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Uvod

1. UVOD
1.1 Unos soli u organizam i kardiovaskularne bolesti

Vode¢i su wuzrok smrtnosti u suvremenom svijetu kardiovaskularne bolesti.
Navedene bolesti imaju zna¢ajan udio u prijevremenom umiranju, morbiditetu i pobolijevanju
stanovniStva i kao takve predstavljaju vazan javno zdravstveni problem. Prema podatcima
Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) uzrok su smrti 17,3 milijuna ljudi diljem svijeta,
odnosno uzrokuju 30% sveukupne smrtnosti (1). U Hrvatskoj su kardiovaskularne bolesti

takoder vodeci uzrok smrti s udjelom od 48,3% u ukupnom mortalitetu 2012. godine (2).

Prehrana na razli¢ite naine utjeCe na razvoj kardiovaskularnih bolesti te prema tome
nepravilan odabir namirnica, prevelik unos ugljikohidrata, kolesterola i masti 1 prevelik
kalorijski unos pridonose razvoju i pogorSanju bolesti (3). Kada se govori o neprikladnoj
prehrani 1 prekomjernom uzimanju pojedinih namirnica, nikako se ne smije izostaviti
svakodnevna koli¢ina unosa kuhinjske soli u organizam. Sol je potrebna za normalno
funkcioniranje organizma i njena dnevna potreba iznosi 5 — 6 g (1 ¢ajna zli¢ica) (4, 5). Ipak, u
posljednjih nekoliko desetlje¢a u razvijenim zemljama svijeta potroSnja i unos soli u
organizam znatno su porasli zbog velikih koli¢ina natrijevog klorida (NaCl) u, danas
sveprisutnoj, preradenoj hrani. Stoga, danas ne govorimo o unosu soli u organizam koji bi bio
prihvatljiv (do 5 grama), ve¢ o mnogo vecim koli¢inama (preko 10 grama, a ponegdje i jos
viSim). Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije kada bi se unos soli sveo na
preporucene vrijednosti, sprijecilo bi se oko 2,5 milijuna smrti godisnje u svijetu (WHO,
2006.). S obzirom na dnevni unos soli, Hrvatska se nalazi na tre€cem mjestu u Europi, a osim

toga 1 pri vrhu po smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti (6).

Povec¢an unos kuhinjske soli jedan je od glavnih Cimbenika za razvoj arterijske
hipertenzije. Arterijska hipertenzija bolest je poviSenoga krvnoga tlaka, a dijagnosticira se
ukoliko mjerene vrijednosti krvnoga tlaka, kroz odredeni vremenski period, prelaze granicnu
vrijednost od 140/90 mmHg. Arterijska hipertenzija, osim Sto se ocituje kao patolosko
poviSenje arterijskog tlaka, takoder predstavlja slozeni poremecaj brojnih hormonskih 1
metaboli¢kih ¢imbenika. NelijeCena bolest poviSenog arterijskog tlaka tako povecava rizik
razvoja drugih bolesti (bolesti miokarda, angina pektoris, mozdani udar, oStecenje bubrega i
ateroskleroza). Kroni¢no visoki krvni tlak oStecuje stijenke arterija, 1 kao posljedicu povecava
vjerojatnost pojave aneurizme, dok formiranje plakova i ugruSaka na oSteCenim dijelovima

stijenke arterija stvara preduvjete za pojavu ili pogorSanje ateroskleroze. Arterijska
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hipertenzija najceSc¢e traje godinama bez bitnih simptoma i zbog toga je 1 zovu ,,tihi ubojica*

(7).

U Hrvatskoj je prosjean unos soli oko 10-12 g na dan, dok od povisenoga krvnog
tlaka oboli svaka tre¢a osoba (8). Zapreka smanjivanju unosa kuhinjske soli u organizam
temelji se na ¢injenici da 75 — 80% kuhinjske soli unosimo nesvjesno (bez svojega znanja) 1z
gotovih 1 polugotovih prehrambenih proizvoda dok tek 15% dodajemo sami (9). Glavno
preventivho mjesto djelovanja na prekomjerni unos soli u organizam trebala bi biti
prehrambena industrija s ciljem smanjenja dodavanja natrija (Na) u razliCite prehrambene
proizvode. Da je to moguce, pokazuju rezultati iz Finske gdje je od 1970. godine smanjen
unos Na za 30%, od 4.700 na 3.300 mg/d. Posljedica ovoga ucinka bilo je snizenje
dijastolickoga tlaka u populaciji za 10 mmHg, a to je dovelo do 60-postotnog smanjenja
smrtnosti od ishemijske bolesti srca i cerebrovaskularnih bolesti (10). Kao §to je veé
navedeno, istrazivanja su pokazala da prosje¢an dnevni unos kuhinjske soli u Hrvatskoj iznosi
11,6 grama Sto je viSe nego dvostruko vise od preporucenoga dnevnoga unosa. Zbog toga je
potrebna edukacija stanovnistva. Na primjerima provodenja nacionalnih programa Stetnosti
prekomjernoga unosa kuhinjske soli Finske i Velike Britanije i Europska unija je 2007.godine
razvila inicijativu za smanjenje unosa kuhinjske soli te je razradila plan postupnoga
smanjivanja soli u prehrambenim proizvodima za 4% na godinu. Republika Hrvatska u taj se
program ukljucila 2008. godine tako Sto je Ministarstvo zdravstva i socijalne skrbi odobrilo

projekt pod nazivom ,,Smanjenje konzumiranja soli u Hrvatskoj“ (11).

Kao §to je ve¢ navedeno, velik broj istrazivanja ukazuje na Stetni utjecaj visokoga
unosa soli u prehrani na vrijednosti krvnoga tlaka i na posljedicne Stetne ucinke po
kardiovaskularni sustav, ali u posljednjih 15-ak godina rezultati istrazivanja upucuju da Stetni
ucinci soli mogu biti potpuno neovisni o promjeni krvnoga tlaka i da se izraZzavaju i u
normotenzivnih pojedinaca (12). Veliki broj istrazivanja, kako na animalnom tako i na
humanom modelu, jo§ uvijek nastoji razjasniti nacin i potencijalne mehanizme kojima sol

dovodi do promjena vaskularne funkcije neovisnih o promjenama krvnoga tlaka (13, 14).

1.2. Renin-angiotenzin-aldosteronski sustav (RAAS) i unos soli u organizam

Jedan od sustava koji ima bitnu ulogu u regulaciji arterijskoga tlaka, regulaciji

perfuzije tkiva 1 homeostazi elektrolita i tjelesnih tekucéina jest renin-angiotenzin-
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aldosteronski sustav (RAAS). Karakteristika ovoga sustava ocituje se u nizu interakcija
razli¢itih supstanca kojima je ciljno stvaranje vazoaktivnog angiotenzina (Ang II) s
ekspresijom njegovih brojnih djelovanja. Novija istrazivanja pokazuju da se ne radi samo o

Ang 11, nego da aktivnost posjeduju i druge supstance koje su dio sustava (15).

IstraZivanja finskog fiziologa Roberta Tigerstedta i njegovog studenta Svedanina Per
Bergmana joS krajem 19. stolje¢a ukazala su na vaznu ulogu bubrega u regulaciji krvnoga
tlaka. Ovi su autori iz kore zec¢jeg bubrega izolirali tvar koja je, ustrcana u jugularnu venu
zeca, povisila arterijski tlak. Toj tvari dali su naziv "renin" i tako zakljucili da bi ona mogla
biti povezana s hipertrofijom srca u bubreznoj bolesti i visokim arterijskim tlakom (16). U
kasnijim istrazivanjima tridesetih godina 20. stolje¢a Goldblatt i suradnici objavili su da
bubrezna ishemija uzrokovana “klamping tehnikom” renalne arterije uzrokuje arterijsku
hipertenziju. Nakon toga utvrdeno je da bubreg izlucuje jo$ jednu supstancu neovisno o
reninu i da renin sam po sebi nema punu aktivnost nego da djeluje na drugu supstancu koja je
nazvana angiotenzinogen (AGT) da bi se oslobodila aktivna supstanca. Ta supstanca nazvana
je angiotonin od istrazivaCa u Americi 1 hipertenzin od istrazivaca u Australiji, a kao

kompromis nazvana je angiotenzin (17).
1.2.1. Komponente RAAS-a

U ranim sedamdesetima 20. stolje¢a otkrivene su glavne komponente “klasicnoga”
cirkuliraju¢eg RAAS-a. Ukratko, u bilo kojem slu¢aju snizenja arterijskoga tlaka, npr. proljev,
povracanje, krvarenje, bijeg intravaskularne tekucine, nefrotski sindrom itd., smanjuje se
perfuzija bubrega Sto registriraju jukstaglomerularne (JG) stanice koje tada u krvotok
otpustaju renin. Renin je prehormon kojega izluCuje bubreg, isto kao i prorenin. Prorenin se
detektira u 70% do 90% imunoreaktivnog renina u humanoj cirkulaciji. Aktivou sekreciju
renina reguliraju 1 promjene u izluc¢ivanju NaCl (registrira se kao promjena u Cl) prema
stanicama makule denze distalnog tubula (koje su blizu JG-stanica i zajedno Ccine
jukstaglomerularni aparat, JGA), stimulacija simpati¢kih Zivaca putem [1-adrenergickih
receptora te negativna povratna sprega putem izravnoga djelovanja Ang II na JG-stanice.
Renin sintetiziraju i druga tkiva kao $to su: mozak, nadbubrezna Zlijezda, ovariji, visceralno
masno tkivo te vjerojatno srce i vaskulatura, a ¢imbenici koji reguliraju izlu¢ivanje renina u
ovim tkivima slabo su poznati. Kontrola sekrecije renina klju¢ je u aktivaciji RAAS-a (18).
Angiotenzinogen u najveéem dijelu sintetizira jetra, ali i bubrezi, mozak, srce, vaskulatura,

nadbubrezna Zlijezda, ovariji, placenta i masno tkivo. Koncentracija u plazmi stabilna mu je, a
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sinteza mu raste kao odgovor na glukokortikoide, estrogene i druge spolne hormone, hormone
Stitnjace, citokine (npr. IL-1, TNF-a) i Ang II (18). Ova se tvar uz pomo¢ renina pretvara u
dekapeptid angiotenzin I (Ang I), a on se zatim uz pomo¢ angiotenzin-konvertirajuéeg enzima
(ACE) koji se najve¢im dijelom nalazi na endotelnim stanicama pluca, pretvara u oktapeptid
Ang II koji je snazan vazokonstriktor i glavni aktivni produkt RAAS-a. ACE metabolizira 1

druge peptide, ukljucujuci i vazoaktivne bradikinin i kalidin u inaktivne metabolite (19).

Danas RAAS nije viSe poznat samo kao cirkuliraju¢i hormonalni sustav koji regulira
promet elektrolita, tekucine 1 arterijski tlak, ve¢ se smatra da aktivno sudjeluje u
patofiziologiji kardiovaskularnih i bubreznih bolesti. Posljednjih godina sve je veci naglasak
na RAAS kao poseban parakrini/autokrini sustav na razini tkiva, poznat kao tkivni RAAS,
koji funkcionira neovisno o komponentama RAAS-a u sustavnoj cirkulaciji. Mnoge studije
pokazale su vaznost tkivnog RAAS-a u mozgu, srcu, bubrezima i perifernim krvnim Zilama
(20). Preduvjet ovoga cijeloga koncepta jest da se od svih komponenata kaskade lokalnog
RAAS-a, Ang Il mora stvarati isklju¢ivo u tkivu 1 u njemu se vezivati na receptore za Ang Il
na membranama stanica u kojima se stvara (autokrino djelovanje) ili na receptore susjednih
stanica (parakrino djelovanje) (21). Posljednjih godina objavljeni su radovi koji ukazuju na
mogucnost postojanja cjelovitoga intracelularnog RAAS-a, tzv. intrakrinog RAAS-a, Cije se
komponenete ne trebaju izlu€ivati u izvanstani¢ni prostor da bi zapocele bioloSko djelovanje

(22).

Prorenin je prethodnik aktivnog renina koji nastaje u JG stanicama odakle se izlucuje
u cirkulaciju ili deponira u stani¢nim granulama. Omjer renin-prorenin u tim je stanicama i do
1:10 (23). Prevodenje neaktivne molekule prorenina u aktivhu molekulu renin, dogada se
izvan cirkulacije, to¢nije u endoplazmatskoj mrezici JG stanica bubrega djelovanjem
aktiviraju¢eg enzima slicnog tripsinu (24). Trenutno jo$ uvijek nema dovoljno podataka o
ulozi prorenina u fizioloskim i patofizioloskim zbivanjima u ljudskom organizmu (25). Sealey
1 njegovi suradnici prvi su ukazali na moguénost aktivne vazodilatacijske uloge prorenina kao
protuteze vazokonstrikcijskom ucinku Ang II (26). Velike koli¢ine prorenina nadene su u
tekuc¢ini folikula ovarija, ali njegova moguca uloga u reprodukciji jo$ je uvijek nepoznata
(27). Visoke vrijednosti nadene su i u plazmi bolesnika s dijabetesom tipa I, osobito u onih s
krvozilnim komplikacijama (28). SniZene vrijednosti prorenina Sealey je dokazao u plazmi

hipertenzivnih bolesnika u odnosu na normotenzivne (26).
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Renin je visokospecifi¢ni proteoliticki enzim molekularne tezine 42000 — 49000.
Stvara se i pohranjuje u citoplazmatskim zrncima specijaliziranih mioepitelnih stanica JG
aparata. Te su stanice smjeStene u zidu renalnih aferentnih arteriola na mjestu njihova ulaska
u glomerul. Renin odvaja od N-terminalnog kraja AGT-a dekapeptid, nazvan angiotenzin, a
reakcija renin - angiotenzin odvija se u cirkulaciji dok brzina te reakcije ovisi neposredno o
koli¢ini AGT-a u plazmi. Poluzivot renina u plazmi iznosi oko 15 minuta. Dugi niz godina
kontrola izlucivanja renina bila je predmet opseznih istraZivanja pa se znanja o tom
mehanizmu jo§ uvijek dopunjuju 1 mijenjaju (29). Danas je stav da izlucivanje renina
klasi¢nog cirkuliraju¢eg RA AS-a kontrolira nekoliko sustava, a ovisno o fizioloSkim uvjetima
jedan od njih obi¢no preuzima dominantnu ulogu. Prvo je iznesena pretpostavka da JG stanice
bubrega djeluju kao mehanoreceptori, koji reagiraju na promjenu perifernog tlaka u
bubrezima (30). Van Dongen i Peart su ipak upozorili na moguénost da inhibicija sekrecije
renina nije posljedica renalne vazokonstrikcije, ve¢ da ona predstavlja mehanizam ovisan o
ulasku izvanstani¢nog kalcija u JG stanice (31). Velik broj radova pokazuje da makula densa,
koja je osjetljiv senzor za Na' i CI', reagira na promjenu koncentracije elektrolita u tubularnoj
tekucini 1 na oslobadanje renina iz JG stanica. Vander i Miller pokazali su da se povecano
oslobadanje renina zbiva u odgovoru na smanjeno opterecenje Na+ u tubularnoj tekucini na
razini makule dense (32). Vazno mjesto u regulaciji lucenja renina ima simpaticki ziv€ani
sustav, zato Sto stimulacija bubrezne inervacije ili infuzija kateholamina povecava sekreciju
renina (33). Pretpostavlja se da simpaticka inervacija bubrega moze mijenjati oslobadanje
renina u razli¢itim uvjetima, ali da nije nuzna za oslobadanje renina iz JG stanica. Daljnja
istrazivanja pokazala su da podrazivanje adrenergickih B receptora potice oslobadanje renina.
Najnoviji podaci pokazuju da aktivacija unutrastani¢nih o receptora koci oslobadanje renina
iz JG stanica. Promjena koncentracije elektrolita, posebno Na', K" i Ca'", ima odredeni
utjecaj na sekreciju renina (34). Istrazivanja su pokazala da prostaglandinski sustav ima veliku
ulogu u kontroli izlu¢ivanja renina. Prostaglandini PGE2 i PGI2 povecavaju aktivnost renina
u plazmi i utjeCu na njihovo oslobadanje iz JG aparata mehanizmom pozitivne povratne
sprege (35). Uz to je potvrdeno i inhibitorno djelovanje Ang II i antidiuretskog hormona na

mehanizam sekrecije renina.

Za renin se dugo mislilo da osim pretvorbe AGT-a u angiotenzin sam po sebi nema
direktnog fizioloskog djelovanja, medutim neka su istrazivanja u sklopu koncepta lokalnih,
tkivnih RAAS-a, po prvi put pokazala da se ovaj enzim veZe na reninske receptore membrana

mezangijskih stanica u kulturi izazivajuéi stani¢nu hipertrofiju i povecanje razine inhibitor-1
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aktivatora plazminogena (36, 37). Receptori su gradeni od 350 aminokiselina s jednom
transmembranskom domenom koja specifi¢no veze prorenin i renin. Osim na mezangijskim
stanicama u bubregu, pronadeni su i na membranama glatke muskulature koronarnih i

bubreznih arterija (38).

Odredivanje plazmatske aktivnosti renina, u klinickoj praksi, posluzilo je kao pouzdan
parametar prilikom postavljanja dijagnoze nekih vrsta sekundarnih hipertenzija. Bolesnici s
esencijalnom hipertenzijom mogu se podijeliti u grupe s niskom, normalnom i visokom
plazmatskom reninskom aktivnos¢u, sto je znacajno u lijecenju i prognozi bolesti. Gotovo u
90% bolesnika koji su imali pove¢anu plazmatsku aktivnost renina u sklopu renovaskularne
hipertenzije, nakon operativnog zahvata doslo je do normalizacije krvnog tlaka (39). Znacajno
povecanje plazmatske aktivnosti renina u krvi bubreznih vena sa zahvaéene strane nadeno je u
bolesnika s hemangiopericitomom ili nefroblastomom. Moze se naci i povecanje aktivnosti
renina u plazmi i1 kod ciroze jetre, kongestivne sr¢ane bolesti, nefrotskog sindroma, u tijeku
normalne trudnoce i tijekom primjene estrogenskih kontracepcijskih sredstava (40). Snizena
plazmatska aktivnost renina odredena u bolesnika s primarnim aldosteronizmom znacajan je

diferencijalno-dijagnosticki nalaz (41).

Supstrat renina nazvan AGT, glukoprotein je plazme, koji sadrzi oko 14%
ugljikohidrata, a biosinteza ovoga a2-globulina zbiva se u jetri, odakle dospijeva u plazmu
(42). Postojanje cjelovitih lokalnih, tkivnih komponenti RAAS-a ukazuje i na lokalno
stvaranje AGT nezavisno o procesu njegova nastajanja u klasi¢nom, cirkulacijskom RAAS-u
(43). Mehanizam koji kontrolira razinu AGT u plazmi jo$ nije poznat, medutim pretpostavlja
se da bi Ang II mehanizmom pozitivne povratne sprege mogao poticati biosintezu AGT-a u
jetri. Eskperimentalno je dokazano da razina glukokortikoida u plazmi pozitivno djeluje na
proizvodnju AGT u jetri. Razlicita klinicka istrazivanja pokazala su da je razina AGT-a u
plazmi smanjena u bolesnika s cirozom jere, nefrotskim sindromom i Addisonovom boles¢u,
a porast razine tog glukoproteina utvrden je u trudno¢i, u Cushingovu sindromu, malignoj
hipertenziji, poslije davanja adrenokortikotropnog hormona, hormona kore nadbubrezne

zlijezde, estrogena 1 poslije bilateralne nefroktomije (42).

Ang II po strukturi je oktapeptid te je glavni izvrSni hormon RAAS-a. Svoje
fizioloSke ucinke pokazuje pri koncentraciji od 100 pg/ml plazme, a u organizmu se veoma
brzo razgraduje djelovanjem grupe peptidaza, nazvanih angiotenzinaze (44). Poluzivot Ang II

odreden in vivo traje 1,5 — 3 minute. Za fiziolosku aktivnost Ang I od velikog je znacaja
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prisutnost fenil — alanina u polozaju 8, kao 1 prisutnost slobodne karboksilne skupine na C-
terminalnom kraju peptidanog lanca (45). Na temelju ovih zapazanja, sintetizirani su
mnogobrojni kompetetivni inhibitori Ang II, koji su dali nove moguénosti za bolja i
potpunija istrazivanja RAAS-a, 1 za neke terapijske primjene u klinickoj praksi (46). Ucinci
Ang II ovise o vrsti receptora na koje ovaj enzim djeluje. Metodama molekularne biologije
dokazana su Cetri tipa receptora za Ang II: tipl (AT1), tip 2 (AT2), tip 3 (AT3) i tip 4 (AT4)
(47).

Istrazivanja AT1 receptora znatno su olakSana otkricem njihovih selektivnih
antagonista (48). Pripadaju grupi sedam-transmembranskih receptora vezanih za G proteine i
javljaju se u dva oblika: ATla 1 AT1b (47). Izravnim ufinkom Ang II na AT1 receptore
glatkih misi¢a krvnih zila izaziva snaznu vazokonstrikciju, a na ATl receptore kore
nadbubrezne zlijezde potice stvaranje i luenje aldosterona (49). U srzi nadbubrezne Zlijezde
preko ATI receptora pojacava lucenje kateholamina. Ang II preko AT1 receptora sprjecava
ponovno upijanje noradrenalina na simpatickim ziv€anim zavrSecima pa dovodi do povecane
aktivnosti simpatikusa (50). Aktivacijom ATI1 receptora, Ang II stimulira stani¢nu

proliferaciju i stvaranje ekstracelularnog matriksa (47).

AT2 receptori pripadaju grupi od sedam transmembranskih receptora vezanih za G
proteine s niskim postotkom istovjetnosti u aminokiselinskim sekvencama s AT1, svega oko
35% (51). Jako su izrazeni u fetalnim tkivima, a kod odraslih u bubrezima, nadbubreznim
zlijezdama, srcu, mozgu, miometriju i ovarijalnim folikulima koji su u atreziji. Izravnim
djelovanjem na AT2 receptor u membranama glatkih misiénih stanica krvnih zila, Ang II
izaziva vazodilataciju. Isti uCinak Ang II ostvaruje stimuliranjem nastanka bradikinina i
dusicnog oksida posrednim djelovanjem na ovaj receptor. Preko AT2 receptora, u krvnim
zilama Ang II izraZzava antiproliferativne 1 apoptoticke ucinke na stanice glatke muskulature

Sto ukazuje na znacaj AT2 receptora za rast i razvoj (52).

Uloga AT3 receptora jos nije do kraja istrazena, dok stimulacijom AT4 receptora Ang

I potice vaskularni integritet (47).

Aldosteron je hormon kojeg primarno luc¢i zona glomeruloza kore nadbubrezne
zlijezde. Aldosteron je najvazniji mineralokortikoid kojemu je glavna uloga odrzavanje
volumena izvanstani¢ne tekucine Cuvanjem tjelesnog natrija (53). JG stanice bubrega
reagiraju na smanjeni volumen cirkuliraju¢e tekucine luenjem renina u periferni krvotok.

Renin djeluje na angiotenzinogen (AGT) pri ¢emu nastaje dekapeptid Ang I. Djelovanjem

7
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ACE-a plu¢nog podrijetla, Ang I se cijepa u oktapeptid Ang II. Taj se snazan vazokonstriktor
veze na adrenalne membranske receptore zone glomeruloze i nakon toga kao drugi glasnici
nastaju kalcij i produkti fosfatidil-inozitola. Protein-kinaza C premjesSta se u plazmatsku
membranu 1 aktivira, a zatim se pospjeSuju dezmolani i 18-metilkortikosteroid-oksidazni
stadiji u sintezi aldosterona. Aldosteron se veze s mineralokortikoidnim receptorom u ciljnim
stanicama, a taj kompleks uzrokuje promjene u transkripciji. U tom mehanizmu bubreg je
glavno mjesto mineralokortikoidnog djelovanja. Aldosteron u stanicama sabirnih te zavrSnih
dijelova distalnih zavijenih kanali¢a bubrega poti¢e aktivnu reapsorpciju natrija iz tubularne
tekucine, a izlucivanje kalija iz tubularnih stanica u tubularnu tekuc¢inu (53). Naglasak se vise
ne stavlja na tzv. ,,genomske* ucinke aldosterona koji ukljucuju aktivaciju jezgrinih receptora
1 transkripciju gena, ve¢ se stavlja na ,,ne-genomske* ucinke koji su brzi, ukljucuju razlicite
kinaze 1 fosforilaze, a za rezultat imaju povisen oksidacijski stres u stanici, upalu, fibrozu,
interferiranje s unutarstanicnim signaliziranjem te utjecaj na funkciju endotela. Svi ti ucinci
izrazito su naglaseni u okruzenju visokog unosa kuhinjske soli hranom, $to je slucaj kod
prekomjerno teskih osoba i pretilih. Taj u€inak rezultira oSte¢enjem ciljnih organa: srca,

bubrega, gusterace, mozga te krvotvornih stanica (54, 55).

U bubregu aldosteron potice upalu, fibrozu, proliferaciju mezangijskih stanica te
oStecenje podocita uz nastanak proteinurije. FarmakoloSkom blokadom ucinka aldosterona u
bubregu dolazi do regresije proteinurije, a pospjesSuje prezivljenje nakon kardiovaskularnog
incidenta. Sukladno eksperimentalnim podatcima smatra se da je moguce da aldosteron
stimulira aktivator inhibitora plazminogena, transformiraju¢i ¢cimbenik rasta beta 1 i toksicne
radikale kisika (56). U srcu djeluje izrazito aritmogeno jer potice upalu i fibrozu sa stvaranjem
okruzenja koje je pogodno za nastanak aritmija i smetnja provodenja, a farmakoloskom
blokadom taj se uc¢inak atenuira (57). Serumski aldosteron pridonosi nastanku metaboli¢kog
sindroma mehanizmima koji ukljucuju inzulinsku rezistenciju, oksidativni stres, zadrzavanje
natrija 1 soli 1 volumno preoptere¢enje, pojacanom aktivnoS¢u simpatikusa, povisenim
razinama slobodnih masnih kiselina, upalnim citokinima, ali i adipokinima (58). U gusSteraci,
misi¢ima 1 jetri, aldosteron putem mineralokortikoidnih receptora (MR) utje¢e na NADPH s
posljedi¢nim stvaranjem toksi¢nih radikala kisika (ROS). Sve to nastavlja kaskadu fosforilaza
1 kinaza koje fosforiliraju unutarstani¢ni dio inzulinskog receptora c¢ine¢i ga pritom
insuficijentnim. U gusteraCi poticu upalu 1 fibrozu. I to rezultira disfunkcijom toga organa.

Periferno interferiraju s GLUT 2 i GLUT 4 kanalima u jetri i miSi¢ima koji sudjeluju pri
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unosu glukoze u stanicu te moduliraju sekreciju inzulina. Sve navedeno potice hiperglikemiju

1 inzulinsku rezistenciju (59).
1.3. Sol i renin-angiotenzinski-aldosteron sustav (RAAS)

Kao §to je ve¢ navedeno, prekomjeran je unos soli u svim dijelovima svijeta goruci
problem te je sve prihvacenija ¢injenica da visok unos soli ima Stetan u¢inak na vaskularnu
funkciju cak 1 u odsutnosti promjena arterijskoga tlaka. U fizioloSkim uvjetima akutno i/ili
dugoroc¢no povisen unos soli suprimira lu€enje renina te smanjuje aktivnost RAAS-a, dok ju
redukcija unosa soli stimulira. S druge strane, promjene u aktivnosti RAAS-a igraju kljucnu
ulogu u etiopatologiji raznih patoloskih stanja, kao Sto su bubrezne bolesti i bolesti
kardiovaskularnoga sustava. U tim bolestima (npr. hipertenzija, kroni¢no zatajenje srca,
kroni¢no zatajenje bubrega) prisutno je patolosko povisenje aktivnosti RAAS-a, koji u
pocetnim fazama bolesti predstavlja kompenzacijski mehanizam, ali s razvojem bolesti

postaje aktivni supstrat progresije bolesti te krajnjega ostecenja organa.

Istrazivanja su pokazala da normalna funkcija RAAS-a ima klju¢nu ulogu u
odrzavanju arteriolarne strukture i normalne reaktivnosti krvnih zila (60). Nadalje, normalno
funkcioniranje RAAS-a usko je povezano 1 s adrenergickim sustavom kroz slozenu interakciju
brojnih signalnih putova, osobito izmedu renina i simpaticke aktivnosti (61). Iako je od ranije
poznato da je patolosko povecanje aktivnosti RAAS-a prisutno u raznim bolestima, u zadnjih
nekoliko godina postalo je sve evidentnije da i supresija RAAS-a i razine Ang II (kao kod
visokog unosa soli u organizam) inducira vise Stetnih mehanizama koji su potencijalno
povezani s poviSenjem razine oksidativnog stresa u krvozilnom sustavu (60). Ta je
pretpostavka potvrdena brojnim studijama na eksperimentalnim zivotinjama koje su pokazale
da promjene u unosu soli znacajno mijenjaju vaskularnu reaktivnost (cak 1 kod
normotenzivnih zivotinja) kao posljedicu nastale endotelne disfunkcije koja je povezana s
povec¢anom razinom oksidativnog stresa (62, 63, 64). Sve veci broj dokaza ukazuje na to da
visokim unosom soli inducirani povecani oksidativni stres izaziva upravo niska razina Ang II
te da normalno funkcioniraju¢i RAAS ima zastitni uc¢inak u odrzavanju vaskularne funkcije
(65). Za razliku od brojnih istrazivanja na zivotinjama koja su istrazivala meduodnos
inhibicije RAAS-a, razine oksidativnog stresa te disfunkcije endotela, postoji svega nekoliko
istrazivanja na humanom modelu koja su istrazivala ovo pitanje. Sukladno tome, jedno
istrazivanje pokazalo je da je blokada ATI1 receptora u periodu od tjedan dana kod mladih

zdravih Zena na nisko slanoj dijeti uzrokovala znacajno povecanje razine vazokonstriktivnog
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metabolita arahidonske kiseline tromboksana (TXA2) u plazmi (66). Takvi rezultati upucuju
na cinjenicu da bi inhibicija normalne funkcije RAAS-a mogla uzrokovati povecanu
produkciju vazokonstrikcijskih metabolita arahidonske kiseline te promjenu vazodilatacijskog
fenotipa neaktivirane, “mirne” endotelne stanice u vazokonstrikcijski fenotip, Sto bi u
konacnici moglo imati znacajnu ulogu u promjeni i oStecenju vaskularne funkcije tijekom

visokog unosa soli u organizam (66).

Zbog svega navedenoga, jasno je da odredivanje aktivnosti RAAS-a ima vaznu ulogu
u procjeni koli¢ine unosa soli u organizam, kako u istrazivacke svrhe, tako i u dijagnostici i u
terapijskom pracenju razliCitih bubreznih i kardiovaskularnih bolesti (67, 68, 69). Aktivnost
RAAS-a i u klini¢koj se praksi i znanstveno-istrazivackom radu naj¢es¢e odreduje mjerenjem
plazma reninske aktivnosti (PRA) te koncentracije aldosterona u serumu ili plazmi. PRA je,
za razliku od odredivanja koncentracije renina, tocniji pokazatelj aktivnosti RAAS-a zbog
nekoliko razloga. PRA predstavlja mjeru brzine nastajanja Ang I putem enzimskog djelovanja
renina na svoj ciljni supstrat AGT. Dakle, PRA ne ovisi samo o koncentracijama renina, vec i
o koncentraciji AGT-a, $to ne vrijedi ukoliko se mjeri samo koncentracija renina. Razlog
zaSto se rutinski puno rjede odreduje koncentracija Ang Il u plazmi ili serumu taj je Sto se
Ang II brzo razgraduje angiotenzinazom (peptidaza) nakon svega 1 — 2 minute te zbog takve
nestabilnosti u uzorcima krvi mjerenje koncentracije Ang II u krvi i dalje predstavlja izazov.
Kako se koncentracija aldosterona u serumu ili plazmi puno lakSe odreduje, njegova
koncentracija se uz PRA koristi kao prihva¢ena mjera za procjenu aktivnosti RAAS-a u

organizmu.
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2. HIPOTEZA

Odredivanje plazma reninske aktivnosti (PRA) te koncentracije aldosterona u serumu
metodom ELISA predstavlja prikladnu mjeru procjene aktivnosti RAAS-a opcenito te je
prikladan indikator koli¢ine unosa kuhinjske soli u organizam. Visok unos soli uzrokovat ¢e

inhibiciju RAAS-a, a niski unos soli u organizam povecanu aktivnost RAAS-a.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovoga istrazivanja su:

a) izmjeriti plazma reninsku aktivnost (PRA) metodom ELISA u ovisnosti o koli¢ini unosa

kuhinjske soli u organizam u zdravih mladih ispitanika obaju spolova

b) izmjeriti koncentraciju aldosterona u serumu metodom ELISA u ovisnosti o koli¢ini unosa

kuhinjske soli u organizam u zdravih mladih ispitanika obaju spolova

c¢) potvrditi meduovisnost koli¢ine unosa kuhinjske soli u organizam i aktivnosti RAAS-a
odredivanjem korelacije izmedu unosa soli (u gramima) te PRA i koncentracije aldosterona u

serumu.
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4. MATERIJALI I METODE
4.1. Ispitanici

44 mladih zdravih ispitanika obaju spolova regrutirani su putem oglasa na
Medicinskome fakultetu u Osijeku. Iskljuéni kriteriji za ulazak u studiju bili su: hipertenzija
ili hipotenzija, koronarna bolest, Seferna bolest, hiperlipidemija, bubrezno oStecenje,
cerebrovaskularne bolesti ili bolesti perifernih krvnih Zila. Isklju¢ni kriterij takoder je bio
uzimanje lijekova koji mogu imati utjecaj na endotel. Svaki ispitanik detaljno je bio
obavijeSten o svim protokolima i procedurama ovoga istrazivanja. Takoder, svaki ispitanik
morao je potpisati informirani pristanak prije ulaska u protokol istrazivanja. Protokol i
postupci ispitivanja bili su u skladu sa standardima odredenim posljednjom revizijom
HelsinSke deklaracije i odobreni su od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Osijeku (Klasa: 602-04/17-08 /12, br.: 2158-61-07-17-42). Istrazivanje je
provedeno u Laboratoriju za klinicku fiziologiju i fiziologiju sporta (LKFFS) te Laboratoriju

za molekularnu i klini¢ku imunologiju, Medicinskog fakulteta Osijek.

4.2. Ustroj studije

Ova je studija ustrojena kao nerandomizirani kontrolirani klinicki pokus; ispitanicima
su napravljena mjerenja prije i nakon tretiranja i protokola te su bili sami sebi kontrola. U

istrazivanju je sudjelovalo 44 mladih zdravih ispitanika, 24 Zene i 20 muskaraca.

4.3. Protokol istraZivanja i metode

Protokol istrazivanja trajao je 21 dan. Tijekom studije svi ispitanici imali su tri posjeta
LKFFS-u. Prvi posjet bio je prilikom ulaska u studijski protokol; drugi posjet bio je nakon 7
dana nisko-slane dijete (LS) ("wash-out period"); a tre¢i posjet nakon 7 dana visoko-slane

dijete (HS).

Tijekom studije svi ispitanici bili su na LS dijeti, koja podrazumijeva unos oko 2,3 g
kuhinjske soli dnevno (DASH eating plan; US Department of Health and Human Services,
2006) kroz 7 dana. Nakon toga, svi ispitanici bili su 7 dana na HS dijeti koja je

podrazumijevala unos oko 14 g soli dnevno. Kako bi svi ispitanici uzimali priblizno jednaku
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koli¢inu soli, i dalje su hranom unosili oko 2,3 g soli dok je ostatak soli bio nadomjesSten u

obliku praha soli — 11,7 g dnevno.

Na pocetku svakog studijskog posjeta izmjereni su indeks tjelesne mase (BMI) i omjer

struk-bokovi (eng. waist-to-hip ratio, WHR).

Takoder, krvni tlak (BP) i puls (HR) mjereni su na pocetku svakog posjeta, nakon 15
minuta mirovanja u sjede¢em polozaju, koriStenjem automatskog oscilometrijskog monitora
(OMRON, Osaka, Japan). Konacne vrijednosti BP 1 HR svakog studijskog posjeta bile su

srednje vrijednosti triju ponovljenih mjerenja.

Svi ispitanici dobili su upute za prikupljanje 24h urina prije 1 poslije svakog protokola
prehrane, kako bi se kontroliralo jesu li su se pridrzavali zadanih uputa. 1z uzoraka 24h urina
analizirane su koncentracije natrija, kalija, uree i kreatinina. Koli¢ina unosa soli u organizam
odredena je na temelju vrijednosti natriurije iz 24h urina (Na mmol/dU) koja je podijeljena s
nazivnikom 17,1 1 na taj nain je dobivena (procijenjena) dnevna koli¢ina unosa NaCl u

organizam u gramima.

Uzorak venske krvi uzet je prilikom svakoga studijskog posjeta nakon odmaranja u
leze¢em polozaju kroz 30 min. Upotrebom podveze povecéan je tlak u venama sto ih je ucinilo
arteriola i zivaca. Podveza se stavila 7 do 10 centimetara iznad mjesta uboda. Najces¢e mjesto
uboda pri uzorkovanju krvi bila je povrSinska, antekubitalna vena. Ukoliko ona nije bila
dostupna, uzorkovanje se ucinilo iz vena nadlanice. Mjesto venepunkcije dezinficirano je
kako bi se izbjegla kontaminacija uzorka i infekcija na mjestu uboda. Koza je prebrisana
sterilnom vatom ili gazom namocenom u 70% izopropanol ili etanol (70). Uzorci seruma
prikupljeni su venepunkcijom u brzu serumsku epruvetu s crvenim ¢epom, a uzorci plazme u
epruvetu za punu krv s ljubiastim ¢epom u kojoj se nalazi EDTA antikoagulans. BD
Vacutainer® Plus epruvete za dobivanje seruma oblozene su silikonom i mikroniziranim
esticama silicijeva dioksida kako bi se ubrzalo zgru$avanje. Cestice na bijelom filmu s
unutarnje povrSine aktiviraju zgrusavanje kada se epruvete mijesaju preokretanjem. Silikonski
premaz na stijenkama vecéine epruveta za dobivanje seruma smanjuje prianjanje crvenih
stanica na stijenke epruvete. Uzorci plazme prikupljeni su u epruvetu s ljubiastim ¢epom u
kojoj se nalazi EDTA kao antikoagulans. Epruvete s EDTA bile su ispunjene uzorkom vise od
polovice ili do oznake na njima kako bi se sprijeCilo razrjedenje uzorka i1 dobivanje

neadekvatnih rezultata. Uzorci seruma dobiveni venepunkcijom centrifugirani su unutar dva
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sata od uzorkovanja, 10 minuta na 3500 rpm. Tim se postupkom odvojio serum od stanica,

koji je posluzio za mjerenje koncentracija odabranih analita.

4.4. Odredivanje plazma reninske aktivnosti (PRA) i koncentracije aldosterona ELISA

metodom - (kompetetivni direktni enzimski imunoanaliticki test)

Za odredivanje plazma reninske aktivnosti (PRA) i koncentracije aldosterona u
serumu koristila se metoda ELISA - kompetetivni direktni enzimski imunoanaliti¢ki test

(engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Tehnike koje se baziraju na reakciji antigen-antitijelo mogu se podijeliti u dvije
kategorije: neizravne i izravne odnosno indirektne i direktne. Visoka osjetljivost i visoka
specifi¢nost reakcije antitijelo-antigen privukli su pozornost znanstvenika koji zele iskoristiti
ta svojstva u potrazi za poboljSanim analitickim tehnikama. ImunoloSke metode razvile su se

kako bi se olakSalo proucavanje imunologije, posebno u antigen-antitijelo interakcijama (71).

Imunoenzimskim ELISA testom odreduje se prisutnost i koli¢ina antigena. Reakcija
ELISA temelji se na vezanju antitijela 1 antigena iz uzorka te spektrofotometrijskom mjerenju
nastale reakcije do koje dolazi zbog promjene boje. Ovo je visoko osjetljiva 1 selektivna
metoda kojom je moguce odrediti vrlo nisku koncentraciju analita od primjerice nekoliko ng
po kg ispitivanog uzorka. Postoji viSe vrsta tehnika imunoloskog odredivanja pomocu testa
ELISA: indirektna, "sendvi¢", konkurentna te nova viSestruka i prijenosna metoda pomocu

mikrotitarskih ploca (72).

Uvodenju ELISA metode u istrazivanja prethodilo je otkri¢e da se topljivi antigen ili
protutijela mogu vezati za ¢vrstu podlogu tako da se ne isperu puferiranom fizioloSkom
otopinom. U tu se svrhu rabe polistirenske mikrotitarske ploce Cetvrtastog oblika. Sama
metodologija ELISA tehnika ukljucuje imobilizaciju jedne ili dvije komponente, tj. antigena
ili antitijela na ¢vrstu podlogu. To uklanja probleme razdvajanja, buduc¢i da nakon reakcije
izmedu vezane i nevezane komponente jedna komponenta ostaje pricvrSéena na cvrstu
podlogu, a ostatak se jednostavno uklanja pri ¢emu ostavlja vezani reaktanat u obliku u kojem
ga je moguce izmjeriti. Mjerenje predstavlja drugu prepreku koja je, s obzirom na
metodologiju, rijeSena na nacin da se jedna komponenta, odnosno detektor antitijelo, obiljezi
enzimom. Nakon dodatka supstrata za enzim, reakcija rezultira mjerljivim promjenama

intenziteta obojenja. Imunoenzimski testovi dolaze u mnogim oblicima i imaju brojne
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primjene, a analitiCarima su dostupni komercijalni testovi ili pak razvijaju specifi¢ne testove

za svoje vlastite primjene. U konacnici izbor ovisi o samom laboratoriju (72).

U ovom istrazivanju koristen je komercijalni kit za odredivanje humanog PRA (PRA,
Kat. br. DB52011, IBL International, Njemacka) i aldosterona (Aldosterone Elisa, Kat. br.
KAPDB450, DIAsource ImmunoAssays, Belgija).

4.5. Statisticke metode

Svi rezultati prikazani su kao srednja vrijednost aritmeticke sredine + standardna
devijacija (SD). Klinicke karakteristike prije i nakon odrzanih protokola usporedivane su
pomocu One-way ANOVA testa za zavisne uzorke (engl. One-way ANOVA Repeated
Measures). Kada varijable nisu normalno raspodijeljene, primjenjivan je Wilcoxonov test
sume rangova (engl. Wilcoxon rank-sum test). Za jednostavnu povezanost izmedu dvaju
parametara koriStena je Pearsonova ili Spearmanova korelacija ovisno o normalnosti
distribucije uzoraka. Statisticka znacajnost podeSena je na P<0,05. Kako bi se postigla 80%
snaga te razina znacajnosti p<0.05, koristena je analiza veli¢ine uzorka pomo¢u One-way
ANOVA testa za zavisne uzorke. Za statisticku analizu koriSten je program SigmaPlot
(version 11.2, Systat Software, Inc, Chicago, USA). Pomocu Sigma Plot v11.2 programa
izraCunata je i veli¢ina uzorka te je ona za snagu testa od 0,8 i p vrijednost manju od 0,05

iznosila 20 ispitanika.
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5. REZULTATI

5.1 Opéi i antropometrijski parametri ispitanika

Rezultati

U studiji je sudjelovalo ukupno 44 ispitanika - 24 zdrave mlade Zene 1 20 zdravih

mladih muskaraca.

Tablica 1. prikazuje podatke o dobi 1 antropometrijskim parametrima ispitanika prije i

nakon odgovaraju¢ih dijetnih protokola. Nakon obaju dijetnih protokola nije doSlo do

znacajne promjene BMI-a i WHR-a, niti u Zena niti u muskaraca.

Tablica 1. Opéi i antropometrijski parametri ispitanika

1. mjerenje 2. mjerenje 3 mjerenje 1. mjerenje 2. mjerenje 3 mjerenje
prije LS HS prije LS HS
spol V4 M
n 24 20
dob (godine) 2042 21+ 2
BMI (kg/m’) 23,3+43 23,1+42 23,3+43 25,5+4,7 254+4,7 25,5+4,7
WHR 0,74+0,03 | 0,73+0,03 | 0,72+0,03 | 0,81 +0,06 | 0,81 +0,06 | 0,81 +£0,05

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine + standardna devijacija (SD).

n — broj ispitanika; LS- prehrana s niskim udjelom soli (period ispiranja); HS — prehrana s visokim udjelom soli;

BMI — indeks tjelesne mase; WHR — omjer struk-bokovi.

5.2 Hemodinamski parametri ispitanika

Tablica 2. prikazuje promjene hemodinamskih parametara prije i poslije odgovaraju¢ih

dijetnih protokola. Vrijednosti arterijskog tlaka znacajno su se snizile nakon LS dijete (,,wash-

out“ perioda) u zenskih ispitanika. S druge strane, HS dijeta nije uzrokovala znacajne

promjene arterijskoga tlaka niti u Zena niti u musSkaraca. Takoder, vrijednosti pulsa nisu se

znacajno mijenjale ovisno o dijetnom protokolu u ispitanika obaju spolova.
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Tablica 2. Hemodinamski parametri ispitanika

Rezultati

1. mjerenje 2. mjerenje 3 mjerenje 1. mjerenje 2. mjerenje 3 mjerenje
prije LS HS prije LS HS
spol 7 M
SBP (mmHg) 115+9 % 109 £9 11010 | 12910 127+7 | 12747
DBP (mmHg) 76+8* | 73+8 73+ 8 78+7 | 78+7 | 75+6
MAP (mmHg) 89+ 7* 85+ 8 85+9 95+7 94 +7 93+6
HR (otkucaja u minuti) 78 £15 77+ 14 76 £ 11 78 £12 74+£9 73+£9

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine + standardna devijacija (SD).

LS- prehrana s niskim udjelom soli (period ispiranja); HS — prehrana s visokim udjelom soli;

SBP — sistolicki arterijski tlak; DBP — dijastolicki arterijski tlak; MAP — srednji arterijskit lak; HR — puls.

* p<0,05 Z prije vs. LS, HS

5.3 Biokemijski parametri ispitanika

Vrijednosti natrija i kalija u serumu nisu bile znac¢ajno promijenjene prije i nakon

obaju dijetnih protokola u obama spolovima. Ocekivano, ekskrecija natrija u 24h urinu bila je

statisti¢ki znacajno sniZzena nakon LS dijete (,,wash-out* perioda), a znacajno povecana nakon

HS dijetnog protokola u obama spolovima. Isto vrijedi i za izraCunati dnevni unos soli na

temelju 24h natrijureze. Ovi rezultati potvrdili su da su se ispitanici pridrzavali dijetnog

protokola. Volumen 24h urina i vrijednost kalija u 24h urinu nisu se znac¢ajno mijenjali ovisno

o dijetnom protokolu u ispitanika obaju spolova. Svi navedeni biokemijski parametri opisani

su u Tablici 3.

Tablica 3. Biokemijski parametri u serumu i 24h urinu ispitanika

1. 2. 3. L. 2. 3.
mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje mjerenje
prije LS HS Prije LS HS

Spol 7 M
natrij u serumu (mmol/L) 137+1,5 | 136527 | 137.2+1,6 | 137931 | 1368+2,7 | 137.6% 16
kalij u serumu (mmol/L) 41£03 41£03 4£0,2 41£03 4£0,2 42+03
volumen 24h urina (mL) 1184488 | 1269+537 | 1331617 | 1368+573 | 1273587 | 1487+617
natrij u 24h urinu 122 £50 89 +37 * 216+ 85F 153 £60 119+£48 275 +95%
(mmol/dU)
Izraéunat unos NaCl (g/dan) 7,1 + 2,9 5,2 + 2,2 * 12,6 +5 T 8,4 + 4,2 6,9 + 2,8 16,1 Z‘:S,Si
Kalij u 24h urinu (mmol/dU) 9 36 £15 43 +24 52+22 55+24 62 +29

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost aritmeticke sredine + standardna devijacija (SD).

LS- prehrana s niskim udjelom soli (period ispiranja); HS — prehrana s visokim udjelom soli.

*p <0,05ZLS vs. prije
+ p<0,05 Z HS vs. prije, LS
1 P<0,05 M HS vs. prije, LS
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Rezultati

5.4 Plazma reninska aktivnost (PRA) i koncentracija aldosterona u serumu

Slika 1. prikazuje PRA prije i poslije provedenih dijetnih protokola u Zenskih (1a) i
muskih ispitanika (1b). PRA je statisticki znacajno porasla nakon LS dijete 1 u Zena i u
muskaraca, dok je HS dijeta izazvala statisticki znacajno smanjenje PRA u ispitanika obaju

spolova.

1a

10- Zene (n=24)

PRA (ng/mi/h)

prije LS HS

1b

Zex] muskarci (n=20)

PRA (ng/ml/h)

prije LS HS

Slika 1. Utjecaj dnevnoga unosa kuhinjske soli u organizam na plazma reninsku
aktivnost (PRA) u mladih zdravih Zena (1a) i musSkaraca (1b). Rezultati su izrazeni kao
srednja vrijednost aritmeticke sredine + standardna devijacije (SD). PRA- plazma reninska
aktivnost; LS- prehrana s niskim udjelom soli (period ispiranja); HS- prehrana s visokim

udjelom soli; n- broj ispitanika.* P<0,05 LS vs. prije, HS.
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Rezultati

Slika 2. prikazuje koncentraciju aldosterona u serumu prije i poslije provedenih
dijetnih protokola u zenskih (la) i muskih ispitanika (1b). Kao i PRA, koncentracija
aldosterona statisticki je znacajno porasla nakon LS dijete i u Zena i u muskaraca, dok je HS
dijeta izazvala statisticki znacajno smanjenje koncentracije aldosterona u ispitanika obaju

spolova.

200- " Zene (n=24)

ALDO (pg/ml)
8

prije

2b
400+

% muskarci (n=20)

300+

200+

ALDO (pg/ml)

—_—
o
T

o
1

prije LS HS

Slika 2. Utjecaj dnevnoga unosa kuhinjske soli u organizam na koncentraciju aldosterona
u serumu mladih zdravih Zena (2a) i musSkaraca (2b). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost aritmeticke sredine + standardna devijacije (SD). ALDO- aldosteron; LS- prehrana
s niskim udjelom soli (period ispiranja); HS- prehrana s visokim udjelom soli; n- broj

ispitanika.* P<0,05 LS vs. prije, HS.
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Rezultati

5.5. Povezanost dnevnoga unosa soli u organizam s plazma reninskom aktivnosti (PRA) i

serumskom koncentracijom aldosterona u zdravh mladih Zena i musSkaraca

Slika 3. pokazaje povezanost PRA i aldosterona u mladih zdravih Zena (3a) i1
muskaraca (3b). U obama spolovima nadena je statisticka znacajna pozitivna korelacija

izmedu PRA 1 koncentracije aldosterona u serumu.

3a 4
_ .
12 *
.
10 4
—g 81 ° *
E
[=]
£
<
x
o
0 - L]
T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
ALDO (pg/ml)
® Zene

r=0.367, p=0.00835

3b 16

PRA (ng/ml/h)

0 100 200 300 400 500
ALDO (pg/ml)

& muikarci

r=0.327, p = 0.0484

Slika 3. Povezanost plazma reninske aktivnosti i koncentracije aldosterona u serumu u
zdravih mladih Zena (3a) i musSkaraca (3b). PRA- plazma reninska aktivnost; ALDO-

aldosteron, r- koeficijent korelacije.
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Rezultati

Slika 4. pokazuje povezanost dnevnoga unosa soli u organizam sa PRA (4a) i

koncentracijom aldosterona u serumu u zdravih mladih zena. Nadena je statisticki znacajna

negativna korelacija i izmedu dnevnoga unosa soli i PRA (4a), kao i izmedu dnevnoga unosa

soli 1 koncentracije aldosterona (4b) u zdravih mladih Zena.

4a 1

12 1

10

PRA (ng/mlih)
(=21

15 20 25 30

Dnevni unos soli (g)

® Zene

r=-0.374, p = 0.00704

4b 350
300 -
250 4

200 A

ALDO (pg/ml)

5 10 15 20 25 30

Dnevni unos soli (g)

*®  Zene

r=-0.276,p = 0.0194

Slika 4. Povezanost dnevnoga unosa kuhinjske soli s plazma reninskom aktivnosti (4a) i

koncentracijom aldosterona u serumu (4b) u zdravih mladih Zena. PRA- plazma reninska

aktivnost; ALDO- aldosteron, r- koeficijent korelacije.
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Rezultati

Slika 5. pokazuje povezanost dnevnoga unosa soli u organizam s PRA (5a) i
koncentracijom aldosterona u serumu (5b) u zdravih mladih muSkaraca. Isto kao 1 u Zena,
nadena je statistiCki znacajna negativna korelacija izmedu dnevnoga unosa soli i PRA (5a),
kao i izmedu dnevnoga unosa soli i koncentracije aldosterona (5b) u zdravih mladih

muskaraca.

g 16

PRA (ng/mi/h)

Dnevni unos soli (g)

®  muikarci

r=-0.379,p=0.0176

5b 500

400 A

300 L]

ALDO (pg/ml)
L ]
L ]

100

0 5 10 15 20 25 30

Dnevni unos soli (g)

® muskarci

r=-0.414,p=0.0111

Slika 5. Povezanost dnevnoga unosa kuhinjske soli s plazma reninskom aktivnosti (5a) i
koncentracijom aldosterona u serumu (5b) u zdravih mladih muskaraca. PRA- plazma

reninska aktivnost; ALDO- aldosteron, r- koeficijent korelacije.
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6. RASPRAVA

Najvazniji je rezultat ove studije da je tjedan dana prehrane s niskim udjelom soli
znacajno povecao aktivnost RAAS-a, a tjedan dana prehrane s visokim udjelom soli znacajno
inhibirao aktivnost RAAS-a u zdravih mladih Zena i muskaraca. To se o€itovalo znacajnim
povecanjem PRA, kao i serumske koncentracije aldosterona nakon dijete s niskim udjelom,
odnosno smanjenjem PRA 1 aldosterona nakon dijete s visokim udjelom soli u zdravih mladih
zena 1 muskaraca. Nadalje, ova studija potvrdila je postojanje snazne pozitivne povezanosti
izmedu PRA i serumske koncentracije aldosterona u zdravih mladih Zena i muskaraca, a osim
toga nadena je znaCajna negativna meduovisnost izmedu dnevnoga unosa kuhinjske soli u

organizam i aktivnosti RAAS-a u zdravih mladih ispitanika obaju spolova.

Kao $to je ve¢ navedeno, RAAS ima klju¢nu ulogu u kontroli ravnoteze vode i soli u
organizmu, a sukladno tomu bitan je regulator arterijskoga krvnog tlaka. Aktivhost RAAS-a
kontrolira renin proteaza koja se otpusta iz bubreznih JG epitelnih stanica u cirkulaciju.
Otpustanje renina regulirano je kompleksnim medudjelovanjem nekoliko hormona ili
mehanizama koji djeluju lokalno, a jedan je od njih 1 dnevni unos soli u organizam (18).
Dakle, smanjen unos soli u organizam potice otpuStanje renina i povecanje aktivnosti RAAS-
a, a povecana aktivacija RAAS-a zadrzava sadrzaj soli u organizmu. Time je uspostavljena
klasi¢na povratna petlja izmedu sadrzaja / koli¢ine soli u organizmu i otpustanja renina iz
bubreznih JG epitelnih stanica u cirkulaciju, odnosno aktivnosti RAAS-a. Unato¢ svojoj
vaznoj ulozi za homeostazu tjelesnih tekucina, precizni signalni putovi koji povezuju unos
soli sa sintezom i otpusStanjem renina nisu jo$ u potpunosti razjasnjeni (73). Takoder, kada je
rije¢ o interakciji izmedu unosa soli u organizam i aktivnosti RAAS-a te posljedi¢nih
promjena vrijednosti arterijskoga tlaka, jo§ uvijek su otvorena dva bitna pitanja: a) na koji
nacin i kojim mehanizmima u odredenom dijelu populacije s esencijalnom hipertenzijom
postoji povecana aktivnost RAAS-a unato¢ visokom unosu soli u organizam te b) moze li
inhibicija RAAS-a visokim unosom soli utjecati na vaskularnu i endotelnu funkciju neovisno

o promjenama krvnoga tlaka (74).

Danas je opce prihvacena Cinjenica da je visoki unos soli jedan od glavnih ¢imbenika
rizika za razvoj 1 progresiju arterijske hipertenzije (7), a brojna eksperimentalna istrazivanja
potvrdila su jasnu povezanost unosa soli u organizam i vrijednosti arterijskoga krvnoga tlaka.
Velik broj epidemioloskih, evolucijskih i klinickih ispitivanja potvrdio je da je unos soli

vazna determinanta u odredivanju vrijednosti krvnoga tlaka, a time i prevalencije hipertenzije
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u opc¢oj populaciji. Svakako treba spomenuti epidemioloske studije koje upucuju na to da
krvni tlak raste s dobi samo ako je popracen povecanim unosom soli. Na primjer, Yanomamo
Indijanci i dalje jedu hranu koja sadrzi vrlo niske koncentracije soli, tj. manje od 50 mmol
NaCl (2,9 g NaCl) (73, 75). U ovom neolitskom plemenu, kao i u mnogim slicnim
populacijama Sirom svijeta, nema starosnog porasta krvnoga tlaka, a prevalencija hipertenzije
manja je od 5%. Medutim, porast krvnoga tlaka zabiljezen je kada su se ¢lanovi tih populacija
preselili u zapadnjacka drusStva u kojima je unos natrija visestruko veci. Utjecaj ove promjene
najocitiji je kod Aboridzina i Afroamerikanaca, koji imaju najvecu prevalenciju hipertenzije
uzrokovane solju (73% u usporedbi s 51% 1 26% u ostalim hipertenzivnim i normotenzivnim

skupinama) (74).

Smatra se da je utjecaj visoko slane dijete na krvni tlak uvelike povezan s razvojem
endotelne disfunkcije, iako to¢ni mehanizmi kao i patofizioloski slijed navedenih dogadanja
jos uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Poznato je da su genetski ¢imbenici vrlo vazni, a
razli¢ite vrste Stakora kao Zivotinjski modeli pokazale su se vrlo korisnima u razumijevanju
interakcije izmedu unosa soli i hipertenzije. Hipertenzija uzrokovana visokim unosom soli
opc¢enito je povezana s nekim oblikom oSte¢ene bubrezne funkcije, Sto rezultira smanjenom
sposobnoscu pojedinca da pravilno izlucuje natrij i vodu. Dijeta s visokim unosom soli obi¢no
smanjuje aktivnost RAAS-a, a time i razinu Ang II, fizioloSkim mehanizmima kontrole razine
krvnog tlaka. Ipak, u 40 - 50% populacije s esencijalnom hipertenzijom, nadbubrezne i
bubrezne vaskularne reakcije na Ang II ne pokazuju ocekivane promjene predvidene
promjenama unosa soli u organizam, odnosno u njih je nadena povecana aktivnost RAAS-a i

koncentracija Ang Il unato¢ povecanom unosu soli u organizam (76).

Nedavne studije pokazale su postojanje / prisutnost nekoliko strukturnih promjena
gena koji kodiraju komponente RAAS-a, a koje su povezane s razvojem esencijalne
hipertenzije u ljudi i Zivotinja. Humana studija analize haplotipa autora Hasimu i suradnika
(77) otkrila je zna€ajno razlicitu distribuciju haplotipa gena za renin izmedu normotenzivnih
pojedinaca 1 ispitanika s esencijalnom hipertenzijom. Naime, poviSene plazmatske razine
renina bile su povezane s mutacijom na eksonu 9 te posljedi¢no sa specificnim genotipom i
hipertenzijom, $to upucuje na to da mutacija na eksonu 9 moZe utjecati na enzimatsku
funkciju renina povecanjem njegove aktivnosti i time na njegovu ukljucenost u etiologiju
hipertenzije (77). Nadalje, dvije genetske studije autora Giner i1 suradnika (78) te Poch i
suradnika (79) istrazivale su povezanost izmedu hipertenzije osjetljive na sol i genetickih

polimorfizama RAAS-a kod ljudi. Rezultati tih studija pokazali su znafajnu povezanost
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izmedu polimorfizma gena za ACE 1 hipertenzije osjetljive na sol. Pored toga, pacijenti
osjetljivi na sol s polimorfizmom gena 11b-hidroksisteroid dehidrogenaze tipa 2 (11b-HSD2)
izrazavali su viSe vrijednosti krvnoga tlaka i manju supresiju aktivnosti renina u plazmi kao
odgovora na poviseni unos soli u organizam, u usporedbi s hipertenzivnim bolesnicima koji
su otporni na sol (79). Autori su zakljucili da je polimorfizam ovih dvaju gena (ACE i 11b-
HSD2) znacajno povezan s hipertenzijom osjetljivom na sol (79). U studiji 284 japanska
muskaraca (dob: 20-64 godine) koja je ispitivala interakciju izmedu ACE polimorfizma i
dnevnog unosa soli (80) nije nadena povezanost izmedu polimorfizma ACE s razinama
krvnoga tlaka ili hipertenzijom. Ipak, pokazana je povezanost izmedu polimorfizma ACE i
dnevnoga unosa soli, $to upuéuje na interakciju izmedu gena i okolisa (80). Zanimljivo je
napomenuti da su geni koji su prekomjerno izrazeni u cerebralnoj arteriji nakon hipertenzije

uzrokovane soli, regulirani Ang II (81).

Epidemioloske studije pokazale su da neke etnicke populacije imaju vecu incidenciju
hipertenzije u usporedbi s ostalima. Afroamerikanci su skloniji povisenom tlaku od

¢ak 1 uz manji unos natrija (84, 85, 86).

Nadalje, brojni autori istrazivali su utjecaj unosa soli na promjene u lokalnom RAAS-
u u razli¢itim tkivima razli¢itih vrsta Stakora. Strehlow i1 suradnici (87) detektirali su
,downregulaciju®“ gusto¢e AT1 receptora u aorti t¢t mRNA AT]1 receptora u aorti i bubregu u
Stakora osjetljivih na sol koji su bili na visoko slanoj dijeti. Wang i Du pronasli su poviSene
razine mRNA AT]I receptora (88) u aorti i u otporni¢kim mezenterijalnim arterijama Wistar
Stakora koji su na visoko slanoj dijeti. Stewen i suradnici (89) pokazali su da je gusto¢a AT1
receptora povecana u bubreznoj kori hipertenzivnih Stakora nakon kroni¢noga visokoga unosa
soli. Bayorh 1 suradnici (90) istrazivali su promjene razine aldosterona i Ang II u plazmi i
tkivima Dahl $takora na visoko slanoj dijeti te su pokazali da je visoko slana dijeta uzrokovala
smanjenje razine Ang II i aldosterona u plazmi, dok su njihove razine soli u srcu i bubrezima
bile povecane (90). ZakljuCak autora bio je da visoko slana dijeta potice neprikladnu lokalnu
aktivaciju RAAS-a te da lokalne razine Ang II 1 aldosterona viSe odraZzavaju promjene u
vaskularnoj prilagodbi od razina u plazmi i kao takve imaju vaznu ulogu u odrzavanju

hipertenzije (90).

Kao S$to je navedeno u uvodu, brojne studije na eksperimentalnim Zivotinjama

pokazale su da visok unos soli u organizam dovodi do ostecenja vaskularne reaktivnosti
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uzrokovane nastankom endotelne disfunkcije (¢ak 1 u normotenzivnih zivotinja), a koja je
povezana s povecanom razinom oksidativnog stresa (62, 63, 64). Zanimljivo je §to postoji sve
vecéi broj dokaza koji ukazuju na to da je oksidativni stres uzrokovan visokim unosom soli
zapravo posljedica niske koncentracije Ang II i kako normalna funkcija RAAS-a djeluje
zastitnicki na odrzavanje normalne vaskularne funkcije (65). Nedavna studija pokazala je da
supresija RAAS-a visokim unosom soli dovodi do smanjene genske ekpresije antioksidanata u
cerebralnim krvnim Zilama i perifernim limfnim organima Sprague-Dawley muskih Stakora
(91). Nadalje, rezultati jednoga istrazivanja na humanom modelu pokazali su da blokada AT1
receptora u zdravih mladih Zena, koje su se tjedan dana hranile dijetom s niskim udjelom soli,
uzrokuje povecanje koncentracije vazokonstriktora tromboksana u plazmi, Sto ukazuje da
inhibicija RAAS-a moze imati vaznu ulogu u regulaciji normalne vaskularne funkcije (66). Za
razliku od brojnih istrazivanja provedenih na zivotinjama, koja ukazuju na to da inhibicija
RAAS-a uzrokuje povecanu razinu oksidativnog stresa i endotelnu disfunkciju, postoji svega
nekoliko humanih studija koje se bave tim problemom, a moguca veza izmedu inhibicije
RAAS-a, endotelne disfunkcije i poremecene vaskularne funkcije u normotenzivnih ljudi i

dalje je otvoreno pitanje.

Zaklju¢no mozemo re¢i da time Sto je visok unos soli uzrokovao inhibiciju, a niski
unos soli u organizam povecao aktivnost RAAS-a, odredivanje pojedinih komponenti RAAS-
a (kao sto su PRA ili koncentracija aldosterona u serumu) pokazao se kao prikladan indikator
koli¢ine unosa kuhinjske soli u organizam u zdravih mladih ispitanika obaju spolova. Nadalje,
odredivanje navedenih parametara moze posluziti kao prikladna mjera procjene aktivnosti
RAAS-a i u istrazivacke 1 u klinicke svrhe, a buducim istrazivanjima tek predstoji odgovoriti
na pitanje kako unos soli u organizam utjece na aktivhost RAAS-a u zdravlju i bolesti
(hipertenzija) te kako ta ista aktivnost RAAS-a utjece na kardiovaskularnu funkciju ovisno 1

neovisno o vrijednostima arterijskoga tlaka.
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7. ZAKLJUCAK

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

. Tjedan dana prehrane s visokim udjelom soli znacajno je inhibirao aktivnost renin-
angiotenzinskog sustava, §to se oCitovalo znacajnim smanjenjem plazma reninske aktivnosti,
kao i1 serumske koncentracije aldosterona u zdravih mladih Zzena i muskaraca nakon tjedana

dana dijete s visokim udjelom soli.

. Postoji snaZna pozitivna povezanost izmedu plazma reninske aktivnosti i serumske

koncentracije aldosterona u zdravih mladih Zena i muskaraca.

. Nadena je znacajna negativna meduovisnost izmedu dnevnoga unosa kuhinjske soli u

organizam i aktivnosti renin-angiotenzinskog sustava.

. Time S§to je visok unos soli uzrokovao inhibiciju, a niski unos soli u organizam
povecao aktivnost renin-angiotenzinskog sustava, odredivanje pojedinih komponenti renin-
angiotenzinskog sustava pokazao se kao prikladan indikator koli¢ine unosa kuhinjske soli u

organizam u zdravih mladih ispitanika obaju spolova.
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8. SAZETAK

Kljuéne rijeci: plazma reninska aktivnost, aldosteron, renin-angiotenzin-aldosteronski sustav,

visoko slana dijeta, nisko slana dijeta

Cilj: Cilj ove studije bio je odrediti predstavljaju 1i izmjerena plazma reninska aktivnost
(PRA) te koncentracija aldosterona u serumu metodom ELISA prikladnu mjeru procjene
aktivnosti renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava (RAAS-a) opcenito te jesu 1li te

vrijednosti prikladan indikator koli¢ine unosa kuhinjske soli u organizam.

Metode: U istrazivanju je sudjelovalo 44 mladih zdravih ispitanika, 24 zene i 20 muskaraca.
Svi ispitanici bili su 7 dana na dijeti s niskim udjelom soli (LS dijeta) (unos oko 2,3 g
soli/dan), a zatim 7 dana na dijeti s visokim udjelom soli (HS dijeta) (unos oko 14 g soli/dan),
te su imali ukupno tri studijska posjeta. Tijekom svakoga studijskoga posjeta (prije i poslije
dijetnih protokola) ispitanicima su uzete antropometrijske mjere, izmjereni su arterijski tlak i
puls te su uzeti uzorci venske krvi i 24h urina za procjenu pridrzavanja dijetnog protokola te

odredivanje PRA i koncentracije aldosterona u serumu metodom ELISA.

Rezultati: Promjene unosa soli u organizam nisu uzrokovale promjene antropometrijskih
parametara, pulsa te vrijednosti natrija i kalija u serumu ispitanika obaju spolova. LS dijeta je
uzrokovala sniZenje arterijskog tlaka u Zenskih ispitanica, dok HS dijeta nije uzrokovala
znacajne promjene arterijskoga tlaka u ispitanika obaju spolova. Ekskrecija natrija u 24h urinu
1 izraCunati dnevni unos soli bili su znacajno snizeni nakon LS, a povecani nakon HS dijete u
obama spolovima. LS dijeta znafajno je povecala PRA, kao i serumsku koncentraciju
aldosterona, dok je HS dijeta uzrokovala znac¢ajno smanjenje navedenih parametara. Nadena
je znacajna pozitivna korelacija izmedu PRA 1 serumske koncentracije aldosterona te znacajna
negativna korelacija izmedu dnevnog unosa kuhinjske soli u organizam 1 vrijednosti PRA

odnosno aldosterona u serumu u ispitanika obaju spolova .

Zakljucéak: Postoji snaZzna pozitivnha povezanost izmedu PRA 1 serumske koncentracije
aldosterona te znacajna negativna meduovisnost izmedu dnevnoga unosa kuhinjske soli u
organizam i aktivnosti RAAS-a u ispitanika obaju spolova. Time S§to je visoki unos soli
inhibirao, a niski unos soli u organizam povecao aktivnost RAAS-a, odredivanje pojedinih
komponenta RAAS-a pokazao se kao prikladan indikator koli¢ine unosa kuhinjske soli u

organizam u zdravih mladih ispitanika obaju spolova.
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9. SUMMARY

Keywords: plasma renin activity, aldosterone, renin-angiotensin-aldosterone system, high salt

diet, low salt diet

Objective: The objective of this study was to determine whether the plasma renin activity
(PRA) and concentration of aldosterone in the serum measured using the ELISA method
represents a suitable measure for evaluating the activity of the renin-angiotensin-aldosterone
system (RAAS) overall, and whether those values represent a suitable indicator of table salt

intake.

Methods: 44 young and healthy subjects participated in the research, 24 women and 20 men.
All the subjects were on a low salt diet (LS diet) for a period of 7 days (salt intake around 2,3
g/day), and then on a high salt diet (HS diet) for a period of 7 days (salt intake around 14
g/day), and took part in three study visits. During each study visit (before and after
implementation of dietary protocols) the subjects’ anthropometric measurements were taken,
arterial pressure and pulse were measured, venous blood and 24h urine samples were obtained
for the purpose of assessment of adherence to the dietary protocols and determination of PRA

and aldosterone concentration in the serum using the ELISA method.

Results: Changes in salt intake did not cause changes in anthropometric parameters, pulse, or
the amounts of sodium and potassium in the serum in subjects of both sexes. The LS diet has
caused a lowering of arterial pressure in female subjects, while the HS diet caused no
significant changes in arterial pressure in subjects of both sexes. Excretion of sodium in 24h
urine and the calculated daily salt intake were significantly lower after the LS diet, and
elevated after the HS diet in both sexes. The LS diet has significantly increased the PRA, as
well as the serum concentration of aldosterone, while the HS diet caused a significant
decrease in said parameters. A significant positive correlation was discovered between the
PRA and the serum concentration of aldosterone, and a significant negative correlation
between the daily table salt intake and the amount of PRA or aldosterone in the serum in

subjects of both sexes.

Conclusion: There is a definitive positive correlation between PRA and the serum
concentration of aldosterone, and a significant negative interdependence between the daily
table salt intake and the activity of RAAS in subjects of both sexes. Since the high salt intake

inhibited, and the low salt intake increased the activity of RAAS, determination of certain
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components of RAAS has been established as a suitable indicator of table salt intake in

young, healthy subjects of both sexes.
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