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Popis kratica

apoB - apolipoprotein B

cGMP (engl. guanosine-cyclic monophosphate) - ciklicki gvanozin monofosfat
COX-1 (eng. cyclooxygenase 1)- ciklooksigenaza-1

COX-2 (eng. cyclooxygenase 2) — ciklooksigenaza-2

CRP (engl. c-reactive protein) — C-reaktivni protein

EDHF (eng. endothelial-derived hyperpolarization factors) - endotelni hiperpolarizirajuéi

¢imbenici

EDRF (eng. endothelium-derived relaxing factors) - endotelni ¢imbenik relaksacije
FRAP (engl. ferric reducing antioxidant power) - antioksidativna mo¢ redukcije feri iona
HDL (engl. high density lipoprotein) - lipoprotein visoke gustoce

HPLC (engl. High-performance liquid chromatography) - tekucinska kromatografija visoke

djelotvornosti

INOS (engl. inducible nitric oxide synthase) - inducibilna sintaza dusikovog oksida
LDL (engl. low density lipoprotein) - lipoproteina niske gustoce

NF-kB (engl. nuclear factor kappa B) - jezgrin ¢imbenik kapa B

NO (engl. nitric oxide) — dusikov oksid

PAR (engl. plasma antioxidant reserve) — antioksidativne rezerve plazme

ROS (engl. reactive oxygen species) — reaktivne kisikove tvari

UV (engl. ultraviolet) — ultraljubicasti


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/immunoglobulin-enhancer-binding-protein

Uvod

1. UvOD
1.1. Endotel-ovisna dilatacija

Endotel je dinamiCan organ koji u potpunosti oblaze vaskularni sustav, a karakterizira ga
izrazita sposobnost prilagodbe. TeZine je oko jedan kilogram, a sadrzi izmedu 1 i 6 x 103
endotelnih stanica koja se nalaze u sloju debljine od 0,5 do 1 um (1). Endotelne stanice imaju
sposobnost prepoznavanja i prilagodbe na humoralne, mehanic¢ke i hemodinamicke promjene.
Endotel ima vrlo bitnu ulogu u: kontroli vaskularnog tonusa, modulaciji migracije leukocita,
inhibiciji agregacije trombocita, moduliranju propusnosti vaskularne stijenke i regulaciji
proliferacije stanica glatkih miSi¢a. NajvaZznije svojstvo endotela je sposobnost vazodilatacije
krvnih zila kao odgovor na naglu promjenu protoka (Zilni stres) (1). U sluc¢ajevima oSteCenog
endotela dolazi do endotelne disfunkcije. Endotelna disfunkcija je stanje koje moze dovesti do
neprimjerene endotelne aktivacije, koja je karakteristicna za brojna patoloska stanja, kao $to
su: kardiovaskularne bolesti, hipertenzija, dijabetes i upalne bolesti. Endotelnom disfunkcijom
dolazi do aktivacije endotelnih stanica koje ostvaruju proupalna, protrombotska i
vazokonstrikcijska svojstva (1). Ha SK i suradnici (2) istrazivali su vazorelaksacijske u¢inke
dealkoholiziranog vina dobivenog od divljeg grozda na izoliranoj torakalnoj aorti divljeg
Stakora te su zakljucili kako prah dealkoholiziranog vina inducira relaksaciju aortnog prstena
koji je prethodno prekontrahiran norepinefrinom. Dokazano je kako vazorelaksacijsko
svojstvo dealkoholiziranog vina ovisi o endotelu zbog endotelne sposobnosti otpustanja
endotelnih ¢imbenika relaksacije (eng. endothelium-derived relaxing factors; EDRF) koji
dovode do vazorelaksacije vaskularnih glatkih misica i odrzavanja vaskularnog tonusa.
Najvazniji EDRF su dusikov oksid (engl. nitric oxide; NO), prostaciklin i endotelni
hiperpolariziraju¢i ¢imbenici (eng. endothelial-derived hyperpolarization factors; EDHF).
NO nastaje metabolizmom L-arginina, NO sintetazom endotelnih stanica te sudjeluje u
opustanju vaskularnih glatkih misi¢a. NO se otpusta iz endotelnih stanica kao odgovor na
zilni stres pod djelovanjem spojeva kao Sto su: acetilkolin, trombin 1 bradikinin.
Vazodilatacija je najvaznije svojstvo NO-a, a osim toga ima joS§ neka vazna svojstva, kao $to
su: adhezija 1 migracija leukocita u arterijsku stijenku, sprjeCavanje agregacije trombocita i
inhibicija proliferacije vaskularnih glatkih misi¢nih stanica (1). Prostaciklin je spoj kojega
sintetizira ciklooksigenaza-1 (eng. cyclooxygenase 1; COX-1) iz arahidonske Kiseline.
Prostaciklin povisuje koncentraciju CAMP-a u glatkim miSi¢nim stanicama i trombocitima i

na taj nacin inhibira djelovanje trombocita te ostvaruje vazodilatacijsko djelovanje
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otpustanjem razli¢itih antagonista. EDHF je kompezatorni mehanizam endotel-ovisne

dilatacije, a aktivira se u sluc¢ajevima kada NO nije dostupan (1).

1.2. Vazodilatacijska svojstva vina

Prethodna istrazivanja pokazala su kako vina imaju koristan u¢inak na miokard te kako
smanjuju incidenciju smrtnosti od infarkta miokarda. Koristan ucinak vina ostvaraju
zahvalju¢i svojim vazodilatatornim svojstvima (3). U istrazivanju Flesch M 1 suradnika (3)
dokazano je kako samo talijanska i francuska crna vina proizvedena u bac¢vi smanjuju
napetost vaskularnih prstenova i povecavaju sadrzaj vaskularnog ciklickog gvanozin
monofosfata (engl. guanosine-cyclic monophosphate; cGMP). Crna vina proizvedena u bac¢vi
se dobivaju postupkom presanja grozdova i fermentacije s peteljkama grozda, a vino
dozrijeva u novim hrastovim ba¢vama. Bijela vina, crna vina proizvedena razli¢itim
tehnikama koje nisu ukljucivale proizvodnju u bacvi te etanol nisu utjecali na vaskularnu
napetost i sadrzaj cGMP-a, iz ¢ega je zaklju¢eno kako su vazodilatacijski uéinci ovisni o
endotelu specifi¢ni za crna vina proizvedena u bacvi zbog visokog udjela fenolnih tvari koje
oni sadrze. Komercijalno dostupna bijela vina imaju znatno slabiju sposobnost vazodilatacije i
znatno nizi udio polifenola u odnosu na crna vina (4, 5). Dokazano je i kako konzumacija
crnog vina ima znatno bolji u¢inak na prevenciju kardiovaskularnih bolesti u odnosu na druga
alkoholna pic¢a (6). U istrazivanju Fitzpatricka i suradnika (4) dokazano je da jedno od
ispitivanih bijelih vina ostvaraje vazodilatacijski ucinak, koji je znatno manji od
vazodilatacijskih ucinaka crnih vina. Na osnovu ovog istrazivanja zakljuceno je da bijela vina
sadrze odredene vazodilatacijske tvari, a njihova koncentracija ovisi 0 vrsti grozda koristenom
za dobivanje vina te o postupcima s grozdem prije fermentacije. Dokazano je da kvercetin i
taninska kiselina, spojevi koji su prisutni u kozici grozda, izazivaju opustanje glatkih misica
aortnih prstenova ovisno o endotelu, dok resveratrol i malvidin nisu opustili aortne prstenove.
Dokazano je i kako ekstrakti vina poveéavaju razinu cGMP-a u vaskularnom tkivu te da je
vazorelaksacija izazvana produktima grozda posredovana cGMP-NO putem, pri ¢emu postoji

vjerojatnost smanjenja incidencije koronarne bolesti.
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1.3. Utjecaj alkohola na kardiovaskularne bolesti

Kardiovaskularne bolesti jedan su od vode¢ih uzroka smrtnosti i invalidnosti u razvijenim
zemljama (7). Brojna istraZivanja pokazala su povezanost izmedu konzumacije alkohola i
razvoja hipertenzije, sr¢anog udara, mozdanog udara, koronarnih bolesti, kardiomiopatije i
periferne arterijske bolesti (7-10). Bihevioralne, genetske i bioloske razlike izmedu
pojedinaca mogu uzrokovati razli¢ite odgovore na alkohol, no najbitnijim ¢imbenikom za
razvoj bolesti smatra se dnevna doza alkohola koju pojedinac konzumira. Niska do umjerena
doza alkohola (manje od 15 grama po danu) moze zastitno djelovati na ¢imbenike rizika koji
uzrokuju aterosklerozu i upalu, ¢ime se znatno smanjuje rizik za razvoj kardiovaskularnih
bolesti (7). Istrazivanje Klatsky AL i suradnika (8) dokazalo je kako ispitanici Koji
konzumiraju alkohol u ve¢im dozama imaju ve¢i rizik i za razvoj nekardiovaskularnih bolesti,
kao §to su, prije svega, ciroza jetre i karcinomi. Zene i mladi ispitanici imali su veéi rizik za
razvoj smrtnih bolesti, dok su ispitanici koji su konzumirali alkohol u blagim dozama imali
nizi rizik za smrtnost od kardiovaskularnih bolesti. Unato¢ brojnim pozitivnim u¢incima koje
konzumacija alkohola u malim dozama moze imati, treba uzeti u obzir i sve negativne
fizioloske ucinke koji se mogu javiti, a to su najceSce: oksidativni stres, poremecaji
cirkulacije, upalni odgovor, programirana stanicna smrt i mitohondrijska disfunkcija (7).
Uc¢inci konzumacije alkohola na upalne procese su dvostruki. NiZze doze alkohola dovode do
smanjenja upale, $to se moze potvrditi snizenim razinama C-reaktivnog proteina (engl. c-
reactive protein; CRP) i interleukina. S druge strane, vise doze alkohola izazivaju oksidativni
stres i poviSene razine upalnih markera (11). Dugotrajna konzumacija alkohola smanjuje
ekspresiju i sintezu proteina miokarda te ubrzava razgradnju proteina miokarda, zbog Cega
dolazi do poremecene funkcije miokarda: poremecaj kontrakcije miokarda 1 poremecaj
opustanja sréanih stijenki (11). Konzumacija alkohola ima znacajan utjecaj na profil lipida.
Visoke razine triglicerida u krvi su povezane s aterosklerozom i povecanim rizikom za razvoj
kardiovaskularnih bolesti i moZdanog udara. Unos alkohola u niskim dozama povec¢ava razinu
lipoproteina visoke gustocée (engl. high density lipoprotein; HDL), prije svega HDL2, a u isto
vrijeme smanjuje razinu lipoproteina niske gustoce (engl. low density lipoprotein; LDL),
ukupnog kolesterola, apolipoproteina B (apoB) i triglicerida. Vu KN i suradnici (12) dokazali
su nelinearan uc¢inak konzumacije alkohola na trigliceride, ukupni kolesterol, HDL, LDL i
apoB, s najve¢im ucincima uo¢enim u trecoj kvartili konzumacije alkohola. Na osnovu ovih

rezultata zakljuCeno je kako konzumacija alkohola moze imati najvecu korist u rasponu od
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niske do srednje doze. Konzumacijom alkohola dolazi do poveéane proizvodnje HDL-a u

jetri, a povecanjem razine velikih ¢estica HDL2 ostvaraju se kardioprotektivni u¢inak.

1.4. Slobodni radikali

Slobodni radikali imaju dvojnu ulogu s obzirom da mogu biti i korisni i toksi¢ni za ljudski
organizam. Mogu ih proizvesti endogene reakcije (aktivacija imunoloskih stanica, mentalni
stres, upala, ishemija, infekcija, rak, starenje) ili vanjski (egzogeni) izvori (zagadenje okolisa,
dim cigarete, alkohol, teski metali, radijacija i lijekovi) (13). Proizvodnja slobodnih radikala u
fizioloski niskim koncentracijama vrlo je bitna za borbu protiv nepovoljnog okolisa, a fagociti
su zasluzni za oslobadanje slobodnih radikala koji uniStavaju patogene mikrobe. NO,
superoksidni anion i reaktivne kisikove tvari (engl. reactive oxygen species; ROS) imaju bitnu
ulogu kao posrednici u stani¢noj signalizaciji. NO i ROS reguliraju vaskularni tonus, napetost
kisika u kontroli ventilacije i proizvodnju eritropoetina. (13) Slobodni radikali su vrlo bitni za
rad $titnjace te proizvodnje hormona $titnjace, proizvodnju prostaglandina, imaju bitnu ulogu
u fagocitozi, ostvaraju baktericidni ucinak te sudjeluju u proizvodnji energije na
respiracijskom lancu (14). Slobodni radikali pri prekomjernoj proizvodnji mijenjaju stani¢nu
funkciju 1 izazivaju kroni¢ne i1 degenerativne bolesti, a takoder su 1 jedan od klju¢nih
¢imbenika za razvoj hipertenzije, vaskularnih poremecaja i metabolickog sindroma (15).
Slobodni radikali djeluju na sredi$nji Ziv€ani sustav gdje mogu uzrokovati mozdani udar,
Alzheimerovu bolest i depresiju. Takoder djeluju na kardiovaskularni sustav gdje uzrokuju
hipertenziju, aterosklerozu i kardiomiopatiju. U respiratornom sustavu uzrokuju astmu.
Djelovanje slobodnih radikala je vidljivo i na metabolickom i skeletnom sustavu te sustavu za
izlu¢ivanje (15). Jedna od najée$cih vrsta slobodnih radikala su ROS, koje imaju nespareni
elektron u vanjskoj orbitali te su karakteristine po svo0joj izrazitoj nestabilnosti i reaktivnosti,
a imaju i vrlo kratak zivotni vijek. ROS-u pripadaju hidroksilni radikali, hidroperoksilni
radikali, superoksidni radikali 1 neradikali kao S§to su: singlet kisika, vodikov peroksid i
hipoklorit. ROS u organizmu mogu nastati: aktivno$éu enzima (superoksid dismutaza,
mijeloperoksidaza, katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza i ksantin oksidaza)
koji kataliziraju redukciju molekula kisika u vodikov peroksid ili superoksidni radikal,
reakcijama autooksidacije, reakcijama na respiracijskom lancu unutraSnje membrane
mitohondrija ili neutrofilnom aktivacijom za vrijeme upale (14). Ukoliko se preopterecenje

slobodnim radikalima ne moze postupno unistiti, oni se nakupljaju i uzrokuju razvoj
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oksidativnog stresa. Oksidativni stres ima bitnu ulogu u nastanku kroni¢nih i degenerativnih
bolesti, kao Sto su: rak, starenje, autoimuni poremecaji, reumatoidni artritis, kardiovaskularne
i neurodegerativne bolesti (13). Kao jedan od odgovora na oksidativni stres, ljudsko tijelo
proizvodi antioksidanse (13). Antioksidansi su tvari koje inhibiraju reakcije oksidacije drugih
molekula koje mogu proizvesti slobodne radikale. Antioksidansi mogu biti prirodni ili
sintetski, a glavni zadatak im je poboljsati patoloska stanja uzrokovana slobodnim radikalima.
Vitamin A, vitamin C i vitamin E su prehrambeni antioksidansi koji se nalaze u vocu i
povréu, dok su flavonoidi antioksidansi koji se nalaze u biljkama te ostvaraju brojna

antioksidativna svojstva (15).

1.5. Polifenoli u vinu

Konzumacija crnog vina znatno smanjuje rizik za kardiovaskularne bolesti, a eksperimentalne
studije su pokazale kako je glavni razlog kardioprotektivnog ucinka crnog vina prisutnost
velikog broja polifenolnih spojeva, kao §to su: resveratrol, flavonoidi (katehin, epikatehin,
kvercetin i antocijanin) i polimerni tanini (10). Crna vina imaju znatno viSu razinu
polifenolnih spojeva u odnosu na bijela vina, a glavni razlog je fermentacija kozica i sjemenki
grozda pri dobivanju crnog vina. Polifenoli su aktivni spojevi koji imaju antioksidativna i
protuupalna svojstva pomocu kojih ostvaraju kardioprotektivni uc¢inak (10). Polifenoli koji su
netopivi i oni koji se ne mogu ekstrahirati klasi¢nim tehnikama ekstrakcije otapalima imaju
brojna bioaktivna svojstava. Pokazano je kako oni ostaju u debelom crijevu dulje vrijeme,
gdje se metaboliziraju crijevnom mikroflorom te stvaraju aktivne metabolite koji se
ucinkovitije apsorbiraju. Katabolizmom u crijevima dolazi do otpustanja polifenolnih
metabolita male molekularne mase koji se u plazmi zadrzavaju izmedu 3 i 4 dana nakon
uzimanja poviSenih koncentracija polifenola. Ovi metaboliti polifenola ostvaraju brojna
protuupalna i antioksidativna svojstva (16). Duda-Chodak A i suradnici u svome istrazivanju
(17) dokazali su da polifenoli koje nalazimo u zelenom i crnom ¢aju mogu inhibirati rast
Stetnih bakterija 1 virusa, kao §to su: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Helicobacter
pylori, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, virus
hepatitisa C, HIV i1 Candida. Resveratrol je neflavonoidni polifenolni spoj koji ima znacajna
antioksidativna svojstva te je naju¢inkovitiji spoj crnoga vina za prevenciju koronarne bolesti.

Resveratrol svoj kardioprotektivni u¢inak ostvaruje promjenom lipidnih profila, smanjenjem
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inzulinske rezistencije i smanjenjem oksidativnog stresa. Graden je od dva fenolna prstena

medusobno povezana stirenskom dvostrukom vezom, a postoji kao -Cis i -trans izomer (10).

1.6. Flavonoidi

Flavonoidi su fitokemikalije biljnog porijekla koje imaju antioksidativna svojstva te ¢ine vise
od 85 % fenolnih komponenti u crnom vinu (10). Flavonoidi dijele zajednicku strukturu koja
sadrzi C15 fenil-benzopironsku osnovu te se sastoje od 3 prstena. Dva benzenska prstena
(prsten A i prsten B) medusobno Su povezana pomocu tri ugljikova atoma, dok se treci
heterociklicki prsten nalazi u srediStu i sadrzi kisik. Na osnovu strukturne grade, flavonoidi se
dijele na: flavonole, flavone, flavanone, flavanolone, antocijanidine, izoflavone i kalkone
(18). Prirodni flavonoidi mogu postojati u slobodnom obliku kao aglikoni ili kao glikozidi
koji su kondenzirani s hidroksilnom skupinom razli¢itih Secera, kao S§to su: glukoza,
galaktoza, ramnoza, ksiloza, arabinoza i glukuronid. Flavonoidi se u najve¢oj mjeri nalaze u
povrcu, oraSastim plodovima, sjemenkama, zac¢inima, bilju, kakau i kozici grozda. Ukupna
koncentracija flavonoida varira izmedu 150 mg/L 1 650 mg/L, a posljednjih nekoliko
desetlje¢a eksperimentalna i epidemioloska istrazivanja potvrdila su bitan zastitni ucinak
flavonoida na kardiovaskularne i degenerativne bolesti (10). Zbog svoje posebne kemijske
strukture, flavonoidi ostvaraju razne fizioloSke i1 biokemijske u€inke na sisavce 1 druge vrste
zivotinja. Najbitnija karakteristika flavonoida je jaka kemijska reaktivnost pomocu koje
ostvaraju antioksidativne ucinke na nacin da skupljaju slobodne radikale u organizmu.
Flavonoidi inhibiraju LDL oksidaciju i agregaciju trombocita te djeluju kao vazodilatatori u
krvnim Zilama. Takoder, flavonoidi ostvaraju razlic¢ite farmakologijske aktivnosti, kao $to su:
inhibicija aktivnosti enzima, protutumorsko djelovanje, protuvirusno i protuupalno djelovanje
(18). Za izolaciju flavonoida koriste se novije tehnike koje se zasnhivaju na polarnosti,
kiselosti, razlici molekularne tezine i posebnim strukturama. Preporu¢ena metoda za izolaciju
flavonoida je kromatografija. Metode koje se mogu koristit su: kromatografija na silika gelu,
poliamidna kromatografija, kromatografija na polidekstranskom gelu, tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid chromatography; HPLC)
i molekularne imprinting tehnologije. Za detekciju flavonoida izoliranih HPLC metodom
koriste se ultraljubicasti (engl. ultraviolet; UV) detektori zbog njihove sposobnosti da
apsorbiraju UV zrake. Najcesée se detektiraju pri 254-280 nm ili 340-360 nm za flavone,

flavonole i odgovarajuce glikozide, 520-540 nm za antocijanidine i odgovarajuce glikozide te
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250 nm za kromone. Zahvaljujuéi dobro istrazenoj strukturi flavonoida i razvoju
spektroskopskih metoda, detekcija flavonoida je znatno olakSana. Spektroskopske metode
koje se koriste za detekciju su: UV, infracrvena, nuklearno magnetska rezonanca i masena

spektroskopija (18).

1.7. Kvercetin

Kvercetin je biljni pigment koji djeluje kao jaki antioksidans. Po svome sastavu je flavonol iz
skupine flavonoida te se ne moze proizvoditi u ljudskom tijelu, a najces¢e ga mozemo pronaci
u grozdu, luku, bobiCastom vocu, tresnjama, brokuli i agrumima. Visoke koncentracije
kvercetina nalaze se u crnom vinu i ¢aju. Zute je boje i nije topiv u hladnoj vodi, slabo je
topiv u toploj vodi, dok je dobro topiv u alkoholu i lipidima. Naziv kvercetin dolazi od
latinske rijec¢i ,,Quercetum® Sto znaci hrastova Suma. Kvercetin je poznat po svome
protuupalnom, antihipertenzivnom, protuhiperkolesterolemijskom, protuaterosklerotskom,
gastroprotektivnom, protuulkusnom, protualergijskom i protugojaznom djelovanju (15).
puSenja kvercetin ostvaraju zastitom eritrocita od membranskog oSteCenja potencijalno
uzrokovanog pusenjem (15). Jedno od najbitnijih svojstava kvercetina je sposobnost
modulacije upale inhibicijom upalnih COX enzima 1 lipooksigenaze, ¢ime smanjuje upalne
medijatore prostaglandine i leukotrijene (19). U istrazivanju Garcia-Mediavilla V i suradnika
(20) dokazano je da kvercetin ima sposobnost smanjenja mRNA razine inducibilne sintaze
dusikovog oksida (engl. inducible nitric oxide synthase; iINOS), ciklooksigenaze-2 (eng.
cyclooxygenase 2; COX-2) i ekspresije CRP-a te smanjenja razine iNOS-a, COX-2 i CRP-a
pri niskim i srednjim koncentracijama u ljudskim hepatocitima. Ova studija sugerira da
modulacija iINOS-a, COX-2 i CRP-a kvercetinom doprinosi protuupalnim uéincima putem
mehanizama koji ukljucuju blokadu aktivacije jezgrinog ¢imbenika kapa B (engl. nuclear
factor kappa B; NF-xB). Poznati su brojni korisni u¢inci kvercetina i ostalih flavonoida na
kardiovaskularni sustav (15, 21, 22). U istrazivanju Edwards RL i suradnika (21) dokazano je
da dnevna konzumacija 730 mg kvercetina tijekom 28 dana smanjuje sistolicki, dijastolicki i
srednji arterijski tlak kod ispitanika koji imaju hipertenziju prvog stupnja, no kod ispitanika s
prehipertenzijom nije uofeno smanjenje hipertenzije. U ovome istrazivanju nije uoceno
smanjenje oksidativnog stresa kvercetinom koje je promatrano pomocu izoprostana u urinu,

antioksidativne rezerve plazme (engl. plasma antioxidant reserve; PAR) i antioksidativne
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moc¢i redukcije feri iona (engl. ferric reducing antioxidant power; FRAP). Poznato je da
kvercetin sprjecava oStecenja uzrkovana LDL kolesterolom te da konzumacija flavonoida
smanjuje razinu kolesterola (15). Chopra M 1 suradnici (22) su u istrazivanjima na ljudima
dokazali da konzumacija kvercetina i bezalkoholnog ekstrakta crnog vina inhibira oksidaciju
LDL-a nakon in vivo konzumacije. Kvercetin i drugi flavonoidi ostvaraju brojna
neuroprotektivna djelovanja u mozgu, kao §to su: zastita neurona od oStecenja uzrokovanih
neurotoksinima, sposobnost suzbijanja upala u mozdanom sustavu i potencijal poboljSanja
kognitivnih  funkcija (23). Vauzour D i suradnici (23) tvrde da kvercetin svoj
neuroprotektivan ucinak ostvaraju na 2 nacina. Prvi na¢in je pomocu interakcije s neuronskim
signalim kaskadama u mozgu, ¢ime dolazi do inhibicije apoptoze te time dolazi do
promicanja neuronske diferencijacije i prezivljenja. Drugi nacin neoroprotektivnog ucinka
kvercetin ostvaraje djelovanjem na periferni i cerebralni vaskularni sustav, $to dovodi do
pojacanje angiogenze, rasta novih ziv€anih stanica u hipokampusu i promjena u neuronskoj

morfologiji.
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2. HIPOTEZA

Bijelo vino sa ve¢im udjelom fenola i flavonoida ¢e izazivati poboljsanu o endotelu-ovisnu
dilataciju izoliranih aortnih prstenova u usporedbi s uzorcima vina smanjenog udjela fenola i

flavonoida.
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3.CILJ

Ispitati vazodilatacijski potencijal i antioksidativni status bijelih vina proizvedenih razli¢itim

tehnoloskim procesima.
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao eksperimentalno istraZivanje na izoliranim organima pokusnih
laboratorijskih zivotinja (Sprague-Dawley $takora). Eksperimentalni postupci bili su u skladu
sa zakonima koje je propisao Europski parlament i Vijece 0 zastiti zivotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe (Direktiva 210/63/EU) te ih je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku (Klasa: 602-04/22-08/02, Ur. broj:
2158-61-46-22-68). Prakti¢ni dio istrazivanja proveden je u Laboratoriju za molekularnu i

klinicku imunologiju Zavoda za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku.

4.2. Ispitanici

U znanstvenoistrazivackom radu koristili Smo Sprague-Dawley $takore. Svi $takori bili su iz
vlastitog uzgoja Vivarija Medicinskog fakulteta u Osijeku. U ovome radu Koristili smo
ukupno 40 muzjaka Sprague-Dawley $takora u dobi od 9 do 12 tjedana. Stakori su bili
smjesteni u prostoriji kontrolirane svjetlosti i vlaznosti, temperatura u prostoriji bila je izmedu
21 °C 123 °C. Stakori su imali slobdan pristup vodi i hranjeni su komercijalno pripremljenom
hranom za pelete (Mucedola, Italija). Pokusi su napravljeni na izoliranim aortalnim
prstenovima. Kao uzorak za aortalne prstenove koristili smo torakalnu aortu Sprague-Dawley
Stakora §irine 3 do 4 mm. Stakori su anestezirani kombinacijom ketamina 75 mg/kg (Ketanest
S 25 mg/mL, ampule 2 mL, Pfizer) i midazolama 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5 mg/mL, 3
mL, Torrex Chiesi Pharma) te je potom napravljena torakotomija, nakon ¢ega smo izvadili
torakalnu aortu i odlozili je u Petrijevu zdjelicu s 10 mL oksigenirane Krebs — Henseleitove
otopine (sastav otopine u mmol/L: 120 NaCl; 4,8 KCI; 1,2 KH,PQy,; 2,5 CaCly; 1,2 MgSOy;
25,5 NaHCOg3; 10 glukoza i 0,02 EDTA). Svi eksperimentalni postupci uskladeni su s
europskim smjernicama za skrb i primjenu laboratorijskih Zzivotinja (Direktiva 86/609).
Poduzete su sve mjere da bi se sprijecila patnja zivotinja. Sva istrazivanja je za provedbu
odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek te Ministarstvo poljoprivrede
Republike Hrvatske (Klasa: 602-04/22-08/02, Ur. broj: 2158-61-46-22-68).
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4.3. Metode
4.3.1. Uzorci bijelog vina

Uzorci vina su proizvedeni iz ruéno branog grozda grasevine (VIVC - br.13217) 2020. godine
na Fakultetu agrobiotehni¢kih znanosti Osijek. Vino je proizvedeno u pokusnoj postaji za
lozu i vino Mandic¢evac (lat. 45.368428, lon. 18.246395, nadmorska visina 000 m), Hrvatska,
podregija Slavonije, medu vinogradarskom Cetvrti Dakova. Vinograd je zasaden 2013. godine
te je smjeSten u tlu koje prelazi iz luvisola u stagnicni luvisol. Nakon berbe, grozde je
podvrgnuto razli¢itim tretmanima. U svakom tretmanu mostu je dodatno 25 mg SO2/L, a
zatim je inokulirano s 250 mg/L Lalvina QA23 (Saccharomyces cerevisiae). Proizvedene su 4
skupine vina u triplikatu. Za uzorke vina 10-12, grupa WWa.12, provedena je standardna
procedura koja zahtijeva da se most odvoji od tvrdih dijelova grozda, bez maceracije, tijekom
12 sati talozenja i s fermentacijom na 25 °C. Druga skupina vina grasevine fermentirala je na
kozici tijekom 30 dana na 25 °C (uzorci vina 1-3, WW3_3 grupa). Treca skupina vina je na
kozici fermentirala tijekom 15 dana, a ostatak fermentacije proveden je bez kozice (uzorci
vina 4-6, WW,.¢ grupa). Cetvrta skupina vina provela je 24 sata fermentirajuci na kozici pri 4
°C (uzorci vina 7-9, WWr_g grupa). Most se potom odvojio od kozZice te je inokuliran kvascem
i fermentiran na 25 °C. Gotova vina sulfitirana su s 25 mg/L SO,. Tri mjeseca nakon

fermentacija, vina su napunjena u boce te su ¢uvana na 12 °C do analize.

Slika 1. Uzorci bijelog vina (izvor: original autora rada)
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4.3.2. NanoSenje aortnih prstenova u kupelj

Prvi korak bila je priprema modificirane Krebs — Henseleitove otopine (sastav otopine u
mmol/L: 120 NaCl; 4,8 KCI; 1,2 KH,POy; 2,5 CaCly; 1,2 MgSOy; 25,5 NaHCO3; 10 glukoza i
0,02 EDTA) dodatkom 800 mL destilirane vode u staklenu posudu u kojoj se nalazi otopina,
nakon ¢ega smo izmjerili pH otopine pomoc¢u magnetske mijesalice (optimalan pH je izmedu
7,351 7,45). Mjerenjem smo dobili pH otopine iznad optimalnog te smo potom dodavali HCI
sve dok pH nije pao unutar optimalnih intervala.

Slika 2. Magnetska mijesalica (izvor: original autora rada)

Nakon pripreme otopine, izolirane aortne prstenove smo smjestili u Petrijevu zdjelicu s 10 mL
oksigenirane Krebs — Henseleitove otopine koja je kontinuirano oksigenirana i zagrijavana na
37 °C. Aortne prstenove smo potom izrezali na 4 podjednaka dijela.
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Slika 3. Izrezani aortni prstenovi u Petrijevoj zdjelici s oksigeniranom Krebs —

Henseleitovom otopinom (izvor: original autora rada)

Kroz svaki aortni prsten provukli smo 2 Zi¢ana drzaca.

Slika 4. Aortni prsten pri¢vrséen zicanim drzac¢em (izvor: original autora rada)
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Aortne prstenove pri¢vrséene zi¢anim drzacem Smo potom smjestili na nosac, koji je uronjen

u tkivnu kupelj (bazencic).

Slika 5. Aortni prsten smjesten na nosac (izvor: original autora rada)

4.3.3. Ekvilibracija

Nakon §to smo aortne prstenove smjestili u tkivne kupelji, napravili smo prekonktrakciju na 2
g (20 mN) sile, koju moZemo ocitati na racunalu koje je povezano s aortnim prstenovima u
kupelji pomocu izometri¢nog transducera (pretvaraca sile). Ekvilibracija (stabilizacija) je
provodena tijekom jednog sata, unutar kojega smo svakih 15 minuta ispirali bazenci¢ tako $to
smo ispustili Krebs — Henseleitovu otopinu iz komorice i dodali 10 pL svjeze Krebs —
Henseleitove otopine. Aortni prstenovi su izrazito nestabilni zbog stresa kojeg su dozivjeli
tijekom pripreme aorte i montiranja na sustav, prilikom ¢ega dolazi do znacajnih otklona od
postavljene sile prenaprezanja (2 g), zbog toga smo svakih 15 minuta tijekom ekvilibracije
zatezali aortne prstenove na 2 g sile. Ekvilibracijom aortnog prstena postigli smo kontinuiranu

vrijednost sile.
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Slika 6. Sustav tkivnih kupelji za izolirane organe (Isolated Organ Bath System)

(izvor: original autora rada)

4.3.4. Dodavanja noradrenalina i acetilkolina

Nakon ekvilibracije, pripremili smo otopinu noradrenalina (razrjedivanjem s destiliranom
vodom) te smo dodali 100 uL noradrenalina u bazenéié¢ (do zavrine koncentracije 1077

mol/L). Nakon dodatka noradrenilina, pri¢ekali smo 5 minuta kako bi doslo do kontrakcije
krvne Zile.

Nakon 5 minuta u bazen¢i¢ smo dodali 100 pL otopine acetilkolina, zavr$ne
koncentracije 1076 mol/L, koju smo pripremili razrjedivanjem s destiliranom vodom. Nakon
dodatka acetilkolina, pricekali smo 2 minute kako bi doslo do dilatacije krvne zile te smo
potom proveli tri ispiranja u trajanju od 10 minuta pomocu kojih smo postigli stabilizaciju
aortnih prstenova. Mjerenjem vazodilatacijskog odgovora aortnog prstena na acetilkolin,
procjenili smo funkciju i intaktnost endotela. Nakon stabilizacije, ponovno smo dodali 100 pL
otopine noradrenalina (zavr$ne koncentracije 1077 mol/L) u bazenci¢ te smo pricekali 5

minuta kako bi doslo do kontrakcije krvne Zile.
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4.3.5. Dodavanje uzoraka bijelog vina

Nakon kontrakcije krvne zile noradrenalinom, u bazenci¢ smo dodali uzorke vina u
kumulativnoj dozi 0,1-8 %o. Prvi uzorak koji smo dodali imao je volumen 1 uL (0,1 %o),
nakon ¢ega smo pricekali 2 minute te bez ispiranja dodali slijede¢i uzorak (10 pL, 10 %o).
Postupak smo ponavljali sve dok nismo dodali sve uzorke (tablica 1.). Nakon svakog uzorka

pric¢ekali smo 2 minute.

Prije dodavanja u bazencice, vino smo centrifugirali na 1000 okretaja u minuti u periodu od 3

minute.
Tablica 1. Uzorci bijelog vina
Redni broj 1 2 3 4 5 6 7 8 9
uzorka
bijelog vina
Volumen 1 10 20 30 40 50 60 70 80
vina u pLL
Promili vina | 0,1 1 2 3 4 5 6 7 8
(%)

Nakon dodatka uzoraka slijedilo je ispiranje pomoc¢u Krebs — Henseleitove otopine u trajanju
od 10 minuta, koje smo ponovili 3 puta.

4.3.6. Dodavanje L-NAME

U sljedecoj seriji pokusa, nakon ispiranja i stabilizacije aortnih prstenova, dodali smo 150 pL
otopine L-NAME (inhibitor NOS) u zavr$noj koncentraciji od 3 x 10~* mol/L. Zatim smo
pri¢ekali 10 minuta te smo dodali 100 pL noradrenalina zavrsne koncentracije 10~7 mol/L,
nakon 5 minuta smo ponovno dodali uzorke bijelog vina u prethodno opisanom redosljedu

(tablica 1.) s razmakom od 2 minute izmedu dodavanja uzoraka.
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4.3.7. Spektrofotometrijsko odredivanje sastava fenola, flavonoida i antioksidativnog

statusa

Za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola kao standard smo koristili galnu kiselinu,

a apsorbancija etanolnih ekstrakta mjerena je na valnoj duljini od 765 nm.

Za spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida kao standard smo koristili kvercetin, a

apsorbanciju smo mjerili na valnoj duljini od 415 nm.

Za spektrofotometrijsko odredivanje antioksidativnog statusa koristili smo 3 metode: DPPH,
TBARS i FRAP. Kao standard ua DPPH (fluorescentni oporavak nakon izbjeljivanja) metodu
smo Koristili vitamin C, a apsorbanciju smo mjerili na valnoj duljini od 517 nm.
Koncentracija produkata peroksidacije lipida odredena je kao koli¢ina tvari koje reagiraju s
reaktivnim tvarima tiobarbiturne kiseline (TBARS), a spektrofotometrijska ocitanja
provedena su na valnoj duljini od 532 i 600 nm. Za FRAP (slobodni radikali 2,2-difenil-1-
pikril-hidrazil-hidrata) metodu mjerili smo apsorbanciju iz etanolnih ekstrakta pri valnoj
duljini od 593 nm.

Sva spektrofotometrijska mjerenja napravljena su na Varian Cary 50 UV-Vis
spektrofotometru (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara , CA, SAD) ) na Fakultetu za

agrobiotehnicke znanosti Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.
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Slika 7. Varian Cary 50 UV-Vis spektrofotometar (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
CA, USA) (izvor: original autora rada)

4.4, Statisticke metode

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija. Za statisticku analizu
promjena u vazokonstrikciji i vazodilataciji aortalnih prstenova u kontroliranim uvjetima i pri
primjeni agonista koristio sam dvosmjernu analizu varijanci (2-way ANOVA test) s post hoc
Bonferoni testom. Za usporedbu rezultata antioksidativnog statusa vina koristio sam test za
jednosmjernu analizu varijanci za nezavisne uzorke (One-Way ANOVA) ili u slucaju
neravnomjerne distribucije dobivenih podataka Holm-Sidak ili Kruskal-Wallis test. Razina
statisticke znacajnosti odredena je sa p < 0,05. Koristio sam statisticki program SigmaPlot
11.2 (Systat Software, Inc., Chicago, SAD) te GraphPad Prism5 (San Diego, CA, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. IstraZivanja na izoliranim aortnim prstenovima

Vazorelaksacija se znatno razlikovala izmedu grupa bijelog vina dobivenih razliitim
fermentacijskim postupcima. Vazorelaksacija potaknuta bijelim vinom u grupama uzoraka
bijelog vina 1-3 (WW3.3) i 4-6 (WW,,) bila je znatno jaca nego u grupama uzoraka bijelog
vina 7-9 (WW7r.g) i 10-12 (WW10.12) (Slika 8.).

1204
@ — WW1 3 n=24
= 100 -
§ — WWd G+ n=24
[4:]
£ 801 -+ WW;.g, n=24
% 60 4 == WW10_12, n=24
£ 404
e
5 20+
ol

vino [%o]

Slika 8. Bijelim vinom potaknuta vazodilatacija aortnih prstenova prekontrahiranih
noradrenalinom (10" mol/L). Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna
devijacija, p < 0,05 - prag statisticke znacajnosti (ANOVA); n — broj uzoraka, WW_3 - grupa
uzoraka bijelog vina 1-3, WW,.¢ — grupa uzoraka bijelog vina 4-6, WW+.g — grupa uzoraka
bijelog vina 7-9, WW1y.1, - grupa uzoraka bijelog vina 10-12

5.2. Predtretman aortnih prstenova s L-NAME

Predtretman aortnih prstenova s L-NAME-om potpuno je ponistio vazodilatatorni odgovor na

sve uzorke bijelog vina (slike 9.-13.).
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Slika 9. Bijelim vinom potaknuta vazodilatacija aortnih prstenova prekontrahiranih
noradrenalinom (107" mol/L) sa ili bez 300 mol/L L-NAME u skupinama WW,.s. Rezultati su
prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija, p < 0,05 - prag statisticke
znacajnosti (ANOVA); n — broj uzoraka, WW;.3+ L-NAME - grupa uzoraka bijelog vina 1-3
tretirana s 300 mol/L L-NAME, WWi_3 - grupa uzoraka bijelog vina 1-3 bez tretiranja s L-
NAME

120-
- WW, +L-NAME, n=24

- WW;],_E, n=24

100+

% preostale kontrakcije

NA D4 1 2 3 4 5 6 71 B
vino [%o]
Slika 10. Bijelim vinom potaknuta vazodilatacija aortnih prstenova prekontrahiranih
noradrenalinom (107 mol/L) sa ili bez 300 mol/L L-NAME u skupinama WW.,.¢. Rezultati su
prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija, p < 0,05 - prag statisticke
znacajnosti (ANOVA); n — broj uzoraka, WW,¢+ L-NAME - grupa uzoraka bijelog vina 4-6
tretirana s 300 mol/L L-NAME, WW ., - grupa uzoraka bijelog vina 4-6 bez tretiranja s L-
NAME
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Slika 11. Bijelim vinom potaknuta vazodilatacija aortnih prstenova prekontrahiranih
noradrenalinom (10" mol/L) sa ili bez 300 mol/L L-NAME u skupinama WW5.o. Rezultati su

prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija, p < 0,05 - prag statisticke

znacajnosti (ANOVA); n — broj uzoraka, WW-.9+ L-NAME - grupa uzoraka bijelog vina 7-9

tretirana s 300 mol/L L-NAME, WW?~.q - grupa uzoraka bijelog vina 7-9 bez tretiranja s L-
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WW, o.12, L-NAME
& WW,qo+L-NAME, n=24
- WW,g.42, n=24

Slika 12. Bijelim vinom potaknuta vazodilatacija aortnih prstenova prekontrahiranih
noradrenalinom (107 mol/L) sa ili bez 300 mol/L L-NAME u skupinama WW4q.1». Rezultati

su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija, p < 0,05 - prag statisticke

znacajnosti (ANOVA); n — broj uzoraka, WW.1,+ L-NAME - grupa uzoraka bijelog vina
10-12 tretirana s 300 mol/L L-NAME, WW,.12 - grupa uzoraka bijelog vina 10-12 bez

tretiranja s L-NAME
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Slika 13. Bijelim vinom potaknuta vazodilatacija aortnih prstenova prekontrahiranih
noradrenalinom (10'7 mol/L) sa 300 mol/L L-NAME izmedu skupina WW,.3, WW,.6, WW+g
i WWig.12. Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija, p < 0,05 -
prag statisticke znacajnosti (ANOVA); n — broj uzoraka, WW;.3+ L-NAME - grupa uzoraka
bijelog vina 1-3 tretirana s 300 mol/L L-NAME, WW,_¢+ L-NAME - grupa uzoraka bijelog
vina 4-6 tretirana s 300 mol/L L-NAME, WW7_4+ L-NAME - grupa uzoraka bijelog vina 7-9
tretirana s 300 mol/L L-NAME, WWq.1o+ L-NAME - grupa uzoraka bijelog vina 10-12
tretirana s 300 mol/L L-NAME

5.3. Analiza sastava bijelog vina

5.3.1. Biokemijski parametri sastava bijelog vina

U tablici 2. prikazan je biokemijski sastav uzoraka bijelog vina. Alkoholna snaga [vol %] i
slobodni sumpor - dioksid [mg/ml] u grupama uzoraka bijelog vina WW+r.g i WWq.1, bili su
znatno povecani U odnosu na grupe uzoraka WWy.3 i WW,.. Ukupni suhi ekstrakt [g/I] i pH
su bili znatno snizeni u grupama uzoraka WW7.9 i WWq.1, U 0dnosu na grupe uzoraka WW .3
I WW,.6. Ukupni sumpor - dioksid [mg/1] bio je poviSen u grupi uzoraka WW1o.12 U 0dnosu na
ostale grupe uzoraka. Ukupne kiseline [g/l] bile su znatno povecane u grupama uzoraka

WW1o.12 | WW,4 U 0dnosu na ostale grupe uzoraka.
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Tablica 2. Biokemijski parametri bijelog vina

Rezultati

Aritmeti¢ka sredina

(standardna devijacija)
Grupe uzoraka WW,_3 WW,.6 WW- WW10.12
*T *T
Alkoholna snaga [vol %] 13,04 (0,253) 13,13 (0,006) 13,71 (0,045) 13,72 (0,060)
*T *T
Ukupni suhi ekstrakt [g/1] 23,87 (0,568) 23,57 (0,252) 18,73 (0,416) 18,07 (0,404)

Slobodni sumpor - dioksid

12,69 (5,143) 11,73 (3,844) 75,41 (4,345)*" | 53,33 (4,052)*"%
[mg/l]
Ukupni sumpor - dioksid | 158 09 (7212) | 131,50 (6,841) | 126,30 (4,541) | 196,40 (3,221)*"t
[mg/l]
T T
Hiapljive iseline [g/1] 0,70 (0,021) 0,65 (0,042) 0,81 (0,026)*" | 0,66 (0,017)"%
i i i
Ukupne kiseline [g/1] 4,87 (0,130) 5,28 (0,112)* 4,80 (0,075)*" | 6,20 (0,173)*"%
3,73 (0,0265)" 3,60 (0,020)* 3,51 (0,045)*" | 2,92 (0,030)*"%

pH

p < 0,05 - prag statisticke znacajnosti (ANOVA)

WW3_3 . grupa uzoraka bijelog vina 1-3

WW,.¢ — grupa uzoraka bijelog vina 4-6

WW-_¢ — grupa uzoraka bijelog vina 7-9

WWoa,.12 - grupa uzoraka bijelog vina 10-12

" - p < 0,05 u usporedbi s WWi 3

"~ p <0,05 u usporedbi s WW,_

1 - p <0,05 u usporedbi s WW-

5.3.2. Ukupni sadrzaj fenola uzoraka bijelog vina

U tablici 3. prikazan je sadrzaj fenola i flavonoida u uzorcima bijelog vina. Sadrzaj fenola

[mg galne kiseline g-1 FW] i flavonoida [ug kvercetina g-1 FW] u grupama uzoraka bijelog

vina WW 7.9 1 WW 19.1» znatno je snizen u usporedbi s grupama uzoraka WW._3 1| WW .
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Rezultati

Tablica 3. Sadrzaj fenola i flavonoida u bijelom vinu

Aritmeti¢ka sredina

(standardna devijacija)

Grupe uzoraka WW13 WW 46 WW+.g WWg.12
Sadrzaj fenola
[mg galne kiseline g-1 | 117 (0,107)" 0,81 (0,017)* 0,27 (0,011)*" | 0,28 (0,004)*'
Fw]
Sadrzaj flavonoida | 94 07 (1,066) 25,18 (1,258) 16,53 (1,478)*" | 14,98 (1,434)*"

[ug kvercetina g-1 FW]

p < 0,05 - prag statisticke znac¢ajnosti (ANOVA)
WW,_3_grupa uzoraka bijelog vina 1-3

WW,.¢ — grupa uzoraka bijelog vina 4-6

WWS-_¢ — grupa uzoraka bijelog vina 7-9
WWoag.12 - grupa uzoraka bijelog vina 10-12

- p<0,05 u usporedbi s WW,.3

" -p < 0,05 u usporedbi s WW,¢

5.3.3. Antioksidativni kapacitet bijelog vina

U tablici 4. prikazan je antioksidativni kapacitet bijelog vina koji se procijenjuje pomocu
metode fluorescentnog oporavaka nakon izbjeljivanja (FRAP), metode reaktivne supstance
tiobarbiturne Kiseline (TBARS) i metode slobodnih radikala 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil-
hidrata (DPPH). FRAP u ekvivalentima zeljeza (Fe) (II) [mM g-1 FW] i TBARS [nmol g-1
FW] bili su znatno snizeni u grupama uzoraka bijelog vina WW79 i WWq.12 U odnosu na
grupe uzoraka WW;.3 1 WW,.6. DPPH 50 % EC [mg FW/ml] je bio znatno povisen u grupama
uzoraka bijelog vina WW7.9 i WW3.12 U odnosu na grupe uzoraka WW .3 1 WW ..

25



Rezultati

Tablica 4. Antioksidativni kapacitet bijelog vina

Aritmeti¢ka sredina

(standardna devijacija)
Grupe uzoraka WW3.3 WW,6 WW-.g WWi5.12
FRAP
u ekvivalentima Fe (11) | 11930 (18,17)" 74,29 (3,003)* 32,93 (1,283)*" | 29,56 (1,836)*"
[mM/g FW]
TBARS 13,84 (1,307)" 9,85 (1,419)* 1,47 (0,014)*" | 2,79 (0,303)*
[nmol/g FW]

DPPH 0% EC | 10,65 (1,791) 16,97 (0,7992) | 56,93 (9,138)*" | 59,25 (2,415)*"
[mg FW/ml]

p < 0,05 - prag statisticke znacajnosti (ANOVA)
WW,_3_grupa uzoraka bijelog vina 1-3

WW,.6 — grupa uzoraka bijelog vina 4-6

WW7.g — grupa uzoraka bijelog vina 7-9

WWo3,.12 - grupa uzoraka bijelog vina 10-12

" - p < 0,05 u usporedbi s WWi.5

- p < 0,05 u usporedbi s WW,_

FRAP — metoda fluorescentnog oporavak nakon izbjeljivanja
TBARS — metoda reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline

DPPH — metoda slobodnih radikala 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil-hidrat
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Rasprava

6. RASPRAVA

Najvaznije svojstvo endotela je sposobnost vazodilatacije krvnih zila kao odgovor na zilni
stres, a U slucajevima oSteCenog endotela dolazi do endotelne disfunkcije (1). Prethodna
istrazivanja (4, 5) pokazala su kako komercijalno dostupna bijela vina imaju znatno slabiju
sposobnost vazodilatacije i znatno nizi udio polifenola u odnosu na crna vina. U nasem
istrazivanju dokazano je kako vazorelaksacija potaknuta bijelim vinom ovisi o uzorku
(postupku proizvodnje) i dozi bijelog vina. Vazorelaksacija potaknuta bijelim vinom bila je, u
odnosu na grupu uzoraka bijelog vina dobivenih standardnim postupkom i grupu u kojima je
vino dobiveno hladenjem masulja, znatno jaa u grupama uzoraka bijelog vina dobivenih

postupkom produzene maceracije.

U istrazivanju Fitzpatricka i suradnika (4) dokazano je kako je vazorelaksacija izazvana
produktima grozda posredovana cGMP-NO putem, §to moze dovesti do smanjenja incidencije
koronarne bolesti. Ha SK i suradnici u svom istrazivanju (2) dokazali su kako
vazorelaksacijsko svojstvo dealkoholiziranog vina ovisi o endotelu zbog endotelne
sposobnosti otpustanja EDRF-a, ¢iji je predstavnik NO. NO nastaje metabolizmom L-
arginina, NO sintetazom endotelnih stanica te sudjeluje u opusStanju vaskularnih glatkih
miSica, ali ostvaraje i brojna druga svojstva: adhezija i migracija leukocita u arterijsku
stijenku, sprjeCavanje agregacije trombocita i inhibicija proliferacije vaskularnih glatkih
misi¢nih stanica (1). NO takoder ima bitnu ulogu u stani¢noj signalizaciji, a sudjeluje i u
reguliraciji napetosti kisika u kontroli ventilacije i proizvodnji eritropoetina (13). Prethodno
istrazivanje (1) pokazalo je kako se NO otpusta iz endotelnih stanica kao odgovor na Zilni
stres pod djelovanjem spojeva kao §to su: acetilkolin, trombin i bradikinin. U naSem
istrazivanju dokazano je kako predtretman aortnih prstenova s L-NAME-om, inhibitorom NO
sintaze potpuno ponistio vazodilatatorni odgovor na sve uzorke bijelog vina. Ovime smo

dokazali i ulogu NO-a u vazorelaksacijskom odgovoru na bijelo vino.

U istrazivanju Flesch M i suradnika (3) dokazano je kako vina ostvaraju koristan u¢inak
zahvalju¢i svojim vazodilatatornim svojstvima (3). Na osnovu prethodnog istrazivanja (4),
zakljuceno je da bijela vina sadrze vazodilatacijske tvari, Cija koncentracija ovisi 0 vrsti
grozda koriStenom za dobivanje vina te o postupcima s grozdem prije fermentacije.
Flavonoidi su fitokemikalije biljnog porijekla ¢ija je najbitnija karakteristika jaka kemijska

reaktivnost pomoc¢u koje ostvaraju antioksidativne ucinke (18). Nasi rezultati su pokazali
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Rasprava

kako je sadrzaj fenola i flavonoida u grupama uzoraka bijelog vina dobivenih standardnim
postupcima i grupama u kojima je vino dobiveno hladenjem masulja, znantno nizi u odnosu

na grupe uzoraka bijelog vina dobivenih eksperimentalnim postupcima.

Eksperimentalne studije (10, 16) su pokazale kako je glavni razlog kardioprotektivnog uc¢inka
crnog vina prisutnost velikog broja polifenolnih spojeva koji imaju antioksidativna i
protuupalna svojstva, pomocu kojih ostvaraju kardioprotektivni u¢inak. U nasem istrazivanju
dokazan je znatno snizeni antioksidativni kapacitet bijelog vina u skupinama uzoraka bijelog
vina dobivenih standardnim postupcima i grupama u kojima je vino dobiveno hladenjem
masulja u odnosu na grupe vina dobivene drugim eksperimentalnim postupcima. Ovime smo
dokazali i kako povecanje sadrzaja polifenola poveéava antioksidativni kapacitet. U naSem
istrazivanju FRAP vrijednost je rasla produljenjem trajanja maceracije (najvisa razina bila je u
skupini u kojoj je maceracija trajala 30 dana, skupina WW,.3), prilikom ¢ega se povecao i
antioksidativni status vina. DPPH 50 % EC vrijednost padala je s produljenjem trajanja
maceracije (najviSa vrijednost bila je u skupini bez maceracije, u vinima dobivenim
standardnim postupcima, skupina WWq.12). DPPH 50 % EC i FRAP metode su obrnuto
proporcionalne te smo mjerenjem DPPH 50 % EC potvrdili kako se antioksidativni status
vina povecava produljenjem trajanja maceracije. TBARS vrijednosti su pokazale kako
povecanjem trajanja maceracije dolazi do povecanja sadrzaja produkata peroksidacije lipida

(najvisa razina bila je u skupini u kojoj je maceracija trajala 30 dana, skupina WW.3).
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

- Ovisno o povec¢anom 1i/ili ouvanom sadrzaju kvercetina, rezultati pokazuju bijelim
vinom potaknutu vazorelaksaciju kao ovisnu 0 NO i sugeriraju mogucnost povecanja
vazorelaksacijskog potencijala bijelog vina koriStenjem razli¢itih postupaka
proizvodnje.

- Tehnologija prerade bijelog vina, koja ukljuuje maceraciju, znaajno pridonosi
povecéanju sadrzaja pozeljnih kemijskih spojeva i antioksidativnog kapaciteta u vinu.

- Maceraciju, kao nuzan postupak u proizvodnji crnog vina, treba pazljivo dozirati u
proizvodnji bijelog vina kako bi se postigao znatno veci sadrzaj poZeljnih kemijskih
spojeva u odnosu na vina dobivena standardnom tehnologijom, ali izbjegli nezeljeni
okusi i arome vina.

- Za donosenje zakljucka o antioksidativnom ucinku, potrebno je provesti in Vvivo

eksperimente.
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Sazetak

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati vazodilatacijski potencijal i antioksidativni status bijelih vina

proizvedenih razli¢itim tehnoloskim procesima.
Nacrt studije: Eksperimentalna studija na izoliranim organima laboratorijskih zivotinja.

Ispitanici i metode: Kao uzorak za aortalne prstenove koristili smo torakalna aortu Sprague-
Dawley Stakora. Nakon izolacije, aortu smo odlozili u Petrijevu zdjelicu s oksigeniranom
Krebs — Henseleitovom otopinom. Aortu smo potom smjestili u sustav tkivnih kupelji za
izolirane organe te nakon sat vremena stabilizacije dodali noradrenalin i acetilkolin. Nakon

ispiranja dodali smo uzorke bijelog vina u kumulativnoj dozi 0,1-8 %o.

Rezultati: Vazorelaksacija u grupama uzoraka bijelog vina WWy.3 i WW,.s bila je znatno jaca
nego u grupama uzoraka bijelog vina WW 7.9 i WW 10.1,. Predtretman aortnih prstenova s L-
NAME-om potpuno je ponistio vazodilatatorni odgovor na sve uzorke bijelog vina. Sadrzaj
fenola i flavonoida u grupama uzoraka WW 7.9 | WW 101, znatno je sniZzen u usporedbi s
grupama WW.3 i WW,6. FRAP i TBARS su bili znatno snizeni u grupama WW-.g i WW1g.12
u odnosu na grupe WWi.3 i WW,_6, dok je DPPH 50 % EC bio znatno povisen.

Zakljucak: Rezultati pokazuju da je bijelim vinom potaknuta vazorelaksacija ovisna o NO i
upucuju na mogucnost povecanja antioksidativnog kapaciteta 1 vazodilatacijskog potencijala

bijelog vina koristenjem razli€itih postupaka proizvodnje, ovisno o sadrZaju kvercetina.

Kljuéne rijeci: fenoli; flavonoidi; spektrofotometrija; Stakori; torakalna aorta;

vazorelaksacija; vino
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9. SUMMARY

White wine - induced endothelium-dependent vasorelaxation in Sprague-Dawley Rats

Objectives: The main goal of this study was to examine the vasodilatory potential and

antioxidant status of white wines produced by different technological processes.
Study Design: Experimental study on isolated organs of laboratory animals.

Participants and methods: Sprague-Dawley rat thoracic aorta was used as a sample for
aortic rings. After isolation, the aorta was placed in a Petri dish with oxygenated Krebs -
Henseleit solution. The aorta was placed in a tissue bath system for isolated organs and
noradrenaline and acetylcholine were added after one hour of stabilization. After rinsing, we
added samples of white wine in cumulative doses 0.1-8 %o.

Results: Vasorelaxation in groups of wine samples WW;.;3 and WW,¢ was much stronger
than that of WWr9 and WWo.1> groups. Pretreatment of the aortic rings with L-NAME
completely abolished vasodilator response to all white wine samples. Phenol and flavonoid
content in WW 7.9 and WW .12 groups of wine samples compared to WW;.3 and WWg.4
groups were significantly decreased. FRAP and TBARS were significantly decreased in
WW-;9 and WWi.12 groups of wine samples compared to WW;.3 and WW,¢ groups, and
DPPH 50 % EC was significantly increased.

Conclusion: The results show that white wine induced vasorelaxation is NO-dependent and
suggest the possibility of increasing the antioxidant capacity and vasodilatory potential of
white wine using different production methods, depending on the quercetin content.

Key words: phenol; flavonoids; spectrophotometry; rats; thoracic aorta; vasorelaxation; wine
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