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SAZETAK

Rezultati epidemioloskih studija jasno ukazuju na povoljne ucinke umjerene
konzumacije vina na ljudsko zdravlje, posebice na kardiovaskularni sustav.
Vino usporava razvoj ateroskleroze i arterioskleroze ostvarujudi
protuupalne, antitrombocitne i antioksidacijske ucinke. Osim alkohola,
vinski polifenoli smatraju se posrednicima ovih ucinaka. Tradicionalna
macerirana bijela vina s bogatim fenolnim sadrzajem privlace pozornost
proizvodaca i znanstvenika, a njihovi bioloski ucinci slabije su istrazeni. Cilj
provedenog istrazivanja bio je ispitati i usporediti utjecaj umjerene
konzumacije standardnog i maceriranog bijelog vina na vazodilatacijski i

vazokonstrikcijski odgovor aorte Stakora.

Sprague Dawley Stakori, muzjaci (N = 45) randomizirani su u 3 skupine i
podvrgnuti 4-tjednom konzumacijskom protokolu: kontrolna (K) skupina
konzumira isklju¢ivo vodu, skupina SV standardno, a skupina MV
macerirano bijelo vino. Nakon konzumacije slijedi izolacija torakalne aorte
Stakora i preparacija vaskularnih prstenova. Prstenovi svih skupina (N =
107) dodatno se randomiziraju i izlazu jednom od dva doza - ucdinak
protokola u in vitro uvijetima: vazodilatacijski gdje su prekontrahirani
prstenovi tretiraju kumulativnhim  koncentracijama acetilkolina; i
vazkonstrikcijski, bez prekontrakcije, s kumulativnim koncentracijama
noradrenalina. Raspon je primijenjenih koncentracija acetilkolina i
noradrenalina jednak s konacnim koncentracijama u organskom bazencicu
od 1nM do 10 pM). Glavhe mjere ishoda su maksimalni vazodilatacijski i
vazokonstrikcijski u¢inak (Emax) te koncentracija potrebna za postizanje 50

% maksimalnog ucinka (ECso).

Vazokonstrikcijski ucinak nije se razlikovao medu skupinama. Medutim,
konzumacija maceriranog bijelog vina promijenila je vazodiatacijsku
ucinkovitost acetilkolina koji je u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 1 pM
ostvario znacajno vedi ucinak na vaskularnim prstenovima aorta MV

Stakora. Sukladno, potentnost je acetilkolina bila najve¢a u MV, nesto



manja u SV, a najmanja u K skupini s pripadaju¢im ECso vrijednostima od

43 nM, 57 nMi 70 nM za MV, SV i K.

Kljucne rijeci
Kardiovaskularni sustav, standardno bijelo vino, macerirano bijelo vino,

vaskularni prstenovi, acetilkolin, noradrenalin, vazodilatacijski ucinak,

vazokonstricijski ucinak, Stakor



SUMMARY

The results of epidemiological studies clearly indicate the beneficial effects
of moderate wine consumption on human health, especially on the
cardiovascular system. Wine slows the development of atherosclerosis and
arteriosclerosis by achieving anti-inflammatory, antiplatelet and antioxidant
effects. Except alcohol, wine polyphenols are thought to mediate these
effects. Traditional macerated white wines with rich phenolic content attract
the attention of producers and scientists, and their biological effects are less
well examined. The aim of the study was to examine and compare the
impact of moderate consumption of standard and macerated white wine on

the vasodilation and vasoconstriction response of the rat aorta.

Male Sprague Dawley rats (N = 45) were randomized into 3 groups and
subjected to a 4-week consumption protocol: the control (K) group
consumed only water, the SV group standard, and the MV macerated white
wine. Following consumption trial, the rat thoracic aortas were isolated and
the vascular rings prepared. The rings of all groups (N = 107) were
additionally randomized and exposed to one of two in vitro dose - response
protocols: vasodilatory protocol where the precontracted rings were treated
with acetylcholine and vasoconstriction protocol, without precontraction
with noradrenaline. Acetylcholine and noradrenaline were applied
cumulatively to acomplish final concentrations from 1nM to 10 pM in the
organ baths. The main outcome measures were the maximal vasodilation
and vasoconstriction effect (Emax) and the concentration of noradrenaline

and acetylcholine that produce 50% of maximal effect (ECso).

Noradrenaline-induced vasoconstriction effect was similar for all groups.
However, the consumption of macerated white wine changed the
vasodilation efficacy of acetylcholine, which induced a significantly greater
vasodilatory effect of MV rat aorta in the concentration range from 0.1 to 1
MM. Accordingly, the potency of acetylcholine was the highest in MV, slightly
lower in SV, and the lowest in the K group with corresponding ECso values
of 43 nM, 57 nM and 70 nM for MV, SV and K, respectively.



The obtained results indicate a vasoprotective effect of moderate
consumption of macerated white wine in rats. The effect of standard white

wine consumption needs to be further clarified.

Key words

Cardiovascular system, standard white wine, macerated white wine,
vascular rings, acetylcholine, noradrenaline, vasodilation effect,

vasoconstriction effect, rat
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1. Uvod

1.1. Povijesni aspekt istrazivanja zdravstvenih ucinaka

konzumacije vina

Vino je napitak koji se dobiva alkoholnim vrenjem od zrelog i svjezeg
grozda, odnosno grozdanog soka. Vino je kroz Citavu povijest bio cijenjeni
napitak, bilo zbog svog okusa i/ili zbog pozitivnih ulinaka koje ima na
zdravlje. Mnogobrojne drevne civilizacije poput Grka, Rimljana i Egip¢ana
konzumirali su vino kao “lijek za dusu i tijelo”, a koriStenje vina u ljekovite
svrhe zabiljezeno je u povijesnim zapisima. Iako postoje zapisi o
konzumaciji vina stariji viSe od 7000 godina, pozitivni utjecaj ovog napitka
na ljudsko zdravlje nedvosmisleno je istaknut tek 80tih godina proslog
stolje¢a kada su francuski epidemiolozi opisali epidemioloski fenomen i uveli

jezi¢nu tvorevinu “francuski paradoks”(engl. French paradox) (1).

Pojam se odnosi na smanjenu incidenciju kardiovaskularnih bolesti medu
Francuzima unatoC konzumaciji hrane bogate zasi¢enim mastima.
Znanstvenici su taj fenomen pripisali uestaloj konzumaciji vina. Francuski
paradoks potaknuo je istrazivanja ucinaka vina te izmedu ostaloga, doveo

do identifikacije brojnih spojeva, ponajprije polifenola (2).

Stari su Grci raspravljali o Sirokoj primjeni vina u medicini. Hipokrat (460.-
370. g.pr.Kr.) je izvjestio o terapeutskim svojstvima vina, napitka koji je
imao Siroku upotrebu, a koristio se kao dodatak prehrani u kahekti¢nih

bolesnika, kao diuretik, antipiretik, purgativ, antiseptik te antidepresiv.

Sastav vina cini ovaj napitak izuzetno korisnim kada je rije¢ o ljudskom
zdravlju, ali ne smije se prestati naglasavati kako se povoljni udinci vina na
ljudsko zdravlje ocituju samo i iskljucivo kad se vino konzumira umjereno i

po mogucnosti u kombinaciji s obrocima.



Brojna su epidemioloska izvjes¢a o dobrobiti umjerene konzumacije vina,
osobito na kardiovaskularno zdravlje i povezuju se s nizom bioloskih
ucinaka koji su ispitani u eksperimentalnom in vivo i in vitro okruzenju. Neki
od njih su: poboljSavanje lipidnog profila u korist lipoproteina visoke
gustoce (HDL, engl. high-density lipoproteins) uz smanjenje koncentracije
lipoproteina niske gustoce (LDL, engl. low-density lipoproteins), smanjenje
ekspresija adhezijskih molekula i migracije leukocita, poboljSanje endotelne
funkcije uz pojacanu sintezu dusikovog (II) oksida (NO, engl. nitrogen
oxide), smanjenu agregaciju trombocita i povecanu fibrinoliticku aktivnost,
pozitivhe promjene u metabolizmu ugljikohidrata uz poveéanu osjetljivost

na inzulin. Svi ovi udinci doprinose smanjenju kardiovskularnog rizika (1).

1.2. Proizvodnja vina

Vinarstvo se smatra jednom od najstarijih ¢ovjekovih djelatnosti, a i dan

danas vrlo je cijenjena i prosperitetna.

Proizvodnja vina je bioloski proces do kojeg dolazi zbog niza biokemijskih
transformacija koje su rezultat djelovanja viSse enzima iz razlicitih
mikroorganizama. Neki od vaznijih mikroorganizama u proizvodnji vina su
kvasci koji su odgovorni za glavni dio procesa, alkoholno vrenje, zatim
bakterije mlijeCne kiselina koje su odgovorne za drugi najvaznije proces,
malolakti¢nu fermentaciju, odnosno pretvorbu jabu¢ne u mlijec¢nu kiselinu.
Medutim, endogeni enzimi grozda, kvasaca i ostalih mikroorganizama
prisutni u mostu i vinu Cesto nisu dovoljno ucinkoviti za samu proizvodnju

vina, pa se dodaju komercijalni enzimski pripravci (3).

Bijela vina znatno su siromasnija sastavom od crnih vina, razlog tomu je
razlika u procesu proizvodnje bijelih i crnih vina. Bioaktivhe komponente u
crnom vinu, odnosno fenolni spojevi potjeCu iz kozice, stabljike ili pulpe
grozda. Ti vazni izvori polifenola tijekom prve faze fermentacije se prenose

u vino skupa sa grozdanim sokom (mostom). Za razliku od crnih, bijela vina



se proizvode samo od grozdanog soka koji ne dolazi u kontakt s koZicom i
pulpom grozda tijekom fermentacije. Pretpostavlja se da je to glavni razlog
zasto je Dbijelo vino znatno siromasnije polifenolima i ostalim
antioksidativnim spojevima. Ako je ta hipoteza toc¢na, nacin da obogatimo
sastav bijelog vina i u¢inimo ga korisnijim za kardiovaskularno zdravlje je

promjena u samoj proizvodnji (4).

Za proizvodnju bijelog vina obogacenog polifenolima koristena je gruzijska
metoda proizvodnje vina. Macerirano bijelo vino, kako se joS naziva bijelo
vino bogato polifenolima, dobiva se tako da grozdani sok najprije spontano
fermentira u kontaktu s krutim djelovima grozda. Zatim se bez uklanjanja
kozice i sjemenki te dodavanja konzervansa grozdani sok s cvrstim
djelovima grozda prenosi u hermeticki zatvorene spremnike sto omogucuje
daljnju fermentaciju vina na konstantnoj temperaturi 120 dana. Ovakva
proizvodnja rezultira dobivanjem bijelog vina obogacenog polifenolnog

sastava narancaste ili jantarne boje (5).

1.3. Polifenoli iz vina

Polifenole svrstavamo u veliku i heterogenu skupinu fitospojeva koji se
nalaze vec¢inom u hrani biljnog porijekla, kao Sto su ¢aj, kava, vino, zitarice,
povrée, mahunarke, voée, ponajvise bobi¢asto voce. Najrasprostranjeniji i
najbolje prouceni spojevi iz skupine polifenola su flavonoidi, koji obuhvadaju
nekoliko tisu¢a spojeva, medu kojima su flavonoli,flavan-3oli, flavononi,
flavoni, antocijanini i izoflavoni. Preporucena dnevna doza polifenola je

priblizno 1g.

Epidemioloska istrazivanja dala su saznanja o povezanosti prehrane bogate
polifenolima i kroni¢nih oboljenja bolesti kao Sto su dijabetes,
kardiovaskularne bolesti, ateroskleroza, hipertenzija i rak. Vaskularna
zastita takoder moze biti posljedica izravnhog djelovanja polifenola na

endotelnu funkciju. Naime, Schini-Kerth i suradnici dokazali su vaskularnu



zastitu uzrokovanu polifenolima iz prirodnih spojeva u ex-vivo i
eksperimentalnim modelima kardiovaskularnih bolesti, ukljucujudi dijabetes
i metabolicki sindrom. Franzini i suradnici dosli su do saznanja da prehrana
bogata prirodnim izvorima polifenola, kao sto su crno vino, bobicasto voce,
grejp i tamna cokolada, poboljSava endotelnu funkciju u populaciji s niskim
kardiovaskularnim rizikom. Khan-a i suradnici procavali su ucinke polifenola
kakaa na upalne procese povezane sa kardiovaskularnim sustavom.
Istrazivanja su pokazala da konzumacija kakaa, smanjuje krvni tlak,
pozitivno utjece na razine triglicerida u krvi te smanjuje glukozu nataste u

bolesnika s visokim krvnim tlakom i dijabetesom.

U istrazivanjima utjecaja konzumacije alkoholnih pi¢a na ucestalost
oboljenja od dijabetesa, znanstvenici su dosli do saznanja kako su manje
oboljevali pojedinci koji uz uravnotezenu prehranu umjereno konzumiraju
neku vrstu alkoholnih pi¢a u odnosu na pojedince Cija prehrana ne ukljucuje

nikakve alkoholne napitke (6).

1.4. Kardiovaskularne bolesti

Kardiovaskularni se sustav sastoji od srca i krvnih Zila. Bolesti
kardiovaskularnog sustava (CVD, engl. Cardiovascular diseases) vodeci su
uzrok smrtnosti u svijetu. Kardiovaskularne bolesti obuhvacaju Sirok

spektar poremecaja, a dijele su u 4 glavne skupine:

1. Bolest koronarnih arterija (CAD, engl. Coronary artery disease),
odosno koronarna bolest srca (CHD, engl. Coronary Heart Disease)
rezultat je smanjenog protoka krvi u miokardu te posljedi¢no uzrokuje
anginu pektoris i infarkt miokarda (MI, engl. Myocardial infarction).
Infarkt miokarda moze zahvatiti veliki dio sréane stijenke i u konacnici

dovesti do sréanog zatajivanja (engl. Heart Failure, HF)



2. Cerebrovaskularna bolest (engl. Cerebrovascular disease ukljucuje
mozdani udar i prolazni ishemijski napad (TIA, engl. Transient
Ischemic Attack).

3. Periferna arterijska bolest (PAD, engl. Peripheral artery disease)

osobito zahvada udove, a karakteriziraju je napetost, bolovi i slabost

.....

4. Aortna i arterijska ateroskleroza patogeni je proces do kojeg dolazi u
arterijama i aorti, a uzrokuje smanjenje ili potpuni prekid protoka krvi
zbog upalnih ateromateznih plakova koji mogu ulcerirati, aktivirati

trombogenezu i zatvoriti ili suziti lumen krvnih zila (7).

Cimbenici koji negativno utjecu i povacavaju rizik oboljenja su $ecerna
bolest, povecana razina kolesterola, pretilost, pusenje, visok krvni tlak,

nedovoljna tjelesna aktivnost te genetske predispozicije (8).

Iako je lijeCenje osoba oboljelih od kardiovaskularnih bolesti vrio Sirok
pojam, Cesto se naglasava vaznost prevencije bolesti i promjene nacina
Zivota. Upravo iz tog razloga je AHA (engl. American Heart Association)

razvila koncept tzv."idealnog kardiovaskularnog zdravlja":

1. Idelana zdravstvena ponasanja: indeks tjelesne mase manji od
25kg/m2, zadovoljavajuéa koli¢ina tjelesne aktivnosti,
nepusenje, pridrzavanje zdravog, odnosno raznovrsnog nacina

prehrane

2. Idealni c¢imbenici zdravlja: ukupni kolesterol manji od
200ml/dL, arterijski krvni tlak manji od 120/80 mmHg i

koncentracija glukoze u krvi nataste manja od 100 mg/dL (7).

Vrlo Cesto se spominje i pozitivan utjecaj crnog vina u ocuvanju
kardiovaskularnog zdravlja. Prekomjerna konzumacija alkohola je Stetna u

svakom pogledu, pa tako i u razvitku kardiovaskularnih bolesti. Medutim,



brojni su epidemioloski dokazi kako umjerena konzumacija alkoholnih pica

ima pozitivan utjecaj na kardiovaskularno zdravlje (8).

1.4.1. Utjecaj umjerene konzumacije vina na kardiovaskularno

zdravlje

Ucinak umjerene konzumacije alkohola na ljudsko zdravlje je tijekom
poslijednjih desetlje¢a tema od interesa brojnih istrazivackih studija.
Umjerenu konzumaciju alkohola nerjetko svako tumaci na drugadciji nacin,
ali obi¢no se smatra bocom piva od 355mL, ¢asom vina od 120mL ili casom

zestokog pica 44mL (9).

Pozitivan utjecaj vina na kardiovaskularno zdravlje posebno je primjecen
kod crnog vina. S obzirom na biokemijski sastav crnog vina ne mozemo sa
sigurnoscu tvrditi je li njegov pozitivan utjecaj na kardiovaskularno zdravlje
posljedica prisutnosti alkohola ili zajednickog djelovanja alkohola i
antioksidativnih spojeva. Osim alkohola, crno vino sadrzi Sirok raspon
bioaktivnih komponenti - polifenola - koji svojim antioksidativnim i
protuupalnim djelovanjem mogu pridonjeti u prevenciji kardiovaskularnih
bolesti (10).

1.5. Ostali utjecaji umjerene kontumacije vina na ljudsko

zdravlje

S obzirom na bogatstvo i raznolikost bioaktivnih spojeva u sastavu vina
logi¢no je za pretpostaviti da upravo ovo pic¢e ima velik potencijal kada je
rije¢ o zdravlju. Mnogi znanstveni radovi prikazuju biolosko djelovanje vina
na razliCite organe i sustave, a njihova vjerodostojnost dokazana je
eksperimentalnim i/ili klinickim studijama. Vino sadrzi etanol, fenolne

spojeve i mnoge druge prirodne bioaktivne spojeve. Kardioprotektivni ucinci



vina posebno su pripisani etanolu i fenolnim spojevima. Navedene
komponenete komplementarno djeluju na kolesterol, zgrusavanje i protok
krvi te na funkciju vaskularnog endotela. Osim fenolnih spojeva dobivenih
iz vina, njihovi metaboliti nastali u tankom crijevu i jetrenim stanicama
mogu imati vaznu ulogu u bioloskim ucincima vina. Istrazivanja su pokazala
da se nakon konzumacije umjerene koliCine vina antioksidativna aktivnost
u serumu povecava. Na pocetku se smatralo da je razlog bogatstvo fenolnih
spojeva u vinu, posebno crnom. Medutim, kasnije je dokazano da je akutno
povecanje antioksidativhog kapaciteta plazme nakon wunosa vina
posredovano umjereno povecanom razinom mokraéne kiseline u plazmi.
Visoke koncentracije mokracne kiseline u plazmi mogu dovesti do gihta i
povezane su s drugim medicinskim stanjima, ukljucujuci dijabetes i
stvaranje bubreznih kamenaca. Stoga, dokazano je da na antioksidativnu
aktivnost utjeCu najmanje dva mehanizma, fenolni spojevi dobiveni iz vina

i plazmatski urati.

Ako se vino konzumira uz obrok, pocetak povisenja mokracne kiseline u
plazmi poklapa se s razdobljem postprandijalnog oksidativhog stresa
(oksidativni stres koji nastaje nakon jela). U skladu sin vitro kr ovim
saznanjima znanstvenici su dosli do zakljucka da se kardioprotektivni ucinci
umjerene konzumacije vina najbolje ocituju tijekom razdoblja
postprandijalnog oksidativhog stresa. Ovi mehanizmi pruzaju dokaze o
pozitivnim ucincima vina na ljudsko zdravlje unatoc¢ niskim koncentracijama
fenolnih spojeva u krvi covjeka nakon konzumacije vina. Neapsorbirani
fenolni spojevi zaostaju u gastrointestinalnom sustavu nakon unosa vina,
Sto takoder moze doprinjeti antioksidativnoj aktivnosti, na nacin da lokalno
'pohvataju’ slobodne radikale, tako sprijeCavajudi lipidnu peroksidaciju i

apsorpciju njezinih citotoksi¢nih produkata.

Antimikrobno djelovanje jos je jedno od znacajnijih bioloskih svojstava vina.
Znanstveno je dokazano da su marinade na bazi vina ucinkovite u borbi
protiv Stetnih ucinaka patogena koji se prenose hranom, a najcescée se

nalaze u mesnim produktima. Osim povecanja mikrobioloSke sigurnosti



hrane, konzumacija vina uz obrok moZze biti i znacajna u zastiti od
alimentarnih infecija (infektivho oboljenje digestivhog trakta uzrokovano

unosSenjem hrane koja sadrzi patogene mikroorganizme) (11).

Jedan od mnogih benefita umjerene konzumacije vina je njegov ucinak na
oksidativni stres. Oksidativni stres je stanje organizma u kojem se dolazi
do povecanog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), bioloski
najvaznijih slobodnih radikala. Antioksidativni potencijal umjerene
konzumacije vina definiran je njegovom sposobnoséu da reagira s

molekulama ROS ili da ometa njihovu proizvodnju (12).

1.6. Vaskularna reaktivnost

Na endotelnim i glatkim misi¢nim stanicama krvnih zila postoje raznovrsni
receptori kojima se modulira napetost vaskularne stijenke, a posljedi¢no i
promjer krvne zZile te protok krvi i periferni otpor, Sto je uz minutni sréani
volumen odrednica arterijskog tlaka. Slika 1 prikazuje vazodilatacijske i
vazokonstrikcijske tvari od kojih neki nastaju u endotelu (dusSikov oksid i
endotelin, primjerice), neki se oslobadaju kao neurotransmitori iz Zivéanih
okoncina (noradrenalin, serotonin), a neki djeluju kao endokrini (adrenalin)

ili parakrini ¢imbenici (tromboksan i prostaciklin).
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Slika 1 Vazokonstrikcijski i vazodilatacijski ¢cimbenici i pripadajuci receptori;
EDRF (engl. Endothelium-derived relaxing factor), ¢imbenik relaksacije
endotelnog podrijetla; NO, dusSikov okid; AII, receptori za angiotenzin II; ACh,
acetilkolin; EDHF (engl. Endothelium-derived hyperpolarizing factor),
hiperpolarizacijski ¢cimbenik endotelnog porijekla; ET, endotelin; FP, receptori za
prostaciklin; H (H2), histaminski receptori; His, histamine; K, kalij; M (M2),
muskarinski receptori; NE (engl. Norepinephrine) noradrenalin; PE (engl.
Phenylephrine), fenilefrin; PGI2, prostaciklin; 5-HT, (engl. 5-hydroxytryptamine),
serotonin; TP, receptori za tromboksan; VOC, (engl. Voltage operated channels)
kanali ovisni o naponu; a, alfa adrenergi¢ni receptori (13); datum preuzimanja:
05.07.2022.

Adrenergicni zivci posredstvom noradrenalina ostvaruju vazokonstrikcijski
ucinak na vedini krvnih zila aktivirajuci alfa 1 receptore. Ovi su receptori
nasiroko izrazeni u krvnim Zzilama, a njihova aktivacija rezultira

kontrakcijom arterija i vena. Lijekovi koji djeluju kao selektivni alfa 1 -



agonisti kakav je fenilefrin poveéavaju periferni otpor i smanjuju kapacitet
vena. Povecani arterijski otpor obi¢no rezultira porastom krvnog tlaka koji,
medutim, uz ocuvane kardiovaskularne reflekse izaziva aktivaciju
baroreceptora, aktivaciju tonusa vagusa i usporavanje sré¢ane frekvencije.
To je homeostatski mehanizam kojim se uz kontrolu arterijskog tlaka

zapravo nastoji odrzati konstantna perfuzija svih vitalnih organa.

Nadalje, adrenergi¢ni zivci posredstvom noradrenalina ostvaruju
vazodilatacijski ucinak na manjem broji krvnih Zzila, osobito arterija u

skeletnim misi¢ima, aktivirajuci beta 2 receptore.

Velike su razlike u tipovima receptora koji prevladavaju u pojedinim
krvozilnim bazenima: alfa receptori dominiraju u krvnim Zzilama koze i
utobnih organa i konstrikcija nastaje kao odgovor na noradrenalin; alfa i
beta receptori postoje na krvnim Zilama skeletne muskularture, te ovisno o
vecoj aktivaciji jednih ili drugih receptora moze nastati vazodilatacija ili

vazokonstrikcija.

S druge strane acetilkolin ostvaruje vazodilatacijski ucinak samo na krvnim
Zilama s ocuvanim endotelom. Ovaj ucdinak ostvaruje se putem
muskarinskih receptora. Acetilkolin poti¢e endotel na stvaranje dusikova
oksida (NO) koji difundira u susjedne glatke miSi¢éne stanice, veze se sa
Zzeljezom iz hema enzima topljive gvanilat ciklaze (GC) koji katalizira
pretvorbu gvanozin trifosfata (GTP) u ciklicki gvanozin monofosfat (cGMP).
cGMP aktivira protein-kinazu G koja potom fosforilira odgovarajuce proteine
Sto rezultira smanjenjem unutarstani¢ne koncentracije kalcija i

vezorelaksacijom.

Na ovaj nacin vazodilatacijski ucinak ostvaruju i druge tvari, primjerice
serotonin, trombin i bradikinin, te mehanicki stres koji nastaje zbog protoka
krvi (engl. shear stress). Sinteza NO-a u endotelu dogada se posredstvom
enzima endotelne NO sintaze (eNOS) koji iz aminokiseline L-arginina stvara
NO uz oslobadanje L-citrulina. U ovoj je, o kisiku i NADPH ovisnoj reakciji,

ukljucen kofaktor tetrahidrobiopterin (BH4), kalmodulin i kalcij (Slika 2).
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U sludaju uznapredovale ateroskleroze i endotelne disfunkcije,
vazodilatacijski ucinak acetilkolina izostaje te aktivacijom muskarinskih
receptora  na glatkim misSiénim  stanicama  acetilkolin  izaziva

vazokonstrikciju.

Acetylcholine, Serotonin, Q7

» Shear Stress

Thrombin, Bradykinin \ o o\ @

. ++
Calmodulin Ca l L-Citrulline

NADPH
BH, \W

L-Arginine r\No
Vascular

Smooth

Relaxation Muscle

Slika 2 NO kao vazodilatacijski Cimbenik: aktivacija, sinteza i mehanizam

djelovanja (14); datum preuzimanja: 05.07.2022.

1.6.1. Vaskularna reaktivnost u in vitro eksperimentalnom

modelu

Vaskularnu reaktivnost najcesce se eksperimentalno proucava u ex vivo
modelu izoliranih vaskularnih prstenova u kojima se odredene krvne zile
izoliraju te iz organizma eksperimentalne zivotinje premjestaju u in vitro
uvijete, organske bazenciée s oksigeniranom i zagrijavanom izotoni¢nom
otopinom. U ovim uvijetima ocCuvana je vitalnost vaskularnog tkiva, a
mjerenjem vaskularnog tonusa moguée je, ovisno o primjenjenom

eksperimentalnom protokolu, izmedu ostalog istraziti i:
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1)

2)

3)

veli€¢inu vazokonstrikcijskog i vazodilatacijskog odgovora poznatih ili
nepoznatih tvari primjenom istih u kumulativhim rastuéim
koncentracijama (krivulje doza - ucinak); konstrukcija krivulja doza -
uc¢inak omogucuje izracunavanje potentnosti (ECsp) i ucinkovitosti

(Emax) ispitivanih tvari

mehanizme ovih odgovora primjenom farmakoloskih antagonista
(npr. antagonista alfa receptora), inhibitora sinteze odredenih
¢imbenika vazodilatacijskog ili vazokonstrikcijskog ucinka (npr.
indometacina kao inhibitora sinteze prostaciklina) ili primjenom
nefarmakoloske intervencije (npr. mehanicko uklanjanje endotelnih

stanica)

promjene vazodilatacijskog ili vazokonstrikcijskog ucinka nakon
provedene intervencije u laboratorijskim Zivotinjama (npr.

konzumacija vina ili indukcija dijabetesa streptozotocinom (15).

Vazna prednost ove metode je da se vaskularna reaktivnost proucava u

kontroliranim uvjetima bez vanjskih neuralnih ¢imbenika, medudjelovanja

cirkuliraju¢ih hormona, protoka krvi ili stresa smicanja. Stoga se procjenjuje

da su podatci o potentnosti i ucinkovitosti vazokonstriktora ili vazodilatatora

dobiveni iz in vitro krivulja doza - ucinak toc¢niji u usporedbi s onima iz in

vivo eksperimenata. Ova je metodologija takoder omogucila medusobnu

usporedbu tvari i testiranje kombinacija vazoaktivnih lijekova (16,17).

Ipak,

vazno je naglasiti kako mjerenje in vitro odgovora vaskularnih

prstenova moze pomodi istrazivacu da predvidi Sto se moze dogoditi, a ne

Sto se zapravo dogada u integrativnim i kompliciranim in vivo uvjetima.
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2. Cilj rada

Glavni ciljevi rada:

e Istraziti u¢inke umjerene konzumacije bijelog vina na vazodilatacijski
ucinak acetilkolina i vazokonstrikcijski ucinak noradrenalina na

vaskularnim prstenovima izolirane aorte Stakora

e Istraziti ulogu polifenola usporedbom promjena u vaskularnoj
reaktivnosti aorte Stakora nakon konzumacije maceriranog bijelog
vina bogatog polifenolima i standardnog bijelog vina s manjim

polifenolnim sadrzajem

Hipoteze:

1. Umjerena konzumacija standardnog bijelog vina nema ucdinka na
vaskularnu reaktivnost aorte stakora

2. Umjerena konzumacija maceriranog bijelog vina bogatog polifenolima
smanjuje vazokonstrikcijski uclinak noradrenalina i povecava

vazodilatacijski ucinak acetilkolina
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3. Materijali i metode

3.1. Zivotinje i ishrana

U eksperimentu je koriSteno 45 Stakora soja Sprague-Dawley, muzjaka
starih 3 mjeseca i tjelesne mase od 400 do 500g. Zivotinje su uzgojene u
Nastambi za eksperimentalne Zivotinje SveuciliSta u Splitu. Navedene
Zivotinje bile su randomizirane u 3 skupine: Stakori koji piju standardno
bijelo vino (SV), Stakori koji piju macerirano bijelo vino (MV) i kontrolni
Stakori koji piju samo vodu (K) (Slika 3). Vino je Stakorima koji su pili
standardno bijelo vino i macerirano bijelo vino bilo dostupno ad libitum, 24
sata dnevno kroz cetiri tjedna, dok im je voda bila ograni¢eno dostupna
tijekom 6 sati dnevno. Kontrolnoj skupini Stakora, odnosno onima koji su

pili samo vodu, iskljuc¢ivo je voda bila dostupna bez ograniCenja 24 sata

dnevno.
4 N\
Standardno bijelo vino
(SV)
N=15
. J
4 N\ 4 N\
Sprague Dawley Stakori . . .
stari tri mjeseca (400- Macerlra?&\t/);Jelo vino
5009)
N=45 N=13
. J . J
4 N\
Voda, kontrola (K)
N=9
. J

Slika 3 Podjela uzorka eksperimentalnih Zivotinja u tri skupine.
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Stakori koji su dnevno konzumirali manje od 7 mL vina bili su isklju¢eni iz
istrazivanja, tako da je konacni uzorak cinilo 15 kontrolnih zivotinja (K,
N=15), 13 zivotinja koje su pile standardno vino (SV, N=13) i 9 Zivotinja
koje su pile macerirano vino (MV, N=9) Svjeza pi¢a pripremana su
svakodnevno te su dostavljana u malim spremnicima s nepropusnom
mlaznicom (Ferplast Small Pet Sippy Water Bottle, Castelgomberto, Italy).

Unosi tekucina mjereni su jednom dnevno tijekom trajanja eksperimenta.

Zivotinje su se hranile standardnom hranom za Stakore (pellet diet)
(MUcedola S.R.L., Settimo Milanese, Milan, Italy) kalorijske vrijednosti od
16,54 klJ/g. Hrana im je bila dostupna ad libitum. Tjelesna masa i unos
hrane mjereni su jednom tjedno tijekom trajanja pokusa koriste¢i Grundig
KW 4060 Digital Scale vagu.

Svaka je zivotinja bila smjeStenau zasebnom kavezu, a svi su kavezi bili
rasporedeni unutar iste prostorije pri standardnoj temperaturi i uvjetima
svijetla (22-25°C, 12h ciklus svjetlo/tama).

Opisana istrazivanja koja su ukljucivala konzumacijski protokol s pokusnim
zivotinjama te vazodilatacijski i vazokonstrikcijski protokol na izoliranim
zivotinjskim organima odobrena su od Etickog povjerenstva za
biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u Splitu i Uprave za
veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede u sklopu projekta
»Bioloski ucinci vina: utjecaj vinifikacijske tehnologije, dealkoholizacije i

starenja vina".

3.2. Vina

Kao standardno bijelo vino koriStena je Grasevina berba 2015. godine iz
vinarije Krauthaker, Kutjevo u Hrvatskoj. Bijelo vino obogadeno

polifenolima, odnosno macerirano bijelo vino, dobiveno je produljenom
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maceracijom od iste sorte grozda iz istog vinograda i iste godine berbe, a u
postupku proizvodnje koristeni su tradicionalni gruzijski vinifikacijski
postupci. Princip proizvodnje maceriranog bijelog vina ukljucivao je prvotno
spontanu fermentaciju mosta u dodiru s krutim dijelovima grozda, kao sto
su sjemenke i koZice. Nakon spontane fermentacije spremnici su hermeticki
zatvoreni pri uvijetima konstantne temperature tijekom 120 dana, bez

prethodnog uklanjanja sjemenki i kozice grozda (Slika 4).
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Grasevina (berba 2015.),
vinarija Krauthaker, Hrvatska

. J
|
|
spontana
fermentacija
. bez uklanjanja
fermentacija sjemenki i
kozice
4 N\
Standardno Hermeticki zatvoreni spremnici 120
bijelo vino dana pri konstantnoj temperaturi
(sv) (bez uklanjanja koZice i sjemenki)
. J

Macerirano
bijelo vino
(MV)

Slika 4 Postupak proizvodnje standardnog bijelog vina (SV) i maceriranog bijelog
vina (MV)

Ovakav nacin proizvodnje bijelog vina rezultirao je dobivanjem vina
narancaste ili jantarne boje s visokim udjelom fenola. Dobiveno je bijelo
vino prema fenolnom sadrzaju bilo usporedivo s crnim vinima. Primjenom

akreditiranih metoda ucinjena je detaljna analiza vina Internacionalne
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organizacije za vinarstvo i vinogradarstvo (17) ,a vrijednosti odabranih
parametara (gustoc¢a, pH, sadrzaj etanola, slobodnog i ukupnog

sumporovog dioksida i ukupnih kiselina) prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1 Fizikalno-kemijski parametri uzoraka vina

Parametar Vv MV
Gustoca g/L 989 991
pH - 3,54 3,90
Etanol vol% 13,0 13,3
g/L 102,3 105,0

Ukupne kiseline g/L 3,56 3,29
Slobodni SO2 mg/L 27 5
Ukupni SO2 mg/L 124 99

*V, standardno bijelo vino; MV, macerirano bijelo vino

3.3. Izolacija torakalne aorte i preparacija aortnih prstenova

Po zavrsetku konzumacijske studije slijedilo je zrtvovanje zivotinja, izolacija

torakalne aorte i pokusi na izoliranim vaskularnim prstenima.

Anestezija Zivotinja provedena je intramuskularnom injekcijom smjese
ketamina (Ketaminol , 1,2 mL/kg, Intervet International, Nizozemska) i
ksilazina (Xylapan, 0,4 mL/kg, Vetoquintol, Svicarska). Stakori su
dekapitirani nakon sSto je utvrdeno da ne reagiraju na bolni podrazaj. Nakon
ekscizije srca, silazna torakalna aorta je disecirana od vezivnog tkiva i
smjestena u hladnu modificiranu Krebs - Henseleitovu otopinu sljedeéeg
sastava: NaCl 118.6, KCl 4.8, KH2PO4 1.2, CaCl> 2.5, MgS04 1.2, NaHCOs
25.5, glukoza 10.1 i EDTA 0.020 mM. Aorta je pazljivo ocisS¢ena od masnog
tkiva i izrezana na prstenove Sirine 3 - 4 mm. Potom se prstenove

namjestilo u organske bazencice s istom Krebs - Henseleitovom otopinom
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koja se neprekidno zagrijavala i oksigenirala. @ Temperatura otopine
odrzavala se na 37,0 = 0,2 ° C koristenjem termostatski kontroliranog
cirkulatora vode. Otopina je uravnotezena smjesom plinova od 95% O3 i
5% CO2 kako bi se odrzavao parcijalni tlak kisika od 496 + 8 mm Hg i pH
od 7,35 - 7,40. Kroz lumen aortnog prstena provucene su dvije paralelne
Celi¢ne zice od kojih je jedna pric¢vrs¢ena za dno organskog bazencica, a
druga povezana kirurskim koncem na izometri¢ni pretvara¢ vlacne sile
(FORT 10, World Precision Instruments, Berlin, Njemacka) u svrhu mjerenja
tonusa zilnog prstena. Izometri¢ni pretvarac sile priklju¢ivao se na pojacalo
(QUAD Bridge, ADInstruments, Castle Hill, Australija) i analogno - digitalni
pretvara¢ (MacLab / 8e, ADInstruments, Castle Hill, Australija) kako bi se
biljezile promjene izometricne sile te primjenom racunalnog programa
(CHART za Windows, verzija 4.2.4, ADInstruments) stvorio kontinuirani

graficki prikaz Zilnog tonusa na racunalu (Slika 5).

Prstenovi su prekontrahirani kontrolnom dozom noradrenalina (NA 10/
mol/L) nakon ispiranja. Kada se dosegnuo stabilni plato kontrakcije,
oCuvanost endotela se testirala acetilkolinom (Ack 10 mol/L).
Vazokonstrikcija se izrazava kao vrijednost razvijene napetosti, tj. vlacne
sile, u mjernim jedinicama za silu, mN. Relaksacija se izrazava kao postotak
smanjenja prethodne, noradrenalinom potaknute vazokonstrikcijske
napetosti (18). Iskljucivo prstenovi ¢ija je sila prekontrakcije bila veéa od
10 mN i relaksacija vec¢a od 60% izlazu se dalje vazodilatacijskom ili
vazokonstrikcijskom eksperimentalnom protokolu. Aortni se prstenovi iz
iste Zivotinje bili randomizirani u jedan od protokola tako da se jedan dio
prstenova ponovno prekontrahirao istom dozom noradrenalina i izlagao
kumulativnoj dozi (102 - 10-> mol/L) acetilkolina (vazodilatacijski protokol,
n = prstenova), a ostatak prstenova izlagao kumulativnoj dozi (10° - 10-°

mol/L) noradrenalina (vazokonstrikcijski protokol, n = prstenova).

Glavne mijere ishoda su vazodilatacijska i vazokonstrikcijska aktivnost
acetilkolina i noradrenalina koja je ovisna o dozi, a prikazane su krivuljama

doza-ucinak. Ucinkovitost se izrazavala maksimalnim ulinkom (Emax, za
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acetilkolin vazodilatacijski Emax definiran kao smanjenje napetosti izoliranog
prstena Stakorske aorte nakon inducirane vazokonstrikcije noradrenalinom,
a za noradrenalin vazokonstrikciji Emax definiran kao najveca ostvarena
vazokonstrikcijska sila). Potentnost se izrazavala koncentracijom
acetilkolina i/ili noradrenalina koja ostvaruje 50% svog maksimalnog

vazodilatacijskog i/ili vazokonstrikcijskog ucinka, ECso.

Perfuzat

Pretvaratsile [~ AD pretvarad
RIEII nalo L
'
Hrﬂm !‘I i

Slika 5 Shematski prikaz sustava za izolirane vaskularne prstenove (19)
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3.4. Biokemijska analiza vina: ukupni fenoli, flavonoidi,

neflavonoidi

Primjenom UV - VIS spektrofotometra ,,Specord 200” Analytik Jena GmbH,
Jena, Njemacka odredene su koncentracije ukupnih fenola, flavonoida i

neflavonoida.

Metoda odredivanja ukupnih fenola temelji se na oksidaciji fenolnih spojeva
do kinona dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa u luznatim uvjetima (pH
otopine je 10 uz dodatak Na2CO3). Takva metoda naziva se metodom po
Folin-Ciocalteu (20). Reagens Folin-Ciocalteu je smjesa nereduciranih
volframofosfatnih i molibdofosfatnih aniona zute boje koji se u kontaktu s

nastalim fenolatima reduciraju i daju plavo obojenje.

Na:2WO04/Na2MoO4 + Fenol — (Fenol - MOW11040)4"

Mo (VI) (Zuto obojenje) + e~ — Mo (V) (plavo obojenje)

Odredivanjem apsorbancije pri 765nm u odnosu na slijepu probu mjeri se

intenzitet obojenja koji je proporcionalan koncentraciji fenolnih spojeva.

Za odredivanje koncentracije flavonoida i neflavonoida nakon precipitacije
s formaldehidom 24 sata pri sobnoj temperature takoder je koristena
metoda po Folin-Ciocalteu. Spomenuta reakcija odvija se u uvjetima niskog
pH uz dodatak kloridne kiseline. Dolazi do reakcije formaldehida s
flavonoidima pri ¢emu nastaju kondenzirani produkti koji se taloze, a
moguce ih je odstraniti filtracijom. Zaostali neflavonoidi u otopini definirani

su uz pomoc¢ prethodno spomenute metode.

Iz razlike koncentracije ukupnih fenola i neflavonoida izracunata je

koncentracija flavonoida po formuli:
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Flavonoidi (mg GAE/L) = Ukupni fenoli (mg GAE/L) - Neflavonoidi
(mg GAE/L)

Mjerenja su izvedena u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao mg/L

ekvivalenata galne kiseline (GAE).

3.5. Kemikalije

Za pripravu svih otopina i reagensa primijenjena je deionizirana voda (Milli
Q®, Waters Corp., Milford, MA, SAD). Sve su kemikalije za pripremu Krebs
- Henseleitove otopine pribavljene od tvrtke VWR Chemicals (Radnor, SAD),
osim natrij-hidrogen karbonata koji je kupljen od tvrtke Panreac (Barcelona,
Spanjolska). Sve su ostale kemikalije i reagensi bili analiti¢kog stupnja
Cistoce i kupljeni od Sigma Aldrich (Saint Louis, SAD). Koncentrirane
otopine noradrenalina (20 mM) i acetilkolina (20 mM) pripremljene su
prethodno, raspodijeljene u manje volumene, pohranjene u hladnjaku (-
4°C) i neposredno prije eksperimentalnog protokola razrijedene do

odgovarajudih koncentracija.

3.6. Statisticka obrada

Minimalna veli¢ina uzorka Stakora za ispitivanje ucinka konzumacije bijelih
vina na vaskularnu reaktivhost te aortnih prstenova za ispitivanje
vazodilatacijske i vazokonstrikcijske aktivnosti izracunata je primjenom

programaG*Power 3,1 (G*Power, Dusseldorf, Njemacka).

Maksimalni vazodilatacijski uc¢inak prikazani su u obliku aritmeticka sredina
+ standardna pogreska sredine (SEM, engl. standard error of mean). EC50
(engl. half maximal effective concentration) vrijednosti su izracCunate
nelinearnom regresijom i izrazene kao aritmeticka sredina s 95%-tnim

intervalom pouzdanosti (CI, engl. confidence interval). Rezultati
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biokemijske analize vina in vitro izrazeni su kao aritmeticka sredina %
standardna devijacija (SD). Hipoteze se testiraju primjenom two-way
ANOVA testa i post-hoc Tukey testa s razinom znacajnosti P < 0,05 koristedi
GraphPrism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, SAD).

4. Rezultati

Prvi dio rezultata odnosi se na dnevni i ukupni unos vina, odnosno vina i
vode te tjedni i ukupni unos hrane i tijekom 4 tjedna primijenjenog

eksperimentalnog protokola.

Nije bilo razlika u dnevnom unosu vina medu Stakorima koji su pili
standardno ili macerirano bijelo vino kao ni u ukupnom dnevhom unosu
tekucine usporedujuci ih medusobno i sa kontrolnim Zivotinjama koje su

pile samo vodu. Rezultati su prikazani u Tablici 2.

Tablica 2 Prosjecni unos tekudcina u ispitivanim skupinama Zivotinja

Dnevni unos vina Ukupni unos tekucine
(ml/dan) (vino+voda) (ml/dan)
K n. p. 32+ 1
SV 15+ 2 29 £ 2
MV 111 30+ 1

* n.p., nije primjenjivo; SV, zivotinje koje konzumiraju standardno bijelo vino, MV,
macerirano bijelo vino i K, kontrolne ZzZivotinje koje konzumiraju samo vodu.

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina £ SEM.

Sve zivotinje koje piju vino konzumirale su manje hrane na tjednoj bazi i
ukupno nakon 4 tjedna primjenjene intervencije u usporedbi s kontrolnim
Zivotinjama, i to redom: 163 £ 4 g (SV), 149 £+ 4g (MV) i 178 £ 10 g (K)
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tjedno. Sukladno, i u ukupnom unosu hrane postoji razlika izmedu zivotinja
koje piju vino i kontrolnih ZzZivotinja, ali bez razlike medu Zzivotinjama
obzirom na vrstu vina (P = 0.026 za zivotinje koje piju standardno vino u
odnosu na kontrolne, P < 0.001 za zivotinje koje piju macerirano vino u
odnosu na kontrolne i P = 0.079 za Zivotinje koje piju standardno vino u

odnosu na one koje piju macerirano vino).

Masene koncentracije ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida prikazane

su u Tablici 3.

Tablica 3 Analiza fenolnog sastava vina

Ukupni fenoli Flavonoidi Neflavonoidi
(mg GAE/L) (mg GAE/L) (mg GAE/L)

Standardno bijelo vino 305 + 3* 3* 302 £ 2

Macerirano bijelo vino 2850 £ 35 2477 373 £ 3

* Rezultati su prikazani su kao aritmeticka sredina = SD nakon tri neovisna
mjerenja. Koncentracija flavonoida je izraCunata kao razlika izmedu koncentracije
ukupnih fenola i koncentracije neflavonoida; GAE, ekvivalenti galne kiseline; * P
< 0,05, Student t-test.

U ispitivanje vaskularne reaktivnosti uklju¢eno je 107 izoliranih vaskularnih
prstenova: N = 47 u pokusima s acetilkolinom i N = 60 u pokusima s

noradrenalinom.

Acetilkolin je ostvario znacajan i o dozi ovisan ucinak na izoliranim
vaskularnim prstenovima u svim ispitivanim skupinama. Krivulja doza -
ucinak prikazana je na Slici 6, a prosjecne vrijenosti vazodilatacijskog

ucinka u svakoj primjenjenoj dozi u Tablici 4.
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Slika 6 Vazodilatacija aortnih prstenova stakora koji su konzumirali samo vodu
(K), standardno bijelo vino (SV) ili macerirano bijelo vino (MV) prekontrahiranih
noradrenalinom nakon izlaganja acetilkolinu; krivulje doza-ucinak, Rezultati su

prikazani kao aritmeticka sredina (SEM).
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Tablica 4 Prosjecni vazodilatacijski ucinak acetilkolina u svakoj primjenjenoj
koncentraciji na izoliranoj aorti stakora koji konzumiraju iskljucivo vodu (K),

standardno (SV) ili macerirano (MV) bijelo vino.

Vazodilatacijski ucinak (%)
(srednja vrijednost (SEM))

Koncentracija

acetilkolina u

organskom Kontrola (K) Standardno Macerirano bijelo

bazencic¢u (M) bijelo vino (SV)  vino (MV)
10°° -0,7 (1,6) 0,1(1,1) 2,3(1,1)
3x10° 3,4 (2,6) 58 (1,4) 6,7 (1,8)
108 11,6 (2,6) 12,6 (2,9) 17,7 (3,9)
3x10°8 24,5 (3,9) 34,0 (2,7) 37,0 (4,6)
1077 60,6 (5,2) 66,0 (3,1) 73,0 (3,9)*
3x10°7 81,2 (3,3) 84,3 (3,0) 92,6 (3,1)*
106 91,8 (2,6) 90,2 (2,2) 101,4 (4,2)**
3x106 96,2 (1,8) 94,0 (2,9) 102,7 (4,5)
1075 97,4 (1,6) 99,7 (3,3) 105,2 (3,8)

* M, mol/L; ANOVA s post hoc Tukey testom * P < 0,05 vs. K, ** P < 0,05 vs.
SV.

Maksimalan ucinak (Emax) ostvaren je u najviSoj koncentraciji i nije se
znacajno razlikovao medu skupinama koje su pile vodu ili vino. Pri
koncentraciji od 107 i 3x10°7 M acetilkolinska vazodilatacija aorte Stakora
koji su pili macerirano vino bila je znacajno veca u odnosu na kontrolne
Zivotinje, a u koncentraciji od 10® M i u odnosu na one koji piju standardno
vino. Znacajne su takoder bile i razlike u potentnosti acetilkolina (Tablica 6)

medu ispitivanim skupinama.

Noradrenalin je ostvario znacajan i o dozi ovisan ucinak na izoliranim
vaskularnim prstenovima u svim ispitivanim skupinama. Krivulje doza -
uc¢inak prikazana je na Slici 7, a prosjecne vrijenosti vazokonstrikcijskog

ucinka u svakoj primjenjenoj dozi u Tablici 5.
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Slika 7 Vazokonstrikcija aortnih prstenova stakora koji su konzumirali samo vodu
(K), standardno bijelo vino (SV) ili macerirano bijelo vino (MV) nakon izlaganja
noradrenalinu; krivulje doza-ucinak. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina
(SEM).
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Tablica 5 Prosjecni vazokonstrikcijski u¢inak noradrenalina u svakoj
primjenjenoj koncentraciji na izoliranoj aorti stakora koji konzumiraju iskljucivo

vodu (K), standardno (SV) ili macerirano (MV) bijelo vino.

Vazokonstrikcijski uc¢inak (mN)
(srednja vrijednost (SEM))

Koncentracija

noradrenalina

u organskom Kontrola (K) Standardno Macerirano
bazencic¢u (M) bijelo vino (SV) bijelo vino (MV)
10°° 0 (0,1) 0 (0,1) 0 (0)
3x10°° 0,2 (0,1) 0,3 (0,1) 0,4 (0,1)
108 1,6 (0,3) 2,1(0,3) 2,4 (0,3)
3x10°8 5,5(0,7) 6,1 (0,8) 6,7 (0,6)
1077 10,9 (0,7) 11,1 (1,2) 11,7 (0,6)
3x10°7 14,1 (0,8) 14,5 (1,5) 14,4 (0,5)
10-° 16,3 (0,8) 16,6 (1,7) 16,0 (0,5)
3x10°6 17,4 (0,9) 17,5 (1,8) 15,9 (0,6)
105 17,4 (0,9) 17,3 (1,8) 15,6 (0,7)

Maksimalan ucinak (Emax)

noradrenalina

nije ostvaren u najviSoj

koncentraciji ve¢ u koncentraciji od 3x10°® M i nije se znacajno razlikovao
medu skupinama koje su pile vodu ili vino. Nadalje, nije postojala razlika u

potentnosti noradrenalina medu ispitivanim skupinama (Tablica 6).
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Tablica 6 Potentnost acetilkolina i noradrenalina u vaskularnoj reaktivnosti na
izoliranoj aorti Stakora koji konzumiraju samo vodu (K), standardno bijelo vino

(SV) ili macerirano bijelo vino (MV).

ECso (95% CI), M

Acetilkolin Noradrenalin

Kontrola 7,0x108(6,0x108-8,1x108) 2,6x103 (1,0x 107°-7,0x 10°3)
(K)

Standardno 5,7x108(5,0x108-6,6x108) 3,1x103 (0,7 x 10°3-14,6 x1073)
bijelo vino
(SV)

Macerirano 4,3x1078 (3,6 x108-5,1 x108)* 9,6x1073 (2,9x10°3-31,1x1073)
bijelo vino
(MV)

* EC50, koncentracija potrebna za postizanje 50 % maksimalnog ucinka izracunata
nelinearnom regresijom; M, mol/L; SV, Zivotinje koje konzumiraju standardno
bijelo vino, MV, macerirano bijelo vino i K, kontrolne Zivotinje koje konzumiraju

samo vodu.

* P < 0,05; EC50 vrijednosti se razlikuju medusobno; F test zbroja kvadrata nakon

nelinearne regresije
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5. Rasprava

Klju€ni rezultat ovog istrazivanja je da umjerena konzumacija maceriranog
bijelog vina ostvaruje povoljne ucinke na vaskularnu reaktivnost. U
sluc¢aju endotel-ovisnog vazodilatacijskog ucinka acetilkolina pokazano je
da su vazodilatacijski odgovori u visim koncentracijama bili znacajno vedi
kod Stakora koji su pili macerirano bijelo vino i u odnosu na one koje su
pili standardno bijelo vino kao i na one koji su pili iskljucivo vodu (Slika 6 i
Tablica 4). Nadalje, konzumacija standardnog bijelog vina takoder
ostvaruje odredeni povoljan ucinak, bududi da se u aortama ovih Stakora
potentnost acetilkolina povecala u odnosu na aorte zivotinja koje su pile
iskljucivo vodu. Aorte Stakora koje su pile macerirano bijelo vino bile su
najosjetljivije na vazodilatacijski uc€inak acetilkolina sto se ocituje
najnizom ECso acetilkolina tj. najviSom potentnosti. Vazokonstrikcijski
odgovor krvozilja na noradrenalin nije se znacajno promijenio zbog

konzumacije vina.

Upravo je na modelu izoliranih vaskularnih prstenova pokazano kako
bolesti kao Sto su arterijska hipertenzija i dijabetes mijenjaju strukturu i
funkciju krvozilja te smanjuju vaskularnu reaktivnost ukljucujuci o
endotelu ovisnu vazodilatacijsku sposobnost i glatko misi¢ni

vazokonstrikcijski odgovor (21).

Farmakoterapija, primjena lijekova Cak i kroz kratki vremenski period,
pokazala je kako se patofizioloSkim mehanizmima narusena vaskularna
reaktivnost moZe poboljsati (22). Stovie, promjena stila Zivota koja
ukljuCuje promjene prehrambenih navika i umjerenu tjelovjezbu takoder

ima pozitivne ucinke na vaskularnu reaktivnost (23).

U nedavnom istrazivanju Bomfim i suradnika pokazano je kako umjerena
konzumacija crnog vina povecava endotel-ovisnu vazodilataciju, a

smanjuje vazokonstrikciju u dijabeti¢nih i hipertenzivnih Stakora. Ovaj je
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ucinak posredovan polifenolima, bududi da izostaje u zivotinja koje su

konzumirale vodenu otopinu etanola (24).

U konzumacijskim in vivo istrazivanjima pokazano je kako ekstrakti
dealkoholiziranog crno vino (25) i polifenolnih spojevi crnog vina smanjuju
arterijski krvni tlak i poboljSavaju endotel ovisni vazodilatacijski odgovor
kako u normotenzivnih (26) tako i u spontano hipertenzivnih Stakora.
Medutim, u ovim je studijama, koli¢ine konzumiranih polifenolnih spojeva
bile su mnogo vecée od onih ocekivanih tijekom umjerene konzumacije

crnog, a pogotovo bijelog vina.

U prethodno provedenoj studiji Musi¢ I. i suradnika u kojoj su Stakori bili
podvrgnuti 4-tjednom konzumacijskom protokolu koji je ukljucivao pijenje
razrijedenog crnog vina (6% vol/vol etanola) i naknadnu izolaciju srca i
aorte te in vitro ispitivanje sréane funkcije u uvijetima ishemije-reperfuzije
i vaskularne reaktivnosti u normoksiji i hipoksiji, konzumacija vina nije

ostvarila nikakve znacajni uCinke (18).

Ucinci bijelih vina opéenito su manje istrazivani u odnosu na crno vino, te
je pokazano kako ova vina zbog manjeg polifenolnog sadrzaja u in vitro
sustavima imaju slabiji antioksidacijski ucinak te da za razliku od crnih

vina nemaju izravni vazodilatacijski ucinak (27, 28).

U nedavnom istrazivanju usporedili smo vazodilatacijski uiinak bijelih
vina koji su se medusobno razlikovali samo po polifenolnom sadrzaju (5).
Ocekivano, standardno bijelo vino ostvarilo je manji izravni
vazodilatacijski ucinak ¢ak i u najvisim koncentracijama. U standardnom
bijelom vinu upravo su fenolne kiseline i njihovi konjugati dominantni
fenolni spojevi koji imaju slabi vazodilatacijski uc¢inak i u koncentracijam
puno visim u odnosu na one prisutne u vinima (29). Macerirano bijelo vino
ostvarilo je vedi izravni vazodilatacijski odgovor koji je sli¢niji u¢inku crnih
vina (28), kao sto je i ukupni sadrzaj fenola u maceriranom vinu bio je
usporediv s onim u crnim vinima (30). Ovi su rezultati sukladni nedavno

objavljenim rezultatima Mihaljevi¢ Z. I suradnika (31) .
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Nekoliko posljednjih istrazivanja in vivo uc¢inaka umjerene konzumacije
bijelih vina provedena na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Splitu
pokazala su ipak znacajan kardioprotektivni ucinak standardnog bijelog
vina (32, 33). U slicnom konzumacijskom protokolu stakori su kroz 4
tjedna konzumirali standardno bijelo vino i bili podvrgnuti infarktu te
zrtvovani nakon 24h, a vino je ostvarilo znacajne ucinke na smanjenu
ekspresiju prupalnih medijatora u peri-infarktnoj zoni te pojacanu

ekspresiju protuupanih CD44+ monocita.

Pojacani vazodilatacijski odgovor aorte Stakora na acetilkolin moze se
povezati s nizom opisanim povoljnih ucinaka vina dokazanih u in vitro ili in
vivo sustavima. U mehanizme akutnih in vitro uclinaka spada povecana
proizvodnja i biodostupnost NO (28, 29, 36, 37, 32), a subakutnih i/ili
kroni¢nih in vivo ucinaka povecana proizvodnja prostaciklina i EDHF i
smanjena proizvodnja endotelina-1 (33, 34). Osim vazodilatacijskog
ucinka, konzumacija vina ostvaruju protektivne ucinke na vaskularno
zdravlje i drugim mehanizmima: smanjuje ekspresiju adhezijskih molekula
i cimbenika rasta, inhibiraja migraciju i proliferaciju stanica glatkih misica

krvnih zila, te inhibira agregaciju trombocita (38) (41).

Antioksidacijski uc¢inak vina dokazan in vitro, takoder povezan s
polifenolnim sadrzajem ima vaznu ulogu i nakon konzumacije vina in vivo,
te dolazi do izrazaja najvise lokalno u gastrointestinalnom sustavu.
Toksic¢ni hidroperoksidi nastali tijekom probave, osobito lipida, djeluju kao
proupalni medijatori i posreduju oksidativni stres i oStecenje vaskularnog
endotela. Konzumacija vina uz obrok moze sprijeciti ove procese.
Citoprotekcija se ostvaruje inhibicijom NADPH oksidaze i pojac¢anim
uklanjanjem superoksidnih radikala i inhibicijom "rasprezanja" (engl.
uncoupling) eNOS enzima, procesa koji je medijator osteéenja endotela u

razli¢itim bolestima.

U nasem istrazivanju nismo ispitivali mehanizme nastalog poboljSanja

vazodilatacijskog odgovora, ali bududi da je ucinak izrazeniji nakon
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konzumacije maceriranog vina, ne mozemo iskljuciti polifenole kao

potencijalne posrednike.

Vazno se osvrnuti na metodologiju provodenja konzumacijske studije
opisane u ovom diplomskom radu. Iako su rezultati koji se odnose na
dnevni i ukupni unos vina, odnosno vina i vode (Tablica 2) te tjedni i
ukupni unos hrane i tijekom 4 tjedna primijenjenog eksperimentalnog
protokola vec¢ publicirani (42) neizostavan su dio ovog diplomskog rada.
Bududi da su sve zivotinje dnevno konzumirale slicne ukupne volumene
vina i ukupne tekucine, mozemo zakljuciti kako je intervencija u svih
ispitivanih skupina jednoliko provedena Cime je ostvaren uvijet za
objektivnu usporedbu medu skupinama. Odabrani model konzumacije vina
usporediv je s modelom umjerenog dobrovoljnog pijenja iz druge studije
(43) u kojoj je vino takoder bilo slobodno dostupno pokusnim Zzivotinjama.
Stovise, u nasoj studiji nije bilo stresnih postupaka pri unosu vina niti
agresivnih nacina konzumacije kao Sto je postavljanje oro- ili
nazogastricne sonde i aplikacija vina primjenom gastri¢ne lavaze, a Sto je
dio metodologije u slicnim konzumacijskim studijama (44), (45). Vazno je
naglasiti da je zakljuCke naseg istrazivanje provedenog primjenom
laboratorijskih Zivotinja moguce donekle translatirati na ljudsku
populaciju. Usporedbom rezultata provedenog istrazivanja sa studijom na
ljudskim dobrovoljcima koji su umjereno konzumirali alkoholna pica
zajedno s hranom uvidjeli smo da je u obje studije udio energije iz kolic¢ine
konzumiranog alkoholnog pi¢a u ukupnom unosu energije usporediv i
iznosi oko 8 % (46).

Svijesni smo da je izostanak skupine koja bi pila vodenu otopinu s
volumnim postotkom etanola jednakim onome u ispitivanim vinima
predstavlja ogranic¢enje provedene studije. Ipak primjenom standardnog i
maceriranog bijelog vina s istim alkoholnim sadrzajem omogudili smo
donekle razlikovanje ucinaka posredovanih primarno alkoholom od onih

posredovanih polifenolima.
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Opisana su istrazivanja u skladu s trendovima u smislu etnofarmakoloskog
pristupa istrazivanjima pravilne prehrane i zdrave hrane, a ostvareni
rezultati predstavljaju poticaj uravnotezenoj prehrani koja je dio naseg
mediteranskog sociokulturoloskog okruzenja.
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6. Zakljucak

Umjerena konzumacija maceriranog bijelog vina ostvaruje povoljne ucinke

na vaskularnu reaktivnost aorte stakora.

Vazodilatacijski odgovor ovisan o endotelu posredovan acetilkolinom bio je
znacajno vedi kod Stakora koji su pili macerirano bijelo vino i u odnosu na
one koje su pili standardno bijelo vino kao i na one koji su pili iskljucivo

vodu.

Aorte Stakora koje su pile macerirano bijelo vino bile su najosjetljivije na
vazodilatacijski ucinak acetilkolina Sto se ocituje najnizom ECso acetilkolina

tj. najviSom potentnosti.

Vinski polifenoli mogu se smatrati posrednicima vazoprotektivnih ucinaka

umjerene konzumacije maceriranog bijelog vina.

Konzumacija standardnog bijelog vina takoder ostvaruje odredeni
vazoprotektivni ucinak, buduci da se u aortama ovih Stakora potentnost
acetilkolina povecala u odnosu na aorte zivotinja koje su pile iskljucivo

vodu.

Ucinak konzumacije standardnog bijelog vina potrebno je dodatno

razjasniti.

Vazokonstrikcijski odgovor krvozilja na noradrenalin nije se znacajno

promijenio zbog konzumacije vina.

Uvodenje dodatne skupine zivotinja koje bi pile vodenu otopinu alkohola s
volumnim postotkom etanola jednakim onome u ispitivanim vinima
znacajno bi unaprijedilo postojecu studiju. Medutim, primjena standardnog
i maceriranog bijelog vina s istim alkoholnim sadrzajem omogucila je
donekle razlikovanje ucinaka posredovanih primarno alkoholom od onih

posredovanih polifenolima.

Opisana su istrazivanja u skladu s trendovima istrazivanja ucinaka pravilne
prehrane i bioloskog potencijala zdrave hrane, a ostvareni rezultati
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predstavljaju poticaj uravnotezenoj prehrani koja je povijesno i tradicijski

dio hrvatskog i mediteranskog sociokulturoloskog okruzenja.
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