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1.1 Osteoporoza

Osteoporoza je najceS¢i metabolicki poremecaj kostanog sustava danaSnjice. Prema
definiciji, osteoporoza je sistemski poremecaj skeleta karakteriziran smanjenjem koStane mase
1 promjenama mikro i makro arhitekture kosti te povezan s povecanim rizikom od nastanka
prijeloma (1). Dijeli se u dvije kategorije: primarnu i sekundarnu osteoporozu. Primarna
osteoporoza je ili postmenopauzalna (tip 1) ili staracka (tip 2) dok sekundarna osteoporoza
nastaje kao posljedica drugih bolesti ili vanjskih utjecaja (2). Bolesti koje uzrokuju sekundarnu
osteoporozu mogu biti geneticke (Gaucherova bolest, hemokromatoza, osteogenesis
imperfecta, porfirija), hipogonodalna stanja (Turnerov i Klinefelterov sindrom, rezistencija na
androgene hormone), endokrini poremecaji (akromegalija, diabetes mellitus, poremecaji
nadbubrezne Zlijezde, hiperprolaktinemija), neki poremecaji probavnog sustava, hematoloski
poremecaji (hemofilija, multipli mijelom, leukemije i limfomi) ili reumatoloske bolesti kao
reumatoidni artritis. Nedostatak nutrijenata (kalcij, vitamin D, magnezij) ili odredeni lijekovi
(heparin, varfarin, ciklosporini, glukokortikoidi, tiroksin) takoder su povezani s nastankom
sekundarne osteoporoze (3). Najces¢i oblik osteoporoze je postmenopauzalna osteoporoza koja
je posljedica nedostatka spolnog hormona estrogena. Stoga je osteoporoza prvenstveno bolest

koja zahvaca Zene, ali staracka osteoporoza i sekundarna osteoporoza zahvacaju i muskarce.

Dijagnoza osteoporoze najc¢esce se uspostavlja koristenjem dvoenergetske apsorpciometrije
rendgenskih zraka kojom se mjeri mineralna gustoca kostiju (engl. bone mineral density,
BMD). BMD pokazuje koli¢inu kalcija u gramima po centimetru kvadratnom mjerene kosti
(g/cm?). Preporu¢ena mjesta za mjerenja BMD-a su kuk ili kraljeznica (4). Prema Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji (SZO) dobiveni BMD se usporeduje s referentnom srednjom
vrijednosti mineralne gustoce kostiju izmjerenom u mladih osoba istog spola. Dobivena
usporedba se izrazava u obliku rezultata pod nazivom T-score (mjera pomaka vrijednosti iznad
ili ispod srednje vrijednosti) s mjernom jedinicom SD (standardna devijacija) (1). Kriterij SZO
za dijagnozu osteoporoze je mineralna gustoca kostiju manja za 2,5 ili vise SD (T-score manji
od -2,5 SD) (4). Dobivene vrijednosti BMD-a mogu se svrstati u 4 kategorije. Prva kategorija
je normalna vrijednost mineralne gustoc¢e kostiju koja ima T-score iznad -1 SD u odnosu na
referentnu vrijednost. U kategoriju snizene koStane mase ili stanje osteopenije pripadaju

vrijednosti BMD-a manje od -1 SD i iznad -2,5 SD. Druge dvije kategorije su osteoporoza
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(vrijednost manja od -2,5 SD), a ukoliko uz nisku vrijednost BMD-a postoji i prijelom, takva

osoba spada u kategoriju teSke osteoporoze (5).

Starenjem populacije 1 produljenjem ocekivanog Zivotnog vijeka dolazi i do povecanja
pojavnosti osteoporoze. Meta-analizom dostupne literature od 2000. do 2020. godine, Salari i
suradnici su na vise od 103 milijuna ispitanika u dobnom rasponu od 15 do 105 godina
procijenili da preko 18 % svjetske populacije boluje od osteoporoze (6). Na razini 27 zemalja
Europske unije se prema izvjescu iz 2010. godine procjenjuje da od osteoporoze boluje 22
milijuna zena i 5,6 milijuna muskaraca (7), a prema izvjeséu iz 2019. godine procjenjuje se da
u zemljama Europske unije brojke iznose 25,5 milijuna zena i 6,5 milijuna muskaraca (8).
Dakle, u 9 godina broj oboljelih od osteoporoze u Europskoj uniji je porastao za 15 % u Zena i
16 % u muskaraca. Prema podatcima iz 2019. godine procjenjuje se da u Hrvatskoj od

osteoporoze boluje oko 250 tisuca ljudi (80 % su Zene) Sto ¢ini 5,5 % populacije (9).

Niska koStana gusto¢a smanjuje strukturnu snagu kostiju u oboljelih od osteoporoze i Cini
ih lomljivima. Osteoporoza je ,,titha*“ bolest s malim utjecajem na oboljelu osobu sve do
nastanka prijeloma. Prijelomi kosti uzrokovani osteoporozom vrlo tesko zacjeljuju, a veca je i
ucestalost sekundarnih prijeloma. NajceS¢a mjesta prijeloma su kuk, kraljeznica, podlaktica i
rame. Osim navedenih, Cesti su prijelomi rebara, goljeni¢ne kosti, zdjelice 1 bedrene kosti (8).
Takvi prijelomi mogu uzrokovati kroni¢nu bol, invalidnost, smanjuju kvalitetu zivota, a u
nekim slucajevima dovode i do smrti. Pokazano je da prijelomi kuka dovode do povecanja stope
smrtnosti od 15 do 20 % unutar prve godine od prijeloma, u oko 20 do 50 % pacijenata je
potrebna dugoro¢na njega (10), a manje od polovice osoba uspije vratiti razinu funkcionalnosti
1 kvalitete zivota koju su imali prije prijeloma kuka (11). Ukupne brojke za prijelome
uzrokovane osteoporozom na razini svijeta je tesSko nac¢i. Za 2000. godinu je procijenjeno da je
broj prijeloma zbog osteoporoze iznosio oko 9 milijuna, od ¢ega je 1,6 milijuna bilo prijeloma
kuka, 1,7 milijuna prijeloma podlaktice i 1,4 milijuna prijeloma kraljeznice (12). Procijenjeno
je da se u 2019. godini u Europskoj uniji dogodilo oko 4,3 milijuna novih prijeloma
uzrokovanih osteoporozom. Od toga je 19 % bilo prijeloma kuka, $to je povecanje od 33 % od
2010. do 2019. godine (8). Prema podacima za 2019. godinu u Hrvatskoj je bilo oko 35 tisuc¢a
novih prijeloma uzrokovanih osteoporozom, a do 2034. godine o¢ekivan je porast na 39 tisuca

prijeloma godisnje (9).

Osim zdravstvene Stete koju oboljelima nanose prijelomi uzrokovani osteoporozom, ta

bolest takoder vrsi 1 pritisak na sustav zdravstva. Cijena lijeCenja osteoporotskih prijeloma
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zna€ajno varira u svijetu, ali prema dostupnim informacijama u Sjedinjenim Americkim
Drzavama za svaki slucaj prijeloma potrebno je utrositi 5 do 19 tisu¢a dolara (13). Svaki slucaj
u Velikoj Britaniji stvara oko 5300 dolara troSka (14). U Europskoj uniji je od ukupnog troska
zdravstva za 2019. godinu 3,5 % (55,3 milijjardi od 1,6 bilijjuna eura) utroSeno na lijecenje
osteoporotskih prijeloma. Informacije o troSkovima drugih bolesti na razini Europske unije su
manjkave, ali procijenjeni troSak lije¢enja koronarnih bolesti srca, prema izvjestaju iz 2003.
godine 1 nakon korekcije inflacije, iznosio je oko 58,4 milijarde eura (8), Sto prema
ekonomskom pritisku na zdravstveni sustav svrstava osteoporozu uz bok koronarnim bolestima
srca. Na razini Hrvatske troSak lijeCenja osteoporotskih prijeloma, prema informacijama
dostupnim za 2019. godinu, iznosio je 136 milijuna eura Sto je 3,9 % ukupnog troska

zdravstvenog sustava (9).

1.2 Kostani metabolizam

Kostani sustav je vrlo dinamic¢na struktura koja se kontinuirano pregraduje kako bi ispunio
strukturne 1 metabolicke potrebe organizma. Primjerice, kod astronauta je zapazeno da kosti
donjih udova gube oko 0,8 % kostane mase svaki mjesec boravka u uvjetima mikrogravitacije
(15). Takoder, dugoro¢na imobilizacija dovodi do gubitka koStane mase u nekoliko stadija: brzi
gubitak kostane mase u pocetku, potom spori gubitak koStane mase (nakon vise od 12 tjedana
imobilizacije) te stabilizacija na 40 do 70 % od originalne koStane mase kao trec¢i stadij (16).
Osim strukturnih potreba, kostani sustav svojim remodeliranjem sudjeluje u odrzavanju
homeostaze u organizmu sluzec¢i kao glavno skladiste kalcija (17). Anatomski, kosti se dijele
na duge kosti (kosti udova), plosnate kosti (kosti lubanje, Celjust, lopatica) i kratke kosti
(kraljesci, kosti zapesca). Osim po anatomskom obliku, kosti mozemo podijeliti 1 prema nacinu
nastanka. Duge 1 kratke kosti nastaju prvenstveno enhondralnim okosStavanjem iz hrskavi¢ne
osnove. Plosnate kosti nastaju intramembranskim okoStavanjem koje krece zgu$njavanjem
stanica mezenhima i izravnim okoStavanjem bez hrskavi¢ne podloge. Nastale kosti imaju ¢vrsti
povrsinski sloj kompaktne kosti 1 srediSnji spuzvasti dio sastavljen od kostanih gredica izmedu

kojih se nalazi koStana srz.

Prema kemijskom sastavu, kost je spoj organske i anorganske tvari. Anorganska tvar ¢ini
60 % mase kosti, organska tvar 30 %, dok preostalih 10 % ¢ini voda (18). Osim prisutnih
necisto¢a, anorganska je tvar sastavljena od kristala hidroksiapatita kemijske formule
Cai0(PO4)s(OH),. Necistoce su posljedica zamjene fosfatne skupine karbonatnom, zamjene

kalcija natrijem, stroncijem, kalijem ili magnezijem, a umjesto hidroksilne skupine neki kristali
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hidroksiapatita sadrze kloridni ili fluoridni ion (19). Organski dio kosti graden je ve¢inom od
molekula kolagena tipa I (~ 90 %), koji je trostruka uzvojnica sastavljena od tri duga polipeptida
od kojih svaki broji preko tisu¢u aminokiselina. Tri polipeptidna lanca (dva al i jedan o2 lanac)
su medusobno povezani vodikovim vezama hidroksiprolina i medusobno se udruzuju u
kolagena vlakanca koja formiraju kolagena vlakna. Uz kolagen tipa I, organski dio sadrzi i
druge, nekolagene, proteine (~ 10 %) koji potpomazu elasti¢nost i mehanicku otpornosti kosti,
a sudjeluju 1 u kontroli kostanog metabolizma (18). Nekolageni proteini identificirani u kosti
su: osteokalcin, biglikan, dekorin, fibrinil-2, osteonektin, periostin, osteopontin, koStani
sijaloprotein i vanstani¢ni protein matriksa (20). Neki od tih proteina, kao primjerice
osteopontin, nakon karboksilacije ostaju unutar matriksa i stvaraju veze koje pomazu pri
rasprSenju energije te Cine kosti otpornijima na prijelome (20, 21). Izostanak nekolagenih
proteina kosti u koStanom matriksu, dovodi do promjena mehanickih svojstava kostiju.
Nedostatak osteokalcina uzrokuje stvaranje manjih i nezrelih kristala hidroksiapatita,
nedostatak biglikana smanjuje broj koStanih gredica i njihovu povezanost, dok nedostatak
dekorina mijenja oblik kolagenih vlakanaca i smanjuje njihovu veli¢inu. Ukoliko nedostaje
periostin, manje je veza izmedu kolagenih vlakana i povecava se broj pukotina na kostima,
manjak osteonektina povecava mineralni sastav kosti i kristalnost, a manjak osteopontina

smanjuje omjer anorganskog i organskog sastava kosti (20).

Stanice koje izgraduju i odrzavaju kost su osteoblasti, osteoklasti i osteociti. Osteoblasti
izgraduju novo koStano tkivo i prekrivaju povrSinu kosti. Nasuprot tome, osteoklasti su
zaduZeni za razgradnju koStanog tkiva. Oba tipa stanica zajedno odrzavaju ravnotezu u
pregradnji kosti 1 sudjeluju u odrzavanju homeostaze kalcija i fosfora u organizmu. Treci tip
stanica, osteociti, su stanice koje se nalaze trajno okruzene koStanim matriksom i sudjeluju u

odrzavanju koStanog matriksa.
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Slika 1.1. Razvojni stadiji stanica koStanog sustava. Lijevo je prikaz razvoja osteoklasta iz
hematopoetske mati¢ne stanice u stanice koje stvaraju kolonije (CFU-M) do stadija zrelog osteoklasta.
Desno je prikaz razvoja osteoblasta iz mezenhimskih matic¢nih stanica koji se kasnije diferenciraju u
osteocite ili stanice endosta. Zreli osteoklasti i zreli osteoblasti mogu uéi u apoptozu (programiranu smrt
stanice) pod utjecajem signalnih puteva. Sliku izradio autor.

1.2.1 Osteoblasti

Osteoblasti su stanice koje nastaju iz mezenhimskih mati¢nih stanica (engl. mesenchymal
stem cells, MSC) kostane srzi (22). MSC se unutar kosti nalaze izmedu stanica kostane srzi, a
inac¢e sluze kao izvor za nastanak osteoblasta (osteogeneza), hondrocita (hondrogeneza),
adipocita (adipogeneza), miocita (miogeneza) i fibroblasta. Prvi korak u razvoju osteoblasta je
opredjeljivanje MSC u osteoprogenitornu stanicu. Opredjeljivanje MSC je kompleksan proces,
ali identificirani su glavni transkripcijski ¢imbenici koji MSC usmjeravaju u jednu od
navedenih stani¢nih linija. Pod utjecajem c¢imbenika RUNX2 povecava se osteogeneza,
smanjuje hondrogeneza i adipogeneza. Cimbenik SOX9 poti¢e hondrogenezu i smanjuje
osteogenezu inhibicijom Cimbenika RUNX2. Adipogeneza je pod kontrolom receptora za
aktivator proliferacije peroksisoma tip gama (engl. Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma, PPAR-y). Miogeneza je pod kontrolom cijele skupine transkripcijskih ¢imbenika i
ovisi o tipu miSi¢nog tkiva (23). Glavni transkripcijski ¢imbenici za poticanje diferencijacije
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MSC u fibroblaste in vivo nisu poznati, ali in vitro istrazivanja su pokazala da pod utjecajem
¢imbenika rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor, CTGF) i askorbinske
kiseline dolazi do diferencijacije MSC u fibroblaste (24, 25). Nakon §to se MSC opredijeli za
osteogenetsku lozu, dolazi do proliferacije i ekspresije karakteristicnih proteina unutar
osteoprogenitorne stanice: histona, kolagena tipa I, fibronektina, c-fos, c-jun i p21 (26). Nakon
toga, stanice zavrSavaju proliferaciju, postaju preosteoblasti i prelaze u fazu stvaranja
izvanstanicnog matriksa karakteriziranu sintezom koStane alkalne fosfataze, koStanog
sijaloproteina 1 kolagena tipa 1. U zadnjoj fazi, zreli osteoblasti ispoljavaju gene ukljucene u
mineralizaciju koStanog matriksa kao $to su geni za osteokalcin, osteopontin i kolagenazu (27).
Osim djelovanjem transkripcijskog cimbenika RUNX2, diferencijacija osteoblasta je
kontrolirana interakcijama cijelog niza transkripcijskih ¢imbenika od kojih su neki: Osterix,

SMAD porodica, Wnt/B-katenin, NFATcl, Twist, AP-1 i ATF4 (23).

Glavna uloga osteoblasta je izgradnja i mineralizacija kosti. Osim toga, diferencirani
osteoblasti prekrivaju povrsinu kosti i odvajaju kostani matriks od ostatka tkiva. Nusprodukt
formiranja hidroksiapatita i izgradnje anorganskog dijela ko$tanog matriksa su H" ioni koji
konstantno snizavaju pH vrijednost okoliSa na mjestu mineralizacije. Odrzavanjem ravnoteze
iona osteoblasti omogucavaju da izrazito spor proces nastanka hidroksiapatita koji je ovisan o
pH moze te¢i neometano 1 neovisno o serumskoj koncentraciji kalcija 1 fosfora (28). Rastom
kosti, neki od osteoblasta se ugraduju u kostani matriks i diferenciraju u osteocite, drugi ¢ine
pokrovne stanice ili odlaze u programiranu smrt stanice (apoptozu). Osteociti ostaju trajno
uloZeni u kosStani matriks. Medusobno i s povrSinskim slojem osteoblasta komuniciraju putem
tijesnih spojeva na tankim citoplazmatskim izdancima koji se pruzaju kroz kanali¢e u koStanom
matriksu (canaliculi ossei). Kako kost raste i osteoblasti zauzimaju razlic¢ite uloge u kosti,

njihova populacija se kontinuirano obnavlja iz mezenhimskih mati¢nih stanica (Slika 1.1.).

1.2.2 Osteoklasti

Do 1980-tih godina smatralo se kako sve stanice ukljucene u metabolizam kosti dolaze iz
istog izvora i slicnih prekursornih stanica (29). No parabiotski pokusi (spajanje dva organizma
operativnim putem) na Stakorima i presadivanje kosStane srzi u svrhu lijeCenja osteopetroze
pokazali su da osteoklasti nastaju iz hematopoetskih stanica (30, 31). U¢inkovitost presadivanja
kostane srzi kao lijeka za osteopetrozu takoder je potvrdena i u ljudi (32). Hematopoetske
mati¢ne stanice su pluripotentne stanice koje su osnova za razvoj svih krvnih stanica.

Pluripotentne stanice proliferiraju u dvije loze — limfati¢nu 1 mijeloi¢nu. Jedna od linija razvoja
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mijeloi¢ne loze su stanice koje stvaraju kolonije makrofaga (engl. macrophage colony forming
unit, CFU-M) za koje je 1988. godine dokazano da sluze i kao osnova za razvoj osteoklasta
(33). Takoder, istrazivanja in vitro ko-kultura stanica pokazala su da je za diferencijaciju
osteoklasta nuzan kontakt s osteoblastima i dva ¢imbenika koji oni proizvode — Cimbenik
stimulacije kolonije makrofaga (engl. macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) 1 ligand
za receptorski aktivator nukelarnog ¢imbenika kapa B (engl. receptor activator of nuclear
factor kB ligand, RANKL) (34, 35). M-CSF je nuzan Cimbenik koji poti¢e ekspresiju
receptorskog aktivatora za nukelarni ¢imbenik kapa B (engl. receptor activator of nuclear
factor kB, RANK), a stimulacija RANKL-om nakon M-CSF-a dovodi do ispoljavanja gena
unutar prekursora osteoklasta koji te stanice usmjeravaju u razvoj do zrelog osteoklasta (35).
Prekursori osteoklasta uz utjecaj RANKL-a i RANK-a proliferiraju u mononuklearne
osteoklaste koji se stapaju u multinuklearni osteoklast iz kojeg se u konacnici razvija zreli

aktivni osteoklast (Slika 1.1.).

Nastali osteoklasti sudjeluju u pregradnji kosti i njihova glavna zadaca je resorpcija
anorganskog matriksa kosti proizvodnjom vodikovih i kloridnih iona te organskog matriksa
pomocu katepsina K. Osim toga, ukljuceni su u lucenje citokina i ¢imbenika koji kontroliraju
kosStani metabolizam i odrzavanje homeostaze kalcija (komponenta komplementa 3a, efrin B2,
Atp6v0d2 (VO domena vaskularne ATPaze), semaforin 4D, sklerostin, mikroRNA (miR-214,
miR-214-3p), egzomi osteoklasta, Wnt10b, BMP6, sfingozin-1-fosfat) (36—38).

1.2.3 Pregradnja kosti

Pregradnja kosti je proces u kojem se kostano tkivo resorbira i ponovno izgraduje. Tim
procesom kost se obnavlja kako bi odrzala svoju strukturnu snagu i kako bi se odrzala ravnoteza
kalcija 1 fosfora u organizmu. Kroz godinu dana, pregradi se oko 5 % kompaktne i 20 %
spuzvaste kosti, a kompletni kostur odrasle osobe se izmjeni kroz 10 godina (39). Pregradnja
kosti se odvija lokalno na dijelu kosti, a poznata su dva nacina inicijacije. Ciljana pregradnja je
lokalno potaknuta signalnim molekulama koje privlace osteoklaste i poticu resorpciju kosti,
dok stohasticka pregradnja kre¢e nasumic¢no bez utjecaja signalnih molekula (39). Proces

pregradnje se odvija kroz cijeli Zivot i moZe se podijeliti u pet faza:

1. Faza inicijacije: Osteociti detektiraju makro- ili mikrooStec¢enje kosti te Salju signale
koji privlace CFU-M stanice iz koStane srzi ili kapilara koje prolaze kroz kanale kosti
na mjesto pregradnje kosti. CFU-M stanice se diferenciraju u osteoklaste kako je

prethodno opisano (potpoglavlje 1.2.2) i mogu zapoceti drugu fazu pregradnje (39, 40).
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2. Faza resorpcije: Osteoklasti adheriraju uz kostani matriks, stvaraju nepropusnu barijeru
oko sebe i poc€inju otapati koStani matriks. Uleknuée koje nastaje na povrsSini kosti
naziva se Howshipova lakuna. Reakcijom unutar osteoklasta od ugljikova dioksida i
vode, uz pomo¢ enzima ugljikove anhidraze 2, nastaje uglji¢na kiselina (H>CO3) koja
disocira na vodikove (H") i bikarbonatne (HCO3") ione. Bikarbonatni ion se izbacuje iz
osteoklasta kroz bikarbonat/klorid suprijenosnik iona, a vodikovi ioni se aktivnim
transportom prebacuju u prostor Howshipove lakune (Slika 1.2.). Kloridni ioni uneseni
u osteoklast ulaze kroz kloridni kanal u Howshipovu lakunu i zajedno s vodikovim
ionima zakiseljuju prostor na vrijednost pH ~ 4,5, §to dovodi do otapanja anorganskog
dijela kosti. Organski dio kosti uklanja se uz pomocu enzima katepsina K i
metaloproteinaze matriksa 9 (MMP-9) koje sintetiziraju i luce osteoklasti. Resorpcija
osteoklastima traje 2 do 4 tjedna i pod kontrolom je RANKL ¢imbenika. Nakon Sto
zavrse resorpciju, osteoklasti odlaze u apoptozu a u meduvremenu iz kosStane srzi i
kapilara se nova¢e MSC od kojih ¢e nastati osteoblasti (39, 40).

3. Faza preokreta: Nakon zavrSene resorpcije kosti, pokrovne stanice Ciste ostatke
kolagena i1 u lakune se naseljavaju osteoblasti. Prvo se formira sloj glikoproteina
(cement) na koji osteoblasti prianjaju i po¢inju odlagati novi kostani materijal (39, 40).

4. Faza oblikovanja: Osteoblasti odlazu nemineralizirani koStani matriks (osteoid) koji
mineralizira u dvije faze. Prva faza je ulaganje iona kalcija 1 fosfora u organski matriks
koji u drugoj fazi sazrijevaju i1 stvaraju kristale hidroksiapatita. Tijekom faze
oblikovanja veéina osteoblasta (~ 90 %) odumire apoptozom dok se ostali diferenciraju
u pokrovne stanice i osteocite (39, 40).

5. Faza mirovanja: Nakon S§to je resorpcija i1 izgradnja kosti dovrSena, povrSinu kosti

prekrivaju pokrovne stanice i proces je zavrsen (39).
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Slika 1.2 Prikaz resorpcije kosti osteoklastom. Ugljikova anhidraza 2 (engl. carbonic anhydrase 2,
CAH2) koristi vodu i ugljikov dioksid za stvaranje ugljicne kiseline koja disocira na vodikov i
bikarbonatni ion. Bikarbonatni ion se izbacuje bikarbonat/kloridnim ionskim suprijenosnikom dok se
kloridni ion unosi u stanicu i prenosi u prostor izmedu osteoklasta i kosti (Howshipovu lakunu)
kloridnim kanalom. Vodikov ion se aktivnim transportom kroz protonsku pumpu ubacuje u Howshipovu
lakunu dok se enzimi koje osteoklast sintetizira (katepsin K [engl. cathepsin K, CatK] i metaloproteinaza
matriks 9 [MMP-9]) prenose vezikulama. Izmedu osteoklasta i kosti nalazi se nepropusna barijera koja
odvaja Howshipovu lakunu od okolisa. Sliku izradio autor.

1.2.4 Kontrola metabolizma kosti

Osim ve¢ spomenute kontrole putem ¢imbenika koji kontroliraju diferencijaciju osteoblasta
i osteoklasta (potpoglavlja 1.2.1 1 1.2.2) postoje i dodatni mehanizmi kontrole na lokalnoj razini.
Signalni receptori na membranama samih koStanih stanica kontroliraju aktivnost stanica.
Signalne molekule iz obitelji efrina omogucuju dvostranu komunikaciju izmedu stanica
osteoblasta 1 osteoklasta. Efrin B2 na povrSini osteoklasta veze se na membransku molekulu
efrin B4 osteoblasta te potice osteoblastogenezu i sprjecava apoptozu osteoblasta. Preko istog
sustava osteoblast moze sprijeciti osteoklastogenezu (41). FasL-Fas je druga veza preko koje
se osteoblast Fas ligandom (FasL) veze na osteoklast i inicira apoptozu u njemu. Treca
membranska molekula osteoblasta koja komunicira s osteoklastom je semaforin 3A koji se veze

na neuropilin-1 osteoklasta te inhibira osteoklastogenezu potaknutu RANKL-om (37). Osim
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membranskih molekula, osteoblast kontrolira osteoklaste i parakrinim lu¢enjem topivih
molekula: M-CSF-a (proliferacija prekursora osteoklasta), osteoprotegerina (inhibicija utjecaja
RANKL), proteina Wntl6 (inhibicija osteoklastogeneze) 1 Wnt5A  (poticanje
osteoklastogeneze) (37). Osteoklasti luce cimbenike koji potiCu osteoblastogenezu:
komponenta komplementa C3, Wnt10B, RANK i CTHRCI1 (engl. collagen triple helix repeat
containing 1) (42—44). Sfingozin-1-fosfat, izlucen iz osteoklasta, odrzava osteoblaste zivima i
potice ih na migraciju (45). Dva ¢imbenika koji se odlazu u koStani matriks 1 oslobadaju tijekom
resorpcije kosti su transformirajuci cimbenik rasta beta 1 (engl. transforming growth factor beta
1, TGF-B1) i1 ¢imbenik rasta nalik inzulinu tipa 1 (engl. insulin-like growth factor-1, IGF-1).
Otpustanje TGF-B1 potice diferencijaciju MSC stanica u osteoblaste, a otpustanje IGF-1 potice
osteogenezu djelovanjem na osteoblaste (46—48). Takoder, osteociti odlazu sklerostin u kostani

matriks koji se oslobada resorpcijom kosti i potice sintezu RANKL (49).

Uz lokalnu kontrolu, metabolizam kosti podlijeze i kontroli na razini organizma. U slu¢aju
odrzavanja homeostaze kalcija, dostitne Zlijezde (lat. glandulae parathyroideae) direktno
kontroliraju pregradnju kosti lu¢enjem paratiroidnog hormona (PTH). Niske razine kalcija u
krvi poti¢u dostitne zlijezde na luCenje PTH Cime se potice resorpcija kosti osteoklastima i
podiZe koncentracija iona kalcija u krvi. Kada su razine kalcija previsoke, $titna zlijezda luci
hormon kalcitonin, koji potice aktivnost osteoblasta, smanjuje aktivnost osteoklasta, izgradnju
kosti 1 time smanjuje koncentraciju slobodnog kalcija u krvi (50). Oba hormona su pod
utjecajem negativne povratne sprege, jer kada je postignuta normalna razina kalcija u krvi,
osjetni receptori na stanicama dostitne 1 Stitne zlijezde zaustavljaju lucenje spomenutih

hormona.

Hormon rasta (somatotropin) kojeg luci hipofiza je jo$ jedan od nacina kontrole koStanog
metabolizma i prvenstveno je ukljucen u rast kostiju u duzinu. Djeluje vezanjem na receptor
hormona rasta i poti¢e rast direktno ili preko inicijacije sinteze i lucenja IGF-1 (51).
Hipotalamus direktno kontrolira luenje somatotropina iz hipofize putem somatotropnog
hormona oslobadanja (potiCe lucenje) te somatostatina (smanjuje lucenje) a tu je i1 utjecaj
negativne povratne sprege preko samog somatotropina. Istrazivanjima je pokazano da hormon
grelin kojeg luce enteroendokrine stanice crijeva takoder potice lu¢enje somatotropina (52).
Somatotropin krvotokom dolazi do jetre gdje potice sintezu i oslobadanje IGF-1 u krv. IGF-1
povratnom spregom djeluje na hipotalamus 1 regulira otpustanje somatotropina. U kostima,

somatotropin 1 IGF-1 poti¢u proliferaciju osteoblasta, izgradnju koStanog matriksa, lokalnu
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sintezu IGF-1, proliferaciju osteoklasta i resorpciju kosti §to rezultira povecanjem stope

pregradnje kosti (53).

Spolni hormoni takoder reguliraju kosStani metabolizam. Povijesno se smatralo da Zenski
spolni hormon, estrogen, regulira koStani metabolizam kod Zzena, a muski spolni hormon,
testosteron, kod muskaraca. Novije studije su pokazale da estrogen kontrolira gradu kompaktne
kosti u oba spola (54). Spuzvastu kost odrzavaju oba hormona s tim da je kod muskaraca

dominantan testosteron, a kod Zena estrogeni (55, 56).

1.3 Estrogeni

Estrogeni su steroidni spolni hormoni koji sudjeluju u razvoju zenskog spolnog sustava i
sekundarnih spolnih karakteristika. Osim toga, estrogeni su ukljuceni u regulaciju lucenja
gonadotropina, ovulacije, pripremanje tkiva za odgovor na progesteron, regulaciju sinteze
lipida, kontrolu odgovora na inzulin, odrzavanje kognitivnih funkcija i odrzavanje koStane mase
(57). U ljudi su naj¢es¢i oblici estrogena estron (E1), estradiol (E2), estriol (E3) i estretrol (E4)
(58). Estradiol je najviSe zastupljen u premenopauzalnih Zena, a u postmenopauzi i kod
muskaraca najces¢i je estron (59). Glavni izvor estrogena kod Zena su granuloza stanice jajnika
koje koriste enzim aromatazu za demetliaciju androgena i sintezu estrogena (60). Osim u
granuloza stanicama, aromatazu i sintezu estrogena je mogucée naci u razli¢itim dijelovima
organizma (u oba spola). Neki od organa koji posjeduju aromatazu su: posteljica, koza, mozak,
masno tkivo, jetra, mlijecna zlijezda i prostata (57, 60). Stoga nije ¢udno da uloga estrogena
seze puno dalje od posrednika u razvoju zenskog spolnog sustava i sekundarnih spolnih
karakteristika. Slobodno kolajué¢i estrogen u krvi i lokalno sintetizirani estrogen imaju
sposobnost prolaska kroz stani¢nu membranu i direktnog djelovanja na dva estrogenska

receptora jezgre — estrogenski receptor alfa (ERa) i estrogenski receptor beta (ERp).

1.3.1 Estrogenski receptori — struktura i djelovanje

Krajem 60-tih godina, Jensen je opisao da tkiva ovisna o spolnim hormonima u Zena imaju
sposobnost vezanja estrogena iz cirkulacije i time je otkriven prvi ikad receptor za hormone
(61, 62). Desetak godina kasnije isti autor dokazao je da vezani kompleks estrogena i
estrogenskog receptora ulazi u jezgru i direktno utjeCe na prepisivanje gena, a dvadesetak
godina kasnije taj je isti receptor uspjesSno kloniran iz ljudskih stani¢nih kultura i opisan kao
estrogenski receptor alfa (58). Drugi jezgreni receptor estrogena otkriven je tek 1996. godine u

stanicama prostate Stakora (63). ERa i ERP su sli¢ne velicine i grade — 59 kDa (Era) i 67 kDa
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(Erp). Imaju 4 regije koje im omogucuju aktivaciju prepisivanja gena (kroz upotrebu cinkovih
prstiju), direktno vezanje na kromatin i1 dimerizaciju, vezanje proteina pratilaca (engl.
chaperone), vezanje liganda 1 translokaciju u jezgru (58). Pocetkom 21. stoljeca identificiran je
prvi membranski receptor za estrogene koji sudjeluje u brzom odgovoru na estrogen:
estrogenski receptor vezan na G protein (GPERI1, engl. G protein-coupled estrogen receptor 1)
(64, 65). GPERI1 je transmembranski receptorni protein koji je manji od dva jezgrina

estrogenska receptora 1 veli¢ine 40-tak kDa (66).

Mehanizam djelovanja estrogenskih receptora ugrubo se moze podijeliti u 4 kategorije:
genomski, upareni, negenomski i neovisni o ligandu (58). Genomski mehanizmi ukljucuju
vezanje aktivnog oblika estrogenskog receptora direktno na motive unutar kromatina koji imaju
afinitet za receptor. Time se poti¢e kaskada transkripcijskih ¢imbenika koja omogucuje
vezivanje RNA polimeraze i potiCe prepisivanje gena (67). Vezanjem ili ,,uparivanjem®
aktiviranog estrogenskog receptora na druge transkripcijske ¢imbenike takoder dolazi do
aktivacije prepisivanja gena, ali prema istrazivanjima takav mehanizam signalizacije nije Cest
(68, 69). Negenomski utjecaj aktiviranog estrogenskog receptora pokrece unutarstanicne
signalne puteve umjesto direktnog utjecaja na transkripciju gena (70, 71). U nacinu djelovanja
neovisnom o ligandu aktivacija drugih signalnih puteva dovodi do aktivacije estrogenskih
receptora. Primjer toga je aktivacija IGF-1 signalnog puta koja aktivira transkripciju gena
vezanjem ERa na kromatin (72). Za GPERI se smatra da je dio negenomske signalizacije

estrogena (64, 65).

Sva tri estrogenska receptora prisutna su u razli¢itim tkivima organizma. Neka tkiva
posjeduju samo jedan od receptora dok druga tkiva, kao §to je vec¢ina reproduktivnih organa i
masno tkivo, sadrze sva tri tipa receptora. ERa moZze se naci u hipotalamusu, testisima, jajniku,
maternici, prostati, mlije¢noj zlijezdi, bubregu, jetri, miSi¢ima i masnom tkivu. Organi i tkiva
koji sadrze ERP su: testisi, jajnici, prostata, endotelne stanice krvnih zila, mokra¢ni mjehur,
debelo crijevo, nadbubrezna Zlijezda, gusteraca, miSi¢i 1 masno tkivo. GPER1 se nalazi u
ziv€anom sustavu (centralni i periferni), maternici, mlijecnim zlijezdama, testisima, gusteraci,
bubregu, jetri, nadbubreznoj zlijezdi, hipofizi i masnom tkivu (64). U kostanom tkivu postoje

oba estrogenska receptora, ali se smatra da je ERa vazniji za razvoj 1 ocuvanje kosti (73).

1.3.5 Osteoporoza i estrogeni

Glavna poveznica izmedu razvoja osteoporoze i estrogena prepoznata je 1940. godine kada

je Albright pokazao da ovarijektomija i menopauza uzrokuju brzi gubitak koStane mase i da
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homeostaza kalcija kod takvih Zena moZze biti poboljSana nadomjeStanjem estrogena (74).
Prema trenutno prihva¢enom modelu djelovanja estrogena na koStani sustav smatra se da
estrogen djeluje na sva tri tipa stanica uklju¢enih u metabolizam kosti i indirektno putem
T-limfocita. Prema tom modelu, estrogen smanjuje koStanu pregradnju, smanjuje resorpciju
kosti, smanjuje apoptozu osteoblasta i povecava stopu apoptoze osteoklasta (75). Istrazivanja
na zivotinjama s isklju¢enim genom za ERa pokazala su da estrogen S§titi spuzvastu kost od
resorpcije djelovanjem na osteoklaste, ima vaznu ulogu u nakupljanju kompaktne kosti
djelovanjem na prethodnike osteoblasta te Stiti kompaktnu kost od resorpcije djelovanjem na

mezenhimske stanice iz kojih nastaju osteoblasti (76).

Nakon $to su nedostatak estrogena i razvoj osteoporoze povezani, nadomjestanje estrogena
je postalo standardna terapija 1960-tih godina (77). Medutim, istrazivanja pripravaka koji
sadrze estrogen imaju dugu povijest, od pocetka 19-og stoljeca, npr. koriStenjem sirovih
pripravaka reproduktivnih tkiva zivotinja. Od 60-tih godina do danas, terapija osteoporoze
nadomjestanjem estrogena je izvor rasprave. Istrazivanja pokazuju da terapijsko nadomjestanje
estrogena pomaze kod osteoporoze i smanjuje rizik od sr€anih bolesti u Zena, ali takoder da
povecava ucestalost raka dojke i maternice te moze dovesti do nastanka tromboembolija (78).
1992. godine Zenska zdravstvena inicijativa (engl. Women's Health Initiative, WHI) pokrenula
je istrazivanje utjecaja hormonske terapije na zdravlje Zena u trajanju od 15 godina. Istrazivanje
je obuhvacalo 161 808 zdravih Zena starosti izmedu 50 1 79 godina. Povecana ucestalost raka
dojke, mozdanog udara i kardiovaskularnih komplikacija dovela je do prekida ovog istrazivanja
u 2002. godini (79). Nakon toga, Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. The
International Agency for Research on Cancer, IARC) uvrstila je hormonsku terapiju

postmenopauzalne osteoporoze na popis znanih humanih kancerogena (80).

Poznato je da estrogen ima utjecaj na homeostazu kalcija u organizmu, i to ne samo u kosti,
vec¢ 1 drugim tkivima, npr. u sr¢anim misSi¢nim stanicama, gdje estrogen utjece na molekule koje
upravljaju ionima kalcija, kao Sto su kalcijski kanali, membranski suprijenosnici i dr. (81).
Estrogen povecava reapsorpciju kalcijevih iona u bubreznim kanali¢ima, tako da u
postmenopauzi zbog snizenih koncentracija estrogena dolazi do pove¢anog gubitka kalcijevih
iona urinom, a posljedi¢no i do vece resorpcije kosti radi odrzavanja razine kalcija u serumu
(82). Osim toga, estrogen preko svojih receptora na epitelnim stanicama dvanaesnika utjece na
ekspresiju kalcijevih prijenosnika na tim stanicama te povecava apsorpciju kalcija u

duodenumu. U postmenopauzi je zbog toga smanjena apsorpcija kalcija i povecana potreba za
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unosom kalcija hranom (83). Odnos estrogena, homeostaze kalcija i oksidativnog stresa

dodatno se opisuje u potpoglavlju 1.7.

1.4 Terapija osteoporoze

Danasnja terapija osteoporoze kao primarni cilj ima sprje¢avanje prijeloma bez obzira na
promjene u BMD-u (84). Osnovna terapija osteoporoze je promjena zivotnih navika (alkohol,
pusenje, prehrana...), nadomjestak vitamina D ili kalcitonina, dostatan unos kalcija i tjelesna
aktivnost. Medikamentozno lijeCenje osteoporoze temelji se na davanju anabolickih ili
antiresorptivnih lijekova (85, 86). Terapija nadomjeStanjem estrogena se joS uvijek moze

koristiti, ali uz ve¢ navedene rizike (78).

1.4.1 Anabolicki lijekovi

Anabolicki lijekovi poticu izgradnju kosti 1 uzrokuju povec¢anje BMD-a. Dva glavna lijeka
su teriparatid (sintetski oblik paratiroidnog hormona) 1 abaloparatid (protein slican

paratiroidnom hormonu - PTHrP) (85).

Teriparatid djeluje kao analog PTH-a, ¢iji je utjecaj na homeostazu kalcija i koStani
metabolizam prethodno opisan (potpoglavlje 1.2.4). No istrazivanja su pokazala da je za
aktivaciju resorpcije kosti putem PTH-a potreban dugotrajni podrazaj PTH receptora koStanih
stanica. Cestim davanjem malih doza teriparatida aktivira se izgradnja umjesto resorpcije kosti
(49). Abaloparatid je sintetski analog PTHrP-a koji je takoder ligand za PTH receptor. PTH
receptor ima dvije moguée konformacije: neovisnu o G proteinima (R%) i ovisnu o G proteinima
(RG). Vezanje na R° izaziva duZi podrazaj, §to poti¢e resorpciju kosti, dok vezanje liganda na
RG dovodi do kraceg podrazaja i anabolickog utjecaja. Nova istrazivanja pokazala su da
PTHrP, time i abaloparatid, ima ve¢i afinitet za konformaciju PTH receptora ovisnu o G

proteinima od samog PTH-a i time ve¢i anabolicki utjecaj (87).

Iako povecanje BMD-a anabolickim lijekovima ima svojih prednosti, ta terapija ima i
nedostataka. Smatra se da preveliko ili predugo izlaganje anabolickim lijekovima mozZe dovesti
do razvoja osteosarkoma. Lijekovi se primaju kroz dnevne supkutane injekcije i trajanje terapije
je ograni¢eno na 2 godine, nakon ¢ega dolazi do brzog gubitka kostane mase ukoliko se ne

nastavi s davanjem antiresorptivnih lijekova (49, 85).
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1.4.2 Antiresorptivni lijekovi

U¢inak antiresorptivnih lijekova ograniCen je na zaustavljanje ili usporavanje resorpcije
kosti. Ne pridonose direktno izgradnji kosti i time ne ispravljaju ve¢ naruSenu ravnotezu
kosStanog metabolizma ve¢ samo usporavaju napredovanje osteoporoze. Prema nacinu
djelovanja, postoje Cetiri grupe antiresorptivnih lijekova: selektivni modulatori estrogenskih
receptora (engl. selective estrogen receptor modulator, SERM), inhibitori RANKL-a, inhibitori
sklerostina 1 bisfosfonati (49). Najstariji 1 najkoristeniji lijekovi za lijeCenje osteoporoze su
bisfosfonati. Trenutno su u upotrebi 4 bisfosfonata: alendronat, ibandronat, risedronat i
zoledronic¢na kiselina. Nacin primjene tih lijekova se razlikuje (peroralna primjena, supkutane

injekcije, intravenska primjena) (85). Bisfosfonati su podrobnije opisani u potpoglavlju 1.5.

SERM su spojevi koji ovisno o tkivu na koje djeluju funkcioniraju kao agonisti ili
antagonisti estrogena, a u kostanom tkivu smanjuju aktivnost osteoklasta (88). Za lije¢enje
osteoporoze koriste se raloksifen i bazedoksifen na dnevnoj bazi u obliku tableta (49). Osim Sto
smanjuje resorpciju kosti, raloksifen umanjuje pojavnost raka dojke u zena, ali povecava rizik
za nastanak duboke venske tromboze. Lako se apsorbira u organizam, ali radi svoje slabe
topivosti u vodi ima nisku biodostupnost (85, 89). Bazedoksifen se koristi i konjugiran s
estrogenom, ali tom slucaju lijeCenje ima sli¢ne nuspojave kao i terapija samim estrogenom.

Prilikom ukidanja terapije SERM-om moze doc¢i do naglog gubitka koStane mase (49, 85).

Jedini inhibitor RANKL-a koji se trenutno koristi u terapiji osteoporoze je ljudsko
monoklonalno protutijelo pod nazivom denosumab. Osim smanjene resorpcije kosti kroz
inhibiciju osteoklasta, istrazivanja su pokazala i povecanje BMD-a, ali prilikom ukidanja
terapije dolazi do pojacane pregradnje kosti koja rezultira gubitkom BMD-a i povecanjem rizika
nastanka prijeloma (49). Denosumab je jedan od najpotentnijih antiresorptivnih lijekova, a
primjenjuje se supkutanom injekcijom svakih 6 mjeseci, no u rijetkim slucajevima moze dovesti

do osteonekroze celjusti (85).

Najnovija moguénost u lijeCenju osteoporoze je romosozumab, monoklonalno protutijelo
na sklerostin (protein koji proizvode osteociti i koji inhibira aktivnost osteoblasta). Inhibicija
sklerostina dovodi do smanjenja sinteze RANKL-a i smanjenja aktivnosti osteoklasta, a takoder
ima 1 kratkoro¢no anabolicko djelovanje (49). Romosozumab se daje supkutanom injekcijom
na mjesecnoj bazi kroz godinu dana jer nakon toga gubi anabolicki ucinak (85). Nuspojave su

jos fokus istrazivanja, ali zasada je pokazano da moze do¢i do hipokalcijemije (uslijed povecane
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izgradnje kosti) i u rijetkim slu¢ajevima kadriovaskularnih ili cerebrovaskularnih poteskoca

(90).
1.5 Bisfosfonati

Od svih bisfosfonata nove generacije koji se danas koriste kao terapija osteoporoze,
najstariji (u upotrebi od 1995. godine u SAD-u) i najkoriSteniji je alendronat (91). Punog
kemijskog imena 4-amino-1-hidroksibutiliden bisfosfonat, alendronat sadrzi alifatski postrani
lanac (R') koji zavrsava amino skupinom (92). Ibandronat, risedronat i zoledroni¢na kiselina
(zoledronat) umjesto ravnog alifatskog lanca imaju cikli¢ne i razgranate postrani¢ne lance

(Slika 1.3) §to pridonosi njihovoj aktivnosti (93).
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Slika 1.3 Kemijska struktura pirofosfata i bisfosfonata. Slika prikazuje kemijsku strukturu pirofosfata,
op¢u strukturu bisfosfonata s varijabilnim postranim lancem (R') i &etiri bisfosfonata koji se koriste u
terapiji osteoporoze: alendronat, zolendronat, ibandronat i risedronat. Sliku izradio autor.

1.5.1 Obiljezja i djelovanje bisfosfonata

Bisfosfonati su kemijske tvari koje su analogne pirofosfatu. Pirofosfat u organizmu nastaje
hidrolizom ATP-a u AMP te se dalje hidrolizira u anorganski fosfat za sintezu ATP-a. U
usporedbi s pirofosfatom, bisfosfonati umjesto centralnog atoma kisika izmedu dva fosfata
sadrze atom ugljika, Sto ih ¢ini metabolicki stabilnijima i otpornima na hidrolizu (94). Ostatak
strukture bisfosfonata (Slika 1.3) Cini hidroksilna skupina (-OH) koja omogucuje ugradnju
bisfosfonata u kost te postrani¢ni lanac koji varira izmedu pojedinih bisfosfonata i moze
sadrzavati dusik (95). Ugradnjom bisfosfonata u medustani¢nu tvar kosti stvara se matriks koji
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toksicno djeluje na osteoklaste. Terapija bisfosfonatima moze smanjiti stopu resorpcije za do
70 %, a nakon prestanka davanja terapije akumulirani bisfosfonati u matriksu jo§ uvijek
usporavaju resorpciju (86). Starija generacija bisfosfonata koja na postrani¢nom lancu ne sadrzi
dusik (etidronat i kolodronat) nakon apsorpcije u osteoklast se ugraduje u ATP 1 stvara toksi¢ne
metabolite ATP-a koji dovode do apoptoze osteoklasta. Nove generacije bisfosfonata sadrze
dusik u postrani¢nom lancu i djeluju tako da inhibiraju enzim farnezil pirofosfat sintazu koja je
dio mevalonatnog puta u osteoklastima (94). Farnezil pirofosfat sintaza pokrece kaskadu
signala koji reguliraju razne morfoloske aspekte funkcije osteoklasta, npr. citoskelet, nabiranje

membrane i oblikovanje aktinskih prstenova (95).

1.5.2 Alendronat

Alendronat se vrlo Cesto koristi kao prva crta prevencije i terapije osteoporoze u obliku
tjednih ili dnevnih peroralnih doza, ¢esto uz dodatak vitamina D3. Uzimanje alendronata ne
preporuca se osobama s bubreznom insuficijencijom zbog negativnog utjecaja bisfosfonata na
funkciju bubrega (84, 85, 96). Istrazivanja su pokazala da terapija alendronatom u pacijenata s
prethodnim prijelomima kraljeznice u naredne tri godine smanjuje vjerojatnost nastajanja
sekundarnog prijeloma kraljeznice ili prijeloma kuka za 50 %. Kod pacijenata bez prethodnih
prijeloma kraljeznice smanjuje vjerojatnost prijeloma za 48 % (85). Analiza dostupne literature
iz 2021. godine pokazuje da alendronat kroz 3 godine smanjuje vjerojatnost ostalih prijeloma
za 16 % 1 primarnog prijeloma kuka za 39 % (97). Terapija alendronatom najceSce traje 3 do 5
godina nakon ¢ega slijedi pauza od 5 godina. Tijekom prvih 3 do 5 godina, alendronat uspjesno
Stiti od prijeloma, nakon ¢ega dolazi do pada ucinkovitosti i ve¢ih vjerojatnosti nuspojava kao
Sto su netipi¢ni prijelomi bedrene kosti ili osteonekroza cCeljusti (98). Osim za terapiju
osteoporoze, alendronat se uspjesno primjenjuje za lijeCenje Pagetove bolesti kostiju,
metastatske bolesti kostiju i multiplog mijeloma (93). Smatra se da alendronat ima potencijal u
prevenciji Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti i Huntingtonove bolesti zbog
sposobnosti prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru 1 utjecaja na kolesterol 1 kalcijeve ione (99).
Takoder postoje naznake da smanjuje proliferaciju i migraciju stanica tumora dojke i in vitro

djeluje citotoksi¢no na stanice osteosarkoma (100, 101).

Terapija alendronatom i drugim bisfosfonatima ima i1 negativne strane. Povezana je s
nastankom osteonekroze Celjusti. Alveolarna kost ima stopu pregradnje deset puta vecu od,
primjerice, goljeni¢ne kosti te se bisfosfonati u njoj nakupljaju puno vise nego u ostalim

kostima. Tijekom Zivota alveolarna kost se konstantno pregraduje zbog promjena u gornjoj i
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donjoj Celjusti (prirodno pomicanje zuba uslijed pritiska, traume ili vadenja zuba). Ukoliko se
u alveolarnoj kosti nalazi velika koli¢ina bisfosfonata, njezina pregradnja prestaje, dolazi do
hipermineralizacije lamine dure alveolarne kosti 1 odumiranja dijelova kosti $to dovodi do
razvoja osteonekroze (102). Jos jedan od rizika terapije bisfosfonatima je i atipi¢ni prijelom
bedrene kosti. Tako su takvi prijelomi ¢es$¢i u osoba koje primaju velike doze bisfosfonata kao
onkolosku terapiju, ta pojava zabiljeZena je i u terapiji osteoporoze ukoliko se primjenjuju duze
od preporucenih 3 do 5 godina (98). Od ostalih Stetnih u¢inaka postoje naznake da alendronat i
bisfosfonati mogu izazvati fibrilaciju atrija, hipokalcijemiju, akutni upalni odgovor i jaku bol u
miSi¢ima, smanjenje bubrezne funkcije i iritaciju jednjaka i zeludca (103-105). Ostecenja
bubrega mogu biti posljedica nakupljanja kompleksa bisfosfata u tkivu bubrega, ali i
oksidativnog stresa. Pokusi na Stakorima pokazali su da primjena alendronata dovodi do
aktivacije imunosnih stanica (makrofaga, neutrofila i drugih), sto dovodi do upale, a time 1 do
povecanog oksidativnog stresa (106). Nije do kraja poznato koji mehanizmi su odgovorni za
nastanak iritacija u gornjem dijelu probavne cijevi, no istrazivanja pokazuju da uzrok moze biti
kemijska iritacija alendronatom zbog dusika koji sadrzi, a to se donekle moze sprijeciti naCinom
uzimanja lijeka (107, 108). Dio zabiljeZenih sluc¢ajeva nuspojava u gornjem dijelu probavne
cijevi u starijih Zena moze se objasniti ve¢ prisutnim bolestima poput dispepsije i ezofagitisa, a

ne samim djelovanjem alendronata (109).

1.6 Fitoestrogeni

Fitoestrogeni su kemijski spojevi biljnog podrijetla koji, zbog svoje strukturne sli¢nosti
estradiolu, imaju estrogeni u¢inak u organizmu. Glavne skupine fitoestrogena koje se spominju
u literaturi su izoflavoni, kumestani, lignani, stilbeni 1 prenilflavonoidi (110-112). Zbog svoje
prisutnosti u hrani koju unosimo i Sarolikog utjecaja na organizam, fitoestrogeni su predmet
intenzivnog istrazivanja. Glavni izvori fitoestrogena su voce, povrée i orasasti plodovi, na

primjer soja, ¢eSnjak, celer, mrkva, krumpir, jabuke, nar i mnogi drugi (112).

Izoflavoni su skupina fitoestrogena koja je najvise istrazivana. Glavni izvori su soja, crvena
djetelina (7rifolium pratense) 1 druge mahunarke, a zbog svoje visoke biodostupnosti i visokog
dnevnog unosa (pogotovo u Aziji) imaju i najvec¢i utjecaj na ljude (111). Grupa izoflavona
sastoji se od genisteina, daidzeina, gliciteina, biokanina A i formononetina. Njihov utjecaj u
organizmu je dosada zabiljezen kao kemoprotektivan i terapijski u raku dojke i prostate,
kardiovaskularnim bolestima, osteoporozi i simptomima menopauze (113—115). Podatci o

negativnom utjecaju izoflavona su dvosmisleni, ali postoje naznake da mogu negativno utjecati
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na rad Stitne zlijezde, reproduktivni sustav 1 imati kancerogeno djelovanje (114). Kumestani se
nalaze u prirodi u manjim koncentracijama nego izoflavoni, no takoder pokazuju fitoestrogena
svojstva te imaju protutumorsko, protuupalno, kardio i neuroprotektivno djelovanje (116).
Najvise istrazivanja porodice kumestana radeno je na kumestrolu, ¢iji su glavni izvori djetelina
lucerna (Medicago sativa) 1 soja (116—119). Lignani su porodica spojeva zastupljenih u
sjemenkama lana, suncokreta, ¢aju i zZitaricama. Uz njihovu fitoestrogenu aktivnost, prilikom
metabolizma od strane crijevne mikroflore ili enzima jetre, pregraduju se u enterolaktone i
enterodiole koji mogu imati protutumorsko, antioksidativno i protuupalno djelovanje (120).
Najvise istrazivani stilben je rezveratrol koji se nalazi u grozdu i vinu, a dosadasnja istrazivanja
pokazala su da ima antioksidativna, protuupalna, kardioprotektivna, neuroprotektivna i
fitoestrogena svojstva (121). Takoder, neki od lijekova iz skupine SERM-ova koji se koriste u
terapiji osteoporoze i odredenih tipova raka dojke imaju motiv stilbena u svojoj strukturi

(raloksifen, tamoksifen i toremifen) (122).

Prenilflavonoidi se sastoje od flavonoidne jezgre i preniliranih postranih lanaca koji ih ¢ine
izrazito lipofilinima. Flavonoidne jezgre mogu biti izoflavon, flavan, flavon, dihidroflavon ili
halkon. Alkilni prenilni lanci koji se veZu na navedene jezgre mogu biti prenil, geranil i farnezil
skupine. Istrazivanja su pokazala da prenilflavonoidi djeluju citotoksi¢no na tumorske stanice,
da imaju protuupalni, antimikrobni, antiparazitni, antioksidativni i estrogeni ucinak te da
djeluju neuroprotektivno u oboljelih od Alzheimerove bolesti. Imaju 1 potencijal u terapiji
dijabetesa kroz inhibiciju enzima a-glukozidaze ili pojacavanje inzulinskog odgovora
aktivacijom receptora PPAR-y (123). Izvori prenilflavonoida u hrani su hmelj, dud, dudovac

(Broussonetia papyrifera), smokve, soja i sladi¢ (Glycyrrhiza glabra) (124).

1.6.1 Hmelj

Hmelj (Humulus lupulus) je biljka koja se prvenstveno koristi u proizvodnji piva. Zenski
cvat hmelja sadrzi polifenole, fenolne kiseline, halkone, prenilflavonoide, i proantocijanidine
koji pivu daju gorcinu, okus te djeluju antibakterijski 1 antimikotski (125). Kroz povijest, hmelj
se koristio 1 u tradicionalnoj medicini kao blagi sedativ, za simptome nesanice, poboljSanje
apetita i probave, zubobolju, bolove u uhu i neuralgije (126). Suvremena istrazivanja pokazuju
da hmelj olakSava simptome postmenopauze, ima sedativna svojstva koja pomazu pri nesanici
1 utjeCe na osteoporozu (127-132). Vecina danas proizvedenog hmelja koristi se za izradu
ekstrakta hmelja za industriju proizvodnje piva. NajceSce koriSteni nacin izolacije je

superkriti¢nim ugljikovim dioksidom prilikom ¢ega vec¢ina bioktivnih tvari (prenilflavonoida)
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zaostaje u otpadnom biljnom materijalu koji se moZze koristiti kao izvor za proizvodnju
dodataka prehrani (133-135). Glavni prenilflavonoidi hmelja su ksantohumol (KH),
izoksantohumol (IKH), 8-prenilnaringenin (§8PN) i 6-prenilnaringenin (6PN) (135).

1.6.2 Ksantohumol i izoksantohumol

KH, po kemijskoj strukturi prenilhalkon (Slika 1.4.; halkonska jezgra i prenil skupina na
osmom ugljikovom atomu), najzastupljeniji je prenilflavonoid hmelja, ali nema fitoestrogeni
utjecaj. Istrazivanja su pokazala da utjece na razlicite vrste karcinoma kao Sto su karcinom pluca
nemalih stanica, leukemije, karcinomi probavnog sustava (hepatocelularni karcinom,
kolangiokarcinom, karcinom gusterace i karcinom debelog crijeva), karcinome spolnog i
mokra¢nog sustava (dojke, prostate, cerviksa i jajnika), glioblastoma, karcinome Stitnjace 1
melanom kroz apoptozu, inhibiciju angiogeneze i epigenetsku regulaciju (124). Osim toga, ima
antioksidativna svojstva, ukljucen je u prevenciju metaboli¢kog sindroma, ima protuupalni
ucinak, djeluje na dijabetes i inhibira enzim aromatazu (enzim potreban za sintezu estrogena iz
androgena) (136). IKH je sastavljen od dihidroflavonske jezgre i prenil skupine na osmom
ugljikovom atomu (Slika 1.4). Zastupljen je u malim koli¢inama prilikom proizvodnje pivaiu
ekstraktima hmelja, a u vrenju se veé¢ina KH pregradi u IKH (137). Iako ne postoji puno
istrazivanja biokativnosti IKH, pokazano je da smanjuje inzulinsku rezistenciju na modelu
miSa, kontrolom mikrobioma smanjuje pretilost, ima protutumorsko djelovanje (karcinom
dojke, jajnika, prostate, debelog crijeva i melanom) i1 potencijalno fitoestrogeno djelovanje
(138-140). Oba prenilfalvonoida (KH i IKH) su prekursori za nastanak 8-prenilnaringenina i

6-prenilnaringenina djelovanjem enzima jetre i mikrobioma crijeva (141-143).

1.6.3 8-prenilnaringenin

8PN je najaktivniji fitoestrogen hmelja 1 jedan od najpotentnijih dosada poznatih
fitoestrogena (144—146). Po strukturi je slican IKH 1 spada u prenildihidroflavone (Slika 1.4)
(123). Glavni izvor 8PN u ljudskoj prehrani je pivo. Prilikom procesa proizvodnje piva, KH
ciklizira u IKH ili dezmetilksantohumol iz kojeg izomerizacijom nastaje 8PN, no koncentracije
8PN u pivu su poprilicno niske (do najvise 240 pg/L) (147). Prema Stevensu i Pageu, takve
koncentracije i dnevni unos 8PN nemaju znadajan utjecaj na organizam, stoga je fokus
istrazivanja na koriStenje dodataka prehrani dobivenih iz nusprodukta hmelja u pivarskoj
industriji, specijaliziranih ekstrakta hmelja ili cistog 8PN (73, 129, 147-149).

Farmakokineticki, 8PN ima veci afinitet za ERa nego za Erf, Sto ga ¢ini SERM-om, nadalje,
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in vitro pokazuje aktivnost jednaku estrogenima (kao endogeni estrogen estron), a in vivo

ucinak na reproduktivne organe je 20 000 puta manji od estradiola (150).

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da 8PN ima utjecaj na dijabetes (151-153), karcinome
dojke, debelog crijeva i melanom (154—158) te antimikrobna i antivirusna svojstva (159, 160).
Iako postoji podosta dokaza da 8PN ima pozitivan utjecaj na organizam, rezultati istraZivanja
se u odredenoj mjeri proturjecni. Ovisno o na¢inu primjene, dozi, vrsti istrazivanja (in vitro ili
in vivo) 1 organizmu na koji se primjenjuju (Covjek, Stakor ili miS) rezultati dosta variraju.
Primjer toga je njegovo fitoestrogeno djelovanje — dio in vitro ispitivanja pokazuje nisku
fitoestorogenu aktivnost, razli¢ite podatke o vezanju na ERa i ERB i sposobnost vezanja na
GPERI. Za in vivo ispitivanja postoje rezultati koji pokazuju sposobnost 8PN da potakne
proliferaciju tkiva uterusa, ali zabiljeZeni su i opre¢ni rezultati (145). Istrazivanja uc¢inka na
kosStani metabolizam zasada pokazuju jasan osteoprotektivni utjecaj 8PN, minimalan ili nikakav
utjecaj na druga tkiva ovisna o estrogenu te utjecaj na strukturu skeletnog misi¢nog tkiva (148,
149, 161, 162). Zabiljezeni su i neki moguci Stetni ucinci primjene 8PN, npr. inhibicija sinteze
androgena u Leyidigovim stanicama, proliferacija stanica karcinoma in vitro, utjecaj na
endokrini sustav (hormone §titnjace, hormon rasta, IGF-1) i inhibicija funkcije aromataze, §to

je razlog za oprez prilikom istrazivanja potencijalnog koriStenja 8PN u terapijske svrhe (145).

1.6.4 6-prenilnaringenin

Struktura 6PN se od 8PN razlikuje samo po poziciji prenil skupine (Slika 1.4). Pomak prenil
skupine s osmog ugljikovog atoma na Sesti smanjuje fitoestrogeni u¢inak 6PN na manje od 1 %
ucinka koji ima 8PN (163). Osim toga, i biodostupnost i apsorpcija 6PN nize su nego u 8PN
(128). Vedina istrazivanja radena su na tvarima koje sadrze 6PN u kombinaciji s ostalim
prenilflavonoidima hmelja, a istrazivanja i podatci o djelovanju 6PN kao zasebnog spoja su
rijetka. Dosada je pokazano da 6PN ima antimikrobno i1 antifungalno djelovanje, smanjuje
proliferaciju stanica karcinoma prostate, izaziva apoptozu leukemijskih T-stanica i stanica
melanoma in vitro, ima sedativni utjecaj vezanjem na GABA receptor, ima blago
antiosteoporotsko djelovanje i smanjuje neuropatsku bol (128, 164-169). Osim toga, 6PN je
jaki agonist za arilni ugljikovodi¢ni receptor koji ubikvitiniranjem ERa dovodi do razgradnje
ERa i poticanja razgradnje estrogena $to je pozitivna stvar u karcinomima ovisnima o
estrogenu, ali moze smanjiti zeljenu ucinkovitost drugih fitoestrogena u tkivima koja nisu

zahvacena tumorom (128, 170). Zbog manjka pretklini¢kih i klinickih istrazivanja ucinka i
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farmakokinetike ¢istog 6PN u organizmu, potreban je oprez prilikom koriStenja pripravaka koji

sadrze visoke doze 6PN.
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Slika 1.4 Prenilflavonoidi hmelja i njihova pregradnja. Od ksantohumola termickom ciklizacijom
nastaje izoksantohumol, a djelovanjem enzima jetre i crijevnog mikrobioma dezmetilksantohumol.
Izoksantohumol se u jetri i crijevima pregraduje u 8-prenilnaringenin dok dezmetilksantohumol
ciklizacijom prelazi u 8-prenilnaringenin ili u 6-prenilnaringenin. Sliku izradio autor.
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1.7 Oksidativni stres i kost

Proizvodnjom energije unutar mitohondrija nastaju slobodni kisikovi radikali (engl.
reactive oxygen species, ROS). ROS su molekule i radikali (superoksidni anion, vodikov
peroksid, hidroksilni radikal) koji nastaju ,,curenjem‘ elektrona koji su dio transportnog lanca
tijekom stani¢nog disanja kroz membrane mitohondrija u stani¢nu citoplazmu. U malim
koncentracijama sluze kao signalne molekule koje, medu ostalim, kontroliraju stani¢nu
diferencijaciju i proliferaciju, a pomazu i u zarastanju kosti (171). S druge strane, pri velikim
koncentracijama dovode do oStecenja molekula vaznih za funkciju stanice (proteina, RNA i
DNA), §to u kostanom tkivu moze dovesti do inhibicije diferencijacije kosStanih stanica (172).
Tijekom kroni¢ne sustavne ili lokalne upale dolazi i do povecane produkcije ROS-a i
oksidativnog stresa. Kroni¢no izlaganje ROS-u moze dovesti do bolesti (osteoporoza,
reumatoidni artritis, osteosarkom), unistavanja kosti i apoptoze koStanih stanica (ubrzanim
starenjem osteocita 1 koStanog matriksa), ali i do pretjerane diferencijacije i nakupljanja

osteoklasta u slucaju lokalne kroni¢ne upale (173, 174).

Nadalje, nedostatak estrogena predstavlja primarni ¢imbenik koji odreduje gubitak kosti
nakon menopauze i povezan je s negativnim pokazateljima kvalitete kostiju ukljucujuci
apoptoticku smrt osteocita in vivo. Nedostatkom estrogena dolazi do pojacane stimulacije
T-limfocita i otpuStanja upalnih citokina (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17) koji poti¢u
aktivnost osteoklasta, dok IL-7 potice apoptozu osteoblasta, a antioksidativna aktivnost
estrogena odrzava homeostazu kosti kontrolom oksidativnih radikala uklju¢enih u
diferencijaciju 1 aktivnost osteoblasta i osteoklasta (174—176). U osteoblastima vodikov
peroksid negativno djeluje na rast stanica, aktivnost alkalne fosfataze, kalcifikaciju,
mineralizaciju i ekspresiju osteogenih biljega. U prisustvu vodikova peroksida dolazi do
povecane resorpcije kosti osteoklastima, diferencijacije prekursora osteoklasta i nastajanja
osteoklasta (175). Zhao 1 suradnici su meta-analizom dostupne literature potvrdili da postoji
veza izmedu povecanog sistemskog oksidativnog stresa i postmenopauzalne osteoporoze (177).
Osim ve¢ navedenog, apsorpcija kalcija u crijevu ovisi i o razini glutationa te zbog smanjene
razine glutationa (npr. kod oksidativnog stresa uzrokovanog lijekovima) dolazi i do smanjene

apsorpcije kalcija u crijevu (178).

Temeljem navedenog, sustavna upala i oksidativni stres su vazan ¢imbenik na koji bi se
trebalo djelovati u prevenciji i lijeCenju osteoporoze (174, 175, 177). Primjena antioksidansa

moze sprijeciti gubitak koStane mase, apoptozu osteoblasta 1 diferencijaciju osteoklasta in vitro,
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a u ovarijektomiranih miseva pokazano je da antioksidansi obnavljaju kost i poveéavaju broj
osteoblasta (175, 179). Kao S$to je ve¢ spomenuto, prenilflavonoidi hmelja (prvenstveno KH i
8PN) imaju antioksidativnu aktivnost. KH povecava koli¢inu glutationa koji je jedan od glavnih
endogenih antioksidativnih peptida, ali u velikim koncentracijama KH dovodi do povecane

produkcije ROS-a (128).

1.8 Zivotinjski modeli osteoporoze

Zivotinjski modeli su oduvijek bili vazan dio temeljnih bioloskih i medicinskih istrazivanja.
Ovisno o tipu osteoporoze koju se istrazuje, potrebno je izabrati 1 prikladni model. Za
istrazivanja postmenopauzalne osteoporoze preporuca se koristenje ovarijektomijskog modela,
za istrazivanje sekundarne osteoporoze koriStenje glukokortikoidnog modela i modela
osteoporoze uzrokovane retinoi¢nom kiselinom, a za osteoporozu uzrokovanu imobilizacijom
se preporuca model u kojem se zivotinje imobilizira vjeSanjem za rep ili imobilizacijom
straznjih udova (180-182). NajCesce koriStene zivotinje kao modeli osteoporoze su
laboratorijski Stakori, ali mogu se koristiti zecevi, ovce, primati, psi i ribe zebrice (180, 183—

185).

Model postmenopauzalne osteoporoze uzrokovan ovarijektomijom Zenki Stakora je detaljno
opisan. Najcesce koristeni sojevi laboratorijskih Stakora su Sprague-Dawley i Wistar, ali koriste
se 1 smedi norveski Stakor, Fischer 344, Lewis i Wistar Kyoto Stakori (186). Bilateralnom
ovarijektomijom uklanja se primani izvor estradiola u Zivotinje te one kroz vrijeme gube
kosStanu masu i dolazi do velikih promjena mikroarhitekture spuzvaste kosti, Sto odgovara
promjenama koje se dogadaju u postmenopauzalnoj osteoporozi u ljudi (186). Starost Zivotinja
ima veliku ulogu u utjecaju ovarijektomije na kost. Preporucena starost Stakora za postavljanje
modela osteoporoze je 6 mjeseci jer je u mladih zivotinja aktivnost koStane pregradnje joS
uvijek velika (zbog rasta 1 sazrijevanja koStanog sustava), a u Zivotinje starije od 6 mjeseci
odgovor na promjene (smanjenje kostane mase nakon ovarijektomije ili primjena ispitivanih
spojeva) je prespor (186, 187). Uspjesno uspostavljanje modela nakon ovarijektomije je
potvrdeno analizom BMD-a cijele Zivotinje i kraljeznice na sojevima Sprague-Dawley 1 Wistar
(187). U usporedbi BMD-a cijele Zivotinje, Wistar Stakori imaju nagli pad vrijednosti BMD-a
u prva tri mjeseca nakon ovarijektomije, dok je u Sprague-Dawley Zivotinja pocetni pad sporiji,
ali dugoroc¢no su vrijednosti BMD-a niZze nego u Wistar soja (187). Znacajne promjene se
dogadaju ve¢ unutar prvih 14 dana nakon ovarijektomije na proksimalnom dijelu tibije i unutar

30 dana u vratu femura (180).
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Osim zivotinjskih modela osteoporoze, postoje i in vitro modeli. Za uspjesan in vitro model
potrebno je uspostaviti ko-kulturu stanica osteoblasta i osteoklasta $to stvara izazove zbog
razlika u medijima i ¢imbenicima potrebnima za uzgoj i diferencijaciju razlicitih stanica (188).
Najnoviji potencijalni model in vitro je trodimenzionalna ko-kultura ljudskih osteoblasta,
osteoklasta i osteocita (189). Takav model omogucuje istrazivanja samih stanica, njihove
interakcije 1 parakrinog lucenja, ali nije dovoljan za istraZivanje koStane pregradnje i
diferencijacije stanica te kompleksne kontrole metabolizma i homeostaze kosti. Stoga je

zivotinjski model jo$ uvijek nezamjenjiv u pretklinickim istrazivanjima osteoporoze.
1.9 Svrha i o¢ekivani doprinos istrazivanja

Pojavnost osteoporoze raste iz godine u godinu $to dovodi do povecanja socio-ekonomskog
pritiska na zdravstveni sustav. Terapija osteoporoze temelji se na usporavanju razgradnje kosti
1 medikamentoznom odrzavanju ravnoteZze koStanog metabolizma. Premda je lijeCenje
bisfosfonatima dosta uspjesno i Cesto su prvi izbor u terapiji osteoporoze, i dalje postoji potreba
za razvojem novih metoda lijeCenja. Nedavna istrazivanja usredotocena su na druge pristupe
lijecenju te bolesti, koji se za sada uglavnom koriste kao druga ili tre¢a linija lijeenja, ili su u
ranim fazama istrazivanja te za sada nema informacija o njihovoj dugoro¢noj sigurnosti i
djelotvornosti (190). Stoga je istrazivanje patofizioloSkih mehanizama nastanka i1 razvoja
osteoporoze te odgovaraju¢ih metoda lijeCenja i ublazavanja simptoma vrlo aktivno podrucje.
Fitoestrogeni ekstrakta hmelja (prvenstveno 8PN) su se zbog svog selektivnog i
osteoprotektivnog djelovanja u zadnjih dvadesetak godina pokazali kao dobri kandidati za
daljnje istrazivanje u kontekstu terapije osteoporoze (149, 162). Do sada nisu detaljno istrazene
interakcije 1 potencijalni sinergisticki utjecaj kombinacije ovog prirodnog fitoestrogena i
konvencionalne terapije alendronatom. S obzirom da primjena alendronata sa sobom nosi rizik
od nuspojava i da je vremenski ograni¢ena zbog mehanizma djelovanja alendronata (vidjeti
potpoglavlje 1.5), postavlja se pitanje bi li se koriStenjem ekstrakta hmelja kao dopunskog
lije¢enja moglo smanjiti potrebnu dozu alendronata i na taj na¢in smanjiti brojnost i1 izrazenost
nuspojava te omoguciti prilagodbu vremenskog okvira njihove primjene. Takoder, zbog
povoljnog i selektivnog djelovanja fitoestrogena iz hmelja (vidjeti potpoglavlje 1.6), moglo bi
se ocekivati manje nuspojava povezanih s klasicnom terapijom nadomjeStanjem estrogena.
Osim fitoestrogena, ekstrakt hmelja sadrzi i antioksidanse. Prema ve¢ iznesenim navodima,
oksidativni stres uzrokovan nedostatkom estrogena je usko povezan s nastankom osteoporoze i
njezinom progresijom (191). Zbog svega navedenog i Cinjenice da do sada nije ispitana
primjena kombinacije alendronata i ekstrakta hmelja u lijeenju osteoporoze, u ovom
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istrazivanju ispitan je utjecaj visoke i niske doze alendronata, ekstrakta hmelja i njihove
kombinacije na kvalitetu i pregradnju kosti koriStenjem ovarijektomijskog modela osteoporoze
u Stakora te na razinu oksidativnog stresa, morfoloska obiljezja organa osjetljivih na estrogen i
oksidativni stres te dodatna obiljezja eksperimentalnih Zivotinja kao §to su hematoloske i

biokemijske odrednice krvi.
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2. HIPOTEZA

Fitoestrogeni iz ekstrakta hmelja imaju povoljan uc¢inak na strukturna obiljezja kosti te na
pokazatelje koStanog metabolizma i oksidativnog stresa na modelu osteoporoze u zZenki Wistar

Stakora 1 imaju sinergisti¢ki uc¢inak s alendronatom.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

» Istraziti ucinak ekstrakta hmelja, alendronata i njihovih kombinacija na strukturna
obiljezja i kvalitetu kosti pomoc¢u mikro CT uredaja te izrazaj biljega metabolizma kosti (CTX1

1 PINP) metodom Western blot na zenkama Wistar Stakora

» Istraziti izrazaj biljega oksidativnog stresa u serumu zenki Wistar Stakora (NO,
arginaza) i na tkivu bubrega i jetre (katalaza, lipidna peroksidacija, karbonilirani proteini)

ovisno o primjeni ispitivanih tvari

* Izvrsiti histomorfolosku analizu tkiva maternice i perigonadalnog masnog tkiva te

usporediti imunohistokemijski izrazaj Ki67 u tkivu maternice zenki Wistar Stakora

* Opisati hematoloske i biokemijske odrednice (KKS, ukupni proteini, jetreni enzimi)

7zenki Wistar Stakora
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4. MATERIJALI I METODE

4.1 Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao kontrolirani pokus.

4.2 Materijali

Ekstrakt hmelja, komercijalnog imena XanthoFlav™, pribavljen je u obliku donacije tvrtke
Hopsteiner (New York, SAD). Prema visokotla¢noj tekuc¢inskoj kromatografiji provedenoj u
laboratoriju tvrtke Hopsteiner, udio ciljanih tvari u ekstraktu je bio: KH 75 %, IKH 0,4 %, 8PN
0,3 % 1 6PN 1,7 %. Alendronat je koristen u obliku tableta Alendox 70 (Belupo, Koprivnica,
Hrvatska), a inhalacijski anestetik sevofluran kao Sevorane (Abbott Laboratories, Chicago,
Illinois, SAD). Za injekcijsku anesteziju koriSteni su kombinacija ketamina u obliku
Narketana® (Vetoquinol S.A., Lure Cedex, Francuska) u dozi od 75 mg/kg i ksilazina u obliku
Xylapana® (Vetoquinol S.A., Lure Cedex, Francuska) u dozi od 10 mg/kg. Za postoperativnu
analgeziju koriSten je ketoprofen u obliku ampula koncentracije 50 mg/mL pod nazivom

Ketonal® (Sandoz, Basel, Svicarska).
4.3 Zivotinje
4.3.1 Uzgoj i tretman

U istrazivanju je koriSteno 70 zenki Stakora visokosrodnog soja Wistar iz uzgoja Zavoda za
animalnu fiziologiju BioloSkog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu. Na
pocetku istrazivanja, zivotinje su bile starosti oko 6 mjeseci i tezine 150 — 250 g. Podijeljene su
u sedam skupina po deset zZivotinja 1 smjestene u kavezima dimenzija 20x32x%20 cm. Uzgajane
su u standardnim uvjetima: ciklus od 12 sati svjetla i 12 sati mraka, temperatura 24 °C uz
kontroliranu vlaznost zraka. Zivotinje su hranjene komercijalnom hranom 4 RF 21 (Mucedola
S.R.L., Italija) uz ad libitum pristup hrani 1 vodi. IstraZzivanje je provedeno u skladu s etickim
nacelima vaze¢im u Republici Hrvatskoj, prema Zakonu 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) (192). Uzgoj i Zrtvovanje Zivotinja
provedeni su u prostorima Zavoda za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-
matematickog fakulteta u Zagrebu uz dozvolu Hrvatskog nacionalnog etickog povjerenstva za
zastitu zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (EP 233/2020) i dozvolu Povjerenstva za

bioetiku i dobrobit Zivotinja BioloSkog odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u
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Zagrebu (Klasa: 643-02/19-01/3, Ur.broj: 251-58-10617-19-704). Vecina analiza i ostatak
istrazivanja provedeni su na Medicinskom fakultetu Osijek SveuciliSta J. J. Strossmayera u

Osijeku uz dozvolu etickog povjerenstva navedene ustanove (KLASA: 602-04/22-08/02
URBROJ: 2158-61-46-22-16).

U 10 nasumicno izabranih Zivotinja izvedena je placebo (engl. sham) operacija (operacija
bez odstranjivanja jajnika izvedena u svrhu izjednaCavanja utjecaja stresa uzrokovanog
operativnim zahvatom u svim skupinama) dok je na ostalih 60 Zivotinja izvedena bilateralna
ovarijektomija. Za vrijeme operacije, Zivotinje su bile anestezirane intraperitonealnom
injekcijom (IP) kombinacije ketamina (75 mg/kg) i ksilazina (10 mg/kg). Zivotinje su drzane
pod nadzorom nekoliko dana nakon operacije i po potrebi su dobivale analgeziju kroz injekcije
ketoprofena u dozi 2-5 mg/kg jednom dnevno. Zivotinje su uzgajane narednih mjesec dana u
standardnim uvjetima kako bi se uspostavio model osteoporoze. Nakon mjesec dana,
ovarijektomirane zivotinje nasumicno su podijeljene u 6 skupina po 10 Zivotinja, a 10 zivotinja
podvrgnutih placebo operaciji je €inilo zdravu kontrolnu skupinu. Terapija je primjenjivana
tijekom naredna 2 tjedna u kojima su Zivotinje jednom dnevno intragastricki (IG) primale
ispitivane tvari ili otapalo za ekstrakt hmelja (propilen glikol) i vodu. Zdrava kontrolna skupina
(K) 1 ovarijektomirana netretirana skupina (OV) su primale IG 1 mL propilen glikola i vode
jednom dnevno. Ovarijektomirana skupina koja je primala nisku dozu alendronata (AL) primala
je 1 mg/kg alendronata jednom dnevno IG, a 2 mg/kg alendronata davano je IG
ovarijektomiranoj skupini koja je primala visoku dozu alendronata (AH). Naredne dvije
ovarijektomirane skupine primale su nisku (AL-X) ili visoku (AH-X) dozu alendronata u
kombinaciji s ekstraktom hmelja u dozi od 60 mg/kg. Tim skupinama zivotinja tvari su davane
naizmjeni¢no (jedan dan alendronat, drugi dan ekstrakt hmelja). Zadnja ovarijektomirana
skupina zivotinja primala je samo ekstrakt hmelja u obliku dnevne IG doze od 60 mg/kg.
Prilikom svakog davanja dnevne doze, Zivotinje su bile anestezirane upotrebom inhalacijskog
anestetika sevofurana. Graficki prikaz koriStenih skupina zivotinja i doze ispitivanih tvari kao

1 vremenska crta od postavljanja istraZzivanja do Zrtvovanja zivotinja vidljivi su na slici 4.1.

4.3.2 Uzorkovanje

Nakon 2 tjedna terapije, Zivotinje su anestezirane davanjem intraperitonealne injekcije
kombinacije ketamina (75 mg/kg) i ksilazina (10 mg/kg). Zivotinjama je uzeta krv za
hematolosku analizu pune krvi i biokemijsku analizu seruma. Dio jetre, bubreg, bedrena kost,

maternica i uzorak perigonadalnog masnog tkiva pohranjeni su u 4 %-nu neutralnu puferiranu
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otopinu formaldehida (NBF, Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska). Ostatak jetre, uzorak
perigonadalnog masnog tkiva, drugi bubreg i druga bedrena kost pohranjeni su -20 °C. Prije

pohrane zabiljeZena je tezina svih uzorkovanih organa.

Svi uzorci (osim bedrene kosti) koji su bili pohranjeni u 4 % NBF su nakon fiksacije
uklopljeni u parafin standardnim histoloskim postupkom te pohranjeni za daljnju analizu tkiva.

Uzorci bedrene kosti su ostali pohranjeni u 4 % NBF do analize mikro ra¢unalnom

tomografijom (CT).
Wistar @ Vo
6 mj. starost k/\
N=70 Q]J
150-250¢g e
Placebo bilateralna
operacija ovarijektomija
N =10 N =60
w
(=}
o
(Y]
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(=g
3
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Slika 4.1 Graficki prikaz postavljanja pokusa i koriStenih skupina Zivotinja. Slika prikazuje podjelu
zivotinja u skupinu podvrgnutu placebo operaciji (N = 10) 1 bilateralno ovarijektomirane zivotinje koje
su nakon 30 dana raspodijeljene u 6 pokusnih skupina (N = 10). Zivotinje su nakon podjele u skupine
tretirane 14 dana i potom Zrtvovane. IG — intragastricki. K — zdrava kontrolna skupina (placebo
operacija), OV —ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-
X — ovarijektomirane Zivotinje koje su naizmjeni¢no primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja,
AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su naizmjeni¢no primale visoku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja, A — alendronat, EH — ekstrakt
hmelja. Sliku izradio autor.
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4.4 HematoloSka i biokemijska analiza krvi i seruma

Prilikom uzorkovanja, dio krvi pohranjen je u heparizirane spremnike BD Vacutainer®
(BD, New Jersey, SAD) na 4 °C i analiziran drugi dan. Analiza je provedena u Veterinarskoj
stanici Osijek na uredaju ABX Micros ESV60 (Horiba Medical, Kyoto, Japan) koriStenjem
postavki za Stakora i standardnog protokola prema proizvodacu. Izmjeren je broj eritrocita,
leukocita i1 trombocita u jedinici volumena krvi, koncentracija hemoglobina u krvi, vrijednost
hematokrita, prosjecni volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume, MCV), prosjecni
hemoglobin u eritrocitu (engl. mean corpuscular hemoglobin, MCH) i prosje¢na koncentracija

hemoglobina u eritrocitu (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC).

Ostatak krvi pohranjen je u neheparizirane spremnike BD Vacutainer® (BD, New Jersey,
SAD). Nakon koagulacije, serum je izdvojen centrifugiranjem 10 min silom od 3000 xg na
centrifugi Eppendorf 5702 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka). Dio seruma (100 uL) iskoriSten
je za analizu biokemijskih odrednica krvi, a ostatak je pohranjen na -20 °C. Analiza
biokemijskih odrednica izvrSena je na Hrvatskom veterinarskom institutu u Zagrebu
koriStenjem uredaja VetScan VS2 (Abaxis, Union City, Kalifornija, SAD) i prikladnih rotora s
reagensima (VetScan® Comprehensive Diagnostic Profile) istog proizvodaca. Rotor sadrzi
reagense za analizu jednog uzorka 1 mjerenje alanin aminotransferaze (ALT), ukupne alkalne
fosfataze (ALP), amilaze (AMI), kalcija, fosfora, kalija, natrija, uree, albumina, globulina,
kreatinina, ukupnih proteina, ukupnog bilirubina i glukoze u krvi. Analiza je izvrSena prema

uputama proizvodaca.

Ukupni kolesterol i trigliceridi u serumu izmjereni su koriStenjem kolorimetrijskog
enzimatskog testa Cholesterol liquicolor i1 Tryglicerides liquicolor mono (HUMAN,
Wiesbaden, Njemacka). Prema prilozenom standardu kolesterola (5,17 mmol/L) ili triglicerida
(2,28 mmol/L) napravljena su serijska razrjedenja i izradene bazdarne krivulje u ploCicama s
96 jazica mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 490 nm na uredaju iMark™ Microplate
Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD) (Slika 4.2 i Slika 4.3). Volumen od
2 uL seruma ispipetiran je u plocice s 96 jazica za mjerenje kolicine kolesterola i plocice za
mjerenje triglicerida na koje je dodano 200 pL prikladnog reagensa. Nakon inkubacije od 10
minuta na sobnoj temperaturi, apsorbancije uzoraka izmjerene su na istom uredaju. Prema
dobivenim bazdarnim krivuljama, izraCunate su koncentracije kolesterola i triglicerida u

serumu te su izrazene u mmol/L.
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Slika 4.2 Bazdarna krivulja koncentracije kolesterola koriStena za mjerenje koncentracije ukupnog
kolesterola u serumu i jetri. Sliku izradio autor.
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Slika 4.3 Bazdarna krivulja koncentracije triglicerida koriStena za mjerenje ukupnih triglicerida u
serumu i jetri. Sliku izradio autor.

4.5 Analiza kvalitete kosti

4.5.1 Mikro rac¢unalna tomografija

Bedrene kosti fiksirane u formalinu snimljene su koriStenjem uredaja za mikrotomografiju
rendgenskim zrakama visoke rezolucije Neoscan 80 (Neoscan, Mechelen, Belgija) na Odjelu
za biologiju, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani. KoriSten je napon izvora od 50 kV,
jakost struje 200 pA, trajanje ekspozicije od 136 ms i veli¢ina voksela od 10 um. Na svakoj
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kosti snimljen je segment duzine 1 cm distalne epifize. Snimke su potom obradene u programu

Neoscan (Neoscan, Mechelen, Belgija) i izvezene u obliku 2D projekcijskih slika.

Dobivene 2D projekcijske slike su rekonstruirane u 3D modele kosti koriStenjem programa
Dragonfly (Object Research Systems, Montreal, Kanada). Modeli kosti su ociS¢eni od Suma
nastalog prilikom snimanja pomoc¢u modela dubokog ucenja (engl. deep learning) temeljenog
na U-net neuralnoj mrezi unutar programa Dragonfly (Slika 4.3) (193). KoriStenjem dodatka za
analizu kosti unutar programa Dragonfly, izdvojena su podrucja od interesa (engl. region of
interest, ROI) kao ukupni volumen snimljenog dijela kosti te samo kostanog tkiva (Slika 4.4).
Zatim je kostano tkivo razdvojeno na ROI-je koji predstavljaju kompaktnu i spuzvastu kost
prema Buie 1 sur. (Slika 4.4; Slika 4.6) (194) Na dobivenim ROI-ma izmjereni su
morfometrijski pokazatelji kosti prema Bouxsein 1 sur. (Slika 4.7) (195): ukupni volumen
kostanog tkiva (um?), ukupni volumen kosti (um?), udio kostanog tkiva u ukupnom volumenu
kosti (%), prosjecna debljina kompaktne kosti (um), prosjecna debljina kostane gredice (um),
prosje¢ni razmak medu kostanim gredicama (um), prosje¢na povrsina kompaktne kosti (um?),
prosje¢na povrsina kostane srzi (um?), prosjeéna povrsina kosti kao zbroj povrsine kompaktne
kosti i povrsine kostane srzi (um?), udio kompaktne kosti u ukupnoj povrsini kosti (%), povrsina

periosta (um?), povr§ina endosta (um?), opseg periosta (um) i opseg endosta (um).

Slika 4.3 Prikaz presjeka kroz snimku kosti prije (A) i nakon uklanjanja Suma (B) pomoc¢u modela
dubokog ucenja u programu Dragonfly. Mjerilo: 2 mm. Sliku izradio autor.
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3 mm

Slika 4.4 Dvodimenzionalni prikaz snimke kosti (A), oznaenog ukupnog volumena kosti (B) i
volumena kos$tanog tkiva (C) u programu Dragonfly. Mjerilo: 3 mm. Sliku izradio autor.

2 mm

Slika 4.5 Dvodimenzionalni prikaz snimljene kosti (A) i segmentirane kosti (B) u programu Dragonfly.
Kompaktna kost prikazana je plavo, a spuzvasta kost crveno. Mjerilo: 2 mm. Sliku izradio autor.

35



4. MATERIJALI I METODE

Slika 4.6 Trodimenzionalni prikaz kosti nakon segmentacije spuzvaste (A) i kompaktne (B) kosti u
programu Dragonfly. Sliku izradio autor.
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Slika 4.7 Primjer volumentrijske mape debljina koStanih gredica koje su koristene za analizu odrednica
kvalitete kosti u programu Dragonfly. Legenda boja prikazana je na dnu slike. Sliku izradio autor.

4.5.2 Western blot analiza biljega pregradnje kosti

Za procjenu stope pregradnje kosti koriSteni su serumski biljezi PINP (N-terminalni
propeptid prokolagena tipa 1, engl. Procollagen Type 1 N-terminal propeptide) 1 CTXI1
(karboksi terminalni krizno povezani telopeptid kolagena tipa 1, engl. Carboxy terminal
crosslinked telopeptides of type I collagen). PINP je produkt koji nastaje posttranslacijskom
doradom molekule kolagena tipa I, a CTX1 je produkt enzimske razgradnje kolagena tipa I
katepsinom K. Oba produkta moguce je nac¢i u serumu te se preporucaju kao dodatni klinicki

biljezi izgradnje i resorpcije kosti (196). Popis koriStenih otopina nalazi se u tablici 4.1.
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Tablica 4.1 Popis otopina koristenih za western blot analizu.

Otopina Sastav i proizvodac
Fosfatni pufer 137 mM NaCl", 2,7 mM KCI', 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM
(PBS) KH,PO4" u destiliranoj vodi (dH>O)

e 0,35 M Tris-HCI pH 6,8, 10 %-ni SDS, 30 %-ni glicerol?,
Denaturacijski pufer (DP) 9.3 %-ni ditiotreitol*

S B s LD 30 %-ni akrilamid?, 2,7 %-ni bis-akrilamid?

akrilamid (AA/Bis)
10 %-ni natrij il sulfat . . . _
0 %-ni natrijev dodecil sulfa 10 %-ni natrijev dodecil sulfat* u dH,O
(SDS)
3M Tris-HCI1 36,342 g Tris baze®, dopuniti do 100 mL dH,O, pH 8,8
IM Tris-HCI 12,114 g Tris baze®, dopuniti do 100 mL dH,O, pH 6,8
Py s
1,5 %-ni amonijev persulfat 1,5 %-ni amonijev persulfat! u dH,O
(APS)
Trikloroetanol (TCE) 2,2,2-trikloroetanol!
Tetrametiletilendiamin N,N,N',N'-tetrametiletan-1,2-diamin®
(TEMED)

6,4 mL dH,O, 1,125 mL 1M Tris-HCI, 1,66 mL 30 %-ni
AA/Bis, 0,1 mL 10 %-ni SDS, 0,75 mL 1,5 %-ni APS, 10 uLL
TEMED
10,2 mL dH»0O, 2,5 mL 3M Tris-HCI, 6,66 mL 30 %-ni AA/Bis,
0,2 mL 10 %-ni SDS, 0,23 mL TCE, 0,46 mL 1,5 %-ni APS,
10 uL TEMED
Pufer za elektroforezu (EP) 25 mM Tris baza, 192 mM glicin®, 0,1%-ni SDS u dH,O
Towbinov transfer pufer 25 mM Tris baza, 192 mM glicin, 20 %-ni metanol” u dH,O
Pufer za blokiranje (BP) 3 %-ni govedi serum albumin* u PBS-u
Tween 20 Polisorbat 20%

* Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
+ VWR, Radnor, Pennsylvania, SAD
1 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD
§Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD
|| Acros Organics, Geel, Belgija

Gel za sabijanje
(5 %-ni AA/Bis)

Gel za razdvajanje
(10 %-ni AA/Bis)

Prvi korak bio je razdvajanje proteina seruma na temelju njihove veli¢ine koriStenjem
elektroforeze u poliakrilamidnom gelu uz natrijev dodecil sulfat za koju je bilo potrebno
pripremiti uzorke jednake koncentracije proteina u puferu za elektroforezu. Koli¢ina proteina u
serumu je prethodno izmjerena prilikom biokemijske analize seruma (vidjeti 4.4). Serumi su
razrijedeni u fosfatnom puferu (PBS) na volumen 250 puL nakon cega je dodano 50 pL
denaturacijskog pufera (DP). Koncentracija proteina u zavrSnom volumenu od 300 pL je bila
1 mg/mL. Tako pripravljeni uzorci su inkubirani 5 minuta na 100 °C kako bi se proteini

denaturirali, nakon ¢ega su ohladeni u ledu 1 pohranjeni na 4 °C do elektroforeze.

Elektroforeza je provedena na sustavu za elektroforezu Hoefer Mighty Small (Hoefer,
Holliston, Massachusetts, SAD). Pripremljeni su diskontinuirani gelovi za elektroforezu
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sastavljeni od gornjeg gela za sabijanje (5 % akrilamid) i gela za razdvajanje (10 % akrilamid)
debljine 3 mm s dodatkom trikloroetanola za normalizaciju bez bojenja (engl. stainfree
normalization). Na svaki gel naneseno je 5 uLL obojenog proteinskog standarda za elektroforezu
SeeBlue 2 Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) i 14 uzoraka u
volumenu od 50 pL (50 pg proteina). Za svaki biljeg je koristeno 5 gelova s 15 jazica, a raspored
uzoraka je bio takav da je na svakom gelu bilo po dva uzorka od svake skupine Zivotinja kako
bi kvantifikacija bila moguca. Elektroforeza je trajala 4 sata uz konstantnu snagu struje od
30 mA po gelu i pocetni napon ~70 V. Temperatura pufera za elektroforezu (EP) odrzavana je

na 4 °C cirkulacijom hladne vode kroz sustav za elektroforezu.

Nakon zavrSene elektroforeze, nosaci gela su uklonjeni i rastavljeni, gornji gel za sabijanje
je odrezan, a trikloroetanol u gelu za sabijanje je aktiviran UV svjetlom na uredaju ChemiDoc™
Imaging system (BioRad, Hercules, California, SAD) prema ugradenom protokolu. U koraku
aktivacije, trikloroetanol se veze na prisutne proteine i s njima prelazi na membranu. Prijenos
proteina iz gela na poliviniliden diflorid (PVDF, veli¢ina pora 0,45 wm) membranu (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) napravljen je u Hoefer Mighty Small
Transfer Tank sustavu (Hoefer, Holliston, Massachusetts, SAD) u Towbinovom transfer
puferu. Transfer je trajao 2 sata pri konstantnoj jakosti struje od 200 mA i hladenju cirkulacijom
hladne vode kroz sustav. Nakon transfera, membrane su isprane u PBS-u s dodatkom 0,1 %-nog
Tween 20 (PBS-T) 1 snimljene na ChemiDoc™ Imaging system uredaju pod ,,stainfree
membrane* postavkama (Slika 4.8 A). Dobivene snimke su kasnije koriStene za normalizaciju

nanosenja uzorka prilikom analize membrana.

Na membranama je provedena imunohistokemijska reakcija izmedu ciljanih proteina
(CTX1 ili PINP) i specifi¢nih protutijela na navedene proteine: misje monoklonalno primarno
protutijelo na CTX1 (kat.br. LS-B16343, LSBio. Seattle, Washington, SAD) i1 zecje
poliklonalno primarno protutijelo na PINP (kat.br. 141967, USBiological, Salem,
Massachusetts, SAD). Prikladne koli¢ine svakog primarnog protutijela (2,5 mL za svaku
membranu) pripravljene su u puferu za blokiranje (BP) u koncentraciji 1:2000 i membrane su
inkubirane u njima na 4 °C preko no¢i uz konstantno mijesanje. Nakon inkubacije, membrane
su isprane 3 puta po 10 minuta u PBS-T-u uz konstantno mijesanje. Potom je slijedila inkubacija
u trajanju od 2 sata na sobnoj temperaturi uz konstantno mijesanje u otopinama prikladnog
sekundarnog protutijela oznaenog biotinom koje reagira na prethodno naneseno primarno
protutijelo pripravljenog u BP u koncentraciji 1:20 000. Za CTX1 membrane koristeno je kozje
protu-miSje  poliklonalno sekundarno protutijelo  (kat.br. 115-065-071, Jackson
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ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, SAD), a za PINP membrane koristeno je kozje
protu-zec¢je  poliklonalno sekundarno protutijelo  (kat.br. 111-065-144, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, SAD). Nakon inkubacije u sekundarnom
protutijelu, membrane su isprane 3 puta po 10 minuta u PBS-T-u uz konstantno mijeSanje i
prebacene u otopinu tercijarnog kompleksa na 1 sat pri sobnoj temperaturi i konstantnom
mijesanju. Tercijarni kompleks je polimer streptavidina i peroksidaze iz hrena (kat.br. S2438,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) pripravljen u PBS-T-u u koncentraciji 1:1000.
Nakon inkubacije u tercijarnom kompleksu, membrane su isprane 3 puta po 10 minuta u
PBS-T-u uz konstantno mijesanje i snimljene na ChemiDoc™ Imaging system uredaju pod
postavkama za kemiluminiscenciju na membrani (Slika 4.8 B). Za vizualizaciju dobivenog
signala koriSten je supstrat za peroksidazu Immobilon Forte (kat.br. WBLUF0500, Merck,
Darmstadt, Njemacka). Razina signala usporedena je s obojenim proteinskim standardom

prema veli¢inama ciljanih proteina: 140 kDa za CTX1 i1 53 kDa za PINP.

— -
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Slika 4.8 Primjer digitalnih fotografija western blot membrana. Prikazane su ,,stainfree* slika membrane
korisStene za normalizaciju signala (A) i slika intenziteta kemiluminiscentnog signala (B) oznaCenog
PINP proteina. Sliku izradio autor.

Dobivene slike membrana uvezene su u program Image Lab (BioRad, Hercules, California,
SAD) u nativnom .scn formatu. Slike istth membrana su spojene u ,stainfree” i
kemiluminiscencijske parove koristenjem opcije ,,Create Multichannel Image*. ,,Stainfree
slike prikazuju ukupnu koli¢inu proteina koja je nanesena u gel 1 uspjeSno prenesena na
membranu, a kemiluminiscencijske slike prikazuju signal ciljanog proteina (CTX1 ili PINP)
na membrani. KoriStenjem ,,Lane and Bands*“ alata, oznacene su jazice i dobivene linije
proteina za obje slike u paru. Jakost signala za obje slike ispisan je 1 spremljen u obliku Excel
tablice kroz opciju ,,dnalysis Table*. Podatci su normalizirani i izraZzeni kao omjer jakosti
signala ciljanog proteina u odnosu na ukupnu koli¢inu proteina na membrani. Dobiveni

normalizirani podatci su izrazeni kao omjer jakosti signala uzorka u odnosu na prosje¢nu jakost
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signala uzoraka kontrolne skupine Zivotinja koji su se nalazili u istom gelu i takvi koriSteni za

statistiGku analizu.

4.6 HistoloSka analiza

4.6.1 Maternica

Na tkivu maternice je nakon fiksacije u 4 %-nom NBF-u izvrSena mikrosekcija i srednja
tre¢ina roga maternice uklopljena je u parafin standardnim histoloskim postupkom. Iz
dobivenih parafinskih blokova pripremljeni su rezovi za bojanje metodom hemalaun-eozin i
imunohistokemijsko bojenje za prikaz antigena Ki67 (biljeg proliferacije stanica). KoriStenjem
rotacijskog mikrotoma Slee CUT 4060 (Slee, Mainz, Njemacka) dobivena su dva seta preparata
debljine 6 um. Preparati za metodu hemalaun-eozin montirani su na obi¢na predmetna stakla,
a preparati za imunohistokemijsko bojenje na TOMO® adhezivna stakla (CellPath, Newton,

Ujedinjeno Kraljevstvo) kako bi se smanjilo oste¢enje tkiva prilikom bojenja.

Za bojenje hemalaun-eozin preparati su obojeni standardnim protokolom koriStenjem
otopine Mayerovog hemalauna i vodene otopine eozina pripravljenih u Laboratoriju za
histologiju Medicinskog fakulteta Osijek. Mayerov hemalaun sadrzi 0,1 % hematoksilina
(Merck, Darmstadt, Njemacka), 0,02 % NalOs (Merck, Darmstadt, Njemacka), 5 %
KAI(SO4)2 x 12 H2O 1 5 % kloral hidrata, a eozin je 1 %-na vodena otopina eozina Y (Acros

Organics, Geel, Belgija). Preparati su bojani prema standardnom protokolu:

—_—

deparafiniranje preparata ksilolom i rehidracija silaznim nizom etanola
inkubacija 5 minuta u otopini Mayerovog hemalauna

ispiranje u destiliranoj vodi

razvijanje boje inkubacijom 15 minuta u vodi iz slavine

ispiranje u destiliranoj vodi

inkubacija 10 minuta u otopini eozina

ispiranje u destiliranoj vodi

dehidracija uzlaznim nizom etanola

A T

inkubacija u ksilolu i zatvaranje preparata kanadskim balzamom

Obojeni preparati su fotografirani na mikroskopu Zeiss Axiovert 200M kamerom Zeiss
Axiocam MRc (Carl Zeiss, Oberkochen, Njemacka). Cijeli popre¢ni presjek kroz svaki uzorak
tkiva maternice slikan je kao matrica slika pri ukupnom poveéanju od 200 x koriStenjem

motoriziranog stoli¢a mikroskopa 1 funkcije ,,MosaiX“ u programu AxioVision (Carl Zeiss,
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Oberkochen, Njemacka). Svaka dobivena matrica slika povezana je u jednu sliku koja prikazuje
cijeli poprecni presjek kroz maternicu koriStenjem programa FIJI (distribucija programa
Imagel) uz pomo¢ dodatka ,,Grid/Collection stitching* (197, 198). Dobivene slike su ru¢no
segmentirane u programu GIMP (GNU image manipulation program, GIMP Development
Team, 2022. dostupan na: https://www.gimp.org.) na ROI-je koji predstavljaju ukupno tkivo
maternice, endometrij i lumen. Segmentirani ROI su izvezeni u obliku obojenih maski kao
zasebne slike. PovrSine ukupnog tkiva maternice 1 endometrija izmjerene su na dobivenim
maskama u programu FIJI, preracunate iz piksela u kvadratne mikrometre i izraZzene kao udio
povrSine endometrija u ukupnoj povrsini tkiva. Prosjecna debljina maternice i endometrija
izmjerena je koriStenjem specijalno izradene makronaredbe za program FIJI (199).
Makronaredba koristi dobivene maske lumena za pronalazak srediSta lumena maternice i koristi
dobivene koordinate za ,,razmatanje” maski endometrija ili kompletnog presjeka maternice
dodatkom ,,Polar transformer* (dostupan na: https://imagej.nih.gov/ij/plugins/polar-
transformer.html). Polarna transformacija razmata okrugli objekt u linearni na nacin da svaka
dobivena linija predstavlja jedan stupanj od ukupnih 360° iz srediSta lumena. Potom
makronaredba mjeri svaku liniju dobivene slike koriStenjem histogramskog prikaza u F1JI-ju i
daje zbroj crnih piksela (predstavljaju tkivo maternice ili endometrija). Svih 360 mjera izvezeno
je u obliku .csv dokumenta, a iz njih je izraunata prosjecna debljina maternice ili endometrija.
Dobiveni podatci su preracunati iz piksela u mikrometre, izrazeni kao udio prosjecne debljine

endometrija u prosjecnoj ukupnoj debljini maternice 1 koristeni za statisticku analizu.

Preparati poprecnih presjeka maternice koji su prethodno pripremljeni na adhezivnim
staklima koriSteni su za imunohistokemijsko bojenje za prikaz koli¢ine proteina Ki67 u tkivu
maternice. Bojenje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju 1 sudsku medicinu pri
Klini¢koj bolnici Osijek na uredaju VENTANA BenchMark ULTRA (Roche Diagnostics,
Basel, Svicarska) za automatsko imunohistokemijsko bojenje prema odgovarajuéem protokolu.
Kao primarno protutijelo koriSteno je zecje monoklonalno protutijelo proizvodaca Roche
Diagnostics u preporu¢enom razrjedenju (kat.br. 791-4286). Prikaz signala dobiven je
koriStenjem seta kemikalija UltraView Universal DAB Detection proizvodata Roche
Diagnostics (kat.br. 760-500). Jezgre stanica su dodatno obojene hemalaunom koji je dio seta
kemikalija namijenjenih za navedeni uredaj. Preparati su potom ru¢no dehidrirani i zatvoreni u
automatskom pokrivacu Dako Sakura (Agilent, California, SAD) koristenjem filma Tissue-Tek
Coverslipping Film (kat.br. 4840210). Kao negativna kontrola koriSten je reakcijski pufer
(kat.br. 950-300, Roche Diagnostics, Basel, Svicarska) bez primarnog protutijela.
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Analizu preparata bojenih imunohistokemijski na Ki67 izvrsio je kvalificirani patolog na
mikroskopu AXIO Imager (Zeiss, Oberkochen, Njemacka). Ru¢no brojenje Ki67 pozitivnih
stanica je izvrSeno na 5 uzastopnih vidnih polja pri 40 x objektivu metodom prema Kinri i
Maliku, pri ¢emu se prebroji oko 500 stanica (200). Tkivo je pregledano prema sljedec¢im
kategorijama: epitel lumena, Zljezdani epitel, stroma endometrija te miometrij, a pozitivne
stanice su sortirane prema dijelu tkiva kojem pripadaju. Statisticki je analiziran broj Ki67

pozitivnih stanica u svakom dijelu tkiva 1 usporeden s kontrolom skupinom.

4.6.2 Perigonadalno masno tkivo

Uzorci perigonadalnog masnog tkiva su nakon fiksacije u 4 %-nom NBF-u uklopljeni u
parafin standardnim histoloskim postupkom. Iz formiranih parafinskih blokova pripremljeni su
rezovi tkiva debljine 6 um na rotacijskom mikrotomu Slee CUT 4060 (Slee, Mainz, Njemacka)
1 montirani na predmetna stakla. Dobiveni preparati obojani su koristenjem metode za prikaz
kolagenih vlakana pomocu 0,1 %-ne otopine boje sirius red F3B (Magnacol ltd, Montgomery,
Ujedinjeno Kraljevstvo) u zasi¢enoj vodenoj otopini pikrinske kiseline (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, SAD) prema Puchtleru. Preparati su nakon deparafiniranja i rehidracije
inkubirani u Puchtlerovoj otopini 1 sat na sobnoj temperaturi, potom isprani dva puta u
0,5 %-noj vodenoj otopini octene kiseline (Avantor, Randor, Pensilvanija, SAD), dehidrirani,

inkubirani u ksilolu te zatvoreni kanadskim balzamom i pokrovnim stakalcem.

Cijeli preparati slikani su na mikroskopu Zeiss Axiovert 200M kamerom Zeiss Axiocam
MRc (Carl Zeiss, Oberkochen, Njemacka) koriStenjem funkcije ,,MosaiX* u programu
AxioVision (Carl Zeiss, Oberkochen, Njemacka) kao matrica slika pri ukupnom povecanju
100 x. Matrice slika su povezane u jednu sliku cijelog preparata koriStenjem programa FIJI uz
pomo¢ dodatka ,,Grid/Collection stitching® (197, 198). Analiza adipocita provedena je uz
dodatak ,, Adiposoft* za program FIJI (201). Osteceni adipociti su automatski izbaceni iz
analize. Za detekciju adipocita, promjer je bio limitiran na 40 do 150 piksela, a dobivene mjere
povrsine adipocita, brojnosti adipocita i ekvivalentnog promjera (promjer kruga iste povrsine
kao izmjereni adipocit) su izvezene u obliku Excel tablice. Rezultati su po potrebi preracunati
iz piksela u mikrometre i mikrometre kvadratne te izrazeni kao: prosjecna povrsina adipocita
(um?), prosjeéni ekvivalentni promjer (um) i broj adipocita po povrsini tkiva. Dobiveni podatci

su statisti¢ki analizirani.
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4.6.3 Jetra

Na uzorcima jetre je nakon fiksacije u 4 %-nom NBF-u provedena mikrosekcija i srednji
dio jetrenog reznja je uklopljen u parafin standardnim histoloskim postupkom. Iz formiranih
parafinskih blokova pripremljeni su preparati debljine 6 um na rotacijskom mikrotomu Slee
CUT 4060 (Slee, Mainz, Njemacka) i montirani na predmetna stakla. Dobiveni preparati
obojeni su metodom za prikazivanje kolagena po Puchtleru istim postupkom kao preparati

perigonadalnog masnog tkiva (vidjeti 4.6.2).

Preparati su slikani na mikroskopu Zeiss Axiovert 200M kamerom Zeiss Axiocam MRc
(Carl Zeiss, Oberkochen, Njemacka) koriStenjem funkcije ,, MosaiX* u programu AxioVision
(Carl Zeiss, Oberkochen, Njemacka) kao matrica slika pri ukupnom povecanju 200 x. Veli¢ina
matrica je bila 10x10 1 zahvacala je najdeblji dio preparata. Matrice slika su povezane u jednu
sliku cijelog preparata koriStenjem programa FIJI uz pomo¢ dodatka ,,Grid/Collection
stitching* (197, 198). Odabrane su slike s najmanje artefakata i koriStene za analizu.
KoriStenjem programa GIMP (GNU image manipulation program, GIMP Development Team,
2022. dostupan na: https://www.gimp.org.) izdvojeno je tkivo jetre (uklonjena je pozadina). Iz
dobivenih slika izdvojene su maske koje prikazuju kolagen opcijom ,,Color Thresholding*
unutar distribucije FIJI. Na temelju dobivenih maski, izmjerena je povrsina kolagena i povrsina
ukupnog tkiva u programu FIJI, a vrijednosti su pohranjene u obliku Excel tablice. Dobiveni
podaci preraCunati su iz piksela u mikrometre kvadratne, izraZzeni kao udio kolagena u povrsini

tkiva 1 statisti¢ki obradeni.

4.7 Oksidativno oStecenje

4.7.1 DuSikov oksid i aktivnost arginaze u serumu

Analiza koli¢ine dusSikova oksida (NO) u serumu izvrSena je mjerenjem koli¢ine nitrita
(NO2") koji nastaje raspadom dusikova oksida. Za analizu je koristen set kemikalija Griessovog
reagensa (kat.br. G2930, Promega, Madison, Winsconsin, SAD) koji pomocéu reakcije
sulfanilamida i nitrata uz N-1-naftiletilendiamin dihidrokorida u kiselim uvjetima stvara
azo-spoj kojeg je moguce mjeriti spektrofotometrijski. 1z prilozenog standarda nitrita priredena
su serijska razrjedenja za izradu bazdarne krivulje prema uputama proizvodaca. Razrjedenja
nitrita 1 50 pL svakog uzorka seruma ispipetirani su u tehnickom triplikatu u plocice s 96 jazica.
U iste ploc¢ice dodano je 50 puL otopine sulfanilamida, nakon 10 minuta inkubacije dodano je
50 puL otopine N-1-naftiletilendiamin dihidrokorida i inkubirano 10 minuta. Dobivena reakcija

mjerena je na uredaju iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
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Kalifornija, SAD) pri valnoj duljini 515 nm. Iz prosje¢ne apsorbancije tehnickih triplikata i
izradene bazdarne krivulje (Slika 4.9) dobivene su koncentracije nitrita (umol/L) i statisticki
analizirane.
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Slika 4.9 Bazdarna krivulja koriStena za izracun koliCine nitrita u serumu i mjerenje koli¢ine dusikova
oksida. Sliku izradio autor.

Aktivnost arginaze kao serumskog pokazatelja aktivnosti jetre je mjerena koriStenjem
komercijalnog seta kemikalija za aktivnost arginaze (kat.br. MAK112, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, SAD). Pripravljeni su standardi ureje prema uputama proizvodaca i uzorci
seruma su razrijedeni 10 puta u vodi. U plocice s 96 jazica ispipetirani su standardi i uzorci u
duplikatu (eksperimentalni i kontrolni). U eksperimentalni set jazica dodan je supstrat reagens
za arginazu i ploc¢ice su inkubirane 2 sata na 37 °C. Nakon toga, u sve jazice je dodan reagens
koji u reakciji s nastalom 1 prisutnom urejom daje obojeni produkt, a u kontrolni set dodan je
supstrat za arginazu i inkubiran je 1 sat na sobnoj temperaturi. Razvijeno obojenje mjereno je
na uredaju iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD) pri
valnoj duljini 415 nm. Aktivnost arginaze izraCunata je prema uputama proizvodaca i izraZena
u jedinicama arginaze po litri seruma. Jedna jedinica arginaze je koli¢ina enzima koja pri pH 9,5

1 temperaturi 37 °C pretvori 1 pmol L-arginina u ornitin i ureu.

4.7.2 Stupanj lipidne peroksidacije

Stupanj lipidne peroksidacije analiziran je mjerenjem koncentracije jednog od zavrSnih
produkata lipidne peroksidacije — malondialdehida (MDA). U kiselim uvjetima malondialdehid

reagira s tiobarbituratnom kiselinom i stvara kompleks ¢iju apsorbanciju je moguce
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spektrofotometrijski mjeriti pri valnoj duljini od 523 nm (202). Koncentracije malondialdehida

mjerene su u homogenatima tkiva jetre i bubrega.

U plasti¢nu tubicu od 1,5 mL dodano je 50 mg tkiva jetre ili bubrega i 500 uL. PBS-a te je
tkivo homogenizirano koriStenjem teflonskog Stapnog homogenizatora. Dobiveni homogenati
su centrifugirani 15 minuta silom od 15 000 xg pri temperaturi 4 °C u centrifugi Sigma 1-15PK
(Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Njemacka) kako bi se uklonili ve¢i ostatci
tkiva. Dobiveni supernatant prebacen je u novu tubicu i cuvan na -80 °C do analize. Za potrebe
normalizacije dobivenih rezultata koncentracije malondialdehida, potrebno je bilo izmjeriti
ukupnu koli¢inu proteina unutar dobivenih homogenata. Ukupni proteini mjereni su
spektrofotometrijski po Bradfordu na temelju vezanja Coomassie modrila G250 na aromatske
skupine aminokiselina u kiselim uvjetima i pomaku apsorpcijskog maksimuma s 465 nm na
595 nm (203). Bradfordov reagens je pripravljen otapanjem 50 mg Coomassie modrila G250
(Carl Roth Karlsruhe, Njemacka) u 50 mL metanola (Carlo Erba, Milan, Italija). Nakon §to je
boja otopljena, dodano je 100 mL 85 %-ne fosfatne kiseline (Sigma, St. Louis, Missouri, SAD)
1 nadopunjeno destiliranom vodom do 1 L. Reagens je profiltriran kroz 0,2 um PES filter
Nalgene™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) kako bi se uklonio
neotopljeni dio boje i pohranjen na 4 °C. Pripravljena je bazdarna krivulja govedeg serumskog
albumina (Sigma, St. Louis, Missouri, SAD) u PBS-u serijskim razrjedenjima od 20 mg/mL
proteina do 0,125 mg/mL uz ¢isti PBS. Bazdarni uzorci i uzorci homogenata ispipetirani su u
plo¢ice s 96 jazica u tehnickom triplikatu i volumenu 1 pL. U jazice je dodano 250 pL
pripremljenog Bradfordovog reagensa i nakon 10 minuta inkubacije apsorbancija je mjerena na
uredaju iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD) pri
valnoj duljini 595 nm. Pomoc¢u bazdarne krivulje 1 srednje apsorbancije tehni¢kog triplikata

izracunata je koli¢ina ukupnih proteina u homogenatima jetre i bubrega i izrazena u mg/mL

(Slika 4.10).
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Slika 4.10 Bazdarna krivulja koriStena za izracun koncentracije ukupnih proteina po Bradfordu u
homogenatima jetre i bubrega. Sliku izradio autor.

Tablica 4.2 Popis otopina koristenih za analizu stope lipidne peroksidacije

Otopina Sastav i proizvodac
Fosfatni pufer 137 mM NaCl", 2,7 mM KCIf, 10 mM Na,HPO4', 1,8 mM
(PBS) KH>PO4' u destiliranoj vodi (dH20)
Otopina A 8,1 %-ni natrijev dodecil sulfat’ u dH,O
Otopina B 20 %-na octena kiselina®, 0,8547 %-ni HC1!, pH = 3,5
Otopina C 0,8 %-na tiobarbituratna kiselina”
Otopina D 10 mL otopine A, 75 mL otopine B, 75 mL otopine C

* Gram-mol, Zagreb, Hrvatska

+ VWR, Radnor, Pennsylvania, SAD

1 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

§ Avantor, Randor, Pensilvanija, SAD

|| Carlo Erba, Milan, Italija

**SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Njemacka

Nakon mjerenja proteina, u plasticne tubice od 2 mL ispipetirano je 100 pL svakog
homogenata jetre ili bubrega. Potom je dodano 1,6 mL svjeze pripremljene otopine D (Tablica
4.2) i uzorci su inkubirani 1 sat u vodenoj kupelji na 95 °C. Nakon inkubacije, uzorci su
ohladeni do sobne temperature na ledu i centrifugirani 12 minuta pri 5000 g i temperaturi 4 °C
u centrifugi Sigma 1-15PK (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Njemacka)
kako bi se uklonilo netopive komponente. Razvijeno obojenje u supernatantu mjereno je pri
valnoj duljini od 523 nm u polistirenskim kivetama zapremnine 1 mL i puta svjetlosti 1 cm u

spektrofotometru Lambda 25 UV/vis (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, SAD). Iz
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dobivene apsorbancije izraunata je koncentracija malondialdehida u homogenatu pomocu
ekstinkcijskog koeficijenta (g = 1,56x10° M-'cm™) i normalizirana prema ukupnim proteinima.
Dobiveni rezultati izrazeni su kao nanomoli malondialdehida po miligramu proteina i koristeni

za statisti¢ku analizu.

4.7.3 Koli¢ina karbonil proteina

Analizirana je koli¢ina karbonil proteina kao produkata oSte¢enja nastalog djelovanjem
reaktivnih kisikovih i drugih slobodnih radikala. Za analizu koristeni su prethodno pripremljeni
homogenati jetre i bubrega (vidjeti 4.7.2). Mjerenje karbonil proteina temelji se na reakciji
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) s karbonil skupinama oSte¢enih proteina i
spektrofotometrijskom mjerenju nastalog kompleksa pri valnoj duljini 375 nm prema

modificiranoj metodi Levine i suradnika (204).

U plasticnu tubicu od 1,5 mL ispipetirano je 10 pL homogenata i razrijedeno PBS-om 1:4.
Pripremljeni su uzorci u duplikatu i jedan set koriSten je kao slijepa proba za mjerenje koli¢ine
proteina jer prilikom ispiranja dolazi do gubitka proteina. U sve tubice dodano je 100 puL
30 %-ne vodene otopine trikloroctene kiseline (Merck, Darmstadt, Njemacka), uzorci su
promijesani i centrifugirani 10 minuta pri 5000 xg na sobnoj temperaturi u centrifugi Sigma 1-
I15PK (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Njemacka) kako bi se iz
homogenata izolirali proteini. Potom je supernatant odbacen, talog je otopljen u 100 puL otopine
klorovodi¢ne kiseline (Carlo Erba, Milan, Italija) i acetona (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska) u
omjeru 1:1 kako bi se uklonio hemoglobin (koji interferira prilikom spektrofotometrijskog
mjerenja) i uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 15000 xg na 4 °C u istoj centrifugi. Potom je
supernatant odbacen i u slijepe probe dodano 250 pL 2 N klorovodi¢ne kiseline, a u testne
uzorke 250 pL 10 mM DNPH (Acros Organics, Geel, Belgija) u 2 N klorovodi¢noj kiselini.
Uzorci su inkubirani u tami kroz sat vremena uz mijeSanje svakih 15 minuta. Potom su
centrifugirani 10 minuta pri 15000 xg na 4 °C 1 supernatant je odbacen. Visak DNPH ispran je
dodavanjem 250 pL otopine apsolutnog etanola (Biognost, Zagreb, Hrvatska) i etil acetata
(Merck, Darmstadt, Njemacka) u omjeru 1:1 uz centrifugiranje 10 minuta pri 15000 xgna 4 °C,
nakon Cega je odbacen supernatant. Postupak ispiranja ponovljen je za sve tubice (ukljucujuci
1 slijepe probe) dva puta, nakon Cega je talog otopljen u 125 uL 6 M otopine gvanidin
hidroklorida (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svicarska). Uzorci su ispipetirani u prikladnu
kvarcnu kivetu puta svijetlosti 1 cm 1 apsorbancija je mjerena pri 375 nm za uzorke tretirane

DNPH-om, a 280 nm za slijepe probe u spektrofotometru Lambda 25 UV/vis (PerkinElmer,
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Waltham, Massachusetts, SAD). Za bazdarnu krivulju pripremljeni su uzorci govedeg
serumskog albumina (Sigma, St. Louis, Missouri, SAD) otopljenog u gvanidin hidrokloridu 1
apsorbancija je mjerena pri 280 nm na istom spektrofotometru. Iz dobivene bazdarne krivulje
(Slika 4.11) izracunate su koncentracije proteina u slijepim probama, a iz testnih uzoraka su
izraCunate  koncentracije  karbonil proteina pomocu ekstinkcijskog  koeficijenta
(e = 22x103 M 'em™). Sadrzaj karbonil proteina u uzorku izrazen je kao mikromoli karbonil

proteina po miligramu proteina i koriSten za statisticku analizu.
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Slika 4.11 Bazdarna krivulja za izracun koncentracije proteina u uzorcima jetre i bubrega mjerenih pri
280 nm valnoj duljini. Sliku izradio autor.

4.7.4 Aktivnost katalaze

Aktivnost katalaze analizirana je u prethodno pripremljenim homogenatima jetre 1 bubrega
uz pomo¢ prethodno izmjerene koncentracije ukupnih proteina (vidjeti 4.7.2). KoriStena je
metoda prema Sinhi koja mjeri stopu razgradnje otopine poznate koncentracije vodikova
peroksida u uzorku u minuti 1 redukcijom kalijeva dikromata preostalim vodikovim peroksidom
u kromov acetat uz grijanje 1 prisustvo octene kiseline (205). Koli¢ina nastalog kromovog

acetata mjeri se spektrofotometrijski.

Pripremljena su serijska razrjedenja vodikova peroksida (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)
pocetne koncentracije 200 mM do 6,25 mM. Volumen 330 uL svakog razrijedena ispipetiran
je u triplikatu u plasti¢nu tubicu od 1,5 mL nakon ¢ega je u svaku dodano 660 pL 1,25 %-ne
otopine kalijeva dikromata (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) u 75 %-noj vodenoj

otopini octene kiseline (Avantor, Randor, Pensilvanija, SAD). Tako pripravljeni uzorci su
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promijesani i grijani na 100 °C kroz 10 min nakon ¢ega su ohladeni na ledu. Volumen 200 pL.
svakog razrjedenja ispipetiran u plocicu s 96 jazica i apsorbancija je mjerena na valnoj duljini
595 nm na uredaju iMark™ Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija,
SAD). Iz dobivenih rezultata napravljena je bazdarna krivulja koja je koriStena za analizu

uzoraka (Slika 4.12).

Uzorci su u triplikatu pripravljeni za mjerenje razrjedivanjem 1:50 s PBS-om. Volumen od
66 uL uzorka ispipetiran je u plasti¢nu tubicu od 1,5 mL u koju je dodano 264 uL 0,2 M otopine
vodikova peroksida Sto daje 160 mM vodikova peroksida u uzorku. Nakon 1 minute u uzorke
je dodano 660 pL otopine 1,25 % kalijeva dikromata u 75 % vodenoj otopini octene kiseline te
je uzorak grijan 10 minuta na 100 °C kako bi preostali vodikov peroksid reducirao kalijev
dikromat. Potom su uzorci ohladeni, ispipetirano 200 pL u plocice s 96 jazica i mjerena im je
apsorbanca pri valnoj duljini od 595 nm na istom spektrofotometru. Iz dobivenih apsorbancija
je uz pomo¢ bazdarne krivulje izracunata krajnja koncentracija vodikova peroksida i aktivnost
katalaze izrazena kao milimoli potroSenog vodikovog peroksida po sekundi po mikrogramu
ukupnih proteina.
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Slika 4.12 Bazdarna krivulja koncentracije vodikova peroksida kori§tena za analizu aktivnosti katalaze
u tkivu jetre i bubrega. Sliku izradio autor.

4.7.5 Kolic¢ina kolesterola i triglicerida u jetri

Koncentracija ukupnog kolesterola i ukupnih triglicerida prisutnih u tkivu jetre analizirane
su koriStenjem prethodno pripravljenih homogenata jetre (vidjeti 4.7.2). Za mjerenje je koristen

kolorimetrijski enzimatski test Cholesterol liquicolor i1 Tryglicerides liquicolor mono
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(HUMAN, Wiesbaden, Njemacka). Protokol mjerenja jednak je kao i za serumske razine
kolesterola i triglicerida (vidjeti 4.4). Dobivene koncentracije kolesterola i triglicerida su uz
pomo¢ prethodno izmjerenih koncentracija ukupnih proteina u homogenatima izrazene kao

mikromoli po gramu ukupnih proteina i koriStene statisticku analizu.

4.8 MALDI-TOF masena spektrometrija

Prilikom masene spektrometrije MALDI-TOF metodom (engl. Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS) koriste se matrice
koje potpomazu ionizaciju uzorka nanesenog na elektroprovodljivo predmetno staklo
presvuceno slojem oksida indija 1 kositra ili posebnu metalnu plocicu. Prikupljanje podataka
moze biti provedeno u pozitivnom ili negativnom nacinu rada. U pozitivhom nacinu rada
molekule uzorka predaju elektrone matrici te postaju pozitivno nabijene dok u negativhom
nacinu rada matrica donira elektrone molekulama uzorka koje postaju negativno nabijene.
Najcesce koriStena matrica za pozitivni nacin rada je 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina (DHB),
a za negativni nacin rada 9-aminoakridin (9-AA). Metoda omogucava kvantifikaciju molekula
koje se mogu lako ionizirati, dok se neutralne molekule ili one koje se tesko ioniziraju

detektiraju kao Sum ili izrazito nizak signal.

4.8.1 Priprema uzoraka jetre

Za izolaciju lipida iz jetre koriStena je metoda izolacije pomocu kloroforma i izopropanola
kako bi se uklonio hemoglobin i jetreni pigmenti (206). Iz prethodno pripremljenih homogenata
jetre (vidjeti 4.7.2) izdvojeno je 40 uL uzorka u plasti¢nu tubicu od 2 mL u $to je dodano 350 uL
kloroforma visoke Cisto¢e (Honeywell, Charlotte, N. Carolina, SAD) i 550 pL izopropanola
visoke Cisto¢e (Merck, Darmstadt, Njemacka). Uzorci su inkubirani pri konstantnom mijesanju
kroz 30 minuta te centrifugirani 10 minuta pri sili od 17000 xg na temperaturi 4 °C u centrifugi
Sigma 1-15PK (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Njemacka). Iz svakog
uzorka izdvojeno je 800 pL u staklene bocice od 1,5 mL s teflonskom/silikonskom pregradom
(BGB Analytik, Boeckten, Svicarska). Potom su izolirani uzorci ukupnih lipida upareni do

suhog grijanjem na 45 °C u struji dusika i pohranjeni na -80 °C do analize.

4.8.2 Priprema uzoraka perigonadalnog masnog tkiva

Polarni i nepolarni lipidi perigonadalnog masnog tkiva izdvojeni su koristenjem metode po
Bligh i Dyeru (207). U staklenom Dounceovom homogenizatoru (DWK Life Sciences,

Milville, New Jersey, SAD) homogenizirano je 100 mg uzorka perigonadalnog masnog tkiva u
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1 mL destilirane vode visoke Cistoce (Carlo Erba, Milan, Italija). Homogenizator je ispran
nakon svakog uzorka otopinom metanola (Honeywell, Charlotte, N.Carolina, SAD) i
kloroforma (Honeywell, Charlotte, N. Carolina, SAD) visoke ¢istoc¢e u omjeru 2:1. U plasticnu
tubicu od 15 mL ispipetirano je 800 puL dobivenog homogenata na koji je dodano 2 mL
metanola i 1 mL kloroforma visoke ¢isto¢e. Uzorak je potom promijesan i inkubiran 30 minuta
na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je dodano 1 mL kloroforma visoke Cistoce i 1 ml destilirane
vode visoke Cisto¢e. Dobivena smjesa je promijeSana i centrifugirana 10 minuta pri 2500 xg na
centrifugi Eppendorf 5810 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) pri cemu se uzorak razdvojio na
3 faze. Gornja faza sadrzi polarne lipide otopljene u metanolu i vodi, srednja faza sadrzi
proteine, a donja faza sadrZzi nepolarne lipide otopljene u kloroformu. U staklene bocice
volumena 1,5 mL s teflonskom/silikonskom pregradom (BGB Analytik, Boeckten, Svicarska)
izdvojeno je 1 mL gornje faze, a ostatak gornje faze je odbacen. Potom je uzorak ponovno
centrifugiran i u drugu staklenu bocicu odvojeno je 1 mL donje faze, a ostatak odbacen.
Izolirani uzorci polarnih i nepolarnih lipida su upareni do suhog grijanjem na 45 °C u struji

dusika i pohranjeni na -80 °C do analize.

4.8.3 Prikupljanje i analiza podataka na MALDI-TOF uredaju

Pripremljene su obje matrice za analizu u koncentraciji 10 mg/mL. DHB (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, SAD) je otopljen u metanolu visoke cistoce (Honeywell, Charlotte,
N.Carolina, SAD), a 9-AA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) u otopini acetonitrila
(Avantor, Randor, Pensilvanija, SAD) i izopropanola visoke ¢isto¢e (Merck, Darmstadt,
Njemacka) u omjeru 40:60. Obje matrice su ¢uvane na 4 °C. Upareni uzorci lipida jetre i
perigonadalnog masnog tkiva su neposredno prije analize resuspendirani u 100 pL otopine
kloroforma 1 metanola visoke ¢istoce u omjeru 3:7. Volumen 10 pL svakog uzorka pomijesan
je s 10 pL prikladne matrice (DHB za pozitivan nacin rada, a 9-AA za negativni nacin rada) i
2 pL svakog uzorka naneseno je na metalne plocice za MALDI-TOF-MS uredaj (kat.br.
8280781, Bruker, Billerica, Massachusetts, SAD). Na plocice je takoder nanesen crveni fosfor

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD) za kalibraciju uredaja.

Prikupljanje podataka provedeno je na uredaju Bruker UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF
MS (Bruker, Billerica, Massachusetts, United States) na Odjelu za klini¢ku kemiju Klinickog
bolnickog centra Osijek. Sniman je raspon od 500 Da do 2500 Da u pozitivhom i negativnom
nacinu rada. Postavke uredaja su bile: stopa uzorkovanja i digitalizator 5,00 GS/s, srednja opcija

»Smartbeam* lasera, frekvencija lasera 2000 Hz, snaga lasera 90 %, 200 pogodaka po pikselu
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1 svaka mjera je bila zbroj 15000 pogodaka. Rezultati analize i izvoz podataka obavljeni su u
programu Bruker Flex Analysis (Bruker, Billerica, Massachusetts, SAD) uz postavke:
algoritam detekcije maksimuma ,,Snap* uz prag 6, algoritam zagladivanja Savitzky-Golay

(Sirina 0,2 m/z, 1 ciklus) i funkcija ,,TopHat* za uklanjanje pozadinskog Suma.

Analiza dobivenih spektara obavljena je u programu R (The R Project for Statistical
Computing, R Development Core Team, dostupan na: http://www.r-project.org/) uz knjiznice:

matrixTests, roperators, FELLA, KEGGREST, igraph, magrittr i resample (208).

4.9 Statisticka analiza

Izrada tablica i priprema podataka za statisticku analizu obavljena je u programu Microsoft
Excel. Ako nije drugacije navedeno, za statistiCku obradu podataka koriSten je program Past
(209). Podatci koji su se prema Grubbsovom i Dixonovom Q testu znacajno razlikovali od
ostalih unutar skupine su uklonjeni iz svih vezanih analiza. Normalnost podataka testirana je
Shapiro-Wilk testom za normalnost raspodjele. Homogenost varijance provjerena je
koriStenjem Levenovog testa za homogenost varijance. Ukoliko su podatci bili normalne
raspodjele 1 homogene varijance koriStena je analiza varijance s jednim promjenjivim
¢imbenikom (engl. one-way analysis of variance, one-way ANOVA) ¢iji je rezultat prikazan
kao p vrijednost. Normalno raspodijeljeni podatci s nehomogenom varijancom analizirani su
koristenjem Welchove verzije one-way ANOVA testa ¢iji je rezultat iskazan kao F-statistika,
stupnjevi slobode 1 p vrijednost. U slu¢aju da podatci nisu imali normalnu raspodjelu, koristen
je Kruskal-Wallis test, a rezultati testa prikazani su kao vrijednost ¥? i p vrijednost. Za post hoc
analizu znacajnosti izmedu skupina za normalno raspodijeljene podatke koristen je Tukey-
Kramer test, a za podatke koji nisu imali normalnu raspodjelu Dunnov test uz Bonferronijevu
korekciju p vrijednosti. Za statisticku obradu podataka dobivenih koristenjem MALDI-TOF

uredaja koristen je Studentov t-test u programu R (sve eksperimentalne skupine su usporedene

s kontrolnom skupinom zivotinja i ovarijektomiranim netretiranom skupinom zivotinja).

Podaci normalne raspodjele tabli¢no su predstavljeni aritmetickom sredinom i standardnom
devijacijom, a ostali podaci (ukljucuju¢i grafove) medijanom i interkvartilnim rasponom. Sve

p vrijednosti su dvostrane s razinom znacajnosti a = 0,05.
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Ispitivanje je provedeno na 70 Stakorica soja Wistar, starosti 6 mjeseci, od kojih je 10
osteoporoze. 60 ovarijektomiranih zivotinja podijeljeno je u 6 skupina koje su primale visoku
ili nisku dozu alendronata, ekstrakt hmelja, njihovu kombinaciju ili samo otapalo za ekstrakt
hmelja (za detalje vidjeti potpoglavlje 4.3.1.). Prilikom istraZivanja uginule su 2 Zivotinje, jedna
u skupini OV, a druga u skupini X. Gdje nije drugacije naznaceno, prikazani su rezultati od po

9 zivotinja iz skupina OV 1 X te 10 zivotinja iz ostalih skupina.
5.1 Tezine organa

Prilikom uzorkovanja, izmjerene su tezine obje bedrene kosti, cijele maternice, cijele jetre
1 oba bubrega te su izraCunate prosjecne tezine spomenutih organa (iz tezina obje bedrene kosti
1 oba bubrega izraCunata je prosjecna tezina pojedinog organa zivotinje). Rezultati analize
tezine bedrene kosti testom one-way ANOV A pokazali su znacajno manju tezinu bedrene kosti
u svih ovarijektomiranih skupina u odnosu na kontrolnu (p = 0,002), a skupine AL-X i X imale
su statisticki znacajno lakSe kosti u odnosu na kontrolnu skupinu. Tezine maternice u svih
ovarijektomiranih skupina bile su statisticki znacajno niZze u odnosu na kontrolu (F = 25,55,
df = 22,46, p < 0,001), a ovarijektomirane skupine se medusobno nisu znacajno razlikovale.
Tezine jetre (p = 0,055) 1 bubrega (p = 0,033) bile su podjednake u svih skupina te se nisu

znacajno medusobno razlikovale (Slika 5.1).

5.2 Hematoloske i biokemijske odrednice krvi i seruma

5.2.1 Hematoloske odrednice

Za procjenu opceg utjecaja ispitivanih tvari na Zivotinje analizirane su ranije spomenute
laboratorijske odrednice iz uzoraka pune krvi. Rezultati analize su statisticki obradeni
koristenjem Kruskal-Wallis testa i iskazani kao vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona

(Tablica 5.1).

Vrijednosti eritrocita bile su vece u svim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu, a
statisticki znacajno u obje skupine koje su primale niske doze alendronata (AL p = 0,043; AL-
X p=0,01). Vrijednost hematokrita je takoder bila statisticki znacajno veca u istim skupinama
(AL p =0,028; AL-X p = 0,013) u odnosu na kontrolnu skupinu. Vrijednosti hemoglobina su,
osim u ve¢ navedenim skupinama (AL p = 0,0021; AL-X p = 0,014), bile vece i u zivotinja
koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja (p = 0,035). Medutim, prosjecni
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volumen hemoglobina u eritrocitima bio je veéi samo u skupini koja je primala visoke doze
alendronata u odnosu na kontrolu (p = 0,043) i u odnosu na ovarijektomiranu netretiranu
skupinu (p = 0,0192). Prosjecni volumen eritrocita i prosje¢ni volumen hemoglobina u

eritrocitu se znacajno nisu razlikovali medu skupinama.

Broj leukocita bio je znacajno veci u skupini koja je primala visoku dozu alendronata i

ekstrakt hmelja u odnosu na kontrolnu (p = 0,031), a brojnost trombocita znacajno snizena u tri

skupine: AH (p = 0,003), AL-X (p = 0,028), AH-X (p <0,001).
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Slika 5.1 Slika prikazuje tezine bedrene kosti (A), maternice (B), jetre (C) i bubrega (D) u gramima.
K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje
koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu
alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike
medu skupinama testirane su one-way ANOVA analizom uz Tukey-Kramer post hoc test, a znacajne
razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon;
vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.
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Tablica 5.1 Analiza hematoloskih odrednica krvi.

Eritrociti Leukociti Trombociti Hemoglobin Hematokrit MCV* MCH* MCHC*
Skupina® x10'%/L x10%/L x10%/L g/L L/L L pg g/L
6,99 3.4 722,5 153 0,403 58,5 22 376,5
(6,78 -7,13)  (2,8—4,45) (681,25 —742,5) (147-156,5) (0,397 -0,417)  (56,75—-60)  (21,17-22,5) (367,25 —380,25)
oV 7,49 42 666 161 0,435 57 21,5 372
(728-17,98)  (4,1—4,5) (620 — 684) (156 — 179) (0,419-0,468) (57 —62) (21,3 -23) (370 —376)
AL 7,77 4,3 597,5 171 0,458 59 22,45 381,5
(7,07-8,55)%  (3,85-5,17)  (542,5-680,5)  (163—190,25)% (0,41 -0,503)% (58 —60) (21,95-22,97) (374,25 —390,75)
AH 7,48 53 549 171 0,424 59 22,6 387
(6,.82-7,78)  (3,65—-16,25) (464,5 — 623)* (157,5-178) (0,404 —0,447) (57.5-59,5) (22,45-23,55)% (381 —406)
AL-X 7,94 4,3 534,5 170,5 0,454 57,5 21,45 377
(7,68 -8,02)*  (3,57-5,5) (493 - 628,75)F  (167—176,75)F (0,436 —0,472)% (56 -59,25) (21,27 —22,6) (369 — 380,5)
AH-X 7,23 5,5 541 171,5 0,435 59,5 23,2 386,5
(6,94-793)  (3,6-6,5) % (403,75-58575)F (161 —175)% (0,412 -0,46)  (58—61,25) (21,92 -23,72) (376 — 393,5)
X 7,17 5,1 625 163 0,422 59 22,9 386
(706 -738)  (4.85-525)  (572,5—6475) (162—-168,5)  (0,420-0,435)  (58,5-60)  (22,45-23,15) (384 — 387.,5)
Kruskal- 12 16,93 14,5 27,56 19,99 16,38 5274 14,66 19,51
Wallis* 0,009 0,024 <0,001 0,003 0,012 0,489 0,023 0,003

*Kratice: K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja, AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja, MCV —
prosjeéni volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume), MCH — prosje¢ni hemoglobin u eritrocitu (engl. mean corpuscular hemoglobin), MCHC — prosje¢na koncentracija
hemoglobina u eritrocitu (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration).

1 Vrijednosti dobivene Kruskal-Wallis statistickim testom uz Dunnov post hoc i Bonferronijevu korekciju p vrijednosti. Vrijednosti u tablici prikazane su kao medijan

(interkvartilni raspon).

1 p <0,05uodnosunak, §p<0,05uodnosuna OV56
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5.2.2 Biokemijske odrednice seruma

Osim hematoloskih odrednica analizirane su i biokemijske odrednice u serumu: alanin
aminotransferaza (ALT), ukupna alkalna fosfataza (ALP), amilaza (AMI), kalcij, fosfor, kalij,
natrij, urea, albumin, globulini, kreatinin, ukupni proteini, ukupni bilirubin i razina glukoze.
Analiza rezultata provedena je koriStenjem Kruskal-Wallis statistiCkog testa uz Dunnov post

hoc 1 Bonferronijevu korekciju p vrijednosti.

U tablici 5.2 prikazani su rezultati provedene analize koncentracija iona i malih organskih
spojeva. Koncentracije kalcija bile su znacajno nize u ovarijektomiranoj skupini Zivotinja koja
je primala visoku dozu alendronata (p = 0,003) u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja. Niti
jedna od ispitivanih tvari nije pokazala utjecaj na koncentracije fosfora, natrija i kalija.

Koncentracije glukoze, uree i bilirubina u krvi nisu se znacajno razlikovale izmedu skupina.

Rezultati analize serumskih proteina (ALP, ALT, AMI, kreatinin, albumin, globulini 1
ukupni proteini) koji sluze za procjenu funkcije jetre i drugih organa prikazani su u tablici 5.3.
Koncentracija alkalne fosfataze bila je znacajno niza u skupini ovarijektomiranih zivotinja koje
su primale samo ekstrakt hmelja (p = 0,041) u odnosu na kontrolnu skupinu. Vrijednost alanin
aminotransferaze bila je znacajno visa u ovarijektomiranoj skupini zivotinja koje su primale
visoke doze alendronata u odnosu na ostale skupine koje su primale alendronat (AL p = 0,029;
AL-X p = 0,001; AH-X p = 0,001) i ovarijektomiranu netretiranu skupinu (p < 0,001).
Ovarijektomirana skupina Zivotinja koja je primala samo ekstrakt hmelja imala je znacajno
nize vrijednosti ALT u odnosu na ostale skupine koje su primale ekstrakt hmelja (AL-X
p=0,016; AH-X p=0,023) kao i u odnosu na ovarijektomiranu netretiranu skupinu (p = 0,007).
Koncentracije amilaze nisu se znacajno razlikovale, a koli¢ine kreatinina bile su znacajno nize
spram dvije skupine koje su primale ekstrakt hmelja (AL-X p = 0,048; X p = 0,003).
Koncentracija albumina bila je niza u svih skupina u odnosu na kontrolu, a statisticki znac¢ajno
niza u ovarijektomiranoj skupini zivotinja koje su primale kombinaciju visoke doze alendronata
i ekstrakta hmelja (p = 0,048). Nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji globulina
izmedu skupina. Ukupne koncentracije proteina u serumu bile su nize u svih skupina u odnosu
na kontrolu, a statisti¢ki znacajno nize u obje skupine koje su primale visoke doze alendronata

(AH p = 0,024; AH-X p = 0,001).

57



886

Tablica 5.2 Analiza koncentracije iona i organskih spojeva u serumu.

Kalcij Fosfor Natrij Kalij Glukoza Urea Bilirubin
Skupina* mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L
K 2,72 2,11 134 4,55 13,55 5,75 4,5
(2,67-2,78) (1,86-2,42) (125-136,25) (4,15-4,82) (12,47-14,47) (4,82-6,42) 4-5)
oV 2,66 2,2 132 4,6 16,9 6 4
(2,62-2,67) (1,98-2,37) (132 -135) (4,05-5) (12,9 - 18,55) (5,5-6,95) (3-06)
AL 2,67 1,84 133 4,6 15,8 5,7 5
(2,66 —2,75) (1,71 -2) (130 -135) (4,3-4.,8) (14,1 -16,4) (5,2-6,6) (5-6)
AH 2,52 1,94 123 4,45 15 5,9 5
(2,5-2,59) 1 (1,59-2,14) (120,5-134,75) (4,22-5,1) (14,15-16,85) (4,85-6,42) (5-5)
AL-X 2,68 2 133,5 4,6 16,35 5,65 5
(2,59-2,69) (1,92-2,24) (128 — 135) (4,1-5,15) (15,02-16,87)  (5,12-5,87) 4-5)
AH-X 2,69 2,03 135 4,9 16,1 6,5 5
(2,63-2,7)  (1,88-2,35) (130-136) 4,1-54) (13,8-16,7) (6,4-17,1) 4-5)
X 2,64 2,01 134 4.4 14,7 5,9 5
(2,61 -2,68) (1,97-2,13) (127 - 135) (3,9-5) (13,2 -16,5) 5,4-17) (4-6)
Kruskal- x2 15,77 10,07 4,967 1,767 9,297 9,25 5,507
Wallis p 0,015 0,121 0,538 0,939 0,157 0,159 0,372

*Kratice: K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja, AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja.

1 Parametri dobiveni Kruskal-Wallis statistickim testom uz Dunnov post hoc i Bonferronijevu korekciju p vrijednosti. Vrijednosti u tablici prikazane su kao medijan
(interkvartilni raspon).

1 p <0,05uodnosunak
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Tablica 5.3 Analiza proteinskog sastava seruma u ispitivanih zivotinja.

Koli¢ine mjerenih proteina u serumu ( medijan (IQ25 — 1Q75) ))

ALP ALT AMI KRE ALB GLO UP
Skupina* U/L U/L U/L umol/L g/L g/L g/l
K 58 58 486,5 39 53 11 65,5
(45,75-79,5)  (45,75-79,5)  (432,25-567.5) (31,5-48,75) (50,25-555) (9,75—14)  (62,75-67)
oV 106 106 470 34 46 15 60
(70,5 — 151) (70,5 — 151) (414,5 - 527,5) (30— 44,5) (41-50,5)  (10-17,5)  (57-62.5)
AL 68 68 456 42 49 12 61
(54-171) (54-71)! (434 — 479) (36 — 44) (47-51) (11-15) (59— 63)
AH 85 20 496,5 18 49,5 11 59
(69-132,5)  (13,75-235)% (4775 -553,5) (18-255)  (47-50,75)%  (10-12) (58 -61,5)*
AL-X 73,5 5 453,5 49 48,5 12 61
(65,5-95,75)  (65,5-95,75) " (40525 -531,75) (37.5-60.5  (46-50,75)  (11-15) (58,75 61,75)
AH-X 75 B 528 43 47 12 60
(69 — 86) (69— 86) ! (441 — 543) (31 - 50) (46 — 48) (10— 14) (56-61)*
X 93 28 469 49 47 11 59
(85-142) 21-31)3% (442 — 520) 49-72)! (46-49)  (10—13,5) (59 - 62)
Kruskal- 12 14,14 36,11 5,489 16,73 14 6,575 17,3
Wallis f p 0,028 0,003 0,483 0,01 0,028 0,347 0,008

*Kratice: K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja, AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja.
ALP — alkalna fosfataza, ALT — alanin aminotransferaza, AMI — amilaza, KRE — kreatinin, ALB — albumin, GLO — globulini i UP — ukupne koncentracije proteina

tParametri dobiveni Kruskal-Wallis statistickim testom uz Dunnov post hoc i Bonferronijevu korekciju p vrijednosti. Vrijednosti u tablici prikazane su kao medijan

(interkvartilni raspon).

ip < 0,05 u odnosu na K; §p < 0,05 u odnosu na OV; |[p < 0,05 u odnosu na AH; **p < 0,05 u odnosu na X59
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5.2.3 Kolesterol i trigliceridi u serumu

Rezultati ukupnog kolesterola (p = 0,001) i1 ukupnih triglicerida (p = 0,97) u serumu

dobivenih one-way ANOVA testom i1 Tukey-Kramer post hoc testom prikazani su na slici 5.2.

Sve skupine koje su primale ekstrakt hmelja imale su znacajno poviSene koncentracije
kolesterola u odnosu na ostale skupine. Skupina koja je primala samo ekstrakt hmelja imala je
znacajno povisene koncentracije kolesterola u odnosu na kontrolnu skupinu, ovarijektomiranu
netretiranu skupinu i skupinu koja je primala visoku dozu alendronata. Skupina koja je primala
visoke doze alendronata uz ekstrakt hmelja imala je znacajno visu razinu kolesterola spram
skupine koja je primala samo visoku dozu alendronata, a razina kolesterola u toj skupini takoder
je bila znacajno visa spram skupine koja je primala nisku dozu alendronata, ovarijektomirane
netretirane skupine i zdrave kontrolne skupine. Skupina koja je primala niske doze alendronata
1 ekstrakt hmelja ima neSto nizu razinu kolesterola spram ostalih skupina koje su primale
ekstrakt hmelja, iako ne znacajno, dok je spram ovarijektomirane netretirane skupine i zdrave
kontrolne skupine razina kolesterola bila znacajno poviSena. Razine triglicerida nisu se

znacajno razlikovale izmedu skupina.
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Slika 5.2 Koncentracije kolesterola (A) i triglicerida (B) u serumu. K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje
su primale nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu
alendronata, AL-X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja, AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja,
X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
one-way ANOVA analizom uz Tukey-Kramer post hoc test, a znaCajne razlike medu skupinama
prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon; vertikalne linije s
grani¢nikom: minimum i maksimum.
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5.3 Analiza kvalitete kosti

5.3.1 Mikro rac¢unalna tomografija

Sve izmjerene odrednice koje opisuju promjene unutar distalne epifize bedrene kosti
analizirane su Kruskal-Wallis testom (Tablica 5.4) uz Dunnov post hoc 1 Bonferronijevu
korekciju p vrijednosti za usporedbu izmedu skupina. Odrednice su podijeljene u opée mjere

kosti, mjere koStanih ovojnica, mjere kompaktne kosti i mjere spuzvaste kosti.

Rezultati analize op¢ih mjera kosti prikazani su na slici 5.3. Ukupni volumen mjerenog
dijela bedrene kosti bio je jednak. Udio volumena koStanog tkiva unutar mjerenog volumena
kosti (Slika 5.3 C) bio je znacajno snizen u ovarijektomiranoj netretiranoj skupini spram zdrave
kontrolne skupine zivotinja. Takoder je bio znacajno nizi u odnosu na ovarijektomiranu skupinu
koja je primala visoke doze alendronata, skupinu koja je primala samo ekstrakt hmelja 1 skupinu
koja je primala kombinaciju niske doze alendronata i ekstrakt hmelja. Osim toga, udio
volumena kostanog tkiva u volumenu mjerene kosti bio je znacajno je nizi u skupini koja je
primala kombinaciju visoke doze alendronata i ekstrakt hmelja spram zdrave kontrolne skupine,
skupine koja je primala samo visoku dozu alendronata, a i skupine koja je primala samo ekstrakt
hmelja. Skupina koja je primala samo nisku dozu alendronata imala je manji udio kosStanog
tkiva u ukupnom volumenu kosti spram skupine koja je primala samo ekstrakt hmelja.
Statisticki znacajne razlike apsolutnih vrijednosti volumena koStanog tkiva pronadene su
izmedu istih izmedu skupina kao i1 za omjer udjela volumena kosStanog tkiva u ukupnom

volumenu kosti (Slika 5.3 A).

Tablica 5.4 Vrijednosti odrednica dobivenih analizom strukture kosti pomoc¢u mikro racunalne
tomografije.

BV TV BV/TV Ma.Ar Ps.Pm Ps.S3D Ec.Pm
2 44.5 8,104 47.01 13.64 14.48 14.11 49.75
p <0,001 0,23 <0,001 0,034 0,025 0,028 <0,001
Odrednice” Ec.S3D Ct.Ar Tt.Ar Ct.Ar/TtAr  Ct.Th Tb.Sp Tb.Th
Y2 50,58 46,68 9,198 47,24 24,8 7,578 49,51
p <0,001 < 0,001 0,162 < 0,001 <0,001 0,27 < 0,001

*Kratice: BV — volumen kostanog tkiva, TV — ukupni volumen kosti, BV/TV udio volumena koStanog tkiva u
volumenu kosti, Ma.Ar — prosjecna povrSina koStane srzi, Ps.Pm — opseg periosta, Ps.S3D — povrSina periosta,
Ec.Pm— opseg endosta, Ec.S3D — povr§ina endosta, Ct. Ar — prosjecna povrSina kompaktne kosti, Tt.Ar — prosje¢na
povrsina poprecnog presjeka kosti, Ct.Ar/Tt.Ar — udio povrsine kompaktne kosti u povrSini popre¢nog presjeka
kosti, Ct.Th — prosjecna debljina kompaktne kosti, Tb.Sp — prosje¢na udaljenost izmedu kostanih gredica i Tb.Th
— prosjecna debljina kostane gredice
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Slika 5.3 Rezultati analiza op¢ih mjera koStanog tkiva. Prikazan je apsolutni volumen koStanog tkiva
(A), ukupni volumen mjerene kosti (B), omjer volumena kostanog tkiva i ukupnog volumena kosti (C)
1 prosjeCna povrsina popre¢nog presjeka kostane srzi (D). K — zdrava kontrolna skupina (placebo
operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-
X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i eckstrakt hmelja, X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
Kruskal-Wallis testom uz Dunnov post hoc test 1 Bonferronijevu korekeiju p vrijednosti, a znacajne
razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon;

vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.
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Na slici 5.4 prikazani su rezultati analize promjena u ovojnicama kosti. Opseg periosta bio
je znacajno veci u skupini koja je primala samo ekstrakt hmelja u odnosu na skupinu koja je
primala nisku dozu alendronata i1 ekstrakt hmelja dok je u ostalim skupinama opseg bio
ujednacen. StatistiCki znacajna razlika vidljiva je 1 u povrsini periosta u istih skupina. Opseg
endosta bio je znacajno nizi u ovarijektomiranoj netretiranoj skupini u odnosu na kontrolnu
skupinu, skupinu koja je primala samo ekstrakt hmelja, skupinu koja je primala nisku dozu
alendronata i ekstrakt hmelja i skupinu koja je primala visoku dozu alendronata. Skupina koja
je primala samo ekstrakt hmelja imala je visi opseg periosta u odnosu na skupinu koja je primala
nisku dozu alendronata i skupinu koja je primala visoku dozu alendronata, a skupina koja je
primala visoku dozu alendronata u odnosu na skupinu tretiranu kombinacijom visoke doze
alendronata i ekstrakta hmelja. Znacajne promjene u povrsini endosta prate rezultate analize
opsega, a uz ve¢ spomenute promjene, kontrolna skupina imala je vecu vrijednost povrSine

endosta spram skupine koja je primala visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja.

Analiza promjena u kompaktnoj kosti prikazana je na slici 5.5. ProsjeCna povrSina
kompaktne kosti bila je znacajno veca u skupini koja je primala samo ekstrakt hmelja u odnosu
na skupinu koja je primala kombinaciju visoke doze alendronata i ekstrakt hmelja, skupinu koja
je primala nisku dozu alendronata i ovarijektomiranu netretiranu skupinu. Takoder, zdrava
kontrola imala je statisticki vecu povrSinu kompaktne kosti u odnosu na ovarijektomiranu
netretiranu skupinu i1 skupinu koja je primala visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja.
Ovarijektomirana netretirana skupina imala je niZzu povrSinu kompaktne kosti spram skupine
koja je primala nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja i skupinu koja je primala visoku dozu
alendronata. U odnosu na skupinu koja je primala visoku dozu alendronata, povrSina
kompaktne kosti bila je poviSena u skupini koja je primala visoku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja. Prosje¢na povrsina kompletnog presjeka kroz kost nije se znacajno razlikovala izmedu
skupina. Razlike u udjelu kompaktne kosti u prosjecnoj povrsini bile su znacajne izmedu istih
skupina kao 1 prosje¢na povrSina kompaktne kosti s tim da je 1 skupina koja je primala nisku
dozu alendronata i1 ekstrakt hmelja imala znacajno visi udio kompaktne kosti u odnosu na
skupinu koja je primala visoku dozu alendronata. Prosje¢na debljina kompaktne kosti bila je
znacajno veca u skupini koja je primala samo ekstrakt hmelja u odnosu na skupinu koja je
primala visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja i skupinu koja je primala nisku dozu

alendronata.
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Slika 5.4 Rezultati analize mjera ovojnica kosti. Prikazani su opseg periosta (A), povrSina periosta (B),
opseg endosta (C) i povrsina periosta (D). K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija), OV —
ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
Kruskal-Wallis testom uz Dunnov post hoc test 1 Bonferronijevu korekeiju p vrijednosti, a znacajne
razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon;
vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.
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Slika 5.5 Rezultati analize mjera kompaktne kosti. Prikazana je prosje¢na povrsina kompaktne kosti (A),
prosjecna povrsina poprecnog presjeka kroz kost (B), udio kompaktne kosti u povrsini presjeka kosti
(C) 1 prosjecna debljina kompaktne kosti (D). K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija), OV —
ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
Kruskal-Wallis testom uz Dunnov post hoc test 1 Bonferronijevu korekeiju p vrijednosti, a znacajne
razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon;
vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.
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Razlike u gradi spuzvaste kosti prikazane su na slici 5.6. Prosje¢na udaljenost izmedu
kostanih gredica nije se znacajno razlikovala izmedu skupina. Prosjecna debljina koStanih
gredica ovarijektomirane netretirane skupine je znacajno niza spram vecine skupina (K, X,
AL-X, AH). Takoder, skupina koja je primala nisku dozu alendronata imala je znacajno tanje
kostane gredice u odnosu na skupinu koja je primala visoku dozu alendronata i skupinu koja je
primala samo ekstrakt hmelja. Znacajno tanje kostane gredice takoder su pronadene u skupini
koja je primala visoke doze alendronata i ekstrakt hmelja u odnosu na skupinu koja je primala
visoku dozu alendronata, skupinu koja je primala nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, kao

1 skupinu koja je primala samo ekstrakt hmelja.
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Slika 5.6 Rezultati analize mjera spuzvaste kosti. Prikazana je prosjecna udaljenost izmedu koStanih
gredica (A) i prosjecna debljina kostane gredice (B). K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija),
OV —ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
Kruskal-Wallis testom uz Dunnov post hoc test i Bonferronijevu korekciju p vrijednosti, a znacajne
razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon;
vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.
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5.3.2 Western blot analiza serumskih biljega pregradnje kosti

Iz digitalnih fotografija membrana kvantificiran je intenzitet signala analiziranih serumskih
biljega pregradnje kosti: N-terminalnog propeptida prokolagena tipa 1 (P1NP) i karboksi
terminalnog krizno povezanog telopeptida kolagena tipa 1 (CTX1). Dobiveni intenzitet je
normaliziran i izraZzen u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu Zivotinja. Rezultati su analizirani
koriStenjem one-way ANOVA testa (PINP: F =3,876, df=27,19, p=0,006; CTX1: F=1,717,
df=27,14, p = 0,155) uz Tukey-Kramer post hoc za usporedbu medu skupinama.

Dobiveni rezultati prikazani su na slici 5.7. U skupini koja je primala visoku dozu
alendronata, koli¢ine PINP bile su znacajno viSe u odnosu na veéinu skupina (K, OV, AL,
AL-X). Vrijednosti CTX1 nisu se znacajno razlikovale izmedu skupina. Digitalne fotografije

membrana prikazane su na slici 5.8.
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Slika 5.7 Rezultati Western blot analize serumskih biljega pregradnje kosti: N-terminalnog propeptida
prokolagena tipa 1 — PINP (A) i karboksi terminalnog krizno povezanog telopeptida kolagena tipa 1 —
CTX1 (B). K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane
zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata, AH -
ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X — ovarijektomirane zivotinje
koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su
primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su one-way ANOVA analizom uz Tukey-Kramer
post hoc test, a znacajne razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan;
kutija: interkvartilni raspon; vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.
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Slika 5.8 Digitalna fotografija reprezentativnih membrana dobivenih prilikom western blot analize
serumskih biljega pregradnje kosti: N-terminalnog propeptida prokolagena tipa 1 (P1NP) i karboksi
terminalnog krizno povezanog telopeptida kolagena tipa 1 (CTX1). AH — ovarijektomirane Zivotinje
koja su primale visoku dozu alendronata, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja
AL-X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AL —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata, OV — ovarijektomirane netretirane
zivotinje 1 K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija).

5.4 Rezultati histoloSke analize uzorkovanih organa

5.4.1 Histomorfometrijska analiza maternice

Analiza udjela endometrija u povrsini poprec¢nog presjeka kroz maternicu i udjela prosje¢ne
debljine endometrija u debljini stjenke cijele maternice izvrSena je u svrhu procjene
fitoestrogenog utjecaja ispitivanih tvari na tkiva ovisna o estrogenu. Pregledom slika, bila je
jasno vidljiva razlika izmedu veli¢ine maternica Zivotinja kontrolne skupine na kojima je
izvrSena placebo operacija i ovarijektomiranih skupina, koje su medusobno bile sli¢ne veli¢ine.

Primjer usporedbe poprecnog presjeka kroz organ prikazan je na slici 5.9.

Analiza izmjerenih udjela povrsSina (p = 0,001) i1 udjela debljine endometrija (p < 0,001)
izvrSena je koriStenjem one-way ANOVA testa uz Tukey-Kramer post hoc za usporedbu
izmedu skupina (Slika 5.10). Udio endometrija u ukupnoj povrSini maternice bio je znacajno
veci kod kontrolne skupine spram svih ostalih skupina, a ovarijektomirane skupine se nisu
medusobno razlikovale. Udio endometrija u prosje¢noj debljini maternice bio je takoder veci u
kontrolnoj skupini spram svih ovarijektomiranih skupina, koje se medusobno nisu znacajno

razlikovale.
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1000 pm

Slika 5.9 Prikaz razlike u veli€ini poprec¢nog presjeka kroz maternice zdrave kontrolne skupine (lijevo)
i ovarijektomirane netretirane skupine (desno). Bojenje hemalaun i eozin, objektiv 20%, Mjerilo:
1000 pm.
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Slika 5.10 Rezultati analize udjela povrSine endometrija u ukupnoj povrSini maternice (A) i udjela
prosje¢ne debljine endometrija u prosjecnoj debljini maternice (B). K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje
su primale nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu
alendronata, AL-X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja, AH-X — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja,
X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
one-way ANOVA analizom uz Tukey-Kramer post hoc test, a znaCajne razlike medu skupinama
prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon; vertikalne linije s
grani¢nikom: minimum i maksimum.
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5.4.2 Imunohistokemijska analiza biljega proliferacije Ki67 u tkivu maternice

Analiza stanja proliferacije stanica u tkivu maternice izvrSena je imunohistokemijskim
bojenjem na Ki67 i racunanjem udjela pozitivnih stanica (Slika 5.11). Rezultati su analizirani
Kruskal-Wallis testom u epitelu lumena (x> = 16,68, p = 0,01), epitelu zlijezda (x> = 6,146,
p = 0,402), stromi endometrija (¥> = 20,78, p = 0,002) i u miometriju (3> = 26,39, p<0,001).
Razlike izmedu skupina testirane su Tukey-Kramer post hoc testom uz Bonferronijevu

korekciju p vrijednosti i prikazani na slici 5.12.

Slika 5.11 Primjer preparata maternice imunohistokemijski obojenog na antigen Ki67 (A) i negativne
kontrole (B). Na slici A su jasno vidljive stanice u epitelu lumena pozitivne na Ki67. Objektiv 20 X,
Mjerilo: 100 pm.

Udio stanica pozitivnih na Ki67 u epitelu lumena kontrolne skupine bio je ve¢i u odnosu na
sve skupine, a znacajno veéi u odnosu na obje skupine koje su primale samo alendronat (AL i
AH). Imunohistokemijski izrazaj Ki67 u epitelu Zlijezda se nije znacajno razlikovao izmedu
skupina. Skupina koja je primala visoku dozu alendronata imala je znacajno nizi udio stanica
pozitivnih na Ki67 u stromi u odnosu na skupinu koja je primala nisku dozu alendronata i
zdravu kontrolnu skupinu zivotinja. Udio pozitivnih stanica u miometriju bio je veéi u zdravoj
kontrolnoj skupini spram tri skupine (AH, AH-X, X), a u skupini koja je primala nisku dozu

alendronata bio je znacajno veci spram skupine koja je primala visoku dozu alendronata.
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Slika 5.12 Rezultati analize udjela stanica pozitivnih na Ki67 u epitelu lumena (A), epitelu zlijezda (B),
stromi endometrija (C) i miometriju (D). K — zdrava kontrolna skupina (placebo operacija), OV —
ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X —
ovarijektomirane Zzivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
Kruskal-Wallis testom uz Dunnov post hoc test 1 Bonferronijevu korekeiju p vrijednosti, a znacajne
razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon;
vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.

5.4.3 Histomorfometrijska analiza perigonadalnog masnog tkiva

Na presjecima kroz perigonadalno masno tkivo, uz koriStenje dodatka Adiposoft za
programski paket FIJI identificirani su adipociti prisutni u cijelom preparatu (Slika 5.13) te su
izmjerene povrsine adipocita (um?), brojnost adipocita i promjer adipocita kao promjer kruga

ekvivalentne povrsSine (um). Iz dobivenih mjera izraCunata je brojnost adipocita po povrsini
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tkiva (/mm?). Rezultati su analizirani koriitenjem one-way ANOVA testa, a skupine su
medusobno usporedene Tukey-Kramer post hoc testom (Slika 5.14). Rezultati ANOVA testa:
prosjecna povrsSina adipocita: p = 0,016, prosje¢ni promjer adipocita: p = 0,016 i brojnost

adipocita po povrsini tkiva: p = 0,013.
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Slika 5.13 Primjer oznacenih adipocita perigonadalnog masnog tkiva nakon analize dodatkom Adiposoft
u programu FIJI. Na slici je prikazan cijeli presjek kroz preparat perigonadalnog masnog tkiva (A) i dio
te fotografije s obiljezenim adipocitima (B). Crni pravokutnici oznacavaju svaki prepoznati adipocit, a
zute linije omeduju njegovu povrsinu. Bojenje pikrosirijus crvenilo, objektiv 10 %, Mjerilo: 1000 um
(A), odnosno 200 um (B).
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Prosjecna povrsina adipocita bila je niza u skupini koja je primala samo ekstrakt hmelja u
odnosu na sve skupine, a statisti¢ki znacajno niza u odnosu na skupinu koja je primala nisku
dozu alendronata i skupinu koja je primala nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja. Sukladno
tome, prosjecni promjer adipocita je takoder bio manji u skupini koja je primala ekstrakt hmelja
u odnosu na iste skupine. Broj adipocita po milimetru kvadratnom tkiva bio je veéi u skupini
koja je primala ekstrakt hmelja u odnosu na dvije ve¢ navedene skupine, ali i spram skupine

koja je primala visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja.
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Slika 5.14 Rezultati analize stanica perigonadalnog masnog tkiva. Slika prikazuje prosjecne povrSine
adipocita (A), prosjecni promjer adipocita (B) i broj adipocita u povrsini tkiva (C). K — zdrava kontrolna
skupina (placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane Zivotinje, AL — ovarijektomirane
zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale
visoku dozu alendronata, AL-X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i
ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama
testirane su one-way ANOVA analizom uz Tukey-Kramer post hoc test, a znaCajne razlike medu
skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon; vertikalne
linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.
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5.4.4 Udio kolagena u tkivu jetre

Na presjecima kroz tkivo jetre racunalno su izmjerene povrSine fotografiranog tkiva i
kolagena. Dobivene vrijednosti izrazene su kao udio kolagena u ukupnoj povrsini tkiva jetre.
Rezultati su analizirani one-way ANOVA testom (p = 0,513) uz Tukey-Kramer post hoc za
usporedbu medu skupinama. Udio kolagena u tkivu jetre nije se znacajno razlikovao medu
skupinama (Slika 5.15). Na slici 5.16 prikazan je primjer analiziranog preparata jetre i maska

pripremljena u programu GIMP.

0,025+

0,020+

0,015 4
0,010

0,005 4

Udio kolagena u povrsini tkiva jetre

0,000
2 > — T x
(e) < < 2

AH-X

Slika 5.15 Rezultati analize udjela kolagena u tkivu jetre. K — zdrava kontrolna skupina (placebo
operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-
X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i eckstrakt hmelja, X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
ANOVA analizom uz Tukey-Kramer post hoc test. Nisu pronadene znacajne razlike medu skupinama.
Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon; vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i
maksimum,
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1500 pm

250 pm

Slika 5.16 Primjer analize histoloskog preparata jetre radi dobivanja udjela kolagena u tkivu. Slika
prikazuje cijelu povrsinu analiziranog tkiva (A), povecani detalj tkiva (B) i dio maske iz programa GIMP
(C) koji odgovara tkivu na slici (B). Na masci je kolagen obojen crveno, a ostatak preparata plavo.
Bojenje pikrosirius crveno, objektiv 20 x, mjerilo 1500 um, odnosno 250 um.
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5.5 Oksidativni stres

5.5.1 DuSikov oksid i aktivnost arginaze u serumu

Koncentracija dusikova oksida u serumu mjerena je kroz koncentracije nitrita. Rezultati
mjerenja obradeni su one-way ANOVA statistickim testom (F = 1,137, df = 23,99, p=0,3713)
1 Tukey-Kramer post hoc testa za usporedbu medu skupinama. Koncentracije duSikova oksida

nisu se znacajno razlikovale izmedu skupina (Slika 5.17 A).

Aktivnost arginaze u serumu izrazena je u obliku jedinica arginaze po litri. Dobiveni
rezultati analizirani su koriStenjem one-way ANOVA testa (p = 0,867) 1 Tukey-Kramer post
hoc testa za usporedbu izmedu skupina. Aktivnost arginaze izmedu skupina nije se statisticki

znacajno razlikovala (Slika 5.17 B).
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Slika 5.17. Rezultati analize koncentracije nitrita (A) i aktivnost arginaze (B) u serumu. K — zdrava
kontrolna skupina (placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL -
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje
koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu
alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike
medu skupinama testirane su one-way ANOVA analizom uz Tukey-Kramer post hoc test. Nisu
zabiljezene statisticki znacCajne razlike medu skupinama. Horizontalna linija: medijan; kutija:
interkvartilni raspon; vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.

5.5.2 Stupanj lipidne peroksidacije

Stupanj lipidne peroksidacije analiziran je mjerenjem kolicina MDA u tkivu jetre i bubrega.
Koncentracije MDA izrazene su u obliku nanomola po litri (nmol/L) i normalizirane prema

ukupnim proteinima u tkivu (nmol/mg proteina). Rezultati su analizirani koristenjem one-way
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ANOVA testa za tkivo jetre (p = 0,595) i bubrega (p = 0,749), a razlike izmedu skupina
testirane su Tukey-Kramer post hoc testom. Ni u tkivu jetre ni u tkivu bubrega nisu zabiljeZene

znacajne razlike u koli¢ini prisutnog MDA (Slika 5.18).
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Slika 5.18 Rezultati analize stupnja lipidne peroksidacije mjerenjem koncentracije prisutnog
malondialdehida (MDA) u tkivu jetre (A) i bubrega (B). K — zdrava kontrolna skupina (placebo
operacija), OV —ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-
X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su one-
way ANOVA analizom uz Tukey-Kramer post hoc test. Nisu zabiljeZene statisti¢ki znacajne razlike
medu skupinama. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon; vertikalne linije s
grani¢nikom: minimum i maksimum.

5.5.3 Koli¢ina karbonil proteina

Koli¢ine karbonil proteina analizirane su koriStenjem Kruskal-Wallis testa na mjerenjima
dobivenim iz uzoraka jetre (3*> = 5,781, p = 0,448) i bubrega (> = 18,76, p = 0,004). Razlike
medu skupina testirane su Dunnovim post hoc testom uz Bonferronijevu korekciju p vrijednosti

1 prikazani na slici 5.19.

U uzorcima jetre nisu zabiljeZene znacajne razlike u koli¢ini karbonil proteina izmedu
ispitivanih skupina. Koli¢ina karbonil proteina u bubregu bila je znac¢ajno poviSena u odnosu

na obje skupine koje su primale visoku dozu alendronata.
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Slika 5.19 Rezultati analize karbonil proteina prisutnih u tkivu jetre (A) i bubrega (B). K — zdrava
kontrolna skupina (placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL -
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje
koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu
alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu
alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike
medu skupinama testirane su Kruskal-Wallis testom uz Dunnov post hoc test i Bonferronijevu korekeiju
p vrijednosti, a znacajne razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan;
kutija: interkvartilni raspon; vertikalne linije s granicnikom: minimum i maksimum.

5.5.4 Aktivnost katalaze

Aktivnost katalaze dobivena je mjerenjem brzine razgradnje vodikova peroksida i
normalizirana prema ukupnim tkivnim proteinima. Statisticka analiza rezultata izvrSena je
koriStenjem Kruskal-Wallis testa za vrijednosti izmjerene u tkivu jetre (y~ = 32,49, p=0,013) i
bubrega (x° = 3,456, p = 0,75). Skupine su medusobno usporedene Dunnovim post hoc testom

uz Bonferronijevu korekciju p vrijednosti 1 prikazane na slici 5.20.

Aktivnost katalaze u tkivu jetre (Slika 5.20 A) bila je statisticki znacajno niza u
ovarijektomiranoj netretiranoj skupini zivotinja spram 3 skupine (K, AH i AL-X). Takoder je
zabiljezena niza aktivnost katalaze u skupini koja je primala nisku dozu alendronata u odnosu
na skupinu koja je primala visoku dozu alendronata. Aktivnost katalaze u tkivu bubrega (Slika

5.20 B) nije se razlikovala znacajno medu skupinama.
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Slika 5.20 Aktivnost katalaze u tkivu jetre (A) i tkivu bubrega (B) mjerena brzinom razgradnje vodikova
peroksida i normalizirana prema ukupnim tkivnim proteinima. K — zdrava kontrolna skupina (placebo
operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-
X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X —
ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
Kruskal-Wallis testom uz Dunnov post hoc test i Bonferronijevu korekciju p vrijednosti, a znacajne
razlike medu skupinama prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon;
vertikalne linije s grani¢nikom: minimum i maksimum.

5.5.5 Kolic¢ina kolesterola i triglicerida u tkivu jetre

Rezultati mjerenja koncentracije ukupnog kolesterola (F = 0,8221, df = 26,55, p = 0,5629)
iukupnih triglicerida (F = 2,696, df =26,62, p = 0,03537) u tkivu jetre analizirani su koriStenjem
one-way ANOVA testa. Razlike izmedu skupina analizirane su koristenjem Tukey-Kramer post

hoc testa 1 prikazane na slici 5.21.

Koncentracija kolesterola u tkivu jetre se nije znacajno razlikovala izmedu skupina.
Koncentracije triglicerida bile su znacajno povisene u ovarijektomiranoj netretiranoj skupini u

odnosu na tri skupine (AL, AH-X 1 X).
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Slika 5.21 Koncentracije kolesterola (A) i triglicerida (B) u tkivu jetre. K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane zivotinje koje
su primale nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu
alendronata, AL-X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt
hmelja, AH-X — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja,
X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale ekstrakt hmelja. Razlike medu skupinama testirane su
one-way ANOVA analizom uz Tukey-Kramer post hoc test, a znacajne razlike medu skupinama
prikazane su na slici. Horizontalna linija: medijan; kutija: interkvartilni raspon; vertikalne linije s
grani¢nikom: minimum i maksimum.

5.6 MALDI-TOF masena spektrometrija
5.6.1 Jetra

Znacajne promjene u metabolitima aminokiselina u tkivu jetre u odnosu na kontrolnu
skupinu 1 netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane su u tablici 5.5. Netretirana
ovarijektomirana skupina zivotinja imala je znacajno vise razine S-adenozilmetioninamina u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Metaboliti aminokiselina u jetri bili su promijenjeni u
vedini skupina koje su primale alendronat (AH, AL-X, AH-X) u odnosu na kontrolnu skupinu.
Skupine AH, AL-X i AH-X imale su poviSene razine L-histidina u odnosu na skupinu K.
D-lizopin bio je snizen u skupina AH, AL-X i X u odnosu na skupinu K. B-alanil-N(pi)-metil-
L-histidin bio je snizen u skupina AL-X, AH-X i X u odnosu na skupinu K, a u odnosu na
skupinu OV bio je snizen osim kod istih skupina i u skupini AL. Razine N-(L-
arginino)sukcinata bile su snizene u skupinama AH, AL-X, AH-X i X u odnosu na skupinu K,
au odnosu na skupinu OV u skupinama AH, AL-X i X. 5-S-cisteinil-DOPA povisen je u skupini
AL-X u odnosu na skupine K i OV. Koli¢ine tiroksina bile su povisene u AL-X u odnosu na

skupinu OV. Skupina koja je primala samo ekstrakt hmelja ima znatno snizene koliine
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prikazanih metabolita aminokiselina u odnosu na ovarijektomiranu netretiranu i kontrolnu
skupinu zivotinja. D-lizopin, B-alanil-N(pi)-metil-L-histidin, N-(L-arginino)sukcinat i tiroksin

u skupini X snizeni su u odnosu na skupine K 1 OV.

Tablica 5.5 Prikaz znaCajno promijenjenih metabolita aminokiselina u tkivu jetre dobivenih
MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u bazi KEGG.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t-statistika))’
RS* IKEGGID |m/z Naziv oV AL AH AL-X | AHX X
C00135 | 214,1 L-histidin ((2):2%) (2:82;) ((2)%;)
04020 | 2362 D-lizopin (_%’06%61 ) (_%%2887) (_02’,%27% :
C01262 | 2582 B-alanililI;IS(t;i)(ii)i;lmetil-L- (_(;’ 239 Z ) (_(;’ 7(:);;102 ) (g’g%i )

0,001 0,003 0,005 0,003

K C03406 | 308,2 | N-(L-arginino)sukcinat (-4,413) (4321) | (:3,795) | (-4,002)

C01137 356,2 |S-adenozilmetioninamin ((2):(1)22)

C17935 | 315,1 | 5-S-cisteinil-DOPA ((3):84112)

C01829 | 835,7 tiroksin (_03,3%75)

e e ol I I P v
ov C03406 | 308,2 | N-(L-arginino)sukcinat (_(;721088) (_%22482) (g’g}% )

C17935 | 315,1 | 5-S-cisteinil-DOPA ((2):(6);2)

C01829 | 835,7 tiroksin ((2’:(3);;) (_02,% 17 22 )

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).tRezultati
studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).

Znacajne promjene u metabolitima masti u tkivu jetre u odnosu na kontrolnu skupinu 1
netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane su u tablici 5.6. Zdrava kontrolna skupina 1
ovarijektomirana netretirana skupina nisu se razlikovale. Metaboliti masti u tkivu jetre znac¢ajno
su bili snizeni u svih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu osim stearinske kiseline. U odnosu
na ovarijektomiranu netretiranu skupinu Zivotinja ve¢ina metabolita je bila snizena kod
tretiranih skupina osim stearinske kiseline, arahidonske kiseline 1 2,3-dinor-8-izo
prostaglandina F2a. Razine dekanske kiseline bile su snizene u skupinama AL, AH, AL-X i

AH-X u odnosu na skupinu K i skupinama AH i AL-X u odnosu na skupinu OV. Palmitinska
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kiselina bila je sniZzena u skupinama AH, AL-X i AH-X u odnosu na skupine K i OV.
Miristinska kiselina bila je snizena u skupini AL-X u odnosu na skupinu OV. Stearinska
kiselina bila je poviSena u skupini AH u odnosu na skupine K i OV, a arahidonska kiselina i
2,3-dinor-8-izo prostaglandin F2a u skupini AL-X u odnosu na skupinu OV. U skupini AH
osim navedenog, L-palmitoil karnitin i eikozenoinska kiselina bili su nizi u odnosu na skupine
K 1 OV. Eikozenoinska kiselina je takoder bila snizena i u skupini AH-X u odnosu na skupinu
K. Skupina koja je primala samo ekstrakt hmelja imala je snizene vrijednosti dekanske kiselina,

palmitinske kiseline i1 eikozenoinske kiseline u odnosu na skupine K 1 OV.

Tablica 5.6 Prikaz znacajno promijenjenih metabolita masti u tkivu jetre dobivenih MALDI-TOF-MS
analizom i identifikacijom u bazi KEGG.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t—statistika))T
RS* K];:S G m/z Naziv ov AL AH AL-X AH-X X
C01571 | 2312 | dekanska kisclina 0,043 | <0.001 ) <0,001 1 0,032 | <0001

(-2,230) | (-7,023) | (-6,085) | (-2,415) | (-7.023)

0,023 0,010 0,013 0,007
(-2,576) | (-3,370) | (-3,269) | (-3,559)

C00249 | 257,2 palmitinska kiselina

K 4 o <0,001
C01530 | 283,3 stearinska kiselina (5,862)
. . . 0,012 0,029 0,014
C16526 | 309,3 eikozenoinska kiselina (-3.251) (2,623) | (-3,116)
C02990 | 4343 L-palmitoil karnitin 0,047
’ (-2,308)
o 0,001 0,001 0,001
CO01571 | 231,2 dekanska kiselina (-5,077) | (-4,192) (-5,077)
o o 0,040
C06424 | 251,2 miristinska kiselina (-2,465)

0,017 0,003 0,005 0,002

C00249 | 257,2 palmitinska kiselina (-2.687) | (-4.019) | (-3,923) | (-4.267)

. . < 0,001
ov | C01530 | 283,3 stearinska kiselina (5.862)
C06425 | 2933 arahidonska kiselina 0,011
’ (2,920)
2,3-dinor-8-izo 0,009
Cl4794 1 307.2 prostaglandin F2a (3,335)
. . N 0,036 0,049
C16526 | 309,3 eikozenoinska kiselina (-2,470) (-2,236)
C02990 | 4343 L-palmitoil karnitin 0,044
’ p (-2,371)

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).
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Znacajne promjene u glicerofosfolipidima, glikosfingolipidima i sfingolipidima u tkivu
jetre u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu i netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane
su u tablici 5.7. Nisu uocene znacajne razlike u sastavu navedenih tvari izmedu
ovarijektomirane netretirane skupine i zdrave kontrolne skupine zivotinja. Koli¢ine sfinganina
bile su znacajno nize u skupini AH u odnosu na skupine K i OV, a u skupini AL-X i AH-X
znacajno povisene u odnosu na skupinu K. Metabolit glicerofosfolipida 3-(O-geranilgeranil)-
sn-glicerol 1-fosfat znacajno je snizen u skupini AH u odnosu na skupine K 1 OV, a metabolit
2,3-bis-O-(geranilgeranil)-sn-glicero-1-fosfo-L-serin bio je nizi u skupini AL-X u odnosu na
skupinu K. Skupina koja je primala samo ekstrakt hmelja imala je niZe razine galaktozil-
sfingozina, 2,3-bis-(O-ftanil)-sn-glicerol 1-fosfata u odnosu na skupinu K. U odnosu na skupinu
OV, ista skupina imala je snizene razine galaktozil-sfingozina, 3-(O-geranilgeranil)-sn-glicerol
1-fosfata i1 2,3-bis-(O-ftanil)-sn-glicerol 1-fosfata.

Tablica 5.7 Prikaz znacajno promijenjenih glicerofosfolipida, glikosfingolipida i sfingolipida u tkivu
jetre dobivenih MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u bazi KEGG.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t-statistika))T
RS* | KEGG ID m/z Naziv OV | AL AH AL-X AH-X X
. <0,001 0,021 0,018
C00836 360,3 sfinganin (-5.518) | (2.819) (2.879)
. . <0,001
C01747 4443 galaktozil-sfingozin (-5,460)
3-(O-geranilgeranil)-sn- <0,001
K C04590 445.3 glicerol 1-fosfat (-4,498)
2,3-bis-(O-ftanil)-sn- 0,022 0,042 <0,001
C20518 L7 glicerol 1-fosfat (-2,553) (-2,230) | (-5,577)
2,3-bis-O- 0,033
C20466 821,6 (geranilgeranil)-sn- (-2.469)
glicero-1-fosfo-L-serin -
. 0,003
C00836 360,3 sfinganin (-4.230)
. . 0,004
C01747 4443 galaktozil-sfingozin (-4,191)
ov 3-(O-geranilgeranil)-sn- 0,012 0,040
C04590 | 445,3 glicerol 1-fosfat (-2,851) (-2,333)
2,3-bis-(O-ftanil)-sn- 0,001
C20518 L7 glicerol 1-fosfat (-4,011)

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).
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Znacajne promjene u steroidima i njihovim direktnim metabolitima u tkivu jetre u odnosu
na zdravu kontrolnu skupinu i netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane su u tablici 5.8.
Nisu uocene znacajne razlike izmedu netretirane ovarijektomirane skupine 1 zdrave kontrolne
skupine Zivotinja. Skupina AL-X imala je znaCajno niZe razine androstan-3a,17p-diola i estron
3-sulfata u odnosu na skupine K i OV. U odnosu na skupinu OV, razine estron 3-sulfata bile su
snizene u skupinama AL, AH, AL-X i AH-X. Estron glukuronid bio je sniZen u skupinama AH
1 AL-X u odnosu na skupinu OV, a 4a-karboksi-stigmasta-7,24(24(1))-dien-33-ol u skupini
AH u odnosu na skupinu OV. Skupina koja je primala samo ekstrakt hmelja imala je nize razine

estron 3-sulfata i estron glukuronida u odnosu na skupinu OV.

Tablica 5.8 Prikaz znaCajno promijenjenih steroida i njihovih direktnih metabolita u tkivu jetre
dobivenih MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u bazi KEGG.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t—statistika))T
RS* | KEGGID | m/z Naziv oV AL AH AL-X | AH-X X
. 0,019
C03852 [310,3 androstan-3a,17f3-diol (-2,780)
K
0,024
C02538 |[368,2 estron 3-sulfat (-2.805)
. 0,029
C03852 |310,3 androstan-3a,17p-diol (-2,593)
0,035 0,028 0,012 0,011 0,020
C02538 |[368,2 estron 3-sulfat (2.463) | (-2.604) | (-3309) | (-3395) | (-2.855)
ov 0,003 0,020 0,004
C11133 [469,2 estron glukuronid (-4,379) | (:2,732) (-3,842)
4a-karboksi-stigmasta- 0,032
€22120 15154 7,24(24(1))-dien-3B-o0l (-2,458)

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).
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Znacajne promjene u biljezima oksidativnog stresa u tkivu jetre u odnosu na kontrolnu
skupinu i netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane su u tablici 5.9. Nisu uocene znacajne
razlike izmedu netretirane ovarijektomirane skupine i zdrave kontrolne skupine Zivotinja.
Koli¢ine y-L-glutamil-L-2-aminobutirilglicina sniZzene su u skupina AH 1 AL-X u odnosu na
skupine K 1 OV. Razine istog biljega snizene su u skupini AH-X u odnosu na skupinu K, a u

skupini koja je primala samo ekstrakt hmelja bile su nize u odnosu na skupine K i OV.

Tablica 5.9 Prikaz znaCajno promijenjenih biljega oksidativnog stresa u tkivu jetre dobivenih
MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u bazi KEGG.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t—statistika))T
RS* | KEGGID m/z Naziv oV AL AH AL-X AH-X X
-L-glutamil-L-2- 0,003 0,004 0,009 0,004
K | c21016 | 3072 ¥ : g ' y
’ aminobutirilglicin (-4,062) | (-4,050) | (-3,374) | (-3,909)
oV C21016 307.2 y-L-glutamll-L-Z- 0,027 0,032 0,034
aminobutirilglicin (-2,686) | (-2,628) (-2,548)

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zzivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).

5.6.2 Perigonadalno masno tkivo

ZnaCajne promjene u metabolitima aminokiselina u perigonadalnom masnom tkivu u
odnosu na kontrolnu skupinu i netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane su u tablici 5.10.
Nisu uocene znacajne razlike izmedu netretirane ovarijektomirane skupine i kontrolne skupine
zivotinja. N6-(L-1,3-dikarboksipropil)-L-lizin bio je povisen u skupini AL-X u odnosu na
skupinu K, a tiroksin u skupini AH u odnosu na skupine K i OV. Tiroksin je takoder snizen u
skupini AH-X u odnosu na skupinu OV. Skupina koja je primala samo ekstrakt hmelja imala je

poviSene razine D-lizopina i snizene razine tiroksina u odnosu na skupine K i OV.

&5



5. REZULTATI

Tablica 5.10 Prikaz znacajno promijenjenih metabolita aminokiselina u perigonadalnom masnom tkivu
dobivenih MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u KEGG bazi.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t-sta‘[istika))Jr
RS* | KEGGID m/z Naziv oV | AL AH AL-X AH-X X
C04020 236,2 D-lizopin ((3):(1)411(1))
| oo | 2002 | o tin a6
C01829 759,7 tiroksin (2201112()) (_(;’,01 11%)
oy | Cod020 | 2362 D-lizopin (g:?i(l))
C01829 759,7 tiroksin (-02,,07%)46) (_%”%222) (.%%t)

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).

Znacajne promjene u metabolitima masti u perigonadalnom masnom tkivu u odnosu na
kontrolnu skupinu i netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane su u tablici 5.11.
Netretirana ovarijektomirana skupina zivotinja imala je znacajno vise razine palmitaldehida i
2,3-dinor-8-i1zo prostaglandina F2a, a snizene razine eikozanoidne kiseline u odnosu na
kontrolnu skupinu. Miristinska kiselina bila je snizena u skupini AL u odnosu na skupinu OV.
Razine palmitaldehida bile su snizene kod AH i AL-X skupina u odnosu na skupine K i OV. U
skupini AH, dekanska kiselina bila je snizena u odnosu na skupinu OV. Eikozanoidna kiselina
povisena je u skupini AH i AL-X u odnosu na skupinu K. 2,3-dinor-8-izo prostaglandin F2a
snizen je u skupini AH-X u odnosu na skupinu OV. Dok (5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)-
ikozapentaenoinska kiselina je bila snizena u skupinama AH i AH-X u odnosu na skupinu OV,
a (15Z)-tetrakozaenoinska kiselina poviSena u skupinama AL i AH u odnosu na skupinu K.
Razine L-palmitoil karnitina bile su povisene u skupinama AH i AL-X u odnosu na skupine K
1 OV, a leukotrien D4 bio je poviSen u istim skupinama samo u odnosu na skupinu K. Skupina
koja je primala samo ekstrakt hmelja imala je poviSene razine miristinske kiseline, L-palmitoil
karnitina 1 leukotriena D4 u odnosu na skupine K i OV, a snizene razine eikozanoidne kiseline,
772,10Z,13Z,16Z-dokozatetraenoinske kiseline i (15Z)-tetrakozaenoinske kiseline u odnosu na

skupinu K. Ista skupina imala je sniZzene razine dekanske kiseline u odnosu na skupinu OV.
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Tablica 5.11 Prikaz znacajno promijenjenih metabolita masti u perigonadalnom masnom tkivu
dobivenih MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u KEGG bazi.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t—statistika))T
RS* KEGGID | m/z Naziv oV AL AH AL-X | AH-X X
C06424 |211,2 miristinska kiselina (g:(l)é(l))
C00517 |221,2 palmitaldehid (g:géz) (_2’221) (_(;”(?72)
C16525 |291,3 eikozanoidna kiselina (_(;”091134) ((2):(6%;) (gﬁ;; (_03:(;(;83)
cl4794 |3072 2,3 -dinor—8-ilz:(; 5r0staglandin ((2):(3):(5))
K
C16527 1313,3 dokozl%étlr(a)lfl’lljfs’lif i;selina (<'5(Téo3071)
C08323 | 3893 (15 Z)—teg;l;?iizenoinska (g:ggi) (g:ggi) (-(;’,(;0710)
02990 |422,3 L-palmitoil karnitin ((5):22(2)) (2:2(1)1) (Sj(,?i?)
C05951 |497,3 leukotrien D4 ((2):(3)2;) ((3):(3)8(7)) ((3):8;;)
C06424 |211,2 miristinska kiselina (_(;’2;17(;) ((3):(1)é(1))
C00517 |221,2 palmitaldehid (_(;’3‘;92) (_(;’237%
01571 {2312 dekanska kiselina (_(;,,(;21(;) (_02’,0821%)
oV C14794 |307.2 2,3 -dinor—8-ilz:(; 5r0staglandin (-(;’gii)
02990 |422,3 L-palmitoil karnitin ((5):(7)3(2)) (2:2(1)?) ((2):8;%
C05951 |497,3 leukotrien D4 ((3):83)

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).

ZnaCajne promjene u glicerofosfolipidima, glikosfingolipidima 1 sfingolipidima u

perigonadalnom masnom tkivu u odnosu na kontrolnu skupinu i netretiranu ovarijektomiranu
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skupinu prikazane su u tablici 5.12. Netretirana ovarijektomirana skupina zivotinja imala je
znacajno nize razine diacetilheptaprenilglicerola u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja.
Razine sfinganin 1-fosfata bile su povisene u skupini AH u odnosu na skupine K i OV, au
skupini AH-X samo u odnosu na skupinu K. Dok razine 3-(O-geranilgeranil)-sn-glicerol 1-
fosfata bile su povisene u skupini AH u odnosu na skupine K i OV. U skupini AH su razine
diacetilheptaprenilglicerola bile snizene u odnosu na skupine K i OV, a isti metabolit
glicerofosfolipida bio je snizen u skupini AL-X samo u odnosu na skupinu K. Skupina AL i
AH imale su snizene koli¢ine galaktozil-sfingozina u odnosu na skupinu OV. Skupina koja je
primala samo ekstrakt hmelja imala je znacajno povisene koli¢ine fitosfingozina u odnosu na
skupine K i OV. Koli¢ine sfinganin 1-fosfata bile su povisene u istoj skupini u odnosu na
skupine K i OV, a sfingozin 1-fosfaza u odnosu na skupinu K. U istoj skupini, koli¢ine
diacetilheptapernilglicerola bile su nize u odnosu na skupinu K, a galaktozil-sfingozina nize u
odnosu na skupinu OV.

Tablica 5.12 Prikaz znadajno promijenjenih glicerofosfolipida, glikosfingolipida i sfingolipida u
perigonadalnom masnom tkivu dobivenih MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u KEGG bazi.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t—statistika))T
RS* | KEGG ID m/z Naziv oV AL AH AL-X | AH-X X
Cl12144 318,3 fitosfingozin (g:ggg)
C01120 364,3 sfinganin 1-fosfat (2:22;) ((2):2?;) (2:283)
K C06124 380,3 sfingozin1-fosfat (g:gg)
C04590 473 3-(O-geranil{g_efgast}fiilt)-sn-glicerol (g:%(l))
C22342 651,5 diacetilheptaprenilglicerol (_(;”952263) (-(;7,06064:)) (%’07()24;) (-(;’,012‘156)
Cl12144 3183 fitosfingozin (g:g;g)
C01120 364,3 sfinganin 1-fosfat (2:22;) (2:283)
oV C04590 473 3-(O-geranil{g_efgast}fiilt)-sn-glicerol (g:%(l))
C03640 4834 sfingozil-fosfokolin (_(;’2131‘;)
C01747 520,3 galaktozil-sfingozin (_(;”%3949) (_(;”01?5) (_(;”(;17‘;)

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).
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Znacajne promjene u steroidima i njihovim direktnim metabolitima u perigonadalnom
masnom tkivu u odnosu na kontrolnu skupinu i netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane
su u tablici 5.13. Nisu uocene znacajne razlike izmedu netretirane ovarijektomirane skupine i
kontrolne skupine zivotinja. U skupini AL-X bile su povisene koli¢ine 2-hidroksi-6-oksonona-
2,4-dien-1,9-dioata u odnosu na skupinu K. Skupine AH i AL-X imale su nize koli¢ine
androstan-3a,17B-diola u odnosu na skupinu OV. Koli¢ine alotetrahidrokortikosterona
povisene su u skupini AH u odnosu na skupine K 1 OV. Skupine AL, AH i AH-X imale su nize
koli¢ine 3a,7a-dihidroksi-5B-kolestana u odnosu na skupinu K. Skupina AH imala je povisene
koli¢ine 4a-karboksi-stigmasta-7,24(24(1))-dien-3B-ola u odnosu na skupine K 1 OV i povisene
koli¢ine 4a-karboksi-Sa-kolesta-8,24-dien-3B-ola u odnosu na skupinu OV. Koli¢ine 24-
metilen-cikloartanola bile su snizene u skupini AL-X i cikloeukalenona u skupini AH u odnosu
na skupinu OV. Razine estron glukuronida bile su povisene u skupini AH u odnosu na skupine
K 10V, arazine glikokenodeoksikolata snizene u odnosu na skupinu OV. Skupina AL-X imala
je povisene razine 2-metoksiestron 3-glukuronida i 2-metoksi-estradiol-17 3-glukuronida u
odnosu na skupinu K. Skupina AH imala je povisene razine 33-hidroksi-4p,14a-dimetil-9f,19-
ciklo-5a-ergost-24(24(1))-en-4a-karboksilata u odnosu na skupine K i OV. Skupina koja je
primala samo ekstrakt hmelja imala je poviSene razine 2-hidroksi-6-oksonona-2,4-dien-1,9-
dioata, alotetrahidrokortikosterona, kortola i cikloeukalenona u odnosu na skupinu K. Takoder,
je u odnosu na skupinu OV imala povisene razine estrona, alotetrahidrokortikosterona, kortola,
4a-karboksi-5a-kolesta-8,24-dien-33-ola i cikloeukalenona, a snizene razine androstan-3a,17f3-

diola, 24-metilen-cikloartanola, 24,25-dihidrolanosterola i glikokenodeoksikolata.

Znacajne promjene u biljezima oksidativnog stresa u perigonadalnom masnom tkivu u
odnosu na kontrolnu skupinu i netretiranu ovarijektomiranu skupinu prikazane su u tablici 5.14.
Netretirana ovarijektomirana skupina Zivotinja imala je poviSene koliine oba identificirana
biljega u odnosu na kontrolnu skupinu. U skupini AH (R)-S-laktoilglutation bio je povisen u
odnosu na skupinu K, a isti biljeg je u skupinama AL-X i AH-X bio snizen u odnosu na skupinu
OV. Biljeg oksidativnog stresa y-L-glutamil-L-2-aminobutirilglicin bio je povisen u skupini X

u odnosu na skupinu K.
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Tablica 5.13 Prikaz znacajno promijenjenih steroida i direktnih metabolita steroida u perigonadalnom
masnom tkivu dobivenih MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u KEGG bazi.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t-statistika))Jr
RS* | KEGG ID m/z Naziv oV AL AH AL-X AH-X X
2-hidroksi-6-oksonona-2 ,4- 0,030 0,011
C04479 ) 273.1 dien-1,9-dioat 2,561) (3,157)
. . 0,010 0,012
C13713 352,3 alotetrahidrokortikosteron (3210) (3.087)
0,028
C05482 369,3 kortol (2.614)
30,7a-dihidroksi-5p- 0,001 < 0,001 0,011
€05452 405.4 kolestan (-3,628) | (-4,756) (-2,873)
. 0,010
C22121 4474 cikloeukalenon (3.222)
K 4a-karboksi-stigmasta- 0,005
€22120 457.4 7,24(24(1))-dien-3B-o0l (3,639)
. 0,001
C11133 469,2 estron glukuronid (4.385)
3B-hidroksi-4f,140-dimetil- 0.007
C22116 509,3 9B,19-ciklo-5a-ergost- (3’405)
24(24(1))-en-4a-karboksilat ’
2-metoksiestron 3- 0,006 0,006
Cl1132 3352 glukuronid (3,417) | (3,533)
2-metoksi-estradiol-17 3- 0,024
CHI131 337.2 glukuronid (2,647)
. 0,028 0,049 0,033
C03852 273,2 androstan-3a,17-diol (-2.601) | (-2.238) (-2.485)
0,044
C00468 288,2 estron (2.334)
. . 0,010 0,012
C13713 3523 alotetrahidrokortikosteron (3210) (3.087)
0,028
C05482 369,3 kortol (2.614)
4a-karboksi-5a-kolesta- 0,038 0,012
C22112 429.3 8,24-dien-3pB-o0l (2,397) (3,012)
. . 0,017 0,036
C08830 441,4 24-metilen-cikloartanol (-2,884) (2371)
ov . 0,024 0,013
C22121 4474 cikloeukalenon (-2,641) (3.061)
4a-karboksi-stigmasta- 0,005
€22120 457.4 7,24(24(1))-dien-3B-o0l (3,565)
. 0,045
C05109 4674 24,25-dihidrolanosterol (-2.247)
. 0,001
C11133 469,2 estron glukuronid (4.385)
. . 0,035 0,036
C05466 4843 glikokenodeoksikolat (-2.463) (-2.441)
3B-hidroksi-4p,14a-dimetil- 0.043
C22116 509,3 9B,19-ciklo-5a-ergost- (2’272)
24(24(1))-en-4a-karboksilat ’

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zZivotinje, AL — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane Zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).
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Tablica 5.14 Prikaz znacajno promijenjenih biljega oksidativnog stresa u perigonadalnom masnom tkivu
dobivenih MALDI-TOF-MS analizom i identifikacijom u KEGG bazi.

Identifikatori Eksperimentalna skupina (p vrijednost (t—statistika))T
RS* KEGG ID m/z Naziv ov AL AH AL-X AH-X X
y-L-glutamil-L-2- 0,038 0,041
21016 307.2 aminobutirilglicin (2,398) (2,299)
K 0,010 0,013

C03451 362,1 (R)-S-laktoilglutation (3.129) (3.048)

21016 3072 v-L-glutamil-L.-2-
oV aminobutirilglicin

. . 0,037 0,037
C03451 362,1 (R)-S-laktoilglutation (2.268) | (-2,253)

*Kratice: RS — referentna skupina (s kojom su usporedene ispitivane skupine), K — zdrava kontrolna skupina
(placebo operacija), OV — ovarijektomirane netretirane zivotinje, AL — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
nisku dozu alendronata, AH — ovarijektomirane Zzivotinje koja su primale visoku dozu alendronata, AL-X —
ovarijektomirane Zivotinje koje su primale nisku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, AH-X — ovarijektomirane
zivotinje koja su primale visoku dozu alendronata i ekstrakt hmelja, X — ovarijektomirane zivotinje koje su primale
ekstrakt hmelja.

tRezultati studentovog t-testa (usporedba eksperimentalnih skupina s referentnim skupinama).
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S obzirom da je osteoporoza u vecini slucajeva bolest starije Zivotne dobi, porastom
ocekivanog Zivotnog vijeka raste i prevalencija osteoporoze u svijetu, a najvisa je u Europi i
Africi (6, 210). S obzirom na veliko opterecenje koje osteoporoza vrsi na zdravstveni sustav
mnogih zemalja u svijetu, i dalje se intenzivno radi na stvaranju i poboljSavanju infrastrukture
za lijecenje oboljelih od te bolesti, kao i na zdravstvenim politikama o prevenciji i metodama

lijecenja osteoporoze te smanjenju rizika od prijeloma i smrti (6, 211).

Premda je lijecenje bisfosfonatima, kao Sto je alendronat, dosta uspjesno i Cesto se koristi
kao prva linija lijeCenja, oCita je potreba za razvojem novih lijekova protiv osteoporoze. U
novije vrijeme istrazuju se novi terapijski pristupi, od kojih se neki ukljucuju u terapiju kao
druga ili treca linija, a neki su jo$ u ranijim fazama istraZivanja, zbog ¢ega nedostaju podaci o
ucincima njihove dugoro¢ne primjene (190). Osim toga, stvaraju se i nove formulacije ve¢
koristenih lijekova kako bi se smanjile nuspojave u probavnom sustavu i olakSalo nacin
uzimanja lijeka (npr. puferirani alendronat u obliku Sumecih tableta) (212). Kao $to je vec
spomenuto, brojni fitoestrogeni imaju protektivan ucinak na kvalitetu kosti. Za 8PN te ekstrakt
hmelja koji sadrzi 8PN i spojeve koji se metaboliziraju u 8PN, jedan od najpotentnijih
fitoestrogena, in vitro 1 in vivo pokusi ukazuju da spreavaju gubitak koStane mase i resorpciju
kosti te da imaju povoljan uCinak na stvaranje kosti (149, 161, 162). S obzirom da neka
istrazivanja pokazuju da pripravci poput ekstrakta hmelja ili pro¢is¢enog 8PN-a imaju manje
Stetnih u¢inaka nego drugi lijekovi protiv osteoporoze koji su trenutno u upotrebi, nije neobi¢no
Sto se mogucnosti njihovog koristenja u lijeCenju osteoporoze intenzivno istrazuju (149, 162).
S druge strane, primjena fitoestrogena iz hmelja i drugih izvora jo§ uvijek se istrazuje te jos
nisu do kraja poznati ucinci njihovog dugorocnog koristenja ni svi mogucéi zdravstveni rizici

njihove primjene u ljudi (144).

Za razliku od drugih izvora fitoestrogena, ekstrakti hmelja i 8PN relativno su novo podrucje
istrazivanja, no s obzirom na potentnost 8PN-a rezultati dosadasnjih ispitivanja su obec¢avajuci
(129, 144, 149, 161, 162) Do sada nije istrazivana kombinirana primjena ekstrakta hmelja i
bisfosfonata te nije poznato bi li se pripravci fitoestrogena iz hmelja mogli koristiti kao
dopunska terapija antiresorptivnim lijekovima poput alendronata, s obzirom da osim
antiresorptivnog ucinka imaju i anabolicko djelovanje. U ovom radu ispitana je primjena
alendronata u niskoj i visokoj dozi, standardiziranog ekstrakta hmelja i njihove kombinacije na

ovarijektomijskom modelu osteoporoze u Stakora. Posebna paznja obratila se na odrednice
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kvalitete i pregradnje kosti, ali 1 u¢inak na tkiva ovisna o estrogenu (maternica i perigonadalno
masno tkivo) te organe podlozne djelovanju oksidativnog stresa i djelovanju ksenobiotika (jetra
1 bubreg). Ispitani su i rutinski hematoloski i biokemijski pokazatelji u krvi i serumu te je

analiziran lipidni sastav tkiva jetre 1 perigonadalnog masnog tkiva masenom spektrometrijom.

6.1 Hematoloske i biokemijske odrednice

6.1.1. Hematoloski pokazatelji

Poznato je da hematopoetske maticne stanice imaju ERa te da estrogen poti¢e diobe tih
stanica (213). Estrogen utjeCe na regulaciju eritropoeze te Stiti od pretjerane eritropoeze u
bolesnika s kroni¢nom planinskom bolesti (214). Stoga je u ovom istrazivanju bilo logi¢no

pratiti hematoloSke pokazatelje u ispitivanih skupina.

Broj eritrocita bio je veci u svih ovarijektomiranih skupina u odnosu na kontrolu, no to
povecanje bilo je znac¢ajno samo u dvije skupine koje su primale nisku dozu alendronata. Bez
obzira na znacajnost, broj crvenih krvnih stanica ni u jednoj skupini nije bio ve¢i od granica
referentnog raspona za Stakore, $to ukazuje na to da ni alendronat, ni ekstrakt hmelja ni njihova
kombinacija nemaju znacajan u¢inak na broj crvenih krvnih stanica. Sli¢no je zapaZeno i u
vrijednostima hematokrita i hemoglobina. Poznato je da se ERa nalazi i na zrelim eritrocitima
1 to pretezno na membrani u zena prije menopauze, dok se u muskaraca pretezno nalazi u
citoplazmi. Osim toga estrogen poti¢e premjestanje ERa i ERp receptora iz citoplazme na
stani¢nu membranu (i u muskaraca i Zena neovisno o menopauzi) te utjeCe na unutarstani¢nu
signalizaciju eritrocita, §to moze biti vazno u kontekstu terapijske primjene fitoestrogena kao

selektivnih modulatora ERa (215).

Broj leukocita bio je veci u svih ovarijektomiranih skupina, a znacajno vec¢i samo u skupini
AH-X. Povecanje broja leukocita u skladu je s poznatim rezultatima drugih istrazivanja i u ljudi
1 u zivotinja. Naime, poviSen broj leukocita zabiljeZen je u ovarijektomiranih miseva, u Zena
kojima su operativnim putem odstranjeni jajnici i u ljudi oboljelih od osteoporoze (216, 217).
Sli¢no kao 1 kod broja eritrocita, ove promjene u broju leukocita i dalje su bile unutar
referentnog raspona za Stakore te im se u ovom kontekstu ne moze pridati veci klinicki znacaj.
Ipak, s obzirom da je u potmenopauzalnih Zena i u ovarijektomiranih Zivotinja zabiljeZena
pojava blage sistemske upale 1 aktivacije imunosnih stanica (218, 219), moguce je da su i ove
promjene broja leukocita u krvi djelomi¢no odraz navedenog. U starijih osoba takoder je
zapazeno povecanje razine upalnih citokina i broja bijelih krvnih stanica u krvi (220). S druge

strane, proliferacija, samoobnavljanje i diferencijacija hematopoetskih stanica regulirane su
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estrogenom, tako da bi zapazene promjene u krvi ispitivanih Zivotinja mogle biti i odraz
promjena u kostanoj srzi (221, 222). Takoder, primjena alendronata u Stakora uzrokovala je
povecanje broja leukocita (monocita i neutrofila) u krvi (106). Zbog navedenog, u budu¢im
istrazivanjima tvari koriStenih u ovom radu trebalo bi ispitati promjene u hematopoetskim
stanicama koStane srzi, a osim samog broja leukocita trebalo bi istraziti i eventualne promjene

diferencijalne krvne slike.

Broj trombocita bio je smanjen u svih ovarijektomiranih skupina, a osobito u skupina koje
su primale alendronat (znacajno u skupinama AH, AL-X i AH-X). Unato¢ tome, vrijednosti su
i dalje bile unutar referentnog raspona za Stakore. Smanjenje broja trombocita u skladu je s
istrazivanjima koja pokazuju da je nakon menopauze smanjen broj trombocita u krvi (223).
Neka istrazivanja navode veci broj trombocita u osoba s osteopenijom i osteoporozom nego u
onih s normalnim BMD-om (224, 225), no ima i suprotnih rezultata, gdje je broj trombocita bio
manji u osoba s nizim BMD-om (226). Trombociti i njihovi prethodnici, megakariociti, imaju
estrogenske receptore, medutim, utjecaj estrogena na stvaranje i1 funkciju trombocita joS nije

jasan (227).

Premda u ovom istrazivanju nije uocen ozbiljan utjecaj ispitivanih tvari na hematoloske
parametre u smislu odstupanja od referentnih vrijednosti, svakako je potrebno prikupiti podatke

o utjecaju dugoro¢ne primjene na odrednice krvne slike 1 hematopoetske stanice.

6.1.2. Biokemijski pokazatelji

Analizirani su i biokemijski pokazatelji u serumu ispitivanih Zivotinja. Nisu pronadene
statistiCki znacajne razlike u razinama vec¢ine mjerenih iona (natrij, kalij, fosfor), osim kalcija,
¢ija razina je opc€enito bila neSto niza u svih ovarijektomiranih skupina, ali jedino znacajno u
skupine tretirane visokom dozom alendronata. To je u skladu s poznatom pojavom da
bisfosfonati, ukljucujuéi alendronat, uzrokuju prolaznu hipokalcijemiju u serumu pacijenata,
no ona je rijetko klinicki znacajna (228), Sto je u skladu s njihovim utjecajem na osteoklaste i
resorpciju kosti (229). Razina natrija bila je na donjoj granici referentnog intervala ili blago

ispod nje u svih skupina, Sto moze biti eksperimentalni artefakt.

Razina glukoze nije se znacajno razlikovala medu skupinama, $to moze ukazivati na to da
metabolizam glukoze nije naruSen, no s obzirom da se takvi poremecaji mogu ocitovati na razne
nacine, to se bez dodatnih istrazivanja ne moze potvrditi, tim viSe S§to je poznato da
ovarijektomija moze utjecati na razinu glikogena u jetri (230). Razine ALT-a dosta su se
razlikovale medu skupinama, s tim da su skupine AH i X imale najnize, a OV najvisu razinu
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ALT-a u serumu, s tim da je u OV skupini ona bila iznad gornje granice referentnog raspona.
Istrazivanja koja su nastojala povezati razine jetrenih enzima s osteoporozom su donekle
proturjecna, tako da je teSko tumaciti ovaj rezultat u kontekstu do sada poznatih podataka (231,
232). Sto se ti¢e primjene alendronata, on rijetko uzrokuje osteéenje jetre (233). Razina
ukupnog bilirubina kao jo$ jedan pokazatelj jetrene funkcije nije se znacajno razlikovala medu
skupinama. S obzirom da nije bilo znacajne razlike u razini ureje ni kreatinina u serumu,
ispitivane tvari nisu naruSile bubreznu funkciju u razdoblju primjene. To je u skladu i s
istrazivanjima koja pokazuju da alendronat dugoro¢no ne narusava bubreznu funkciju u
bolesnika (234). Povec¢ana razina alkalne fosfataze u serumu nakon ovarijektomije je poznat
fenomen, a terapija estrogenom ne smanjuje znac¢ajno njenu razinu u ovarijektomiranih ovaca
(235). To je u skladu s ovim istrazivanjem, jer su najvise razine ALP uocene u skupinama OV
1 X. U sve 4 skupine koje su primale alendronat razina je bila bliZze kontroli, Sto je u skladu sa
zabiljezenim smanjenjem razine ALP u pacijenata koji primaju alendronat (236). Razina
amilaze kao pokazatelj egzokrine funkcije gusterace nije se znacajno razlikovala u ispitivanih

skupina.

Ukupni proteini i albumini bili su na gornjoj granici referentnog intervala ili blago iznad
nje u svih skupina i jedino su u skupinama koje su primale visoke doze alendronata bile
znacajno nize od kontrole, dok se razina globulina nije znacajno razlikovala. lako su neka
istrazivanja pokazala da bolesnici s osteoporozom imaju snizenu razinu albumina (237), u ovom

istrazivanju to nije zapazZeno, $to moze ukazivati na razli¢itu uzro¢no-posljedi¢nu povezanost.

Nakon 2-tjednog tretmana ispitivanim tvarima, odnosno njihovom kombinacijom, nisu
zapazeni pokazatelji Stetnih u¢inaka na biokemijska obiljezja seruma, no trebalo bi istraziti i
ucinke dugoro¢ne primjene. Osim toga, ovo ispitivanje nije se detaljno bavilo promjenama

jetrene 1 bubrezne strukture i funkcije te u tom podruc¢ju ima jo§ prostora za daljnja istrazivanja.

6.1.3. Kolesterol i trigliceridi u serumu

U ovom istrazivanju razina triglicerida u serumu nije se znacajno razlikovala u ispitivanih
skupina, no vrijednosti ukupnog kolesterola u serumu zivotinja koje su primale ekstrakt hmelja
bile su znacajno viSe od kontrole i ovarijektomiranih netretiranih Zivotinja (djelomicno 1 u
odnosu na AH skupinu). Referentne vrijednosti lipida u serumu Stakora razlikuju se u literaturi
ovisno o godini publikacije, soju i starosti te drugim obiljezjima Zivotinja (238-241). Stoga je

u Stakora teze procijeniti jesu li izmjerene vrijednosti unutar fizioloskog raspona, no sudeci
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prema dostupnim podacima, izmjerene razine ukupnog kolesterola su ili u prihvatljivim

granicama ili malo iznad njih u Zivotinja koje su primale ekstrakt hmelja.

Poznato je da estrogen sniZzava razinu kolesterola (i LDL-a i HDL-a) u Stakora (242). U
jednom istrazivanju primijeCeno je da je razina kolesterola u plazmi povecana u
ovarijektomiranih Stakora hranjenih standardnom hranom, ali i u $takora na visokomasnoj
prehrani bez obzira na ovarijektomiju (243). U nasem istrazivanju nije zabiljezen takav ucinak
ovarijektomije na razinu ukupnog kolesterola. Razna istrazivanja pokazuju pozitivne u¢inke
fitoestrogena na lipidogram, npr. jedno istrazivanje pokazalo je da fitoestrogeni iz soje i crvene
djeteline imaju pozitivan ucinak na lipidogram u Zena u postmenopauzi u smislu smanjenja
razine triglicerida, ukupnog kolesterola i LDL-a te povecanja razine HDL-a u serumu (244).
Prema drugim istrazivanjima, ekstrakti hmelja imaju povoljne ucinke na razinu HDL-a u
serumu 1 razine lipida u tkivu jetre, a sniZzavaju i razinu LDL-a i triglicerida u serumu (245—
247). Sli¢ne povoljne ucinke na razine lipida u serumu imala je i primjena Cistog 8PN-a (248).
Prema jednom istrazivanju, protektivni u¢inak 8PN-a na lipidogram bio je snazniji od primjene
samog estrogena u Stakora (249). Nejasno je zbog ¢ega je u ovom istrazivanju najvisa razina
ukupnog kolesterola zabiljezena bas u zivotinja koje su primale ekstrakt hmelja, ali je taj
fenomen tesko tumaciti bez podataka o razini HDL-a i LDL-a u ispitivanih zivotinja. S obzirom
da ekstrakt hmelja moze povisiti razinu HDL-a u serumu, moguce je da je veca razina ukupnog

kolesterola u zivotinja koje su primale ekstrakt hmelja odraz toga.

Postoje naznake da alendronat i jos§ neki bisfosfonati imaju povoljan utjecaj na lipidogram
te se Cak smatra da bi, osim povoljnog ucinka na osteoporozu mogli pomo¢i i u poboljsanju
razine lipida 1 smanjenju rizika od kardiovaskularnih bolesti (250, 251). U ovom istrazivanju

nije zabiljeZen znacajan utjecaj alendronata ni na razinu kolesterola ni triglicerida.

Povisene razine triglicerida i ukupnog kolesterola povezuju se s povecanim rizikom od
osteoporoze, dok su rezultati ispitivanja povezanosti HDL-a 1 LDL-a s osteoporozom
proturjecni (252). Neki od mogucih razloga povecanog rizika od osteoporoze kod visih razina
serumskih lipida su aktivacija PPAR-y metabolitima lipida, Sto usporava stvaranje kosti i
uzrokuje gubitak koStane mase, zatim, porast lipida u serumu je povezan s povecanim
oksidativnim stresom S$to takoder djeluje na stvaranje kosti, a pri vecoj razini triglicerida u
serumu zapazeno je viSe masnog tkiva u koStanoj srzi, $to je povezano s manjim BMD-om
spuzvaste kosti (252). U skladu s tim, dokazano je da lijekovi koji sniZzavaju razinu lipida u

serumu (statini) povecavaju mineralizaciju kosti u glodavaca i ljudi (253). S druge strane,
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povecan indeks tjelesne mase povezan je s ve¢im BMD-om, a smatra se da je to posljedica
povecanog opterecenja tjelesne mase na kosti (254), medutim, pretilost sa sobom nosi dodatne
¢imbenike koji mogu smanjiti kvalitetu kosti (255), a zbog stila zivota, konstitucije i drugih
razloga, pretile osobe imaju veci rizik od odredenih vrsta prijeloma (256). Osim navedenog, na
kvalitetu kosti utje¢u i dodatni ¢imbenici, kao Sto su prehrana, lu¢enje adipokina u masnom
tkivu 1 metabolicki poremecaji (257). Spomenuti podaci ukazuju na ulogu poremecenih razina
lipida u serumu na nastanak osteoporoze, tako da se rezultati raznih istrazivanja u vezi odnosa
razine lipida u serumu s osteoporozom trebaju pazljivo tumaciti u smislu uzrocno-posljedi¢ne

povezanosti.

Prema dobivenim rezultatima, ispitivane tvari nemaju znacajan utjecaj na razinu
triglicerida, dok je porast razine ukupnog kolesterola u Zivotinja koje su primale ekstrakt hmelja
upitnog klinickog znacaja s obzirom na dostupne referentne vrijednosti za Stakore. Ipak,
spomenuti fenomen potrebno je dodatno istraziti, pocevsi od mjerenja HDL-a i LDL-a u serumu
nakon kratkoroc¢ne 1 dugoro¢ne primjene. Takoder bi bilo korisno istraziti postoje 1i razlike u
primjeni ekstrakta hmelja i ¢istog 8PN-a. Takve informacije bile bi vrlo vrijedne u procjeni
koristi i1 rizika povezanih s koriStenjem ekstrakta hmelja u lijeCenju osteoporoze i drugih
postmenopauzalnih tegoba, tim viSe $to je dislipidemija poznat rizi¢an ¢imbenik za razvoj

kardiovaskularnih bolesti.

6.2 Kvaliteta i pregradnja koStanog tkiva

Glavni pokazatelj utjecaja alendronata i ekstrakta hmelja na osteoporozu su rezultati analize
kvalitete kosti. Utjecaj alendronata na koStani metabolizam je ope poznat i temelji se na
toksicnom djelovanju na osteoklaste te usporavanju resorpcije kosti (86, 93, 104). Djelovanje
estrogena na homeostazu kosti je kompleksan mehanizam koji jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjen. Zasada je poznato da estrogen direktno potie apoptozu osteoklasta, smanjuje
nastanak RANKL-a u kostanim T 1 B-limfocitima koji je nuzan za diferencijaciju osteoklasta
te potice produkciju osteoprotegrina, koji dodatno smanjuje koli¢inu dostupnog RANKL-a.
Estrogen takoder smanjuje proizvodnju citokina koji potic¢u resorpciju kosti (IL-1, IL-6, TNF-a,
M-CSF 1 prostaglandini). Utjecaj estrogena na osteoblaste oCituje se u smanjenju apoptoze i
produljenju zivotnog vijeka aktivacijom Src/Shc/ERK signalnog puta i utiSavanjem JNK
signalnog puta (75, 258, 259). Osim toga, estrogen je vazan antioksidans u organizmu i ima
veliku ulogu u homeostazi kalcija, te manjak estrogena rezultira negativnom ravnotezom kalcija

1 gubitkom koStane mase u Stakora 1 zena u postmenopauzi (83, 106, 178). ROS nastao
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starenjem ili nedostatkom estrogena smanjuje dostupne koli¢ine B-katenina i utiSava Wnt/f-
katenin signalni put koji je jedan od glavnih pokretaca diferencijace osteoblasta, a takoder
dovodi 1 do povecane aktivnosti osteoklasta (75, 106, 260). To rezultira promjenama u kvaliteti

kostanog matriksa, koje se ispoljavaju na razini kompaktne ili spuzvaste kosti.

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je utjecaj ekstrakta hmelja na spuzvastu kost istovjetan
estradiolu, a istrazivanje ¢istog 8PN pokazalo je njegov pozitivan utjecaj na mineralnu gustocu
kostiju (149, 162). U ovom istrazivanju ekstrakt hmelja je pozitivno djelovao na koli¢inu
kostanog tkiva unutar mjerenog segmenta distalne epifize bedrene kosti jednako u¢inkovito kao
visoka doza alendronata, tako da su i kod primjene visoke doze alendronata i ekstrakta hmelja
mjere koli¢ine koStanog tkiva (volumen kostanog tkiva i udio volumena koStanog tkiva u
volumenu kosti) bile na razini kontrolne skupine. Kombinacija nize doze alendronata i ekstrakta
hmelja imala je priblizno istu ucinkovitost u ocuvanju kostane mase kao i tretman AH i X
skupine, medutim, kombinacija visoke doze alendronata i ekstrakta hmelja rezultirala je nizom

koStanom masom, gotovo na razini ovarijektomirane netretirane skupine.

Prema opsegu periosta i endosta vidljivo je da ekstrakt hmelja, visoka doza alendronata te
kombinacija niske doze alendronata i ekstrakta hmelja poticu apoziciju kosti u endostu, a
nemaju znacajnog utjecaja na rast kosti u Sirinu. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da estrogen
potice apoziciju kosti ispod endosta, no ne potice rast kosti u Sirinu u zenki glodavaca (261).
Iako u nekim istrazivanjima nije uoc¢en znacajan utjecaj ekstrakta hmelja na debljinu i kvalitetu
kompaktne kosti (149), u ovom istrazivanju njegova primjena dovela je do vece debljine
kompaktne kosti i njezine povrSine u odnosu na ovarijektomijski model. Primjena ekstrakta
hmelja odrzala je povrSinu kompaktne kosti istovjetnu kontrolnoj skupini, kao i visoka doza
alendronata 1 niska doza alendronata u kombinaciji s ekstraktom hmelja. Kombinacija visoke
doze alendronata i ekstrakta hmelja nije bila ucinkovita, jer je koli¢ina kompaktne kosti u
skupini AH-X bila na razini OV skupine. Ekstrakt hmelja je jednako u¢inkovit u odrzavanju
debljine kosStanih gredica kao i visoke doze alendronata, Sto je u skladu s prijasnjim
istrazivanjima utjecaja ekstrakta hmelja na spuzvastu kost (149). Isti u¢inak imala je i
kombinacija niske doze alendronata i ekstrakta hmelja. I u ovom pogledu u skupini AH-X

kvaliteta kosti bila je znatno loSija, na razini OV skupine.

Rezultati ovog istrazivanja u skupini X u skladu su s ve¢ opisanim povoljnim djelovanjem
fitoestrogena iz hmelja na kvalitetu kosti. Medutim, nije poznato zaSto pri kombiniranoj

primjeni visoke doze alendronata i ekstrakta hmelja ne dolazi do pozitivnih u¢inaka zabiljeZenih
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nakon monoterapije alendronatom ili ekstraktom hmelja. Moguéi razlog je izostanak poticaja
na stvaranje osteoblasta zbog smanjenog broja i aktivnosti osteoklasta. lako alendronat djeluje
toksi¢no na osteoklaste (izaziva apoptozu), razgradnja kosti je joS uvijek prisutna, a prilikom
nje dolazi do otpustanja citokina i ¢imbenika unutar koStanog matriksa koji poti¢u aktivnost i
diferencijaciju osteoblasta (TGFpB, IGF1, IGF2 i kostani morfogenetski protein). Navedeni
citokini i ¢imbenici matriksa uz direktnu jukstakrinu i parakrinu regulaciju osteoklastima, nuzni
su za aktivaciju osteoblasta (37, 75). Vezanjem na ERa osteoklasta, estrogen (primjenjivo 1 na
fitoestrogene) potic¢e njihovu apoptozu i smanjuje njihovu diferencijaciju kao $to je prethodno
opisano. Moguce je da, s obzirom da alendronat i ekstrakt hmelja utjeCu na osteoklaste
razli¢itim putevima, dolazi do zbrojnog ucinka koji u tolikoj mjeri utjeCe na aktivnost
osteoklasta da ometa i signalizaciju prema osteoblastima, §to u konacnici rezultira smanjenom
aktivnoSc¢u osteoblasta. Osim toga, moguce je da ispitivane tvari uzrokuju dodatne promjene u
metabolizmu kosti koje jo$ nisu poznate, Sto bi se moglo istraziti pomocu kokulture ili 3D
kulture svih koStanih stanica. Postoji i moguénost interakcije metabolita ispitivanih tvari na za
sada nepoznat nacin. lako je ovaj rezultat u odredenoj mjeri neocekivan, konzistentno se javljao
u svim odrednicama kvalitete kosti koje su ispitivane 1 stoga zasluzuje daljnje istrazivanje kako
bi se rasvijetlio mehanizam njegova nastanka. Ipak, u kontekstu terapije osteoporoze, ovaj
rezultat vjerojatno nije zabrinjavajuéi, jer doza primjenjivana u skupini AH i AH-X znatno
premasuje doze alendronata koje odgovaraju onima za lije¢enje osteoporoze. Cinjenica da je
kombinacija niske doze alendronata i ekstrakta hmelja u ovom istrazivanju imala jednaku
ucinkovitost kao i visoka doza alendronata na kvalitetu kompaktne i spuzvaste kosti ukazuje na
mogucénost koristenja ekstrakta hmelja kao dodatka u terapiji osteoporoze alendronatom, §to je

potrebno potvrditi buducim istrazivanjima.

Prema rezultatima western blot analize biljega koStane pregradnje, pokazano je da razine
P1INP znacajno rastu u AH skupini u odnosu na AL, AL-X, OV i K. To ukazuje na anabolicki
utjecaj alendronata. Stovise, taj utjecaj je ovisan o dozi i pojavljuje se samo pri velikim dozama
alendronata. Anabolicki utjecaj alendronata pri visokim dozama je poznat iz prethodnih
istrazivanja i temelji se na poticanju diferencijacije osteoblasta kroz mezenhimske zametne
stanice (262). Kolic¢ine CTX1, biljega razgradnje kosti, nisu bile znac¢ajno promijenjene u niti
jednoj skupini iako bi se moglo ocekivati poviSene vrijednosti CTX1 u ovarijektomiranih
skupina. Prema istrazivanjima, kolicine CTX1 variraju ovisno o cirkadijanom ritmu, o
uzimanju hrane prije uzimanja uzorka i mnogim drugim ¢imbenicima (263). Osim toga, s

obzirom da je istrazivanje radeno na zivotinjama 30 dana nakon ovarijektomije, kad je model
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ve¢ bio uspjesno uspostavljen, moguce je da su koli¢ine CTX1 u skupinama zivotinja bile
povisene tijekom razvoja modela, ali su se stabilizirale kroz spomenutih 30 dana. U tom slucaju,
jednolika koli¢ina CTX1 u svim skupinama pokazuje da nije doslo do dodatne resorpcije kosti
uzrokovane alendronatom, ekstraktom hmelja, a ni njihovom kombinacijom. Prema
istrazivanju Songa i sur., nakon slicnog vremena poslije ovarijektomije, razine CTX1 su bile
stabilne na viSoj razini od kontrole, a razine P1NP-a na nizoj od kontrole, no to istrazivanje
radeno je na miSevima, a mjerenja su izvrSena metodom ELISA, a ne western blotom (264).
Kombinacija ekstrakta crvene djeteline 1 hmelja (u visokoj dozi) u jednom je istrazivanju
smanyjila razinu CTX1 u serumu (265), dok su u drugom istrazivanju autori zabiljezili smanjenje
1 PINP-a i CTX1 nakon primjene izoflavona iz soje (266). Medutim, u ovom istraZivanju taj
ucinak nije zabiljezen. Kako bi se dodatno razjasnila dinamika spomenutih biljega u ispitivanim
skupinama, bilo bi korisno pratiti razinu biljega CTX1 i PINP u serumu u pravilnim intervalima
od ovarijektomije do uspjeSnog uspostavljanja modela i nakon toga, prilikom dugorocne

primjene ispitivanih tvari.
6.3 Utjecaj ispitivanih tvari na ostale organe

Tezine maternica u kontrolnoj skupini su ocekivano bile znafajno vece spram
ovarijektomirane skupine, ali 1 svih ostalih skupina, tako da je ve¢ prilikom uzorkovanja bilo
jasno vidljivo da su ovarijektomirane zivotinje imale znatno manje maternice. To pokazuje da
je ovarijektomijski model uspjesno postavljen jer se nedostatak estrogena u organizmu izravno
odrazio na morfologiju maternice. Osim toga, s obzirom da nije bilo znacajnih razlika u tezini
maternice izmedu ovarijektomiranih skupina, moze se zakljuciti da ni jedna ispitivana tvar,
odnosno njihova kombinacija, nisu imale znac¢ajan proliferativan utjecaj na maternicu. To je
potvrdeno i analizom histoloSkih rezova maternice, gdje je uocen znatno deblji endometrij,
odnosno znatno vec¢i udio endometrija u cijeloj povrsini poprecnog presjeka kroz maternicu u
kontrolnih zivotinja. Dobiveni rezultati slazu se s prijasnjim istrazivanjima utjecaja ekstrakta
hmelja na tkivo maternice u slicnim dozama (149, 267). Takoder, ukazuju na sigurnost primjene
ispitivanih tvari u kontekstu proliferativnog djelovanja na maternicu. Zbog djelovanja na ER,
fitoestrogeni imaju teoretski potencijal uzrokovanja istih nuspojava u maternici kao i
nadomjesna hormonska terapija, no 8PN se pokazao selektivnim u svom djelovanju te u vise
ispitivanja nije imao utjecaj na organe ovisne o estrogenu, kao $to je maternica (149, 162).
Medutim, u istrazivanju u kojem je koriStena znatno veca doza Cistog 8PN pokazano je da 8PN

potice proliferaciju maternice, stoga je potreban oprez pri razvoju mogucih strategija koristenja
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ekstrakta hmelja i tvari izoliranih iz njega u lijecenju osteoporoze (268). Sigurnost pojedinih

doza tek se treba ustanoviti.

Jos jedan doprinos ovog istrazivanja je razvoj i koriStenje nove poluautomatske metode
mjerenja, koja se u ovom slucaju koristila za mjerenje maternice, no moze se koristiti i za
analize prosjecne debljine drugih cjevastih ili priblizno okruglih organa. Metoda je detaljno
objasnjena u potpoglavlju 4.6.1 i publicirana u ¢asopisu (199). Ta nova metoda povecava

nepristranost pri mjerenju 1 tocnost prikupljenih podataka koriStenjem makronaredbe.

Iako su maternice u ovarijektomiranih skupina znatno manje, pomocu biljega proliferacije
stanica Ki67 dodatno se ispitalo postoji li ipak odredeni poticaj na proliferaciju u pojedinim
tkivima maternice prilikom primjene ispitivanih tvari. Rezultati ukazuju da su Zivotinje u
placebo operiranoj skupini (kontroli) sve bile u stadiju proestrusa prema radu Marusak i sur.
(269). Iako nije bilo utjecaja u ekspresiji Ki67 u uterinim zlijezdama, zapazene su neke razlike
na ostalim tkivima. Op¢enito je izrazaj Ki67 bio manji u svih skupina u odnosu na kontrolu, no
ne uvijek znacajno. Skupine tretirane alendronatom mjestimi¢no su imale dodatno smanjenu
ekspresiju Ki67 u odnosu na kontrolu, viSe nego bez primjene alendronata, ali promjene nisu
bile znacajne u odnosu na netretiranu skupinu ovarijektomiranih Zivotinja (za detalje vidjeti
potpoglavlje 5.4.2.). Prema istrazivanjima, alendronat nema utjecaj na morfologiju maternice
(270), Sto je uoceno 1 u ovom istrazivanju. S druge strane, u literaturi nema podataka o utjecaju
alendronata na proliferaciju tkiva maternice. Kod ovarijektomiranih zivotinja, utjecaj estrogena
na proliferaciju maternice prvenstveno se odrazava na hipertrofiju i hiperplaziju epitela lumena
(271). Prema rezultatima ovog istraZivanja, epitel lumena u niti jednoj od ovarijektomiranih
skupina tretiranih alendronatom, ekstraktom hmelja ili njihovom kombinacijom nije bio

potaknut na proliferaciju.

Jedna od nuspojava ovarijektomije je debljanje Stakora, osobito povecanje koli¢ine
visceralnog masnog tkiva (187, 272). Nedostatak proizvodnje estrogena u menopauzi potice
povecanje ekspresije aromataze u masnom tkivu i periferno luc¢enje estrogena (57). U ovom
istrazivanju pokazalo se da je ekstrakt hmelja doveo do smanjenja u prosje¢noj povrsini
adipocita perigonadalnog masnog tkiva. Sukladno tome, povecava se 1 njithov broj po povrsini
tkiva. No, bez podataka o ukupnoj tezini masnog tkiva zivotinje i diobene aktivnosti adipocita,
tesko je zakljuciti dolazi li do proliferacije masnog tkiva ili samo do smanjenja masne kapljice
unutar ve¢ prisutnih adipocita, stoga bi s obzirom na dobivene rezultate bilo poZeljno dodatno

istraziti tu pojavu. Pokazano je da ovarijektomija potice lipogenezu, oksidaciju masnih kiselina
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i stvara proupalno stanje u visceralnom masnom tkivu te dovodi do adipoznosti,
hiperleptinemije i smanjene osjetljivosti na inzulin (273). Nadomjestak estradiola smanjuje
navedene promjene, a takoder je zanimljivo da i KH ima potencijalnu ulogu u prevenciji
pretilosti kroz inhibiciju adipogeneze i poticanje apoptoze adipocita (246, 273). Prema
literaturnim navodima taj antiadipogeni ucinak flavonoida nazo¢nih u hmelju temelji se na
regulaciji nekoliko putova kao Sto su indukcija apoptoze, supresija klju¢nih adipogenih
¢imbenika transkripcije, aktivacija putova AMPK 1 Wnt/B-katenin, inhibicija klonske
ekspanzije i zaustavljanje stani¢nog ciklusa (274, 275). Put Wnt/B-katenin je vrlo vazan u
lijeCenju osteoporoze zbog njegove uloge u pregradnji kosti. Toc¢nije, on na kost utjece putem
nekoliko razli¢itih mehanizama: (1) oslobada osteoblaste iz mezenhimskih mati¢nih stanica;
(2) potice diferencijaciju osteoblasta, proliferaciju 1 smanjenje apoptoze osteoblasta; (3)
prekomjerni izrazaj Wnt-a poveéava koStanu masu i povecava otpornost od hormonski
uzrokovani gubitak koStane mase; (4) suprimira osteoklastogenezu povecanjem omjera
OPG/RANKL prema B-kateninu (276, 277). Nadalje, treba istaknuti da jedan od puteva
antiadipogenog djelovanja jest i inhibicija diferencijacije adipocita smanjenjem stvaranja ROS-

a (147, 278).

Negativni utjecaj i oste¢enja jetre dovode do povecane produkcije ROS-a u Kupfferovim
stanicama jetre Sto dovodi do aktivacije Itovih stanica jetre i nastanka fibroze (279). Prema
rezultatima ovog istrazivanja, nije doslo do znacajnih histomorfoloskih promjena u gradi tkiva
jetre koja su se mogla zapaziti na koriStenom bojenju, prvenstveno u smislu nakupljanja
vezivnog tkiva u obliku fibroze. Iako nije uocena fibroza ni u jednoj ispitivanoj skupini, valja
zapaziti da uspostava modela fibroze u Stakora obicno traje znatno dulje nego $to je trajao
tretman zivotinja u ovom ispitivanju (280). Stoga se samo na temelju ovog istrazivanja ne moze
izvoditi definitivne zakljucke o mogu¢em nastanku fibroze kao posljedice primjene ispitivanih
tvari. Osim utjecaja dugorocne primjene na stvaranje fibroze, bilo bi zanimljivo na histoloskim
preparatima istraziti i moguce razlike u koli¢ini glikogena, masnih kapljica te brojnosti
Kuppferovih i Itovih stanica u tikovu jetre ispitivanih skupina. Za razliku od koli¢ine
kolesterola u serumu, ukupni kolesterol u tkivu jetre nije bio znacajno promijenjen niti u jednoj
skupini Zivotinja. Rezultati mjerenja ukupnih triglicerida u jetri ukazuju na promijene u
metabolizmu triglicerida i njihovo nakupljanje u hepatocitima u netretiranoj ovarijektomiranoj
skupini, koje je bilo znacajno u odnosu na skupine AL, AH-X i X. Takav rezultat je u skladu s
prijasnjim istrazivanjima u kojima su opisane promjene u homeostazi i metabolizmu glukoze 1

lipida u ovarijektomiranih miSeva koje, izmedu ostalog, dovode do pojave masne jetre i
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simptoma metabolickog sindroma, a nakupljanje masti u jetri prethodilo je promjenama razine
serumskih lipida (230, 272). Zabiljezeno je da davanje ekstrakta hmelja ili prociS¢enih
izohumulona iz hmelja dovodi do znacajnog smanjenja koli¢ine kolesterola 1 triglicerida u jetri
zivotinja koje su hranjene masnom hranom, barem djelomi¢no indukcijom ekspresije nekoliko
jetrenih enzima i prijenosnih proteina (247). I u ovom istrazivanju primjena ekstrakta hmelja
dovela je do manjih vrijednosti triglicerida u jetri, Sto ukazuje na slican protektivan ucinak
ekstrakta hmelja. Alendronat moze uzrokovati blage promjene ultrastrukture stanica jetre (281),
no nejasnog klinickog znacaja. S druge strane, alendronat protektivno djeluje na tkivo jetre u
slu¢aju eksperimentalno izazvane hiperlipidemije u Stakora (282). Navedena zapazanja u skladu
su sa smanjenjem razine triglicerida u tkivu jetre opazenim u ovom istrazivanju u skupinama
koje su primale alendronat, od toga u dvije zna¢ajnim smanjenjem. Kombinacija alendronata i
ekstrakta hmelja imala je slican ucinak kao i monoterapija tim tvarima. Osim utjecaja
dugorocne primjene ispitivanih tvari na stvaranje fibroze i masnih promjena u jetri, bilo bi
zanimljivo na histoloskim preparatima istraziti i moguce razlike u koli¢ini glikogena te

brojnosti Kuppferovih i Itovih stanica u tikvu jetre ispitivanih skupina.

6.4 Oksidativni stres

Osim nedostatka estrogena koji ima vaznu ulogu u homeostazi kalcija, oksidativni stres je
jedan od vaznih ¢imbenika koji utjeCu na promjene u koStanom metabolizmu i1 razvoj
osteoporoze (83, 181, 191, 283, 284). Cini se da nedostatak estrogena opcenito rezultira
promjenama u metabolizmu tkiva i promjenama antioksidativne/oksidativne ravnoteze.
Povecani oksidativni stres zabiljeZen je u postmenopauzalnih zena i ovarijektomiranih Stakora,
Sto je u skladu s poznatim antioksidativnim djelovanjem estrogena koji nedostaje u
postmenopauzi i njenim modelima (285, 286). Nadalje, dokazano je da ovarijektomija dovodi
do vecéeg oksidativnog stresa i smanjene antioksidativne aktivnosti u samoj kosti Stakora (287)
ROS poticu diferencijaciju 1 aktivnost osteoklasta, a nuzni su i za njihovu funkciju (175). Uz
to, smanjuju koli¢inu dostupnog B-katenina i utiSavaju signalni put Wnt/B-katenin koji je jedan
od glavnih signala za diferencijaciju osteoblasta (260). Nakupljanje ROS-a, upala koju uzrokuju
1 smanjenje antioksidativnog kapaciteta osim na koStani sustav utjeCe i na cijeli organizam
(jetra, bubreg, kardiovaskularni sustav) u obliku oStec¢enja lipida, DNA 1 proteina (106, 178,
288, 289).

U naSem istrazivanju pratili smo pokazatelje oksidativnog stresa u jetri, bubregu i krvi.

Serumske razine duSikova oksida i aktivnost arginaze, nisu se znacajno razlikovale izmedu svih
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skupina Zivotinja. Arginaza i dusik oksid sintaza (enzim koji proizvodi dusikov oksid u krvi)
su u direktnoj kompeticiji za supstrat L-arginin 1 aktivnost arginaze regulira koli¢ine dusikova
oksida (290). Osim toga, dosadasnja istrazivanja pokazala su da prilikom povecane produkcije
superoksidnog aniona (jedan od najucestalijih ROS-ova) dolazi do smanjenja u koli¢ini
prisutnog dusikova oksida koji sluzi i kao antioksidans (291, 292). Takoder, istrazen je i
direktan utjecaj duSikova oksida na osteoblaste i pokazano da nedostatak duSikova oksida

uzrokuje smanjenje u diferencijaciji osteoblasta (293).

Pritisak oksidativnog stresa ocituje se i na oStecenju lipida. Lipidna peroksidacija je proces
u kojem reakcijom ROS-a s nezasi¢enim lipidima dolazi do nastanka raznih produkata
oksidacije medu kojima MDA sluzi kao najces¢i biljeg za procjenu ostecenja (294). Uz svaku
terapiju bisfosfonatima kao nuspojava navodi se smanjenje bubrezne funkcije i oStecenje
bubrega (295). No novija istrazivanja ne ukazuju da dolazi do promjena u funkciji i radu
bubrega prilikom terapije bisfosfonatima i alendronatom (234), uz to alendronat rijetko ostecuje
jetru (233). U nasem istrazivanju kolicine MDA u jetri 1 u bubregu nisu bile znacajno
promijenjene Sto ukazuje na to da ni alendronat, ni ekstrakt hmelja, ni njihova kombinacija nisu
imali negativan utjecaj na funkciju jetre i bubrega. Utjecaj estrogena (stoga potencijalno i
fitoestrogena) na jetru u dosadasnjim istrazivanjima se opisuje kao pozitivan jer je pokazano da
nadomjestak estrogena u menopauzi smanjuje rizik nastanka masne promjene jetre (296).
Takoder, za bubreg je pokazano da signalni putevi aktivirani estrogenom imaju protektivni
ucinak u odredenim poremecajima bubrega (akutno zatajenje bubrega, dijabeticka nefropatija,

lupusni nefritis) (297).

Utjecajem ROS-a dolazi i do oksidacije proteina koja utjeCe na brojne stani¢ne procese
ukljucujuéi odgovore na stres, starenje i razvoj razlicitih bolesti. (298). Proteini mogu biti
modificirani preko razli¢itih oksidativnih reakcija, od kojih je jedan oksidacija proteina u
karbonile proteina koji se vrlo Cesto koriste kao biljezi oksidativnog stresa zbog njihove
stabilnosti u serumu (299). Fizikalno-kemijske promjene koje nastaju kod karboniliranih
aminokiselina predstavljaju najStetniji oblik oksidativnog oSte¢enja proteina, uzrokuju
ireverzibilne promjene, i gubitak identiteta aminokiselinskog bo¢nog lanca. Karbonilirani
proteini gube svoju strukturu, ali i enzimatsku aktivnost vodec¢i poremecaju stani¢nih funkcija
(300). Uz MDA 1 koli¢ine glutationa (106, 177, 181), karbonil proteini su dobar pokazatelj
pritiska oksidativnog stresa na organe ili na cijeli organizam. U naSem istraZivanju, razine
karbonil proteina nisu bile znacajno razli¢ite unutar tkiva jetre. Netretirana skupina

ovarijektomiranih Zivotinja je imala znacajno poviSene razine karbonil proteina u odnosu na
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obje skupine ovarijektomiranih zivotinja koje su primale visoke doze alendronata (AH i AH-
X). Razine karbonil proteina u AH i AH-X su blago nize spram kontrolne skupine koja se nije
razlikovala od ostalih skupina (AL, AL-X i X). Karbonilirani agregati, posebice velike
molekulske mase, mogu postati citotoksi¢ni te uzrokovati razli¢ite vrste poremecaja vezanih
uz starenje, ukljucujuéi Parkinsonovu i Alzheimerovu bolest te rak (301). Tako posljedice
ovarijektomije i nastanak oksidacijskog stresa ne samo da dovode do osteoporoze nego mogu
prouzrociti i brojne druge bolesti. Primjena antioksidansa poput flavonoidnih sastavnica hmelja
vjerojatno moze usporiti ili sprijeciti takve posljedice. S obzirom na nedavne informacije koje
pokazuju da nema dokaza da alendronat utjeCe negativno na bubreg (234, 295) i rezultatima
dobivenim u ovom istraZivanju, potrebno je dodatno ispitati stvaran utjecaj alendronata na

oksidativni stres u bubregu te utjecaja na bubreznu funkciju.

Katalaza je enzim koji vr$i razgradnju vodikova peroksida i najaktivnija je u jetri, bubregu
1 eritrocitima, ali prisutna je u preoksisomima svih organa (302). Vodikov peroksid je joS jedan
od Cestih ROS-ova, stoga katalaza ¢ini vazan dio antioksidativnog kapaciteta stanica. Aktivnost
katalaze u bubregu nije bila znacajno promijenjena u naSem istrazivanju. To je jo$ jedan
pokazatelj da ispitivane tvari u obliku monoterapije ili kombinacijske terapije nisu potakle
oksidativni stres u tkivu bubrega. U jetri netretiranih skupina ovarijektomiranih zivotinja
zabiljezena je niza aktivnost katalaze spram svih skupina, a znatno niza spram kontrolne
skupine zivotinja, AH skupine i AL-X. Skupina koja je primala niske doze alendronata imala
je znacajno nizu aktivnost katalaze spram skupine koja je primala visoku dozu alendronata.
Mehanizam kako alendronat u visokim dozama pozitivno djeluje na aktivnost i koli¢inu
katalaze u jetri je zasada nepoznat, ali u prijaSnjim istrazivanjima je takoder dobiveno da

alendronat podize razinu katalaze no u njithovom slucaju u tkivu bubrega (178).

Opc¢enito, oksidativna Steta na ispitivanim organima i serumu je bila nepostojeca ili niska
prema rezultatima ovoga istrazivanja. Prikazani poviSeni oksidativni stres kod netretiranih
ovarijektomiranih Zivotinja podupire zakljucke dosadasnjih istrazivanja da nedostatak
estrogena uzrokuje rast koli¢ine ROS-a i oksidativnog oste¢enja (181, 191, 283, 284). Premda
prema rezultatima ovog istrazivanja nije doslo do izrazitog oksidativnog stresa, to mozemo
dijelom objasniti brojnim mehanizmima brze prilagodbe (adaptacije) stanica na okoliSne uvjete
(303, 304). Tocnije, adaptacijski mehanizmi mogu se temeljiti na atrofiji, hipertrofiji,
hiperplaziji, metaplaziji i displaziji stanica kao odgovor na stani¢ni okoli$ni podrazaj (305).
Potencijalno zbog duzine pokusa nisu vidljive jasne promjene u povecanju oksidativnog stresa

osim u razini karbonil proteina u tkivu bubrega ovarijektomiranih netretiranih zivotinja. Takav
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navod potvrduje istrazivanje koje pokazuje da bi terapijsko nadomjestanje estrogena povoljno
utjecalo na razinu oksidativnog stresa u ovarijektomiranih Zzivotinja, potrebno je s
nadomjeStanjem zapoceti rano nakon ovarijektomije, jer kasno nakon ovarijektomije

nadomjestak estrogena nema uc¢inka na oksidativni stres (306).

Ipak dio dobivenih rezultata podudara se s literaturnim podacima koji sugeriraju da
flavonoidne sastavnice hmelja mogu smanjiti ostecenje tkiva putem poboljSanja oksidativnog
statusa specificnih tkiva i smanjiti proizvodnju proupalnih citokina, $to u konacnici potice rast
i proliferaciju osteoblasta Stakora i povecava razinu odrednica koje pokazuju kvalitetu kostiju i
taloZzenje minerala u kostima (139, 149, 150, 152). Nadalje, ¢ini se da sastavnice hmelja mogu
povecati apsorpciju kalcija, odgoditi gubitak koStane mase, poboljSati interakcije izmedu
imunoloSkog sustava i kostiju, te sprijeiti pojavu osteoporoze (144, 149, 307). Jedan od
mehanizama koji moZe doprinijeti povecanoj apsorpciji kalcija i fosfora moze biti djelovanje
flavonoida hmelja kao prebiotika na crijevnu mikrobiotu. Mehanizmi kojima prebiotici hmelja
poticu apsorpciju kalcija 1 fosfora su opisani (308) kao: (1) povecanje topivosti minerala u
crijevima zahvaljujuci bakterijskoj proizvodnji kratkolancanih masnih kiselina; (2) povecanje
apsorpcijske povrsine zbog stimulacije proliferacije enterocita; (3) stabilizacija crijevne flore
potaknuta povecanjem korisnih prebiotika u crijevima ¢iji neprobavljivi oligosaharidi djeluju
kao fitoestrogeni, imaju osteogene i zasStitne karakteristike, stimuliraju aktivnost osteoblasta
preko estrogenskih receptora ili povecanjem proizvodnje drugih osteoblasticnih ¢imbenika
ukljucujuéi IGF-1; (4) prebioticka razgradnja fitinske kiseline i formiranja mineralnih
kompleksa; i (5) poveéanje ekspresije proteina koji vezu kalcij. Dodatno, prebiotici
poboljsavaju zdravlje kostiju: (1) otpuStanjem cimbenika modulacije kostiju; (2) modulacijom
¢imbenika rasta; i (3) smanjenjem stope resorpcije kosti u odnosu na stopu stvaranja kosti, zbog
antioksidativnog kapaciteta i antiupalne aktivnosti populacije crijevnih bakterija, kao $to su

Bifidobacterium i Lactobacillus (309).

6.5 MALDI-TOF-MS analiza metabolita i lipida

Rezultati analize MALDI-TOF-MS-om ukazuju na promjene u metabolizmu aminokiselina,
masti, glicerofosfolipida, glikosfingolipida, sfingolipida i steroida, te promjene u prepoznatim
biljezima oksidativnog stresa u jetri i perigonadalnom masnom tkivu. Za opis i raspravu
metabolickih puteva kojima identificirani metaboliti pripadaju, koristena je baza KEGG (engl.

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; dostupno na: https://www.genome.jp/kegg/).
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6.5.1 Utjecaj na jetru

Prvo je potrebno raspraviti utjecaj same ovarijektomije u OV skupini Zivotinja na ispitivane
metabolicke puteve. U tkivu jetre zabiljeZzeno je nakupljanje S-adenozilmetioninamina koji je
produkt razgradnje primarnog metabolita metionina S-adenozilmetionina. Povisene razine S-
adenozilmetioninamina mogle bi ukazivati na pretjeranu metilaciju DNA u jetri koja je

povezana s razvojem nealkoholne masne promjene jetre (310).

Zabiljezeno je nakupljanje L-histidina u skupina AH, AL-X i AH-X u odnosu na kontrolnu
skupinu Zivotinja. Histidin je esencijalna aminokiselina koja ima vaznu ulogu u pravilnom
funkcioniranju misSic¢a te sintezi histamina i posljedicno intenzitetu imunoloSkog odgovora
makrofaga (311). Dobivene rezultate podupiru prijasnja istrazivanja gdje je pronadeno da
ovarijektomija, odnosno gubitak estrogena, smanjuje aktivnost histidaze koja je katabolicki
enzim za histidin (312). No kako nije bilo razlike u koli¢ini histidina izmedu kontrolne skupine
1 netretirane ovarijektomirane skupine, nakupljanje histidina moze biti rezultat primjene
alendronata ili kombinacije alendronata i1 ekstrakta hmelja. Moguce je da velika doza
alendronata ili kombinacija alendronata i ekstrakta hmelja imaju negativan utjecaj na tkivo jetre
metaboli¢kim optere¢enjem, a istovremeno izostaje estrogeni poticaj na razgradnju histidina
kroz enzim histidazu. Zanimljivo je da je jedan od produkata razgradnje histidina, -alanil-
N(pi)-metil-L-histidin (anserin) snizen u svim skupinama koje su primale ekstrakt hmelja (AL-
X, AH-X 1 X) u odnosu na kontrolnu skupinu 1 netretiranu ovarijektomiranu skupinu, a takoder
je bio snizen i u skupini koja je primala niske doze alendronata u odnosu na netretiranu
ovarijektomiranu skupinu. Karnozin, koji je prekursor anserina, je aktivni antioksidans koji $titi
tkiva od ROS-a (313). Smanjene razine oksidativnog stresa ne uzrokuju troSenje zaliha
karnozina Sto ukazuje na drugi moguci razlog nakupljanja histidina i snizene razine anserina jer
ne dolazi do sinteze karnozina niti njegove razgradnje. Jo$ jedan od rezultata promjena u
metabolizmu aminokiselina je snizena razina D-lizopina u skupinama AH, AL-X i X u odnosu
na kontrolnu skupinu. D-lizopin je produkt razgradnje aminokiseline lizin, a sniZene razine
lizina u jetri znak su smanjene razgradnje proteina u organizmu (314). Osim smanjene
razgradnje tkivnih proteina, niske razine D-lizopina mogu ukazivati na to da se rezerve lizina i
hranom unesen lizin koriste u izgradnji kosti gdje je vazan dio posttranslacijskih modifikacija
kolagena (315). Povecanu izgradnju kosti u istim skupinama potvrduju i rezultati koje smo
dobili putem mikro CT analize. Osim histidina, znacajan je i pad N-(L-arginino)sukcinata koji
je jedan od metabolita ciklusa ureje. Pad razine uocen je u skupina AH, AL-X, AH-X i X u

odnosu na kontrolnu skupinu i u skupina AH, AL-X i X u odnosu na netretiranu
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ovarijektomiranu skupinu. To bi moglo ukazivati ili na smanjenje u deaminaciji aminokiselina
ili povecanu potroSnju zbog sinteze aminokiseline arginina iz citrulina (316). Promjene razina
dusikova oksida u serumu nisu bile statisticki znacajne Sto ukazuje na to da nije doslo do
povecane potrebe za sintezom arginina i stvaranjem dusikova oksida. Istrazivanja potvrduju da
smanjena aktivnost argininosukcinat sintaze (enzima koji proizvodi N-(L-arginino)sukcinat)
smanjuju sintezu dusSikova oksida i koli¢inu oksidativnog stresa u alkoholnoj bolesti jetre (317).
5-S-cisteinil-DOPA bio je povisen u skupini AL-X u odnosu na K i OV skupinu. Navedeni spoj
je produkt metabolizma tirozina, a sluzi kao serumski biljeg melanoma (318), no njegov znacaj
u tkivu jetre do sada nije istrazen. U ovom su istrazivanju zabiljeZene i niske razine tiroksina u
jetri u skupini koja je primala samo ekstrakt hmelja u odnosu na skupine K i OV, te povisenu
razinu u skupini AL-X u odnosu na skupinu OV. Deaktivacija i razgradnja tiroksina primarno
se odvija u jetri (319). Takoder je pokazano da pod utjecajem estrogena jetra odrzava koliine
serumskog tiroksina bez dodatne aktivacije $titne Zlijezde (320). Ovaj rezultat moze znaciti da
ekstrakt hmelja fitoestrogenim utjecajem smanjuje unos tiroksina u jetru i njegovu razgradnju.
Opcenito, promjene u metabolizmu aminokiselina i hormona tiroksina pokazuju da nije doslo
do Stete uzrokovane oksidativnim stresom u jetri niti pod utjecajem alendronata niti ekstrakta
hmelja, a ni njihovom kombinacijom i da ekstrakt hmelja smanjuje uklanjanje tiroksina iz krvi

sli¢no kao 1 estrogen.

U tkivu jetre nedostatak estrogena uzrokuje smanjenu beta oksidaciju masnih kiselina 1
posljedicno smanjenu proizvodnju energetskih molekula (296). Koli¢ine palmitinske kiseline
smanjene su u skupina AH, AL-X, AH-X i X u odnosu na skupine K i OV. Takoder su smanjene
koli¢ine metabolita palmitinske kiseline L-palmitoil karnitina u skupini AH u odnosu na
skupinu K 1 OV. Sukladno tome, poviSene su razine stearinske kiseline u istoj skupini §to moze
ukazivati na elongaciju palmitinske kiseline u stearinsku (321). Smanjene koli¢ine drugih
masnih kiselina u tkivu jetre u odnosu na skupine K i OV upucuju na to da je smanjen unos
masnih kiselina u jetru te da se one preusmjeravaju drugdje. Dio masnih kiselina je vjerojatno
preusmjeren u masno tkivo, dok se dio masnih kiselina moze unositi u osteoblaste (322) ili
metabolizirati drugdje. Zanimljivo je da je u skupina u kojima je smanjena koli¢ina masnih
kiselina u tkivu jetre uglavnom bila povecana razina kolesterola u serumu, a razina triglicerida
nije se znacajno promijenila. Potrebno je dodatno istraziti koji metabolicki putevi su pod
utjecajem ispitivanih tvari. Potencijalno zabrinjavajuci dio promjena u metabolizmu masti su
povisene razine arahidonske kiseline i njezinog metabolita (2,3-dinor-8-izo prostaglandin F2a)

u skupini AL-X u odnosu na skupinu OV jer je pokazano da je arahidonska kiselina rani
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pokazatelj nastanka upale u nealkoholnoj masnoj promjeni jetre (323). No ta razlika je
zabiljeZena samo u odnosu na skupinu OV, ali ne i skupinu K §to zahtijeva dodatno istrazivanje,
tim viSe Sto ovarijektomija 1 u ljudi 1 zivotinja zapravo pogoduje razvoju nealkoholne bolesti
jetre 1 masnih promjena u jetri opcéenito, a nadomjestak estrogena, fitoestrogeni, pa cak i

alendronat djeluju protektivno na jetru, kao $to je objasnjeno u potpoglavlju 6.3 (324-326).

Dva pokazatelja metabolizma sfingolipida u jetri (sfinganin i galaktozil-sfingozin) su
izmijenjeni u odnosu na skupine K 1 OV. Sfinganin je znac¢ajno sniZzen u skupini AH u odnosu
na skupine K1 OV, au skupini X sfinganin i galakzotil-sfingozin su sniZeni u odnosu na skupine
K i OV. Galaktozil-sfingozin je poviSen u jetri i slezeni kod Gaucherove bolesti (327). U
skupinama AL-X 1 AH-X sfinganin je poviSen u odnosu na skupinu K. Sfinganin je prekursor
za nastanak niza sfingolipida (ceramida, fosfoetanolamina, sfingomijelina 1 galaktozil-
sfingozina) stoga je teSko zakljucivati o zna€ajnosti njegove promjene. Smanjeni metaboliti
glicerofosfolipida (3-(O-geranilgeranil)-sn-glicerol-1-fosfat, 2,3-bis-(O-ftanil)-sn-glicerol-1-
fosfat, 2,3-bis-O-(geranilgeranil)-sn-glicero-1-fosfo-L-serin) su svi dio istog metabolickog
lanca. Mogu¢i razlog njithovog smanjenja je smanjena razgradnja triglicerida u jetri u
ovarijektomiranih Zivotinja koje su primale ispitivane tvari, Sto je vidljivo iz smanjene koli¢ine
prisutnih masnih kiselina u jetri. To je u skladu i s rezultatima mjerenja koli¢ine triglicerida u
tkivu jetre, mada je nejasno zbog Cega nije zabiljezena ista razlika metaboliti glicerofosfolipida

1 koli¢ine triglicerida kad se usporede skupine K i OV.

Direktni metaboliti steroida estrona (estron 3-sulfat i estron glukuronid) bili su sniZzeni u
svih skupina koje su primale alendronat ili ekstrakt hmelja ili njihovu kombinaciju u odnosu na
skupinu OV, a u skupini AL-X 1 u odnosu na skupinu K. Estron je dominantan estrogen u
postmenopauzi, jer se njegove razine ne smanjuju toliko kao estradiola (59), no uklanjanje
jajnika u postmenopauzi ne utjece znacajno na njegovu razinu u serumu (328, 329). Poznato je
da fitoestrogeni inhibiraju aktivnost aromataze i drugih enzima ukljuc¢enih u sintezu spolnih
hormona, $to moze biti jedan od razloga nize razine metabolita estrona, a osim toga djeluju i na
razine globulina za koje se vezu estrogeni u krvi (110). S obzirom na navedeno i da
estron-3-sulfat nastaje pretvorbom estrona te moze sluziti kao zaliha estrona u krvi i tkivima
(330), bez dodatnih analiza ne moze se s sigurnoS¢u imenovati uzrok spomenute promjene. Nije
opisano kako alendronat djeluje na razine estrona u organizmu. Androstan-3a,17B-diol je
metabolit dihidrotestosterona i neposredni prekursor androsterona. SniZzene razine u AL-X
skupini ukazuju na sniZene razine ili sniZeni metabolizam testosterona i dihidrotestosterona.

Mogu¢i razlog snizenog metabolizma testosterona je povecana sinteza globulina koji vezu
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spolne hormone (331) $to odrzava koli¢inu testosterona i estrona u krvi. 4a-karboksi-stigmasta-
7,24(24(1))-dien-3p-0l je vjerojatno egzogenog podrijetla stoga se ne moze koristiti za procjenu

utjecaja ispitivanih tvari.

v-L-glutamil-L-2-aminobutirilglicin ili oftalmat je endogeni analog glutationa koji se
sintetizira u jetri kada su zalihe glutationa potroSene, a dostupnost cisteina je sniZzena (332).
Razine oftalmata bile su snizene u gotovo svih skupina koje su primale ekstrakt hmelja u odnosu
na skupinu K (AL-X, AH-X i1 X) i skupinu OV (AL-X i X), Sto moze ukazivati na manje
oksidativnog oStecenja jetre u tim skupinama, no to nije potvrdeno rezultatima izvrSenih analiza
oksidativnog stresa, stoga je moguce da postoji neki drugi uzrok. Zanimljivo je da je visoka
doza alendronata takoder uzrokovala sniZzene razine oftalamata u odnosu na skupine K i OV.
Alendronat smanjuje oksidativni stres u adipocitima (333), moguce je da ima slican utjecaj i na

jetru.

6.5.2 Utjecaj na perigonadalno masno tkivo

MALDI-TOF-MS analizom zapazene su razli¢ite promjene u pokazateljima metabolizma
masti, glicerofosfolipida i biljezima oksidativnog stresa u ovarijektomiranoj netretiranoj
skupini. U toj su skupini zabiljeZene poviSene razine palmitaldehida, §to ukazuje na povecan
metabolizam masti u toj skupini. Nakupljanje metabolita palmitinske kiseline u masnim
stanicama u skladu je s istrazivanjima koja povezuju ovarijektomiju s debljanjem u Stakora
(187). S druge strane, sniZzene su koli¢ine eikozanoidne kiseline koja nastaje elongacijom
palmitinske kiseline Sto vjerojatno znaci da palmitinska kiselina umjesto u elongaciju ili
B-oksidaciju odlazi u razgradnju, odnosno nakupljanje palmitaldehida. Takoder je bila poviSena
1 razina metabolita arahidonske kiseline 2,3-dinor-8-izo-prostaglandina F2a koji se smatra
pokazateljem lipidne peroksidacije (334). Takav rezultat se podudara s visokim razinama
v-L-glutamil-L-2-aminobutirilglicina koji je ekvivalent glutationa i (R)-S-laktoilglutationa koji
moze posluziti kao prekursor glutationa u mitohondrijima (332, 335). Takoder su zabiljezene i
snizene koli¢ine metabolita diacetilheptaprenilglicerola koji je zavrSni korak u razgradnji
glicerofosfolipida, Sto ukazuje na sniZzenu stopu razgradnje triglicerida. Steroidi, njihovi
metaboliti, metabolizam aminokiselina i metabolizam glikosfingolipida i sfingolipida u masnim

stanicama nisu bili zna¢ajno promijenjeni utjecajem ovarijektomije.

Metaboliti aminokiselina u perigonadalnom masnom tkivu su promijenjeni u tretiranih
skupina. Koli¢ine D-lizopina (metabolit aminokiseline lizin) su povisene u skupini koja je

primala ekstrakt hmelja u odnosu na skupine K 1 OV. To ukazuje na povecanje u metabolizmu
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te aminokiseline u perigonadalnom masnom tkivu. Isti metabolit je snizen u jetri u istoj skupini
Sto moze navesti na zakljucak da se, osim $to se lizin vjerojatno koristi za posttranslacijske
modifikacije kolagena (315), takoder pojacano razgraduje u masnom tkivu u toj skupini. Osim
D-lizopina, povisene su i koli¢ine N6-(L-1,3-dikarboksipropil)-L-lizina, koji je isto pokazatelj
razgradnje lizina, u skupini AL-X u odnosu na skupinu K. Smanjene razine tiroksina u
skupinama AH i X u odnosu na skupine K i OV i skupini AH-X u odnosu na skupinu OV
ukazuju na smanjenu koli¢inu dostupnog tiroksina. U kontekstu ranije spomenutih rezultata
promjene koli¢ine tiroksina u jetri, postoji mogucnost da je aktivnost Stitne zlijezde smanjena i
da to uzrokuje smanjene koli¢ine tiroksina u krvi osim prethodno spomenute moguénosti da
jetra odrzava koliCine tiroksina u krvi kroz poticaj estrogena (i fitoestrogena) (320). Na temelju
dostupnih podataka ne mozemo donositi zakljuCke o aktivnosti Stitne Zzlijezde, no, posto
rezultati pokazuju znatne promjene u metabolizmu masti, bilo bi zanimljivo u budu¢im

istrazivanjima ukljuciti i analizu funkcije $titne Zlijezde ovisno o primjeni ispitivanih tvari.

Od znacajnijih metabolita masti, smanjene su koli¢ine palmitaldehida u skupinama AH i
AL-X u odnosu na skupine K 1 OV S§to korelira s rastom koli¢ina L-palmitoil karnitina.
L-palmitoil karnitin je pocetni korak u ulasku palmitinske kiseline u B-oksidaciju masnih
kiselina. Ovaj rezultat upucuje na smanjenje razgradnje palmitinske kiseline putem
palmitaldehida i usmjeravanje u -oksidaciju masnih kiselina te moguce povecanje metabolicke
aktivnosti adipocita. Koli¢ine L-palmitoil karnitina su takoder povisene u skupini X u odnosu
na skupine K i OV $§to upucuje na isti zakljucak. Usporedno tome, zamije¢eno je smanjenje
adipocita u skupini X histoloSkom analizom perigonadalnog masnog tkiva. Uoceno je i
povecanje u koli¢ini leukotriena D4 u skupini AH 1 AL-X u odnosu na skupinu K, a u skupini
X u odnosu na skupine K 1 OV. Leukotrien D4 je proupalni ¢imbenik kojeg luce adipociti, a
povezuje se s inzulinskom rezistencijom, pretilosti i upalom u masnom tkivu (336). Taj rezultat
ukazuje na mogu¢ negativni utjecaj primjenjivanih tvari, medutim, to nije vjerojatno jer brojna
istrazivanja pokazuju na povezanost nedostatka estrogena s poviSenim upalnim odgovorom u
masnom tkivu i na protektivni u¢inak raznih fitoestrogena u eksperimentalnim uvjetima (337).
Takoder, 1 alendronat ima protektivan u¢inak na masno tkivo smanjivanjem oksidativnog stresa
i upale (333). Medutim, svakako bi trebalo dodatno istraziti upalni status perigonadalnog
masnog tkiva (histoloska analiza makrofaga ili biokemijska analiza ostalih proupalnih citokina)
prilikom primjene kombinacije alendronata i ekstrakta hmelja, da bi se moglo pazljivije

zakljuc€ivati o stanju upale u perigonadalnom masnom tkivu.
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Primijecen je i rast u produktima razgradnje sfinganina (fitosfingozina, sfinganin 1-fosfata)
1 sfingonina (sfingozin 1-fosfata) u skupinama AH, AH-X i X u odnosu na skupine K i OV.
Takoder, zabiljezen je 1 pad u toksicnim produktima metabolizma glikosfingolipida (galaktozil-
sfingozina) u skupini X u odnosu na skupinu OV. UocCena je snizena koli¢ina
diacetilheptaprenilglicerola u skupinama AH, AL-X 1 X u odnosu na skupinu K koji je zavrsni
korak u razgradnji glicerofosfolipida Sto moze ukazivati na sniZzenu stopu razgradnje ili

nakupljanja triglicerida u perigonadalnom masnom tkivu (246, 333).

Od znacajnih steroida i njihovih metabolita, bitne su promijene u estronu i njegovim
derivatima. Koli¢ine estrona bile su poviSene u skupini X u odnosu na skupinu OV, a njegovog
direktnog metabolita estron glukuronida u skupini AH u odnosu na skupine K 1 OV. To ukazuje

na povecu aktivnost estrona u tim skupinama.

Uocene su promijene y-L-glutamil-L-2-aminobutirilglicina (oftalmata) koji je ekvivalent
glutationa 1 (R)-S-laktoilglutationa koji moze posluziti kao prekursor glutationa u
mitohondrijima (332, 335). Oftalmat je poviSen u skupini X u odnosu na skupinu K, a
(R)-S-laktoilglutation je povisen u skupini AH u odnosu na skupinu K, a sniZzen u skupini AL-
X 1 AH-X u odnosu na skupinu OV. Povecanje u skupini X korelira s koli¢inama leukotriena
D4 sto opet ukazuje na mogucnost upalnog procesa u perigonadalnom masnom tkivu te skupine
zivotinja. Laktoilglutation ukazuje na antioksidativnu aktivnost komponenti ekstrakta hmelja u
kombinaciji s alendronatom, ali neobi¢no je Sto koncentracije oftalmata ne prate zabiljezene
koli¢ine laktoilglutationa. Zbog toga nije moguée samo na temelju ovih rezultata zakljucivati o
nastanku oksidativnog stresa u spomenutih skupina. Sveukupno gledano, promjene zabiljezene
MALDI-TOF-MS analizom dobra su polazi$na tocka za nova istrazivanja u buducnosti, koja
svakako treba povezati ne samo s laboratorijskim i morfoloskim promjenama ispitivanih
zivotinja, ve¢ i s klinickim aspektima osteoporoze, metabolickog sindroma i drugih posljedica

oksidativnog stresa i upale.

6.6. Implikacije dobivenih rezultata i mogu¢nosti daljnjih istrazivanja

Ovim istrazivanjem prikupljeni su vrijedni podaci o utjecaju visoke 1 niske doze
alendronata, ekstrakta hmelja i njihove kombinacije na kvalitetu i pregradnju kosti te na razinu
oksidativnog stresa, morfoloska obiljezja organa osjetljivih na estrogen i oksidativni stres te
dodatna obiljezja eksperimentalnih zivotinja kao §to su hematoloSke i biokemijske odrednice

krvi koriStenjem ovarijektomijskog modela osteoporoze u Stakora.
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Potvrdeni su otprije poznati povoljni ucinci alendronata i ekstrakta hmelja, no po prvi put
su dobiveni podaci nakon primjene kombinacije visoke ili niske doze alendronata s ekstraktom
hmelja. S obzirom da je kombinacija niske doze alendronata s ekstraktom hmelja imala jednako
snazan uCinak kao i1 monoterapija visokom dozom alendronata, odnosno ekstraktom hmelja,
svakako je opravdano nastaviti istrazivanja primjene nizih doza alendronata u kombinaciji s
ekstraktom hmelja radi moguéeg smanjenja ucestalosti i jacine Stetnih ucinaka povezanih s
primjenom alendronata. Sli¢no istrazivanje moglo bi se provesti i s kombinacijom ekstrakta
hmelja i1 drugih bisfosfonata. Ekstrakt hmelja je sam za sebe pokazao istovjetan ili ¢ak malo
bolji u¢inak na ispitivane parametre kosti, Sto dodatno opravdava buduca istrazivanja koristenja
ekstrakta hmelja u lijeCenju osteoporoze (tim vise $to je 8PN jedan od najpotentnijih do sad
otkrivenih fitoestrogena). Osim mogucée terapeutske primjene 8PN-a u oboljelih od
osteoporoze, dobro je razmotriti i mogucnost 1 koristenja te molekule kao osnove za razvoj jos
potentnijih molekula u terapijske svrhe, kao u slu¢aju SERM-ova koji se ve¢ uspjesno

primjenjuju u terapiji osteoporoze i karcinoma (raloksifen, tamoksifen i toremifen) (122).

S obzirom da kombinacija visoke doze alendronata i ekstrakta hmelja nije imala povoljan
utjecaj na kvalitetu kosti, ve¢ su se ucinci visoke doze alendronata i ekstrakta hmelja
medusobno ponistili, potrebno je dodatno istraziti ovaj fenomen i podleze¢e molekularne
mehanizme, jer bi razumijevanje te pojave moglo doprinijeti budu¢em planiranju kombinirane
terapije, odredivanje prihvatljivog raspona doza te mozda i razvoj sasvim novih metoda
lijeCenja osteoporoze. Promjene razli¢itih metabolita u tkivu jetre 1 perigonadalnog masnog
tkiva mogle bi biti ,,odskocna daska* za nova istrazivanja utjecaja ispitivanih tvari na
metabolizam 1 stanicne procese. Takoder, kako je navedeno u pojedinim potpoglavljima
rasprave, pojedine ispitivane odrednice bilo bi dobro ispitati nakon dugorocne terapije te u
razli¢itim vremenskim toCkama tijekom same primjene, jer bi se time moglo jo§ bolje pratiti

biljege pregradnje kosti, oksidativnog stresa i metabolizma.

Opcenito uzevsi, ovo je istrazivanje pokazalo da je na zivotinjskom modelu primjena
ispitivanih tvari i njihovih kombinacija sigurna jer, izmedu ostalog, nije uzrokovala
proliferaciju tkiva maternice koja se povezuje s povecanim rizikom maligne alteracije kod
primjene nadomjesne terapije estrogenom niti druga morfoloSka oSte¢enja organa, bitne
promjene hematoloskih i biokemijskih odrednica krvi, odnosno seruma, ni povecani oksidativni

stres.
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6. RASPRAVA

Ovo istrazivanje moglo bi biti vazna polazna tocka za daljnje ispitivanje moguénosti
ukljucivanja ekstrakta hmelja u obliku monoterapije ili kombinirane terapije u lijeCenje
osteoporoze 1 drugih postmenopauzalnih tegoba povezanih s manjkom estrogena i pove¢anom
razinom oksidativnog stresa u organizmu. Osim toga, s obzirom da se ekstrakt hmelja uz
odgovarajucu tehnologiju moze dobiti iz nusproizvoda u prehrambenoj industriji i proizvodnji
piva, moglo bi se raditi i na proizvodnji funkcionalne hrane s ekstraktom hmelja za ljudsku

primjenu.
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7. ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljuccei:

e Primjena visoke doze alendronata, ekstrakta hmelja i kombinacije niske doze
alendronata s ekstraktom hmelja dovodi do znacajnog poboljsanja kvalitete kosti
ovarijektomiranih Stakora. Ekstrakt hmelja i kombinacija niske doze alendronata s
ekstraktom hmelja imale su jednako snazan ucinak kao i monoterapija visokom
dozom alendronata, dok kombinacija visoke doze alendronata i ekstrakta hmelja nije
imala povoljan utjecaj. Razine pokazatelja pregradnje kosti nisu se znacajno
razlikovale, osim poviSene razine PINP-a u skupini koja je primala visoku dozu
alendronata.

e Primjena ispitivanih tvari nije uzrokovala znacajan oksidativni stres niti u jednoj
eksperimentalnoj skupini.

e Niti jedna od ispitivanih tvari, odnosno njihovih kombinacija, nije imala utjecaj na
histomorfoloSka obiljezja maternice u ovarijektomiranih Zzivotinja, proliferaciju
stanica u endometriju maternice, niti na nakupljanje veziva u tkivu jetre. Skupina
tretirana ekstraktom hmelja imala je manje adipocite u perigonadalnom masnom
tkivu.

e Ispitivane tvari u odredenoj mjeri utjeCu na hematoloska 1 biokemijske pokazatelje
krvi Stakora, ali ne dovode do znacajnih odstupanja od referentnih vrijednosti.
Razine kolesterola u krvi povisene su u skupinama koje su primala ekstrakt hmelja,
a razina triglicerida je niza u tkivu jetre svih ovarijektomiranih skupina u odnosu na
netretiranu ovarijektomiranu skupinu.

e Primjenjivane tvari su utjecale na metabolizam aminokiselina, masnih kiselina,

steroida, glicerofosfolipida i sfingolipida u jetri i perigonadalnom masnom tkivu.
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8. SAZETAK

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja. Cilj istrazivanja bio je ispitati utjecaj alendronata, ekstrakta hmelja i njihove
kombinacije na kvalitetu kosti, oksidativno oStecenje i histoloSku gradu organa Zivotinja te
promijene u metabolickim, hematoloskim i biokemijskim odrednicama ovarijektomiranih
Stakora kao modela osteoporoze.

Nacrt studije. Studija je ustrojena kao randomizirani kontrolirani pokus proveden na
ovarijektomijskom modelu osteoporoze Stakora.

Materijali i metode. Istrazivanje je izvedeno na Stakoricama soja Wistar starosti 6 mjeseci. U
10 zivotinja provedene je placebo operacija (kontrolna skupina), a u ostalih 60 bilateralna
ovarijektomija. Ovarijektomirane zivotinje rasporedene su u 6 skupina od kojih je jedna bila
netretirana, a ostalih 5 je primalo niske doze alendronata, visoke doze alendronata, ekstrakt
hmelja ili kombinacije niske/visoke doze alendronata i ekstrakta hmelja. Provedene su analize
hematoloskih i biokemijskih odrednica krvi, kvalitete kosti (mikro CT, western blot serumskih
biljega pregradnje), histoloska analiza organa, biljezi oksidativnog stresa i MALDI-TOF-MS
analiza masnog tkiva i jetre.

Rezultati. Primjena visoke doze alendronata, ekstrakta hmelja 1 kombinacija niske doze
alendronata i ekstrakta hmelja znacajno je poboljSala kvalitetu kosti u ovarijektomiranih
zivotinja. Razine pokazatelja pregradnje kosti nisu se znacajno razlikovale, osim povisSene
razine P1NP-a u skupini koja je primala visoku dozu alendronata. Pokazatelji oksidativnog
oStecenja nisu se znacajno razlikovali u ispitivanih skupina. Ispitivane tvari nisu uzrokovale
nakupljanje vezivnog tkiva u jetri, morfoloske promjene maternica ovarijektomiranih zivotinja,
niti proliferaciju stanica endometrija. Adipociti su bili manji u skupini koja je primala samo
ekstrakt hmelja. Ispitivane tvari su u odredenoj mjeri utjecale na hematoloska i1 biokemijska
obiljezja zivotinja, ali nije uocen Stetni ucinak. Kolesterol u serumu bio je povisen u skupinama
koje su primale ekstrakt hmelja, a razine triglicerida u jetri bile su snizene u svih
ovarijektomiranih skupina u odnosu na netretiranu ovarijektomiranu skupinu. MALDI-TOF-
MS analiza ukazala je na promijene u metabolizmu jetre 1 perigonadalnog masnog tkiva u svih
eksperimentalnih skupina.

Zakljucak. Terapija visokom dozom alendronata, ekstraktom hmelja i kombinacijom niske
doze alendronata i ekstrakta hmelja povoljno utjeCe na kvalitetu kosti u ovarijektomiranih
zivotinja bez znacajnih Stetnih uc¢inaka.

Kljuéne rije€i: koStano tkivo; osteoporoza; Humulus lupulus; fitoestrogeni; alendronat;

ovarijektomija
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

Title. Therapeutic effect of phytoestrogens from hop extract in combination with alendronate
on the female Wistar rat model of osteoporosis

Study objective. The objective of this research was to evaluate the efficacy of alendronate,
hops extract and their combination on bone tissue quality, oxidative stress damage, organ
histomorphology, changes in metabolism, hematological parameters, and biochemical
parameters in a rat model of osteoporosis.

Study design. The study was designed as a randomized controlled experiment on the rat
ovariectomy model of osteoporosis.

Materials and methods. The study was performed on 6 months old female Wistar rats. A sham
operation was done on 10 animals, and bilateral ovariectomy on 60 animals. Ovariectomized
animals were divided into 6 groups from which one was not treated while the rest was treated
with a low dose of alendronate, high dose of alendronate, hops extract, or a combination of
low/high dose of alendronate and hops extract. Analyses of hematological and biochemical
blood parameters, bone tissue quality (micro CT, western blot of serum bone turnover markers),
organ histomorphology, oxidative stress markers, and MALDI-TOF-MS analysis of adipose
tissue and liver were performed.

Results. Administration of a high dose of alendronate, hop extract, or combination of low dose
alendronate and hop extract significantly improved bone quality in ovariectomized animals.
The levels of bone remodeling indicators did not differ significantly, except for the increased
level of PINP in the group that received a high dose of alendronate. Indicators of oxidative
damage did not differ significantly in the examined groups. The tested substances did not cause
accumulation of connective tissue in the liver, morphological changes in the uteri of
ovariectomized animals, or proliferation of endometrial cells. Adipocytes were smaller in the
group that received only hop extract. The tested substances affected the hematological and
biochemical characteristics of the animals to a certain extent, but no adverse effect was
observed. Serum cholesterol was elevated in the treated with hops extract, and liver triglyceride
levels were decreased in all ovariectomized groups compared to the untreated ovariectomized
group. MALDI-TOF-MS analysis indicated changes in the metabolism of the liver and
perigonadal adipose tissue in all experimental groups.

Conclusion. Therapy with a high dose of alendronate, hops extract or a combination of a low
dose of alendronate and hop extract favorably affects bone quality in ovariectomized animals

without significant adverse effects.
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