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1. UvOD



1.1. Epidemioloski podatci o kardiovaskularnim bolestima

Kardiovaskularne bolesti (KVB) glavni su uzrok smrtnosti Sirom svijeta. Prema podacima
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), 30-35% svih smrtnih sluc¢ajeva povezano je s KVB, koje
su takoder vode¢i uzrok morbiditeta [1]. Stoga, lijeCenje KVB-ova predstavlja globalni
javnozdravstveni izazov, posebno u razvijenim i zemljama u razvoju, ali i financijsko opterecenje za

pacijente i zajednicu [2,3].

KVB obuhvacéaju Sirok spektar oboljenja srca i krvnih zila, medu kojima su akutni infarkt miokada
(IM), mozdani udar, periferna arterijska bolest, zatajenje srca, bolesti sr¢anih zalistaka, reumatska
bolest srca, prirodene sréane mane, duboka venska tromboza i pluéna embolija. IM odgovoran je za
85% smrtnih slu¢ajeva povezanih s KVB, §to u apsolutnim brojkama iznosi oko 15,2 milijuna smrtnih
slu¢ajeva godisnje Sirom svijeta [1]. Iako je u pojedinim istrazivanjima primije¢en blagi pad stope
smrtnosti zahvaljujuéi kvalitetnijoj zdravstvenoj skrbi, istovremeno dolazi do povecanja broja
pacijenata koji razvijaju zatajenje srca kao jednu od ozbiljnih komplikacija IM-a [4]. Zatajenje srca
nastaje uslijed promjena u arhitekturi srca, a samim time i njegovoj funkciji $to je u literaturi poznato
kao ,,remodeliranje Klijetke [5,6]. Promjene se dogadaju na stani¢noj i molekularnoj razini, kako u
zdravom tako i u nekroti¢énom tkivu. Kao posljedica remodeliranja, dolazi do hipertrofije miokarda,
prosirenja Klijetki te postupnog slabljenja sistolicke funkcije. Ono §to bitno utjeée na opseznost
postinfarktnog remodeliranja je veli¢ina infarciranog tkiva te primjereno trajanje pojedinih faza
cijeljenja nakon preboljelog IM [7]. Pored visoke stope smrtnosti i sréanog zatajenja, IM moze
uzrokovati druga potencijalno Zivotno ugrozavajuca stanja poput aritmija, kardiogenog Soka,
postinfarktnog sindroma, rupture src¢ane stijenke i druge [8]. Dugotrajne komplikacije, kao §to su
hipertrofija miokarda, aritmije, mitralna regurgitacija, ventrikularne aneurizme, te razvoj
psihijatrijskih bolesti poput depresije i anksioznosti, dodatno mogu otezati funkcioniranje pacijenata

sa sr¢anim bolestima [9-11].

Do sada su istrazeni mnogi riziéni ¢imbenici koji doprinose razvoju KVB. Cimbenici se mogu
podijeliti na nepromjenjive, kao $to su starija Zivotna dob (>45 godina za muskarce, >55 godina za
zene), muski spol, pozitivna obiteljska anamneza, pripadanje odredenim etnickim skupinama, te na
promjenjive, medu kojima je najistaknutija hipertenzija. Ostali promjenjivi rizicni ¢imbenici
ukljucuju aspekte povezane sa sjedilackim nacinom zivota, poput smanjene tjelesne aktivnosti,
nezdrave prehrane, pretilosti, povisenog Kolesterola, Secerne bolesti, puSenja, stresa, zagadenja

okolisa i prekomjerne konzumacije alkohola [10-14].



1.2. Infarkt miokarda

1.2.1. Patoloski i patofizioloSki mehanizmi nastanka infarkta miokarda

IM ozbiljno je klinicko stanje koje nastaje zbog naglog smanjenja ili potpunog prekida protoka
krvi kroz koronarne arterije prema sréanom misi¢u. Ovaj poremecaj u opskrbi krvlju najcesce je
uzrokovan aterosklerotskim plakom unutar koronarne arterije [11,15]. Plak se moze postupno
povecavati tijekom vremena i ograniciti protok krvi ili moze puknuti fibrozna kapa na plaku nakon
Cega sadrzaj unutar plaka pokrene mehanizme koji dovode do stvaranja tromba te time zaCepljenja
koronarne arterije $to rezultira razvojem akutnog IM-a [16]. Promjene poput prekida aerobnog
metabolizma, iscrpljivanje kreatin fosfata, pocetak anaerobne glikolize i nakupljanje produkata
anaerobnog metabolizma nastaju ve¢ 8 do 10 sekunda poslije okluzije koronarne arterije [16].
Dugotrajna ishemijska ozljeda sréanog misica u trajanju duljem od 20 minuta dovodi do nepovratnog
oStecenja stanica, $to nakon otprilike 40 do 60 minuta od okluzije rezultira nastankom koagulacijske
nekroze [16-18]. Tijekom ovog procesa, kardiomiociti gube svoje jezgre, ali obrisi stanica ostaju
oc¢uvani nekoliko dana nakon ozljede. Citoplazma stanica postaje izrazito acidofilna zbog
denaturacije proteina, $to je karakteristicno za ovaj tip nekroze. Ovaj proces oznacava pocetak
strukturnih promjena u sr¢anom tkivu, odnosno razvoja sterilne upale [19] uz postupnu razgradnju
mrtvih stanica te kasnije proces cijeljenja i zamjene tkiva fibroznim oziljkom [17]. Osim nekroze,
gubitak kardiomiocita dodatno potice i popratna apoptoza tih stanica [17]. Upalne stanice urodenog
i steCenog imuniteta, koje sudjeluju u procesu cijeljenja, ne samo §to se uobicajeno ,,bore* protiv
patogenih mikroorganizama, nego imaju sposobnost prepoznavanja ,.signala opasnosti Kkoji se
oslobadaju iz odumrlih stanica ili oSteCenih izvanstani¢nih fragmenata [17]. Ove stanice aktiviraju
upalne kaskade i putove, §to se upravo dogada tijekom trajanja IM-a. Budu¢i da ljudsko srce ima vrlo
ogranicen endogeni kapacitet za regeneraciju u usporedbi s drugim stanicama u tijelu, a taj kapacitet
opada s godinama, evidentno je da ¢e znacajan gubitak sréanog tkiva rezultirati stvaranjem
oziljkastog tkiva [20]. Utvrdeno je da prekomjerna rana upalna reakcija, koja pretjerano razgraduje
izvanstani¢nu tvar i uzrokuje smrt zdravih kardiomiocita, moze dovesti do rupture Stijenke zahvacene
klijetke, a preveliko stvaranje proupalnih citokina moze uzrokovati dodatnu apoptozu kardiomiocita.
S druge strane, produZena upala naruSava pravilno odlaganje kolagena, Sto rezultira stvaranjem
slabijeg oziljka i razvojem dijastoli¢ke kardiomiopatije, $to dodatno pogorsava sréanu funkciju [21].
Upravo iz tih razloga bitno je da se proces reparativne fibroze odvija dovoljno brzo kako bi se ocuvala
strukturna cjelovitost srca. Uzimajuéi u obzir navedeno, od izuzetne je vaznosti uskladiti prostorni i
vremenski razvoj upalne i reparativne faze kako bi se osiguralo optimalno cijeljenje srca i

minimizirale potencijalne komplikacije nepovoljnog remodeliranja klijetki [22,23]. Taj slozeni
3



proces uzrokovan IM-om odlikuje se morfolo§kim promjenama strukture i oblika klijetki koje dovode
do nepovoljnih promjena u sréanoj funkciji [5]. Pojam ,,remodeliranje nakon IM* po prvi put su
upotrijebili Hochman i Bulkley 1982. godine kako bi opisali oziljne promjene src¢anog tkiva nakon
preboljelog IM-a [24]. Kako te promjene utjeCu na prezivljenje pacijenata i na sréanu funkciju,
dodatno su 1990. godine opisali Pfeffer i Braunwald [25]. Najizrazitije promjene koje nastaju su
gubitak ishemijom zahvacenih kardiomiocita te hipertrofija preostalih kardiomiocita uz te
hiperplaziju sréanih fibroblasta i promjene u gradi i funkciji koronarne vaskulature [26]. Tijekom
godina razvijena je definicija remodeliranja srca koja se odnosi na morfoloSke i geometrijske
promjene lijeve Klijetke nakon IM-a. Ova definicija obuhvaca skup molekularnih, stani¢nih i
intersticijskin promjena koje dovode do prilagodbi u veli¢ini, obliku i funkciji srca uslijed srcane
ozljede. Navedene promjene u konacnici mogu rezultirati nepovoljnom intersticijskom fibrozom u
neinfarciranom tkivu i time dodatno pogorsati zatajenje srca. Remodeliranje moze biti koncentricno
gdje dolazi do sistolicke disfunkcije 1 ekscentricno koja uzrokuje dijastoli¢ku disfunkciju, a
remodeliranjem nakon IM-a dolazi do sistolicke i dijastolicke disfunkcije zbog promjena u

novonastalom fibroznom tkivu [27] ¢ime raste rizik za razvoj aritmija [28].
1.2.2. Stani¢ne promjene tijekom ishemije

Nakon trajnog zacepljenja (okluzije) koronarne krvne zile koja u veéini slucajeva (40-50%)
pogada prednju interventrikularnu granu lijeve koronarne arterije (LAD — engl. left anterior
descending artery), nastaje ishemija sr¢anog tkiva [11,16,29]. U normalnim uvjetima proizvodnja
energije u srcu nastaje metaboliziranjem slobodnih masnih kiselina i ugljikohidrata kroz -oksidaciju
i glikolizu, nakon ¢ega metaboliti ulaze u Krebsov ciklus u mitohondrijima gdje se energija stvara
oksidativnom fosforilacijom, najéesée u obliku ATP (engl. adenosine triphosphate) [16,30]. Stoga u
sluéaju ishemije srca tijekom 1M, stanice prelaze na anaerobnu glikolizu, kako bi generirale energiju,
Sto rezultira nakupljanjem laktata. lako se laktat u pocetku iskoriStava za manje ucinkovitu
proizvodnju ATP-a uz manju ucinkovitost, ve¢e nakupljanje laktata unutar stanice smanjuje
unutarstani¢ni pH §to dovodi do inhibicije glikolitickih enzima i do daljnjeg smanjenja stvaranja
energije. Smanjenje razine ATP-a takoder utjece na funkciju Na*-K* ATP-aze i Ca?* ionskih pumpi
u sarkoplazmatskom retikulumu, ¢ime se nagomilava unutarstani¢ni natrij i kalcij, a posljedi¢no i
voda koja uzrokuje bubrenje stanice i stani¢nih organela [16]. Povisene razine kalcija u citoplazmi
aktiviraju enzime poput kalpaina, proteaza i lipaza, koji oStecuju stani¢ne strukture, ukljucujuci
kontraktilni aparat i mitohondrije [31,32]. To moze potaknuti otpustanje proapoptotickih ¢imbenika

iz mitohondrija i voditi prema apoptozi, nekrozi te autofagiji [16,30,33-35].



Zbog navedenog poremecaja rada mitohondrija u infarciranom tkivu dolazi do nakupljanja reaktivnih
kisikovih radikala, koje endogeni antioksidansi nisu u moguénosti neutralizirati. ROS (engl. reactive
oxygen species) su molekule na koje se veze kisik i posjeduju jedan ili vise nesparena elektrona $to
ih ¢ini visoko reaktivnima, a nastaju kao nusprodukti tijekom aerobnog metabolizma (narocito u
mitohondrijima tijekom oksidativne fosforilacije) [36]. Iako su u manjoj koli¢ini bitni za odredene
fizioloSke procese poput stani¢ne signalizacije i regulacije upalnog odgovora, a bivaju neutralizirani
razgradnjom pomocu enzima (katalaza, glutation peroksidaza i superoksid dismutaza) kao i
unutarstani¢nih antioksidansa [37]. Ukoliko su prisutni u ve¢oj mjeri, kao u sluc¢aju ishemije, ili
nedovoljno neutralizirani dovode do oksidativnog stresa koji moze imati pogubne posljedice za
stani¢nu funkciju. ROS moze ostetiti sarkoplazmatski retikulum, uzrokovati poveéanje
unutarstani¢nog kalcija, hiperkontraktilnost i smrt kardiomiocita, te poticati infiltraciju neutrofila i
pospjesiti razvoj upale i time moze uzrokovati oSte¢enje veéeg broja kardiomiocita, najvjerojatnije
preko NF-kB (engl. Nuclear factor kappa B cells) signalnog puta [36]. Odumiranjem i raspadom
kardiomiocita oslobadaju se unutarstani¢éne komponente, koje uz fragmente oSteCene izvanstani¢ne
tvari poticu aktivaciju raznih signalnih putova imunosnog sustava [17]. Hipoksija, osim $to utjece na
kardiomiocite, naruSava i1 barijernu funkciju endotelnih stanica krvnih zila i time dolazi do
hiperpermeabilnosti membrane, §to omogucava infiltraciju ozlijedenog sré¢anog tkiva leukocitima
[38-40].

1.3. Faze i mehanizmi cijeljenja infarkta miokarda

Iako nisu strogo odvojive jedna od druge, cijeljenje nakon IM zbog jasnoce prikaza moze se podijeliti

u tri preklapajuce faze [17,41,42] (Slika 1):
1. Akutna upalna (inflamatorna) faza
2. Subakutna proliferacijska (granulacijska) faza

3. Kroni¢na maturacijska (faza stvaranja zrelog oZiljka) faza
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Slika 1: Faze cijeljenja IM-a.
1.3.1. Akutna upalna (inflamatorna) faza

Prva, upalna (inflamatorna) faza cijeljenja zapoc¢inje odmah nakon IM-a nekrozom sréanog
tkiva. Nekroti¢ne stanice srca, kao i oSteCena izvanstanic¢na tvar oslobadaju posrednike (medijatore)
koji djeluju kao signali opasnosti ¢ime se aktivira upalni odgovor. Za vrijeme ove faze dolazi do jakog
prozimanja (infiltracije) tkiva neutrofilima i proupalnim monocitima koji fagocitozom ,,Ciste* mrtve
stanice i stani¢ne fragmente. Kod svih sisavaca ova faza zapo¢inje sat vremena nakon nastanka IM-
a, ali traje razli¢ito dugo, time da kod velikih sisavaca traje 96 sati, a kod manjih, poput Stakora, traje
48 sati [43]. To je uvjetovano razlikama u metabolizmu, Zivotnom vijeku zivotinja, kao i razlikama

u dinamici aktivacije imunoloskog sustava [41].

Stani¢no signaliziranje od nekroze do aktivacije leukocita

Uslijed dugotrajne ishemije nakon IM-a dolazi do oslobadanja unutarstani¢nog sadrzaja iz
odumrlih 1 raspadnutih kardiomiocita i iz ostalih oSte¢enih stanica sr¢anog tkiva. Akumuliranje tog
sadrzaja i fragmenata izvanstani¢ne tvari uzrokuje oslobadanje tzv. ,,signala opasnosti®, poznatih kao
DAMP medijatori (engl. Danger — associated molecular patterns). Ovi medijatori klju¢ni su za
aktivaciju upalne kaskade koja slijedi nakon IM-a u okviru upalne faze cijeljenja, a njima pripadaju
HMGB1 (engl. High — mobility gruop box — 1), S100 protein, IL-1a (interleukina 1 o), heat shock
proteina, fragmenata hijaluronske kiseline, jednolancane i dvolancane RNA, mitohondrijske DNA i
drugi [40,44,45]. Navedeni endogeni ligandi vezu se na PRR (engl. Pattern recognition receptor) kao
sto je TLR (engl. Toll like receptor), transmembranski receptor prisutan na stanicama imunoloskog
sustava, te na NLR (engl. Nucleotide — binding oligomerization domain — like receptors) ili RAGE

(engl. Receptor for advanced gycation end — products) [44].



TLR predstavlja obitelj transmembranskih receptora koji se dijele u dvije grupe, ovisno o ligandima
koji se na njih vezu i o njihovoj lokaciji. Istrazivanja na miSevima pokazala su da knockout miSevi za
TLR2 ili TLR4, receptore koji su prisutni u ishemijskoj ozljedi miokarda, imaju smanjenu upalnu
reakciju nakon IM-a, §to rezultira manjom infiltracijom upalnih monocita te manjom veli¢inom

infarkta i u konacnici poboljSanom funkcijom srca nakon oporavka [46].

Kod ljudi postoje 22 vrste NLR unutarstani¢nih receptora. Svima im je zajedni¢ka sredi$nja domena,
a njihovim udruzivanjem nastaju kompleksi visoke molekulske mase, poznati kao inflamasom.
Inflamasom je citosolni multiproteinski kompleks koji ima zadacu potaknuti upalni odgovor stanica
urodenog imunoloSkog sustava nakon ishemijske ozljede miokarda [47]. Aktivira se i u leukocitima
1 u fibroblastima te potice sintezu pojedinih citokina i posljedi¢no infiltraciju upalnih stanica ¢ime
pospjesuje razvoj upale [48]. Sastoji se od receptora kao $to su NLRP1, NLRP3 (engl. nucleotide-
binding domain, leucine-rich—containing family, pyrin domain—containing-3) i drugi, a aktivira se
putem komplementa C3a [49], prisutnoséu niskog pH, ROS ili poveéanjem izvanstani¢nog Ca®* [50]
te prepoznaju potencijalno Stetne stimuluse i sklapaju se u kompleks koji aktivira kaspazu 1 [17].
Aktiviranjem kaspaze 1, enzima koji dovodi do razgradnje pro-IL-1pB i pro-IL-18, pojavljuju se
aktivni oblici interleukina koji poti¢u upalni odgovor. Uzevsi u obzir ulogu kaspaze-1 u akumuliranju
aktivnih oblika citokina, njezinom inhibicijom dolazi do smanjenja ozljede nakon IM-a [51]. Ono §to
je tipicno za inflamasom je da moZze uzrokovati upalni oblik stani¢ne smrti, piroptozu, u mijeloidnim
stanicama, najcesce nakon infekcija [52,53]. Osobine ovog oblika stani¢ne smrti su pucanje
membrane, ulazak vode u stanicu, bubrenje stanica i liza stanice te posljedicno oslobadanje
proupalnog sadrzaja [52]. lako dolazi do razgradnje DNA i kondenzacije jezgre, integritet stanice
ostaje ocuvan. Utvrdeno je da aktivacija i drugih PRR iz NLR obitelji receptora poti¢e apoptozu
kardiomiocita i posljedi¢no dovodi do pogor$anja sréane funkcije te povecanja opseznosti sréane
fibroze [54]. Studije s knockout miSevima na NLRP3 receptor utvrdile su poboljsanje sr¢ane funkcije

i smanjene veli¢ine infarkta [55], a sli¢ni su rezultati zabiljezeni uklanjanjem gena za kaspazu 1 [47].

RAGE je transmembranski receptor koji, poput drugih receptora, moze prepoznati razli¢ite signale
opasnosti koji se javljaju nakon oStecenja tkiva. Slicno drugim receptorima, miSevi bez RAGE
receptora (knockout miSevi) pokazuju poboljsano cijeljenje nakon IM-a [56], uz smanjenu

vjerojatnost razvoja sr¢anog zatajenja.

Aktivacija PRR pokrece sloZene signalne putove koji aktiviraju MAPKs (engl. Mitogen — activated
protein kinases), IRF (engl. Interferon regulatory factors) te NF-«xB §to dovodi do promjena u izraZaju



gena odgovornih za proupalne citokine, kemokine, stani¢ne adhezijske molekule i druge molekule

ukljucene u upalni odgovor [44].

NF-kB se isti¢e svojom vaznom ulogom u regulaciji upalnih procesa, prezivljenju stanica djelujuéi
kao antiapoptotski ¢imbenik [57]. Aktivacija NF-kB nastaje vezivanjem DAMP medijatora za PRR
receptore stanica, Sto pokrece proces fosforilacije 1 razgradnje inhibitora poznatih kao IkB proteini.
Ovi inhibitori drze NF-xB u inaktivnom obliku unutar citoplazme gotovo svih tipova stanica [57,58].
Kada se IkB proteini razgrade uz pomo¢ IkB kinaze, NF-kB se oslobada iz citosola i migrira u jezgru
stanice, gdje utjece na aktivaciju specificnih gena. Obitelj proteina NF-kB sastoji se od nekoliko
podjedinica, najcesce p65, p50, p52, RelB i c-Rel koje formiraju dimere [58]. Ove podjedinice se
vezu na specificne DNA elemente u promotorima ciljanih gena kako bi aktivirale njihovu
transkripciju, ukljucujudi i gene za citokine poput interleukina (IL-1 i IL-6) i TNF-a (engl. Tumor
necrosis factor alpha) [58]. Ukoliko je povecana aktivacija ovog ¢imbenika, moze do¢i do pogorsanja
upale zbog jaceg ostecenja izvanstani¢ne tvari pomo¢u MMP-ova (engl. Matrix metalloproteinase),
osobito MMP2 i MMP9 [59], enzima koji razgraduju bilo koji protein koji izgraduje izvanstani¢nu
tvar [58]. Pored toga, NF-kB igra znacajnu ulogu u regulaciji izrazaja adhezijskih molekula na
stanicama. Njegovom aktivacijom promice se transkripcija gena koji kodiraju integrine neophodne
za migraciju leukocita te selektine koji su klju¢ni u procesu prijanjanja leukocita na endotelne stanice
1 njihovu ekstravazaciju. Ovi procesi su bitni za medustani¢nu komunikaciju 1 interakciju s
izvanstani¢nom tvari. Aktivacija IL-1 poti¢e sintezu kemokina i infiltraciju leukocita u sréano tkivo,
a pored njega bitnu ulogu u regulaciji odgovora na ishemijsku ozljedu imaju i proupalni medijatori
IL-6 te TNF- a.

Oslobadanje DAMP 1 ROS medijatora aktivira i endotelne stanice koje takoder doprinose proizvodnji
proupalnih citokina i kemokina, privlace¢i leukocite u ostec¢eno podrucje. CC i CXC kemokini, koji
privlace mononuklearne stanice i neutrofile, veZu se na glikozaminoglikane na endotelu 1
izvanstani¢noj tvari, osiguravajuci njihovu visoku koncentraciju to¢no u infarciranom tkivu [60].
Profil kemokina odreduje redoslijed dolaska imunosnih stanica, stoga neutrofili stizu prvi, a slijede

ih monociti i limfociti [17].
Proupalni citokini, kemokini i komplement

Nakon aktivacije upalnih stanica i endotelnih stanica dolazi do pojacane proizvodnje citokina,
kemokina i adhezijskih molekula koje omogucavaju infiltraciju tkiva upalnim stanicama. Citokini su
mali proteini koji igraju klju¢nu ulogu u komunikaciji izmedu stanica imunoloskog sustava, a njihova

raznovrsnost 1 pleiotropnost omogucuju im modulaciju Sirokog spektra bioloSkih mehanizama. Ova
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osobina znaci da jedan citokin moze djelovati na razlicite vrste stanica, dok vise citokina moze imati
preklapajuce ucinke na iste stanice, ponekad sa slicnim, a ponekad i suprotnim ishodima [61]. Osim
toga, citokini imaju sposobnost samoprodukcije, najces¢e putem pozitivne povratne sprege, djelujuci
na NF-kB [62]. Citokini se mogu podijeliti prema funkciji u tri glavne skupine: proupalni citokini,
protuupalni citokini i citokini steCenog imuniteta. Nakon IM-a, dolazi do izlu¢ivanja proupalnih
citokina kao $to su IL-1, TNF-a, IL-6 i IL-18 [42]. Njihova aktivacija nastaje putem signalizacije
MAPK i NF-«kB, uz parakrinu signalizaciju koja prenosi upalni proces na okolne stanice i potice
infiltraciju leukocita koji proizvode te citokine. Unato¢ brojnim istrazivanjima koja su pokazala da
inhibicija izrazaja pojedinih citokina moze dovesti do povoljnijih ishoda nakon IM-a, postoje i studije
koje sugeriraju suprotno. Takvi rezultati ukazuju da inhibicija odredenih citokinskih putova moze
imati i pozitivne [63] i negativne posljedice [64], §to otvara prostor za daljnja istrazivanja kako bi se

bolje razumjela njihova uloga u procesu cijeljenja nakon IM-a.

Kemokini, mali proteini iz obitelji citokina, imaju kljuénu ulogu u patogenezi IM-a kroz regulaciju
migracije i aktivacije leukocita. Oslobadaju ih nekroti¢ni kardiomiociti i aktivirane endotelne stanice

te djeluju kao kemoatraktanti za imunoloske stanice.
Na temelju strukture i funkcije dijele se u dvije skupine:

1. Homeostatski kemokini koji odrzavaju normalne fizioloske procese, poput migracije limfocita

u limfne ¢vorove i lokalizacije antigen-prezentirajucih stanica u limfnim organima. Primjeri

tih kemokina su CCL19 i CCL21.

2. Upalni kemokini koji se stvaraju tijekom upale ili infekcije kao odgovor na podrazaje
poput IL-1 ili TNF-a. Uloga im je privlacenje leukocita na mjesto ozljede i pojacavanje
upalnog odgovora. Primjeri tih kemokina su CXCLS8 /IL-8, koji poti¢e migraciju neutrofila,
CCL2 /MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1), koji privla¢i monocite i mati¢ne stanice
vazne za regeneraciju tkiva [65], te CCL5 i CXCL10 koji pogoduju infiltraciji T i B limfocita.

Kemokini dodatno aktiviraju imunoloSke stanice, poticuci ih na oslobadanje proteolitickih enzima ili
ROS-a sto pojacava upalni odgovor. Takoder poti¢u proizvodnju proupalnih citokina i kemokina te
reguliraju proliferaciju i diferencijaciju imunoloskih stanica, primjerice diferencijaciju T stanica u
efektorske stanice ili stimulaciju B stanica na proizvodnju antitijela. Kemokini povecavaju
propusnost krvnih Zila ¢ine¢i ih hiperpermeabilnima, a njihovo djelovanje Cesto je sinergisticko s
citokinima [66]. Gore navedeni ¢imbenici kemokine ¢ine znacajnim regulatorima upale i reparativnih

procesa nakon IM-a. Izrazaj proupalnih citokina i kemokina utiSava se pomocu djelovanja



matricelularnih proteina iz rubnih dijelova infarciranog tkiva preko TGF-B (trasforming growth

factor-beta) signaliziranja [67].

Usporedno s ovim dogadajima dolazi i do aktivacije komplementa i njegove kaskade [68]. Signali
opasnosti aktiviraju komplement putem klasi¢nog, alternativnog i lektinskog puta, ¢ime se oslobadaju
komonente komplementa poput C1, C3 i C4. Glavne uloge aktivacije ovog puta su omogucavanje
migracije imunoloskih stanica i proizvodnja proupalnih citokina [69]. Jasno je da ¢e prekomjerna

aktivacija tijekom cijeljenja dovesti do dodatnih oSteéenja tkiva i pogorsati prognozu kod oboljelog.

Infiltracija neutrofila u infarcirano tkivo

S obzirom na izrazito dobru prokrvljenost sréanog tkiva, endotelne stanice predstavljaju
najbrojnije nekardiomiocitne stanice u miokardu i mjesta su stvaranja najveceg broja proupalnih
medijatora. Izrazaj adhezijskih molekula na povrsini endotelnih stanica bitan je za regrutaciju upalnih
leukocita u infarcirano podrucje, a u smjeru upalnog fenotipa aktiviraju ih DAMP medijatori [70].
Endotelne stanice po€inju izrazavati P-selektin i E-selektin (u ishemi¢nom podru¢ju) na povrSini
stanice koji se zatim veze na L-selektin na neutrofilima §to omogucéava pocetno ,.hvatanje* neutrofila
iz krvotoka i uzrokuje njinovo ,,kotrljanje* po povriini endotelnih stanica [39]. Cimbenik koji aktivira
trombocite potie izrazaj integrina na povrsini neutrofila koji se kasnije vezu na ICAM-1 (engl.
Intercellular adhesion molecule-1) na endotelnim stanicama. Ovom interakcijom neutrofili se ¢vrsto
vezu za endotelne stanice i u potpunosti zaustavljaju kotrljanje [17]. Nakon ¢vrste adhezije slijedi
ekstravazacija neutrofila u infarcirano podru¢je koja je posredovana aktivacijom kinaza koje
fosforiliranjem prekidaju komunikaciju izmedu endotelnih stanica, ¢ime dolazi do povecanja
permeabilnosti [71]. Ovim procesom aktiviraju se brojni proteoliti¢ki enzimi i oslobadaju proupalni
medijatori, kao $to je IL-17 kojeg proizvode neutrofil ¢ime pridonose vlastitoj infiltraciji u sré¢ano
tkivo te time pojacavaju upalni odgovor [72]. S obzirom da je infiltracija najizrazitija u rubnoj zoni
infakrta [42], neutrofili mogu imati citotoksi¢ni u¢inak na viabilne kardiomiocite [73] jer oslobadaju
proupalne citokine, a takoder aktiviraju MMP-ove. Neutrofili su prve mijeloidne stanice koje
migriraju u infarcirano podrucje [39] kao odgovor na kemotakti¢ne signal s ciljem ,,éiS¢enja“ mrtvih
stanica i izvanstani¢nog otpada (debrisa) unutar prva 24 sata nakon nastanka IM-a (Slika 2). Dijele
se na dva pod-tipa: proupalne N1 neutrofile koji prvi migriraju u infarcirano tkivo aktivacijom TLR4
receptora, i protuupalne N2 neutrofile koji sudjeluju u reparaciji tkiva [74]. Neutrofilni HNP1 (engl.
Human neutrophil protein 1) uz trombocitni CCLS sinergisticki poti¢u migraciju monocita u
infarcirano podruéje [75]. Unatoc¢ tome $to pretjerana infiltracija neutrofilima dovodi do nepovoljnog

cijeljenja i povecava rizik od razvoj aritmija, najcesce zbog izlu¢ivanja MPO (engl. Myeloperoxidase)
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[76] i poticanjem djelovanja MPP-ova,

makrofaga [77].
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Slika 2: Relativna ucestalost pojave razli¢itih vrsta upalnih stanica u infarciranom tkivu s obzirom

na vrijeme proteklo od trenutka infarkta.

Infiltracija proupalnih monocita

Tijekom akutne upalne faze cijeljenja infarcirano tkivo iz cirkulacije infiltriraju i proupalni

monociti 24 do 48 sati nakon IM-a, za kojima slijede limfociti. Na isti nain se regrutiraju iz

cirkulacije kao neutrofili i ekstravazacijom migriraju u sréano tkivo [19,78]. Njihov zivotni vijek je

relativno kratak, 1 do 3 dana, no kad se diferenciraju unutar tkiva u makrofage mogu zivjeti tjednima

ili mjesecima, ovisno o potrebi za reparacijom tkiva i 0 mikrookolisu. Uloga makrofaga je ¢iS¢enje

nekrotickog tkiva, oslobadanja proupalnih medijatora, ali i poticanje reparativnih procesa kroz

stvaranje proangiogenih spojeva [78,79].

Nekoliko kljuénih molekula poticu infiltraciju monocita u
11



sr¢ano tkivo. Prvo, kemokin MCP-1 putem receptora CCR-2 privla¢i monocite na mjesto ozljede.
Zatim, citokini poput M-CSF (engl. Macrophage colony-stimulating factor) i GM-CSF (engl.
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) poti¢u diferencijaciju monocita u makrofage.
Oni imaju suprotan ucinak na polarizaciju makrofaga, time da M-CSF polarizira prema M2 fenotipu,

dok GM-CSF potice polarizaciju prema M1 fenotipu makrofaga [80].

Citokini TNF-a i IL-1 povecavaju adheziju monocita na endotelne stanice i olakSavaju njihovu
migraciju u osteCeno srcano tkivo [81], a aktivacija komplementa pomaze u regrutaciji svih vrsta
leukocita, ukljucujuci i monocite [49]. DAMP-ovi i ROS takoder doprinose ovom procesu, zajedno s
drugim spojevima koji moduliraju upalni odgovor [82,83]. S obzirom da diferencirani makrofazi
mogu izlucivati razlicite medijatore, predstavljaju vrlo heterogenu skupinu i stoga ¢ine funkcionalno
najplasti¢niju skupinu mijeloidnih stanica buduéi da sudjeluju kao sredi$nje figure u uredenom
imunitetu u prvoj liniji obrane migrirajuci u ozlijedeno tkivo te aktivno sudjeluju u cijeljenju tkiva.
U ranoj upalnoj fazi monociti se diferenciraju prema M1 upalnom fenotipu makrofaga i samim time
utjecu na pojacanje upalne reakcije. Njihov fenotip je podloZan promjeni u ovisnosti o citokinskom
mikrookolisu u kojem se nalaze te u prisutnosti odredenih ¢imbenika rasta. Igraju klju¢nu ulogu u
¢is¢enju nekroticnog tkiva i poticanju reparativnih procesa. U miljeu gdje su pretezito izrazeni
protuupalni medijatori (IL-10 i TGF-B) dolazi do procesa ,polarizacije makrofaga“ pri ¢emu
mijenjaju svoj upalni fenotip (M1) prema reparativnom fenotipu (M2) te tada djeluju kao negativni
regulatori upale (inhibitori) [22,23,42,84,85].

Kod stakora su dokumentirane tri subpopulacije monocita:

e Klasi¢ni monociti s niskim izrazajem CD43, najzastupljeniji i najucinkovitiji u fagocitozi te

ukljuceni u upalni odgovor.

e Neklasi¢ni monociti s visokim izrazajem CD43, manje su zastupljeni, a imaju protuupalne

funkcije i ukljuceni su u reparaciju tkiva i regulaciju upalnog odgovora.
¢ Intermedijarni monociti koji imaju karakteristike i klasi¢nih i neklasi¢nih monocita [86].

Monociti koji infiltriraju sréano tkivo dolaze iz koStane srzi, ali takoder i iz slezene koja mozZe

posluziti kao veliki rezervoar mononuklearnih stanica za vrijeme upale [87].

Infiltracija i aktivacija ostalih stanica u upalnoj fazi cijeljenja

Tijekom akutne upalne faze cijeljenja nakon IM-a, razli¢ite vrste stanica infiltriraju sréano

tkivo, svaka s vaznom ulogom u procesu oporavka. Najprisutnije stanice su neutrofili, a zatim
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proupalni makrofazi. Trombociti se takoder brzo nakupljaju u podruc¢ju ozljede, a doprinose
formiranju fibrinskog matriksa te oslobadaju razne citokine, kemokine i ¢imbenike rasta te aktiviraju
komplement. Njihova uloga nije jo$ uvijek dovoljno istrazena [88]. U ozljedeno tkivo migriraju i T
limfociti, dodatno pojacavajuci upalu sa svojim citotoksi¢nim u¢incima na zdrave kardiomiocite [89],
ali istovremeno se stvaraju i regulatorni CD4/CD25 T-lifmociti ¢ija je funkcija suprotna tome, tj.
djeluju kao inhibitori upale [90] putem izlucivanja protuupalnih medijatora kao §to su IL-10 i TGF-
B [91]. Osim ovih stanica, aktiviraju se i fibroblasti, koji su u ve¢em broju prisutni tek u proliferativnoj
fazi, te endotelne stanice koje takoder moduliraju cijeljenje putem upalnih ili protuupalnih medijatora
[70]. U patoloskim stanjima poput IM-a, mastociti, koji se nalaze u perivaskularnom prostoru,
degranulacijom oslobadaju upalne medijatore koji se inace nalaze u inaktivnom obliku [92,93].
Interakcije izmedu razlicitih tipova stanica pomazu u ¢iS¢enju osteéenog tkiva, regulaciji upale i

poticanju procesa cijeljenja i prelaska u proliferativnu fazu cijeljenja.
1.3.2. Proliferativna faza cijeljenja

Proliferativna faza cijeljenja IM-a zapocinje nakon akutne upalne faze. Obi¢no pocinje kod
velikih sisavaca, poput ljudi, izmedu 4. 1 7. dana nakon IM-a, a traje najces¢e do 14 dana. S druge
strane, kod manjih sisavaca, poput Stakora, ova faza zapocinje nesto ranije, ve¢ 48 sati nakon IM-a i
traje najcesce do 5 dana [41]. Klju¢ni dogadaji unutar ove faze su stvaranje granulacijskog tkiva koje
se sastoji od makrofaga, miofibroblasta, novostvorenih krvnih Zila i novonastale izvanstani¢ne tvari,
zatim infiltracija fibroblastima koji dalje sintetiziraju proteine izvanstanicne tvari te angiogeneza. Ovi
procesi se zbivaju paralelno 1 sinergisticki stiSavaju proupalne signale koji omogucavaju
preusmjeravanje makrofaga prema M2 reparativnom tipu (Slika 2), ¢ime se smanjuje upala i
omogucuje cijeljenje. Svoju ulogu u ovom procesu imaju i T limfociti, osobitno pomagacki T-

limfociti i regulatorni T limfociti koji takoder poti¢u cijeljenje i rezoluciju upale [41,43,94].

Inhibicija 1 rezolucija upalnog odgovora dogada se uz pomo¢ raznih stanica, neutrofila, makrofaga,

T limfocita, vaskularnih stanica, kardiomiocita i fibroblasta.

Neutrofili

Neutrofili su kratkozivece stanice budu¢i da nakon infiltriranja oSte¢enog podrucja ubrzo
podlijezu apoptozi ili nekrozi [39], a njihovo uklanjanje preuzimaju makrofazi, ¢ime se potice
suzbijanje upale reakcije. Apoptoza neutrofila moze se odgoditi u prisutnosti upalnog mikrookolisa
bogatog TNF-a ili IL-1pB, koji produzuju njihov zivotni vijek. Neutrofilna infiltracija obi¢no se

razrjeSava 3 do 7 dana nakon IM-a, kada veéina neutrofila odumire i privla¢i makrofage putem
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"pronadi me" molekula (lipidni medijatori 1 nukleotidi) te izrazava "pojedi me" molekule (poput

lizofosfatidilkolina), poticuci tako vlastito uklanjanje [17,95].

Apoptotski neutrofili smanjuju upalu na dva nacina: prvo, oslobadaju medijatore koji sprjecavaju
njihovo novacenje u ozlijedeno podrucje (npr. annexin Al, laktoferin te lipidnih medijatora), a
istovremeno poti¢u kemotakticke signale za fagocite. Drugo, fagocitozom neutrofila od strane
makrofaga aktiviraju se protuupalne signalne kaskade, koje rezultiraju pove¢anom proizvodnjom IL-
10 i TGF-B. Cak i neutrofili proizvodnjom NGAL-a (engl. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin)
mogu poticati polarizaciju makrofaga prema M2 reparativnom fenotipu [39,77]. lako su ovi
mehanizmi stani¢nog signaliziranja ve¢ ranije poznati, nisu jo§ dovoljno istrazeni u okviru ishemijske

ozljede srca.
Monociti i makrofazi

Nakon pocetne infiltracije neutrofilima, monociti i makrofagi postaju dominantne stanice u
infarciranom tkivu [17,19,22,23], a njihova uloga klju¢na je za cijeljenje i formiranje oziljka nakon
IM-a. UravnoteZen upalni odgovor od presudne je vaznosti za kvalitetu oporavka [22,23]. Makrofazi,
kao srediSnji regulatori ovog procesa, pokazuju izrazitu fenotipsku i funkcionalnu heterogenost,

omogucuju¢i im koordinaciju i upalne i reparativne faze cijeljenja.
Infiltracija monocitima/makrofazima odvija se u dvije faze:

e U prvoj fazi (1-3 dana nakon IM-a) dominiraju proupalni monociti i M1 makrofazi, koji imaju
snazan mikrobicidni kapacitet. Oni fagocitiraju mrtve stanice, djeluju proteoliticki 1 luce
proupalne medijatore poput TNF-a. Ovi klasi¢no aktivirani makrofazi dijele se dalje na M1a
i M1b podskupine koje imaju djelomi¢no razli¢ita svojstva i stimulirani su drugacijim
medijatorima [19,78]. Nakupljanje ove skupine makrofaga omoguceno je CCR2
signaliziranjem [96,97].

e U drugoj fazi (od 4., a s vrhuncem 7. dana kod vecih sisavaca, a kod $takora i ranije) u vecoj
mjeri poc¢inju biti prisutni protuupalni monociti 1 M2 makrofazi. Ove stanice izluCuju
protuupalne, profibrotske i angiogene ¢imbenike poput TGF-, IL-10 i VEGF (engl. Vascular
endothelial growth factor) [98-100] te zavrSavaju upalnu fazu promicuci oporavak tkiva.
Reparativni M2 makrofazi dalje se dijele na M2a, M2b, M2c i M2d podskupine [92].

Nakupljanje ove skupine monocita/makrofaga ostvaruje se CX3CRL1 signaliziranjem [96].

14



Novija istrazivanja o fazama infiltracije cirkuliraju¢ih monocita pokazuju da obje faze potjecu od
upalnih monocita, ali se unutar proliferativne faze fenotip diferenciranih makrofaga unutar tkiva
mijenja u reparativni tip [101]. Svakako, kratki zivotni vijek postiinfarktnih monocita (otprilike 20

sati) ukazuje na to da se fenotipska konverzija zbiva izrazito brzo [96].

S obzirom na postojanje mnogih podskupina makrofaga, Mosser i Edwards predlazu funkcionalnu
podjelu makrofaga na proupalne i reparativne, pri cemu mikrookoli$ ima klju¢nu ulogu u odredivanju
njihovog fenotipa. U mnogim istrazivanjima pokazano je da je ranija polarizacija makrofaga prema
M2 fenotipu povezana sa znatno kvalitetnijim cijeljenjem IM [22,23,102,103].

Pored navedenih subpopulacija makrofaga, u srcu se nalaze i rezidentni makrofazi, ¢iji je broj vrlo
mali, a njihova uloga nije potpuno razjasnjena. lako posjeduju karakteristike M2 fenotipa makrofaga,
koji nastoje odrzati homeostazu i poticu oporavak tkiva, nedavna istraZzivanja sugeriraju da bi ove
stanice mogle doprinositi sr¢anoj provodljivosti kod zdravih jedinki. Veci broj ovih stanica nalazi se
u AV (engl. atrioventricular) ¢voru s funkcijom ubrzavanja repolarizacije klijetki. Rezidentni
makrofazi su povezano s kardiomiocitima pomocu propusnih veza koje sadrze koneksin-43 [104], $to

dodatno ukazuje na njihovu vaznost u funkciji srca.

Prijelaz prema proliferativnoj fazi cijeljenja potaknut je i eferocitozom, procesom kojim makrofazi
uklanjaju apoptotske stanice, $to rezultira smanjenjem proizvodnje proupalnih medijatora. Aktivacija
negativnih regulatora urodene imunosti dodatno smanjuje upalu i proteaznu aktivnost ¢ime se stvara
povoljan mikrookoli$ za reparaciju tkiva. Polarizacija makrofaga prema M2 reparativnom fenotipu
regulirana je slozenim signalnim putevima. Inhibicija TLR receptora i AP-1 (engl. Activator protein
1), aktivacija STAT6 (engl. Signal transducer and activator of transcription) signalnog puta [104],
CSF-1 signalnog puta, izrazaj protuupalnih citokina (IL-4, IL-13, IL-10, TGF-B) dovodi do poticanja
gena povezanih s reparativnim funkcijama [96]. lako aktivacija pojedinih podjedinica NF-«xB (kao
p65) pridonosi polarizaciji prema upalnom fenotipu makrofaga, aktivacija p50 NF- kB homodimera
potice polarizaciju prema M2 fenotipu makrofaga [105]. Takoder, ¢imbenici potaknuti hipoksijom
mogu modulirati funkciju makrofaga preusmjeravajuéi ih prema reparativnim ulogama [106]. Nrf2
(engl. Nuclear factor erythroid 2—related factor 2), kao regulator antioksidativnih odgovora, dodatno
utjee na polarizaciju makrofaga smanjujuéi upalne procese i potiCu¢i mehanizme reparacije.
Polarizacija makrofaga predstavlja sloZzen fenomen koji se temelji na Sirokom spektru svojstava ovih
stanica, ovisno 0 njihovim skupinama i podskupinama te stimulansima u mikrokoliSu
[22,23,42,77,84,85,107,108].
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M2 makrofazi klju¢ni su za poticanje reparativnih procesa u fibroblastima, poti¢u¢i njihovu
transformaciju u miofibroblaste te stvaranje oziljka. Oni izlu¢uju VEGF koji stimulira angiogenezu
potrebnu za regeneraciju tkiva [99,109]. Zajedno s T regulatornim stanicama, proizvode TGF-3 [110],
koji smanjuje sintezu proupalnih medijatora i oznacava prijelaz prema reparativnoj fazi
[41,43,91,94].

Uzimajuéi u obzir sve navedeno, moze se zakljuciti da je polarizacija makrofaga izuzetno slozen
fenomen. Ova slozenost proizlazi iz ¢injenice da makrofazi pokazuju Sirok spektar svojstava, ovisno
o skupini i podskupini kojoj pripadaju, a njihova promjena fenotipa odgovara stimulansima u
mikrokoliSu u kojem se nalaze. Naredna istraZzivanja bi mogla pruziti korisna znanja za razvijanje

novih terapijskih opcija usmjerenih na poboljsanje cijeljenja tkiva i smanjenje upale nakon IM-a.
Ostale stanice proliferativne faze cijeljenja i izvanstani¢na tvar

Uz reparativne makrofage, dendritiCke stanice infiltriraju infarcirano tkivo najvise u
proliferativnoj fazi. Studije na Zzivotinjama pokazale su kako inhibicijom tih stanica dolazi do
povecanja intenziteta upale, dodatnog oSte¢enja kardiomiocita i izvanstani¢ne tvari, kocenja
angiogeneze te polarizacije makrofaga prema M1 upalnom fenotipu ¢ime se pogorsava cijeljenje

sréanog tkiva [107].

Homeostatka cirukulacija limfocita ograni¢ena je na sekundarne limfoidne organe, dok u upalnim
stanjima dolazi do njihovog nakupljanja u drugim organima. Nakon IM-a razni tipovi T stanica
infiltriraju sréano tkivo. CD4+ pomagacki T-limfociti se aktiviraju kao odgovor na oslobodene sréane
autoantigene, a poticu cijeljenje pomazuéi infiltraciju reparativnim imunoloskim stanicama
(izlu¢ivanjem IL-10 i TGF-B) te time i rezoluciju upale. Djeluju takoder i na pravilno odlaganje
kolagena, a inhibiraju aktivnost proteaza ¢ime doprinose stvaranju oziljka na mjestu ozljede [90].
Prirodnoubilacke T stanice proizvodnjom IL-10, bez obzira na svoje dvostrano djelovanje (poticu
proizvodnju i upalnih i protuupalnih citokina), nakon permanentne okluzije smanjuju infiltraciju tkiva

leukocitima i remodeliranje [111].

I endotelne stanice doprinose suzbijanju upalne reakcije. Na pocetku upale, one sintetiziraju
adhezivne molekule koje privlace upalne stanice, omogucuju¢i njihovu infiltraciju. Intenzivna
angiogeneza osigurava opskrbu kisikom i hranjivim tvarima hipercelularnom tkivu miokarda u
procesu cijeljenja. VEGF potice stvaranje propusnih krvnih Zila bez omotaca od pericita [99]. Nakon
formiranja zrelog oziljka, dio ovih novonastalih krvnih zila dobiva omotac¢ od pericita [112], ¢ime se

smanjuje njihova propusnost, dok one bez omotaca prolaze kroz apoptozu.
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Proteini izvanstani¢ne tvari, osim mehanicke potpore, bitni su za regulaciju upale u infarciranom
tkivu. Fragmenti matriksa, poput hijaluronana, poti¢u sintezu proupalnih citokina, dok privremeni
matriks omoguéuje infiltraciju upalnih stanica. Uklanjanje tih fragmenata putem CD44 doprinosi
rezoluciji upale i aktivira inhibitorne signalne putove [41,113]. Lokalizirana prisutnost fibronektina i
trombospondina, aktivatora TGF-f, u periinfarktnoj zoni ograni¢ava upalu i smanjuje Sirenje na
zdravo tkivo [67].

Molekularni signali proliferativne faze cijeljenja

Suzbijanje postinfarktnog upalnog odgovora ovisi o oslobadaju protuupalnih medijatora poput
IL-10 i TGF-B i lipidnih derivata te o aktivaciji unutarstani¢nih STOP signala koje koc¢e urodeni
imunoloski odgovor [17,92,98].

Citokin IL-10 sudjeluje u protuupalnim funkcijama poput smanjenja sinteze proupalnih citokina i
kemokina (TNF-a i IL-6) u makrofazima [114] te time poti¢e polarizaciju prema M2 reparativnom
tipu. Takoder, potiCe izrazavanje tkivnog inhibitora metaloproteinaza u mononuklearnim stanicama,
Sto utjeCe na odrzavanje integriteta izvanstani¢ne tvari 1 smanjenje nepovoljnog remodeliranja.
Primarno se proizvodi od strane regulatornih T-stanica i makrofaga ¢iji razvoj i reparativnu funkciju
dodatno poticu. IL-10 smanjuje koli¢inu proupalnih citokina i suzbijanjem mastocitne degranulacije

[98,114].

TGF-p je multifunkcionalni citokin koji je bitan regulator unutar svih faza cijeljenja IM-a. Sudjeluje
u brojnim fizioloskim i patoloskim procesima. Regulira imunoloski odgovor inhibiranjem aktivacije
proupalnih stanica i smanjenjem proizvodnje citokina. Zatim sudjeluje u procesima diferencijacije
stanica, na nacin da potice diferencijaciju fibroblasta u miofibroblaste $to je klju¢no za formiranje
oziljka te polarizaciju makrofaga prema M2 fenotipu. Poticanjem izrazaja VEGF-a utjece na rast i
proliferaciju stanica u procesu neoangiogeneze, te je uklju¢en u procese formiranja izvanstani¢ne
tvari i mnogim drugima [115]. Razina svih triju izoformi ovog citokina su povisene nakon IM-a [100].
Tesko je razluciti tocnu ulogu pojedinih ¢lanova obitelji ovog pleiotropnog citokina zbog njegovog
djelovanja na razne stanice ukljucenje u cijeljenje nakon IM-a. Smatra se da je aktivacija TGF-f i
njegovo djelovanje na imunoloske i reparativne stanice klju¢no za prelazak iz upalne faze u
reparativnu fazu [116]. Glavni izvor ovog medijatora su makrofazi, ali i druge stanice poput epitelnih,
trombocita, podtipovi T stanica, fibroblasti i mastociti [115,117]. Studije su pokazale kako rana
inhibicija ovog citokina dovodi do pogor$anja upalnog odgovora i vece smrtnosti, a tek kasna
inhibicija moze dovesti do boljih ishoda u cijeljenju [118] jer u sluc¢aju prekomjerne aktivnosti moze

do¢i do hipertrofije srca i sréane fibroze koje narusavaju funkciju srca.
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Ostali spojevi ukljuceni u suzbijanje upalnog odgovora su GDF15 (growth differentiation factor 15)
citokin koji pripada TGF-f obitelji [42]. Lipidni derivati poput lipoksina i resolvina takoder sudjeluju
u tom procesu. U istrazivanjima na misjem modelu IM-a primjeceno je da kemokinski receptor CCRS
ima bitnu ulogu u suzbijanju upale utjecuci na infiltraciju sr¢anog tkiva T regulatornim stanicama
[119]. Takoder, izrazaj pojedinih kinaza povezanih s receptorima proupalnih citokina povecava se
unutar makrofaga i fibroblasta, §to rezultira smanjenjem izrazaja proupalnih citokina, a poticanjem

transformacije fibroblasta u miofibroblaste [120].

Fibroblastna aktivacija i formiranje oZiljka

U proliferativnoj fazi cijeljenja IM-a, povecana prisutnost reparativnih makrofaga dovodi do
promjena u razinama protuupalnih medijatora kao Sto su IL-10, TGF-f i VEGF, koji poti¢u procese
reparacije i omogucéuju formiranje oziljka na mjestu ozljede. Tijekom ove faze nastaje granulacijsko

tkivo, pri ¢emu uz makrofage, miofibroblasti imaju bitnu ulogu [17,92,98,99].

Srce sadrZi znacajan broj rezidentnih stanica nalik fibroblastima koje u slu€aju sréane ozljede poticu
stvaranje proupalnih citokina [70]. Nakon IM-a dolazi do aktivacije fibroblasta i njihove
transformacije u miofibroblaste, Sto predstavlja jedan od klju¢nih dogadaja u proliferativnoj fazi
[70,121]. Diferencijacija prema miofibroblastima je potaknuta angiontenzinom Il i TGF-f, te IL-10
[17,98,99,122]. Osim ovih signalnih medijatora, transdiferencijaciju potiCu promjene u
izvanstani¢noj tvari (matricelularni proteini) [123] te pojedini ¢lanovi TRP (engl. Transient receptor
potential channel) obitelji ionskih kanala, narocito TRPC6 ¢ija odsutnost moze dovesti do poremecaja
u funkciji fibroblasta i pove¢anog moraliteta [124]. Ove stanice sintetiziraju proteine izvanstani¢ne
tvari te osiguravaju kontrakciju oziljka, ¢ime doprinose strukturnoj stabilnosti srca [42,66,121].
Miofibroblasti su fenotipski promijenjeni fibroblasti koji sadrze stresna vlakna i izrazavaju
kontraktilne proteine poput a-SMA (engl. Alpha smooth muscle actin) i embrionalne izoforme
miozina glatkog misi¢a [125,126]. Izvor miofibroblasta moze biti kostana srz ili rezidenti fibroblasti
iz sr¢anog tkiva, ali i druge stanice mogu pridonijeti njihovom razvoju kao dodatni izvor [127].
Proliferacija fibroblasta takoder dovodi do intenzivne angiogeneze, koja osigurava opskrbu kisikom
1 hranjivim tvarima potrebnim za regeneraciju metabolicki aktivnog tkiva. Tijekom ove faze dolazi
do poveéanja izrazaja VEGF-a [109] i trombocitnog ¢imbenika rasta [112], koji su vazni za
sazrijevanje krvnih zila 1 integraciju pericita. Uz to, pomagacki T limfociti i regulatorni T limfociti
imaju znacajnu ulogu u poticanju cijeljenja te optimalnom odlaganju kolagena dodatnom

proizvodnjom protuupalnih, proangiogenih i profibrotskih medijatora [91].
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Fibroblasti mogu za vrijeme rane upalne faze izlucivati upalne medijatore i proteaze 1 modulirati
prezivljenje kardiomiocita u ishemi¢nom srcu [128]. Studije pokazuju kako miofibroblasti mogu
pokazivati i fagocitotska svojstva (poput makrofaga) te suzbijati upalu prozdiranjem mrtvih stanica
[129].

Studije su pokazale da oziljak u infarciranom sréanom tkivu nije samo acelularna struktura sastavljena
od unakrsno povezanog vlaknastog kolagena, ve¢ predstavlja metabolicki aktivno tkivo koje
kontinuirano proizvodi i odlaze kolagen, ¢ime je dodatno potvrdena vaznost fibroblasta, kao i
miofibroblasta [130,131].

Miofibroblasti se pojavljuju na rubovima oziljka u periinfarktnoj zoni otprilike tre¢eg dana nakon
IM-a, a zatim invadiraju infarcirano podrucje, gdje ostaju prisutni tijekom duzeg vremenskog
razdoblja [132]. Ovi transformirani fibroblasti igraju vitalnu ulogu u procesu cijeljenja, jer ne samo
da doprinose sintezi kolagena, ve¢ takoder pomazu u remodeliranju izvanstani¢ne tvari, $to je klju¢no

za obnovu src¢anog tkiva nakon ishemije.

Osim toga, miofibroblasti su odgovorni za stvaranje mehanicke potpore i stabilnosti oziljnog tkiva,
$to je posebno vazno za odrzavanje funkcionalnosti srca. Njihova prisutnost i aktivnost ukazuju na to
da se proces cijeljenja ne zavrSava jednostavno formiranjem oziljka; umjesto toga, oziljak se razvija

kao dinamiéna struktura koja se prilagodava potrebama srca tijekom oporavka.

Ova nova saznanja naglaSavaju vaznost daljnjih istraZivanja kako bi se bolje razumjeli mehanizmi
koji stoje iza aktivacije miofibroblasta i njihovih interakcija s drugim stanicama i komponentama
izvanstani¢ne tvari. Razumijevanje ovih procesa moze otvoriti nove mogucnosti za terapijske

intervencije usmjerene na poboljSanje oporavka srca nakon IM-a.

Izvanstani¢na tvar tijekom proliferativne faze cijeljenja

Izvanstani¢na tvar ima vrlo vaznu ulogu tijekom proliferativne faze cijeljenja nakon IM-a. U
njoj se odvijaju brojne promjene u sastavu te u regulaciji aktivnosti razlicitih stanica. Nakon
fagocitiranja fragmenata izvanstanic¢ne tvari netom poslije IM-a, formira se privremena izvanstani¢na
tvar koja se pretezno sastoji od fibrina, fibronektina i laminina, tzv. matricelularnih proteina
[41,66,133]. Oni ne pruzaju strukturnu, tj. mehanicku potporu, ve¢ reguliraju vazne stani¢ne procese
1 interakcije s izvanstani¢nom tvari (kolagenom 1 elastinom) kao Sto su proliferacija, migracija 1

diferencijacija stanica tijekom reparacije tkiva [42].

Glavni strukturni protein koji osigurava ¢vrstocu i stabilnost oziljnog tkiva je kolagen. Tijekom

proliferativne faze dolazi do povecane sinteze kolagena od strane miofibroblasta [130,131], sto
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znacajno doprinosi formiranju oziljka. Promjene koje se dogadaju u izvanstanic¢noj tvari u njezinom
sastavu i konacno pravilno odlaganje kolagena esencijalni Su za obnovu strukture sr¢anog misica i

osiguravanje njegove funkcionalnosti nakon IM-a.
1.3.3. Faza sazrijevanja oziljka (maturacije)

Faza maturacije predstavlja zavrsnu fazu cijeljenja nakon IM-a, a ukljucuje niz procesa koji
omogucuju obnovu i stabilizaciju sr¢anog tkiva. Tijekom ove faze dolazi do umrezavanja kolagenih
vlakana unutar izvanstani¢ne tvari, ¢ime se osigurava ¢vrstoca i stabilnost oziljka [42]. Unato¢ tome
Sto oziljak odrzava strukturnu stabilnost srca koja je nuzna nakon IM-a, istovremeno narusava sréanu
funkciju jer kao acelularno tkivo ne sadrzi nuzne kontraktilne komponente. Angiogeneza, koja je
prisutna tijekom proliferativne faze, zavrSava u fazi maturacije. Stabilizacijom vaskularne mreze
osigurava se odgovarajuca opskrba krvlju regeneriranog tkiva. Smatra se da smanjenje fibrogenih
¢imbenika rasta, aktivacija inhibitornih STOP signala koji inhibiraju TGF-B i angiotenzin II
signaliziranje i uklanjanje matricelularnih proteina, te sinteza antifibrotskih medijatora moze suzbiti
proliferaciju i smanjiti sintetsku aktivnost fibroblasta [42]. Istovremeno, fibroblasti i leukociti
postupno se uklanjaju iz ozlijedenog podrucja, §to dovodi do hipocelularnosti tkiva i prijelaza u
acelularni zreli oziljak. Remodeliranjem izvanstani¢ne tvari dolazi do stvaranja fibroznog tkiva koje
u potpunosti zamjenjuje nekroti¢no tkivo. Iako je upalni odgovor znac¢ajno smanjen u ovoj fazi, niska
razina upale moZe perzistirati. Ova rezidualna upala moze uzrokovati daljnje oStecenje viabilnih
kardiomiocita, $to dodatno pogorSava nepovoljno remodeliranje srca, povecavajuci rizik od razvoja
sr¢anog zatajenja [4,8,134]. Razumijevanje sloZenih procesa koji se istovremeno odvijaju tijekom
ove faze, ukljucujuci interakcije izmedu imunoloskih stanica, fibroblasta 1 izvanstani¢ne tvari, od
velike je vaznosti za razvoj novih terapijskih strategija koje mogu doprinijeti smanjenju morbiditeta

nakon preboljelog IM-a.
1.4. Utjecaj konzumacije alkoholnih pié¢a na kardiovaskularni sustav

Prva opseZnija istrazivanja na temu utjecaja alkohola na ljudsko zdravlje proveo je americki
biolog dr. Raymond Pearl. Njegove studije pokazale su da umjerena konzumacija alkohola moze
imati odredene zdravstvene koristi, dok prekomjerna konzumacija dovodi do znac¢ajnih zdravstvenih
problema. Rad dr. Pearla postavio je temelje za kasnija istrazivanja u ovom podrucju, otkrivajuci
sloZene interakcije izmedu alkohola i ljudske fiziologije. Zakljucke svojih istrazivanja objavio je

1929. u knjizi ,,Alcohol and longevity [135].

20



Svoja zapazanja graficki je predocio J-krivuljom kako bi opisao odnos izmedu konzumacije alkohola
I smrtnosti (Slika 3). Prema njegovim podacima, umjerena konzumacija alkohola bila je povezana s
nizim stopama smrtnosti u odnosu na apstinente i osobe koje prekomjerno piju. Bitno je naglasiti da
se radilo o vremenu prohibicije u SAD-u, $to njegove zakljucke ¢ini jo$ intrigantnijima s obzirom da
su bila protivna tadasnjem javnom mnijenju da je svaka konzumacija alkoholnih pica Stetna za

zdravlje.

1
i Prekomjerna
i konzumacija

1,25

0,75

Retlativni rizik smrtnosti od
kariovaskularnih boolesti

0,5

Niska do umjerena konzumacija

Iy

0,25

\4

Unos etanola

Slika 3: Shema J-krivulje koja prikazuje odnos rizika smrtnosti i obolijevanja od kardiovaskularnih

bolesti s razinom konzumacije alkoholnih pica.

Vecina epidemioloskih studija, a u novije vrijeme 1 randomiziranih klinickih studija, potvrduju da je
umjerena konzumacija alkoholnih pi¢a povezana sa smanjenjem rizika od kardiovaskularnih bolesti
[136-144]. Takoder je pokazano da se protektivni u¢inci prethodnog umjerenog pijenja alkohola
mogu protezati i na vrijeme oporavka nakon kardiovaskularnog incidenta [137,138,145,146].
Nadalje, umjereno pijenje alkoholnih pi¢a moze imati korisne uéinke ¢ak i u bolesnika koji su

zapoceli s pijenjem nakon oporavka od IM-a [137,138].

Potaknuti rezultatima epidemioloskih studija, brojne istrazivacke skupine pokrenule su istrazivanja o

mehanizmima kardioprotektivnih uc¢inaka povezanih s umjerenom konzumacijom alkohola.
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Ustanovljeno je da umjerena konzumacija alkohola moze dovoditi do porasta razina HDL-a (engl.
High-density lipoprotein) i A-1 1 A-I1 apolipopretiena te smanjenja razine oksidiranih LDL-a (engl.
Low-density lipoprotein). Takoder, ustanovljena ja povezanost s padom razine CRP-a (engl. C-
reactive protein) i smanjenjem reaktivnosti i agregabilnosti trombocita te smanjenjem prevalencije
dijabetesa tipa 2 [141,145-147]. S druge strane, prekomjerna konzumacija alkohola moze uzrokovati
brojne poremecaje u kardiovaskularnom sustavu, uklju¢ujuéi povecanje rizika od hipertenzije,
povecanje oksidativnog stresa, endotelnu disfunkciju, alkoholnu kardiomiopatiju, aritmije te

nepovoljni profil lipida u krvi [147].
1.4.1. Razlike u ucincima s obzirom na vrstu alkoholnih pic¢a

Prethodni odjeljak sadrzi osvrt 0 utjecaju konzumacije alkohola na kardiovaskularni sustav s
obzirom na koli¢inu unesenog alkohola, bez to¢nog biljezenja vrste alkoholnog pi¢a kojom se alkohol
unosio. Drugim rije¢ima, u mnogim epidemioloskim studijama u¢inak konzumacije alkoholnih pica

promatran je kroz puko prera¢unavanje koli¢ine unesenog etanola [141,148].

Provedeno je nekoliko istrazivanja koja su se bavila prou¢avanjem potencijalnih razlika u u¢incima
na zdravlje razli¢itih vrsta alkoholnih pi¢a uz jednake preraunate koli¢ine unesenog etanola.
Zakljucci takvih studija upucuju na postojanje znatnih razlika medu vrstama alkoholnih pica
[139,149]. U studiji koja je usporedivala utjecaje vina, piva i zestokih pica na rizik smrtnosti, grupa
koja je pila vino bila je povezana s najmanjim rizicima u usporedbi s apstinentima. Pivo je imalo
blago pozitivan ucinak, dok je unos usporedive koli¢ine etanola kroz pijenje Zestokih pica znacajno

povecavao rizik smrtnosti [139].

Smatra se da uzroci ovih razlika leZze u medudjelovanju etanola i nealkoholnih komponenti vina.
Naime, vino sadrzi etanol, fenolne spojeve te druge bioaktivne tvari. Glavnina bioloSkih uc¢inaka vina
pripisuje se etanolu [150] i fenolnim spojevima [151] koji u kardiovaskularnom sustavu ostvaruju
komplementarne u¢inke. Pored samih fenolnih spojeva sadrzanih u vinu, njihovi metaboliti nastali u
probavnoj cijevi i jetrima kao i njihovi kataboli¢ki produkti nastali pod djelovanjem mikrobne flore

u debelom crijevu, takoder mogu imati vaznu ulogu u razli¢itim biolo§kim u¢incima vina [152,153].

Unutar same vrste vina moZe se napraviti dodatna podjela. Naime, postoje znacajne razlike u koli¢ini
i sastavu nealkoholnih komponenti bijelih, rose i crnih vina [154]. Razlog za to lezi u razli¢itim
tehnoloskim postupcima priprave bijeli i crnih vina. Kod proizvodnje crnog vina, maceracija i
alkoholno vrenje grozdanog soka odvija se u kontaktu s pokoZicama i sjemenkama, koji su glavni

rezervoari fenolnih spojeva u grozdu. Maceracija moze trajati od nekoliko dana do nekoliko tjedana,
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omogucavajuéi ekstrakciju bioloski aktivnih tvari iz sjemenki i1 pokoZica. Nasuprot tome, u
proizvodnji klasi¢nih bijelih vina ¢vrsti dijelovi grozda se redovito odmah nakon gnjecenja odvajaju
i alkoholno vrenje soka odvija se bez kontakta sa sjemenkama i pokozicama. Posljedi¢no, fenolni
spojevi u bijelom vinu uglavnom potjecu iz pulpe grozda, a ne iz pokozice i sjemenki, Sto doprinosi
nizem ukupnom sadrzaju i drugacéijem fenolnom profilu. Koraci pri proizvodnji vina, kao $to su
presanje i upotreba hrastovih bacava, mogu utjecati na razinu fenola, ali ne povecavaju je znatno do
razine prisutne u crnom vinu [155,156]. Vecina studija o kardioprotektivnim u¢incima vina radena je
sa crnim vinima zbog veceg sadrzaja polifenola u odnosu na bijela vina. Posljedicno, istrazivanja s
bijelim vinima puno su rjeda , unato¢ tome $to je proizvodnja bijelih vina i njihova popularnost medu

potroSac¢ima sve veéa u odnosu na crna vina [157].
1.4.2. Utjecaj obrasca pijenja na u¢inke konzumacije alkohola

Iako se nacin unosa etanola s obzirom na vrstu konzumiranog alkoholnog pic¢a pokazao vrlo
bitnim za razumijevanje ucinaka alkoholnih pi¢a na ljudsko zdravlje, utvrdeno je da i pri takvoj
podjeli treba voditi ratuna o jo§ jednom parametru — obrascu pijenja. Naime, pokazano je da ¢ak i
kada ispitanici konzumiraju iste ukupne koliine istovjetnog alkoholnog pi¢a u odredenom periodu,
dinamika unosa znatno modificira konac¢an u¢inak na ljudsko zdravlje [148,158,159]. I u slucaju vina,
korisni u¢inci na zdravlje potencirani su ukoliko se konzumira po tzv. mediteranskom obrascu pijenja,
kojega izmedu ostaloga karakterizira umjereno pijenje, ravnomjerno rasporedeno tijekom tjedna,
pijenje uz jelo te izbjegavanje pijancevanja kada se velike koli¢ine konzumiraju odjednom [160].
Doista, umjereno pijenje vina je tipi¢na i vazna komponenta Mediteranske prehrane [161], koja se

smatra jednom od najzdravijih prehrambenih obrazaca na svijetu [162].

O vaznosti obrasca pijenja govori 1 podatak da opijanje samo jednom tjedno ponistava blagotvorne

ucinke redovitog umjerenog pijenja [148].
1.4.3. Ogranicenja istraZivanja o uc¢incima alkohola

Iako su alkoholna pic¢a neizostavan dio ljudske svakodnevice ve¢ stolje¢ima, i detaljnija
istrazivanja na temu utjecaja alkoholnih pi¢a na ljudsko zdravlje provode se gotovo stotinu godina,
jos uvijek postoje nedoumice 1 nesuglasice oko kona¢nih zakljucaka. Posljedi¢no, u javnom mnijenju
nekih zemalja prelazilo se iz stava apsolutne Stetnosti alkohola u doba prohibicije, do konsenzusa da
je umjereno pijenje alkoholnih pi¢a blagotvorno s obzirom na smanjenje ukupnog i rizika smrtnosti
od kardiovaskularnih bolesti, da bi se u zadnjih desetak godina ponovno pocelo dovoditi u pitanje
korist umjerenog pijenja.
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Razlozi ovih polemika u javnosti mnogobrojni su, a dijelom proizlaze iz ¢injenice da epidemioloske
studije ukazuju na povezanost, ali ne i kauzalnost izmedu pijenja i ufinaka na ljudsko zdravlje.
Nadalje, mnoge epidemioloske studije koje se bave alkoholom i zdravljem ne uzimaju u obzir
informacije o obrascima pijenja kao $to su: vrsta alkoholnog pi¢a, redovito umjereno naspram
prigodnog prekomjernog pijenja, ili pijenje uz ili izvan jela. Posljedi¢no, rezultati takvih studija su

nejasni, Sto ostavlja veliki prostor za pristrana tumacenja i manipulacije.

Donosenje zakljucaka otezano je i zbog inherentnih problema s oslanjanjem na ankete kao izvor
podataka, pogotovo ako se pitanja odnose na period znatno u proslosti ili zahtijevaju veliku razinu
detalja u odgovoru. Ovo je jedan od razloga zasto veéina retrospektivnih studija ne pokuSava
diferencirati unos s obzirom na vrstu pic¢a ve¢ se fokusira isklju¢ivo na procjenu ukupne koli¢ine i

navika jer je to brojka koju je puno lakse procijeniti.

Dodatno, ¢ak i da je prisjecanje ispitanika apsolutno to¢no, dani iskaz i dalje ne mora biti istinit, ¢ak
I ako su iskazi anonimizirani. Naime, mnoge studije pokazuju da iako anonimizacija povecava udio
istinitih iskaza, on i dalje nije stopostotan. Razlika je posebno izrazena kod osjetljivih pitanja poput
onih o unosu alkohola gdje su ispitanici svjesni postojanja socijalno prihvatljivih normi pa ¢esto lazu
kako bi se u njih uklopili. Sukladno tome, postoji vjerojatnost da je prijavljena koli¢ina unosa ustvari
jos 1 veca, §to bi iSlo u prilog pozitivnim ucincima alkoholnih pi¢a. Unato¢ gore navedenim
¢imbenicima, najnovija istrazivanja tog tipa koja su uzimala u obzir veéinu navedenih ¢imbenika i
dalje ukazuju na pozitivan utjecaj umjerenog pijenja alkoholnih pic¢a [148]. S obzirom na inherentne
nedostatke epidemioloskih studija, i poteSkoce u kreiranju kontroliranih klinickih studija na ljudima,
istrazivanje koje je predmet ovog doktorskog rada dizajnirano je kao randomizirana prospektivna
kontrolirana studija na modelu $takora. Na ovaj nain osigurava se veéa pouzdanost mjerenja i
donoSenih zakljucaka, uz jedini potencijalni nedostatak nesigurnosti translacije dobivenih zakljucaka

na ljude.
1.5. Biljezi za histolosko praéenje proliferativne faze cijeljenja infarkta miokarda

Za potrebe ovog doktorskog rada koristena su tri markera za detekciju stanica proliferativne
faze cijeljenja: CD68, CD163 i a-SMA.

CD68 je izrazito glikoziliran tip I transmembranski glikoprotein tezine 110 kDa, koji pripada obitelji
skavenger receptora. Ovaj biljeg visoko je izrazen na stanicama mononuklearnog fagocitnog sustava
[163], ukljucujuc¢i makrofage, gdje je posebno obilato prisutan, ali moze se uociti i na mikrogliji,

osteoklastima i mijeloidnim dendritickim stanicama [164]. CD68 se smatra pan biljegom makrofaga,
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Sto znaci da je prisutan i na M1 i M2 fenotipovima makrofaga. Iako je neSto viSe izrazen na M1

makrofazima u odnosu na M2, ne moze se koristiti kao biljeg za razlikovanje ovih dvaju fenotipova.

CD163 je transmembranski skavenger receptor koji se selektivno izrazava na monocitima (s niskom
razinom izrazaja) i makrofazima (s visokom razinom izrazaja). Protuupalni citokini poti¢u izrazaj
ovog receptora, dok upalni citokini suzbijaju. CD163 biljeg najvise je povezan s makrofazima
reparativnog fenotipa (M2), osobito M2c, koji je induciran glukokortikoidima i IL-10 te ima vaznu

ulogu u inhibiciji upalnog odgovora i cijeljenju [22].

a-SMA je specifi¢na izoforma aktina, koji se nalazi unutar miofibroblasta, glatkih misi¢nih stanica i
drugih stanica [165-167]. Ovaj se strukturni protein sastoji od polipeptidnog lanca koji se moze
savijati i formirati filamentne strukture, bitan je za kontraktilne fukncije stanica i odrzavanje
mehaniCke stabilnosti stanica. a-SMA doprinosi stvaranju fibroznog tkiva i regulaciji formiranja
sadrzaja izvanstani¢ne tvari tijekom procesa cijeljenja. Njegov izrazaj znacajno se povecava pod

utjecajem TGF-p, a rutinski se koristi kao biljeg za detekciju miofibroblasta.
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2. CILJ RADA I HIPOTEZE
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2.1. Ciljevi istraZivanja

Generalni cilj ovog istrazivanja je analizirati stope prezivljenja i imunohistokemijske osobine
infiltrata makrofaga i razinu aktivacije miofibroblasta u tkivu miokarda zivotinja koje su prezivjele
96 sati nakon kirurski induciranog 1IM-a, a koje su prethodno tijekom cetiri tjedna konzumirale bijelo

vino, vodenu otopinu etanola ili samu vodu.
Specificni ciljevi istrazivanja podijeljeni su kako slijedi:
1) Izmjeriti i usporediti stope prezivljenja pojedinim skupinama zivotinja

2) lzmjeriti i usporediti prostornu raspodjelu CD68 i CD163 biljega makrofaga u tkivu infarciranog

srca izmedu skupina zivotinja
3) lzmijeriti i usporediti prostornu distribuciju a-SMA u sve tri skupine zivotinja

4) Analizirati odnos prezivljenja u skupinama zivotinja prema volumenu konzumiranog pojedinog

alkoholnog pica

5) Analizirati odnos prostorne raspodjele CD68 i CD163 biljega makrofaga prema volumenu

konzumiranog pojedinog alkoholnog pic¢a

6) Analizirati odnos prostorne distribucije a-SMA prema volumenu konzumiranog pojedinog

alkoholnog pica

7) Analizirati i usporediti podatke o unosu hrane i tekucine te prirastu mase izmedu pojedinih

skupina Zivotinja tijekom konzumacijskog perioda od Cetiri tjedna

8) Analizirati veli¢ine infarkta nakon trikromnog Mallory bojanja i usporediti skupine
2.2. Hipoteza istraZivanja

Konzumacija bijelog vina tijekom &etiri tjedna prije kirurski induciranog IM-a utjecati ¢e na
povecanje stope prezivljenja eksperimentalnih Zivotinja te na kvalitetnije i prikladnije cijeljenje
sr¢anog tkiva 96 sati nakon zahvata. U infarciranom tkivu se o¢ekuje smanjena razina upala (veci
omjer reparativnih naspram proupalnih makrofaga) te stvaranje manje oziljkastog tkiva (niza
aktivnost miofibroblasta) u usporedbi sa skupinama Zivotinja koje su konzumirale vodenu otopinu

etanola ili kontrolne Zivotinje koje su konzumirale vodu .
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Eticka nacela

Provodenje eksperimentalnog istrazivanja, kao glavnog dijela projekta, kojim se dobilo
uzorke tkiva koji su temelj ovog doktorskog rada, odobreno je rjesenjem (Klasa:UP/I-322-01/15-
01/38, Ur. broj: 525-10/0255-16-7) od strane Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske, Uprave
za veterinarstvo i sigurnost hrane na temelju ¢lanka 21. Zakona o zastiti zivotinja te u skladu s
¢lankom 41.196. Zakona o opéem upravnom postupku. Takoder, Eti¢cko povjerenstvo gore navedene
institucije temeljem Clanka 34. Zakona o zastiti zivotinja i ¢lanka 12. Poslovnika o radu Etickog
povjerenstva (Klasa : 322-01/15-01/853, Ur. broj 525-15-3) i Poslovnika o radu eti¢kog povjerenstva
je donijelo pozitivno misljenje o provodenju i znanstvenoj utemeljenosti projekta naziva ,,Utjecaj
umjerene konzumacije vina na ishemijsku ozljedu sr¢anog misi¢a i njezino cijeljenje (Klasa UP/I-

322-01/15-01/38, Ur.broj: 380-15-1).

Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske donijelo je i dodatno rjesenje na temelju ¢lanka 18.
stavka 1. i 4. Zakona o zastiti zivotinja te u skladu s ¢lankom 41. i 49. Zakona o opéem upravnom

postupku, kojim se omogucéava daljnje provodenje eksperimenata na zivotinjama (Klasa: UP/1-322-

01/20-01/50, Ur. Broj: 525-10/0543-21-4).

Za sva istrazivanja unutar glavnog projekta pribavljeno je i pozitivno misljenje Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu, a provedeno je u skladu sa smjernicama za rukovanje

laboratorijskim Zivotinjama (European Communities Council Directive 24.11.1986.).

Svi postupci i eksperimentalni protokoli uskladeni su sa ARRIVE smjernicama i u skladu su sa

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

3.2. Ustroj istrazivanja

Istrazivanje je prema specificnom ustroju randomizirani kontrolirani prospektivni pokus u
kojem se prati i procjenjuje ucinak prekondicioniranja standardnim bijelim vinom (GraSevina) i
vodene otopine etanola (uskladene s bijelim vinom po volumnom udjelu etanola - 13%) u usporedbi
s kontrolnom skupinom (koja konzumira samo vodu) na prezivljenje i na cijeljenje tijekom

proliferativne faze (96 sati) nakon kirurski induciranog IM-a na modelu Stakora.

Mentor za istrazivanje je prof.dr.sc. Ivica Grkovi¢, dr.med. Navedeno istrazivanje je dio znanstveno

— istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost (naslov projekta: ,, BioloSki ucinci vina, utjecaj
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vinifikacijske tehnologije, dealkoholizacije i starenja vina (Bio-wine) broj 8652). Voditelj projekta je

prof. dr. sc. Mladen Boban, dr. med.

Cjelokupno istrazivanje provedeno je pri Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Splitu. Nabava i uzgoj
zivotinja te kirurSka procedura i oporavak zivotinja nakon operacije provedeni su u Nastambi za
eksperimentalne zivotinje, a laboratorijski rad obrade tkiva, fiksiranja tkiva, uklapanje u parafinske
blokove te imunohistokemijska bojanja vrSeni su u Laboratoriju za istraZivanje ranog razvoja ¢ovjeka
I u Laboratoriju za eksperimentalnu neurokardiologiju, a mikroskopiranje uzoraka i fotografiranje

provedeno je Laboratoriju za mikroskopiju pri Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju.

U sklopu ovog istrazivanja su sudjelovali istraziva¢i za Zavoda za anatomiju, histologiju i

embriologiju, Zavoda za farmakologiju i Katedre za medicinsku fiziku i biofiziku.

3.3. Pokusne Zivotinje

Za potrebe pokusa koristeni su Stakori soja Sprague - Dawley (rattus norwegicus), muskog
spola, koji su na pocetku uvodenja u pokus bili starosti Sest tjedana i tjelesne mase 150 + 5 grama. Po
zavrSetku pokusa zivotinje su bile 10 tjedana stare i usporedive tjelesne mase. Pokusne Zivotinje
uzgojene su iz postojecih legla u Nastambi za pokusne Zivotinje Medicinskog fakulteta u Splitu
(zgrada B) pod kontroliranim uvjetima, temperaturom (23 + 2° C) i primjerenom vlazno$¢u zraka, te
uz dnevni ciklus 12-satne izmjene svjetla i tame. U pokus su se uvodile dnevno po tri Zivotinje koje
su u istom slijedu i zavrSavale pokus koji je ukupno trajao 28 dana. Boravile u zasebnoj prostoriji u
sklopu Nastambe za pokusne Zivotinje rasporedene individualno u prozirne plasticne kaveze
prekrivene steljom (piljevinom) koja se tjedno redovito mijenjala. Sve Zivotinje su hranjene
standardnom hranom za laboratorijske zivotinje (4RF21 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese, Italy),
koju su konzumirali ad libitum (slobodan pristup — 24h/dan). Sva pica koja su Zivotinjama bila
dostupna (voda, vodena otopina etanola ili vino - ovisno o skupini Zivotinja), posluzena su posebnim
pojilicama (Ferplast SmallPet Sippy Water Bottle, Castelgomberto, Italy) iz kojih je onemoguceno
curenje 1 minimizirano hlapljenje tekucine. Unos tekucine nastaje kad Zivotinja jezikom pomakne
maleni cilindar na koji sprje¢ava spontani izlazak tekuéine na pojilici. Stakori u kontrolnoj skupini
konzumirali su vodu ad libitum. Zivotinje iz preostale dvije skupine imale su vodu na raspolaganju 6
sati dnevno (od 9 do 15h) u koli¢ini od 50 ml, a alkoholna pi¢a ad libitum u koli¢ini od 30ml.
Alkoholna pi¢a bila su pohranjena u hladnjaku u jasno oznacenim bocama. Ovakav protokol

dosljedno je osiguravao zivotinjama svjeze pice i omoguéavao to¢no mjerenje volumena popijenog
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pi¢a. Konzumirana tekuc¢ina mjerena je svaki dan (u 15h) pomo¢u menzura. Prilikom uvodenja
pojedinih Zivotinja u pokus stavljalo im se u zasebni odjeljak u kavezu 300 g hrane. Masa pojedene

hrane izraCunavala se oduzimanjem mase nepojedene hrane od pocetne koli¢ine.

A Period pijenja B  Anestezija C Intubacijai EKG D  Indukcija infarkta
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| / k\ { A ,  Ventillator
P 0 |
P e { ( 3 .'\
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Slika 4: Dijagram toka studije koji prikazuje: A) Raspodjelu Zivotinja u 3 pokusne skupine (BV -
skupina bijelog vina, E - 13% skupina za pice etanol/otopina vode, SV - skupina koja pije samo vodu),
B) Intramuskularna primjena anestetika, C) i E) predoperativno i postoperativno snimanje EKG-a,
D) indukcija IM-a podvezivanjem LAD-a, F) Vadenje srca zivotinjama prezivjelim 96 sati nakon
indukcije IM-a, G) Histolosko bojanje po Malloryju, H) Dvostruko imunohistokemijsko bojenje i

fluorescencijska mikroksopija.

Vaganje pojedene hrane i tjelesne mase Zivotinja provodilo se jednom tjedno koriStenjem Grundig
KW 4060 digitalne vage (kapacitet 5Skg) te se svakoj Zivotinji prilikom ulaska u pokus mjerila pocetna
masa. Svaka Zivotinja upisana je u zasebni karton gdje su se biljeZili svi mjereni podatci, kao i podatci

o okotu, tjelesnoj masi na pocetku pokusa, datumu uvodenja u pokus, detalji o operacijskom
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postupku. Obrasci su se nalazili u prostoriji sa pokusnim zivotinjama tijekom trajanja pokusa i iznosili

u prostoriju za operaciju kada bi Zivotinja pristupila kirurSkom dijelu pokusa.
Ukupno 80 pokusnih zivotinja randomizirano je u tri skupine:

e vinska skupina: Stakore koji su pili vodu (kroz 6h dnevno) i standardno bijelo vino
(Grasevinu) 13%-tnog volumnog udjela etanola ad libitum (25 Zivotinja)

e etanolna skupina: stakore koji su pili vodu (kroz 6h dnevno) i vodenu otopinu etanola 13%-
tnog volumnog udjela etanola ad libitum (25 Zivotinja)

e kontrolna skupina: stakore koji su pili samo vodu ad libitum (30 Zivotinja)

Stakorima je nakon perioda pijenja kirurski induciran IM-a trajnim podvezivanjem LAD-a 2 mm
ispod lijeve aurikule. 96 sati nakon infarkta prezivjele zivotinje su Zrtvovane, srca su eksplantirana i

dalje histoloski obradena (Slika 4).

Verificiranje uspjesno induciranog IM-a provedeno je na nekoliko nacina: pojavom bljedila povrSine
srca netom nakon podvezivanja, EKG zapisom s ishemijskim nalazom (ST elevacija, prosirenje QRS
kompleksa i inverzija T-vala) (Slika 5), a kao kona¢na potvrda postojanja transmuralnog IM-a vrsila
se mikroskopskim pregledom parafinskih rezova srca nakon trikromnog Mallory bojanja koji je jasno

prikazao novostvoreno granulacijsko tkivo i proZetost transmuralnog IM-a upalnim stanicama.
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Slika 5: EKG zapisi prije i poslije podvezivanja LAD-a. Promjene koje upucuju na ishemiju su: ST-

elevacijau 11 II odvodu 1 proSiren QRS kompleks odvod III te u aVR 1 aVL.

Zivotinje koje su uklju¢ene u daljnju imunohistokemijsku analizu preZivjele su 96 sati nakon IM-a,
imale su transmuralan IM te su konzumirale > 8 ml alkoholnog pi¢a na dan. Ukupan broj stakora

ukljucenih u studiju nakon svakog navedenog koraka prikazan je dijagramom na Slici 6.
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Bijelo vino
i voda
N =25

Bijelo vino
i voda
N=7

Sprague-Dawley muski stakori
N =80

RANDOMIZACIA

13% etanol
i voda
N =25

13% etanol
i voda
N=7

KRITERUI ISKLJUCENJA

Samo voda
N =30
Odbijanje pijenja vina ili etanola
N =30
Smrt nakon anesteziranja
N=30
Izostanak znakova IM-a na EKG-u
N=23
Smrt tokom 96 h nakon indukcije IM-a
N=11
Izostanak transmuralnog IM-a i/ili prosje¢an
dnevni unos vina ili etanola manji od 8 ml
Samo voda
N=7

Slika 6: Dijagram toka studije koji prikazuje kriterije iskljucenja i preostali broj Zivotinja u svakoj

fazi studije.
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3.4. Pokusna alkoholna pica

3.4.1. Standardno bijelo vino — pokusno vino

Vina koriStena u ovom istrazivanju napravljena su od grozda Grasevina (13% volumnog
udjela alkohola) u vinariji Krauthaker u Kutjevu, Hrvatska. GraSevina, bijelo grozde nejasnog
podrijetla iz srednje 1 isto¢ne Europe, najcesc¢e je uzgajana bijela sorta grozda u Hrvatskoj. Poznata
je pod raznim imenima: Welschriesling u Austriji, Olaszrizling u Madarskoj i LaSki Rizling u
Sloveniji. U najnovijoj globalnoj referentnoj knjizi o vinskim sortama, "Wine Grapes," ime
Gra$evina, koje se koristi u Hrvatskoj, izabrano je kao glavno ime za ovu sortu [168]. Ovo priznanje

naglaSava vaznost sorte 1 bogatu bastinu hrvatskog vinogradarstva.

Standardno bijelo vino proizvedeno je uobicajenim postupkom vinifikacije za bijela vina, pri cemu
se tijekom fermentacije odvajaju ¢vrsti dijelovi grozda od grozdanog soka. Detaljna enoloska analiza
vina provedena je koriStenjem akreditiranih metoda opisanih u Kompendiju medunarodnih metoda
za analizu vina i mo$ta Medunarodne organizacije za vinarstvo i vinogradarstvo (OIV 2016). Analiza
ukljuéuje pH, gustocéu, sadrzaj etanola, pepela, ugljikov dioksid, slobodni i ukupni sumporov dioksid,
te koncentracije ukupnog suhog ekstrakta, reduciraju¢ih Secera, ekstrakta bez Secera, nehlapljivih
kiselih produkata, ukupnih i hlapljivih kiselina, vinske kiseline, jabuéne, mlijecne, sorbinske i
glukonske kiseline, kao 1 ukupni sadrzaj polifenolnih komponenti. Provedena je i biokemijska analiza
koriStenog vina. Koncentracije ukupnih fenola, flavonoida 1 neflavonoida odredene su
spektrofotometrijskim mjerenjima koriste¢i UV - VIS spektrofotometar “Specord 200" tvrtke
Analytik Jena GmbH, Jena, Njemacka. Ukupni fenoli izmjereni su metodom Folin-Ciocalteu, a
rezultati su izracunati u tri ponavljanja 1 izrazeni kao mg/L ekvivalenta galne (trihidroksibenzojeve)
kiseline (GAE). Koncentracije flavonoida i neflavonoida odredene su istom metodom, nakon
precipitacije s formaldehidom (24 sata na sobnoj temperaturi), koji reagira s flavonoidima, uzrokujuéi
njihovo taloZenje 1 lako uklanjanje filtracijom. Ukupna koncentracija flavonoida dobiva se
izraCunavanjem razlike izmedu ukupnih fenola i neflavonoida. Kalorijska vrijednost vina raunata je

kao produkt kalorijske vrijednosti etanola s njegovom koncentracijom u vinu.

Fizikalno kemijski parametri koriStenog bijelog vina dani su u Tablici 1, a fenolni profil je prikazan

Tablicom 2.
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Tablica 1: Fizikalno-kemijski parametri koristenog bijelog vina.

Parameter
Gustoca (g/L)
Etanol (vol%)

Etanol (g/L)

Kalorijska vrijednost (kJ/mL)
Ukupni suhi ekstrakt (g/L)
Reducirajuc¢i Seceri (g/L)
Ekstrakt bez Secera (g/L)
Nehlapljivi kiselih produkata (g/L)
Pepeo (g/L)
pH
CO2 (mg/L)

Ukupne kiseline (g/L)
Nehlapljive kiseline (g/L)
Vinska kiselina (g/L)
Jabucna kiselina (g/L)
Mlije¢na kiselina (g/L)
Sorbinska kiselina (g/L)
Glukonska kiselina (g/L)
Slobodni SO, (mg/L)
Ukupni SOz (mg/L)

Vrijednost
989
13.0

102.3
3.04
24.8

4.0
21.8
17.5
2.59
3.54

1382
3.56
0.25
3.36
1.56
0.03

0
-0.54
27
124
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Tablica 2: Fenolni profil koristenog bijelog vina.

Parametar
Ukupni fenoli (mg/L)
Katehin (mg/L)
Epikatehin (mg/L)
Dimer B1 (mg/L)
Dimer B2 (mg/L)
Dimer B3 (mL)
Dimer B4 (mg/L)
> monomeri (mg/L)
% dimeri (mg/L)

Galna kiselina (mg/L)
Siringinska kiselina (mg/L)
Kafeinska kiselina (mg/L)

Kaftarna kiselina (mg/L)
Cis-koutari¢na kiselina (mg/L)
Trans-koutari¢na kiselina (mg/L)
Cis-feruli¢na kiselina (mg/L)
Trans-feruli¢na kiselina (mg/L)

Resveratrol (mg/L)

3.4.2. Vodena otopina etanola

Vrijednost
305.3+34
5.18+0.10
1.16 £ 0.02
2.73+0.13
1.17+£0.01
2.14 +0.05
2.66 £ 0.10
6.34 £0.12
8.70+0.01
2.18 £0.01
2.60+£0.01
3.39+0.08
25.5+0.25
1.53+0.01
3.01+0.04
1.93+0.01
3.30+0.01
0.12 £ 0.02

Vodena otopina etanola pripremljena je u Laboratoriju za eksperimentalnu neurokardiologiju

na Medicinskom fakultetu u Splitu. Kako bi se postiglo pripremanje adekvatne otopine, volumen

etanola poznate koncentracije razrijeden je odgovaraju¢im volumenom vode. Cilj je bio stvoriti

vodenu otopinu etanola s 13% volumnim udjelom etanola, koja to¢no odgovara sadrZaju etanola u

standardnom bijelom vinu koristenom u studiji (Grasevina).
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3.5. Postupci u sklopu induciranja infarkta miokarda

3.5.1. Anestezija i priprema za operacijski zahvat

U predoperativnoj prostoriji u sklopu Nastambe za zivotinje obavljalo se anesteziranje
zivotinja. Neporedno prije ovog postupka zivotinje su vagane kako bi se odredila tocna doza za svaku
od njih pomocu tablice koja prikazuje odnos tjelesne mase zivotinje i potrebnog volumena anestetika.
Mjesavina ketamina (Ketaminol 10, 1,4 ml/kg, Intervet International,Nizozemska) i ksilazina
(Xylapan, 0.6 ml/kg, Vetoquintol, Svicarska) injektirana je u straznju mi$i¢nu skupinu desne
natkoljenice. Sia¢em i britvicom uklonjene su dlake u podruéju gornjih kvadranata trbusne stijenke
sve do 1cm iznad ksifoidnog nastavka prsne kosti. Endotrahealna intubacija izvedena je pomocu
arterijskog katetera od 18 gauge. Zivotinje su potom postavljene na ravnu operacijsku podlogu i
spojene pomocu iglenih elektroda na 6 kanalni EKG uredaj (Cardioline Delta 1). Prije pocetka
operacije napravljen je kontrolni EKG zapis za usporedbu s drugim EKG zapisom nakon operacije
kako bi se provjerile promjene koje ukazuju na ishemiju sr€anog tkiva. Nakon ovog postupka

pristupilo se operacijskom zahvatu (Slika 5).
3.5.2. Kirursko podvezivanje LAD-a

Zivotinje koje nisu odbijale konzumirati alkoholna piéa i sve kontrolne Zivotinje nakon 28
dana protokola prekondicioniranja razli¢itim pi¢ima podvrgnute su kirurSkom podvezivanju LAD-a
(Slika 7 A-C) ¢ime se izazvao IM-a. Koristen je ,,transdijafragmati¢ni pristup* koji, u usporedbi s
»interkostalnim pristupom*, uzrokuje drasticno manje postoperativne boli kod Zivotinja zbog ¢injenja
reza u medijalnoj liniji gdje se nalazi najmanji broj Ziv€anih zavrSetaka. Kako 1 krvne zile minimalno
anastomoziraju u ravnini simetrije, i Krvarenje je ovim pristupom bilo prakticko nepostojece. Najprije
je kirur§kim skalpelom ucinjen mediosagitalni rez koze i potkoznog tkiva kako bi se prikazali misici
prednje trbuSnog zida. Peritonealna Supljina otvorena je rezanjem lineae albae sve do 0,5 cm iznad
ksifoidnog nastavka, koji se zatim secirao i podizanjem se pri¢vrstio na stalak ¢ime se bolje

vizualizirala abdominalna povrsina dijafragme.

Koristeéi kirurski mikroskop (Leica, M520 MC1, Svicarska), vizualizirane su sitnije strukture. Dva
retraktora koriStena su za proSirenje kirur§kog polja. Jedan retraktor drzao je rubove trbusne stijenke,
dok je drugi drzao rubove dijafragme nakon §to je napravljen rez u obliku slova ,,I, koji se protezao
jednu tre¢inu kroz srediSnji tetivni dio, a dvije tre¢ine reza prolazilo je kroz miSi¢ni dio. Zbog
jatrogenog pneumotoraksa, uzrokovanog otvaranjem dijafragme, zivotinje se spojilo na zivotinjski
ventilator (SAR 830, CWE Inc, USA) postavljen na tocno odredene parametre (56 udisaja u minuti i
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udisajni tlak od 10 do 12 cm\H20). Zatim je perikard paZzljivo oljusten kako bi se jasno prikazala
povrsina srca. PolaziSte LAD-a nalazi se na polovici linije koja spaja lijevu aurikulu i pluéno deblo.

Za razliku od LAD koja je dublje smjestena, istoimena vena nalazi se povrsnije te je jasno vidljiva.

Slika 7: A-C Indukcija IM-a kirurskim podvezivanjem LAD-a. D Eksplantirano srce zivotinje koja
je prezivjela period od 96 sati nakon operacije. E Fiksirano i narezano sré¢ano tkivo. E Trikromno

Mallory bojanje jednog sréanog presjeka.

Svim Zivotinjama podvezivanje se vr$ilo na istom mjestu, u razini donjeg ruba lijeve aurikule, $to
prema literaturi odgovara udaljenosti od 2-3 mm od njezinog pocetka. Podvezivanje se vrsilo pomocu
atraumatskog neresorptivnog kiruskog konca, veli¢ine 8-0 (Prolene, 8-0, 6.5 mm, 3\8c, 60 cm, 8732H,
Ethicon INC, New Yersey, USA) ¢injenjem tri ¢vora kako bi se osigurala permanentna okluzija.
Uspjesno podvezivanje srca potvrdeno je makroskopski uocljivim bljedilom srca, dokumetiranog
fotoaparatom Canon PowerShot A480 (Canon, Japan). Nakon uklanjanja retraktora, dijafragma je
zaSivena jednostavnim produznim Savom polazec¢i od miSi¢nog prema tetivnom dijelu neresorptivnim
kirur§kim koncem veli¢ine 7-0 (Prolene, 7-0, 8.0 mm, 3\8c, 60 cm, 8735H, Ethicon INC, New Yersey,
USA) ili 8-0 (Prolene, 8-0, 6.5 mm, 3\8c, 60 cm, 8732H, Ethicon INC, New Yersey, USA).
Reekspanzija pluca izvodena je pomocu velike Sprice (bez igle) spojene na dugu cijev i nastavkom,

kako bi se evakuirao preostali zrak iz prsne Supljine i omoguéilo zivotinji samostalno disanje nakon
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odvajanja od ventilatora neporedno prije uc¢vrs¢ivanja posljednjeg Sava na dijafragmi. Trbusni zid
zaSiven je jednostavnim produznim Savom s kirurSkim koncem veli¢ine 4-0, a zatim je zaSivena i
koza. Po zavrSetku operacije snimio se jo$ jedan EKG zapis kako bi se potvrdio IM. Promjene u EKG
zapisu koje su upucivale na ishemijsku ozljedu su: ST elevacija, prosirenje QRS kompleksa i inverzija
T-vala (Slika 5). Zivotinje su provjerene zbog krvarenja iz rane i pravilnog samostalnog disanja prije
nego Sto su stavljene pod lampu u Cisti kavez kojim se sprjecavala hipotermija tijekom
postoperativnog razdoblja (3-5 sati). One zivotinje koje su prezivjele 96 sati nakon operacije

ukljucene su u daljnju imunohistokemijsku analizu.
3.6. Protokol pripreme tkiva

Nakon 96 sati od induciranja IM-a, zivotinje su ponovno anestezirane i Zrtvovane. Srca su
eksplantirana (Slika 7D) te u cijelosti imerzijski fiksirana u Zambonijevom fiksativu (4%
paraformaldehida i 0,2% pikri¢ne kiseline u 0,1M PBS s pH 7.4) prema standardnoj proceduri
(AbCam fixation protocol for IHC). Fiksiranje je trajalo tri dana, nakon ¢ega su srca isprana PBS-om
(Phosphate buffered saline) te rezana na tri dijela: prvi rez u€injen je 2 mm ispod ruba lijeve aurikule,
a sljede¢i rez 4 mm ispod tog reza. Tkivo je fotografirano (Canon PowerShot A480, Canon, Japan)
(Slika 7E). Dehidriranje tkiva srca provodi se premjestanjem tkiva u alkohol sve veée koncentracije
(uzlazni niz alkohola), zatim se prebacuje u ksilol kako bi on zamijenio alkohol ¢ime tkivo postaje
prozirno (prosvjetljavanje). Nakon toga, tkivo se uklapa u parafinske blokove u termostatu ne
temperaturi 56-60°C. Oblikovani parafinski blokovi pojedinog uzroka rezu se na rezove debljine 4-6
mikrometara koriStenjem rotacijskog mikrotoma Leica RM 2155 (Leica Microsystems AG,

Njemacka) koji se postavljaju na predmetna stakalca.
3.6.1. Trikromno bojanje po Malloryu i bojanje hematoksilinom i eozinom (H&E)

Kako bi se identificirali reprezentativni uzorci s transmuralnim IM-om, ukljucujuéi sve
relevantne zone koje se istrazuju, histoloski rezovi su obojeni trikromnim Mallory i H&E bojanjem
(Slika 7F). Obojani uzorci fotografirani su digitalnim fotoaparatom (Canon PowerShot A480, Canon,
Japan) postavljenog na visoko povecéanje, a rezovi na kojima su se prikazivale sve zone od interesa
pregledane su pod svjetlosnim mikroskopom (Olympus CH20, Olympus, Japan). Na
mikrofotografijama obradenim osnovnim imunohistokemijskim bojanjima uocene su sljedece
morfoloske promjene u tkivu srca: gubitak poprecene ispruganosti, gubitak kardiomiocita, infiltracija
upalnih stanica (neutrofila, limfocita i pretezito makrofaga) u periinfarktnom podrucju oko

infarciranog mrtvog tkiva, stanjenje stijenke Kklijetke, prosirenje klijetke i pocetni znakovi stvaranja
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granulacijskog tkiva. Mallory bojanjem, koji vrlo jasno boja kolagen, moguce je precizno odrediti
granice infarciranog tkiva i periinfarktne zone u odnosu na zdravi miokard stoga je to bojanje

posluzilo kao kona¢na potvrda transmuralnog IM-a.
3.7. Imunofluorescencijska tehnika

Rezovi Stakorskih srca (zZivotinja ukljuenih u daljnje istrazivanje) deparafinirani su
uranjanjem u ksilol, nakon ¢ega je provedeno rehidriranje tkiva uranjanjem u alkohole sve nizih
koncentracija. Rezovi su kratko odstajali u destiliranoj vodi te su potom stavljeni u prethodno
zagrijani citratni pufer (pH = 6,0) na 30 minuta u kuhalu na pari kako bi se otkrili epitopi i prikazali
antigeni. Minimiziranje nespecificnog vezanja antigena postignuto je koriStenjem Protein Block
otopine kroz 30 min nakon $to su se rezovi ohladili u citratnom puferu i bili blago isprani. Rezovi su

inkubirani kroz no¢ u vlaznoj komori na +4°C s primarnim protutijelima.
Primarna protutijela koriStena u istrazivanju:

1. rabbit recombinant monoclonal anti — CD163 antibody (ab182422, Abcam, UK, razrjedenje
1:250)

2. mouse monoclonal anti — CD68 antibody (ab31630, Abcam, UK, razrjedenje 1:250)

3. mouse monoclonal anti — a-SMA antibody (ab7817, Abcam, UK, razrjedenje 1:500)

Protutijela na CD163 i na CD68 bojana su na istom rezu, a protutijelo na a-SMA na sljedeCem
zasebnom rezu. Nakon inkubacije tijekom no¢i te poslije viSestrukog ispiranja primarnih protutijela

u PBS-u, rezovi su inkubirani tijekom 1,5 sati na sobnoj temperaturi sa sekundarnim protutijelima:

1. Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 594) (ab150084, Abcam, UK, razrjedenje 1:200)
2. Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 488) (ab150117, Abcam, UK, razrjedenje 1:200)

Nakon inkubacije i trostrukog ispiranja PBS-om, rezovi su 1-2 minute inkubirani s DAPI indikatorom
(4',6-diamidino-2-fenilindol) (Abcam, UK), fluorescentnim bojilom koje se specifi¢no veze za DNA,
a sluzi za prikazivanje jezgre stanica. Rezovi su zatim isprani pod mlazom destilirane vode, osuSeni
na zraku te prekriveni Immu-mount medijom (Immu-Mount, Thermo Shandon, Pittsburgh, PA,
SAD), kako bi se moglo staviti pokrovno stakalce i mikroskopirati na imunofluorescencijskom

mikroskopu.
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3.7.1. Prikupljanje fotografija/podataka

Rezovi obojani primarnim (i sekundarnim) protutijelima pregledani su na epifluorescentnom
mikroskopu (Olympus BX51, Tokio, Japan) i fotografirani su pomocu Nikon DS-Ri2 kamere (Nikon
Corporation, Tokio, Japan) uz koriStenje softvera NIS-Elements F software (version 5. 22. 00). Na
svakom rezu zabiljezene su Cetiri zone koje okruzuju infarcirano podrucje: periinfarktne zone na
rubovima infarkta s obje strane u kontaktu sa zdravim tkivom, subepikardijalna zona izmedu
infarciranog miokarda i epikarda te subendokardijalna zona izmedu infarciranog podrucja i
endokarda. Unutar svake zone odabrana su cetiri nepreklapajuca polja koja su fotografirana na
povecanju 40 puta. Za svako polje (rezova bojanih na CD163 i CD68) fotografirane su slike kroz tri
filtera: zeleni (Alexa Fluor 488), crveni (Alexa Fluor 594) i plavi (DAPI). Signal a-SMA sniman je
kroz zeleni filter (Alexa Fluor 488). Sve fotografije snimljene su s istom rezolucijom (1360 x 1024)

i ekspozicijom (1000 ms), a spot size je podesen na 0,1 %.
3.7.2. Kvantitativna analiza podataka

Prikupljene mikrofotografije obradene i analizirane pomoc¢u kompjuterskog programa ImageJ
(NIH, Bethesda, MD) i Adobe Photoshop 7.0 programa. Slike polja na sva tri filtera preklopljene su
u programu ImageJ u jednu sliku (Merge Channels) kako bi se omogucila kolokalizacija protutijela
CD163 i CD68 (biljega makrofaga). Nakon toga, slike unutar pojedina¢nog kanala obradene su kako
bi se ublazio intenzitet DAPI signala i postigla optimalna vidljivost pozitivnog signala primarnih
protutijela (Channels tools i Brigthness/Contrast alata). Kvantifikacija ukupnog broja pozitivnih
stanica na biljege makrofaga po polju izvr$ena je uz pomo¢ ,,Multipoint tool* alata, pri ¢emu su se
kao pozitivne stanice brojale one koje su pokazivale preklapanje DAPI i signala pojedinog primarnog
protutijela. Gustoca stanica za svaki biljeg izracunata je po povrsini polja nakon iskljucenja zdravih
dijelova tkiva i artefakata sa slike. Analiza signala a-SMA provedena je koriStenjem ,,Color
Threshold* alata, gdje su postavljeni jednaki intervali za intenzitet pozitivnog signala ¢ime se
izraCunala povrSina slike pokrivena pozitivnim signalom, izraZzena kao broj piksela. kako bi se
izracunala povrsina slike pokrivena pozitivnim signalom, izrazena kao broj piksela. Postotak povrSine
prekrivene pozitivnim signalom izracunava se kao omjer povrsine prekrivene pozitivnim signalom u
pikselima prema ukupnoj povrsini slike u pikselima, uz prethodno oduzimanje zdravih dijelova 1
artefakata. Ovim pristupom postignuta je maksimalna objektivnost i konzervativnost u mjerenju

1zraZaja pozitivnog signala.
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br.pozitivnih stanica (CD68 ili CD163)
ukupna povrsina slika (pixela) — zdravo tkivo te artefakti(pixela)

p(CD68 ili CD163) =

p - gustoca makrofaga pozitivnih na pojedino primarno protutijelo (CD68 ili CD163) izrazena kao

broj pozitivnih stanica na pojedino protutijelo po povrsini slike izracunate u pixelima

pozitivan zeleni signal a« — SMA (pixela)

P(% a—SMA) =
Goa ) ukupna povrsina slike (pixela) — zdravo tkivo te artefakti(pixela)

P — postotak pozitivnog signala a-SMA od ukupne povrsine slike izraGunate u pixelima

Konac¢an rezultat izrazaja svakog od koristenih biljega za pojedinu zonu dobiven je izraGunom
prosjecne vrijednosti za Cetiri slike unutar subendokardijalne i subepikardijalne zone, a rezultati za
obje periinfarktne zone su prikazani kao jedan broj (prosje¢na vrijednost od ukupno osam polja, Cetiri

za svako periinfartno podrucje).
3.8. Statisti¢ka analiza podataka

R programski jezik za statistiCko racunanje, verzija 4.4.2, koristen je za analizu i vizualizaciju
podataka. Statisticka znacajnost postavljena je na razini p < 0,05. Studentov t-test za nezavisne uzorke
primijenjen je za usporedbu srednjih vrijednosti kada su uzorci bili normalno distribuirani. U sluc¢aju
da uzorci nisu bili normalno raspodijeljeni, koristen je Mann-Whitney test. Normalnost distribucije
testirana je Shapiro-Wilk testom. Za usporedbu proporcija (stope prezivljenja) proveden je test
temeljen na distribuciji generiranoj ,,bootstrap metodom* pod pretpostavkom nul-hipoteze da nema
razlike izmedu skupina. Podatci su prezentirani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Ovi

testovi primijenjeni su u ¢lanku koji se bavio prezivljenjem Stakora nakon IM-a.

U drugom radu, normalnost distribucije takoder je bila testirana Shapiro-Wilk testom. Usporedba
srednjih vrijednosti izmedu tri grupe provedena je jednosmjernom analizom varijance (one-way
ANOVA), dok je usporedba dviju grupa radena koriste¢i t-test za neovisne uzorke. Marginalne
vrijednosti procijenjene su iz linearnog modela prilagodenog podacima, uzimajuci u obzir varijable
eksperimentalne grupe i koli¢inu popijenog alkoholnog pi¢a. Ovi testovi koristeni su u ¢lanku koji je
ukljuc¢ivao imunohistokemijsko bojanje 1 analizu polarizacije makrofaga. Razina znacajnosti
prikazana je koriStenjem sljedec¢ih oznaka: ***p<0,001, ** p>= 0,001 i p<0,01, * p>= 0,01 1 p<0,05
te n.s. p>=0,05.

U ranijim pokusima na ishemijsko-reperfuzijskom modelu te na pokusu s trajnim podvezivanjem

LAD-a uz prekondicioniranje bijelim vinom te zrtvovanjem nakon 24h bile su potrebne 4 zivotinje
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po skupini za signifikantnost razlika u procesu cijeljenja na stani¢noj razini, pa se sa velikom

sigurno$¢u smatralo da bi ti brojevi bili dovoljni i za ovaj pokus.

Na pocetku istrazivanja ukljucen je veci broj Stakora (80) da bi nakon primjene kriterija uklju¢ivanja
i iskljuCenja zivotinja u istrazivanju u svakoj skupini ostalo 7 zivotinja. Pocetni broj Zivotinja
procijenjen je s obzirom na visegodiSnje iskustvo istrazivaca te rezultate ranijih publikacija u kojima
su primjenjivani sli¢ni protokoli kako bi se mogao odrediti najmanji moguci broj Zivotinja potrebnih

za dobivanje pouzdanih i objavljivih rezultata optimalne statisti¢ke snage za predlozenu temu.
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4. REZULTATI
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Rezultati su podijeljeni u dvije faze. U prvom dijelu usporedivane su stope prezivljenja u trima
eksperimentalnim skupinama. Kroz drugi dio promatrane su razlike u dinamici cijeljenja u
proliferativnoj fazi kroz pracenje udjela protuupalnih makrofaga i izrazaj biljega miofibroblasta. U
oba slucaja, u obzir su uzete i koli¢ine popijenog alkoholnog pi¢a kako bi se mogle napraviti

relevantne usporedbe izmedu skupina.
4.1. Stope prezivljenja

Primjenom Kriterija isklju¢enja koji su prethodili operaciji (Slika 6) i analiziranjem samo
zivotinja kojima je indukcija IM-a potvrdena usporedbom EKG-a nakon i prije operacije (Slika 5),
preostalo je 18 zivotinja u vinskoj skupini, 17 u etanolnoj skupini i 23 u skupini koja je pila samo
vodu (Tablica 3). Stopa prezivljenja bila je najvisa u skupini koja je pila vino (72,2%) i najniza u
skupini koja je pila samo vodu (47,8%).

Tablica 3: Broj stakora 96 sati nakon uspje$no induciranog IM-a s obzirom na skupinu i status

prezivljenja.
Skupina Prezivjeli Umrli Ukupno
Bijelo vino 13 (72.2%) 5(27.8%) 18
Vodena
11 (64.7%) 6 (35.3%) 17

otopina etanola

Voda 11 (47.8%) 12(52.2%) 23

Stopa prezivljenja etanolne skupine bila je u sredini s vrijedno$¢u od 64,7%. Stopa prezivljenja u
skupini koja je pila vino bila je znac¢ajno veca nego u skupini koja je pila samo vodu (p = 0,048).
Izmedu skupine koja je pila samo vodu i skupine koja je pila vodenu otopinu etanola nije bilo
statisticki znacajne razlike (p = 0,143), kao ni izmedu skupine koja je pila vodenu otopinu etanola i

one koja je pila vino (p = 0,363) (Slika 8) .
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Slika 8: Usporedba stopa prezivljenja izmedu skupina Stakora koji su pili bijelo vino i vodu, 13%

etanola i vodu ili samo vodu. ns = nije znacajan. * oznacava p-vrijednost izmedu 0,01 1 0,05.

Kako bi se dobio bolji uvid u razliku izmedu etanolne 1 vinske skupine, provjerena je distribucija
prosjec¢nog dnevnog unosa vina u skupinama s obzirom na to je li Zivotinja prezivjela 96 sati nakon
induciranog IM-a (Slika 9). Unutar svake skupine, Zivotinje koje su preZivjele nisu se znacajno

razlikovale od umrlih zivotinja po masi i prosjeénom dnevnom unosu vode (Tablica 4).
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Prosje€an dnevni unos (mL)

Umrli PrezZivjeli Umrli PreZivjeli

Slika 9: Usporedba dnevnog unosa vodene otopine etanola i bijelog vina ovisno o ishodu (umro ili

prezivio) Cetiri dana nakon indukcije IM-a. ns = nije znac¢ajno. ** oznacava p-vrijednost izmedu 0,001

i 0,01.

Tablica 4: Unos bijelog vina, vodene otopine etanola i vode na temelju ishoda nakon induciranog
IM-a. Posljednji redak sadrzi p-vrijednosti znacajnosti razlika izmedu odgovaraju¢ih mjerenja unutar
iste skupine. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SD. P-vrijednost manja od 0,05 smatrana
je statisticki znacajnom. ns = nije znacajno. ** oznacava p-vrijednost izmedu 0,001 1 0,01. VOE =

vodena otopina etanola.

Status Vinska skupina Etanolna skupina

prezivljenja  yino (ml) Voda (ml) Masa (g) | VOE (ml) Voda (ml) Masa (g)

Prezivjeli 10,5+3,7 20,1 +1,2 329+13|11,0+2,1 12,1 +2,1 330+37

Umrli 821+093 194482 35111 |143+1,6 11,9+23 345+1

Znacajnost ns ns ns ok ns ns

No, rezultati ukazuju na postojanje znacajne razlike izmedu prosjecnog dnevnog unosa alkoholnog
pi¢a umrlih i prezivjelih Zivotinja u etanolnoj skupini, dok razlika nije bila znacajna u vinskoj skupini
(Tablica 4, Slika 9). Takoder, nijedna zivotinja u etanolnoj skupini nije prezivjela ukoliko je dnevno
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prosjecno unosila vise od 15 ml vodene otopine etanola. U vinskoj skupini takva gornja granica nije
uocena na usporedivim vrijednostima prosje¢nog dnevnog unosa bijelog vina (prosje¢ni volumeni
mogu se direktno usporedivati jer je vodena otopina etanola pripravljena tako da postotak etanola
odgovara postoku etanola u danom bijelom vinu). Dapace, u vinskoj skupini umirale su samo

zivotinje s prosje¢nim dnevnim unosom manjim od 10 ml bijelog vina.

S obzirom na uoCeno postojanje gornje granice unosa vodene otopine etanola s obzirom na
prezivljenje, napravljena je i vizualizacija promjene stope smrtnosti s obzirom na volumne intervale
konzumacije vodene otopine etanola. Intervali su odredeni na nacin da se koli¢ine unosa podijele u

tri kategorije tako da svaka kategorija pokriva jednako velik volumni raspon (Slika 10).

100

75

Smrtnost kontrolne skupine 4/6
T

12123 \‘v

Smrtnost (%)
($)
o

25

0 <7.92,10.6] <10.6,13.2] <13.2,15.9]

Prosje€an dnevni unos etanola (mL)

Slika 10: Trend promjene smrtnosti Stakora u etanolnoj skupini s obzirom na prosjecan dnevni unos
vodene otopine etanola Zivotinja. Unosi su ravnomjerno podijeljeni u tri kategorije na nacin da svaka

kategorija predstavlja jednako velik volumni interval.
4.2. Dinamika cijeljenja u proliferativnoj fazi

Iskljucenjem Zzivotinja koje nisu prezivjele 96 sati nakon indukcije 1IM-a, nisu imale vidljiv
transmuralan infarkt nakon bojanja po Malloryju ili su dnevno prosjecno pile manje od 8 ml

alkoholnog pica, preostalo je 7 zivotinja u svakoj ekperimentalnoj skupini (Slika 6).
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Usporedba unosa alkoholnih pi¢a, vode i mase za kona¢no analizirane Zivotinje dana je u Tablici 5.
Nije bilo statisticki znacajne razlike u kona¢noj tjelesnoj masi u vrijeme operacije izmedu tri skupine
(p = 0,54, jednosmjerni ANOVA test). Prosjecna koli¢ina dnevnog unosa alkoholnih pica takoder se
nije znacajno razlikovala medu skupinama (p = 0,11, Studentov t-test s dva uzorka). Koli¢ina
konzumirane vode bila je znacajno veca u skupini vode, ali nije uoena znacajna razlika kada su
usporedene skupine vodene otopine etanola i bijelog vina (p = 0,21, Studentov t-test za nezavisne

uzorke).

Tablica 5: Usporedba unosa alkoholnih pi¢a, vode i mase medu eksperimentalnim skupinama. Donji
redak prikazuje p-vrijednosti jednosmjernog ANOVA testa u slucaju usporedivanja tri skupine ili
studentova t-testa za neovisne uzorke pri usporedbi razlika odgovarajuéih parametara izmedu dvije

skupine. p < 0,001, **p>0,0011p<0,01,*p>0,011ip<0,5, n.s. p>0,05.

] Alkoholno
Skupina Voda (ml)  Masa(g)
pic¢e (ml)
Bijelo vino 128+1.3 152+21 32514
Vodena otopina
10.3£0.6 12.1+£0.1 3215
etanola

Voda / 371 336 +5

Znacajnost n.s. folekal n.s.

Kako bi se eliminirao utjecaj potencijalne znacajne razlike izmedu veli¢ina IM-a u pojedinim
skupinama, nakon Mallory bojanja infarciranog tkiva mjerena je veli¢ina IM-a za svaku zivotinju.
Jednosmjerni ANOVA test nije pokazao postojanje znacajne razlike izmedu skupina s obzirom na

veli¢inu IM-a (p = 0,583).
4.2.1. Analiza razlika medu skupinama s obzirom na brojnost i vrstu makrofaga

Na presjeku tkiva srca odabrane su Cetiri zone od interesa: dvije periinfakrtne zone na
krajevima infarciranog podrudja, subepikardijalna i subendokardijalna zona (Slika 11A). Cetiri
susjedna polja koja se ne preklapaju snimljena su pri povecanju od 40x za svako od navedenih zona.
Za svako polje snimljene su tri fotografije kroz tri razlicita filtra: zeleni (Alexa Fluor 488) (Slika
11B), crveni (Alexa Fluor 594) (Slika 11C) i plavi (DAPI). Slika 11D prikazuje kompozitnu sliku

dobivenu preklapanjem slika sa sva tri signala. Analiza takvih slika omoguc¢ava kolokalizaciju CD163
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i CD68 pozitivnih makrofaga s DAPI-jem na svakom analiziranom polju kako bi se u¢inkovito mogla

odrediti podrucja preklopa.

MALLORY BOJANJE CD163 + CD163 + DAPI

SUBENDOKARDIJALNA  SUBEPIKARDIJALNA

A PERIINFARKTNA ZONA

Slika 11: A) Poprecni presjek srca (trikromno bojanje po Malloryu) koji pokazuje veliko infarktno
podru¢je prednjeg zida lijeve klijekte s Cetiri zone od interesa. Imunofluorescencijske slike CD68
(zelena) (B) i CD163 (crvena) (C) imunoreaktivnosti subepikardijalne zone. Bijele strelice pokazuju
oznacene makrofage. D) Preklop slika B i C s DAPI signalom za detekciju kolokalizacije (bijeli
vrhovi strelica). Skala: A =2,5 mm, B-D = 100 pum.

Slika 12 prikazuje kompozitne slike sa sva tri signala za sve kombinacije zona i eksperimentalnih
skupina. Jasno se vidi da je na slikama za vinsku skupinu udio stanica obiljezenih crvenim biljegom
(CD163 pozitivni, tj. protuupalni M2 makrofazi) znatno veci nego na slikama za etanolnu skupinu i

kontrolnu skupinu koja je konzumirala vodu.
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ETANOL

VINO

SUBEPIKARDIJALNA SUBENDOKARDIJALNA PERIINFARKTNA

L

Slika 12: Razlike gustoce naseljenosti pojedinih biljega makrofaga u analiziranim zonama ovisno o

eksperimentalnoj grupi. Slike A-C predstavljaju primjere za grupu koja je pila iskljuc¢ivo vodu, D-F
za grupu Kkoja je uz vodu pila i vodenu otopinu etanola, te G-1 za grupu koja je uz vodu imala pristup
i bijelom vinu. Bijele strelice pokazuju primjere kolokalizacije (vrhovi strelica). Sve slike su istog

povecanja, a skala na slici i predstavlja 75 pm.
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Kako bi se ispitalo postojanje razlika izmedu uc¢inaka bijelog vina, vodene otopine etanola i vode na
upalne aspekte procesa zacjeljivanja nakon IM-a, kvantitativnom analizom mikroskopskih slika za
svaku zonu koja okruzuje infarktno sr¢ano tkivo odredene su tri vrijednosti: gusto¢a CD163 i CD68

pozitivnih makrofaga te omjer broja CD163 i CD68 pozitivnih makrofaga.

Rezultati analize nisu pokazali znacajne razlike u gusto¢i CD68 panmakrofagnog biljega izmedu
skupina ni u jednoj zoni, osim rubno znacajne razlike izmedu vinske skupine i etanolne skupine u
periinfarktnoj zoni (Slika 12, Slika 13). S druge strane, analiza gusto¢e CD163 pozitivnih makrofaga
(biljeg protuupalnih, M2, makrofaga), pokazala je statisticki znacajne razlike izmedu vinske skupine
i skupine koja je konzumirala vodu u svim zonama. Usporedba gustoc¢a izmedu vinske i etanolne
skupine bila je znacajna samo u subepikardijalnoj zoni, dok razlike izmedu etanolne i skupine koja je

pila vodu nisu bile znacajne ni u jednoj zoni.

Osim zasebnih gustoca, racunat je i njihov omjer kako bi se istovmreneno obuhvatile obje
informacije. Rac¢unati omjer CD163 i CD68 pozitivnih makrofaga predstavlja udio protuupalnih u
ukupnom broju makrofaga, i bio je najveci u vinskoj skupini, a slijede ga etanolna skupina i skupina
koja je pila samo vodu. Uocene su znacajne razlike izmedu svih kombinacija skupina u svim zonama,
osim razlike izmedu etanolne skupine i skupine koja je pila vodu u subepikardijalnoj zoni koja nije

ispala znacajna.
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Slika 13: Usporedba gustoca naseljenosti i omjera tih gustoca za razli€ite tipove makrofaga izmedu

eksperimentalnih grupa u tri zone od interesa. VVodoravne crte na vrhu dijagrama i tekst iznad njih

ukazuju na znacajnost t-test za nezavisne uzorke. p <0,001, **p 0,001ip<0,01, >*p0,01lip<
0,05, n.s. p = 0,05.
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Slika 14: Usporedba omjera CD163 i CD68 pozitivnih makrofaga izmedu skupina koje su pile
vodenu otopinu etanola i bijelo vino za svaku zonu. A) Trend vrijednosti omjera s obzirom na
prosjecan dnevni unos alkoholnog pi¢a od strane Zivotinja u svakoj skupini za svaku analiziranu zonu.
Vodoravna isprekidana linija oznacava prosje¢nu vrijednost omjera za kontrolnu skupinu vode. B)
Usporedba CD163/CD68 makrofagnog omjera prilagodenog s obzirom na razlike u prosjecnom
unosu etanola izmedu skupina. Pogreske oznacavaju interval pouzdanosti od 95%. Vodoravne crte
na vrhu dijagrama i tekst iznad njih oznacavaju znacajnost t-testa za nezavisne uzorke. p < 0,001, **
p=>0,001ip<0,01,*p>0,01ip<0,05,n.s.p=>0,05.
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S obzirom na postojanje gornje granice prosjecnog unosa etanola kod prezivjelih zivotinja u etanolnoj
skupini 1 izostanak te granice u vinskoj skupini (Slika 9), detaljnije je analizirana i ovisnost
CD163/CD68 omjera 0 prosje¢nom dnevnom unosu alkoholnog pi¢a analiziranih Zivotinja. Uoc¢en je
trend smanjenja omjera u svim zonama i za vinsku i za etanolnu skupinu (Slika 14A). Kvantifikacija
snage trenda napravljena je prilagodbom linearnog modela na podatke svake skupine. Dobiveni
model iskoristen je za procjenu marginalnih srednjih vrijednosti koje uzimaju u obzir efekt ovog
trenda i postojanje gornje granice u etanolnoj skupini na usporedbu vrijednosti makrofagnog omjera.
Usporedbom tako dobivenih vrijednosti, razlike u vrijednostima omjera u tim dvjema skupinama
postale su jo$ izrazenije (Slika 14B), s visokom razinom statisticke zna¢ajnosti u svim analizranim

Zonhama.
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4.2.2. Usporedba izrazaja a-SMA biljega miofibroblasta

Osim analize gusto¢e naseljenosti i vrste makrofaga, provedeno je i bojanje rezova tkiva a-
SMA biljegom kako bi se ustanovila i usporedila aktivnost miofibroblasta u zonama od interesa (Slika
15). Slike dobivene fluorescencijskom mikroskopijom vizualno ukazuju narazlike u izrazaju a-SMA
biljega izmedu grupa u svakoj zoni. Izrazaj ovog biljega ¢ini se najmanjim u vinskoj skupini u svim

zonama, s tim da je razlika najuocljivija u periinfarktnoj zoni.

SUBEPIKARDIJALNA SUBENDOKARDIJALNA PERIINFARKTNA

VINO

ETANOL

VODA

Slika 15: Razlike u izrazaju a-SMA biljega u analiziranim zonama ovisno o eksperimentalnoj

skupini. Sve slike istog su povecanja. Skala u donjem desnom kutu predstavlja 75 um.
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Kvantifikacijom intenziteta biljega izracunate su prosje¢ne vrijednosti izrazaja za svaku skupinu i
zonu. Dobiveni numericki rezultati slazu se s dojmom sa slika. Najmanje prosje¢ne vrijednosti biljega
dobivene su u vinskoj skupini, srednje velike vrijednosti u etanolnoj skupini te najvece u skupini koja
je pila vodu. Unato¢ vidljivosti trendova na grafovima, statisticka zna¢ajnost razlika ustanovljena je
samo pri usporedbi prosjecnih vrijednosti vinske skupine i skupine koja je pila vodu u periinfarktnoj
zoni (Slika 16).

SUBEPIKARDIJALNA SUBENDOKARDIJALNA PERIINFARKTNA

*

n.s. n.s.
n.s. n.s. 30+ n.s.

n.s. 307 n.s. NS

= - — =
107 i l —= 10_@ B - 10-E J_ T

Vino Etanol Voda Vino Etanol Voda Vino Etanol Voda

Slika 16: Usporedba izrazaja a-SMA biljega izmedu eksperimentalnih skupina u tri zone od interesa.
Vodoravne crte na vrhu dijagrama i tekst iznad njih ukazuju na znacajnost t-test za nezavisne uzorke.
p<0,001,**p0,001ip<0,01,=>*p0,01ip<0,05 ns.p=0,05.
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Utjecaj konzumacije vina duze vrijeme privlaci paznju istrazivaca zbog svojih potencijalnih
kardioprotektivnih uc¢inaka, posebno u kontekstu IM-a. Istrazivanja u podlozi ove doktorskog rada
pruzaju uvid u u¢inak konzumacije bijelog vina na prezivljenje i cijeljenje nakon kirurski induciranog

IM-a kod Stakora.
5.1. Stope preZivljenja

Usporedbom stopa prezivljenja Stakora nakon KkirurSki izazvanog IM-a izmedu tri
eksperimentalne skupine, utvrdeno je da su oni koji su konzumirali bijelo vino tijekom Cetiri tjedna
prije postupka imali znatno bolje stope prezivljenja u usporedbi s kontrolnim zivotinjama koje su pile
samo vodu (Slika 8). Vazno je napomenuti da iako je etanolna skupina pokazala nesto veéu stopu
prezivljenja, razlika vrijednosti izmedu etanolne i skupine koja je pila vodu nije bila statisticki
znacajna, $to sugerira da se zasStitni ucinci bijelog vina ne mogu pripisati samo njegovom sadrZaju

etanola.

Bitno je naglasiti da se unos etanola mogao svrstati u rezim umjerenog pijenja i u etanolnoj i u vinskoj
skupini [169,170]. Unato¢ tome, detaljnija analiza smrtnosti s obzirom na koli¢inu unesenog etanola
pokazala je da u etanolnoj skupini postoji gornja granica unosa etanola nakon koje sve zivotinje
ugibaju, dok isti u¢inak nije bio uoéen u vinskoj skupini (Slika 9). Stovise, u vinskoj skupini Zivotinja,
nijedna koja je prosjecno pila vise od otprilike 10 ml dnevno nije uginula. Ove razlike upuéuju na
postojanje hormetskog odgovora na etanol u kojem male doze tvari ostvaruju suprotan ucinak od vece
koli¢ine iste tvari [171,172].

Promatranjem stopa smrtnosti s obzirom na prosje¢nu dnevnu konzumaciju vodene otopine etanola
te usporedbom sa stopom smrtnosti kontrolne skupine koja je pila samo vodu, uocava se
karakteristi¢ni J-oblik krivulje (Slika 10). S obzirom na nepostojanje gornje granice konzumacije u
vinskoj skupini, ve¢ samo donje granice iznad koje su svi prezivjeli, raCunanjem stopa prezivljenja

po ekvivalentnim podskupinama nije moguce dob)iti cijelu J-krivulju, ve¢ samo njen pocetni dio.

Drugim rije¢ima, iako bismo i za vino s obzirom na prijasnje studije ocekivali postojanje J-krivulje
[173,174] dobiveni rezultati ukazuju da se Sirina i strmost tih krivulja razlikuje u ovisnosti o vrsti
alkoholnog pica kojim se unosi etanol. [zostanak donje granice kod etanolne skupine i gornje granice
kod vinske skupine na izmjerenim vrijednostima unosa ukazuju na to da je etanolna J-krivulja u
donosu na vinsku pomaknuta prema nizim razinama unosa etanola. Ovaj zakljucak u skladu je sa
studijama na ljudima koje su usporedivale utjecaj etanola s obzirom na vrstu alkoholnog pi¢a kojom

se on unosio [136,139,149].
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5.2. Imunofluorescencijska analiza rezova tkiva

U drugi dio istrazivanja bile su uklju¢ene samo zivotinje koje su prezivjele period od 96 sati
nakon induciranog IM-a, dnevno prosje¢no unosile vise od 8 ml alkoholnog pica i pokazivale znakove
transmuralnog IM-a na presjecima tkiva nakon eksplantacije srca i bojanja po Malloryju. Period od
96 sati odabran je kako bi se analizirala proliferativna faza cijeljenja. lako bi ovaj vremenski period
kod ljudi odgovarao prijelazu s upalne na proliferativnu fazu, $takori nakon istog vremenskog odmaka
ve¢ su na vrhuncu proliferativne faze cijeljenja [41]. Kako bi se omogucilo donoSenje zakljucaka o

dinamici cijeljenja, imunofluorescencijskim bojanjem oznacivani su makrofazi i miofibroblasti.
5.2.1. Analiza infiltracije makrofaga

Za analizu makrofaga koristeni su CD163 i CD68 biljezi. Tradicionalna podjela makrofage
dijeli na dvije glavne subpopulacije - M1 makrofage koji posreduju u osteé¢enju tkiva i pokre¢u upalne
reakcije, te protuupalne M2 makrofage kao bitne ¢imbenike u razrjeSenju upale. Biljeg CD163 u
literaturi se smatra specificnim za M2 makrofage, a CD68 za procjenu ukupnog broja makrofaga oba
tipa (panmakrofagni biljeg). Kolokalizacija oba markera na istoj mikroskopskoj slici omogucuje
raCunanje omjera broja stanica pozitivnih na CD163 biljeg sa brojem stanica pozitivnh na CDG68.
Interpretacija ovog omjera bila bi udio protuupalnih makrofaga u ukupnoj populaciji makrofaga.
Posljedi¢no, ovaj omjer pozitivno je koreliran s omjerom protuupalnih i proupalnih makrofaga
(M2/M1) te se u literaturi ¢esto koristi kako bi se donijeli zakljuc¢ci o omjeru tih dvaju fenotipova
[175,176].

Rezultati analize infiltracije makrofaga pokazali su sli¢ne ukupne gusto¢e makrofaga, ali uz znacajne
razlike u gusto¢ama M2 makrofaga (Slika 12, Slika 13). Slijedom toga, i CD163/CD68 omjer takoder
je pokazivao znafajne razlike medu skupinama u svim analiziranim zonama, s najveéim
vrijednostima u vinskoj skupini, zatim etanolnoj, te najmanjim vrijednostima u kontrolnoj skupini.
Budu¢i da se M2/M1 makrofagni omjer povezuje s dinamikom oporavka organa tokom upale ili
cijeljenja [177,178], dobiveni rezultati ponovno upuéuju na dodatne zaStitne utjecaje ostalih,

nealkoholnih, sastojaka vina.

Osim usporedbe prosjecnih vrijednosti CD163/CD68 omjera medu skupinama, provedena je i analiza
ovisnosti ovog omjera o koli¢ini unesenog alkoholnog pi¢a kako bi se ustvrdile eventualne razlike u
odgovoru na ekvivalentne koli¢ine etanola (Slika 14A). S obzirom na to da je etanolna otopina
pripremljena na nacin da sadrzi jednak postotak etanola kao 1 koriSteno bijelo vino, iste prosjecne

vrijednosti popijenog alkoholnog pi¢a odgovarale su istom prosjecnom unosu etanola. I u etanolnoj i
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u vinskoj skupini uocen je trend smanjenja vrijednosti omjera povecanjem unesene koliCine etanola.
Drugim rije¢ima, benefiti protuupalnog u¢inka alkoholnih pi¢a smanjuje se pove¢anjem konzumirane
koli¢ine. Unato¢ tome, ¢ak i zivotinje koje su imale najveéi prosjecan dnevni unos etanola u vinskoj

skupini pokazivale su vece vrijednosti makrofagnog omjera od bilo koje zivotinje u etanolnoj skupini.

Prognosticki znacaj promatranog makrofagnog omjera vidljiv je i u sukladnosti dobivenih rezultata
sa stopama prezivljenja pojedinih skupina. Naime, ekstrapolacijom trenda promjene vrijednosti
CD163/CD68 omjera i usporedbom s prosjecnom vrijednoséu omjera u kontrolnoj skupini koja je
pila samo vodu, mozemo odrediti koli¢inu etanola koja anulira protektivne u¢inke za svaku skupinu.
Ova kriti¢na vrijednost postigla bi se na unosu od otprilike 12.5 ml (1.5 ml Cistog etanola) za skupinu
koja je konzumirala etanolnu otopinu te otprilike 19 ml (2.5 ml Cistog etanola) za skupinu koja je pila
vino. Uz pretpostavku da bi iste razine makrofagnog omjera trebale polucivati iste stope prezivljenja,
na tim razinama unosa ocekivali bismo sli¢ne stope prezivljenja kao i u kontrolnoj skupini (~ 50%).
Usporedimo li ove vrijednosti s doznom ovisnos¢u statusa prezivljenja u pojedinoj skupini, vidimo
da je pretpostavka opravdana. U etanolnoj skupini na vrijednosti oko 12.5 ml otprilike pola Zivotinja
ugiba, dok u vinskoj skupini za iste unose sve prezivljavaju. Stovise, buduéi da nijedna Zivotinja u
vinskoj skupini nije dosegla prosje¢nu razinu unosa od 19 ml (maksimum je bio otprilike 17 ml),
oc¢ekivali bismo znatno manju stopu smrtnosti od kontrolne skupine, $to je u skladu s izostankom
gornje granice unosa u vinskoj skupini za izmjerene vrijednosti konzumacije vina. Za razliku od
podataka o prezivljenju s obzirom na unos, ovi podatci omoguéuju i donosenje zakljucaka o relativnoj
Sirini minimuma J-Krivulja etanolne i vodene skupine. Konkretno, J-krivulja za vino trebala bi biti
19/12.5 ~ 1.5 puta §ira, tj. pozitivni ucinci vina trebali bi se oCitovati i za 50% vece vrijednosti unosa

etanola u odnosu na iste razine konzumacije kroz pica koja sadrze samo etanol.

Budu¢i da su pri analizi tkiva koriStene samo Zivotinje koje su prezivjele 96-satni period nakon
indukcije IM-a, a u etanolnoj skupini je postojala gornja granica unosa za prezivljenje, u vinskoj
skupini postojalo je nekoliko Zivotinja s unosima ve¢im od maksimalnog unosa u etanolnoj skupini.
Taj disbalans skupa s negativnim trendom za posljedicu bi imao umanjenje razlike u omjeru izmedu
etanolne i vinske skupine. Zato je model za izracun trenda iskoriSten za procjenu marginalnih srednjih
vrijednosti koje uzimaju u obzir u¢inak ove razlike u unosu etanola. Usporedbom tako dobivenih
vrijednosti, razlike u vrijednostima omjera u tim dvjema skupinama postale su jo§ izrazenije, s

visokom razinom statisticke znacajnosti u svim analiziranim zonama.
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5.2.2. Analiza aktivnosti miofibroblasta

Osim analize gustocCe naseljenosti 1 vrste makrofaga, provedeno je i bojanje rezova tkiva a-
SMA biljegomkako bi se ustanovila i usporedila aktivnost miofibroblasta izmedu eksperimentalnih
skupina. U svim zonama i na mikroskopskim slikama (Slika 15) i nakon analize (Slika 16) bio je
uocljiv trend porasta izrazenosti biljega pocevsi od vinske, preko etanolne, do kontrolne skupine koja
je pila samo vodu. Unato¢ tome, razlika je bila statisticki znac¢ajna samo izmedu vinske i1 kontorolne
skupine u periinfarktnoj zoni (Slika 16). Za razliku od infarciranog tkiva, u zdravom miokardu bio je
prisutan samo u stijenkama krvnih zila, $to je utvrdeno pregledom neinfarciranog podrucja miokarda

(interventikularni septum).

Stvaranje granulacijskog tkiva, u kojem su prisutni u velikom broju reparativni makrofazi i fibroblasti
(koji se transdiferenciraju u miofibroblaste), nuzan je preduvjet za stvaranje zrelog oziljka tijekom
faze maturacije u okviru cijeljenja nakon IM. Budu¢i da se time osigurava strukturalna stabilnost
srca, vrlo je bitno da se taj proces odvija u prikladnoj mjeri. Miofibroblasti su nuzni za brzo i robusno
formiranje oziljka te zajedno s reparativnim makrofazima utjeCu na proizvodnju protupalnih,
proangiogenih i profibrotickih medijatora ¢ime utiSavaju upalu. Pored ove funkcije vrlo su bitni u
okviru remodeliranja srca nakon razli¢itih patoloskih stanja kao §to su hipertenzija i IM, a posebno u
zatajenju srca. Prilikom saniranja ishemijske ozljede dolazi do pojacanog odlaganja proteina
izvanstani¢ne tvari unutar ozljedenog tkiva, a funkcionalnost miofibroblasta oCituje se i u izrazavanju
kontraktilnih proteina (medu njima i a-SMA kojeg smo u ovom radu koristili za detekciju
miofibroblasta). Zbog toga miofibroblasti imaju sposobnost kontrakcije poput misi¢nih stanica, a to
im omogucava da smanje veli¢inu oZiljka i sprijece rupturu tkiva [165]. Miofibroblasti medusobno
komuniciraju preko tijesnih spojeva (engl. gap junction) i omogucuju razmjenu elektricki nabijenih 1
nenabijenih tvari. S obzirom na to, da se zakljuciti kako su miofibroblasti vazni za prijenos mehanicke
kontraktilne sile na sréani oziljak preko kontakta fibroneksusa s izvanstani¢énom tvari. Time je
omoguceno ,,sidrenje* oziljka 1 smanjenje ozZiljka kontrakcijom, a takoder na taj nacin miofibroblasti
utjecu na remodeliranje klijetke [41,45,131,166]. Ve¢ krajem proliferativne faze, njihov bi se broj
trebao smanjivati jer ukoliko zaostaju duZe u ozljedenom tkivu mogu dovesti do pretjeranog
fibroziranja tkiva i uzrokovati nepovoljno remodeliranje srca, naro¢ito ako su aktivni miofibroblasti
u zdravom miokardu ¢ime nastaje reaktivna fibroza [5,6,25-28,167]. Taj proces dovodi do povecanja
krutosti sréanog tkiva i pogorSava sréanu funkciju 1 u konacnici vodi razvoju sranog zatajenja.
Pretjerano odlaganje kolagena i gubitak kardiomiocita uzrokovat ¢e i probleme s provodljivosti
elektri¢nog signala [25] i time mogu povecati $ansu za nastanak raznih aritmija. Cak i izravno

spajanje kardiomiocita na miofibroblaste moze pridonijeti aritmogenezi [179]. Uzimajuci u obzir da
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su razvoj aritmija i sréanog zatajenja jedne od najces¢ih komplikacija nakon preboljelog IM te
potencijalan uzrok mortaliteta, naslucuje se vaznost ostvarivanja ravnoteze U razini Stvaranja
oziljkastog tkiva kako bi ishod za pacijenta bio optimalan. Tijekom sazrijevanja granulacijskog tkiva
dolazi do smanjenja broja miofibroblasta, pa time i snizene razine o-SMA, §to ukljuCuje neke
apoptotske putove. Time se u konacnici stvara hipocelularni, a zatim acelularni zreli oziljak.

Miofibroblastni izrazaj a-SMA moZe donekle procjenjivati i prikazivati dinamiku cijeljenja IM-a.

Uzimajuci u obzir ¢injenicu da je u vinskoj skupini a-SMA bio manje izrazen, moZemo pretpostaviti
nekoliko stvari. Prvo, da vino djelomi¢no potiskuje transdiferencijaciju fibroblasta u miofibroblaste
i time optimizira razinu fibroziranja tkiva te djeluje na ocuvanje kontraktilne sposobnosti srca. Druga
pretpostavka moze biti da su upalna i proliferativna faza ranije zavrsile u vinskoj skupini te da dolazi
do smanjenja broja miofibroblasta apoptozom, §to u konacnici dovodi do brzeg cijeljenja nakon
preboljelog IM-a. U prilog tome govori i drugi nalaz ovog istraZivanja, a to je poveéan CD163/CD68
makrofagni omjer, ¢ime se moze zakljuciti da se polarizacija u vinskoj skupini odvija prema M2
fenotipu makrofaga. Interferiranje s miofibroblastnom transformacijom (kao terapijskom opcijom za
lijeCenje IM-a) moze rezultirati proSirenjem infarciranog podrucja, stanjenjem stijenke Klijetke,

prosirenjem klijetke te sistolickom disfukcijom i poveéavanjem Sanse od nastanka rupture srca.
5.3. Utjecaj nealkoholnih komponenti vina

Fenolni spojevi smatraju se klju¢nim nealkoholnim bioaktivnim sastojcima vina. Zbog
specificnog postupka proizvodnje bijelog vina, pri kojem sok fermentira bez dodira s koZicom 1
sjemenkama grozda, ukupna koli¢ina fenola u bijelim vinima znatno je manja u usporedbi s crnima
[154,180]. Medutim, i bijelo vino sadrzi raznolike fenolne spojeve, a neki su prisutni u znacajnim
koli¢inama. Medu njima su fenolne kiseline, ¢iji je najpoznatiji predstavnik kafeinska kiselina [180].
Osim toga, bijelo vino sadrzi i tirozol, koji se u mnogim bijelim vinima isti¢e kao drugi
najzastupljeniji monofenol koji ne pripada skupini hidroksicinamata [181], i nastaje tijekom

fermentacije kao produkt metabolizma aminokiseline tirozina od strane kvasca [182].

Zanimljivo je da etanol moZe potaknuti stvaranje tirozola unutar ljudskog organizma i povecati
njegovu apsorpciju iz prehrambenih izvora [183]. Brojna istrazivanja sugeriraju da antioksidativna i
protuupalna svojstva tirozola i kafeinske kiseline mogu znacajno pridonijeti povoljnim ucincima
umjerene konzumacije bijelog vina na zdravlje [181,184]. Pokazano je da kafeinska kiselina i njezini
derivati pozitivno djeluju na kardiovaskularni sustav, posebice kod ozljeda izazvanih ishemijom i
reperfuzijom, smanjujuéi stani¢nu disfunkciju uzrokovanu razli¢itim Stetnim ¢imbenicima [184,185].

Tirozol je takoder prepoznat kao kardioprotektivni spoj jer moze smanjiti veli¢inu IM-a 1 poboljsati
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funkciju lijeve klijetke [186]. Nadalje, istrazivanja provedena na Stakorima koji su tijekom 30 dana
konzumirali bijelo vino bogato kafeinskom kiselinom, tirozolom i Sikiminskom kiselinom pokazala
su njegove zastitne ucinke kod ozljeda izazvanih ishemijom i reperfuzijom [187]. Rezultati ove i
ranijih studija koje su ispitivale utjecaj bijelog vina na prezivljenje nakon IM-a [188] u skladu su s

dosadasnjim saznanjima o kardiovaskularnim koristima bijelog vina i njegovih komponenti.
5.4. Mehanizmi djelovanja sastojaka bijelog vina

5.4.1. Prezivljenje

Izraz ,hiberniraju¢i miokard“ odnosi se kroni¢ne promjene u kontraktilnosti miokarda
uzrokovane dugotrajnom ishemijom dijela sr¢anog tkiva zbog nedovoljne opskrbe krvlju koronarnim
arterijama. Kardiomiociti u ovom stanju ostaju i dalje zivi, ali su disfunkcionalni jer primaju
minimalnu koli¢inu krvi, stoga ATP troSe za osnovne stani¢ne funkcije. Uspostavom protoka krvi,
reperfuzijom ili angiogenezom, hiberniraju¢i miokard postupno vraca kontraktilnu sposobnost i
polako se oporavlja. Epikatehin [189], flavonoid prisutan u bijelom vinu, moze djelovati
kardioprotektivno zahvaljuju¢i svojoj sposobnosti induciranja hibernirajuéeg stanja miokarda.
Djelovanjem na proteine odgovorne za apoptozu, rast i citoprotekciju omoguéuje djelomicno
irigiranim kardiomiocitima da prezive tijekom ishemije[190]. MozZe se pretpostaviti da bi u sluc¢aju
ishemije njegov ucinak bio usmjeren na kardiomiocite u rubnom podru¢ju IM-a, gdje bi se ozljeda
mogla dodatno $iriti. O¢uvanjem veéeg broja viabilnih kardiomiocita tijekom ishemije smanjio bi se
ukupan broj odumrlih stanica, ublazila upalna reakcija i u konac¢nici bi se mogla poboljsati stopa

prezivljenja.
5.4.2. Polarizacija makrofaga

Iako ovaj rad ne istraZuje detaljne mehanizme djelovanja sastojaka bijelog vina na polarizaciju
makrofaga u tkivu srca nakon IM-a, postoje snazni dokazi da antioksidativna i protuupalna svojstva
prehrambenih fenolnih spojeva, ukljuujuc¢i one prisutne u vinu, mogu u uvjetima jake upale stvoriti
okruzenje pogodno za polarizaciju makrofaga u reparativni M2 fenotip. Polarizacija makrofaga
slozen je i precizno reguliran proces u kojem sudjeluju razliCite transkripcijske, epigenetske i
posttranskripcijske regulatorne mreZe, kao i brojne signalne putanje, medu kojima su klju¢ne one
povezane s nuklearnim c¢imbenikom (eritroidno deriviran 2)-slicnim 2 (Nrf2) i nuklearnim
¢imbenikom-kB (NF-kB). Ova dva transkripcijska ¢imbenika imaju klju¢nu ulogu u regulaciji
odgovora stanica na oksidacijski stres i upalu [191-193]. Brojna istrazivanja potvrduju da fenolni

spojevi iz vina ostvaruju svoje antioksidativne i protuupalne ucinke putem interakcije s Nrf2 i NF-
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kB signalnim putevima [194-197], §to ukazuje na njihovu povezanost s dinamikom makrofagne
polarizacije. Nadalje, pokazano je da polifenoli prisutni u vinu mogu inhibirati pojedine ¢lanove iz
skupine TRP kanala i s njima povezani signalni put P2X7/NLRP3 [198]. Poznato je, naime, da TRP

......

polarizaciju [199].
5.4.2. Fibroziranje

Vise studija utvrdilo je djelovanje samog alkohola ili vina na stvaranje oziljka nakon IM-a.
Dio studija koje su koristile bijelo vino ili komponente bijelog vina dosle su do zakljucka kako se
apoptoza kardiomiocita, a time i veli¢ine IM-a smanjuje Akt/FOXO3a/SIRT1 signalnim putem, Sto
posljedi¢no dovodi do smanjenja fibroze i o¢uvanja sréane funkcije [187,200]. Druge studije uzimaju
u obzir djelovanje drugih komponenti, poput EGCG (epigalokatehin galata) koji takoder utjece na
smanjenu fibrozu u procesu cijeljenja ozljedenog tkiva [201]. U studiji koja se takoder bavila
utjecajem ECGC na cijeljenje, utvrdeno je da ECGC inhibira CTGF (connetive tissue growth factor)
¢ime se smanjuje odlaganje kolagena i posljedi¢na fibroza, a kroz inhibiciju p65 pojedinice NF-xB
onemogucéeno je nakupljanje proupalnih ¢imbenika i pretjerani izrazaj CTGF-a [202]. Bitno je
naglasiti kako do suprotnog ucinka dolazi kod konzumacije vece koli¢ine ECGC ¢ime se aktiviraju
profibroticki signalni putevi [203]. Taj zakljucak je u skladu s ¢injenicom da se i pretjeranom
konzumacijom vina i alkohola gube protektivni ucinci, stoga kao i alkoholna pi¢a i ovu komponentu
vina bi trebalo konzumirati u umjerenoj koli¢ini kako bi se ostvarilo protektivno djelovanje.
Resveratrol, iako u manjoj mjeri prisutan u bijelom vinu takoder moze utjecati na smanjenje fibroze

djelovanjem na TGF- signalni put [204].
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Glavni zakljuc¢ak ovog istrazivanja je da umjerena konzumacija bijelog vina pruza zastitni
ucinak u kontekstu teskih patofizioloskih izazova, poput kirurski induciranog IM-a na modelu
Stakora. Ucinak je potvrden usporedbom stopa prezivljenja, gdje su Stakori koji su pili vino imali
znacajno visu stopu prezivljenja (72,2%) u odnosu na grupu koja je pila vodu (47,8%). Osim toga,
bijelo vino se ¢ini sigurnijim 1 ucinkovitijim od usporedive koli¢ine etanola u vodenoj otopini
(64,7%), Sto sugerira da etanol nije glavna komponenta odgovorna za pobolj$ano prezivljenje nakon
IM-a, ve¢ da su to druge nealkoholne komponente vina, poput polifenola. U slucaju Grasevine, to su
vjerojatno epikatehin, katehin, kafei¢na kiselina, tirozol, resveratrol i gali¢na kiselina, ali s obzirom

da nismo istrazivali pojedine komponente vina, o tome mozemo samo spekulirati.

Tijekom istrazivanja zabiljezena je gornja granica zastitnog ucinka vodene otopine etanola (otprilike
12,5 ml/dan), pri kojoj se ucinak izjednacava s kontrolnom grupom i nakon koje nijedna Zivotinja
nije prezivjela 96 sati nakon IM-a. Suprotno tome, za vino takva granica nije utvrdena, $to jasno
prikazuje uski kardioprotektivni interval etanola. Kako bismo dodatno istrazili procese povezane s
promatranim zastitnim ucincima konzumacije bijelog vina, provedena su daljnja istrazivanja o

parametrima cijeljenja nakon IM.

Nasi rezultati ukazuju na to da nealkoholni sastojci bijelog vina znacajno doprinose njegovim
superiornim ucincima u povoljnoj modulaciji postinfarktne upale i reparativne faze cijeljenja u
odnosu na sam etanol. Uocena je smanjena infiltracija proupalnih M1 makrofaga naspram M2
makrofaga kod zivotinja koje su konzumirale bijelo vino u usporedbi s onima koje su pile vodenu
otopinu etanola i kontrolnim Zivotinjama. Ovaj nalaz sugerira povoljniji tijek upalne i reparativne

faze cijeljenja kod Stakora koji su prekondicionirani bijelim vinom prije IM-a.

Smanjeni izrazaj a-SMA nakon konzumacije bijelog vina ukazuje na dodatno djelovanje vina u
smanjenju fibroziranja infarciranog tkiva te time potencijalnog smanjenja rizika od loSeg
remodeliranja klijetke koje bi moglo dovesti do sréanog zatajenja ili razvoja razli¢itih vrsta aritmija.
Cini se da omjeri CD163/CD68, kao pokazatelj polarizacije makrofaga, mogu biti koristan prediktor

oporavka i prezivljenja nakon IM-a, barem pod kontroliranim eksperimentalnim uvjetima.

Rastuc¢a popularnost bijelog vina u razli¢itim prehrambenim kulturama i perspektive povecane
globalne potraZnje opravdavaju potrebu za daljnjim istraZivanjima o bioloSkim u¢incima bijelog vina.
Ovo istrazivanje moZze produbiti znanje o kardioprotektivnom djelovanju vina unutar proliferativne
faze cijeljenja, ali i na prezZivljenje koje je ve¢ Siroko istrazeno i potvrdeno na brojnim

epidemioloskim studijama.
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Zivotna dob: Podvezivanje LAD-a vr3ilo se eksperimentalnim Zivotinjama koje su mlade i
zdrave, §to nije tipi¢na dob za obolijevanje od IM-a u op¢oj populaciji, s obzirom da se ta

bolest ¢esce javlja kod starijih osoba.

Komorbiditeti: U opéoj populaciji prisutni su mnogi komorbiditeti, poput ateroskleroze,
visokog krvnog tlaka, pove¢anih masoca u krvi i SeCerne bolesti, koje nismo mogli

replicirati u naSem istrazivanju. Ovi ¢imbenici mogli su utjecati na ishod istrazivanja.

Polipragmazija: Starijim osobama cesto je pripisan velik broj lijekova zbog prisutnosti
komorbiditeta, dok su eksperimentalne zivotinje genetski uskladene i zdrave te ne uzimaju

nikakvu terapiju.

Spol: Sve Zivotinje uklju¢ene u ovo istrazivanje su muskog spola kako bi se osigurala
homogenost skupina. U istrazivanjima koja slijede trebalo bi ponoviti pokus i na
zivotinjama zenskog spola kako bi zakljucci bili kompletniji 1 kako bi se lakSe translatirali

na opc¢u populaciju.

Mehanizam nastanka IM-a: IM kod ljudi najéesce nastaje kao posljedica postojanja
aterosklerotskog plaka koji moze potpuno zacepiti koronarnu arteriju ili moze puknuti
fibrozna kapa plaka, $to potice razvoj tromba unutar arterije. U ovom eksperimentalnom
modelu ishemija sréanog tkiva je ostvarena vanjskim podvezivanjem LAD-a, ali i

pridruzene vene (Sto nije slucaj u IM kod ljudi), a IM je nastao akutno.

Fiziologija srca: Novonastali poremecaji sr¢anog ritma (ventrikularne aritmije) nakon IM-a
kod ljudi su najéesci uzrok morbiditeta i mortaliteta, dok je kod Stakora naj¢es¢i uzrok smrti

puknuce stijenke klijetke zbog opsezne nekroze i upalne reakcije.

Veli¢ina IM-a: S obzirom na to da smo veli¢inu IM-a mjerili na rezovima srca, ne mozemo
sa sigurnoScu tvrditi da je to objektivna metoda, iako nisu zabiljeZene statisticki znacajne

razlike medu grupama.

Polifenolna grupa: U istrazivanje nije ukljucena ni planirana grupa koja bi konzumirala
dealkoholizirano vino kako bi se odredili kardioprotektivni ucinci polifenola ili utvrdio
potencijalni sinergisticki ucinak zajedno s alkoholom u formi vina. Bilo bi pozeljno provesti

I takvu vrstu istrazivanja.

Biljezi fenotipova makrofaga: Nisu koriSteni specifi¢ni biljezi za M1 fenotip niti biljezi za
razlikovanje podskupina M2 fenotipa (M2a, M2b, M2c i M2d). U buduéim istrazivanjima
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moglo bi se razmotriti ispitivanje podskupina makrofaga kako bi se dodatno poboljsalo

razumijevanje procesa ozdravljenja.

10. Diferencijacija makrofaga: Ovo istrazivanje fokusira se samo na jedan fenomen
proliferativne faze oporavka nakon IM-a, s ograni¢enom moguc¢noscu povezivanja s drugim

procesima i mehanizmima koji se istovremeno odvijaju.

11. Mehanizmi djelovanja vina: Kona¢no, mogu¢i mehanizmi koji povezuju konzumaciju

bijelog vina i polarizaciju makrofaga mogli su se razmatrati samo na spekulativnoj razini.
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NASLOV DOKTORSKOG RADA: UCINAK KONZUMACIJE VINA I ETANOLA NA
PREZIVLIENJE 1 PROLIFERATIVNU FAZU CIELJENJA NAKON KIRURSKI
INDUCIRANOG INFARKTA MIOKARDA NA MODELU STAKORA

UVOD: Istrazivanja o kardioprotektivnim ucincima vina uglavnom su usredoto¢ena na crno vino
zbog njegovog veceg sadrzaja bioaktivnih spojeva u usporedbi s bijelim vinom. lako neke studije
sugeriraju postojanje kardioprotektivnog djelovanja bijelog vina, ne postoji jasan konsenzus o tome

nadilaze li te koristi one koje pruza sam etanol.

CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati stope preZivljenja i
imunohistokemijske osobine infiltrata makrofaga te razinu aktivacije miofibroblasta u tkivu miokarda
zivotinja koje su prezivjele 96 sati nakon kirurski induciranog infarkta miokarda (IM), a koje su

prethodno tijekom Cetiri tjedna konzumirale bijelo vino, vodenu otopinu etanola ili samu vodu.

MATERIJALI | METODE: U studiji je koriSteno 80 muskih Stakora vrste Sprague-Dawley
podijeljenih u tri skupine: skupina koja je pila samo vodu, bijelo vino uz vodu ili 13% v/v vodene
otopine etanola uz vodu. Nakon cetverotjednog perioda konzumacije pi¢a, IM je induciran
podvezivanjem prednje interventrikularne arterije. Srca zZivotinja koje su prezivjele 96 sati nakon IM-
a, te koje su konzumirale najmanje 8§ mL alkoholnih pi¢a dnevno i imale usporedive veli¢ine IM-a,
prikupljena su za imunohistokemijsku analizu. Uzorci tkiva obojeni su pan-makrofagnim biljegom
(CD68) i protuupalnim biljegom makrofaga (CD163) kako bi se procijenila polarizacija makrofaga
koja je kljucna za cijeljenje nakon IM-a. Osim analize biljega makrofaga, provedeno je i bojanje a-
SMA biljegom kako bi se ustanovila i usporedila aktivnost miofibroblasta izmedu eksperimentalnih

skupina.

REZULTATI: Najvisa stopa prezivljenja zabiljeZena je u skupini koja je konzumirala bijelo vino
(72,2%), dok je najniza bila u skupini koja je pila samo vodu (47,8%). Nije pronadena statisticki
znacajna razlika u prezivljenju izmedu skupina koje su konzumirale vodenu otopinu etanola i vodu.
Analiza volumena konzumiranih pic¢a pokazala je da je niZa koli¢ina konzumirane vodene otopine
etanola bila povezana s ve¢im stopama prezivljenja. Suprotno tome, kod Stakora koji su dnevno
konzumirali oko 10 mL ili viSe bijelog vina nije zabiljezen nijedan smrtni ishod.
Imunofluorescencijskom analizom obradile su se cetiri zone oko infarciranog podru¢ja —
subepikardijalna, subendokardijalna i dvije periinfarktne zone. U svim analiziranim zonama najveci
omjeri broja CD163 i CD68 pozitivnih makrofaga zabiljezeni su u skupini koja je konzumirala bijelo

vino. Sto se ti¢e izrazaja a-SMA, najmanje prosje¢ne vrijednosti biljega dobivene su u vinskoj skupini
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u svim zonama, no znacajnost razlike ustanovljena je samo izmedu vinske i1 kontrolne skupine u

periinfarktnoj zoni.

ZAKLJUCAK: Zakljugak studije je da umjerena konzumacija bijelog vina poboljsava prezivljenje
nakon IM-a, vjerojatno zahvaljujuci njegovim nealkoholnim sastojcima. Konzumiranje veée koli¢ine
vodene otopine etanola bilo je povezano s ve¢om smrtno$¢u Zivotinja, §to ukazuje na gornju granicu
zastitnih u¢inaka ovog alkoholnog pica. Nijedna zivotinja koja je konzumirala prosjecne koli¢ine vina
ekvivalentne stetnoj koli¢ini etanolne otopine nije uginula, §to sugerira da vino pruza dodatne zastitne

koristi koje nadmasuju u¢inke samog etanola.

U okviru proliferativne faze cijeljenja, uocena je povecana infiltracija protupalnih naspram
proupalnih makrofaga kod Zivotinja koje su konzumirale bijelo vino u usporedbi s onima koje su pile
vodenu otopinu etanola i kontrolnim Zivotinjama. Analiza je pokazala i smanjen izrazaj a-SMA
biljega u periinfarktnoj zoni kod zivotinja koje su konzumirale bijelo vino, posebno naglasen u
periinfarktnoj zoni. Ovi rezultati ukazuju da bijelo vino sadrzi sastojke koji dodatno podrzavaju

proces cijeljenja i smanjuju pretjeranu fibrozu tkiva u odnosu na druge dvije skupine.

Sveukupno, istrazivanja u podlozi ovog doktorskog rada pokazuju da umjerena konzumacija bijelog
vina poboljsava prezivljenje te poti¢e prikladnije cijeljenje nakon IM-a zbog mehanizama koji
nadilaze ucinke samog etanola, vjerojatno zahvaljujué¢i njegovim nealkoholnim bioaktivnim

spojevima.

KLJUCNE RIJECT: infarkt miokarda, $takor, bijelo vino, vodena otopina etanola, smrtnost, CD163,
CD68, a-SMA
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TITLE OF THE DOCTORAL THESIS: THE EFFECT OF WINE AND ETHANOL
CONSUMPTION ON THE SURVIVAL AND PROLIFERATIVE PHASE OF HEALING AFTER
A SURGICALLY-INDUCED MYOCARDIAL INFARCTION ON THE RAT MODEL

INTRODUCTION: Studies on the cardioprotective effects of wine are primarily focused on red
wine due to its higher content of bioactive compounds compared to white wine. Although some
studies suggest that white wine may have cardioprotective properties, there is no clear consensus on

whether these benefits surpass those provided by ethanol alone.

AIM OF THE STUDY: The aim of this study was to analyze the survival rates and
immunohistochemical characteristics of macrophage infiltrates and the level of myofibroblast
activation in myocardial tissue of animals that survived 96 hours after surgically induced myocardial
infarction (MI), and that had previously consumed white wine, aqueous ethanol solution, or water

alone for four weeks.

MATERIALS AND METHODS: In this study, 80 male Sprague Dawley rats were divided into
three groups: one group consumed only water, another consumed white wine along with water, and
the third group consumed a 13% v/v ethanol/water solution along with water. After a four-week
drinking period, MI was induced by ligating the left anterior descending artery. Hearts from animals
that survived the 96-hour post-infarction period, consumed at least 8 mL of alcoholic beverages daily,
and had comparable infarct sizes, were collected for immunohistochemical analysis. Tissue samples
were stained with CD68, a pan-macrophage marker, and CD163, an anti-inflammatory macrophage
marker, to assess macrophage polarization, which is crucial for healing after MI. In addition to
macrophage marker analysis, a-SMA staining was performed to establish and compare myofibroblast

activity between experimental groups.

RESULTS: The highest survival rate was observed in the group that consumed white wine (72.2%),
while the lowest was in the group that drank only water (47.8%). No statistically significant difference
in survival rate was found between the groups that consumed ethanol solution and water. Analysis of
the volumes of consumed beverages indicated that lower amounts of ethanol solution were associated
with higher survival rates. Conversely, none of the rats that consumed around 10 mL or more of white
wine daily died during the same period. Immunofluorescent analysis focused on four zones around
the infarcted area: subepicardial, subendocardial, and two periinfarct zones. The highest ratios of
CD163 and CD68 positive macrophages were recorded in the group consuming white wine across all

analyzed zones. Regarding the a-SMA expression, the lowest average values were found in the wine
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group across all zones. However, statistical significance was established only between the wine and

control groups in the periinfarct zone.

CONCLUSION: The conclusion of the study was that moderate consumption of white wine
improves survival after Ml, likely due to its non-alcoholic components. Consuming a higher amount
of aqueous ethanol solution is associated with higher mortality in animals, suggesting an upper limit
to the protective effects of this alcoholic beverage. No animals died consuming higher amounts of
white wine suggesting that wine provides additional protective benefits that exceed those of ethanol

alone.

Within the proliferative phase of healing, an increased infiltration of anti-inflammatory versus pro-
inflammatory macrophages was observed in animals that consumed white wine compared to those
that drank an aqueous ethanol solution and the control animals. The analysis also showed a reduced
expression of the a-SMA marker in the periinfarct zone in animals that consumed white wine, and
the effect was especially pronounced in the periinfarct zone. These results indicate that white wine
contains ingredients that further support the healing process and reduce excessive tissue fibrosis

compared to the other two groups.

Overall, the research underlying this doctoral thesis shows that moderate consumption of white wine
improves survival and promotes healing after a M1 through mechanisms that go beyond the effects of

ethanol alone, likely due to its non-alcoholic bioactive compounds.

KEYWORDS: myocardial infarction, rat, white wine, ethanol/water solution, mortality, CD163,
CD68, a-SMA
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