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POPIS OZNAKA I KRATICA

C — kontrolna skupina (engl. control)

CI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

DAMP — molekularni obrasci o$te¢enja (engl. damage-associated molecular patterns)
EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
EKG - elektrokardiogram

FITC — fluoresceinski izotiocijanat (engl. fluorescein isothiocyanate)

FSC — prednje rasprsenje (engl. forward scatter)

HA — hijaluronska kiselina (engl. hyaluronic acid)

HDL - lipoprotein visoke gustoce (engl. high-density lipoprotein)

HMBGTI protein — protein visoke pokretljivosti skupine 1 (engl. high mobility group box 1

protein)

hs-CRP — visoko osjetljiv C-reaktivni protein (engl. high-sensitivity C-reactive protein)
ICD — unutarsteni¢na domena (engl. intracellular domain)

IL-1 — interleukin 1 (engl. interleukin 1)

IL-6 — interleukin 6 (engl. interleukin 6)

IQR — interkvartilni raspon (od engl. Interquartile Range)

MI — infarkt miokarda (engl. myocardial infarction)

MMPs — matriks metaloproteinaze (engl. matrix metalloproteinases)

LDL — lipoprotein niske gustoce (engl. low-density lipoprotein)

RAGE - receptor za glikacijske produkte (engl. receptor for advanced glycation end

products)

ROS — reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)



SSC — postrani¢no rasprsenje (engl. side scatter)

TLR — receptor sli¢an Tollu (engl. Toll-like receptor)

TNF — faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

VLDL — lipoprotein vrlo male gusto¢e(engl. very-low-density lipoprotein)

W —ispitna skupina (engl. wine)



1 UVOD



1.1 Infarkt miokarda

Infarkt miokarda (M1, od engl. myocardial infarction) ili sr¢ani udar javlja se kao
posljedica potpunoga prekida dotoka krvi koronaranim arterijama i posljedi¢ne ishemije koja
je dovoljno intenzivna i traje dovoljno dugo da bi doSlo do odumiranja stanica miokarda
(nekroze) (1). Infarkt miokarda, odnosno sréano zatajenje poti¢e remodeliranje odnosno
pregradnju miokarda. Izraz pregradnja miokarda prvi su upotrijebili Hockman i Buckey,
1982. godine, u modelu infarkta miokarda te je cilj ovoga pojma bio okarakterizirati zamjenu
infarktnoga tkiva ozZiljnim tkivom. Konsenzus medunarodnoga foruma o sr€anoj pregradnji
objavljen je 2000. godine definirajuc¢i ju kao skupinu molekularnih, stani¢nih i intersticijskih
promjena koje se klini¢ki manifestiraju kao promjena u veli¢ini, obliku i funkciji srca uslijed
ozljeda miokarda. Postoje dvije vrste sréane pregradnje — fizioloska (adaptivna pregradnja) i
patoloska pregradnja. Klinicka dijagnoza pregradnje temelji se na otkrivanju morfoloskih
promjena — promjena u promjeru Supljine, mase i geometrije (debljina i oblik zida) podrucja
oziljka nakon infarkta miokarda. Naj¢es¢e koriStene metode za otkrivanje ovih promjena su
ehokardiografija, ventrikulografija te nuklearna magnetska rezonancija. Kao dijagnosticka
metoda moze se koristiti 1 detekcija stani¢nih markera, koja se temelji na Cinjenici da sréana
pregradnja ukljucuje reekspresiju fetalnih gena. Glavna posljedica pregradnje miokarda je

sr¢ana disfunkcija (2).

1.1.1 Epidemiologija

Bolesti srca 1 krvnih Zila vode¢i su uzrok smrti u svijetu. Incidencija infarkta miokarda
je 5/1000 godis$nje u razvijenim zemljama. To je bolest starije Zivotne dobi te muskarci
obolijevaju 4 do 5 puta ¢eS¢e nego Zene u dobi do 60 godina, dok kasnije ta razlika prema
spolovima postaje manja (1). U Europi, ¢ime obuhva¢amo i Republiku Hrvatsku, 45 % ljudi
umire zbog kardiovaskularnih bolesti, pri ¢emu najve¢i udio nosi ishemijska bolest srca.
Kardiovaskularne bolesti ¢esce se javljaju kod osoba koje u obiteljskoj anamnezi imaju srcane
bolesti ili aterosklerozu, dijabetes, hipertenziju, pretile su, puse, premalo se kre¢u te vode
stresan zivot. Takoder, ove bolesti je isto tako uvelike moguce prevenirati ili odgoditi samom

promjenom nacina Zivota (3).



1.1.2 Simptomi

Klasi¢ni simptomi sréanoga udara su pritisak, stezanje i bol u prsima te nedostatak
daha, no simptomi se mogu razlikovati od osobe do osobe. Ostali najces¢i simptomi su bol
koja se Siri u leda, celjust i druga podru¢ja gornjega dijela tijela, hladan znoj, mucnina,
povradanje, probavne smetnje, zgaravica, anksioznost, kasalj, iznenadna vrtoglavica i umor

.

Simptomi sr¢anoga udara, kao i njihova tezina, variraju od osobe do osobe. Kod nekih
se javlja blaga bol, kod nekih umjerena, dok neki vopée nemaju simptoma. Kod nekih se
osoba kao prvi znak pojavi iznenadni sréani udar, no uglavnom je pravilo da §to osoba ima
viSe simptoma, veca je vjerojatnost da ¢e do¢i do infarkta miokarda. Iako kod nekih ljudi do
infarkta dolazi iznenada, kod veéine se znakovi upozorenja i simptomi pojave satima, danima
pa ¢ak i tjednima unaprijed. Najranije upozorenje je uglavnom ponavljajuéa bol u prsima ili
pritisak (angina) koja se javlja kod povecane aktivnosti, a smanjuje se mirovanjem. Angina je

uzrokovana privremenim smanjenjem dotoka krvi u srce (5).

1.1.2.1 Bol

Bol je definirana kao neugodno osjetilno ili osje¢ano subjektivno iskustvo povezano sa
stvarnim ili potencijalnim ozljedama te predstavlja jedan od glavnih uzroka ljudske patnje.
Razlikujemo akutnu i kroni¢nu bol. Akutna bol uglavnom nastaje naglo i uzrokovana je necim
specificnim te obi¢no ne traje duze od nekoliko mjeseci. S druge strane kroni¢na je bol

perzistentna te traje viSe mjeseci ili ¢ak godina.

Akutna bol u prsima je simptom uzrokovan potencijalno fatalnim bolestima te Sirokom
diferencijalnom dijagnozom. Aterosklerotska bolest koronarnih arterija najce$¢i je uzrok
akutne boli u prsima koja je posljedica ishemije miokarda. Dakle, akutna bol u prsistu je
vazan simptom potencijalnoga infarkta miokarda (6). Bol u prsima cesto se opisuje kao
osjecaj stiskanja, pritiska ili stezanja. Bol se naj¢esce Siri u lijevu ruku, ali moze i u gornji dio
trbuha, leda, vrat, donju cCeljust ili desnu ruku. Bol kod infarkta miokarda ne popusta

mirovanjem i primjenom nitroglicerina (1).



1.1.2.2 Povezani simptomi

Bol u prsima cesto je pracena znojenjem, mucninom, povracanjem, vrtoglavicom,
gubitkom daha te anksiozno$¢u. Osobe sa infarktom miokarda Cesto djeluju uzbudeno ili
preplaseno, imaju tahikardiju te diSu ubrzano. Takoder dolazi do pada krvnoga tlaka. Uslijed
velikoga infarkta miokarda moze do¢i do akutnoga pluénoga edema pri ¢emu te osobe ne

mogu do¢i do daha i guse se (1).

Vazno je naglasiti da nece sve osobe imati sve simptome te da ¢e se tezina simptoma
razlikovati od osobe do osobe. Takoder, veca je vjerojatnost da ¢e Zene osjetiti mucninu,

povracanje, bol u donjoj celjusti i ledima te kratkocu daha (4).

1.1.3 Faktori rizika

Faktore rizika za infarkt miokarda dijelimo na konstitucijske i okolisne. Na
konstitucijske ¢imbenike ne mozemo utjecati te oni ukljucuju dob, spol te genetsko nasljede.
Okoli8ni ¢imbenici su oni promjenjivi te se na njih moZe utjecati promjenom nacina Zivota

pojedinca.

Zene svoj prvi infarkt miokarda u prosjeku dozivljavaju 6 do 10 godina kasnije nego
muskarci. Pretpostavlja se da je razlog tomu prirodni zaStitni u¢inak estrogena koji se u
menopauzi smanjuje. Zenski su spolni hormoni povezani s manje aterogenim lipidnim
profilom i zdravijom raspodjelom masti. Navedene razlike izmedu Zena i muSkaraca smanjuju
se pocetkom menopauze 1 smanjenjem razine estrogena kod Zzena (7). Ovo se takoder
objasnjava 1 ¢injenicom da muskarci u mladoj Zivotnoj dobi imaju vise rizi¢nih ¢imbenika, $to

ukljucuje povisene razine lipida i1 puSenje (8).

Kao jedan od rizi¢nih ¢imbenika ne smije se izostaviti pozitivna obiteljska anamneza i
nasljede. Jedna tre¢ina osoba koje su dozivjele akutni infarkt miokarda imaju u obiteljskoj
anamnezi zabiljeZenu neku koronarnu ili aterosklerotsku bolest. Nije poznato koliko je
pozitivna obiteljska anamneza neovisan ¢imbenik, a koliko ovisi o obi¢ajima i navikama u
obitelji (npr. puSenje, smanjena tjelesna aktivnost), ali tradicionalno se smatra da je obiteljska

anamneza posljedica genetskoga nasljeda (9).



Cimbenici na koje mozemo utjecati dijele se na one vezane uz zivotne navike,
primjerice prehrana, puSenje, tjelovjezba, konzumacija alkohola, stres te klinicke faktore

rizika poput hipertenzije, Se¢erne bolesti, hiperlipidemije i debljine (10).

Pokazalo se da su puSenje, poremecaj lipida te hipertenzija znacajniji faktori rizika
kod mladih nego kod starijih ispitanika. Duhan, odnosno pusenje, drugi je najveci uzrok
smrtnosti u svijetu, a trenutno je odgovoran za smrt svake desete osobe (11, 12). Pusenje je
¢imbenik na koji mozemo utjecati. Dokazano je da ubrzava razvoj ateroskleroze uzrokujuci
oSte¢enje endotela krvnih zila te smanjujuéi oksigenaciju tkiva. Uz to pusSenje dovodi do
povecane agregacijske aktivnosti trombocita 1 potice stvaranje intravaskularnih ugrusaka (13).
Rizik za razvoj akutnoga infarkta miokarda usko je i linearno povezan s brojem dnevno
popusenih cigareta, pri ¢emu je ¢ak i mali broj dnevno popusSenih cigareta (primjerice 5
cigareta dnevno) povezan sa znacajnim rizikom za razvoj infarkta. Bivs$i pusSaci takoder imaju
poveéan rizik za razvoj infarkta, ali taj se rizik smanjuje s vremenom nakon prestanka
pusenja. Kod osoba koje nisu bile ,,teski* pusaci rizik se smanjuje kroz 3 do 5 godina, no kod
»teSkih“ pusaca i1 nakon 20 godina od prestanka puSenja jo§ uvijek postoji povecan rizik za
razvoj infarkta miokarda. Rizik je povecan kod svih oblika puSenja, ¢ime se obuhvaca i
pasivno pusSenje. Istrazivanje duhanske industrije pokazalo je kako su proizvodi izgaranja

provlaci zrak, $to moze objasniti rizike povezane s izlaganjem pasivhom pusenju (14).

Dislipidemija, nezdrava odnosno nenormalna koli¢ina lipida u krvi, takoder je jedan
od faktora rizika koje je moguce prevenirati. Tri glavne vrste lipida u krvi su LDL (engl. low-
density lipoprotein, lipoprotein niske gustoce), HDL (engl. high-density lipoprotein,
lipoprotein visoke gustoce) 1 trigliceridi. Dislipidemija obi¢no znaci da su razine LDL
kolesterola 1/ili triglicerida poviSene ili da je razina HDL kolesterola sniZzena (15). Studije su
pokazale da smanjenjem ukupnoga kolesterola i LDL kolesterola za 1 % dolazi do smanjenja
rizika za koronarnu bolest srca za 2 %. Takoder smanjenje HDL kolesterola za 1 % moze
dovesti do povecanja rizika za koronarnu bolest za 2 % (13). Obiteljska hiperkolesterolemija
genetski je uzrok preuranjenoga infarkta miokarda zbog cjeloZivotnoga poviSenoga LDL
kolesterola u krvi (16). Pokazano je da je prevalencija obiteljske hiperkolesterolemije sa
zajednickim patogenim genskim mutacijama kod preuranjenoga infarkta miokarda oko 1,3 %

do7 % (17, 18).



Hipertenzija i dijabetes faktori su rizika koji su manje ucestali kod mladih nego kod
starijjih pacijenata (13). Prema INTERHEART 1 INTERSTROKE studijama, koje su
procijenile doprinos odredenih faktora rizika kako u razvijenim, tako i u manje razvijenim
zemljama, hipertenzija se navodi kao ¢imbenik koji najviSe doprinosi ukupnoj smrtnosti i
tre¢i najveci uzrok izgubljenih godina zdravoga zivota (19, 20, 21). I sistolicka i dijastolicka
hipertenzija pridonose povecanom riziku za infarkt miokarda, sto je veci krvni tlak to je veéi
rizik (22, 23). PoviSeni krvni tlak dovodi do povecanog mehani¢kog naprezanja krvnih zila te

moze dovesti do ubrzanog nastanka ateroskleroze (24).
Stres i manjak tjelesne aktivnosti manje su ucestali uzroci infarkta miokarda (13).

Osobe koje su ve¢ prezivjele infarkt miokarda, u usporedbi s opéom populacijom,
posebice starije osobe te osobe sa hipertenzijom i dijabetesom, imaju veci rizik za razvoj

novoga infarkta (25).

1.1.3.1 Prehrana

Osobe koje imaju povecan rizik za razvoj infarkta miokarda potrebno je savjetovati
kako pravilnom prehranom mogu smanjiti taj rizik. Pod pravilnom prehranom naj¢eScée se
podrazumijeva mediteranski nacin prehrane. On se temelji na uzorcima hrane tipi¢nim za
Kretu, ve¢i dio Grcke 1 juznu Italiju u ranim Sezdesetima, gdje je ocekivani zivotni vijek bio
jedan od najviSih na svijetu, a stopa koronarne bolesti bila je medu najnizim (26).
Mediteranski nacin prehrane karakterizira konzumacija maslinovoga ulja, vecih koli¢ina voc¢a
1 povréa, pogotovo mahunarki koje su bogate vlaknima, cjelovitih zitarica, ribe 1 morskih
plodova, oraSastih plodova 1 polinezasiCenith masti. Takoder je potrebo smanjiti unos
crvenoga mesa na jednom do dva puta tjedno te unos slatkoga. Uz sve to, preporuca se

umjerena konzumacija vina uz obrok (27).

Studije pokazuju da umjerena konzumacija alkohola pridonosi smanjenju rizika za
razvoj infarkta miokarda, dok se pretjerana konzumacija alkohola povezuje s povecanim
rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Redovita umjerena konzumacija alkohola (1 — 2
pi¢a dnevno) povezana je s povecanjem HDL kolesterola te poboljSanjem endotelne funkcije,
inzulinske osjetljivosti, optimiranjem koagulacijske i fibrinoliticke kaskade te time smanjenim

rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti (28).



1.1.4 Patogeneza infarkta miokarda
Razmatrajuéi patogenezu, razlikujemo dvije vrste infarkta miokarda: transmuralni i

subendokardijalni, multifokalni infarkt miokarda.

Transmuralni infarkt miokarda zahvaca cijelu stijenku klijetke. NajceS¢e nastaje nakon
zacepljenja jedne od glavnih koronarnih arterija te je ogranicen na podrucje koje ta arterija

opskrbljuje krvlju.

Subendokardijalni, multifokalni infarkt miokarda ¢esto nastaje kod Soka, krvarenja ili
traume. Dakle u ovom slucaju razlog infarkta nije ateroskleroza krvne zile ve¢ hipotenzivna

epizoda (1).

1.1.4.1 Ateroskleroza

Za nastanak ateroskleroze odgovorni su brojni Cimbenici, ali smatra se da je
hiperkolesterolemija najvazniji rizi¢ni ¢imbenik. Ostali rizi¢ni ¢imbenici su hipertenzija,
Secerna bolest, smanjena razina HDL kolesterola, pretilost, pusenje, smanjena tjelesna
aktivnost, stres i drugi. Vrlo je vjerojatno da ¢e se kod odredene osobe brze razviti

ateroskleroza ukoliko je osoba istovremeno pod utjecajem nekoliko rizi¢nih ¢imbenika.

Hiperkolesterolemija i hipertenzija poticu stvaranje kisikovih slobodnih radikala u
endotelnim stanicama krvnih Zila. Slobodni radikali unose se u organizam i pusenjem jer se

nalaze u dimu cigarete. Oni imaju srediSnju ulogu u aktivaciji 1 oSte¢enju endotelnih stanica.

Hiperkolesterolemija je najvazniji rizicni ¢imbenik jer LDL kolesterol prodire kroz
neoSteceni endotel te se pod djelovanjem lipoperoksidaze i slobodnih radikala kisika oksidira.
Oksidirani LDL imaju drugacija svojstva od LDL-a. Njima nisu potrebni LDL-receptori za
ulazak u stanice ve¢ im je to omoguceno pomocu receptora-Cistaca na makrofagima. Takoder,
poticu endotelne stanice da luce citokine 1 kemokine koji privlae monocite u subendotelni
prostor ¢ime se oni pretvaraju u makrofage. Makrofagi nemaju sposobnost regulacije ulaska
oksidiranog LDL-a, kojom se inace regulira unos neoksidiranih cestica LDL u sprezi s
izrazajem njihovih receptora na plazma membranama. Zbog toga, oksidirani LDL ulazi u
makrofage u nereguliranim, neogranic¢enim koli¢inama. Time makrofagi bivaju prepunjeni

kolesterolom i transformiraju se u pjenaste stanice. Uz makrofage, u subendotelni prostor su



privuceni i limfociti T koji luCenjem citokina poti¢u stanice endotela da luce adhezijske

molekule. To omogucava prianjanje vecega broja monocita za stijenke krvnih zila.

Ateroskleroza se ¢eSc¢e stvara na mjestima gdje je endotel mehanicki oste¢en §to moze
biti jedna od posljedica hipertenzije. OSte¢enje endotela poti€e agregaciju trombocita te
stvaranja mikrotromba. PuSenje takoder pridonosi sljepljivanju trombocita. Trombocitni
faktor rasta i angiotenzin II (koji je povecan u hipertenziji) poticu premjeStanje glatkih
miSi¢nih stanica te njihovo umnazanje na mjestu oStecenja. Trombocitni faktor rasta potice 1
stvaranje receptora-Cistata na makrofagima te ponovo nastaju pjenaste stanice. Nakon
odumiranja pjenastih stanica, njihov sadrzaj kolesterola i ostalih lipida zaostaje u
subendotelnom podrucju u obliku masnih traka koje predstavljaju pocetni stupanj
ateroskleroze. Masne trake kasnije mogu nestati ako se obnovi oste¢eni endotel. No ako se
LDL u krvi konstantno povecéava, cijeli se ovaj proces ponavlja i napreduje te na kraju dolazi
do stvaranja ateroskleroticnih nakupina ili ateroma. Ateroskleroticne nakupine suzavaju
promjer krvne zile, smanjuju elasti¢nost stijenka te posljedicno povecavaju krvni tlak. Time
se povec¢ava mogucnost pucanja te stijenke krvne zile s posljedi¢nim krvarenjem u tkivo.
Takoder je moguce da tromb zacepi krvnu zilu te dode do infarkta, primjerice miokarda. Za
ovakav ishod ateroskleroze vrlo je bitan sastav tromba, a manje njegova veli¢ina. Manji
trombi Cesto imaju tanku vezivnu ,.kapu‘ koja nije dovoljno otporna na mehanicki pritisak pa

lakSe pukne (29).

1.1.4.2 Ostali uzro¢nici infarkta miokarda
Iako je vise od 80 % akutnih infarkta miokarda rezultat ateroskleroze, postoje i

neaterosklerotski ¢imbenici koji uzrokuju infarkt miokarda:

- koronarna okluzija kao posljedica vaskulitisa

- ventrikularna hipertrofija

- embolija koronarnih arterija kao posljedica kolesterola, zraka ili produkata sepse
- primarni koronarni vazospazam

- upotreba droga (poput kokaina, amfetamina, efedrina)

- arteritis

- koronarne anomalije (ukljucujuéi aneurizme koronarnih arterija)



- Cimbenici koji poveéavaju potrebu za kisikom poput vrudice, velikoga napora ili
hipertireoze

- C¢imbenici koji smanjuju isporuku kisika poput teske anemije

- disekcija aorte uz retrogradno zahvacanje koronarnih arterija

- respiratorne infekcije, osobito gripa.

Takoder, infarkt miokarda moze biti posljedica hipoksije uslijed trovanja ugljicnim
monoksidom ili akutnih pluénih poremecaja. Iako vrlo rijetko, dje¢ja koronarna bolest moze
se primijetiti i s Marfanovim sindromom, Kawasakijevom bolesti, Takayasu arteritisom,
progerijom ili Hutchinson-Gilfordovim sindromom te cisticnom medijalnom nekrozom. Iako
je infarkt miokarda rijedak u djetinjstvu i adolescenciji, djeca sa akutnim infarktom miokarda
obi¢no imaju ili akutno upalno stanje koronarnih arterija ili anomaliju lijeve koronarne
arterije, dok je kod odraslih ce$¢i razlog koronarne bolesti arterija cijelozivotno talozenje
ateroma $to posljedi¢no izaziva spazam i trombozu koronarnih arterija. Ponekad moze do¢i i

do intrauterinoga infarkta miokarda koji je povezan sa stenozom koronarne arterije (30).

1.1.5 Izgled miokarda nakon infarkta

1.1.5.1 Makroskopski izgled miokarda nakon infarkta

Tek nakon $to prode 24 sata od nastanka infarkta miokarda moguce je vidjeti odredene
makroskopske promjene na srcu. Nakon 24 sata podrucje infarkta blijede je od okolnoga
podruc¢ja. Tri do pet dana nakon infarkta, podrucje infarkta poprima zuckastu boju ili moze
biti pjegasto, a rubovi su tamnocrveni. Na kraju prvoga tjedna je sivoZute boje te je podrucje
infarkta mekSe od okolnoga tkiva. U drugom tjednu izgleda pjegasto te sadrzi crvene i sive
zone. Crvene zone predstavljaju podrucje prokrvljenosti, a sive zone oznacavaju podrucja
fibroze. Nakon tre¢ega tjedna podrucje infarkta je crvenosivo, a nakon Sest tjedana postaje

sivo 1 nalikuje oziljku (1).



1.1.5.2 Mikroskopski izgled miokarda nakon infarkta

Mikroskopske promjene odgovaraju makroskopskim promjenama koje se javljaju
tijekom cijeljenja. Tijekom prvoga dana promjene su vrlo malene te je tesko dijagnosticirati
infarkt na ovaj nacin. Javljaju se pocetni znakovi oste¢enja miokarda, poprec¢ne pruge se vrlo
slabo vide i javlja se hiperkontraktilnost. Nakon 24 sata, zapocinje nekroza miocita te dolazi
do nakupljanja leukocita na mjestu oste¢enja. Miociti imaju zrnastu ili svijetlu citoplazmu i
neostre obrise, a jezgre im se raspadaju. Nakon tre¢ega dana, miociti se raspadaju, a neki
leukociti umiru. Pred kraj prvoga tjedna, podrucje zahvaceno infarktom pretvori se u
granulacijsko tkivo jer u njega urastaju fibroblasti i angioblasti. Kroz drugi tjedan,
granulacijsko tkivo nadomjesta osteceni dio miokarda. Od drugoga do Cetvrtoga tjedna, u
granulacijskom je tkivu sve viSe kolagena, a nakon Cetvrtoga tjedna krvne zile i makrofagi se

povlace. Na kraju Sestoga tjedna dolazi do stvaranja oziljka (1).

1.1.6 Prevencija infarkta miokarda

Prevencija infarkta miokarda moze biti primarna 1 sekundarna. Primarna prevencija
odnosi se na korake koje svaki pojedinac poduzima kako bi sprijecio nastanak bolesti, Sto
ukljucuje odrZavanje zdravoga nalina Zivota, poput prehrane i tjelovjeZzbe. Sekundarna
prevencija fokusirana je na smanjenje utjecaja bolesti ranom dijagnozom prije bilo kakvoga

trajnoga oStecenja.

Za prevenciju infarkta miokarda najbolje je usredotoliti se na faktore rizika te ih
pokusati smanjiti. Mnoga istraZivanja pokazuju pozitivan odnos izmedu serumske razine
kolesterola 1 rizika za razvoj koronarne bolesti. Prehrana, okoli$ni 1 genetski faktori igraju
vazne uloge u odredivanju razine kolesterola. Mnoge randomizirane studije pokazuju da
smanjenje kolesterola u krvi, posebice LDL kolesterola, smanjuje rizik razvoja koronarne
bolesti. HDL kolesterol je na suprotan nafin povezan s razvojem koronarne bolesti srca,
odnosno povecana koncentracija HDL kolesterola smanjuje rizik za razvoj koronarne bolesti
(31). HDL cestica djeluje kao cista¢ viska kolesterola iz makrofaga i fibroblasta krvnih Zila,
preuzimajuéi aktivnim transportom kolesterol iz tih stanica te ga vraca u jetru. Potom
kolesterol izlazi iz jetre u obliku VLDL (engl. very-low-density lipoprotein, lipoprotein vrlo

male gustocée) Cestica i ponovno se raspodjeljuje po svim tkivima.
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Prema tome, potrebno je regulirati prehranu na nacin da se smanji unos masti u
organizam, najviSe 25 % unesenih dnevnih kalorija smiju biti masti. Takoder je potrebno
smanjiti unos zasi¢enih masnih kiselina na manje od 7 % svih unesenih kalorija te povecati
unos polinezasi¢enih masnih kiselina (32). Ukoliko osoba ne uspije smanjiti razinu
kolesterola u krvi regulacijom prehrane, potrebna je terapija prvenstveno statinima,

inhibitorima klju¢noga enzima u sintezi kolesterola, hidroksimetilglutaril-CoA reduktaze (31).

Hipertenzija je takoder jedan od faktora rizika za infarkt miokarda. Uz redovito
uzimanje lijekova za sniZzavanje krvnoga tlaka te redovitu kontrolu krvnoga tlaka i vodenje
dnevnika, osobama se takoder treba savjetovati smanjenje unosa soli, preporuka je unositi

manje od 6 g soli dnevno.

Jedan od faktora rizika je 1 debljina, posebice centralna pretilost odnosno nakupljanje
masnoga tkiva pretezito na podruc¢ju trbuha. Preporuca se uvesti odredenu tjelesnu aktivnost u
dnevnu rutinu, pri ¢emu je aerobna tjelovjezba u trajanju od najmanje 30 minuta dnevno

pokazala najvecu korist (32).

Pusenje, kao jo§ jedan faktor rizika, udvostrucuje Sansu za razvoj koronarne bolesti te
znatno povecava smrtnost od koronarne bolesti. Takoder, puSenje djeluje sinergisticki s
drugim faktorima rizika. Dakle, osobama koje puSe, nuzno je savjetovati prestanak pusenja

kao jedan od nacina smanjenja rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti.

Osobe pod rizikom za razvoj koronarne bolesti srca trebaju smanjiti unos alkohola na
manje od 30 ml Cistoga alkohola dnevno. Umjerena konzumacija manjih koli¢ina alkohola
pridonosi smanjenju rizika, dok ucestala konzumacija vecih koli¢ina alkohola povecava rizik

za razvoj infarkta miokarda (31).

1.1.7 Urodeni imunoloski odgovor kod infarkta miokarda

Nakon akutnoga infarkta miokarda, lokalni upalni odgovor tkiva odreduje naknadno
zarastanje. Tijekom 1980-ih raspravljalo se o ulozi upale u nastanku akutnoga infarkta
miokarda pri ¢emu je nakupljanje leukocita i granulocita prepoznato kao pokreta¢ upale (33,
34, 35). U 1990-ima eksperimentalna su istrazivanja dovela u pitanje ulogu leukocita kao

posrednika smrti kardiomiocita, sugeriraju¢i da oni mogu igrati samo manju ulogu u
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reperfuziji ozljede (36, 37, 38). Medutim, sve je vise eksperimentalnih dokaza da je u upalni

odgovor ukljuc¢eno vise razlicitih stanica.

Pojava ishemije nakon akutnoga infarkta miokarda, dovodi do pocetnoga proupalnoga
odgovora Cija je svrha uklanjanje nekroti¢nih stani¢nih krhotina iz podrucja infarkta miokarda
(39, 40). Nakon pocetnoga proupalnoga odgovora slijedi protuupalna, reparacijska faza koja
omogucava zarastanje rana i stvaranje oziljka kako bi se sprije¢ilo pucanje miokarda. Prijelaz
izmedu ove dvije faze reguliran je raznim komponentama unutar samoga miokarda poput
kardiomiocita, endotelnih stanica i fibroblasta te komponenata imunoloSkoga odgovora poput

neutrofila, monocita, makrofaga, dendritickih stanica i limfocita.

1.1.7.1 Upala

Upala predstavlja reakciju tkiva kojom se posrednici obrane organizma dovode na
mjesto oSte¢enja (41). Ovaj proces predstavlja prirodni proces zacjeljivanja (29). Prilikom
nastanka upale, oslobada se histamin, tvar P te drugi posrednici iz mastocita i makrofaga
(Slika 1.) koji povecavaju lokalni protok krvi. Izljev plazmatskih proteina rezultira otokom,
crvenilom i boli. To je popraceno lokalnim nakupljanjem fagocita kao odgovorom na
citokine. Mikroorganizmi ulaze u subendotelni sloj, oslobadaju citokine, uglavnom TNF i IL-

1, oste¢ujuci tkivo. Citokini aktiviraju endotel i pokrecu kaskadne upalne reakcije (41).
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Eliminacija

mikroorganizama,
mrivog tkiva

lovori medijatora (histamin,
citokini, prostaglandini)

lzvor medijatora
(citokini, drugi)

Komplement: medijatori
upale, eliminacija mikroba

Slika 1. Akutni upalni odgovor. Preuzeto i1 prevedeno od Abbas i sur. Basic immunology:

Functions and disorders of the immune system. (41)

IL-1 1 TNF poticu izraZaj endotelnoga E-selektina. E-selektin je adhezijska molekula
iz obitelji selektina. Na poticaj nekih drugih molekula, izraZzava se P-selektin na povrSini
endotela. U uvjetima povecanoga izrazaja selektina, monociti i neutrofili, koji inace
cirkuliraju slobodno u krvi, vezu se za selektine i pri¢vr§¢uju za endotel. S obzirom na to da ta
veza nije jaka, tok krvi prekine tu vezu te se ona ponovo uspostavi malo dalje u smjeru

kretanja krvi. Ovaj se proces ponavlja i naziva se kotrljanje leukocita.

Osim selektina, na mjestu infekcije, odnosno oste¢enja dolazi do otpustanja kemokina
od strane makrofaga i endotelnih stanica (41). Kemokini su velika obitelj kemotakti¢nih
citokina koji se izlucuju kao odgovor na protuupalne citokine te igraju vaznu ulogu u

privlaenju monocita, neutrofila i limfocita ne mjesto upale (42). Oni se izrazavaju u visokoj
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koncentraciji na povrSini endotela te stimuliraju porast afiniteta integrina, druge vrste

adhezijskih molekula na leukocitima, za njihove ligande na endotelu (Slika 2.).

I Aktivacija integrina Stabilna Migracija kroz
Kotrljanje T —- d

ja endotel
Leukocit kemokinima

integrin (stanje niskog
sfiniteta)

Protok krvi

Proteoglikan
()
L) e Kemokini
Citokini Q
(TNF, IL-1) y,
Makrofag stimuliran
mikroorganizmima Fibrin ifibronektin [izvanstanitna tvar)

Slika 2. Slijed dogadaja pri migraciji leukocita iz krvi na mjesto infekcije. Preuzeto i
prevedeno od Abbas i sur. Basic immunology: Functions and disorders of the immune system

1).

Kada se integrini ¢vrsto vezu za svoje ligande na endotelu, prestaje kotrljanje, a

stanice leukocita reorganiziraju se i prosire po povrsini endotela .

Sljedec¢i korak je stimulacija kretanja leukocita od strane kemokina. Leukociti po¢nu migrirati

izmedu entodelnih stanica do mjesta oSte¢enja, odnosno infekcije (41).

Osim cirkuliraju¢ih proteina, na mjesto oSte¢enja dolaze i proteini komplementa.
Aktivacija komplementa moZe imati vaznu posrednicku ulogu u regrutiranju neutrofila i
monocita u oSteceni miokard (43). Nastaju i reaktivni kisikovi spojevi (ROS, od engl. reactive

oxygen species), uglavnom od strane neutrofila i molekularnih obrazaca povezanih s
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ostecenjem tkiva (DAMP, od engl. damage-associated molecular patterns) koji su ligandi za
receptore poput receptora slicnih Toll-u (TLR, od engl. Toll-like receptor) i receptor za
glikacijske produkte, RAGE (od engl. receptor for advanced glycation end products).
Odgovori na DAMP omogucuju eliminaciju oStecenih stanica i pocetak cijeljenja tkiva te su
oni razlog zasto se prirodeni odgovori javljaju ¢ak 1 nakon sterilne ozljede kao S$to je infarkt
miokarda (41). TLR i RAGE putevi pokrecu transkripciju proupalnih citokina i kemokina u
leukocitima, krvozilnim stanicama i fibroblastima (44). HMGBI1 protein (od engl. high
mobility group box 1 protein), odnosno protein visoke pokretljivosti skupine 1, otpustaju
nekroticne stanice, ali i aktivirane imunoloske stanice (45, 46). Ovaj je protein kljuc¢ni
inicijator upale, a veze se za TLR-ove i RAGE. Takoder utjece i na cijeljenje tkiva na nacin
da pretvara makrofage u fenotip koji djeluje zacjeljujuce, potice aktivaciju matic¢nih stanica te

neoangiogenezu (47).

Kao i1 kod drugih oStecenja, glavni citokin koji posreduje protuupalni odgovor nakon
akutnoga infarkta miokarda je interleukin 1 (IL-1) te se on oslobada iz oStecenih
kardiomiocita. Pokazalo se da i genetska i farmakoloSka inhibicija IL-1 smanjuje veli¢inu

infarkta miokarda te sprje¢ava negativnu pregradnju lijevoga ventrikula (48, 49).

Kao jo§ jedan vazan citokin kod infarkta miokarda, pokazao se IL-6. On ima
proupalnu i protuupalnu ulogu (50). Pokazano je da su poviSene razine cirkulirajuéega IL-6
povezane s akutnim koronarnim sindromima (51). No Mendelianove randomizirane studije
pokazale su da genetski polimorfizmi u signalnom putu IL-6 rezultiraju nizim razinama
visoko osjetljivoga C-reaktivnoga proteina (hs-CRP) i smanjenim kardiovaskularnim rizikom
(52). Genetska ili farmakoloska modulacija IL-6 u eksperimentalnom okruZenju akutnoga

infarkta miokarda dala je kontroverzne rezultate.

Dakle, imunoloski odgovor na infarkt miokarda vrlo je slozen te se sastoji od vise
razlicitih ,,igraca® ¢ije se uloge mijenjaju ovisno u kojoj se reparativnoj fazi nalazi miokard,

proupalnoj ili protuupalnoj (42).
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1.1.8 Vino i infarkt miokarda

Odavno je dokazano da kvaliteta vina ovisi 0 njegovim brojnim sastojcima, vrsti
grozda iz kojega je proizveden te prisustvu odnosno odsustvu i koli¢ini upotrjebljenih
kemikalija. Prema svom sastavu vino je vrlo sloZen napitak. Sadrzi vodu, alkohol (etanol),
estere, aldehide i ketone te organske kiseline (vinska, jabu¢na, mlije¢na). Vino takoder sadrzi

1 sastavnice odgovorne za aromu poput Secera, fenola, minerala, vitamina i lipida.

Jednostavni fenoli spojevi su koji sadrze aromatski prsten i jednu ili viSe hidroksilnih
skupina. Polifenoli su spojevi koji sadrze vise fenolnih prstenova u strukturi (53). Fenolni
spojevi su uvijek prisutni i oni znacajno doprinose boji, okusu, gor¢ini i adstringentnosti
kona¢noga proizvoda. Pored njihove izravne uloge, fenolni spojevi takoder mogu pridonijeti
osjetilnim 1 kemijskim kvalitetama vina zbog njihove interakcije s drugim spojevima,
primjerice proteinima i polisaharidima. Na fenolni sastav vina utjecu tri faktora; priroda,
odnosno sorta grozda, njegov stupanj sazrijevanja, priroda tla i klima te tehnike vinifikacije i
starost vina (54). Fenoli takoder predstavljaju kljucni konzervans vina i osnovu dugoga
starenja. Fenoli su spojevi koji lako oksidiraju i zbog njih vino postaje smede ukoliko je
izlozeno zraku. Spojevi koji se lako i brzo oksidiraju u pravilu su dobri antioksidansi §to
takoder vrijedi 1 za vino. Vinski fenoli uklju¢uju neflavonoide; hidroksicinamate,

hidroksibenzoate 1 stilbene te flavonoide; flavanole, flavonole 1 antocijanidine (53).

Interes za fenolne spojeve u vinu povecao se u posljednjih nekoliko godina zbog

njihovoga potencijalno korisnoga djelovanja na ljudsko zdravlje.

Bijela se vina obi¢no prave iz tekucega dijela soka od grozda, bez doticaja sa
sjemenkama i pokozicom, §to je glavni razlog relativno niskoga udjela polifenola u bijelim
vinima u usporedbi s crnim vinima (54). Flavonoidi se uglavnom nalaze u sjemenkama i
pokozici grozda pa ih iz toga razloga nema toliko u bijelom vinu. Od neflavonoidnih spojeva,
hidroksicinamati su najbitniji fenoli u bijelom vinu. Oni prvi podlijeZzu oksidaciji i poti¢u
tamnjenje bijeloga vina, odnosno prelazak u smedu boju Sto obicno predstavlja problem.
Postoje tr1 glavna hidroksicinamata u grozdu i vinu koja se temelje na kafeinskoj,
kumarinskoj i ferulinskoj kiselini. Ovih jednostavnih hidroksicinamic¢nih kiselina nema u

grozdu, ve¢ ove kiseline postoje kao esteri vinske kiseline.
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Slika 3. Kafeinska, kumarinska i feruli¢na kiselina kao esteri vinske kiseline. Preuzeto

1 prevedeno od Waterhouse AL. Wine Phenolics (53).

Koristi umjerene konzumacije alkohola za oporavak, odnosno prezivljavanje nakon
infarkta miokarda dokazane su u vise razlicitih studija. U vecini dosad provedenih studija
vezanih za zaStitu 1 oporavak miokarda, bilo je koriSteno crno vino zbog visokoga sadrzaja
antioksidansa, posebice polifenola (55). Crno vino 1 njegove komponente Stite miokard od
ishemijskoga oStecenja (56). Polifenoli iz vina povecavaju razinu HDL kolesterola u krvi, a
istovremeno sprjecavaju podizanje razine LDL kolesterola, a time i njegovu oksidaciju ¢ime
se prevenira nastanak masnih plakova (57). S druge strane, sve je viSe dokaza da se korist

bijeloga vina na zdravlje temelji upravo na djelovanju polifenola. Komponente bijeloga vina,
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poput hidroksicinaminskih kiselina (kafeinska kiselina) i monofenola (tirozol), imaju
antioksidacijska svojstva $to rezultira viSestrukim korisnim kardiovaskularnim uc¢incima (55).
Tirozol pokazuje protuupalno, antiapoptotsko i antioksidativno djelovanje (58). Prema
istrazivanju Bertellija 1 suradnika iz 2002. godine, tirozol i kafeinska kiselina, kao sastavnice
bijeloga vina mogu inhibirati odredene upalne citokine poput IL-1 beta i IL-6. Niske
koncentracije ovih fenola, koje se mogu na¢i u krvotoku nakon umjerene konzumacije

bijeloga vina, znacajno inhibiraju oslobadanje nekoliko upalnih citokina (59).

1.2 Biljeg CD44

1.2.1 Grada i distribucija u tkivima

CD44 je transmembranski glikoprotein. Kodiran je jednim genom na kromosomskom
lokusu 11p13 (60, 61). CD44 je izrazen posvuda u ljudskom organizmu te ima molekulsku
masu od 85 do 200 kDa (61). Njegove primarne domene su izvanstrani¢na, transmembranska
1 unutarstani¢na/citoplazmatska domena (61). Izvanstani¢na domena ulazi u interakciju s
vanjskim mikrookoliSem (60), transmembranska domena osigurava put za interakciju s ko-
faktorima i adaptivnim proteinima (60, 63), a unutarstanicna domena djeluje na nuklearnu

lokalizaciju i transkripcijsko posredovanje (64, 63).

Domena za koju se veze ligand

B Promjenjiva domena

A

\

Y X X

000, js0c0e 009 Transmembranska domena
uhiil l”{)fﬁﬂﬂ{}” -
Stani¢na membrana \\"h\\\\u\\ “Ul [

I
O UG { Citoplazmatski rep

Slika 4. Grada CD44. Preuzeto, prevedeno i pojednostavljeno od Chen i sur. The

biology and role of CD44 in cancer progression: therapeutic implications (65).
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1.2.2 Izoforme

Zahvaljujuc¢i umetanju egzona na specifi¢nim mjestima unutar izvanstani¢ne domene
moguce je stvaranje raznih izoformi CD44 (66). Varijantne izoforme CD44 sadrze egzone 6-
15 spojene na razli¢itim mjestima izmedu egzona 5 i1 16 standardne izoforme (67, 68). Izrazaj

odredenih izoformi CD44 bitan je za progresiju odredenih humanih tumora (69, 70).

1.2.3. Interakcija CD44 receptora s ligandima

CD44 ulazi u interakciju s mnogo razli¢itih liganada. Te su interakcije presudne za
mnoge njegove stani¢ne funkcije. Ligandi za CD44 su hijaluronska kiselina ili hijaluronan
(HA, engl. hyaluronic acid), osteoponin, kolageni i matriks metaloproteinaze (MMPs, engl.

matrix metalloproteinases) (67).

Hijaluronan je glikozaminoglikan koji je komponenta proteogikana izvanstani¢noga
matriksa. Smatra se glavnim ligandom za CD44 (71). Interakcije hijaluronana i CD44 bitne su
za oblikovanje stani¢noga rasta, razvoj, adheziju i migraciju (72) pa tako i za remodeliranje

miokarda nakon infarkta.

1.2.4 Funkcija

CD44 receptor posreduje migraciju, proliferaciju 1 prezivljavanje tumorskih stanica
putem signalizacije posredovane hijaluronanom (73 — 78). Kako bi se tumor mogao S§iriti 1
migrirati u udaljene organe, potrebno je stvaranje novih krvnih Zila, odnosno angiogeneza.
Dosadasnje studije su identificirale CD44 na endotelnim stanicama (79, 80) te on kontrolira

stvaranje krvnih zila (81, 82).

CD44 djeluje i kao transkripcijski faktor. CD44 se moze podvrgnuti sekvencionalnoj,
proteolitickoj obradi ¢ime se otcjepljuje njegova unutarstani¢na domena CD44—ICD (od engl.
intracellular domain). CD44-ICD translocira se u jezgru 1 aktivira transkripciju gena. Postoji
moguénost da je ICD glavni modulator metastaziranja karcinoma, Sto ukazuje da CD44

posreduje metastaziranje (71).
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2 CILJEVIIHIPOTEZE
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2.1 Ciljeviistrazivanja
U perifernoj krvi nakon infarkta miokarda Stakora koji su Cetiri tjedna konzumirali bijelo

vino (W, od engl. wine) ili samo vodu (C, od engl. control), odrediti:

1. postotak subpopulacije velikih monocita

2. izrazaj CD44 na velikim monocitima.

2.2 Hipoteze

Konzumacija bijeloga vina kroz Cetiri tjedna, smanjit Ce:

1. postotak velikih monocita

2. izrazaj CD44 na velikim monocitima.
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3 MATERIJALI I METODE
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3.1 Pokusne Zivotinje

Pokuse na muzjacima Stakora soja Sprague Dawley odobrilo je Eticko povjerenstvo
Medicinskoga fakulteta SveuciliSta u Splitu (dokument br. 2181-198-03-04-13-0042) kao i
Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede (dokument br. 525-
10/0255-16-7). Stakori su uzgajani prema ,Vodi¢ za njegu i upotrebu laboratorijskih
zivotinja” (NIH, Bethesda, SAD, 1985.) u kontroliranim uvjetima (temperatura, 22+2°C;
raspored svjetla, 14 sati svjetlo i 10 sati mrak) u Nastambi za pokusne Zivotinje Sveucilita u
Splitu, hraneé¢i se standardnom hranom s.r.t. Mucedola 3.9 kcal/g ad libitum (Settimo

Milanese, Milano, Italija).
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3.2 Ustroj istraZivanja

Sprague Dawley muZjaci

— T

Skupina W (n=9) Skupina C (n=9)
v v
Vino i voda (28 dana) Voda
v v
Infarkt miokarda Infarkt miokarda

\ /

Uzorkovanje 24 sata nakon
infarkta miokarda

v

Proto¢na citometrija

!

Odredivanje biljega CD44 na
velikim monocitima

Slika 5. Hodogram istraZivanja.

Muzjaci Stakora Sprague Dawley randomizacijom su podijeljeni u dvije skupine s po 9
zivotinja; skupina koja pije vino i vodu odvojeno 28 dana pred operaciju (ispitna skupina, W)
te skupina koja pije samo vodu (kontrolna skupina, C). Skupina W imala je pristup vinu
tijekom 24 sata, a pristup vodi tijekom 6 sati. Svjeza voda (50 mL) stavljana je u kaveze

svakoga jutra u 9:00 sati u specijalne pojilice, a u 15:00 sati je mjeren volumen popijene vode
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1 vina. Potom je voda uklanjana do sljedecega jutra, a u pojilicu je dodano 30 mL bijeloga
vina (,,Grasevina Krauthaker vintage 2015.“). Na osnovi svakodnevnoga mjerenja u 15:00

sati, Stakori su prosje¢no konzumirali 10+1 mL vina.

Zivotinje su pred izazivanje infarkta miokarda izvagane kako bi se izratunala
optimalna doza smjese anestetika Ketaminola (Ketaminol 10, 1,2 ml/kg, Intervet
International, Nizozemska) i Ksilazina (Xylapan, 0,4 ml/kg, Vetoquintol, Svicarska) prema
tablici koja se koristi pri Laboratoriju za neurokardiologiju. MjeSavina anestetika injektirana
je u desni straznji miSiéni odjeljak natkoljenice. Pomocu arterijskih katetera 16 G i 17 G
provedena je endotrahealna intubacija. Snimljeni su i kontrolni EKG-i (Cardioline Delta 1,
Beltsville, Maryland, SAD).

Zivotinja je bila priklju¢ena na respirator (SAR 830, CWE Inc, SAD) namjesten na 59
udisaja/min. Nakon gornje medijalne laparotomije, pomocu kirurSkoga mikroskopa (Leica,
M520 MC1, Svicarska), napravljen je sredi$nji rez prednje polovice dijafragme, potom je
podvezana lijeva prednja silazna koronarna arterija (sa 7,0 neresorbiraju¢im koncem) oko 2
mm od ruba uske lijeve pretkomore. Boja povrSine lijeve komore trenutno se mijenjala
(bljedilo) i Sirila do vrha srca.

Potom je Zivotinja bila skinuta s respiratora te nakon zasivanja trbusnoga zida i koze
prebacena u novi kavez. Sve su Zivotinje postoperativno pra¢ene. EKG snimanjem potvrdena

je dijagnoza infarkta miokarda. Prezivjele Zivotinje Zrtvovane su nakon 24 sata.

3.3 Protocna citometrija

Krv je uzorkovana iz srca u epruvetu s EDTA antikoagulansom. Prije dodavanja
protutijela na CD44 100 mikrolitara pune krvi obradeno je protutijelom na Fc receptore
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka) kako bi se sprijecila kasnija
nespecificna vezanja CD44 na Fc receptore. Potom je dodano protutijelo na CD44
(konjugirano s kromogenom FITC; BD Pharmingen) te je uzorak inkubiran 20 minuta u
mraku, na sobnoj temperaturi. Nakon lize eritrocita pomocu otopine za lizu (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka), fluorescencija FITC kromogena vezanoga za CD44
monocita obojenih uzorka izmjerena je pomocu BD Accuri C6 (BD Biosciences, Belgija)
protocnoga citometra (92). Kao negativna kontrola za postavljanje odgovarajucega

pozitivnoga podrucja koristeni su neobojeni uzorci.
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3.4 Obrada podataka
Fluorescencija pojedina¢nih leukocita prikazuje se u citogramima s koordinatnim

osima FSC (prednje rasprSenje, engl. forward scatter)/SSC (postrani¢no rasprsenje, engl. side
scatter). FSC parametar priblizno je proporcionalan promjeru, a SSC parametar ukazuje na
granuliranost stanice. Na citogramu ljudskih nepobudenih leukocita, limfociti (R1) pojavljuju
se prije monocita (R2) uz os x jer su limfociti manje stanice od monocita. Limfociti i monociti
pojavljuju se prije granulocita (R3) uz os y jer limfociti i monociti imaju manju

unutarstani¢nu zrnatost (granulaciju) u odnosu na granulocite.

S -Height

FSC-Height

Slika 6. Citogram ljudskih leukocita
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Kod upalne aktivacije monocita oni mogu biti povecani jer su prepunjeni
sekretornim mjeSinicama koje dovode upalne biljege na njihovu povrsinu (83, 84).

Veliki monociti zapaZeni su kod istraZivanja infarkta miokarda kako je prikazano na
slici 7. (85) te je u ovom diplomskom radu istrazivan postotak upravo te subpopulacije,
pozitivne na biljeg CD44 kod skupine koja je pila vino. Uz postotak CD44+ velikih monocita,

odredivan je i prosjecni izrazaj CD44 po jednom velikom monocitu.

55C

F5C

Slika 7. Reprezentativna podrucja velikih monocita kod neoperiranih (A) i operiranih Stakora
koji su pili samo vodu (B). Kod neoperiranih Stakora poticaj aktiviranja monocita je

zanemariv.
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Prosjecni izrazaj biljega CD44 po jednoj stanici odreden je parametrom medijan
intenziteta fluorescencije. Postavljanje odgovaraju¢ega pozitivnoga podrucja CDA44

postignuto je eliminacijom signala neobojenih stanica kao negativnoga, prema slici 8.

Neobojene stanice Imunobojenje s anti-CD44-FITC
107} R9{!'J.32% R10 0,00% W? R9 El‘l.16% R10 0,15%
108 3 mﬂ:
1053 105';
1043 m-.z'é
103- P
af%;lés.m% R110,61% R11 40.99%

Y al
3 a 5 8 - T T u Y ey
] 10 10 10 10 10 o 103 104 105 106 10:"

Slika 8. Postavljena granica u odnosu na neobojene stanice (kod 3.10° logaritamske skale na

osi x) za stanice koje su imunobojene protutijelom na CD44.

3.5 Statisticka obrada

Za medusobno usporedivanje skupina, koriSten je Mann Whitney test unutar Past 3.X
softvera (Hammer, Harper and Ryan, 2001, University of Oslo, Norveska) sa znacajnoscu
postavljenom na P<0,05. Veli¢ina uzorka izracunata je na temelju Meadove jednadzbe

resursa.
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4 REZULTATI
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4.1 Postotak CD44+ velikih monocita

Veliki monociti Kontrolna skupina Ispitivana skupina
Medijan IQR Medijan IQR
CD44+ 97,5 95-99,55 99,4 96,75-99,7

IQR- interkvartilni raspon (od engl. Interquartile Range)

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike. P >0,05 za vino vs. kontrolna skupina.

4.2 Izrazaj CD44+ na velikim monocitima

Omjer promjene izrazaja CD44 ispitne i kontrolne skupine prikazan je na slici 9.

porast ‘
u 9 —_—
odnosu A
A A
naC 4. I
(puta)
3. A
A
i ol
14 ;'_"
v v’
O I 1

Slika 9. Izrazaj CD44 na velikim monocitima W skupine u odnosu na kontrolnu C skupinu.

Medijan intenziteta fluorescencije (MFI) predstavljen je kao omjer promjene u odnosu na
kontrolu.

*#kP<0,001.
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Izrazaj CD44 na velikim monocitima Stakora koji su pili vino (W) bio je povecan 3,9
puta (P<0,001) u odnosu na skupinu koja je pila samo vodu (C). Interval pouzdanosti CI

(engl. confidence interval) bio je od 2,28 do 4,82.
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5 RASPRAVA
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Cilj ove studije bio je procijeniti utjecaj Cetverotjedne, umjerene konzumacije
bijeloga vina na izrazaj upalnoga markera CD44 na velikim monocitma, 24 sata nakon
kirurski izazvanoga infarkta miokarda. Veliki su monociti ve¢ega promjera i granuliranosti u
odnosu na uobiCajene monocite. Povecani su zbog svoje prepunjenosti sekretornim
mjeSinicama, koje pupaju iz Golgija, gdje se odvija posttranslacijska modifikacija upalnih
biljega, a potom njihova ugradnja u plazma membranu (83, 84).

Glavna uloga imunoloSkoga sustava je odgovor na ozljedu i1 infekciju. Urodeni
imunoloski sustav, koji prvi reagira, sastoji se od stanica mijeloidne loze koje ukljucuju
monocite i neutrofile. Tijekom ozljeda, ove se stanice brzo akumuliraju kako bi eliminirale
mrtvo ili umiruée tkivo. Zivotinjski modeli ukazuju na to da monociti upravljaju
zapocinjanjem i zakljucenjem upale, kao 1 procesom cijeljenja nakon infarkta miokarda (86).
Odmah nakon infarkta miokarda i pojave ishemije, dolazi do njihova prodiranja na mjesto

oStecenja, kao i neutrofila i limfocita (87).

Postinfarktna upala aktivan je proces koji zahtijeva aktivaciju viSestrukih inhibicijskih
puteva. Pravovremeno rjeSavanje upale nakon infarkta miokarda zahtijeva koordinirano
djelovanje nekoliko razli¢itih vrsta stanica i ukljucuje sudjelovanje izvanstanicnoga matriksa.
Dokazi sugeriraju da neutrofili, mononuklearne stanice, endotelne stanice i periciti doprinose
suzbijanju 1 razrjeSavanju upalne reakcije; StoviSe, promjene u sastavu izvanstanicnoga
matriksa takoder sudjeluju u potiskivanju upalnih signala (88). U ovom istrazivanju, izabran
je vremenski okvir od 24 sata nakon infarkta jer se znacajna miocitoza javlja tek nakon 24

sata (89).

Imunohistokemijska ispitivanja na miSevima, pokazala su da je CD44 uglavnom
lokaliziran na infiltrirajuim stanicama nakon 24 sata reperfuzije. Nakon 3 do 7 dana
reperfuzije CD44 je izrazito induciran u miokardu koji je dozivio infarkt i to na makrofagima,
miofibroblastima te endotelnim stanicama. Dokazano je da miSevi kod kojih je izbacen gen za

CD44 imaju produljenu infiltraciju upalnim leukocitima (90).

Nakon ozljede, odnosno infarkta miokarda, prvo reagiraju akutne upalne stanice. Ovom
odgovoru prethodi taloZenje hijaluronata. Vezanjem hijaluronata dolazi do nakupljanja
upalnih stanica, a CD44 modulira izgled stanica. Pojacana sinteza hijaluronata u ozlijedenim
stanicama moze biti jedan od izvora hijaluronata koji je uklju¢en u mehanizam privlacenja
upalnih stanica. Enzim mijeloperoksidaze, koji je povezan sa neutrofilima u ranoj upali,

dovodi do razgradnje hijaluronata ¢ime se stvaraju slobodni radikali. No, neutrofili imaju
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kratak poluzivot od 6 do 7 sati te potom nestaju iz rane. Mononuklearne stanice (limfociti i
monociti), dolaze na mjesto rane dok neutrofili nestaju. Monociti takoder sadrze
mijeloperoksidazu, ali samo jednu tre¢inu od razine koju sadrze neutrofili. Kako monociti
sazrijevaju u makrofage, ovaj se enzim gubi. Monocit, odnosno makrofag, glavna je stanica
cijeloga odgovora u cijeljenju rana. Ako je rana sterilna, poput one u infarktu miokarda, cijeli
se proces moze odvijati bez neutrofila, ali u nedostatku makrofaga, proces zacjeljivanja rane
prestaje. Isto tako, hijaluronat je posrednik izmedu izvanstani¢noga matriksa rane i dolaznih
upalnih stanica. Hijaluronat sintetiziran u oSte¢enim endotelnim stanicama, brzo se cijepa.
Hijaluronat, niske molekulske mase, visoko je angiogen te osigurava opskrbu krvlju i

cijeljenje (91).

Uloga monocitnoga CD44 klju¢na je nakon Sto stanice produ endotelnu barijeru te dode
do vezanja i medudjelovanja s hijaluronatom izvanstanicnoga matriksa. Kod miSeva s
izbaCenim genom za CD44 dolazi do povecanoga izrazaja proupalnih citokina u miokardu

zahvac¢enom infarktom.

Dobro je poznato da infarkt miokarda uniStava mrezu hijaluronata u izvanstani¢cnom
matriksu (90), a hijaluronat je vrlo bitan za odrZzavanje strukture tkiva i1 regulaciju upale (92).
Tijekom prvih 1-2 tjedana nakon infarkta miokarda, vazan je proces razgradnje
vezanja hijaluronata izvanstanicnoga matriksa i monocitnoga CD44, monociti su potaknuti na
lucenje citokina koji stimuliraju proliferaciju fibroblasta (94). Odredena populacija fibroblasta
predodredena je da postane populacijom miofibroblasta koja poCinje izrazavati aktin i miozin
glatkih misi¢a(91). Miofibroblasti sintetiziraju kolagen i hijaluronat koji se zatim izlucuju u
izvanstani¢ni matriks te se postize remodeliranje sr¢anoga tkiva. Presudna uloga CD44
dokazana je i pokusima s anti-CD44 (94). Naime, sprjeCavanje medudjelovanja CD44 i

hijaluronata otezava cijeljenje sr¢anoga tkiva.

Ovo je istrazivanje bilo fokusirano na CD44+ subpopulaciju velikih monocita. Kod
Stakora koji su pili vino, doSlo je do upecatljivoga porasta izrazaja CD44 na monocitima.
Izrazaj CD44 na svakom velikom monocitu bio je Cetverostruko vec¢i u odnosu na kontrolu

koja je pila samo vodu §to je karakteristican nalaz uzrokovan konzumacijom bijeloga vina.

Vrlo je malo istrazivanja in vitro modela infarkta miokarda kod kojih se istrazuje uc¢inak

bijelih vina. Iako su bijela vina siromasnija polifenolima u odnosu na crna vina, u mnogim se

34



zemljama, pa tako i u Hrvatskoj, konzumiraju viSe nego crna vina. Iz toga razloga, vrlo je

zanimljivo prouciti njihovo potencijalno korisno djelovanje.

Unato¢ karakteristicnom nalazu ove studije, moramo biti svjesni i njezinih ograni¢enja. S
obzirom na to da tijekom istrazivanja nisu izolirani pojedini neflavonoidi iz koriStenoga
bijeloga vina te nije ispitan njihov pojedinacni utjecaj, ne moze se reci koja je komponenta
vina odgovorna za zapazene ucinke. Svakako treba spomenuti da je bijelo vino relativno

bogato neflavonoidnim spojevima, od kojih su najznac¢ajniji hidroksicinamati.

Ogranicenje ove studije, takoder je problem translacije rezultata na ljude. Istrazivanje je
provedeno na muzjacima zdravih, odraslih Stakora, neposredno nakon njihove spolne zrelosti,
a infarkt miokarda kod ljudi ¢eS¢e se javlja u starijoj zivotnoj dobi te je popraceno i raznim

drugim zdravstvenim problemima.

Znacajan utjecaj vina zapaZen u ovoj studiji, svakako je dobar poticaj za nastavak

istrazivanja.
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6 ZAKLJUCCI

36



Konzumacija vina prije infarkta miokarda nije utjecala na postotak CD44+ velikih
monocita 24h nakon infarkta.
Konzumacija vina prije infarkta miokarda izazvala je Cetverostruko povecanje izrazaja

CD44 na velikim monocitima 24h nakon infarkta.
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8 SAZETAK

47



Cilj ovoga istrazivanja bio je odrediti postotak subpopulacije velikih monocita i izrazaj
CD44 na velikim monocitima u perifernoj krvi nakon infarkta miokarda Stakora koji su 4
tjedna konzumirali bijelo vino ili vodu. Pokusi su izvedeni na muzjacima Stakora soja Sprague
Dawley koji su randomizacijom podijeljeni u dvije skupine (ispitnu i kontrolnu) s po 9
zivotinja. Ispitna skupina pila je 28 dana vodu i vino, a kontrolna skupina samo vodu. Nakon
28 dana, zivotinjama je izazvan infarkt miokarda, a 24 sata nakon je uzorkovana njihova krv.
Krv je analizirana metodom proto¢ne citometrije, a rezultati su usporedeni s rezultatima

kontrolne skupine.

Konzumacija bijeloga vina nije utjecala na postotak subpopulacije velikih monocita no
dovela je do Cetverostrukoga povecanja izrazaja CD44 na njima. CD44 potice protuupalno
djelovanje te takoder sudjeluje u transformacij fibroblasta u miofibroblaste i zbog toga njegov

pojacan izrazaj otkriva mogucéi povoljan utjecaj vina na mehanizme cijeljenja sr¢anoga tkiva.
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9 SUMMARY
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The aim of this study was to determine the percentage of large monocyte
subpopulation and CD44 expression on large monocytes in peripheral blood after myocardial
infarction in rats that consumed white wine or water for 4 weeks. The experiments were
performed on male Sprague Dawley rats that were randomly divided into two groups of 9
animals each. One group, the test group, drank water and wine for 28 days, and the other
group, the control group, drank only water. After 28 days, we induced a myocardial infarction
in animals and 24 hours later their blood was sampled. Blood was analyzed by flow

cytometry, and the results were compared with the results of the control group.

Consumption of white wine did not affect the percentage of subpopulation of large
monocytes but led to a fourfold increase in CD44 expression on them. CD44 stimulates anti-
inflammatory activity and also participates in the transformation of fibroblasts into
myofibroblasts and therefore its enhanced expression reveals the possible beneficial effect of

wine on the healing mechanisms of cardiac tissue.
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