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1. UVOD



1.1. Patogeneza sréanog infarkta

Akutni infarkt miokarda najcesce je uzrokovan stvaranjem tromba u epikardijalnim
arterijama srca koje opskrbljuju odredeno podrucje sr¢anog misi¢a, uslijed ¢ega dolazi do

smanjenja ili potpunog prekida protoka krvi kroz taj dio srca, odnosno ishemije (1).

Nastupom ishemije, dolazi do niza promjena, od kojih je vec¢ina povezana s dva glavna
ucinka ishemije: smanjenjem opskrbe kisikom (hipoksija) i1 nakupljanjem produkata
anaerobnog metabolizma. Rezerva kisika, koja je prisutna kao oksihemoglobin u kapilarama i
kao oksimioglobin u miocitima, iscrpljuje se nakon 8 do 10 sekundi (2). S obzirom na to da se
sr¢ane kontrakcije moraju odvijati neprekidno, zahtijevaju¢i ogromne koli¢ine energije za
optimalnu funkciju (3), te da se potreba za ATP-om moze nadomjestiti samo aerobnim
metabolizmom, nedostatak opskrbe kisikom dovodi do smanjenja unutarsréanog ATP-a, ¢ineci

miokard vrlo osjetljivim na ishemiju (4).

Nedostatak ATP-a odrazava se na miozin ATP-azu miofibrila, Na/K pumpu, kalcijsku
ATP-azu na sarkolemi i sarkoplazmatskom retikulumu te druge ATP-aze. Posljedi¢no tome,
uskoro dolazi do prekida u¢inkovitih kontrakeija u miocitima koji su pogodeni ishemijom (2),
¢emu pridonosi i smanjenje unutarstanicnog pH zbog nakupljanja produkata anaerobne
glikolize koji smanjuju kontraktilnost. Osim djelovanja na kontraktilnost, snizenje pH
pospjesuje ulazak natrija u stanicu putem Na/H crpke (4). Taj proces, zajedno s opcenitim
poviSenjem katabolita u stanici, dovodi do povecanja unutarstani¢éne osmolalnosti te bubrenja
stanice. Kao odgovor na to, dolazi do pojacanog izlaska kalija iz stanice, §to je osnova za rane

elektrokardiografske promjene 1 mogucu aritmogenezu (2).

Gledano vremenski, istraZivanja pokazuju da do prekida kontrakcija u infarciranom
podrucju dolazi nekoliko minuta nakon ishemije, a prate ga bubrenje stanice 1 ruptura
unutarstani¢nih mikrostruktura u vremenu od 15 do 30 minuta (4). lako stanice postaju
akontraktilne, joS uvijek nije doSlo do stani¢ne smrti, te je ta promjena reverzibilna, ukoliko se
arterijski protok uspostavi tijekom prvih 15 minuta od nastanka ishemije. Taj period se
oznacava kao reverzibilna faza ishemijske ozljede. Znakovi ireverziblnih promjena pojavljuju
se urasponu od 40 do 60 minuta od nastupa ishemije te ukljucuju: smanjenje koli¢ine glikogena,
marginalizaciju jezgrinog kromatina, edem mitohondrija s nakupljanjem amorfnih precipitata

u njegovom matriksu te pukotine u stanicnoj membrani.



Iako nije poznat tocan i jedinstven mehanizam prelaska u ireverzibilnu fazu, smatra se
da su znacajan pad visokoenergetskih fosfata, nakupljanje nukleotida i teZe oste¢enje sarkoleme
objektivni znakovi prisustnosti ireverzibilne promjene (5). Mehanizmi stani¢ne smrti koji se
pritom dogadaju su nekroza i apoptoza. Apoptoza prevladava u rubovima ishemicnog podrucja
te neishemi¢nim dijelovima miokarda, dok nekroza prevladava u samoj zoni ishemije, Sto
dijelom odrazava i razlike u signalnim mehanizmima koji dovode do pojedinog mehanizma
stani¢ne smrti. Posljednja saznanja upuc¢uju na to da nekroza prevladava onda kad razina kalcija

u mitohondriju postane jako niska, isto kao i razina ATP-a u stanici (4).

Vaznost nekroze, kao stani¢ne smrti, je u Cinjenici da je ona okida¢ za jaku upalnu
reakciju koja dovodi do infiltracije infarkta aktiviranim leukocitima (6). Ta upalna reakcija
ujedno je 1 dio procesa cijeljenja infarkta te se izdvaja kao prva faza cijeljenja, obiljeZzena jakom
proteaznom aktivnosti i degradacijom matriksa te fagocitozom kojom se uklanja nekroticno
tkivo. Cijeljenje infarkta moze se podijeliti na tri faze koje se medusobno preklapaju: akutna

upalna faza, proliferacijska faza i maturacijska faza, odnosno faza sazrijevanja oziljka (7).

1.2. Cijeljenje sréanog infarkta

1.2.1. Akutna upalna faza

Kao posljedica infarkta, kako je ranije navedeno, dolazi do nekroze. Nekroticne stanice
1 oSteceni ekstracelularni matriks oslobadaju tvari koje se ponaSaju kao signali opasnosti,
odnosno DAMP-ovi (engl. danger-associated molecular patterns). U literaturi je opisano
nekoliko razli¢itih DAMP-ova koji aktiviraju upalnu kaskadu kod infarkta, a neki od njih su:
heat shock proteini, niskomolekularna hijaluronska kiselina, ATP, molekula DNA i mnogi
drugi. DAMP-ovi se vezu na receptore (engl. TLR - Toll like receptor) urodenog imunoloSkog
sustava na prezivjelim parenhimskim stanicama i to antigensko prepoznavanje je, uz aktivaciju
komplementa, temelj za aktivaciju kaskade upalnih posrednika, ukljuc¢ujuéi upalne citokine,

kemokine i adhezijske molekule (7).

Kisikovi radikali (engl. ROS - reactive oxygen species) takoder imaju vaznu ulogu kod
aktivacije upalnih signala jer poticu infiltraciju leukocita djelujuc¢i na sve korake regrutiranja
upalnih stanica: induciraju ekspresiju citokina 1 kemokina, poticu aktivaciju leukocitnih

integrina te induciraju sintezu adhezijskih molekula (8).



Neutrofili su prve upalne stanice koje infiltriraju ishemi¢no sréano tkivo, obi¢no u
rasponu od 6 do 24 sata od nastanka infarkta (9). Osim njihove glavne uloge u odstranjivanju
nekroti¢nog tkiva (10), oni odrzavaju inicijalni akutni upalni odgovor na infarkt, a odgovorni
su i za Sirenje upale na susjedna podrucja miokarda, §to predstavlja neutrofilima induciranu
ozljedu (9). Svojom degranulacijom oslobadaju proteaze te Sirok spektar upalnih ¢imbenika
(kemokina i citokina) i reaktivnih kisikovih radikala. Takoder, koordiniraju aktivaciju i funkciju
stanica prirodene 1 steCene imunosti, ukljucujuc¢i makrofage i limfocite (10). Pokazalo se da
povisena koli¢ina cirkuliraju¢ih neutrofila korelira s velicinom infarkta, funkcijom lijeve

klijetke te klini¢kim ishodima.

Nasuprot tome, smatra se da neutrofili ipak imaju i protektivnu ulogu u procesu
cijeljenja jer mogu usmjeriti razvoj makrofaga u reparativni fenotip (9). Takoder, utvrdilo se da
neutrofili, preko oslobadanja i ekspresije raznih medijatora te facilitacijom vlastite apoptoze,

imaju kriti¢nu ulogu u prijelazu iz upalne u proliferacijsku fazu cijeljenja sréanog infarkta (7).

1.1.1. Proliferacijska faza

Nakon akutne upalne faze, slijedi antiupalna, reparativna faza, od 4. do 7. dana nakon
infarkta, koja je uglavnom pracena antiupalnim makrofazima te je obiljeZena supresijom i

rezolucijom incijalnog upalnog odgovora, §to dopusta cijeljenje i pocetak formacije oziljka (9).

Formira se granulacijsko tkivo koje se sastoji od makrofaga, miofibroblasta, novih
krvnih zila te novonastalog ekstracelularnog matriksa (11). S obzirom na to da su iz podrucja
infarkta odstranjeni stani¢ni detritus 1 fragmenti matriksa, upalni odgovor se stiSava. Neutrofili
podlijeZu apoptozi i fagocitozi od strane makrofaga. Pojavljuju se medijatori koji suprimiraju
proupalne signale, od kojih su interleukin 10 (IL-10) 1 transformirajuci ¢cimbenik rasta (TGF-3)
najznacajniji.

Dolazi do infiltracije fibroblastima i1 endotelnim stanicama. Diferencijacija fibroblasta
u miofibroblaste koji sintetiziraju proteine matriksa 1 osiguravaju kontrakciju oziljka, a time
strukturnu stabilnost srca, jedna je od glavnih znacajki ove faze. Angiotenzin II i TGF-B su
vazni reparacijski medijatori, s obzirom na to da stimuliraju diferencijaciju fibroblasta u
miofibroblaste i1 potiCu sintezu kolagena. Proliferacija fibroblasta dovodi 1 do jake angiogeneze

koja osigurava kisik 1 nutrijente koji su vazni za oZiljak u cijeljenju (12).



U kontekstu neoangiogeneze, dolazi do poveéanja ekspresije vaskularnog endotelnog
¢imbenika rasta (VEGF) i receptora za VEGF, kao i PDGF-a (engl. platelet-derived growth
factor) u kasnijim fazama, koji je kljucan za sazrijevanje krvnih zila i implementaciju pericita
u stijenku krvne Zile. Osim fibroblasta i makrofaga, studije pokazuju vaznost uloge T-limfocita,
osobito pomo¢nickih T-limfocita i regulatornih T-limfocita, za poticanje cijeljenja, rezoluciju
upale te optimalno odlaganje kolagena i formaciju oziljka, na taj nacin limitirajuci Stetne u¢inke

remodelacije infarkta (7).

Zakljucno, za proliferacijsku fazu vazno je da se ukljuce antiupalni mehanizmi jer
izostanak stiSavanja upale, bilo vremenski ili prostorno, moze rezultirati ekstenzivnijom
remodelacijom, §to u konacnici moze pogodovati razvoju zatajenja srca u pacijenata koji
prebole infarkt (12). Buduca istraZivanja trebala bi odrediti koji su upalni mehanizmi
protektivni, a koji Stetni, te utvrditi reprezentativne biomarkere koji bi mogli odraziti specifi¢ne
promjene u upalnom odgovoru, §to bi moglo posluziti kao temelj za implementaciju

individualiziranog pristupa u terapiji (13).

1.3. Biljezi za pracenje cijeljenja infarkta

1.3.1. Aktin glatkog miSi¢ja kao marker miofibroblasta

Aktin glatkog miSi¢ja (engl. a-smooth muscle actin - aSMA) dio je obitelji proteina
aktina koja se kod sisavaca sastoji od viSe izoformi, od kojih su neke ubikvitarne, a druge se
razlikuju ovisno o vrsti miSi¢nog tkiva u kojem su prisutne (14). Dok je u zdravom srcu izraZaj
aSMA prisutan samo u stijenci krvnih Zila, brojne studije pokazale su prisustnost acSMA u

miofibroblastima tijekom cijeljenja infarkta miokarda (15).

Miofibroblasti su prvi put zabiljeZeni kao stanice vretenastog oblika u granulacijskom
tkivu (16). Njihov najbolje istrazen prekursor su fibroblasti, iako postoje dokazi da nastaju iz
drugih vrsta stanica (17). U cijeljenju infarkta prisutni su od 3. dana, a od 7. do 10. dana gube
proliferacijsku aktivnost i ekspresiju aSMA, §to implicira da te stanice, preko pracenja
ekspresije aSMA, mogu biti pokazatelj dinamike cijeljenja infarkta miokarda (18). Njihova
glavna uloga ostvaruje se u remodelaciji oziljka jer sintetiziraju proteine izvanstani¢nog
matriksa (slicnost s fibroblastima) te utjecu na kontraktilnost zbog citoskeletnih karakteristika

sli¢nih stanicama glatkog misi¢ja (17).



Upravo ta mehanicka uloga miofibroblasta, sposobnost kontrakcije oziljka, smatra se
kljuénom u prevenciji rupture i daljnje remodelacije klijetki, a istrazivanja pokazuju da je
ekspresija aSMA u pozitivnoj korelaciji s kontraktilnosti miofibroblasta. No, s druge strane,
pretjerana aktivacija miofibroblasta mogla bi dovesti do fibroze i1 posljedi¢ne disfunkcije srca
te je 1 za te stanice u kontekstu cijeljenja infarkta vazno da budu aktivne u to¢no odredenom i

ograni¢enom vremenskom periodu (19).

1.3.2. CD68 kao biljeg makrofaga

Makrofazi su vazna heterogena populacija stanica koja se funkcionalno moze podijeliti
ovisno o podrijetlu (iz koStane srzi ili Zzumanjéane vreée), odnosno o prostornoj
raspodijeljenosti, kao tkivni, odnosno makrofazi ili kao stanice u perifernoj krvi, monociti (20).
Biljeg koji se koristi za histokemijsku analizu i detekciju ovih stanica je CD68, tesko
glikozilirani glikoprotein, inace lizosomalni protein, sa sposobno$¢u prelaska na stani¢nu

povrsinu (21).

Kod ishemijske ozljede srca, makrofazi su klju¢an dio imunoloskog odgovora jer imaju
nekoliko vaznih funkcija u cijeljenju: fagocitoza mrtvih stanica, poticanje angiogeneze i
formiranje oziljka (22). Iako se prvotno isticala njihova uloga u procesu fagocitoze i destrukcije
tkiva, u novije vrijeme spoznala se 1 njihova reparativna uloga te vremenski bifazi¢an nastup
dviju razli¢itth subpopulacija tih stanica. U tom se kontekstu makrofazi dijele na
proinflamatorne (M1 subpopulacija), koji dominiraju od 1. do 4. dana nakon infarkta i sudjeluju
u otklanjanju nekroti¢nog detritusa, te reparativne (M2 subpopulacija), koji dominiraju tijekom

rezolucije upale, od 4. do 8. dana, 1 poticu reparaciju poticanjem angiogeneze i sinteze kolagena.

Upravo iz te podjele proizlazi jedno od objasnjenja uloge makrofaga u procesu
optimalnog cijeljenja, s obzirom na to da se u istraZivanjima pronalazila i pozitivna i negativna
korelacija izmedu broja makrofaga i u€¢inkovitosti cijeljenja. Sukladno tome, osim o optimalnoj
snazi upalnog odgovora posredovanog makrofazima i njihovoj ekspresiji u tkivu, pozitivan

i1shod cijeljenja uvelike ovisi 1 o pravovremenoj ekspresiji dviju subpopulacija tih stanica (23).



1.4. Vino i etanol kao kardioprotektivni ¢imbenici

Vino je vodena otopina sastavljena od niza kemijskih spojeva, poglavito alkohola, uz
prisutnost aldehida, estera, ketona, lipida, minerala, organskih kiselina, fenola, Secera i vitamina

(24).

Brojne studije dokazale su blagotvorne ucinke umjerene konzumacije alkohola na
zdravlje, posebice vina. Posebno se naglasava korist crnog vina za prevenciju kardiovaskularnih
bolesti, metaboli¢kog sindroma, kognitivnog propadanja, depresije i karcinoma. Sto se tice
kardiovaskularnog sustava, opazajna istrazivanja pokazala su pozitivan u¢inak na nezeljene
dogadaje i smrtnost u pacijenata s postoje¢om kardiovaskularnom bolesti, a intervencijska
istrazivanja utvrdila su kako umjerena konzumacija crnog vina snizava LDL kolesterol, kao i

postprandijalnu agregaciju trombocita 1 triglicerida (25).

Protektivni ucinci u veéini studija snaznije se pripisuju crnom vinu, zbog posebnosti
njegovih fitokemijskih komponenti, od kojih se kao jedna od znacajnijih izdvajaju polifenoli,
koji su viSe zastupljeni u crnom u odnosu na bijelo vino (26). Jedna od najistrazivanijih
polifenolskih komponenti, rezervatol, pokazuje snazne antioksidativne ucinke te smanjenje
morbiditeta 1 mortaliteta zbog kardiovaskularnih bolesti. Medutim, postoje kontroverze oko
¢injenice da se polifenoli opseZzno metaboliziraju tijekom apsorpcije u glukuronidirane,

sulfatirane i1 metilirane produkte za koje nisu dokazani protektivni uéinci.

Stovise, aktualna istrazivanja pokazuju da etanol doprinosi blagotvornim ugincima,
neovisno o vrsti alkoholnog pi¢a. Ti se ufinci najjasnije povezuju sa smanjenjem
kardiovaskularnog rizika od 30 do 35 %. No, gotovo sve studije pokazuju da se to odnosi na
blagu do umjerenu konzumaciju (jedno do dva pi¢a dnevno), dok tri do Cetiri pi¢a dnevno
predstavljaju poviSenje rizika. S obzirom na razlike u nastanku oStecenja jetre uzrokovanog
alkoholom, vezane za spol, smatra se da se povisenje smrtnosti dogada kod dnevnog unosa vise

od dva pica za Zene, te vise od tri za muskarce (27).

Sto se tice bijelog vina, njegove komponente su manje istrazene, no smatra se da je
vjerojatno siromasnije polifenolima od crnog vina, zbog nacina proizvodnje. Od poznatih
spojeva za koje su pokazani antioksidativni i1 antiupalni ucinci, izdvajaju se monofenoli kao §to

su tirozol 1 kafei€na kiselina (28).



Utjecaj bijelog vina na cijeljenje infarkta miokarda, iako jos uvijek nedovoljno istrazen,
ispitan je u nedavno objavljenom istrazivanju grupe autora s Medicinskog fakulteta u Splitu, u
kojem je pronadeno da prekondicioniranje standardnom i maceriranom grasevinom smanjuje
izrazaj monocitno-makrofagne loze u peri-infarktnim zonama srca 24 sata od infarkta
(P<0,001) (29). U kontekstu tog istrazivanja i dosadasnjih saznanja iz literature, nas cilj bio je
istraziti utjecaj bijelog vina na proliferacijsku fazu infarkta miokarda i usporediti taj ucinak s

etanolom.



2. CILJISTRAZIVANJA



Cilj

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj konzumacije vodene otopine etanola
1 bijelog vina na cijeljenje akutnog infarkta miokarda 4. dana od nastanka, u odnosu na
kontrolnu skupinu koja je konzumirala vodu. Fokus istrazivanja bio je ispitati dinamiku
cijeljenja proliferacijske faze akutnog infarkta miokarda kvalitativnom analizom, a
kvantitativnom analizom peri-infarktne zone ispitati izrazaj a-SMA kao markera miofibroblasta
1 CD68 kao markera makrofaga, te moguce razlike u izrazaju tih markera izmedu kontrolne i

pokusnih skupina.

Hipoteze

Izrazaj a-SMA kao markera miofibroblasta u peri-infarktnim zonama razlikovat ¢e se kod
skupina koje su konzumirale vino i vodenu otopinu etanola u usporedbi sa skupinom koja je
konzumirala vodu.

Izrazaj CD68 kao markera makrofaga u peri-infarktnim zonama bit ¢e manji 4. dana cijeljenja
infarkta miokarda u odnosu na 1. dan nakon infarkta.

Izrazaj CD68 u peri-infarktnim zonama bit ¢e razlicit kod skupine koja je konzumirala vino u

odnosu na kontrolnu skupinu.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Eti¢ka nacdela

Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske, Uprava za veterinarstvo i1 sigurnost
hrane, na temelju Clanka 21. Zakona o zastiti Zivotinja, donijelo je rjeSenje (Klasa: UP/I-322-
01/15-01/38, Ur.broj: 525-10/0255-16-7) kojim se odobrilo provodenje dijela glavnog projekta
koji se odnosi na eksperimentalno istrazivanje (prethodno obavljeno) iz kojeg su dobiveni
uzorci koji su temelj ovog diplomskog rada. Eticko povjerenstvo gore navedene institucije
temeljem c¢lanka 34. Zakona o zastiti zivotinja (Klasa: 322-01/15-01/853, UR. Broj 525-15-3)
i Poslovnika o radu etickog povjerenstva donijelo je pozitivno misljenje o provodenju i

znanstvenoj utemeljenosti projekta.

Za sva istrazivanja unutar glavnog projekta izneseno je i pozitivno misljenje Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu te je istrazivanje provedeno u skladu
sa smjernicama za rukovanje laboratorijskim Zivotinjama (European Communities Council
Directive 24.11.1986.). Svi postupci i eksperimentalni protokoli uskladeni su s ARRIVE

smjernicama 1 s Direktivom Europske Unije 2010/63/EU za pokuse na Zivotinjama.

3.2. Ustroj istrazivanja

Ovo istrazivanje je prospektivni, randomizirani pokus u kojem se procjenjuje utjecaj
prekondicioniranja bijelim vinom i vodenom otopinom etanola (volumne koncentracije 13%)

na razvoj infarkta miokarda u Stakora.

Istrazivanje je dio znanstveno-istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost pod
naslovom: Bioloski ucinci vina, utjecaj vinifikacijske tehnologije, dealkoholizacije 1 starenja
vina (Bio-wine), broj 8652. IstraZivanje je provedeno pri Medicinskom fakultetu Sveucilista u
Splitu, ustanovi koja je nositelj projekta. Koordinator 1 voditelj projekta je prof. dr. sc. Mladen

Boban.

Pokusi su bili provedeni u Nastambi za eksperimentalne Zivotinje SveuciliSta u Splitu,
auzorci istih su imunohistokemijski obradeni i kvantificirani u Laboratoriju za eksperimentalnu
neurokardiologiju, pri Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Splitu.
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3.3.Pokusne Zivotinje

U ovom istrazivanju koristeni su Sprague-Dawley Stakori (Rattus norwegicus) muskog
spola, starosti 9 — 11 tjedana, tjelesne mase 150 +/- grama na pocetku pokusa. Zivotinje su za
vrijeme trajanja pokusa boravile u Nastambi u kontroliranim uvjetima (primjerena vlaznost i
temperatura sobe, s 12-satnim izmjenama svjetla i tame). Hranjene su standardnom hranom za
Stakore (4RF21 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese, Italija). U svakom kavezu boravila je po

jedna zivotinja, a stelja im je mijenjana jednom tjedno.

U pokus je bilo uklju¢eno po 10 Zivotinja u svaku skupinu. Za potrebe ovog diplomskog

rada, odabrano je ukupno 9 Zivotinja i randomizirano u 3 skupine:

Voda
Etanol

Vino

3.4. Pokusno vino i vodena otopina etanola

Vino koje je koristeno, proizvedeno je od grozda sorte graSevina 2015. godine (13%
alkohola) iz Krauthaker vinarije iz Kutjeva, Hrvatska. Sorta grasevina je bijelo grozde s
podrucja srednje 1 isto¢ne Europe, ujedno 1 najraSirenija hrvatska sorta bijelog grozda. Vino je
bilo proizvedeno standardnim vinifikacijskim postupkom u kojem se tijekom fermentacije

uklanjaju kruti dijelovi groZzda od grozdanog soka.

Vodena otopina etanola pripravljala se u Laboratoriju za eksperimentalnu
neurokardiologiju na Medicinskom fakultetu u Splitu, tako Sto bi se volumen etanola poznate

koncentracije razrijedio volumenom vode da se dobije vodena otopina etanola (13%).
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3.5. Protokol pokusa

Pokus se odvijao na nacin da su se dnevno u pokus uvodile po dvije zivotinje te je za

svaku trajanje pokusa bilo 28 dana. Opis postupaka:

Skupina Voda pila je samo vodu koja je bila dostupna 24 sata. Svjeza voda (50 ml) prilagala se
u posebnoj pojilici svakog dana u 15:00 sati, a tada se mjerio volumen popijene vode u

prethodna 24 sata.

Skupina Vino imala je vino dostupno kroz 24 sata. Standardno vino ostavljalo se u koli¢ini od
30 ml svakog dana u 15:00 sati, kada se mjerio volumen popijenog vina u prethodna 24 sata.
Ovim skupinama se voda, u koli¢ini od 50 ml u posebnim bocicama, ostavljala svakog dana

ujutro u 9:00 sati 1 uklanjala u 15:00 sati, kada se mjerio volumen popijene vode kroz tih 6 sati.

Skupina Etanol imala je vodenu otopinu etanola (30 ml) dostupnu 24 sata. Otopina se prilagala
u posebnoj pojilici svakog dana u 15:00 sati, kada se mjerio volumen iste popijene u prethodna
24 sata. Voda se donosila svakog dana ujutro u 9:00 sati 1 uklanjala u 15:00 sati, kada se mjerio

volumen popijene vode u prethodnih 6 sati.

. Napitci su se pohranjivali u ozna¢enim bocama u hladnjaku na 4 °C.

. Zivotinje su se hranile ad libitum. Svakoj Zivotinji bila je dostupna jednaka koli¢ina hrane.
Hrana se stavljala jednom tjedno u 9:00 sati, u koli¢ini od 300 g, a tada se vagala masa preostale
hrane. Vaganje Zivotinja obavljalo se na poc¢etku uvodenja u pokus i svakih 7 dana nakon toga,

dakle jednom tjedno, u 15:00 sati.
Svaki postupak biljezio se u kartonu za pojedinu zivotinju koji se nalazio u prostoriji s

pokusnim Zivotinjama tijekom trajanja pokusa, a iznosio se kada je Zivotinja pristupala

kriruskom dijelu pokusa.
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3.6. Transdijafragmalni pristup na Stakorsko srce

3.6.1. Anestezija i priprema za operaciju

Prije samog postupka anesteziranja zivotinje, utvrdena je tocna tjelesna masa zbog
odredivanja optimalne doze anestetika prema tablici koja se koristi pri Laboratoriju za
eksperimentalnu neurokardiologiju. Kombinacija ketamina (Ketaminol 10, 1,4 ml/kg, Intervet
International, Nizozemska) i ksilazina (Xylapan, 0,6 ml/kg, Vetoquintol, Svicarska)
primijenjena je u straznju skupinu misi¢a desne natkoljenice Stakora.

Nakon anesteziranja, brija¢im aparatom i britvicom pripremljeno je operacijsko polje u
podru¢ju gornjeg abdomena, do 1 centimetar iznad ksifoidnog nastavka prsne kosti.
Endotrahealna intubacija provedena je arterijskim kateterima od 16 G 1 17 G. Nakon intubacije,
na zivotinje su se spajale elektrode te se snimao kontrolni EKG (Delta 1), nakon cega se

pristupilo izvodenju operacijskog zahvata.

3.6.2. Operacijski zahvat

Pristup koji je koriSten je transabdominalni pristup prednjoj interventrikularnoj grani
lijeve koronarne arterije (LAD - engl. Left anterior descending). Pomocu kirurSkog mikroskopa
(Leica, M520 MC1, Svicarska) medijano-sagitalnim rezom koZe i potkoZja, prikazu se misi¢i
trbusne stijenke. Prereze se linea alba te je peritonealna Supljina otvorena. Tupom disekcijom
oslobodi se ksifoidni nastavak prsne kosti ¢ijim se podizanjem prikaze donja povrSina oSita.

Postave se retraktori da se postigne bolji prikaz te se potom ucini incizija na oSitu u
medijanoj liniji, koja se proteze svojom 1/3 kroz tetivni dio oSita, a s ostale 2/3 kroz miSi¢ni
dio. Odmah po inciziji oSita, Zivotinja se spoji na respirator koji se postavi na 58 udisaja u
minuti 1 udisajni tlak do 14 cmH2O. Da bi se bolje prikazala prsna Supljina, u inciziju oSita se
postave retraktori te se incizija raSiri. Potom se pazljivo odljusti perikard da bi se jasnije
prikazala povrSina srca.

Polaziste LAD prikaZe se podizanjem lijeve aurikule, a smjeSteno je na polovici linije
izmedu lijeve aurikule i pocetka plu¢nog debla. Arterija nije vidljiva na povrsini srca, no vena

iznad nje se jasno prikazuje. Mjesto podvezivanja uvijek je isto te se nalazi u razini donjeg ruba

lijeve aurikule (otprilike 2-3 mm od pocetka krvne Zile).
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Za podvezivanje je koriSten neresorptivni, atraumatski konac, Prolene 8-0. Pri
podvezivanju, formira se trostruki ¢vor te se makroskopski promatra srce kako bi se uocilo
povrsinsko bljedilo, Sto je znak uspjesnog podvezivanja (Slika 1A). Nakon fotografiranja tog
prikaza, ukloni se retraktor kojim je rasiren osit te se oSit Siva neresorptivnim koncem, najcéesce

Prolene 7-0 ili 8-0, pocevsi od misi¢nog prema tetivnom dijelu.

Prije uc¢vrséivanja posljednjeg Sava, napravi se reekspanzija pluéa tako da se evakuira
preostali zrak iz prsisSta sukcijskom Spricom. Nakon toga, zivotinja se odvoji od respiratora te
krene samostalno disati nakon desetak sekundi. Trbusni zid se Siva jednostavnim produzenim
Savom, neresorptivnim koncem, a isto tako i koza. Provjere se kvaliteta Sava i moguce krvarenje
rane, pa se potom zivotinja prebacuje u svjeze pripremljen kavez. Nakon toga se prati
postoperativni oporavak tijekom 3 - 4 sata. Kao zadnji dio, snima se jo§ jedan EKG nalaz koji

potvrduje definitivnu dijagnozu infarkta.

3.7. Protokol pripreme rezova

72 sata nakon izvodenja kirurS§kog postupka i izazivanja infarkta, zivotinje su Zrtvovane.
Srca su eksplantirana te fiksirana standardnim postupkom u 4% paraformaldehidu, otopljenom
u 0.01 M fosfatnom puferu (engl. AbCam fixation protocol for IHC). Poslije tri dana fiksiranja,
srca su isprana PBS-om te makroskopski fotografirana (Canon PowerShot A480, Canon, Japan,
Slika 1B) i izrezana po horizontalnoj ravnini u tri dijela. Prvi rez izvodio se 2 mm ispod donjeg

ruba lijeve aurikule, a drugi rez 4 mm ispod prvog reza (Slika 1C).

Od tako dobivena 3 dijela, srednji dio koristio se za uklapanje u parafinske blokove i
analizu uzoraka. Proces uklapanja srca odvijao se najprije dehidriranjem uzoraka u uzlaznom
gradijentu alkohola, potom ispiranjem u ksilolu te uklapanjem u parafinske blokove. Tako
uklopljeni preparati rezali su se mikrotomom Leica RM 2155 (Leica Microsystems AG,
Njemacka), na nacin da bismo dobili 20 - 25 rezova debljine 4 - 6 mikrometara po bloku. Potom
bi se rezovi postavljali na silazirana stakla, a kod odabira reprezentativnih rezova uzimali su se

u obzir oni rezovi na kojima se vidio cijeli infarkt.

Takvi rezovi potom su obojani rutinskim histoloSkim metodama (H&E 1 bojanje po
Malloryju) po standardnom protokolu Laboratorija za eksperimentalnu neurokardiologiju. To
je bilo potrebno da bi se uzorci mogli detaljno pregledati pod svjetlosnim mikroskopom
(Olympus BX40 Olympus, Japan) opremljenim fotografskim aparatom (Canon Powershot
A480, Canon, Japan).
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Uoceno je da je peri-infarktno podrucje bogato eritrocitnim infiltratom, a samo infarktno
podrucje oskudno infiltrirano ili bez infiltracije, Sto je bilo korisno za daljnju demarkaciju kod
obrade uzoraka. Takoder, bili su prisutni 1 ostali morfoloski znakovi infarkta: promjene jezgara,

gubitak popre¢nog pruganja, upalna infiltracija, nekroza te hipereozinofilija citoplazme.

3.8. Tehnika imunofluorescencije

Prije imunofluorescencijskog bojanja, uzorci su deparafinirani u ksilolu po standardnom
postupku, zatim dehidrirani u silaznom gradijentu alkohola, isprani u destiliranoj vodi te
skuhani u citratnom puferu (pH=6.0). Nakon hladenja te ispiranja, inkubirani su s primarnim

protutijelima preko nod¢i.
Primarna protutijela koja su koriStena:

. Misje monoklonalno protutijelo na aSMA (ab7817, Abcam, UK) 1:500
. Mi§je monoklonalno protutijelo na CD68 (ab31630, Abcam, UK) 1:300

Nakon viSestrukog ispiranja primarnog protutijela PBS-om, uzorci su inkubirani

sat vremena u sekundarnom protutijelu:
Magarece anti misje protutijelo (AF488J, Jackson laboratories, inc., USA) 1:300.

Poslije inkubacije, uzorci su vise puta isprani PBS-om, zatim je na njih nanesena DAPI
boja (4',6-diamidino-2-phenylindole) koja se veZe za adenin-tiamin regije u DNK, da bi se tako
prikazale jezgre. Nakon kratkog suSenja, rezovi su pokriveni pokrovnim stakalcem koristeci

Immu-mount (Shandon, Pittsburh, PA, SAD).

3.9. Mikroskopiranje uzoraka i fotografiranje reprezentativnih zona

Histoloski preparati su pregledavani i fotografirani Olympus BX51 mikroskopom
(Olympus, Japan) opremljenim Olympus DP 71 kamerom. Prethodno je svaki od fotografiranih
uzoraka podijeljen na 3 reprezentativne zone: PIZ 1 (peri-infarktna zona 1), PIZ 2 (peri-
infarktna zona 2) te PIZ EPI (peri-infarktna zona sub-epikardijalno) (Slika 1D), a za svaku zonu
su prikupljene po 4 fotografije pri povecanju 40 puta. Ovaj je postupak ponovljen za sve uzorke,
vodec¢i racuna da za svaku fotografiju budu ukljucene iste postavke rezolucije (1608 x 1608) uz

spot size od 0.1 %. Ekspozicija je bila postavljena na 1 sekundu, a analog gain na nulu.
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Prikupljene fotografije su dalje analizirane u Adobe Photoshop CS6 Extended programu
(Adobe, SAD). Preko opcije 'Magic Wand' odabralo se nekoliko nijansi zelene boje koje su
ukljucivale sve intenzitete imunohistokemijskog signala na presjeku, koje bi postale zaokruzene
iscrtanim linijama. Aktiviranjem 'Measurement Log' funkcije program je izracunao ukupni broj
zaokruzenih zelenih polja 1 njihovu ukupnu povrSinu u pixelima. Ukoliko je na preparatu
postojalo dijelova koji nisu bili prekriveni tkivom ili su postojale pukotine, njihova povrsSina se
izmjerila uz pomo¢ funkcije 'Magnetic Lasso' a vrijednost oduzela od ukupnog broja pixela za

svaku fotografiju, koja je iznosila 2585664 pixela.

Ekspresiju markera smo izrazili kao apsolutni postotak ekspresije signala po formuli:
_ pixela (pozitivni signal)
X = 2585664 — pixela (pukotine)

Iz tog razloga je rezultat koji smo dobili izrazen u postotcima te je standardiziran i usporediv

bez obzira o kojem se markeru radi.

3.10. Kvantificiranje podataka i statisticka ras¢lamba

Medijan, interval pouzdanosti i interkvartilni raspon a-SMA 1 CD68 pozitivnih stanica
su izracunati 1 usporedeni za sve 3 eksperimentalne skupine. Statisticka analiza je napravljena
uz pomo¢ MedCalc softvera (Ostend, Belgija). Distribucija podataka je utvrdena Kolmogorov-
Smirnovim testom. Za usporedivanje podataka izmedu skupina koristen je Mann-Whitney test.
Statisticka znacajnost je postavljena na P<0,05. Postotni i omjerni izrazi su koriSteni da bismo

prikazali deskriptivne podatke i1 usporedili ih s literaturom.
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Slika 1. A) Prikaz kirurSkog pristupa srcu s prikazanim ishemijskim bljedilom lijeve klijetke
nakon uspje$nog podvezivanja prednje interventrikularne arterije. B) Prednja povrSina srca
koje je nakon ¢etverodnevnog post-infarktnog prezivljavanja uklonjeno i imerzijski fiksirano.
C) Poprecni presjek kroz sredinu obiju klijetki pokazuje stanjenje 1 amorfiju prednje stijenke,
Sto se vidi i na histoloskom presjeku (D) na kojem su oznacene zone koje su analizirane (P1Z
1 & 21 EPI).
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4. REZULTATI

20



4.1. Opcenita opaZanja

Histoloski rezovi iz svake od istrazivanih skupina tretirani su bojanjem po Malloryju i
H&E (hematoksilin i eozin) bojanjem. Podrucje sr¢anog infarkta ve¢ je makroskopski bilo
obiljezeno izrazenim smanjenjem debljine veceg dijela stijenke lijeve klijetke s gotovo
potpunim gubitkom normalne strukture tkiva, uz jasno vidljivu stani¢nu infiltraciju i hiperemiju
u podrucju peri-infarktnih zona (Slike 2C 1 D). U ovom radu koristeni su uzorci kod kojih je
veli¢ina infarkta bila veca od 30% cirkumferencije lijeve srcane klijetke, a infarcirano je

podru¢je imalo transmuralni karakter.

Peri-infarktne zone 1 1 2 (Slika 2D) obilovale su stani¢nom infiltracijom, §to se moglo
jasno vidjeti prikazivanjem jezgara DAPI bojanjem, posebno pod malim povecanjem (Slika
2A). Jednako tako, ve¢ pod malim povecanjem (10x), moglo se odmah uociti snazno imuno-
bojanje za oba ¢imbenika koriStena u ovoj studiji, a u ovom slucaju prikazan je izrazaj a-SMA
(Slika 2B). Intenzivna stanic¢na infiltracija, kao i snazan imunohistokemijski signal, mogli su se
vidjeti 1 sub-epikardijalno (Slike 2C i D). Specificnosti raspodjele imunoreaktivnosti jasno su
se prikazale pod velikim povecanjem (40x). a-SMA imunoreaktivnost u infarciranom miokardu
bila je osobito naglasena u stijenkama krvnih Zzila svih veli¢ina, ali 1 kao difuzno rasporedena
zrnatost citoplazme velikih, izrazito nepravilnih 1 gusto rasporedenih stanicnih profila, koji su
se redovito mijesali s obilnim eritrocitnim konglomeratima (Slika 2E). Ti stani¢ni profili u
potpunosti odgovaraju aktivnim miofibroblastima koji u ovoj fazi cijeljenja obilato infiltriraju

infarcirane zone sréanog misica.

CD68 imunoreaktivnost bila je prisutna na povrsini stanica, kao i u citoplazmi razmjerno
velikih, gusto rasporedenih okruglih ili ovalnih stani¢nih profila s nesegmentiranim jezgrama,

koji odgovaraju monocitno-makrofagnoj stani¢noj populaciji (Slika 2F).

4.2. Izrazaj o-SMA

Izracunati su 1 usporedeni medijani 1 interkvartilni rasponi intenziteta zelenog signala
stanica pozitivnih na a-SMA medu istrazivanim skupinama (Tablica 1). U ovoj studiji, s
obzirom na osjetljivost metode detekcije nijansi bojanja preparata, nije uzet u obzir signal koji
je bio vezan za stijenke krvnih zila, pa mozemo tvrditi da se radi samo o gusto¢i miofibroblasta

u peri-infarktnom tkivu.
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Pregledom zdravog, infarktom nezahvac¢enog srcanog misi¢a interventrikularne
pregrade, a-SMA imunoreaktivnost pronadena je iskljucivo u stijenkama krvnih zila. Kad se
peri-infarktne zone pokusnih skupina koje su konzumirale vodenu otopinu etanola i vino
usporeduju sa zonama skupine koja je konzumirala vodu, uofava se smanjenje intenziteta
signala, $to smo, radi jasnijeg prikazivanja, izrazili kao postotak smanjenja signala.

Postotak smanjenja u odnosu na kontrolnu skupinu (Voda) bio je gotovo identi¢an za
obje pokusne skupine (Etanol i Vino) u peri-infarktnim zonama 1 i 2, makar nije dostigao razinu
statisticke znacajnosti. Taj postotak bio je jo$ izrazeniji kad su usporedene sub-epikardijalne
zone, ali je izrazitu statisticku znacajnost (P=0,005) dosegnuo samo u Etanol skupini, §to se
odrazilo i na rezultate usporedbe zbrojenih vrijednosti za svaku skupinu. Vinom uzrokovano
smanjenje intenziteta signala iznosilo je 18%, ali nije doseglo razinu statisticke znacajnosti

(P=0,2), a etanol je doveo do statisticki znacajnog smanjenja jacine signala (P=0,003) od 29%.

4.3. Izrazaj CD68

Kada je usporedena jacina signala CD68 pozitivnih stanica medu zonama u ispitivanim

skupinama, pronadeni su ponesto razli¢iti trendovi u odnosu na a-SMA imunoreaktivnost.

U odnosu na zZivotinje koje su konzumirale vodu, u ciljnim zonama Zivotinja koje su
pile vodenu otopinu etanola, ne samo da nije bilo atenuacije signala nego je za PIZ 11 2
izmjereno pojacanje signala od 12%, Sto nije bio slucaj za sub-epikardijalnu zonu gdje je
izmjereno minimalno smanjenje od 5%. Kumulativni rezultat za skupinu Etanol je ipak bio
porast od (statisticki neznaCajnih) 7%. Sve tri peri-infarktne zone vinske grupe, kada su
usporedene s grupom Zivotinja koje su pile vodu, imale su pad ja¢ine signala, koji je bio narocito
izrazen u sub-epikardijalnoj zoni (47%, P=0,007), Sto ipak nije dovelo do statisticki znacajne

kumulativne atenuacije vinske skupine (27%, P=0,119).

Valja primijetiti da je u¢inak etanola i/ili vina na smanjenje intenziteta izraZaja signala
za oba markera bio jac¢i u sub-epikardijalnoj zoni od ucinka u peri-infarktnim zonama 1 1 2.

Rezultati mjerenja intenziteta i njthova medusobna usporedba prikazani su u Tablici 2.
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Tablica 1. IzraZzaj a-SMA po eksperimentalnim skupinama u reprezentativnim zonama

MARKER a-SMA
EKSPERIMENTALNA SKUPINA Voda Etanol Vino
Peri-infarktne zone 14,26 12,83 12,98
(PI1Z1i2) (12,64-20,12)  (7,97-17,8) (10,12-16,36)
10% 9%
(P=0,161) (P=0,275)
Peri-infarktna zona 19,48 6,69 14,91
(PI1Z-EPI) (15,79-26,92)  (5,03-14,83) (11,54-26,14)
66% 23%
(P=0,005) (P=0,42)
Peri-infarktna zona 16,42 11,72 13,41
(Zbroj) (13,54-20,13)  (6,59-15,31) (11,52-16,37)
29% 18%
(P=0,003) P=0,2)

Medijan i interkvartilni raspon intenziteta a-SMA imunoreaktivnosti izra¢unati

su za zivotinje koje su pile vodu (Voda), 13%-tnu otopinu etilnog alkohola (Etanol) 1

bijelo vino graSevina (Vino), 4. dana oporavka od infarkta miokarda. Postotci

predstavljaju smanjenje izrazaja signala u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja

(Voda).
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Tablica 2. Izrazaj CD68 po eksperimentalnim skupinama u reprezentativnim zonama

MARKER CD68
EKSPERIMENTALNA SKUPINA Voda Etanol Vino
Peri-infarktne zone 8,95 10,16 7,54
PI1Z1i2) (4,4-11,28) (7,88-12,76) (6,56-11,31)
+12% 16%
(P=0,353) (P=0,942)
Peri-infarktna zona 11,89 11,32 6,27
(P1Z-EPI) (8,09-12,83)  (8,15-14,45) (5,45-7,93)
5% 47%
(P=0,954) P=0,007)
Peri-infarktna zona 9,85 10,78 7,2
(Zbroj) (7,77-12,03)  (8,5-12,46) (6,25-8.,45)
+7% 27%
(P=0,474) (P=0,119)

Medijan 1 interkvartilni raspon intenziteta CD68 imunoreaktivnosti izra¢unati su

za zivotinje koje su pile vodu (Voda), 13%-tnu otopinu etilnog alkohola (Etanol) 1 bijelo

vino graSevina (Vino), 4. dana oporavka od infarkta miokarda. Postotci predstavljaju

smanjenje izraZaja signala u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja (Voda).
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Slika 2. A DAPI bojanje jezgara i B a-SMA u peri-infarktnoj zoni 1.

C DAPI bojanje jezgara i B a-SMA u sub-epikardijalnoj zoni.
E o-SMA imunoreaktivnost 1 F CD68 imunoreaktivnost u peri-infarktnoj zoni 1

Mjerilo: A-D =0.5 mm, E i F =100 pum,
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5. RASPRAVA
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Koriste¢i model permanentnog podvezivanja koronarne arterije za izazivanje infarkta
miokarda, Zeljeli smo u tri eksperimentalne skupine kvantificirati i usporediti izrazaj dviju
kljucnih stani¢nih populacija u subakutnoj (proliferacijskoj) fazi procesa cijeljenja infarkta:

miofibroblasta (a-SMA) 1 makrofaga/monocita (CD68).

Fibroblasti, kao ‘rezidencijalne’ stanice miokarda, ne samo da su bitni za stvaranje
izvanstanicnog matriksa, nego su nezamjenjivi prilikom svakog remodeliranja sréanog misica
koje se dogada u patoloskim stanjima, kao Sto su hipertenzija, sr¢ano zatajenje, a posebice
sr¢ani infarkt. U navedenim stanjima, fibroblasti svoje funkcionalne ucinke ostvaruju preko
diferencijacije u miofibroblaste, stanice koje izrazavaju kontraktilne proteine (ukljucujuci i a-
SMA, koji je u ovom radu koristen za njihovu detekciju), te posjeduju osobita migracijska,
proliferacijska 1 sekrecijska svojstva (30). Dok se u zdravom sréanom misicu izrazaj a-SMA
nalazi samo u stijenkama krvnih zila, $to smo i mi utvrdili pregledom dijela interventrikularne
pregrade koji nije bio zahvaéen nekrozom, u infarciranom sréanom tkivu, posebno u peri-
infarktnim zonama, aSMA je naroc€ito bitan kao biljeg miofibroblasta, stanica koje sluze u
prijenosu kontraktilne sile na sréani oziljak preko kontakta njihovih mikrofilamenata s

medustani¢nom tvari (31).

Postavlja se pitanje optimalne koli¢ine miofibroblasta u ovoj fazi cijeljenja sréanog
infarkta jer je tzv. ,sazrijevanje infarkta proporcionalno povezano sa smanjenim brojem
miofibroblasta u oZiljku te povecanjem broja zrelih, a-SMA pozitivnih krvnih Zila (32), tako da
se razina izrazaja oSMA koristi kao vazan ¢imbenik za procjenu dinamike cijeljenja infarkta.
S druge strane, na zivotinjskim modelima ishemijsko-reperfuzijske ozljede, koja dugorocno
ima bolju prognozu za nekomplicirano cijeljenje, dokazan je povecan izrazaj aSMA tijekom
proliferacijske faze cijeljenja infarkta u usporedbi s permanentnom okluzijom (15). Taj uc¢inak
bio je joS naglaseniji u Stakorskom ishemijsko-reperfuzijskom modelu kod kojeg se provodilo
postkondicioniranje izofluranom, a veli¢ina infarkta i kvaliteta peri-infarktnog podrucja
evaluirala se u istom (Cetverodnevnom) postinfarktnom periodu, kao u naSem radu (33). Za
razliku od toga, rezultati nasih pokusa pokazuju blagi pad izrazaja miofibroblasta u peri-
infarktnim zonama koji je bio gotovo identi¢an za obje pokusne skupine (etanol i vino) u
usporedbi s izrazajem kod kontrolne skupine (voda), sugeriraju¢i veoma mali utjecaj umjerene
konzumacije bijelog vina (i ekvivalenta s obzirom na koncentraciju etanola) na jacinu

»sidrenja““ nekroticnog dijela ventrikularne stijenke.
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S obzirom na istovjetnost uc¢inka za vinsku i etanolsku skupinu, za pretpostaviti je da je
on rezultat utjecaja etanola, a ne nekog drugog sastojka bijelog vina. Utvrdeno je da pojavnost
1 gusto¢a izrazaja miofibroblasta ovise 1 o mehanickim silama u mikro-okoliSu unutar
ventrikularnog miokarda, naroCito u ishemijsko-reperfuzijskim modelima (30). Stoga je
posebno zanimljiv nalaz znatno vecée atenuacije signala u sub-epikardijalnoj zoni, posebno kod
zivotinja koje su konzumirale vodenu otopinu etanola u odnosu na kontrolnu skupinu. Ipak,
ostaje nejasno kako to da je u etanolskoj skupini zabiljeZzena dvostruko veca atenuacija od one
u vinskoj skupini kod koje je takoder doslo do pada jaCine signala, ali taj pad nije dosegao

statisticku znacajnost.

Alkoholom uzrokovana atenuacija miofibroblasta mogla bi upucivati i na moguénost da
kod ovih Zivotinja dolazi do brZze transformacije iz proliferativne u zavr$nu fazu cijeljenja
oziljka, u kojoj dolazi do apoptoze fibroblasta i ostalih stanica te sazrijevanja i stvaranja zrelog
kolagenskog oziljka. Osim toga, ¢ini se da neSto manji broj miofibroblasta kroz citavu
proliferacijsku fazu moze preventivno djelovati na komplikacije cijeljenja infarkta, jer je
poznato da perzistiraju¢a visoka koncentracija miofibroblasta moze uzrokovati patolosku

fibrozu, aritmije i kona¢no zatajenje srca (34).

Izrazaj CD68, markera mononuklearnih leukocita monocitno/makrofagne linije, slijedio
je ponesto drugaciji obrazac od izraZzaja a-SMA u nasoj studiji: ukupno manji izrazaj u svim
zonama kontrolne i1 vinske skupine u odnosu na izrazaj a-SMA. U etanolskoj skupini nije
postojala atenuacija izraZaja u odnosu na kontrolnu skupinu (voda), ve¢ je zabiljeZen rast
intenziteta signala. Kod vinske skupine zabiljezena je znacajnija i1 jaCa atenuacija u sub-
epikardijalnoj zoni, gdje je dosegla razinu statisticke znacajnosti u odnosu na kontrolnu

skupinu.

Poznato je da standardno bijelo vino sadrzi jednostavne monofenole kao §to su tirozol
1 kafei¢na kiselina, ¢iji su antiupalni u¢inci opisani u in vitro studijama (35). Utjecaj umjerene
konzumacije bijelog vina na prirodu cijeljenja oziljka nakon infarkta srca u Stakorskom modelu
opisan je u nedavno objavljenom radu grupe autora s Medicinskog fakulteta u Splitu (29), u
kojemu je jedan od ciljeva bio istraZiti potencijalni blagotvorni u¢inak prekondicioniranja
standardnom 1 maceriranom grasevinom na izrazaj monocitno-makrofagne subpopulacije u

sréanom tkivu nakon 24 sata od infarkta.
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U ovoj studiji zabiljeZeno je znacajno manje CD68 pozitivnih stanica u peri-infarktnim
zonama vinskih grupa (standardne i macerirane graSevine) kada su usporedene s grupom
zivotinja koje su pile vodu (P<0.001). Smanjenje intenziteta signala u peri-infarktnim zonama
iznosilo je 79% za standardno, odnosno 86% za macerirano vino u peri-infarktnim zonama 1
12, te 29% (standardno vino), odnosno 51% (macerirano vino) u sub-epikardijalnoj zoni.
Razlog ovim statisticki zna¢ajnim smanjenjima, u usporedbi s nas§im rezultatima, je u znatno
vecim izrazajima CD68 imunoreaktivnosti u kontrolnih Zivotinja koje su, kao 1 u nasem pokusu,
pile samo vodu. Makar su mjerenja izrazaja CD68 provedena na razli¢it nacin, ipak se donekle
mogu usporediti te su gotovo identi¢na za izrazaj u peri-infarktnim zonama 1 i 2 u vinskoj

skupini naSeg pokusa i maceriranoj vinskoj skupini navedenog rada.

Usporedujuéi izrazaje izmedu kontrolnih skupina (voda) u naSoj 1 spomenutoj studiji,
moglo bi se zakljuciti da izrazaj monocitno-makrofagne populacije dosegne svoj vrhunac
znatno ranije nego $to literatura sugerira (36), moguce nakon 36 do 48 sati od infarkta, jer se
nakon 4 dana nalazi na razini koja je 4 do 5 puta manja. Kad se usporede vinske skupine, onda
se dode do zakljucka da inicijalna vinom uzrokovana atenuacija ekspresije monocitno-
makrofagne loze, koja nastaje u prvih 24 sata, perzistira i ne mijenja se u periodu od prvog do
cetvrtog postinfarktnog dana, sugeriraju¢i da umjerena konzumacija vina dovodi ne samo do
akutnog nego 1 produzenog blagotvornog utjecaja na intenzitet upalnog procesa u peri-

infarktnim zonama.

U ovoj, kao i u prethodno navedenoj studiji nismo bili u mogucénosti razluciti
subpopulacije makrofaga. Zna se, naime, da postoje barem dvije subpopulacije makrofaga (37),
klasiéno aktivirani M1 makrofazi koji imaju veliki mikrobicidni potencijal 1 luce velike koli¢ine
upalnih medijatora 1 alternativno aktivirani M2, antiupalni/pro-reparativni, s tim da MI
subpopulacija dominira podru¢jem tri dana od inicijalnog dogadaja. Za ocekivati je da 4 dana
nakon infarkta u miokardu koegzistiraju ove dvije subpopulacije i bilo bi ih jako zanimljivo
razluciti te promatrati utjecaj vina i/ili vodene otopine etanola na njihove parcijalne ekspresije,

ali nedostatak pouzdanih markera za sada onemogucava ove nadasve zanimljive pokuse.
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Ono $to bih izdvojila kao jedno od ograni¢enja nase studije je svakako mali broj
zivotinja (3 u svakoj skupini) te bi trebalo povecati broj zivotinja, u svrhu dobivanja
reprezentativnijih rezultata. Zatim bih navela ono Sto je problem vecine eksperimentalnih
modela, a to je primjenjivost rezultata u klinici, odnosno na ljudima. Cimbenici koji to
ograniCavaju su: dob (laboratorijske zivotinje su mlade i zdrave jedinke, a ljudska populacija
koja razvije infarkt su stariji pacijenti, ¢esto s ve¢ razvijenom ishemijskom bolesti srca),
prisutnost komorbiditeta koji mogu utjecati na ishode u opcoj populaciji (hipertenzija,

metabolicki sindrom) te vrlo Cesta politerapija u klini¢koj praksi.

Manjkavost istrazivanja na zivotinjskim modelima je i to $to je tesko pratiti dugoro¢ne
ishode, kao npr. prezivljenje. Isto tako, sami patofizioloSki mehanizam okluzije zile na
zivotinjskom modelu (akutno podvezivanje) je razli¢it u odnosu na razvoj infarkta u ljudi, a to
je formiranjem tromba, odnosno rupturom nestabilnog plaka, $to je rezultat kroni¢nog procesa
koji zapo¢ne mnogo prije samog akutnog dogadaja. Takoder, postoje razlike u fiziologiji srca
izmedu ljudi i Stakora, pa su primjerice postinfarktne aritmije jedna od ¢e$¢ih komplikacija 1

uzroka smrti u ljudi, dok je na Stakorskom modelu to ruptura ventrikula.

Nadalje, ima jo$ prostora za napredak u metodologiji analize signala na fotografijama
koje smo dobili u istrazivanju, s obzirom na slozenost strukture tkiva u podrucju infarkta i peri-
infarktno, prisutnost eritrocita koji mogu dati lazno pozitivni signal te opseznost samog
infarkta. Sto se ti¢e uloge upale u cijeljenju infarkta te tumacenja rezultata u tom kontekstu,
istaknula bih da su potrebna istrazivanja koja ¢e dati precizniji zaklju€ak o tome u kojem opsegu
je upala potrebna za optimalno cijeljenje 1 koji bi markeri bili vjerodostojan odraz jacine 1

dinamike upalnog procesa.

Kod razmatranja protektivnih uc¢inaka vina, bilo bi korisno kada bi se provelo vise
istraZivanja o svojstvima pojedinih sastojaka vina te kada bi se s tim sastojcima pripravile
formulacije koje bi se mogle primijeniti u pokusima. Na taj nacin mogli bismo konkretnije
usporedivati razlike izmedu ucinka etanola u usporedbi s razli€itim vrstama vina 1 ostalim

alkoholnim pi¢ima.
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6. ZAKLJUCCI
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Vodena otopina etanola i vino imaju blagi utjecaj na smanjenje izrazaja miofibroblasta u peri-
infarktnim zonama na 4. dan cijeljenja, u usporedbi s vodom, s tim da je statisticki znacajna

razlika prisutna samo za vodenu otopinu etanola.

Utjecaj vina i vodene otopine etanola na smanjenje izrazaja miofibroblasta bio je znacajniji za
sub-epikardijalnu peri-infarktnu zonu (PIZ EPI) u odnosu na zone ,,sidrenja* infarkta (PIZ1 i

PIZ2).

Izrazaj makrofaga u peri-infarktnim zonama na 4. dan cijeljenja nakon infarkta je 4 - 5 puta

manyji u odnosu na izrazaj tih stanica 1. dana.

Vino uzrokuje blago smanjenje izrazaja makrofaga 4. dana nakon cijeljenja infarkta, Sto
predstavlja nastavak istog trenda u odnosu na 1. dan nakon cijeljenja, s tim da je statisticki
znacajna razlika prisutna samo za sub-epikardijalnu peri-infarktnu zonu (P1Z EPI), dok razlika

za zone ,,sidrenja“ (PIZ1 1 PIZ 2) nije statisticki znacajna.
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7. SAZETAK
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Cilj: Ispitati utjecaj konzumacije vodene otopine etanola i bijelog vina na cijeljenje akutnog
infarkta miokarda u proliferacijskoj fazi (4. dan od nastanka infarkta) u odnosu na kontrolnu
skupinu koja je konzumirala vodu te utvrditi izrazaj a-SMA (engl. alpha smooth actin) kao
markera miofibroblasta te CD68 kao markera makrofaga i moguce razlike u izrazaju tih

markera izmedu kontrolne i pokusnih skupina.

Materijali i metode: Devet zivotinja randomizirano je u tri skupine od kojih je jedna skupina
pila vodu, druga bijelo vino, a tre¢a vodenu otopinu etanola, tijekom 28 dana. Nakon toga su
podvrgnute podvezivanju prednjeg silaznog ogranka lijeve koronarne arterije, izazivajuci
infarkt miokarda. Nakon 72 sata, Zivotinje su Zrtvovane, srca eksplantirana te su iz njih dobiveni
rezovi koji su obradeni 1 imunohistokemijski obojani. Odredene su tri reprezentativne peri-

infarktne zone u kojima se mjerio izraZaj signala ve¢ navedenih markera, a-SMA 1 CD68.

Rezultati: U kontekstu izrazaja a-SMA, u odnosu na kontrolnu skupinu (Voda), utvrdeno je
sniZenje intenziteta signala za 29% (P=0,003) kod pokusne skupine Etanol, dok je za pokusnu
skupinu Vino utvrdeno sniZenje intenziteta signala za 18% (P=0,2). Sto se ti¢e izrazaja CD68,
u odnosu na kontrolnu skupinu, kod pokusne skupine Etanol zabiljezen je porast intenziteta
signala od 7% (P=0,474), dok je za skupinu Vino zabiljezeno snizenje intenziteta signala od

27% (P=0,119).

Zakljucak: Vodena otopina etanola i vino imaju blagi utjecaj na smanjenje izraZaja
miofibroblasta u peri-infarktnim zonama na 4. dan cijeljenja, s tim da je statisticki znacajna
razlika prisutna samo za vodenu otopinu etanola. Vino uzrokuje blago smanjenje izrazaja

makrofaga u peri-infarktnoj zoni, no bez statisti¢ki znacajne razlike.
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8. SUMMARY
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Thesis title:

THE EFFECT OF THE CONSUMPTION OF WHITE WINE AND ITS AQUEOSUS
ETHANOL SOLUTION EQUIVALENT TO THE PROLIFERATIVE PHASE OF THE
INFARCT HEALING IN RATS

Aim: To examine the effect of the consumption of white wine and its aqueous ethanol solution
equivalent to the proliferative phase of the infarct healing by determining the expression of o-
SMA (alpha smooth actin) as a marker of myofibroblasts and CD68 as a marker of
macrophages. Differences in expression are compared between water consuming controls and

experimental groups.

Materials and Methods: Nine animals were randomized into three groups: water drinking
controls, consumers of white wine, and consumers of 13% aqueous ethanol solution, to which
they were exposed for 28 days. They were then subjected to the operative ligation of the anterior
descending branch of the left coronary artery, causing myocardial infarction. 72 hours after the
operation, the animals were sacrificed, the hearts were explanted, and sections were prepared
and processed for immunohistochemistry. Three representative peri-infarction zones were

determined and the signal expression of a-SMA and CD68 was measured and compared.

Results: When a-SMA expression was compared to the control group (water), a decrease in
signal intensity of 29% (P=0.003) was found in the ethanol experimental group while for the
wine group a decrease in signal intensity of 18% was found (P=0.2). Regarding the expression
of CD68, compared to the control group, in the experimental ethanol group an increase in signal
intensity of 7% (P=0.474) was found, while for the wine group there was a decrease in signal

intensity of 27% (P=0.119).

Conclusion: Aqueous ethanol solution and white wine have a mild effect on the reduction of
the myofibroblast expression in peri-infarction zones on the 4th day of healing, with a
statistically significant difference present only for aqueous ethanol solution. Wine causes a mild
decrease in macrophage expression in the peri-infarction zone, but without a statistically

significant difference.
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