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POPIS KRATICA

20-HETE - 20-hidroksieikosatetraenoicna kiselina

ADP — adenozin difosfat

BMI — indeks tjelesne mase (eng. Body Mass Index)

cAMP — ciklicki adenozin monofosfat

COX-1 — enzim ciklooksigenaza-1

CYP450 — citokrom P450

DBP — dijastolicki arterijski tlak (eng. diastolic blood pressure)

ED — endotelna disfunkcija

EDCEF - endotelni ¢imbenici kontrakcije (eng. endothelium-derived constricting factors)

EDHF — endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenik (eng. endothelium-derived hyperpolarizing
factor)

EDREF — endotelni ¢imbenici relaksacije (eng. endothelium-derived relaxing factors)
EET — epoksieikosatrienoi¢ne kiseline

eNOS — endotelna sintaza dusSikova oksida (eng. endothelial nitric oxide synthase)
ET-1 — endotelin

FMD - protokom posredovana dilatacija (eng. flow mediated dilatation)

H,0, — vodikov peroksid

HO™ — hidroksilni radikal

HS — visok udio kuhinjske soli (eng. high salt)

LDF — laser-Doppler flowmetry

L-NMMA — N-monometil-L-arginin

LS - nisko-slana dijeta (eng. low-salf)

LTH — lokalna toplinska hiperemija

II



MAP — srednji arterijski tlak (eng. mean arterial pressure)
NO — dusikov oksid (eng. nitric oxide)

O, - superoksidni anion

ONOO' — peroksinitrit

PGF2a - prostaglandin F2 alfa

PGI, — prostaciklin

PORH - postokluzivna reaktivna hiperemija

RAAS — renin-angiotenzin-aldosteron sustav

ROS - slobodni radikali kisika (eng. reactive oxygen species)
SBP — sistolicki arterijski tlak (eng. systolic blood pressure)
SNP — natrijev nitroprusid (eng. sodium nitroprusside)

SZO — Svjetska zdravstvena organizacije

TXA, — tromboksan

WHR - omjer struk-bokovi (eng. waist-to-hip ratio)
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1.1. Prekomjerni unos soli

Opcepoznata je Cinjenica da je kuhinjska sol spoj nuzan ljudskom organizmu za
normalno funkcioniranje u to¢no odredenim koli¢inama te da se sol nalazi u velikom broju
prehrambenih proizvoda u razli¢itim koli¢inama. Prema smjernicama Svjetske zdravstvene
organizacije (SZO) preporuceni dnevni unos natrija za odrasle osobe iznosi 2 g/dan, a ta
koli¢ina odgovara 5 g soli dnevno (1). Medutim, prema rezultatima velikog broja provedenih
istrazivanja, smatra se da je u vecini drzava svijeta dnevni unos kuhinjske soli prosjecno 9 do
12 g dnevno (2, 3).

Kao posljedica brzorastu¢eg problema prekomjernog unosa soli, 2005. godine
pokrenut je World Action on Salt and Health (WASH), program s glavnim ciljem globalnog
smanjenja prekomjernog unosa kuhinjske soli. WASH je nastao na temelju postojeeg
programa pokrenutog 1996. godine u Ujedinjenom Kraljevstvu pod nazivom Consensus
Action on Salt and Health (CASH), a koji je ve¢ tada pokazivao znacajne rezultate smanjenja
prekomjernog unosa kuhinjske soli, a posljedi¢no i smanjenje troSkova lijeCenja bolesti
povezanih s prekomjernim unosom soli (4, 5). Nedugo nakon pokretanja WASH programa,
istrazivanja provedena na podrucju Republike Hrvatske pokazala su da je prosjecan dnevni
unos kuhinjske soli iznosio 11,6 grama pri ¢emu su muskarci u prosjeku unosili 13,3 grama
soli dnevno, a Zene 10,2 grama (6). Podatci vezani uz prosjecni dnevni unos kuhinjske soli
dobiveni su odredivanjem koncentracije natrija u 24-satnoj mokraci §to 1 danas predstavlja
,zlatni standard”. Potaknuti rezultatima istraZivanja i uspjesima CASH-a, u Republici
Hrvatskoj 2007. godine predstavljena je inicijativa Croatian Action on Salt and Health
(CRASH) te nacionalni program s ciljem smanjenja prekomjernog unosa kuhinjske soli. U
rujnu 2014. godine, usvojen je StrateSki plan za smanjenje prekomjernog unosa kuhinjske soli
u Republici Hrvatskoj 2015.-2019. Glavni cilj strateSkog plana bio je smanjiti prosjecni
dnevni unos kuhinjske soli s tadasnjih 11,6 g/dan na 9,3 g/dan u 2019. godini, odnosno
smanjiti godiSnji unos soli za 4%. Smatralo se da bi takav rezultat doveo do znacajnog
snizenja broja oboljenja od arterijske hipertenzije, ostalih kardiovaskularnih te

cerebrovaskularnih bolesti (7).



1. UVOD

1.2. Endotelna funkcija

Endotel, neko¢ smatran jednostavnim jednoslojem epitelnih stanica koji predstavlja
barijeru izmedu stijenki krvih zila i krvi, iznimno je vazan organ koji posjeduje brojne
funkcije. Najznacanije funkcije endotela predstavljaju inhibicija agregacije trombocita,
sprje¢avanje abnormalne koagulacije te kontrola vaskularnog tonusa (8). Klju¢ne vazoaktivne
tvari koje endotel sintetizira, a kojima posreduje kontrolu vaskularnog tonusa su endotelni
C¢imbenici relaksacije (eng. endothelium-derived relaxing factors, EDRF): duSikov oksid
(NO), endotelni hiperpolariziraju¢i ¢imbenik (eng. endothelium-derived hyperpolarizing
factor, EDHF) te prostaciklin (PGIL,), ali i endotelni ¢imbenici kontrakcije (eng. endothelium-
derived constricting factors, EDCF) kojima pripadaju endotelin-1 (ET-1), tromboksan
(TXA;,), metabolit CYP450 20-hidroksieikosatetraenoi¢na kiselina (20-HETE) te
prostaglandin F2 alfa (PGF2a) (9, 10, 11).

Najbolje opisan EDRF predstavlja NO, signalna molekula koja nastaje kao proizvod
djelovanja endotelne sintaze duSikova oksida (eng. endothelial nitric oxide synthase, eNOS)
uz L-citrulin iz aminokiseline L-arginina u odgovoru na djelovanje zilnog stresa (eng. shear
stress) te kao posljedica djelovanja tvari poput acetilkolina, bradikinina, ADP-a, trombina itd.
(10, 12). NO ima znacajan ucinak na makrocirkulaciju te mikrocirkulaciju inhibirajuci
agregaciju  trombocita, ograni¢avaju¢i  vazokonstrikciju, poticanje  vazodilatacije,
ograni¢avajuci remodeliranje vaskularnog glatkog misi¢ja te poticanje angiogeneze (13, 14).
Brojna istrazivanja koja su izvodila ultrazvuéni test protokom posredovane dilatacije
perifernih arterija (eng. Flow Mediated Dilatation, FMD) potvrduju klju¢nu ulogu NO na
vazodilataciju u makrocirkulaciji, a koja nastaje kao posljedica povecanog Zilnog stresa (15,
16). Jednako tako, istrazivanja provedena na razini mikrocirkulacije koze ventralne strane
podlaktice pomo¢u metode LDF (eng. laser-Doppler flowmetry) u kombinaciji s lokalnim
zagrijavanjem koze potvrduju neposrednu ulogu NO na vazodilataciju mikrocirkulacije koze
(17). PGI; drugi je vazan EDRF koji nastaje iz arahidonske kiseline prvenstveno kao produkt
djelovanja enzima ciklooksigenaza-1 (COX-1) dok novija istrazivanja pokazuju kako enzim
ciklooksigenaza-2 (COX-2) nema znac¢ajniju ulogu u proizvodnji PGIl;in vivo. U odnosu na
NO, nije znacajan za odrzavanje bazalnog vaskularnog tonusa arterija, a otpusta se na poticaj
razliitih agonista. Znacajnu ulogu ima i kao inhibitor djelovanja trombocita povisenjem
unutarstani¢nih razina ciklickog adenozin monofosfata (CAMP) (18, 19, 20). Posljednji vazan

EDRF koji takoder ima znacajnu ulogu u vazodilataciji 1 to ponajprije vazodilataciji
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otporni¢kih arteriola te kapilara je EDHF. Najznacajnije molekule i posrednici koji djeluju
kao EDHF u razli¢itim tkivima su kalijevi ioni (K"), metaboliti CPY450 poput
epoksieikosatrienoi¢ne kiseline (EETs), produkti lipooksigenaze, vodikov peroksid (H»0,),
cAMP (10) itd. Regulacija vaskularne reaktivnosti posredovana EDHF-om definirana je kao o
endotelu ovisan odgovor, a brojne humane studije, ali i studije na Stakorima pokazuju da je
uc¢inak EDHF-a najizraZeniji u stanjima u kojima je inhibirano djelovanje NO-a i PGL, (21,
22,23, 24).

S druge strane, endotelne stanice proizvode i spojeve EDCF koji imaju
vazokonstrikcijsko djelovanje, a od kojih su za kontrolu vaskularnog tonusa najvazniji ET-1 1
TXA,. ET-1 je signalna molekula koja se sintetizira de novo u odgovoru na djelovanje
angiotenzina II, trombina, proupalnih citokina, adrenalina, ali i Zilnog stresa te hipoksije (25).
Humane studije pokazuju kako ET-1 ima uc¢inak na povisenje krvnog tlaka dok istovremeno
blago smanjuje broj srcanih otkucaja, a ima i mitogeni ucinak na glatke miSi¢ne stanice te
posljedicno sudjeluje u remodeliranju vaskularnog zida i endotelnoj disfunkciji (26, 27).
TXA,; drugi je vazan EDCF koji nastaje iz arahidonske kiseline djelovanjem enzima COX-1 1
tromboksan sintaze koji se nalaze u trombocitima. U stanjima poremecene homeostaze kao
posljedica povecane razine TXA,, dolazi do vazokonstrikcije te povecane agregacije
trombocita (28, 29). Potrebna je ravnoteza svih navedenih vazoaktivnih tvari i signalnih

molekula kako bi vaskularna homeostaza bila odrzana.

1.3. Endotelna disfunkcija i utjecaj soli na endotel

Endotelna disfunkcija (ED) opceprihvaceni je termin koji podrazumijeva stanje
naruSene funkcije endotela. U normalnom fizioloSkom stanju, endotelne stanice imaju
ateroprotektivno djelovanje koje ukljucuje sposobnost vazodilatacije, inhibiciju adhezije
leukocita, inhibiciju proliferacije glatkih miSi¢nih stanica, protuupalni, antikoagulantni i
antiagregacijski ucinak. S druge strane, stanje ED karakterizirano je proupalnim,
vazokonstrikcijskim i protrombotskim djelovanjem endotela S$to ima jasan utjecaj na nastanak
ateroskleroze i posljedi¢no nastanak mnogih kardiovaskularnih bolesti (30, 31, 32). Brojna
humana 1 animalna istrazivanja pokazuju da je glavni patofizioloS$ki mehanizam nastanka ED
neadekvatna bioraspolozivost NO-a, poremeceni odgovor glatkih miSiénih stanica na spojeve
s vazodilatacijskim u¢inkom, povecana endotelna proizvodnja vazokonstrikcijskih spojeva,

ali i povecana osjetljivost endotelnih stanica na vazokonstriktore (33, 30, 34).
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Nedavna istrazivanja pokazuju kako dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli (HS)
predstavlja jedan od glavnih ¢imbenika rizika za nastanak endotelne disfunkcije koja se nalazi
u podlozi brojnih kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti. Nedavno provedena
istrazivanja dosla su do rezultata koji dokazuju Stetan uc¢inak poveéanog unosa natrija hranom
na funkciju endotela, neovisno o promjenama krvnog tlaka (35). Randomizirana dvostruko-
slijepa presjecna studija iz 2008. koja je ukljucivala 16 zdravih i normotenzivnih muskaraca
pokazala je znaCajan porast sistolickog krvnog tlaka sa 117+/-11 do 121+/-8 mmHg. Takoder
je utvrdeno da je o endotelu ovisan odgovor na acetilkolin bio znacajno oslabljen nakon 5
dana povecanog unosa kuhinjske soli u odnosu na unos placeba. Nasuprot tome, o endotelu
neovisan odgovor na natrijev nitroprusid (SNP) nije se razlikovao u te dvije skupine
ispitanika (36). Istrazivanje provedeno 2012. godine u 12 mladih, zdravih, normotenzivnih
osoba pokazalo je da unos hrane s visokim udjelom Na' tijekom 7 dana nije imalo znacajan
ucinak na krvni tlak, ali da dolazi do smanjenog dilatacijskog odgovora na lokalizirano
zagrijavanje selektivnim gubitkom NO-ovisne komponente (37).

Dosada$nja istrazivanja govore u prilog teoriji da povecana proizvodnja slobodnih
radikala kisika (ROS) ima glavnu ulogu u nastanku endotelne disfunkcije (33). Endotelne
stanice proizvode brojne ROS koji ukljucuju superoksidni anion (O,") za koji se smatra da
ima najznacajniji ucinak, vodikov peroksid (H»0,), peroksinitrit (ONOQ"), hidroksilni radikal
(HO"), dusikov oksid (NO) i brojne druge (33, 38). Animalne studije na Stakorima koji su bili
hranjeni HS obrocima pokazale su povecanu aktivnost NADPH oksidaze i ksantin oksidaze
koje sudjeluju u nastanku ROS, a danas je poznato da povecana aktivnost tih enzima ima 1
utjecaj na povecani nastanak ROS u ljudi (30, 39). Kao §to je ve¢ ranije spomenuto, ED je
povezana sa smanjenom sposobnosti proizvodnje NO-a ili smanjenom biodostupnosti istoga.
Smanjenje proizvodnje NO-a moze se pripisati nesparenoj eNOS. NO reagira s O, pri ¢emu
dolazi do nastanka ONOO". Novonastali O," i ONOO" tada mogu reagirati s kofaktorom
eNOS-a tetrahidrobiopterinom $to dovodi do rasparivanja eNOS i pojaanog nastanka O,
umjesto NO (33, 40). Najnovija istrazivanja pokazuju obecavajuce rezultate pri kojima dolazi
do povratka normalnog odgovora mikrocirkulacije koze na primjenu acetilkolina

iontoforezom, primjenom oralne suplementacije vitamina C i E tijekom HS dijete (41).
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1.4. Utjecaj soli na arterijski krvni tlak

Iako je rije¢ o temi koja izaziva brojne rasprave u znanstvenim krugovima, HS dijeta
danas se smatra ¢imbenikom rizika za brojne kardiovaskularne bolesti, oSte¢enja mnogih
organa, ali i ¢imbenikom rizika za nastanak hipertenzije (42). Brojne humane studije pokazuju
zna¢ajno smanjenje vrijednosti kako sistolickog tako i dijastolickog arterijskog krvnog tlaka
smanjenjem prekomjernog unosa kuhinjske soli s postojanjem povezanosti izmedu smanjenja
unosa kuhinjske soli i smanjenja krvnog tlaka. Smanjenje unosa soli od samo 3 g dnevno
dovodi do pada krvnog tlaka za 3,6-5,6/1,9-3,2 mmHg kod pacijenata s hipertenzijom
odnosno pada krvnog tlaka za 1,8-3,5/0,8-1,8§ mmHg kod normotenzivnih pacijenata.
Smanjenje unosa soli od 6 grama dnevno ili viSe dovodi do jo§ znacajnijeg pada vrijednosti
arterijskog krvnog tlaka s naglaskom da je utjecaj smanjenog unosa kuhinjske soli na krvni
tlak jo$ izraZeniji kod pacijenata s rezistentnom hipertenzijom (43).

Dosadasnja istrazivanja takoder su omogucila podjelu pacijenata na pojedince koji su
,»osjetljivi na sol (eng. salt-sensitive) odnosno na pojedince koji su ,,neosjetljivi na sol* (eng.
salt-resistant) (2, 11). Prva istrazivanja u¢inka HS dijete na poviSenje krvnog tlaka iSla su u
korist teorije da poviseni unos kuhinjske soli uzrokuje povisenje izvanstani¢ne koncentracije
natrija Sto dovodi do pojacane Zedi i povecanja volumena plazme. Posljedi¢no tome, dolazi do
poviSenja sréanog minutnog volumena u odnosu na tjelesnu povrSinu i poviSenja ukupnog
perifernog otpora. Medutim, novija istrazivanja pokazuju da se povecanje sr¢anog minutnog
volumena u odnosu na tjelesnu povrSinu dogada u pocetku HS dijete, ali da se u vecini
sluc¢ajeva vrijednost vracala na normalnu razinu dok ukupni periferni otpor uglavnom ostaje
trajno povecan (44, 45). Humane, ali i animalne studije pokazuju da je HS dijeta povezana s
povecanim nastankom ROS, a i moguéim izravnim u¢inkom povisene koncentracije natrija na
endotel sto dovodi do pojacane vazokonstrikcije periferne cirukulacije (46). Humane studije
pokazuju dodatne patofizioloSke mehanizme u podlozi hipertenzije pojedinaca osjetljivih na
sol, a ukljucuju poremecenu reakciju bubrega na povecani unos kuhinjske soli kao posljedica
prekomjerne reaktivnosti simpatickog ziv€anog sustava 1 smanjene supresije renin-

angiotenzin-aldosteron sustava (RAAS) (2, 11, 45, 47).
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1.5. Laser Doppler Flowmetry

Mjerenje protoka laser Dopplerom (eng. Laser Doppler Flowmetry, LDF) predstavlja
najces¢e koriStenu metodu u procjeni endotelne funkcije u mikrocirkulaciji. Zbog lake
dostupnosti, koza predstavlja prikladno mjesto za ispitivanje funkcije periferne
mikrocirkulacije u zdravlju i stanjima razlicitih bolesti. Pristupacnost primjene LDF-a na kozi
znaCajna je 1 jer mikrocirkulacija koze indirektno predstavlja funkcioniranje sistemne
mikrocirkulacije. Moderni LDF-ovi imaju sposobnost procijeniti protok eritrocita u
mikrocirkulaciji na samoj povriini koZe na volumenu od 1 mm’ s visokom frekvencijom
uzorkovanja koriste¢i Dopplerov efekt. U danasnje vrijeme, LDF se kombinira s razli¢itim
tehnikama poput postokluzivne reaktivne hiperemije (PORH), iontoforezom acetilkolina i
natrijeva nitroprusida, lokalnom toplinskom hiperemijom (LTH) te lokalnim hladenjem kako
bi se bolje proucila funkcija mikrocirkulacije ovisno o podrazaju kojem je koza izloZena.
Dobar primjer je kombinacija LDF-a s tehnikom LTH gdje je LTH u zdravih ispitanika
karakteriziran inicijalnim povecanjem lokalnog protoka, tzv. “initial peak” koji se dogada
unutar prvih 5 minuta zagrijavanja, a koji je uglavnom posredovan senzornim zivcima. Iza
inicijalnog povecanja, ponovno uslijedi znacajan pad protoka s odrzivim platoom nakon kojeg
slijedi kasno povecanje protoka, tzv. “late peak”, a koji je uglavnom ovisan o NO-u i pojavi

se oko 30-45 min od pocetka lokalnog zagrijavanja (48, 49, 50).
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Sedmodnevna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli uzrokovat ¢e oStec¢enje
mikrovaskularne reaktivnosti ovisne o endotelu koja je posredovana NO u zdravih

pojedinaca.
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Cilj ovog istrazivanja je funkcionalno ispitati ucinak 7-dnevne dijete s velikim
udjelom kuhinjske soli na direktno o NO-u ovisnu endotelnu dilataciju mikrocirkulacije koze

u zdravih pojedinaca.
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4.1. Ustroj studije

Ova studija ustrojena je kao nerandomizirani kontrolirani klinicki pokus s vise
ponavljanih mjerenja u kojem su svi ispitanici bili podvrgnuti istom protokolu i sami sebi bili

kontrola.
4.2. Ispitanici

U ovom istrazivanju sudjelovalo je 30 mladih, zdravih ispitanika oba spola (15 Zena i
15 muskaraca) u dobi od 18 do 30 godina Zivota, regrutiranih oglasom na Medicinskom
fakultetu Osijek. Iskljucni kriteriji za ulazak u studiju bili su: koronarna bolest srca,
hipertenzija ili hipotenzija, hiperlipidemija, Se¢erna bolest, cerebrovaskularne bolesti, bolesti
perifernih krvnih Zila te bubrezno oSte¢enje. Takoder, isklju¢ni kriterij za ulazak u studiju bila
je pretilost (indeks tjelesne mase > 30 kg/m2) te uzimanje lijekova koji mogu imati utjecaj na
endotelnu funkciju. Zene ukljuene u istraZivanje bile su u razli¢itim fazama menstrualnog
ciklusa (randomizirano) kako bi se eliminirao utjecaj spolnih hormona na endotelnu funkciju.
Prije ulaska u istrazivanje ispitanici su individualno obavijesteni o protokolu i procedurama
obuhvacenim ovim istrazivanjem te je svaki ispitanik potpisao informativni pristanak prije
ulaska u protokol istrazivanja. Ovo je istrazivanje odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/22-08/02, Broj: 2158-61-46-22).

Protokol studije trajao je 14 dana tijekom kojih su ispitanici dva puta posjetili
Laboratorij za klini¢ku fiziologiju i fiziologiju sporta Medicinskog fakulteta Osijek. Prvi
posjet ispitanika bio je 7 dana nakon pocetka dijete s malim udjelom kuhinjske soli (LS) dok
je drugi posjet ispitanika uslijedio 7 dana nakon pocetka HS dijete. Prvih 7 dana studije,
ispitanici su bili podvrgnuti LS dijeti prilikom ¢ega su ispitanici unosili 3,5 grama soli dnevno
prema DASH (eng. Dietary Approaches to Stop Hypertension) planu prehrane koji je dan
ispitanicima (51). Prvih 7 dana studije i LS dijete smatra se tzv. periodom "ispiranja" nakon
koje je slijedila HS dijeta koja podrazumijeva unos 3,5 g soli dnevno prema DASH-u i
dodatnih 11,7 g soli dnevno u obliku praha pri ¢emu je ukupni unos soli bio oko 14 grama

dnevno.
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4.3. Metode

Prilikom svakog studijskog posjeta Laboratoriju za klini¢ku fiziologiju 1 fiziologiju
sporta ispitanicima je izmjeren indeks tjelesne mase (BMI, eng. body mass index), omjer
struk-bokovi (WHR, eng. waist-to-hip ratio), arterijski tlak 1 puls te je uzet uzorak
prikupljenog 24-satnog urina zbog provjere kontrole pridrzavanja zadanog dijetnog protokola.
Arterijski krvni tlak mjeren je na pocetku svakog posjeta nakon 15 minuta provedenih u
sjede¢em polozaju. Za mjerenje arterijskog tlaka koriSten je automatski oscilometar
(OMRON, Osaka, Japan). Kona¢ne vrijednosti krvnog tlaka oznacile su se kao srednja
vrijednost tri ponovljena mjerenja dok se srednji arterijski tlak (MAP, eng. mean arterial
pressure) racunao koriste¢i formule sistolickog (SBP, eng. systolic blood pressure) i
dijastolickog krvnog tlaka (DBP, eng. diastolic blood pressure): MAP = [SBP+2*(DBP)]/3.

U uzorcima 24-satnog urina izmjeren je njegov ukupni volumen, koeficijent
kreatinina, koncentracija ureje, natrija 1 kalijja. Iz vrijednosti 24-satne natrijureze
odgovaraju¢om formulom izracunat je dnevni unos kuhinjske soli u gramima [1-g kuhinjske
soli soli (NaCl) = 393.4 mg Na = 17.1 mmol Na]. Analiza 24-satnog urina ucinjena je u
Zavodu za klini¢ku laboratorijsku dijagnostiku Klini¢ckoga bolnickog centra Osijek.

U ovom istrazivanju svim se ispitanicima prije 1 poslije HS dijete ispitala
mikrovaskularna reaktivnost mjerenjem protoka LDF-om u odgovoru na lokalno zagrijavanje
koze. LDF je tehnika u kojoj se sonda uredaja stavlja na kozu i koristi se za biljezenje brzina i
koncentracija pokretnih krvnih stanica u malom volumenu od 1 mm’® ili manje, ovisno o
valnoj duljini (moorVMS-LDF, Moor instruments, Aminster, UK). Prikupljanje podataka
zapoceto je 15 minuta nakon aklimatizacije ispitanika kako bi se izbjegle promjene protoka
povezane s temperaturom okoline. Ispitanicima je izvrSeno mjerenje u leze¢em polozaju pri
kojem im se na podruc¢ju volarne podlaktice stavljala posebna LDF sonda s inkludiranim
grijadem, 1 to na mjesto gdje je bazni protok krvi izmedu 5 i1 10 perfuzijskih jedinica. Tijekom
istrazivanja koriSten je podrazaj lokalne toplinske hiperemije (LTH) koji dovodi do povecanja
koznog protoka krvi ovisno o temperaturi. Maksimalna toplinska vazodilatacija koja odgovara
maksimalnom vazodilatatornom kapacitetu krvnih Zila postize se lokalnim zagrijavanjem
koze na temperaturu 42 °C. Bazalni protok krvi je mjeren tijekom 5 minuta, a zatim se
pripadaju¢im uredajem i sondom (moorVMS-HEAT, Moor instrumenti, Aminster, UK)
potaknulo lokalno zagrijavanje koze na 42 °C i protok je kontinuirano mjeren dok nije
postignut stabilan plato maksimalne toplinske vazodilatacije (30-45 minuta nakon pocetka

zagrijavanja). Mikrocirkulacijski protok krvi izrazen je proizvoljnim perfuzijskim jedinicama
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(PU), te je pomocu pripadajuéeg programa (moorVMS-PC Software, Moor instruments,
Aminster, UK) bila izmjerena povrsine ispod krivulje (AUC) tijekom bazalnog protoka i
stabilnog platoa zagrijavanja. Konacan rezultat bila je veli¢ina povecanja protoka tijekom

zagrijavanja u usporedbi s bazalnim mikrovaskularnim protokom.
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Slika 1. Prikaz originalnog zapisa mjerenja protoka laser Dopplerom (eng. laser Doppler
flowmetry) u mikrocirkulaciji koZe u odgovoru na lokalno zagrijavanjem (LTH, eng.

local thermal hyperemia).

4.4. Statisticke metode

Rezultati su opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju
normalne raspodjele, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama raspona (min — max).
Normalnost raspodjele numerickih varijabli odredena je Kolmogorov-Smirnovim testom
normalnosti. Razlike normalno raspodijeljenih varijabli izmedu mjerenja prije i poslije HS
dijete (LS vs. HS mjerenje) testirane su t-testom za zavisne uzorke (paired t-test), a u slucaju
odstupanja od normalne raspodjele Wilcoxonovim testom sume rangova. Dvostrani P < 0,05
smatran je statisticki znaCajnim. Za statistiCku analizu koriSten je statisticki program

SigmaPlot (verzija 11.2, SYSTAT Software, Chicago, SAD).
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U Tablici 1. prikazane su klini¢ke karakteristike trideset zdravih mladih ispitanika koji
su bili ukljuceni u studiju, prije (LS dijeta) i nakon (HS dijeta) konzumacije dijete s velikim
udjelom kuhinjske soli. Ukupno je sudjelovalo 30 ispitanika (15 musSkaraca i 15 Zena)
prosje¢ne zivotne dobi 20 godina (raspon od 19-24 godine). Indeks tjelesne mase nakon
visokoslane dijete statisticki znac¢ajno je porastao, iako je bio unutar referentnih vrijednosti
BMI-a za normalnu tjelesnu tezinu (BMI 20,0 — 24,99 kg/m®). Vrijednosti drugih mjerenih
obiljezja nisu bile znacajno promijenjene sa HS dijetom, osim broja otkucaja srca u minuti
koji su bili zna¢ajno nizi nakon visokoslane dijete u usporedbi s vrijednostima prije iste (LS

dijeta).

Tablica 1. Klinicka obiljezja ispitanika

Obiljezje* (mjerna jedinica) Aritmeticka sredina (standardna devijacija)
LS dijeta HS dijeta P vrijednost

Broj isptanika (Zene /

muskarci) 30 (15/15)

Dob (godine) 20 (5)

BMI (kg/m2) 23,8 (10,9) 24,0 (11,2) 0,003

WHR 0,79 (0,07) 0,79 (0,07) 1,000

Sistolicki arterijski tlak

(mmHg) 116 (11) 115 (14) 0,654
Dijastolicki arterijski tlak

(mmHg) 73 (7) 71 (11) 0,140
Srednji arterijski tlak

(mmHg) 87 (7) 86 (10) 0,214
Puls (otkucaja u min) 84 (15) 78 (13) 0,021

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).

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

12



5. REZULTATI

Vrijednosti biokemijskih obiljeZja mjerenih u uzorku 24-satnog urina prije i poslije
HS dijete prikazane su u Tablici 2. Vrijednost natrija u uzorku 24-satnog urina o¢ekivano je
bila statisti¢ki znacajno povecéana, kao i izraCunat dnevni unos NaCl-a, nakon 7 dana dijete s
velikim udjelom kuhinjske soli, §to potvrduje da su se ispitanici pridrzavali dijetnog
protokola. Vrijednosti ostalih biokemijskih obiljezja mjerenih u uzorku 24-satnog urina nisu

bile statisticki znacajno promijenjene nakon visokoslane dijete.

Tablica 2. Biokemijska obiljezja u uzoruku 24-satnog urina

Obiljezje (mjerna jedinica) Aritmeticka sredina (standardna devijacija)
LS dijeta HS dijeta P vrijednost
Volumen 24h urina (mL) 1755 (690) 1779 (798) 0,842
Koeficijent kreatinina (umol/24h/kg) 181,1 (41,8) 182,7 (51,9) 0,692
Urea (mmol/dU) 324,1 (95,4) 378.,9 (140,6) 0,055
Na (mmol/dU) 113,5 (44,0) 244,0 (43,4) <0,001
K (mmol/dU) 47,0 (18,9) 61,3 (23,5) 0,073
Procijenjeni dnevni unos NaCl (g/dan) 6,6 (2,6) 14,3 (2,5) <0,001

Rezultati su izraZeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD).
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Slika 2. prikazuje odnos promjene srednjeg arterijskog tlaka uslijed promjene dnevnog
unosa kuhinjske soli u organizam u zdravih mladih ispitanika. 1z slike je vidljivo da zna¢ajan
porast dnevnog unosa kuhinjske soli u zdravih mladih ispitanika nije pra¢en znacajnom
promjenom srednjeg arterijskog tlaka, Sto ukazuje da su se sve zabiljezene promjene nakon

HS dijete dogodile neovisno o promjeni arterijskog tlaka.
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* P<0,001 LS dijeta vs. HS dijeta - procijenjeni dnevni unos soli

Slika 2. Odnos procijenjenog dnevnog unosa kuhinjske soli i srednjeg arterijskog tlaka.
Unato¢ znacajnom povecanju dnevnog unosa soli u organizam tijekom 7-dnevne HS dijete,
nije doSlo do promjene srednjeg arterijskog tlaka, §to potvrduje da su ispitanici bili
,heosjetljivi na sol, odnosno da su se promjene nakon HS dijete dogodilo neovisno o
promjeni arterijskog tlaka. Rezultati su izrazeni aritmetickom sredinom i standardnom
devijacijom (SD).
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Slika 3. prikazuje porast protoka u mikrocirkulaciji koze u odgovoru na lokalno
zagrijavanje (LTH) prije (LS dijeta) i poslije 7-dnevne dijete s velikim udjelom kuhinjske soli
(HS dijeta). LTH odgovor mikrocirkulacije koZe statisti¢ki je znacajno bio smanjen nakon 7-

dnevne HS dijete u usporedbi s mjerenjem prije navedenog dijetnog protokola.

Lokalna termalna hiperemija (LTH)

401
] LS dijeta

Bl HS dijeta

30+ _

Porast protoka
N
<

* P=0.006 LS dijeta vs. HS dijeta (Wilcoxonov test sume rangova)

Slika 3. Porast protoka u mikrocirkulaciji koZe u odgovoru na lokalno zagrijavanje
(LTH) prije (LS dijeta) i poslije 7-dnevne dijete s velikim udjelom kuhinjske soli (HS
dijeta). Porast protoka = LTH protok / bazalni protok. Rezultati su izrazeni medijanom i

granicama raspona (min — max).
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Prehrana koja ukljucuje veliki udio kuhinjske soli danas je opéeprihvacen globalni
javnozdravstveni problem koji je pracen brojnim zdravstvenim posljedicama, prvenstveno
bolestima krvozilnog sustava (5, 52).

Ova studija prvenstveno se usredotocila na ispitivanje utjecaja sedmodnevnog unosa
dijete s velikim udjelom kuhinjske soli na o dusikovom-oksidu ovisnu endotelnu dilataciju
mikrocirkulacije koZze u zdravih mladih ispitanika. Najznacajniji rezultat proizasao iz ovog
istrazivanja je da je porast protoka u mikrocirkulaciji koZe u odgovoru na lokalno zagrijavanje
znac¢ajno smanjen nakon HS dijete u odnosu na porast protoka nakon LS dijete. U isto vrijeme
srednji arterijski tlak nije statisticki znacajno promijenjen Sto upucuje da su promjene u
mikrocirkulaciji koze nastale neovisno o promjeni arterijskog tlaka.

Brojne su humane i animalne studije istrazivale u€inak povecanog unosa kuhinjske
soli prehranom na endotelnu funkciju. Opceprihvacena je hipoteza kako u velikom dijelu
populacije povecani unos kuhinjske soli dovodi do nastanka hipertenzije i kako hipertenzija
ima negativan ucinak na endotel krvnih Zila te na nastanak endotelne disfunkcije, ali
istovremeno i endotelna disfunkcija sudjeluje u nastanku hipertenzije (30, 44, 53). 1z tog
razloga bilo je potrebno utvrditi djeluje 1i povecani unos soli na endotel jedino uzrokujuci
hipertenziju zbog ¢ega posljedi¢no dolazi do oStecenja endotela ili poviSeni unos soli ima
direktan uc¢inak na vaskularni endotel. Istrazivanje Greaneyja i suradnika obuhvatilo je 12
zdravih, normotenzivnih ispitanika u dobi od 22 do 46 godina koji nisu bili pretili niti su bili
korisnici duhanskih proizvoda. Ovo istrazivanje stavilo je u fokus primarno utjecaj pove¢anog
unosa soli na endotelnu funkciju uzimajuéi u obzir ¢injenicu da su vrijednosti arterijskog tlaka
u svih 12 ispitanika nakon 7 dana HS dijete ostale gotovo nepromijenjene. Rezultati ove
studije pokazali su smanjen vazodilatacijski odgovor koznih arteriola na lokalizirano
zagrijavanje kroz selektivni gubitak komponente vazodilatacije ovisne o NO. Ovi podaci
ukazuju na to da povecani unos natrija u prehrani smanjuje mikrovaskularnu funkciju koze
neovisno o krvnom tlaku S§to se podudara s rezultatima dobivenim u istraZivanju za ovaj
diplomski rad (37). Bari¢ i suradnici takoder su dosli do ovakvih rezultata 2019. godine.
Njihova studija pokazala je kako je vazodilatacija inducirana acetilkolinom znacajno
smanjena nakon 7 dana HS dijete dok je vazodilatacija inducirana natrijevim nitroprusidom
ostala nepromijenjena neovisno o promjeni arterijskog krvnog tlaka. Takvi rezultati joS

jednom upucuju da sedmodnevna HS dijeta negativno djeluje na mikrovaskularnu reaktivnost
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narusavaju¢i o endotelu ovisnu vazodilataciju mikrocirkulacije koze u zdravih, mladih
pojedinaca (54).

Osim utjecaja HS dijete na funkciju endotela mikrocirkulacije koZe, opravdane su i
sumnje da HS dijeta negativno djeluje 1 na endotelnu funkciju u makrocirkulaciji. Dupont i
suradnici objavili su 2013. godine istrazivanje u kojemu je ispitivan u¢inak HS dijete na
endotel brahijalne arterije. Istrazivanje je provedeno na 14 zdravih, normotenzivnih
ispitanika, a promjene u makrocirkulaciji brahijalne arterije pra¢ene su tehnikom FMD.
Rezultati su pokazali da je HS dijeta statisticki znaCajno umanjila vazodilataciju ovisnu o
endotelu dok nije bilo promjene kod dilatacije neovisne o endotelu koja je kod ispitanika bila
potaknuta koristenjem sublingvalnog nitroglicerina (55). Do sli¢nih su rezultata doli i Cavka
1 suradnici u istrazivanju objavljenom 2016. godine. Njihovo je istrazivanje pokazalo da HS
dijeta tijekom 7 dana uzrokuje smanjenje FMD-a brahijalne arterije u odsutnosti promjena
krvnog tlaka kod zdravih neaktivnih Zena. Znacajan je i podatak da ucinak HS dijete na
brahijalni FMD nije poniSten akutnom vjezbom (56).

Razmjerno velik broj studija usmjerio je pozornost na rjeSavanje pitanja postoji li
razlika u endotelnom odgovoru na HS dijetu u musSkaraca i Zena. Eisenach 1 suradnici proveli
su istrazivanje na mladim, normotenzivnim muskarcima i Zenama pri ¢emu su ispitanici prosli
5 dana LS dijete nakon koje je slijedilo 5 dana HS dijete. Nakon eNOS inhibicije N(G)-
monometil-L-argininom (L-NMMA), na veli¢inu vazodilatacijskog odgovora na acetilkolin
znaajno je utjecala prehrana kod muSkaraca, ali ne i kod Zena. HS dijeta umanjila je
sposobnost L-NMMA da umanji vazodilatacijski odgovor na acetilkolin u odnosu na LS
dijetu Sto upucuje na to da je NO komponenta vazodilatacije potaknute acetilkolinom
oslabljena nakon HS dijete u muskaraca. Ovi rezultati upucuju na zakljucak da je endotelna
proizvodnja NO osjetljiva na povecani unos natrija kod zdravih mladih muskaraca, ali ne i
kod Zena (57). Do takvih podataka dosli su i Lennon-Edwards i suradnici na skupini od 30
ispitanika koje su ¢inili 14 zena i 16 muskaraca. O endotelu ovisna vazodilatacija procijenjena
je pomocu tehnike FMD proucavajuéi brahijalnu arteriju. FMD se nije razlikovao u
muskaraca i1 zena nakon LS dijete dok je nakon HS dijete ocekivano doslo do pada pri ¢emu
je FMD bio znac¢ajno manji kod muskaraca nego kod Zena $to potvrduje hipotezu da je o
endotelu ovisna vazodilatacija osjetljivija na HS dijetu kod muskaraca nego kod Zena (58).
Unatoc¢ rezultatima prethodno spomenutih istrazivanja, nedovoljno je humanih studija koje su
se bavili pitanjem postoji li razlika u mikrovaskularnoj reaktivnosti izmedu muskaraca i zena
ne primjenjujuéi protokole LS 1 HS dijete. Jedno od takvih istrazivanja proveli su Stupin i

suradnici 2019. godine. U tom istrazivanju radenom na 203 mladih i zdravih ispitanika
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rezultati su pokazali da Zene imaju znacajno viSu koznu mikrovaskularnu reaktivnost nakon 1,
2 odnosno 3 minute vaskularne okluzije u odnosu na muskarce $to je prouc¢avano LDF-om. S
druge strane, rezultati upucuju na pretpostavku da poviseni SBP i poviSeni WHR
predstavljaju veéi rizik za zdrave, mlade Zene negativnim utjecajem na perifernu
mikrovaskularnu funkciju dok kod muskaraca ova povezanost nije potvrdena (59).

U posljednjih nekoliko godina istrazuju se i razliciti dijetetski pristupi koji bi mogli
ponistiti negativan ucinak HS dijete na mikrovaskularnu funkciju. Jedna od takvih studija
imala je u cilju ispitati u¢inak istovremene suplementacije vitaminima C i E za vrijeme
konzumacije HS dijete tijekom 7 dana. U skupini ispitanika koji su konzumirali HS dijetu,
oc¢ekivano je doslo do smanjenja PORH i vazodilatacije inducirane acetilkolinom. S druge
strane, istovremena suplementacija vitaminima C i E, za koje je poznato da posjeduju
antioksidativan ucinak, za vrijeme HS dijete prevenirala je smanjenje PORH 1 dilatacije
uzrokovane acetilkolinom te su dobiveni rezultati bili sli¢ni rezultatima skupine ispitanika
koji su konzumirali LS dijetu. SNP-posredovana vazodilatacija bila je sli¢na u sve tri skupine
ispitanika. Ova je studija u konacnici istaknula znacajnu ulogu oksidativne neravnoteze u
ostecenju mikrovaskularne funkcije uzrokovane sedmnodnevnom HS dijetom neovisno o
arterijskom krvnom tlaku. Osim toga, ova studija otvara pitanje bi li dugorocna
suplementacija vitaminima C i1 E  pozitivno djelovala na sprjeCavanje oStecenja
mikrovaskularne funkcije koje nastaje kao posljedica pove¢anog unosa kuhinjske soli (41).

Rezultati ove provedene studije ukazuju na nedvojbeno negativan utjecaj
sedmodnevne HS dijete na o NO ovisnu endotelnu dilataciju u mikrocirkulaciji koze u
zdravih, mladih ispitanika obaju spolova neovisno o promjeni krvnog tlaka. Dobiveni rezultati
govore u prilog tvrdnji da HS dijeta predstavlja ¢imbenik rizika za mnoga patoloska stanja 1
bolesti uzevsi u obzir da svojom ulogom na endotelnu disfunkciju posreduje nastanku
hipertenzije, brojnih kardiovaskularnih te cerebrovaskularnih bolesti. Relativno mali broj
studija koje su proucavale postojanje o spolu ovisnih razlika u patofiziologiji nastanka
poremecaja mikrovaskularne reaktivnosti ostavljaju otvorenu moguénost ispitivanja ovog
problema. U konacnici, ovi nalazi jo§ jednom potvrduju vaznost pridrZavanja smjernica
vezanih uz dnevnu koli¢inu konzumirane kuhinjske soli od strane SZO, ne samo u osoba koje
ve¢ boluju od hipertenzije i drugih krvozilnih bolesti ve¢ i u zdravih mladih pojedinaca u
kojih je potrebno prevenirati nastanak arterijske hipertenzije i ostalih kardiovaskularnih

bolesti.
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7. ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

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

Sedmnodnevna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli dovodi do poremecene o
dusSikovom oksidu ovisne endotelne vazodilatacije u odgovoru na lokalno zagrijavanje
u mikrocirkulaciji koze zdravih, mladih, normotenzivnih ispitanika.

S obzirom da nije doSlo do promjena arterijskog krvnog tlaka s poveéanim unosom
soli, moze se zakljuciti da je endotelna disfunkcija neovisna o krvnom tlaku i izravno

je povezana sa samom soli kao ¢cimbenikom rizika za endotelnu disfunkciju.
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8. SAZETAK
8. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj istraZivanja bio je funkcionalno ispitati u¢inak 7-dnevne dijete
s velikim udjelom kuhinjske soli na direktno o NO-u ovisnu endotelnu dilataciju

mikrocirkulacije koze u zdravih pojedinaca.

NACRT STUDIJE: Nerandomizirani kontrolirani klini¢ki pokus.

ISPITANICI I METODE: Studija je obuhvatila 30 mladih, zdravih ispitanika oba spola od
cega 15 muSkaraca i 15 Zena. Ispitanici su podvrgnuti specificnom dijetnom protokolu od
¢ega su bili 7 dana podvrgnuti niskoslanoj dijeti (~3,5 g soli/dan), a zatim 7 dana visokoslanoj
dijeti (~14 g soli/dan). Svim ispitanicima izmjeren je BMI, WHR, arterijski tlak, puls te im je
analiziran uzorak prikupljenog 24-satnog urina prije i poslije dijetnog protokola. Takoder je
svima ispitana mikrovaskularna reaktivnost mjerenjem protoka LDF-om u odgovoru na

lokalno zagrijavanje koze.

REZULTATI: Sedmnodnevna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli uzrokovala je
znafajno smanjenje porasta protoka u mikrocirkulaciji koze u odgovoru na lokalno
zagrijavanje poslije 7-dnevne dijete s velikim udjelom kuhinjske soli u odnosu na mjerenja
provedena prije te dijete. Vrijednosti BMI-a bile su statisticki znacajno povecane, a pulsa
snizene, iako su vrijednosti ostale unutar referentnih vrijednosti. Vrijednosti ostalih mjerenih

obiljezja, ukljucujuéi arterijski tlak, nisu bile znacajno promijenjene.

ZAKLJUCAK: Sedmnodnevna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli dovodi do
poremecene o dusSikovom oksidu ovisne endotelne vazodilatacije u odgovoru na lokalno
zagrijavanje u mikrocirkulaciji koze zdravih, mladih ispitanika. Zbog izostanka promjena
arterijskog krvnog tlaka s poveéanim unosom soli, moze se zakljuciti da je endotelna
disfunkcija neovisna o krvnom tlaku i izravno je povezana sa samom soli kao ¢imbenikom

rizika za endotelnu disfunkciju.

KLJUCNE RIJECT: dusikov oksid; endotel; mikrocirkulacija; velik unos soli
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

THE EFFECT OF 7-DAY HIGH-SALT DIET ON NITRIC-OXIDE DEPENDENT
ENDOTHELIAL VASODILATION OF SKIN MICROCIRCULATION IN HEALTHY
INDIVIDUALS

OBJECTIVES: The aim of this study was to functionally examine the effect of a 7-day diet
with a high proportion of table salt directly on NO-dependent endothelial dilatation of skin

microcirculation in healthy individuals.

STUDY DESIGN: Non-randomized controlled trial.

PARTICIPANTS AND METHODS: The study included 30 young, healthy subjects of both
sexes, of which 15 were men and 15 were women. Subjects were subjected to a specific
dietary protocol, of which they were subjected to a low-salt diet (~3,5 g salt/day) for 7 days
and then to a high-salt diet (~14 g salt/day) for 7 days. BMI, WHR, arterial blood pressure
and heart rate were measured in all subjects while a sample of collected 24-hour urine was
analyzed before and after the diet protocol. Microvascular reactivity was also tested by

measuring blood flow in response to local skin warming using LDF.

RESULTS: A 7-day high-salt diet caused a significant reduction in the increase in skin
microcirculation flow in response to local warming after a 7-day high-salt diet compared to
measurements performed before that diet. BMI values were statistically significantly
increased and heart rate was decreased, although the values remained within the reference
values. The values of other measured characteristics, including arterial blood pressure were

not significantly changed.

CONCLUSION: A 7-day high-salt diet leads to impaired NO-dependent endothelial
vasodilatation in response to local warming in the microcirculation of the skin of young,
healthy individuals. Due to the absence of changes in arterial blood pressure with increased
salt intake, it can be concluded that endothelial dysfunction is independent of blood pressure

and is directly related to salt itself as a risk factor for endothelial dysfunction.

KEYWORDS: endothelium; high salt intake; microcirculation; nitric oxide
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