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1. UvOoD

1.1. Prekomjeran unos soli i arterijska hipertenzija

Kardiovaskularne bolesti uzrokuju najvecu stopu smrtnosti u svijetu, a medu njima
najznacajnija je arterijska hipertenzija, odnosno povisen krvni tlak (1). Na hipertenziju
upucuje stalno povisen tlak iznad 140 mm/Hg sistolicki te iznad 90 mm/Hg dijastolicki (2).
Brojni ¢imbenici poput pretilosti, sjedilackog nacina Zivota, genske predispozicije i1 starenja
uzrokuju hipertenziju, a kljuan je medu njima, na kojeg mozemo utjecati, Visok unos soli
(3-4).

Unos soli u organizam u danas$nje vrijeme viSestruko je ve¢i od potrebnog, s
prosjecnim dnevnim unosom od 9 do 12 grama. Prema preporukama Svjetske zdravstvene
organizacije (SZO) dnevni unos kuhinjske soli trebao bi iznositi manje od 2 grama natrija
odnosno do 5 grama kuhinjske soli na dan (5). Prema istrazivanjima provedenim u Republici
Hrvatskoj, prosje¢an dnevni unos soli iznosio je 11,6 grama, $to je dvostruko viSe nego
preporuceno, pri ¢emu zene prosjecno konzumiraju 10,2 grama, a muskarci 13,3 grama

dnevno (6 - 7).

Tako dijeta bogata solju predstavlja vode¢i problem u razvijenim zemljama jer
uzrokuje nastanak 1 progresiju arterijske hipertenzije, ali takoder uzrokuje oStecenje
vaskularne 1 endotelne funkcije i kod normotenzivnih ispitanika Cime predstavlja veliki
javnozdravstveni problem (4, 8). WASH-pokret (engl. World Action on Saltand Health
Movement, WASH) osnovan 2005. godine za cilj ima promicanje smanjenja koli¢ine unosa
soli u svijetu (9). Kako bi se populaciji priblizile smjernice za prehranu sa smanjenim udjelom
soli izdane su DASH-preporuke (engl. DietaryApproaches to Stop Hypertension, DASH)

(10). Cilj je smanyjiti unos soli i posljedicno smanjiti prevalenciju arterijske hipertenzije.
1.2.  Utjecaj soli na patofiziologiju kardiovaskularnih bolesti
Istrazivanja koja su se bavila proucavanjem mehanizma utjecaja soli na razvoj

kardiovaskularnih bolesti pogotovo hipertenzije u najve¢em su broju provedena na animalnim

modelima. Osim animalnih studija, radena su istrazivanja na humanim modelima. Nekolicina
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je onih koji su se bavili utjecajem kratkotrajnih visokih koli¢ina soli na mlade normotenzivne
ispitanike. Te su studije pokazale da kratkotrajna visoko slana dijeta dovodi do endotelne
disfunkcije na makrocirkularnoj, ali i mikrocirkularnoj razini neovisno o povisenju krvnog
tlaka (2, 11). Humani modeli daju bolji in vivo uvid na djelovanje soli na organizam, ali

neinvazivnost metoda predstavlja svojevrsnu prepreku za opseznija istrazivanja (12).

lako su brojna istrazivanja pokazala neupitnu povezanost prekomjernog unosa
kuhinjske soli i nastanka vaskularne odnosno endotelne disfunkcije, nije u potpunosti
objasnjen mehanizam nastanka. PredloZeni su izgledni patofizioloski putovi nastanka
ukljudujuéi autonomni zivéani sustav (AZS), renin-angiotenzinski sustav (RAS) i endotelno-

leukocitna interakcija (2, 13).

Endotel ima funkciju kontrole vaskularnog tonusa, inhibicije agregacije trombocita te
propusnosti vaskularne stjenke, a samim time regulira krvni protok (14). Zdrav endotel krvnih
zila osnovna je pretpostavka za kardiovaskularno zdravlje (15). Ukoliko dode do razvoja
endotelne disfunkcije smanjuje se produkcija i/ili biodostupnost vazodilatatora duSikovog
oksida (NO) i/ili postoji neravnoteza izmedu endotel-ovisnih vazodilatacijskih i
vazokonstrikcijskinh metabolita arahidonske kiseline (15). Takvo stanje dovodi do nerazmijera
raspolozivosti NO-a 1 aktivnosti vazokonstrikcijskih ¢imbenika, a samim time 1 do povecanog
rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti. Kako bi organizam ocuvao bioravnotezu,
aktivira se RAS (15).
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povecanje krvnog tlaka
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Slika 1. Shema aktivacije RAS-a
(‘izradila autorica )
A) pad krvnog tlaka u bubrezima aktivira lucenje renina; B) renin u jetri konvertira
angiotenzinogen u agiotenzin I; C) u plu¢ima angiotenzin konvertiraju¢i enzim konvertira
angiotenzin | u angiotenzin Il; D) angiotenzin II djeluje na krvne zile, nadbubreznu zlijezdu i
hipofizu; E.1) poti¢e lucenje antidiuretskog hormona iz hipofize; E.2) djeluje na lucenje
aldosterona iz nadbubrezne Zlijezde; E.3) direktno poveéava krvni tlak djelujuci
vazokonstriktorno na krvne zile; F) retencija soli i vode te vazokonstrikcija dovodi do

povecéanja krvnog tlaka.

Uloga RAS-aje regulacija ravnoteze elektrolita narodito natrija i kalija te s tim
povezanog volumena tjelesnih tekucina (2). Kona¢ni produkt jest angiotenzin II koji je
odgovoran za veéinu ucinaka tog sustava: vazokonstrikciju venula i arteriola, lucenje
antidiuretskog hormona iz hipofize, aldosterona iz nadbubrezne Zlijezde koji u konaénici

imaju za posljedicu porast sistolickog i dijastolickog arterijskog tlaka (2).

Kao $to je poznato, arterijski krvni tlak i ekskreciju natrija regulira upravo RAS.
Dijeta bogata solju, odnosno, velika koncentracija natrija u krvi suprimira stvaranje
angiotenzina II. U odsustvu bubrezne bolesti ili sli¢nih ostecenja organizam tim mehanizmom

regulira ekskreciju natrija urinom. Medutim, velike koli¢ine cirkuliraju¢eg angotenzina II kod

3
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poremecaja RAS-a dovode do oksidativnog stresa koji vodi u endotelnu disfunkciju i upalu
(15). Logika bi nalagala da smanjena koncentracija angiotenzina II dovodi do povecane
ekskrecije natrija ¢ime bi se uspostavio normalan krvni tlak. Medutim, danas istrazivaci
izvjeStavaju kako kroni¢na, Kkontinuirana ishrana bogata solju, odnosno, kroni¢no niska
koncentracija angiotenzina Il dovodi do oksidativnog stresa i vaskularne disfunkcije koje opet

dovode do pojave hipertenzije i posljedi¢no drugih kardiovaskularnih stanja i bolesti (15).

Dakle, oksidativni stres ima vaznu (ako ne i kljuénu) ulogu u nastanku endotelne
disfunkcije. Oksidativni stres definira se kao stanje poremecenog odnosa proizvedenih
slobodnih kisikovih radikala (engl. reactiveoxygenspecies, ROS) i antioksidansa, kao njihovih
pandana. SuviSak ROS-a igra vaznu ulogu u upalnom odgovoru, rastu stanica, apoptozi i
izmjeni vaskularnog odgovora kao i u oksidaciji kolesterola niske gustoce $to se povezuje s
ranim razvojem ateroskleroze (17). Salinitet krvi dovodi do osmolitickog i ionskog stresa koji
dovodi do proizvodnje ROS-a (17). Proizvodnja ROS-a u endotelu krvnih Zila povecana je u
svim stanjima koja dovode do arterosklerotskih promjena kardiovaskularnih bolesti kao §to su

hipertenzija, dijabetes i dislipidemija (17).

Istrazivanja provedena na animalnim modelima (osobito Stakorima) pokazala su da
kratkotrajna HS dijeta smanjuje ekspresiju i aktivnost antioksidativnih enzima, §to samostalno
ili u kombinaciji s pove¢anom aktivnosti prooksidativnih enzima rezultira nastankom

oksidativnog stresa (18).

Slobodni radikali su kemijske vrste s nesparenim elektronom u vanjskoj orbitali,
izrazito nestabilni i reaktivni (19). Kako bi sparili svoj slobodni elektron, slobodni radikali
stupaju u reakciju s bioloskim molekulama poput proteina, lipida, ugljikohidrata i nukleinskih
kiselina uzrokuju¢i njihovo osteéenje (19). ROS ukljuCuje sve nestabilne metabolite
molekularnog kisika (O2) koji imaju visu reaktivnost nego O, poput superoksid radikala
(0O2¢), hidroksilnog radikala (HO") i ne-radikalnih molekula kao $to je vodikov peroksid
(H202) (15, 19). Ti su metaboliti generirani kao nusprodukti normalnog aerobnog
metabolizma, ali njihova se razina povecava pod stresom $to dokazuje da je osnovni
zdravstveni rizik (19). Upravo zbog tih svojstava, ako je u stanicama doslo do oksidativnog
stresa, odnosno neuravnoteZzene neutralizacije ROS-a, nastaju mutacije, poremecaj grade
aminokiselina i membrana, hidroksilacija DNA (engl. deoxyribonucleicacid, DNA), pojacana

je apoptoza stanica, $to sve moze dovesti do kroni¢nih kardiovaskularnih bolesti kao $to su

4
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ateroskleroza te kardiomiopatija, ali i do neurodegenerativnih bolesti (Huntingtonova,
Alzheimerova i Parkinsonova bolest) (19). U organizmu su najzastupljeniji slobodni radikali
reaktivni kisikovi spojevi. Oni su povezani s enzimima koji proizvode vazoaktivne
metabolite, na nacin da promjene produkciju COX (engl. cyclooxigenase, COX) enzima u
smjeru vazokonstriktora ili na nac¢in da smanjuju biodostupnost NO-a (15). ROS dovodi do
pojacane lipidne peroksidacije i smanjenja dostupnosti endotelne sintetaze dusikovog oksida
(engl. endothelialnitricoxidesynthases, eNOS) pa i produkcije NO-a sto ukupno dovodi do
endotelne disfunkcije i do razvoja hipertenzije. Sve veéi broj studija na animalnim modelima
pokazuje kako je inhibicija RAS-a uzrokovana prekomjernim unosom soli vazna spona u

posljedi¢nom poviSenju razine oksidativnog stresa i nastanku endotelne disfunkcije (19 - 20).

1.3.  8-iso-prostaglandin F2a

Arahidonska kiselina je polinezasi¢ena masna kiselina koja je sastavni dio stani¢nih
membrana. Njen esterificirani oblik u slobodnu medustani¢nu teku¢inu odvajaju fosfolipaze s
naglaskom na fosfolipazu A2 (21). Daljnji metabolizam igra vaznu ulogu u pravilnom
funkcioniranju vaskularnog i imunosnog sustava, promoviranju i razrjeSavanju upalnih stanja
i alergija, ali i drugih Zivotno vaznih funkcija (21). Slobodna arahidonska kiselina moze
krenuti razli¢itim enzimatskim kaskadama ukljucuju¢i put ciklooksigenaza, lipooksigenaza,
citokrom p450 ili anandaminski put (21). Put ciklooksigenaza ukljucuje ciklooksigenazu-1
(engl. cyclooxygenase-1, COX-1) i ciklooksigenazu-2 (engl. cyclooxygenase-2, COX-2), koje
arahidonsku kiselinu dalje transformiraju u razli¢ite prostaglandine (22). lzomeri
prostaglandina prisutni su kod ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti (15). Neinvazivna
istrazivanja provedena na zdravim pojedincima istrazivala su utjecaj visoko slane dijete
upravo na derivate COX-a gdje je pokazano kako odstupanje u regulaciji poglavito COX-1
enzima dovodi do mikrovaskularne endotelne disfunkcije uslijed sedmodnevne dijete s
velikim udjelom soli (18, 22).

Osim navedenih enzimatskih putova, arahidonska kiselina moze krenuti i
neenzimatskim putem djelovanjem ROS-a (22). Neenzimatskim putem djelovanjem ROS-a
proizvode se isoprostani. Isoprostani su prostaglandinu slicni spojevi koji nastaju
peroksidacijom arahidonske kiseline slobodnim radikalima. Jedan od tih izoprostana je
8-iso-prostaglandin F2a (8-is0-PGF2a) - potentan vazokonstriktor i stani¢ni biomarker
oksidativnog stresa (22). Ima vaznu ulogu u Zenskom reproduktivnom sustavu (ovulacija i

kontrakcija maternice), miokardijalnoj disfunkciji te kontrakciji arterija (22). Koncentracija 8-

5
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1IS0-PGF20 raste u akutnoj i kroni¢noj upali, koji nastaju iz oksidativnog metabolizma
arahidonske kiseline induciraju¢i ekspresiju odredenih upalnih citokina koji poveéavaju
produkciju ROS-a (18, 22 - 23). Na animalnim modelima, poglavito $takorima, kratkotrajna
visoko slana dijeta dovodi do promjene u vazokonstrikciji i vazodilataciji djeluju¢i na
mikrocirkulaciju (24), Sto se povezuje s povecanom koncentracijom vazokonstriktora

ukljucujuéi 8-is0-PGF2a (25).

membranski fosfolipidi )
arahidonska kiselina )

ciklooksigenaze

lipooksigenaze

reaktivne
kisikove vrste

citokrom P150

Slika 2. Shematski prikaz proizvodnje metabolita arahidonske kiseline

ind pysjewizua

(‘izradila autorica )

Buduc¢i da se u novije vrijeme sve vise uocava uloga prostaglandina u procesima upale
i oksidativnog stresa, sve se vise istrazuje njihova funkcija te je njihovo mjerenje jedno od
uobiCajenih metoda za procjenu oksidativnog stresa kako u animalnim tako i u humanim
istrazivanjima. Ipak, daljnja istrazivanja su nuzna za bolje razumijevanje utjecaja prehrane s
velikim udjelom soli na stvaranje 8-iso-PGF2a te njegovog posljedi¢nog utjecaja na razvoj
endotelne disfunkcije u odsustvu povisenog krvnog tlaka te potencijalno na njegove

prediktorske vrijednosti u smislu biljega oksidativnog stresa.
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Tjedan dana dijete s velikim udjelom kuhinjske soli povecat ¢e koncentraciju
8-iso-prostaglandina F2a (kao jednog od indikatora povecane razine oksidativnog stresa) u

serumu zdravih mladih ispitanika obaju spolova.
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Cilj je ovog istrazivanja odrediti u¢inak kratkotrajne dijete s velikim udjelom soli na
koncentraciju 8-iso-prostaglandina F2a u uzorcima seruma metodom ELISA u zdravih mladih

pojedinaca.



4. Ispitanici i metode

4. ISPITANICI | METODE

4.1.Ustroj studije

Studija je ustrojena kao nerandomizirani klinicki pokus u kojem su svi ispitanici bili
podvrgnuti istom protokolu te su sami sebi bili kontrola (26). U istrazivanju je sudjelovalo 20
zdravih mladih ispitanika obaju spolova (ukupno 60 posjeta Laboratoriju za klinicku
fiziologiju 1 fiziologiju sporta 1 obrada 60 uzoraka u Laboratoriju za molekularnu 1 klini¢ku

imunologiju).

Promatranaje studija dio istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ
IP-2016-06-8744) i odobrilo ju je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa:
602-04/15-08/08, Broj: 2158-61-07-15-68).

4.2.1spitanici

U studiji je sudjelovalo 20 zdravih mladih pojedinaca obaju spolova koji su bili
regrutirani putem oglasa na Medicinskom fakultetu Osijek. Isklju¢ni kriteriji za sudjelovanje
u istrazivanju bili su hipertenzija ili hipotenzija, koronarna bolest, SeCerna bolest,
hiperlipidemija, bubrezno oSteCenje, cerebrovaskularne bolesti ili bolesti perifernih krvnih
zila. Isklju¢ni kriteriji su takoder bili uzimanje oralnih kontraceptiva, antihipertenziva,
protuupalnih nesteroidnih lijekova, steroida ili lijekova koji su mogli imati utjecaj na endotel.
Svi su ispitanici bili detaljno informirani o svim protokolima i procedurama ovog istrazivanja.
Takoder, svaki je ispitanik morao potpisati informirani pristanak prije ulaska u protokol

istrazivanja.

Svi su ispitanici prvo bili sedam dana na dijeti s malim udjelom kuhinjske soli
(engl. lowsalt, LS) koja je podrazumijevala unos oko 3,5 grama kuhinjske soli dnevno
(DASH-dijeta) te predstavlja tzv. period ispiranja. Potom su ispitanici sedam dana bili na
dijeti s velikim udjelom kuhinjske soli (engl. highsalt, HS). Hranom su i dalje unosili oko
3,5 grama soli, dok su ostatak od 11,7 grama kuhinjske soli nadomjestili u obliku praha soli

(ukupno oko 14 grama soli dnevno) (10). Tijekom studije imali su ukupno tri posjeta



4. Ispitanici i metode

Laboratoriju za klini¢ku fiziologiju i fiziologiju sporta (LFKKS), prije i poslije opisanih
dijetnih protokola.

4.3. Metode

Pri svakom posjetu ispitanicima je bio izmjeren arterijski tlak, indeks tjelesne mase
(engl. bodymassindex, BMI), omjer opsega struka i bokova (engl. waist-to-hip ratio, WHR) te

su uzeti uzorci prikupljenog 24-satnog urina te uzorak venske krvi.

Nakon 15 minuta mirovanja u sjede¢em polozaju, mjerio se arterijski tlak pri pocetku
svakog dolaska u LFKKS. Prosjek triju uzastopnih mjerenja automatskim oscilometrom
(OMRON, Osaka, Japan) uzet je kao kona¢na vrijednost mjerenja. Uporabom empirijski
izvedenih formula izracunat je BMI. lz uzorka 24-satnog urina mjerena su sljedeca
biokemijska obiljezja: natrij, kalij, urea i koeficijent kreatinina. Dnevni unos kuhinjske soli u
gramima izraCunat je iz vrijednosti 24-satne natrijureze. Tim mjerenjem potvrdivalo se

pridrzavanje dijetnog protokola svih ispitanika.

Svim je ispitanicima bio uzet uzorak venske krvi. Koncentracija 8-iso-PGF2a
odredivala se iz seruma ELISA metodom (eng. enzyme-linkedimmunosorbentassay, ELISA) u
duplikatu u Laboratoriju za molekularnu i klinicku imunologiju. Kvantifikacija
8-is0-PGF2a vrsena je tvorni¢kim kitom Human 8-iso-prostaglandin F2a ELISA Kit
(MyBioSource, San Diego, California, United States) prema uputama proizvodaca. Koristeni

kit samo je za istrazivacke svrhe, ne i za kvantifikaciju u svrhu dijagnostike.

Slika 3. Priprema uzoraka i materijala za kvantifikaciju 8-iso-PGF2a
(fotografirala autorica)
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4. Ispitanici i metode

Koristena ELISA metoda je ELISA metoda uz kompetitivnu inhibiciju. Specificna
antitijela vezana su na dno testnih jamica te se u njih dodaju standard i uzorak. Dodaje se
takoder prvi detekcijski reagens koji je zapravo biotinom obiljezen antigen. Analit od interesa
i biotinom obiljezen antigen kompetitivno se vezuju za imobilizirana antitijela. Nakon

inkubacije nevezani se konjugat ispire.

& D R |
Slika 4.Pipetiranje uzoraka i reagensa na testnu plocu prema uputama proizvodaca

(fotografirala autorica)

Sljede¢i je korak dodavanje enzima hrenovske peroksidaze (engl. Horseradish
Peroxidase, HRP) koja je konjugirana avidinom. Poslije inkubacije dodaje se supstrat HRP-a,
kromogen. Testna smjesa mijenja boju u plavu katalitiCkom aktivnosti peroksidaze te
dodatkom kiseline testna jamica mijenja boju u zutu. Sto je koncentracija analita u uzorku
ve€a, inhibicija vezanog obiljezenog antigena i antitijela je jaca 1 posljedicno je slabiji
intenzitet Zute boje. Naposljetku se dodaje otopina koja zaustavlja reakciju. Kona¢ni intenzitet
boje obrnuto je proporcionalan koncentraciji ispitivanog analita u uzorku, u ovom slucaju 8-
iIS0-PGF20. Inkubacija se odvijala uz mijesanje automatskim instrumentom VIBROMIX 40

(Tehtnica Zelezniki, Zelezniki, Slovenia).
Mjerenje intenziteta obojenja, odnosno apsorbance, radeno je pomocéu

spektrofotometra uz koristenje standardne krivulje (PR 3100 TSC Microplate Reader, BioRad

Laboratories, Hercules, California).
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Slika 5.Spektrofotometar koriSten za mjerenje intenziteta obojenja

(fotografirala autorica)

Slika 6. Integralna programska podrska za izracun standardne krivulje i izra¢un apsorbance
uzoraka na testnoj plocici
(fotografirala autorica)

4.4, Statisticke metode
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4. Ispitanici i metode

Svi rezultati prikazani su kao aritmeticka sredina i standardna devijacija. Obiljezja
mjerena prije odrzanoga HS protokola i nakon njega (nakon perioda ispiranja i poslije
HS dijete) usporedivani su t-testom za zavisne uzorke. Kada varijable nisu bile normalno
raspodijeljene, primijenio se Wilcoxonov test za zavisne uzorke. StatistiCka znacajnost
podesena je na P<0.05. Za statisticku analizu koristio se SigmaPlot (version 11.2,

SystatSoftware, Inc, Chicago, USA).
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S. REZULTATI

U ovom istrazivanju koriSteni su uzorci dobiveni od 20 mladih zdravih ispitanika
obaju spolova od kojih je bilo 10 Zzena i 10 muskaraca. Njihova srednja dob bila je 20 godina
uz standardnu devijaciju 1.Antropometrijska obiljezja ispitanika mjerena prije i poslije
protokola prikazana su u Tablici 1. Tjedan dana HS dijete nije doveo do statisticki znacajne
promjene BMI-a i WHR-a u zdravih mladih ispitanika obaju spolova, $to je prikazano u
Tablici 1.

Tablica 1. Antropometrijskaobiljezja ispitanika

Aritmeticka sredina (standardna devijacija)
Obiljezje* .
Zene Muskarci
Prije HSt Poslije HS+ Prije HS+ Poslije HS+
BMI (kg/m?) 22,8 (2,3) 22,6 (2,4) 23,1 (2,8) 23,4 (2,9)
WHR 0,72 (0,03) 0,71 (0,02) 0,79 (0,04) 0,79 (0,03)

* BMI — indeks tjelesne mase; WHR — omijer struka i bokova

+tHS — prehrana s visokim udjelom soli
Promjene hemodinamskih obiljezja mjerenih prije i nakon protokola prikazane su u
Tablici 2. Prije provedenog HS protokola i nakon njega nije doSlo do statisticki znacajne

razlike u vrijednostima arterijskog tlaka i pulsa u zdravih mladih ispitanika obaju spolova.

Tablica 2. Hemodinamska obiljezja ispitanika

Aritmeticka sredina (standardna devijacija)
ObiljeZje* Zene Muskarci
Prije HST Poslije HS' Prije HS' Poslije HS*
SBP (mmHg) 111 (6) 112 (9) 123 (9) 124 (6)
DBP (mmHg) 74 (6) 74 (9) 77 (7) 74 (8)
MAP (mmHg) 86 (6) 87 (8) 92 (7) 91 (7)
HR (otkucaja u minuti) 75 (13) 78 (11) 73 (11) 71 (10)

*SBP — sistolicki arterijski tlak; DBP — dijastolicki arterijski tlak;
MAP — srednji arterijski tlak; HR — puls
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1 HS — prehrana s visokim udjelom soli

5. Rezultati

Tjedan dana HS dijete uzrokovao je statisticki znacajno povecanje 24h natrijureze, a

time i izracunatog dnevnog unosa soli U zdravih mladih ispitanika obaju spolova. Mjerenjem

ekskrecije natrija i izraCunom dnevnog unosa natrija u uzorku 24-satnog urina potvrdeno je da

su se ispitanici pridrzavali dijetnog protokola (Tablica 3.). Tjedan dana HS dijete nije

uzrokovao statisti¢ki znac¢ajnu promjenu drugih obiljezja mjerenih iz 24h urina: volumena 24

h urina, kalija, uree i koeficijenta kreatinin

a.

Tablica 3. Biokemijska obiljezja u 24h urinu ispitanika

Aritmeticka sredina (standardna devijacija)
Obiljezje Zene Muskarci
Prije HS" Poslije HS" Prije HS" Poslije HS”
Volumen 24h urina 1415 (556) 1460 (712) 1400 (668) 1411 (523)
Natrij u 24h urinu .
. 79,1 (27,3) 211,6 (71,1)7 102,4 (44,2) | 284,5 (108,4)
(mmol/Du)

Izratunat unos 4,6 (1,6) 12,4 (4,2)3 6,0 (2,6) 16,6 (6,3)
Kalij u 24h urinu 34,9 (13,7) 40,4 (29,6) 49,0 (19,9) 62,9 (27,4)
Urea u 24h urinu 174,8 (51,5) | 209,4 (128,8) | 353,9 (102,6) | 446,44 (281,1)

Koeficijent kreatinina
_ 141,1 (30,3) | 127,3(554) | 203,4(43,7) | 228,1(819)
u 24h urinu

* HS — prehrana s visokim udjelom soli; NaCl — natrijev klorid

T t-test za zavisne uzorke, p < 0,001
I t-test za zavisne uzorke, p < 0,001
§ t-test za zavisne uzorke, p < 0,001

|| t-test za zavisne uzorke, p < 0,001

Na Slici 6. prikazan je utjecaj sedmodnevne dijete s visokim udjelom soli na serumsku

koncentraciju 8-iso-PGF2a u populaciji mladih zdravih Zena i muskaraca. Tjedan dana HS
dijete uzrokovao je statisticki znacajno povecanje serumske koncentracije 8-is0-PGF2a u

zdravih mladih ispitanika obaju spolova.
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Slika 7. Utjecaj kratkotrajne (7-dnevne) dijete s velikim udjelom kuhinjske soli na serumsku
koncentraciju 8-iso-prostaglandina F2a (8-is0-PGF2a) u zdravih mladih zena i muskaraca.
Stupi¢i oznacuju aritmeticku sredinu, a horizontalne crte standardnu devijaciju serumske
koncentracije 8-iso-PGF2a. u promatranim skupinama.

*p zene p=0,020; muskarci p<0,001.

8-is0-PGF2a — 8-isoprostaglandin F2a;HS — prehrana s visokim udjelom soli.
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6. Rasprava

6. RASPRAVA

Sedmodnevna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli uzrokovala je statisti¢ki
znacajno povecanje serumske koncentracije 8-iso-PGF2a u zdravih mladih ispitanika obaju
spolova neovisno o promjenama arterijskog krvnog tlaka. Rezultat ukazuje na vaznost
poviSene razine oksidativnog stresa u patofizioloskom algoritmu nastanka endotelne

disfunkcije uslijed povecanog unosa soli u organizam.

Kao i brojna druga istrazivanja, ova istrazivacka skupina U Svojim ranijim
istrazivanjima pokazala je da kratkotrajna dijeta s velikim udjelom soli negativno utjece na
vaskularnu i endotelnu funkciju u zdravih mladih ispitanika. Medutim, nisu do kraja ispitani
ucinci kuhinjske soli na potencijalne mehanizme i s tim povezane biomarkere koji posreduju
takav ucinak (27 - 28). Kako je 8-is0-PGF2a metabolit koji se Kkoristi kao marker
oksidativnog stresa, a izmedu ostalog je i potentan vazokonstriktor i na taj nacin utjee na
posljedi¢ne promjene endotela (22), nuzno je bilo izmjeriti njegovu koncentraciju ovisno o
promjenama koli¢ina unosa soli u organizam. Naime, studije na animalnim modelima
pokazale su da oksidativni stres ima klju¢nu ulogu u nastanku endotelne disfunkcije uslijed
velikog unosa soli u organizam. Ipak, humana istrazivanja jos uvijek nisu daleko odmaknula u
istrazivanju i rasvjetljavanju mehanizama koji posreduju takve promjene, a medu kojima je i

oksidativni stres.

Povec¢an unos soli u organizam u opc¢oj populaciji problem je kojeg su brojna
istrazivanja istaknula kao pretecu razvoja teskih kardiovaskularnih bolesti. Isto tako, sve se
vise istiCe da smanjenje unosa soli na razinu od preporucenih 5 grama po danu ima pozitivan
u¢inak na zdravlje (2). Bitno je za istaknuti da sistolicki arterijski tlak, dijastoli¢ki arterijski
tlak, srednji arterijski tlak i puls koji su mjereni u ovom istrazivanju nisu bili statisticki
znacajno primijenjeni nakon HS dijete. Ti su nalazi u skladu s dosadasnjim istraZivanjima
koja su pokazala kako sedmodnevna dijeta bogata solju ne uzrokuje promjenu
hemodinamskih obiljezja (11, 29), konkretno arterijskoga tlaka. Takav nalaz govori u prilog
tomu da velik unos soli u organizam moze imati Stetan ucinak na vaskularnu i endotelnu
funkciju neovisno o promjenama arterijskoga tlaka. Ti su rezultati bitni, jer su do sada

hipertenzivni pacijenti bili u fokusu proucavanja utjecaja prehrane bogate solju, dok su
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6. Rasprava

normotenzivni zdravi pojedinci,a time i u¢inci soli na organizam koji su neovisni od promjena

arterijskoga tlaka proucavani u manjoj mjeri (11, 29).

Prema dostupnim podatcima i nas§im saznanjima, znanstvenici jo$ uvijek nisu uspjeli
toc¢no utvrditi vrijeme za koje bi dijeta s visokim udjelom soli dovela do endotelne disfunkcije
u mjeri u kojoj bi ona utjecala na povisenje krvnog tlaka kod zdravih osoba (31). Istrazivanja
koja su se bavila utjecajem soli na endotel tijekom 7 odnosno 14 dana (27, 31) su gotovo sva
jednozna¢no pokazala da velik unos soli u tom periodu ne uzrokuje znacajno povecanje
krvnog tlaka. Takvi su rezultati bitni kako bi se mogli razlu¢iti stvarni ucinci velikog unosa
soli na vaskularnu funkciju od onih koji su uzrokovani poviSenjem arterijskog tlaka

(dokumentirani u brojnim istraZivanjima na populaciji hipertenzivnih pacijenata).

Kako bi se izbjegla svojevrsna pristranost i pogreSke mjerenja, Svi su ispitanici prije
primjenjivanja sedmodnevne visoko slane dijete bili na niskoj slanoj dijeti sedam dana.
Naime, ovo istraZivanje je pokazalo kako je prosje¢an unos soli prije ulaska u studiju za Zene
iznosio 7,7 £ 3,1 grama, dok je kod muskaraca iznosio 8 + 3 grama. Ti su nalazi u skladu s
prije iznesenim podatcima u zemlji i svijetu gdje je pokazano kako muskarci unose vise
kuhinjske soli u organizam u odnosu na Zene (32, 28). Dakle, LS dijetni protokol znacio je
unos ogranicene, smanjene, koli¢ine soli za sve ispitanike prema DASH-planu prehrane (10).
Sedmodnevni period bio je zapravo period ispiranja soli iz organizma kako bi se koli¢ina soli
dovela na preporucenih 5 grama po danu. Nakon tog perioda mjerena je koncentracija
serumskog 8-iso-PGF2a ¢ija se vrijednost usporedivala s koncentracijom mjerenom poslije
HS protokola. Nakon perioda ispiranja, ispitanici su prema HS protokolu sedam dana bili na

dijeti koja je pretpostavljala prosje¢an unos 14 grama soli dnevno.

Zlatni standard za odredivanje prosje¢nog unosa soli u organizam je metoda mjerenja
ekskrecije natrija u 24-satnom urinu i izraéun dnevnog unosa natrija te je ona koristena kako
bi se potvrdilo pridrzavanje protokola svih ispitanika. U ovom istraZivanju potvrdeno je kako
su se svi ispitanici pridrzavali svih uputa jer su oba obiljeZja bila statisticki znacajno povecana
(p<0,05). Druga mjerena obiljezja u 24-satnom urinu nisu bila statisticki znacajno

promijenjena uslijed sedmodnevne HS dijete.

Kratkotrajna dijeta bogata solju u promatranom istrazivanju nije dovela do promjene

indeksa tjelesne mase kao niti promjene omjera struka i bokova, sto je u skladu s rezultatima
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prijasnjih istrazivanja te istrazivacke skupine (11, 28). U nedavnoj je studiji pokazano da
tjedan dana HS dijete nije uzrokovalo znac¢ajno promjenu BMI-a, WHR-a, niti sastava tijela i

tjelesnih tekucina.

Ova istrazivacka skupina vrSila je pokuse mjerenja reaktivnosti mikrocirkulacije koze
kod osoba koje su se hranile prehranom bogatom solju. Pokazano je kako, za oba spola, HS
prehrana dovodi do pogor$anja mikrovaskularne reaktivnosti neovisno o spolu (32, 28).
Nadalje, istrazivanja provedena takoder na zdravim mladim ispitanicima pokazala su kako
muskarci imaju razli¢it odgovor HS dijete na endotelnu produkciju NO-a u odnosu na Zene
(28). Kao sto je poznato, smanjena biodostupnost NO-a dovodi do vaskularne disfunkcije
mehanizmom smanjene vaskularne relaksacije (33). Teoretski, nastanak endotelne disfunkcije
naro¢ito je posredovan smanjenom biodostupnoséu NO-a pa se dolazi do zakljucka kako

postoji razlika u patofiziologiji medu spolovima (15).

Ova istrazivacka skupina takoder je pokazala kako HS dijeta kod zdravih mladih Zena
negativno utjeCe na mikrovaskularnu funkciju preko vazokonstriktorskih metabolita COX
enzima (32, 31). Medutim, izoprostani su entiteti koji se proizvode neenzimatskim putem
djelovanjem ROS-a (22). Proucavani 8-i50-PGF2a snazan je vazokonstriktor i stani¢ni
biomarker oksidativnog stresa koji dodatno potencira produkciju ROS-a inducirajuci
ekspresiju pojedinih citokina. Tako se stvara mehanizam koji dodatno utjeCe i perpeturira
povoljno okruzenje za nastanak endotelne disfunkcije. Kako je pokazano, koncentracija 8-iso-
PGF2a raste u kroni¢noj upali. Oksidativni stres snazno se povezuje s nastankom endotelne
disfunkcije, a na animalnim modelima (34) pokazano je kako kratkotrajna HS dijeta dovodi
do promjene mikrocirkulacije i povezuje se s poveéanom koncentracijom prostaglandina
ukljucujuéi 8-iso-PGF2a (35). Ti rezultati po prvi puta pokazuju utjecaj HS dijete na mjerljive
biljege oksidativnog stresa, odnosno na povecanje serumskog 8-is0-PGF2a nakon tjedan dana
HS dijete u zdravih ispitanika, $to je tek jedan djeli¢ slagalice rasvjetljavanja uloge

oksidativnog stresa u nastanku endotelne disfunkcije uzrokovane HS dijetom.

Opce prihvaéena cinjenica je da unos velikih koli¢ina kuhinjske soli $tetno utje¢e na
zdravlje. Velikim unosom soli povecava se rizik za razvoj hipertenzije i drugih
kardiovaskularnih bolesti. Sve ve¢i broj istrazivanja isti¢e da cak i kratkotrajan velik unos soli
dovodi do osteCenja tkiva, naroCito endotela, na svim vaskularnim razinama — i u

makrocirkulaciji i u mikrocirkulaciji. Ova je istrazivacka skupina u prijasnjim istrazivanjima
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pokazala kako sedmodnevna dijeta dovodi do funkcionalnih promjena endotela. Ovo
istrazivanje je bilo jedan korak dalje u cilju rasvjetljavanja uloge povecanog oksidativnog
stresa u patofizioloSkom algoritmu razvoja endotelne funkcije uslijed velikog unosa soli u
organizam. Rezultati su istrazivanja po prvi puta pokazali da 7-dnevna dijeta s velikim
udjelom soli dovodi do povecanja serumske koncentracije 8-iS0-PGF20 (vazokonstriktor i
biljeg oksidativnog stresa) u populaciji mladih zdravih ispitanika, ¢ime je pokazano kako
prehrana s velikom koli¢inom soli dovodi do poveéanja oksidativnog stresa koje posljedi¢no
moze uzrokovati osteCenja endotela i1 vaskularne reaktivnosti, neovisno o promjenama

arterijskoga tlaka.
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7.  ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeéi zakljucci:

- Kod ispitanika obaju spolova kratkotrajna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli nije

dovela do promjene indeksa tjelesne mase niti omjera struk-bokovi

- Mjereni hemodinamski parametri nakon 7-dnevne dijete s velikim udjelom soli(arterijski
tlak i puls) nisu bili promijenjeni u odnosu na mjerene vrijednosti prije sedmodnevne

visokoslane dijete

- ZnaCajnim porastom24-satne natrijurezei izracunatog dnevnog unosa soli u organizam

utvrdeno je kako su se ispitanici pridrzavali zadanog dijetnog protokola

- Sedmodnevna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli uzrokovala je statisticki zna¢ajno
povecéanje serumske koncentracije 8-iso-prostaglandina F2a, mjerenog ELISA metodom,
Sto ukazuje na potencijalnu ulogu oksidativnog stresa u nastanku endotelne disfunkcije

uslijed velikog unosa soli u organizam.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja:Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti u¢inak 7-dnevne dijete s velikim
udjelom soli na koncentraciju 8-iso-prostaglandina F2a u uzorcima seruma metodom ELISA

u zdravih mladih pojedinaca.

Nacrt studije:Nerandomizirani kontrolirani klini¢ki pokus.

Ispitanici i metode:U studiju je bilo uklju¢eno 20 mladih zdravih normotenzivnih osoba
obaju spolova. Ispitanici su prvo bili 7 dana na dijeti s malim udjelom soli (LS dijeta), a
potom 7 dana na dijeti s velikim udjelom soli (HS dijeta). Prije i poslije HS dijete svim je
ispitanicima mjeren indeks tjelesne mase (BMI), omjer struk-bokovi (WHR), arterijski tlak i
puls te analiziran 24-satni urin. U uzorku venske krvi odredena je koncentracija serumskog
8-is0-PGF2a metodom ELISA.

Rezultati: BMI i WHR nisu bili statisti¢ki zna¢ajno promijenjeni kao niti arterijski tlak i puls
prije i nakon HS protokola. Znacajno povecana 24h natrijureza nakon HS dijete potvrdila je
pridrzavanje ispitanika. Sedam dana HS dijete uzrokovalo je statisticki zna¢ajno povecanje

serumske koncentracije 8-iso-PGF2a.
Zakljucak:Sedam dana HS dijete uzrokovalo je znacajno povecanje serumske koncentracije

8-is0-PGF2a u zdravih mladih ispitanika, $to ukazuje na potencijalnu ulogu oksidativnog

stresa u nastanku endotelne disfunkcije uslijed velikog unosa soli u organizam.

Kljuéne rijeci: kuhinjska sol, reninangiotenzin sustav, oksidativni stres, arahidonska kiselina,

8-iso-prostaglandinF2a
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9. SUMMARY

Measurement of 8-iso-prostaglandin F2a in serum of healthy individuals on high-salt
diet using ELISA method

Objectives: The aim of the present study was to determine the effect of a 7-day high-salt diet
on the concentration of 8-iso-prostaglandin F2a in serum samples by ELISA method in
healthy young individuals.

Study design: Non-randomized controlled trial.

Participants and methods: The study included 20 young healthy normotensive individuals
of both sexes. The subjects were first on a low salt diet (LS diet) for 7 days and then on a high
salt diet (HS diet) for 7 days. Before and after HS diet, body mass index (BMI), waist-to-hip
ratio (WHR), arterial blood pressure and heart rate were measured in all participants, and the
analysis of 24-hour urine was conducted. Serum concentration of 8-iso-PGF2a was
determined by ELISA method.

Results: BMI and WHR were not statistically significantly altered as well as arterial pressure
and pulse before and after the HS protocol. Significantly increased 24 h natriuresis after the
HS protocol confirmed participants’ compliance of the protocol (p<0.05). High salt diet

caused a statistically significant increase of 8-iso PGF2a serum concentrations.
Conclusion: A 7-day HS diet caused a significant  increase in
8-is0-PGF2a serum concentrations in healthy young subjects, suggesting a potential role of

oxidative stress in the onset of endothelial dysfunction due to high salt intake.

Keywords: salt, renin angiotensin system, oxidative stress, arachidonic acid,

8-iso-prostaglandin F2a.
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