molibdatom. Uzorcima smo najprije dodali reducirajuéi reagens
(Mohrova sol s trikloroctenom kiselinom, stabilizirana tioureom), a zatim molibdatni reagens
(otopina amonijevog molibdata i sumporne kiseline). Nakon razvijanja plave boje (20 min)
mjerili smo apsorbanciju zrac¢enja pri 660 nm (spektrofotometar Cary 50; Varian, Australija).

Sadrzaj fosfora u uzorcima izrazen je u mg fosfora po g uzorka.
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2.2.6. Mjerenje mineralne gustoée kostiju (BMD)

Lijeve bedrene kosti zrtvovanih zivotinja Smo nakon vadenja spremili smo U epruvete s10%-
tnim puferiranim formalinom, sve do odredivanja mineralne gustoce kostiju (BMD).
Proksimalne i distalne dijelovi vrata lijeve bedrene kosti (metafize) podvgrnuli smo mjerenju
za dobivanje vrijednosti kostanog podrudja (area — cm?) i kostanog mineralnog sadrzaja
(BMC - g). Podatke za mineralnu gusto¢u kostiju (BMD) smo izracunali, iz odnosa
navedenih parametara (g/cm?).

Za mjerenje gore navedenih parametara, koristili smo denzitometrijsku metodu dvoenergetske
rendgenske apsorpciometrije na uredaju Hologic QDR® 4000 (Hologiclnc., Zaventem,
Belgium) s odgovaraju¢im softverom za male zivotinje 1.0 visoke razlucivosti. Za vrijeme
analize navedenih parametara, slijedili smo upute proizvodaca kako bi procijenili dugoro¢nu
obnovljivost izmjerenih vrijednosti. Koeficijent varijacije (QC; engl. Coefficientvariation) za
BMD bedrenih kostiju iznosio je 1,15% odnosno 1,1% (0,61%).

2.3 Kvantitativna analiza aktivnosti antioksidacijskih enzima

U uzorcima jetre,bubrega i slezene analizirali smo antioksidativnu uéinkovitost Krizina
pracenjem razine lipidne peroksidacije (MDA) i reducirananog glutationa te aktivnosti
superoksid dismutaze (SOD) i katalaze(CAT).

2.3.1. Odredivanje koli¢ine proteina po Lowryju

U odredivanju koli¢ine proteina koristili smo protokol koji su predlozili Lowry i sur. (1951).
Ova metoda bazira se na reakciji Cu®* iona i Folinova reagensa (komercijalni reagens
razrijeden vodom, Mt: 260,2), koji sadrzi fosfovolframsku 1 fosfomolibdensku kiselinu, sa
proteinima. loni Cu?" vezu se u luznatom mediju na peptidne veze i reduciraju u Cu* te
nastaje kompleks Cu*-protein. Nakon dodatka Folinova reagensa dolazi do reakcije Cu’-
protein kompleksa sa Folinovim reagensom pri ¢emu se razvija kona¢no plavo obojenje
otopine. Homogenate jetre,bubrega i slezene centrifugirali smo 10 minuta na 5000 okr/min te
izdvojili nadtalog.
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Neposredno prije upotrebe redom smo pripremili otopine:

A) 2% NaxCOs3 u 1M NaOH, odnosno otapanjem 10 g Na,CO3 na 500 mL 1M NaOH,;
B) 1% natrij kalij tartarat u destiliranoj vodi i

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

Tako pripremljene otopine Koristili smo da bi se dobili reagens D. Reagens D smo dobili
mijeSanjem 480 mL otopine A, 10 mL otopine B i 10 mL otopine C. Zatim smo Folinov
reagens razrijedili s destiliranom vodom u omjeru 1:1. U svaku epruvetu stavili smo 100 uL
nad taloga i 2 mL otopine D te inkubirali 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga smo
dodali 0,2 mL otopine Folinova reagensa, a uzorke vorteksirali i ponovo inkubirali na sobnoj
temperaturi 30 minuta. Aposorbanciju smo mjerili na spektrofotometru na valnoj duljini od
600 nm

Vrijednosti proteina dobili smo koriStenjem bazdarnog pravca s otopinama poznatih

koncentracija govedeg serum albumina (BSA) i izrazili kao miligram proteina po mililitru.

2.3.2. Mjerenje kolicine lipidne peroksidacije

Malondialdehid (MDA) krajnji je produkt lipidne peroksidacije kojeg smo odredili
spektrofotometrijski prema Lavanya i sur. (2012). Homogenati jetre, bubrega i slezene smo
naprijed razrjedili sa fosfatnim puferom (PBS) u omjeru 1:10. Nakon toga smo smjesa
centrifugirali 10 minuta na 5000 okr/min. Talog smo odvojili i bacili, a nadtalog dalje koristili
za mjerenje malondialdehida. Nadtalog (ImL) smo pomijesali sa prethodno 3 pripremljena
reagensa, koji su sadrzavali 100 uL SDS (8,1%-tni Na-dodecil sulfat), 750 uL
HCI (20%-tni; pH= 3,5) i 750 uL TBA (0,8%-tna tiobarbiturna kiselina). Prilikom otapanja
TBA u vodi, dodali smo malo DMSO (dimetil sulfoksid) kako bi se TBA otopila. Tako
pripremljenu smjesu smo kasnije izvorteksirali i kuhali u kupelji na 95 °C jedan sat.

Nakon hladenja, uzorke smo centrifugirali 15 minuta na 5000 okr/min. Apsorbancija smo
mjerili spektrofotometrijski na 532 nm, te smo vrijednosti malondialdehida izracunali
pomocu ekstincijskog koeficijenta za MDA (e = 1,56 x 10° M?) i iskazali u nanomolima

MDA po miligramu proteina (nmol/mg proteina).
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2.3.3. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa (GSH)

Aktivnost reduciranog glutationa odredili smo nad talogu jetre, bubrega i slezene stakora
neenzimskom kolorimetrijskom metodom s Ellmanovim reagensom. U staklenu Kivetu
volumena 3 mL dodali smo 100 pL nadtaloga, 5 pLL HCl, 700 puL Na-pufera i 50 pL
Ellmanova reagensa, tako da je ukupni volumen reakcijske smjese iznosio 855 pL.
Koncentraciju GSH odredili smo spektrofotometrijskim pra¢enjem na 412 nm. Otopinu Na
pufera priredili smo mje$anjem otopine koja je sadrzavala 0,3 M NaH2PO4 x 2 H20 i otopine
koja je sadrzavala 0,3 M NaHPOs; x 12 H.O (pH=7,4). GSH vrijednosti izrazili smo u

nanomolima utroSenog GSH po miligramu proteina.

2.3.4. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Aktivnost SOD odredili smo prema metodi po Flohe i Otting (1971). Metoda je posredna i
temelji se na inhibiciji redukcije citokroma c¢ u sustavu ksantin/ksantin oksidaza. U ovoj
metodi koristili smo dvije slijepe probe. Prva slijepa proba sastojala se samo od otopine A
(190 mL 0,05 mM citokroma ¢ (29 mg citokroma ¢ u 50 mM PBS s 0,1 mM EDTA u 190
mL) i 19 mL 1 mM ksantina (3 mg ksantina u 19,74 mL 1 mM NaOH, tesko se otapa, lagano
zagrijavati), te smo apsorbanciju mjerili u spektrofotometruna 550 nm tijekom 3 min na 550
nm. Druga slijepa proba sluzila je za namjeStavanje aktivnosti ksantin oksidaze. U eppendorf-
epruvetu smo stavili 1,45 mL otopine A 25 pL dH20 i 30 pL XOD (0,8 U/mL). Odmah nakon
dodavanja enzima i brzog mijesanja reakcijsku smjesu prelili smo u kivetu i mjerili promjene
apsorbancije, odnosno aktivnost enima ksantin oksidaze tijekom 3 min na 550 nm. Aktivnost
XOD mora biti oko 0,025 U/min. Nakon S$to smo postigli optimalnu aktivnost SOD,
analizirali smo uzorke. U svaku reakcijsku smjesu umjesto dH20 dodali smo 25 pL uzorka te
odgovaraju¢i volumen XOD i odmah nakon toga mjerili apsorbanciju u spektrofotometru.
Enzimsku aktivnost mjerili smo kao postotak inhibicije aktivnosti XOD te izrazili kao
Yoinhibicije = 100 - (AAuzorka/ AAslijepaproba)X100.

2.3.5.Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze odredili smo spektrofotometrijskom metodom po Aebiju (1984). U toj
metodi aktivnost katalaze odreduje se kao koli¢ina potrosenog H202. U reakcijsku smjesu u

kivetu ukupnog volumena dodali smo 980 pL 10 mM H20,, a za stanice 995 puL 10 mM
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H20,. Ostatak do ukupnog volumena od 1 mL bio je ne razrjedeni uzorak. Nakon toga smo na
spektrofotometru mjerili smanjenje koli¢ine H20. pri 240 nm tijekom jedne minute.
Aktivnost katalaze izrazili smo preko ekstincijskog koeficjenta H.0> (e= 39,3 mM“*cm™) kao

U/mg proteina $to odgovara umol razgradenog H2O2 po minuti po miligramu proteina.

2.4. Genotoksi¢na analiza

2.4.1. Mikronukleus test

Pokusnim Zivotinjama smo 24 h nakon obrade istraZzivanim tvarima uzeli uzorke krvi iz repne
vene Stakora 1 priredili razmaze na predmetnim stakalcima. Preparate smo obojili s
fluorescencijskom bojom akridin-oranz koja se specificno veze na DNA, a broj
mikronukelusa utvrdili smo brojanjem pod epifluorescencijskim mikroskopom s
ekscitacijskim filterom 502-525 nm. U svakom pojedinac¢nom uzorku analizirali smo 2000
retikulocita u kojima smo ustanovili broj i raspodjelu mikronukelusa po svakom uzorku.

Mikronukleusi fluoresciraju Zuto, a citoplazma ima crveni sjaj.

2.4.2. Komet test

U istrazivanju smo primjenili standardnu izvedba komet testa koju su predlozili Singh 1 sur.
(1988).

Na bruseno predmetno stakalce Pasteurovom pipetom nakapali smo svjeze priredenu otopinu
1% agaroze normalnoga talista (NMP) koju smo pokrili pokrovnicom. Zatim smo sa stakla
uklonili pokrovnicu i sloj gela nakon polimerizacije agaroze na sobnoj temperaturi.

Na osuseno staklo pomoc¢u mikropipete nakapali smo 300 puL 0,6% NMP agaroze i pokrili
pokrovnicom, te je stakalce drzali 10 minuta na ledu. Na stakalca s priredenim slojem NMP
agaroze nanjeli smo slijede¢i sloj koji se sastojao od 100 pL 0,5% agaroze niskoga taliSta
(LMP) pomijesan sa 5 pL uzorka krvi uzetih iz repne vene Stakora, te smo ponovno pokrili
pokrovnicom. Nakon 10 minuta stajanja na ledu, taj sloj gela smo prekrili samo sa 100 puL
0,5% agaroze niskog talista (LMP) i preparat smo ponovno drzali na ledu 10 minuta.
Priredenim preparatima skinuli smo pokrovnice i uroniliu pufer za lizu (NaCl, Na-
laurilsarkozinat, Tris-HCI, DMSO (dimetil sulfoksid), Triton X-100), pH=10 u kojemu su
stajali jedan sat na 4°C. Preparate smo iz pufera za lizu prebacili u pufer za denaturaciju

(NaOH, Na2EDTA), pH=13. Denaturaciju smo provelina sobnoj temperaturi u trajanju od 20
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minuta, te smo nakon toga preparate premjestili u aparat za elektroforezu. Elektroforezu smo
proveli u istom puferu kao i denaturaciju, pri jakosti struje od 300 mA i naponu od 25 V,
tijekom 20 minuta. Preparate smo zatim ispirali tri puta po 5 minuta u neutralizacijskom Tris-
HCI puferu, pH=7,5. Nakon zadnjeg ispiranja, preparate smo bojali sa 100 pL etidij-bromida
(20 pug mL™Y) u trajanju od 10 minuta, te smo tako obojene gelove kratko isprali u Tris-HCI
puferu, pH=7,5 i pokrili pokrovnicom. Radi stabilizacije boje, preparate smo prije pocetka
analize drzali u mrakul2 minuta. Preparati su analizirani pomocu epifluorescencijskog
mikroskopa s ekscitacijskim filtrom od 515 — 560 nm. Mjerenja duzine repa,repnog
intenziteta i repnog momenta provedeno je pomocu programa za analizu slike Comet Assay

11, proizvodaca Perceptive Instruments Ltd, te je za svaki uzorak izmjereno po 50 kometa.

Slika 5.Razina oste¢enja DNA istrazene komet testom.

(preuzeto http://www.libyanjournalofmedicine.net)
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2.5. Odredivanje citokina u serumu

Odredili smo razinu citokina IL-1f, IL-4, IL-6 i TNF-o.Uporabili smo imunoloske standarde i
protutijela tvrtke R&D. Analizu smo napravili klasicnom sandwich ELISA imunokemijskom
metodom uz pomo¢ aparata EnVision Xcite Multilabel Reader (Perkin Elmer 2104-0020),
JANUS automatic pipetting workstation (Perkin Elmer AJI8001) i Multidrop (Thermo
5840300).

2.6. Statisticka obrada podataka

Prikupljene podatke opisali smo aritmetickim sredinama (SV) i standarnim devijacijama
(SD).

Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki pomocu box-plot prikaza.

Za pripremu podataka koriSten je raCunalni program Microsoft Excel 2003, dok je za
statisticku analizu podataka koriSten statisticki program STATISTICA 7.0 (StatSoft, Tulsa,
SAD), primjenom analize varijancije (ANOVA), te Studentovog t-testa. Statisticka to¢nost
odredena je sa P< 0,05.
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3. REZULTATI

3.1 Vrijednosti promjene tjelesne teZine

Analiza nije pokazala statistiCki znacCajne razlike u tjelesnim tezinama na pocetku 1 kraju
pokusa. Postotak promjene tjelesne teZine i procjena toksi¢nosti istrazivanih pripravaka
prikazana je na (Slici 6) gdje je vidljiv porast mase zivotinja tijekom pokusa u svim
skupinama dok se alendronat pokazao kao izrazito toksican i zapazen je Sporiji prirast tezine u

odnosu na druge skupine. Krizin je pokazao najveci prirast tezine od 17,19% (Slika 6).

20

15

10

B 1. mjerenje

0O2. mjerenje

B3. mjerenje

B4. mjerenje

Kontrola 13cRA 13cRA + Krizin

Promjena mase zivotinja (%)
(6)]

-10

Slika 6. Ucinak krizinana gubitak/prirast mase u Stakora s osteoporozom izazvanom
retinoi¢nom kiselinom. Stakori su obradeni s 13cRA (80 mg kg*) jednom dnevno tijekom 14
dana. Nakon izazivanja osteoporoze (RBM) stakori su obradeni s krizinom (100 mg kg™?) ili
alendronatom (40 mg kg) jednom dnevno tijekom 14 dana.

Broj zivotinja po skupini: 7-10.
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3.2  Rezultati odredivanja hematoloskih i biokemijskih parametara u krvi i serumu

Statisticka analiza rezultata odredivanja hematoloskih parametara krvi pokusnih Zivotinja
prikazana je na Tablici 1.Rezultati pojedinih parametara prikazani su kao srednja vrijednost
po pojedinim skupinama. Rezultati ukazuju da 13cRA povecava(P<0,001)razinu ALP u
odnosu na kontrolu dok obrada s krizinom ili alendronatom znacajno smanjuje razinu ALP
(P<0,01; P< 0,01) u odnosu na kontrolu i u odnosu na 13cRA (P< 0,001; P< 0,001). Razina
LDH takoder je znaCajno smanjena u obradi osteoporoticnih S$takora krizinom ili

alendronatom(P< 0,01; P<0,01) u odnosu na kontrolnu skupinu i RBM (P< 0,01; P< 0,05).
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Tablica 1. Biokemijski parametri u krvi i serumu

Biokemijski pokazatelji (XxSP)

Obrada®
ALP(UL™M AST(U LY ALT(U LY LDH(U LY TP(g LY GLU(mmol L)  UREA(mmol L)
Kontrola 168,25+3,91™ 89,0048,15 46,4+4,76 611,00+21,17 53,06+0,67" 6,46+0,13 6,26+0,41
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
13¢cRA +Krizin 117,25+4,49™+¢ 83,00+1,63 41,75+1,71 325,16+49,727"¢* 53,70+0,66 7,24+0,12 5,65+0,18
13cRA+Alendronat 102,66+ 14,14+ 87,66+4,33 42,00 £1,52 402,00+70,86™* 51,66+2,33 6,23+0,54 6,76+0,21

aStakori su obradeni ig s 13cRA(80 mg kg™?) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze (RBM) $takori su obradeni ig s
krizinom (100 mg kg™) ili alendronatom (40 mg kg™) jednom dnevno tijekom14 dana.

Broj zivotinja po skupini: 7-10.

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

*Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na 13CRA(*P<0,05; “P<0,01; ™" P<0,001).

*Statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu(*P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001).
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Tablica 2. Hematoloski pokazatelji u krvi i serumu

Hematoloski pokazatelji (X£SP)

a
obreda L(0°LY)  E(10°LY) Hgb(gL?)  Hct MCV (fL) MCH (pg) MCHC (gL%) PIt(10°LY)

Kontrola 2,70,59* 7,29t0,23  145,4%6,49 0,44+0,01 60,10,78 19,96+0,45 332,5+4,65 729,25+38,55
13cRA 3,88+0,46*  6,88:0,12  132,33+2,07  0,40+0,005  56,75+141 19,23+0,12 329,16+2,30  722,00+22,61
13cRA+Krizin 4,51#0,54*  6,72#0,08  133,66+1,49  0,40£0,005  60,15+0,37 19,9+0,13 330+1,34 707,16+22,05
13cRA +Alendronate  4,7+0,43* 6,57£0,20  127,8+3,78 0,380,007  58,8620,71 19,2640,13 328,+3,46 749,33+16,29

3Stakori su obradeni ig s 13cRA(80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze (RBM) §takori su obradeni ig s
krizinom (100 mg kg™) ili alendronatom (40 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana.

Broj zivotinja po skupini: 7-10.

Legenda: L- leukociti; E - eritrociti; Hgb — hemoglobin; Hct — hematokrit; MCV- prosje¢ni volumen eritrocita; MCH - prosje¢na koli¢ina
hemoglobina u eritrocitu; MCHC - prosje¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima; Plt - trombociti

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

*Statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P<0,05).
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3.3. U¢inak krizina na fizikalne znacajke kostiju $takora s RBM

Rezultati fizi¢kih znacajki kostiju prikazani su u (Tablici 3) gdje je vidljivo da 13cRA znacajno smanjuje masu
femura (P<0,05) u odnosu na kontrolu. Analizom podataka ustanovljeno je da nema statisticki znacajne razlike
tezine bedrenih kostiju kod skupine koja je primala krizin u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je alendronat

pokazao smanjenu masu (P<0,05).
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Tablica 3.Fizikalne znacajke kostiju

Fizikalni pokazatelji kosti

Mitakora Mfemura-1 Mfemura-2 Duzina Riat/med Rpost/ant
Obrada?

(9) (mg) (mg) femura (cm)  (mm) (mm)
Kontrola 185,50+6,28 732,80+43,16" 792,70+61,93" 3,18+0,03 3,50+0,10 3,00+0,00
13cRA 180,20+9,34 647,36+23,53* 642,23+23,87* 3,00+0,01 3,46+0,15 3,22+0,18
13cRA +Krizin 192,40+5,16 746,26+31,59 758,58+34,03 3,37+0,04 3,70+0,09 2,86+0,06
13cRA+Alendronat 177,17+£14,01 711,5+24,06" 681,85+17,78" 3,28+0,08 3,45+0,18 3,27+0,27

aStakori su obradeni s 13cRA (80 mg kg™?) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze (RBM) takori su obradeni s Krizinom
(100 mg kg™?) ili alendronatom (40 mg kgt) jednom dnevno tijekom 14 dana.

Broj zivotinja po skupini: 7-10.

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

*Statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu(*P<0,05).
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3.4.U¢inak Krizina na vrijednost Cai P

Rezultati razine Ca i P u femuru prikazani su u Tablici 4. Statistickom obradom podataka
ustanovljeno je da su vrijednosti kalcija (Ca) kod skupine obradene s krizinom vise u odnosu
na kontrolnu skupinu za osteoporozu (P<0,05), te bez statisticke znacajnosti u odnosu na
zdravu kontrolu,te pozitivnu kontrolu (alendronat). Vrijednosti fosfora (P) su u skupini

obradenoj krizinom statisticki znacajno vise (P<0,05) od RBM modela (Tablica 4).

Tablica 4.Vrijednosti kostanog Ca i P

Masa suhog uzorka
Obrada? mg Ca /g mg P/g
(pepela) kosti (g)

Kontrola 0,7+0,09 134,50+3,59" 57,25+1,25"
13cRA 0,64+0,06 121,00+3,25* 49,29+2,15*
13cRA +Krizin 0,69+0,06 138,80+2,63" 57,00+1,25"
13cRA+ Alendronat 0,65+0,05 136,0045,17" 61,00+2,30"

3Stakori su obradeni ig s 13cRA (80 mg kg?) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon
izazivanja osteoporoze (RBM) S§takori su obradeni ig s krizinom (100 mg kg?) ili
alendronatom (40 mg kg*) jednom dnevno tijekom 14 dana.

Broj zivotinja po skupini: 7-10.

* Statisti¢ki zna¢ajno 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. Vrijednosti BMD kod primjene krizina u RBM

Statistickom obradom utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika u vrijednosti BMD u
proksimalnom djelu bedrene kosti izmedu RBM skupina obradenih alendronatom i krizinom
(P<0,05) (Slika 7) dok u distalnom dijelu metafize lijeve bedrene kosti postoji statisticki
znacajna razlika izmedu RBM skupine obradenih alendronatom i zdrave kontrolne skupine
(P<0,05) te izmedu RBM skupina obradenih krizinom i alendronatom (P<0,01) (Slika 8).
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Slika 7.Vrijednosti BMD u proksimalnom dijelu metafize bedrene kosti kod zdrave
kontrolne skupine, osteoporotski model RBM (13cRA), pozitivna kontrola (alendronat), te
skupine obradene krizinom.13cRA+Krizin vs 13cRA+AI(P<0,05).
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Box Plot of Dist grouped by Skupine
BMD in BMD-2 correction 3v*24c
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Slika 8.Vrijednosti BMD u distalnom dijelu metafize bedrene kosti kod zdrave kontrolne
skupine,osteoporotski model (RBM), pozitivna kontrola (alendronat) te skupine obradene

krizinom.Kontrola vs 13cRA+AI (P<0,05); 13cRA+Krizin vs 13cRA+AI(P<0,01).
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3.6. Vrijednosti lipidne peroksidacije (MDA)

Analizom prikupljenih podataka, ustanovljeno je statisticki znacajna razlika u koncentraciji
MDA u stanicama jetre RBM S§takora obradenih krizinom ili alendronatom (P<0,05; P<0,05)u
odnosu na zdravu kontrolu (Slika 12). Na (Slici 13) je prikazana razina MDA bubrega gdje je
vidljivo da postoji statisticki znacajna razlika izmedu zdrave kontrolne skupine i skupine
RBM obradene s alendronatom(P<0,05) te izmedu RBM skupina obradenih krizinom i
alendronatom (P<0,05). Analizom razine MDA u stanicama slezene vidljiva je statisticki
znacajna razlika izmedu 13cRA (RBM) i 13cRA+AI (P<0,01) (Slika 14).
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Slika 12.Prikaz vrijednosti MDA u jetri kod primjene krizina i alendronatau RBM.
Kontrola vs 13cRA +KTrizin (P<0,05); Kontrola vs 13cRA+Al (P<0,05).
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Slika 13. Prikaz vrijednosti MDA u bubregu kod primjene krizina i alendronata u RBM.

Kontrola vs 13cRA+AI (P<0,05); 13cRA+KTrizin vs 13cRA+AI(P<0,05).
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Slika 14.Prikaz vrijednosti MDA u slezeni kod primjene krizina i alendronata u
RBM.13cRA vs 13cRA+AI (P<0,01)
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3.7. Vrijednosti koncentracije ukupnog glutationa (GSH)

Analizom razine GSH u stanicama jetre nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
analiziranih skupina (Slika 15). U bubregu je zapazena velika razlika razine GSH izmedu
skupine 13cRA i 13cRA+AI ali nije bila statisticki znacajna (P=0,058) (Slikal6) dok je u
slezeni(Slika 17) vidljiva statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i 13cRA
(RBM) skupine (P<0,05).
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Slika 15. Prikaz vrijednosti GSH u jetri kod primjene krizina i alendronata u RBM.
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Slika 16. Prikaz vrijednosti GSH u bubregu kod primjene krizina i alendronata u RBM.
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Slikal7. Prikaz vrijednosti GSH u slezeni kod primjene krizina i alendronata u RBM.

Kontrola vs 13cRA (P<0,05).
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3.8. Vrijednosti enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Rezultati analize razine SOD u jetri (Slika 18) pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu
kontrolne skupine i skupine obradene s 13cRA (P<0,01) dok u bubregu (Slika 19) znacajna
razlika razine SOD postoji izmedu skupina 13cRA i 13cRA+Al (P<0,05). (Slika 20) pokazuje
statisttku znacajnu razliku izmedu skupina 13cRA i 13cRA+Krizin (P<0,01).

Box Plot of SOD-J grouped by SKUPINE
Sheetl in SOD 13v*21c

5,0
45 |
4.0}
T
G_.) 315 " [m]
°
S
g 3,0/
3
'_'> o —
o 25t
@)
D
2,0} ]
15| =] —
. 0 Median
1o [] 25%-75%
Kontrola 13cRA 13cRA+KTrizin 13cRA+ Al I Non-Outller REGEE
o OQutliers
SKUPINE + Extremes

Slikal8. Prikaz vrijednosti SOD u jetri kod primjene krizina i alendronata u RBM.
Kontrola vs 13cRA (P<0,01).
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Box Plot of SOD-B grouped by SKUPINE
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Slikal9. Prikaz vrijednosti SOD u bubregu kod primjene krizina i alendronata u RBM.

13cRA vs 13cRA+AI (P<0,05)
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Slika 20. Prikaz vrijednosti SOD u slezeni kod primjene krizina i alendronata u

RBM.13cRA vs 13cRA+Krizin (P<0,01).
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3.9. Vrijednosti enzimske aktivnosti katalaze (CAT)

Slika 21 pokazuje razinu CAT aktivnosti u stanicama jetre; izmedu analiziranih skupina nije
vidljiva statisti¢ki znacajna razlika. Analizom podataka CAT aktivnosti vidljiva je statisticki
znacajna razlika izmedu kontrole i 13cRA+Al (P<0,001).Nadalje, analiza CAT aktivnost u
stanicama slezene pokazuje statisicki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i 13cRA

(P<0,01) te izmedu kontrolne skupineil3cRA+Krizin (P<0,01).
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Slika21. Prikaz vrijednosti CAT u jetri kod primjene krizina i alendronata u RBM
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Slika 22. Prikaz vrijednosti CAT u bubregu kod primjene krizina i alendronata u
RBM.Kontrola vs 13cRA+AI (P<0,001).
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Slika 23. Prikaz vrijednosti CAT u slezeni kod primjene Kkrizina i alendronata u

RBM.Kontrola vs 13cRA (P<0,01); Kontrola vs 13cRA+Krizin (P<0,01).
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3.10. Rezultati mikronukleus testa

Analizom stanica periferne krvi (mikronukleus testin vivo) nismo uocili nikakvu razliku u
broju mikronukleusa (Slika 24) u analiziranim skupinama; broj stanica s mikronuleusom je

bio zanemarujuce mali tako da nismo prikazali rezultate.

Slika 24. Analiza pomocu epifluorescencijskog mikroskopa
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3.11. Rezultati komet testa

Rezultati parametara komet testa prikazani su u Tablici 5. Istrazivane test komponente nisu
pokazale genotoksicni ucinak na stanice periferne krvi; svi parametri su bili statisticki
znacajno manji u odnosu na kontrolu. Najmanja oste¢enja pokazuje RBM skupina obradena

alendronatom.

Tablica 5. Rezultati komet testa na uzorcima limfocita periferne krvi

Parametri komet testa (X+SP)

Obrada? Duzina repa (um)  Intenzitet repa Moment repa
Kontrola 16,24+0,29™ 5,18+0,58™ 0,63+0,07"
13cRA 14,72+0,28*** 3,61+0,36** 0,45+0,04*
13cRA +Krizin 13,88+0,26***" 2,5+0,30***" 0,29+0,03**™
13cRA+Alendronat  13,84+0,21*%* 1,25+0,19**¢ 0,15+0,02*¢+"

aStakori su obradeni s 13cRA (80 mg kg™) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja
osteoporoze (RBM) stakori su obradeni s krizinom (100 mg kg™?) ili alendronatom (40 mg kg
1) jednom dnevno tijekom 14 dana.

Broj zivotinja po skupini: 7-10.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na 13cRA ("P<0,05;<0,01; "“<0,001).

* Statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P<0,05; **<0,01; ***<0,001).

3.12. Rezultati razine citokina u serumu
Rezultati razine citokina u serumu prikazani su u Tablici 6, gdje je vidljiva statisti¢ki

znafajna razlika u razini proupalnih citokina IL-1fB i II-6 u skupini obradenoj s 13cRA u

odnosu na kontrolnu skupinu.
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Tablica 6. Razina citokina u serumu

Razina citokina(X+SP)

IL-1pB IL-4 IL-6 IL-10 TNF-a.
Obrada? . ) ) )

(pg mL™) (pg mL™) (pg mL™) (pg mL™) (pg mL™1))
Kontrola 115,83+8,79" 25,64+2.74 370,0045,77" 392,00+6,81 3,63+0.10
13cRA 219,00+21,05* 25,64+2.77 415,00+5,62* 420,00+10,64 2,93+0.61
13cRA +Krizin 150,83+11,50" 25,38+2,13 366,66+10,85" 400,00+6,95 3,03+0,22
13cRA+Alendronat 106,00+27,49" 23,58+8,39 256,66+27,28" 350,00+30,00 1,61+0,53

aStakori su obradeni s 13cRA (80 mg kg?) jednom dnevno tijekom 14 dana. Nakon izazivanja osteoporoze (RBM) §takori su obradeni s krizinom
(100 mg kg™?) ili alendronatom (40 mg kg™t) jednom dnevno tijekom 14 dana.

Broj zivotinja po skupini: 7-10.

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

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

U ovom radu istrazili smo na zivotinjskom modelu osteoporoze antioksidativnu i antiupalnu
ucinkovitost flavonoida krizina, te njegovu mogucénost primjene u lijeCenju osteoporoze.
Antiupalno 1 antioksidatvno djelovanje krizina na histomorfometrijske znacajke osteoporoze
istrazili smo kroz viSe razli¢itih metoda kao $to su mineralna gusto¢a kostiju, promjer, duzine
i tezine bedrene kosti, udio Ca i P u kostima, kao i antioksidativno djelovanje krizina na
koncentraciju malondialdehida,biljega lipidne peroksidacije (pokazatelja oksidativnog stresa),
glutationa (glavne antioksidacijske molekule prirodno prisutne u tijelu),superoksid dismutaze
(SOD) , snazan primarni antioksidans Koji katalizira dismutaciju superoksidnog aniona (O2) u
kisik i vodikov peroksid, te katalazu (enzim koji katalizira razgradnju vodikova peroksida na

molekularni kisik i vodu).

Reaktivni spojevi kisika (ROS) sposobni su direktno ili indirektno ostetiti sve vrste
biomolekula ukljucujuéi bjelancevine, lipide i DNA (Ahmad i sur., 2000; Shacter, 2000;
Almeida i sur., 2002; Ahmad i sur., 2004; Ahmad i sur., 2005).Stetni kisikovi spojevi kao §to
su superoksid anion, vodik peroksid i hidroksil radikal stvaraju se, osim pri oksidativnom
stresu i u normalnim uvjetima unutar organizma tijekom metabolizma (Ferreira i sur., 2005;
Filho i sur., 2005).Prirodni tjelesni antioksidativni mehanizmi odrZavaju ravnotezu izmedu
proizvodnje 1 uklanjanja slobodnih radikala, no uslijed promjena u fizioloskim i okoliSnim
¢imbenicima dolazi do poremecaja ravnoteze i1 proizvodnja slobodnih radikala nadvlada
antioksidativne mehanizme, a stvoreni oksidativni stres, koji je direktna posljedica slabljenja
antioksidativnog sustava, moze dovesti do izrazenog gubitka koStane mase, fragilnosti kostura
te ostalih stanja koja su karakteristiCna za osteoporozu. Pojacana fizicka aktivnost organizma
dovodi do pojacane potros$nje kisika, pa tako i do pojave oksidativnog stresa (Jiankang i sur.,
2000).

Kao pokusne Zivotinje koriStene su Zenke Stakora iz originalnog legla Spraque Dawley, Hsd,
Harlan Laboratories. Stakori su bili podijeljeni u 4 grupe : zdrava kontrolna, isoretinoi¢nom
kiselinom izazvana osteoporotska grupa (RBM), pozitivna kontrola (alendronat), dok se u
jednoj od grupa istovremeno davao i krizin kako bismo utvrdili njegov utjecaj na osteoporozu.
Analize prvih vrijednosti su bile promjene tezina zivotinja (vaganja na pocetku 1 kraju
pokusa) kako bismo ustanovili postoji li znacajni utjecaj krizina i ostalih pripravaka na

promjenu tjelesne tezine Zivotinje. Analizom je ustanovljeno je da primjena Krizina najvise
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utjecala na na tjelesnu tezinu zivotinja RBM; zapazen je prirast tezine od 17,19% dok je kod
skupine RBM obradene alendronatom prirast bio najnizi tijekom pokusa (Slika 6).
Hematoloski i biokemijski parametri u krvi i serumu su znacajno bolji U skupini obradenoj
krizinom ili alendronatom gdje je vidljivo znacajno sniZenje razine ALP i LDH-u odnosu na
RMB skupinu, $to jasno ukazuju na njihov pozitivan ué¢inak.

Analizom podataka sakupljenih tijekom ovog istrazivanja, dokazano je da su vrijednosti
mineralne gustoce kostiju u proksimalnim i distalnim dijelovima metafize bedrene kosti bile
znacajno vise prilikom primjene Krizina i alendronata , u odnosu na RMB skupinu Stakora. 1z
podataka jasno se vidi da je mineralna gustoca kostiju u osteoporozi izrazito smanjena u
odnosu na kontrolnu skupinu, $to je u skladu s ocekivanjima i prijasnjim istrazivanjima
utjecaja retinoi¢ne kiseline na kostani sustav (Fahmy i Soliman 2009). Rezultati jasno ukazuju
da primjena krizina moze znacajno pomoci u sprjeavanju gubitka mineralne gustoce kostiju
uslijed osteoporoze. Isto tako pokazuju i vrijednosti koncentracija minerala kalcija i fosfora
kod grupe koja je primala krizin gdje su vrijednosti bile gotovo jednake vrijednostima
alendronata. Naime, iz analiziranih podataka vidljivo je da su koncentracije Ca i P znacajno
povisene kod krizinske grupe zivotinja, u odnosu na kontrolnu i RBM skupinu, $to korelira s
vrijednostima o mineralnoj gusto¢i kostiju. lako je prisutan mehanizam kostane resorpcije,
krizin ukazuje na kontrolu i sprjecavanje gubitka mineralne gusto¢e kostiju. Mjerenje
mineralne gustoée kostiju ima vaznu ulogu u klinickoj procjeni i dijagnosticiranju

osteoporoze, kao i rizika od osteoporoze (Adler 2010).

Flavonoid krizin u posljednje vrijeme privlaCe puno pozornosti zbog svoje izvanredne
antioksidacijske i antiradikalske aktivnosti. Nalazi se u medu agacije, $to ukazuje na laganu
dostupnost. Istrazivanja su pokazala da su flavonoidi dobri “hvataci” slobodnih radikala, a
time imaju vaznu ulogu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji kao lijekovi 1 antioksidansi.
Krizin koriSten u ovom istraZivanju pokazao je pozitivan ucinak smanjenjem MDA u
bubregu, te povecanje GSH i SOD u svim organima, dok je katalaza bila povecana u jetri. 1z
dobivenih podataka, mozemo zakljuciti da su dobivene vrijednosti ocekivane.

Poznati su i sinergijski ucinci kod antioksidacijskog djelovanja flavonoida. Pokazalo se da
flavonoidi imaju antibakterijsko, sedativno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i druga
djelovanja. Takav izvanredan spektar biokemijske i stanicne funkcije daju obecanja za
prevenciju i lijeCenje raznih ljudskih poremecaja uzrokovanih oksidativnim stresom,
ukljucujuci 1 osteoporozu. Dobiveni podaci potvrduju rezultate Fahmy iSoliman (2009) koji
su pokazali da retinoi¢na kiselina prouzrokuje osteoporozu djelom i kroz poveéanje razine

oksidativnog stresa i znacajno smanjenje koncentracije GSH u organima. Skupina zivotinja
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obradena krizinom pokazuje izrazito povecanje koncentracije glutationa u bubregu, jetri i
slezeni $to dokazuje da flavonoid krizin ima utjecaja na antioksidativni sustav tijela i da
doprinosi povecéanju sinteze koncentracije glutationa, spoja koji kontrolira redoks stanje u
stanicama. 1z svega navedenog mozemo zakljuciti da krizin ima brojne pozitivne uc¢inke na
tijelo zahvaceno osteoporozom, u pogledu povecanja mineralne gustoce kostiju,koncentracija
Ca 1 P, smanjenja oksidativnog stresa kroz kontrolu lipidne peroksidacije i povecanje
koncentracije glutationa i katalaze i SOD. Skladno tome moze se zakljuciti da primjena
krizina u svakodnevnoj primjeni moze reagirati antagonisticki na oksidativni stres te razne
bolesti prouzrokovane istim. Nadalje, pozitivan u¢inak krizina na metabolizam kosti ukazuje
da krizin moze biti ucinkovit u u lijeCenju steCene osteoporoze kroz protuoksidativnu,
protuupalnu, fitoestrogensku i regenerativnu djelotvornost. Upravo ucestalost sekundarne
osteoporoze prouzro¢ene brojnim lijekovima danas je u porastu. Dobiveni rezultati ukazuju da
krizin ima znacajnu antioksidativnu, antiupalnu i antiosteoporotsku aktivnost, te da bi njegova
primjena mogla posluziti u sprjecavanju osteoporoze. Laka dostupnost, ekonomska isplativost
i nedostatak toksi¢nosti ukazuju da krizin ima prednost u odnosu na alendronat, te bi mogla

naéi svoj put u regularnom tretmanu u zdravstvenim ustanovama.
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5. ZAKLJUCAK

Nakon  provedenog istrazivanja 0 utjecaju krizina na histomorfometrijske znacajke

osteoporoze te nakon obrade svih podataka, moze se zakljuciti:

v’ Krizin nije pokazao statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na tjelesnu tezinu zivotinja na pocetku

I kraju pokusa ali je prirast zivotinja bio veéi u odnosu na kontrolnu skupinu.

v’ Krizin je pozitivno utjecao na vrijednosti mineralne gustoc¢e kostiju i u proksimalnom
i u distalnom dijelu metafize bedrene kosti, te povecavsi gustocu kostiju u odnosu na
gustocu kostiju zivotinja RBM skupine. Takoder je djelovao pozitivno na poveéanje

tezine kostiju u odnosu na RBM skupinu.

v" Krizin je pokazao i zna¢ajan utjecaj na povecanje duljine bedrene kosti u odnosu na

kontrolnu skupinu i na RBM skupinu zivotinja

v" Kirizin je pozitivno djelovao na vrijednosti Ca i P, gdje je koncentracija navedenih

elemenata bila povisena u odnosu na RBM skupinu Stakora.

v Kirizin je pozitivno djelovao na promjer bedrene kosti, koji je bio veé¢i u odnosu na
RBM skupinu.

v Krizin je smanjio proces lipidne peroksidacije u bubregu.

v' Krizin je povecao razinu antioksidacijskog enzima glutationa i SOD u jetri,bubrezima

i slezeni.

v" Krizin je povecao razinu katalaze u jetri.

v Mikronuleus test i komet test ne pokazuju genotoksi¢ni u¢inak

v 13¢RA inducira povec¢anu razinu proupalnih citokina; razina IL1p i IL-6 su znacajno

poveéani u odnosu na kontrolu.

v" Laka dostupnost, ekonomska isplativost i nedostatak toksi¢nosti ukazuju da krizin ima

prednost u odnosu na alendronat.
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