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1. UvOD

1.1. Povijest soli i ¢ovjeka

Kuhinjska sol (NaCl) vazan je mineralni mikronutrijent za ljudski organizam i ima
vaznu ulogu u funkcioniranju ziv€anoga i lokomotornoga sustava kao i u autoregulaciji
sastava i koli¢ine tjelesnih tekucina te hemodinamike tijela. U ljudskoj se prehrani pojavljuje
jos u doba zajednica skupljaca lovaca $to se nastavlja na period pojave agrikulture i nastanka
modernih civilizacija kao sastavni dio hrane (1). Prerada soli se prvi put pojavljuje na
podrucju istocne Europe, ali i Dalekog istoka gdje se prokuhavaju prirodni mineralni izvori
kako bi se dobila sol koja se koristila kao konzervans (2). U nadolaze¢im stolje¢ima sol je
postala jedna od skupljih i1 cjenjenijih sirovina jer je sluzila upravo kako bi se hrana mogla
saCuvati od truljenja i kako bi drustvo moglo prosperirati na podrucju gdje Zivi sjedilackim
nac¢inom zivota (3). Sve veca konzumacija hrane konzervirane u soli dovela je i do porasta
procijenjenog unosa soli u organizam s manje od 1 grama po danu na 5 grama po danu
(1 - 3). Kako je drustvo prosperiralo i hranilo se solju konzerviranom hranom, tako je rastao i
dnevni unos soli. Najve¢i unos soli u razvijenom svijetu bio je u razdoblju prije izuma
hladnjaka i razvoja prehrambene tehnologije, kada se unos kretao oko 10 grama po danu (4).
Primarno se nakon razvoja takvih tehnologija unos soli smanjuje. Medutim, sol se pocela
koristiti 1 kao zain te medij da se u prehranu uvedu drugi mikronutrijenti potrebni za
normalno funkcioniranje organizma. Najpoznatiji primjer je jod (I) koji se dodaje kao aditiv
od pocetka 20. stoljeca kako bi se sprijeCile bolesti povezane s nedostatkom joda. Osim toga,
procesuirana hrana i povecanje unosa mesa i mlijeka, koji imaju veci udjel soli, dovelo je do
ponovnog porasta unosa soli u organizam, na razinu na kojoj je bila u 19. stoljecu (5). Vise od
75 % soli koje danas prosjecna osoba unosi u organizam, unosi preko procesuirane hrane

(Slika 1.) (6).

® procesuirana hrana
m zacin

prirodno u hrani

Slika 1. Raspodjela izvora soli u prehrani

(prilagodeno po tekstu reference 6.)
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1.2.  Soli hipertenzija

Iako je potrebna za normalno funkcioniranje organizma, prekomjeran unos soli dovodi
do ozbiljnih patoloskih stanja. Osim kardiovaskularnih 1 cerebrovaskularnih bolesti
prekomjeran unos soli povezan je s razvojem karcinom zeluca, edema i progresivnih tezih
ostecenja bubrega (7 - 8). Povecana koncentracija ubrzava agregaciju trombocita ¢ime se
povecava rizik za smanjenu oksigenaciju tkiva uslijed zacepljenja krvnih zila (9). Povecana
koncentracija soli, odnosno natrija, dovodi do gubitka drugih elektrolita, primjerice kalcija
¢ija ekskrecija iz organizma moze dovesti do stvaranja bubreznih kamenaca, a manjak u

organizmu do razvoja osteoporoze (8).

Istrazivanja pokazuju kako se danas dnevni unos soli kre¢e od 9 do 12 grama soli, dok
Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) preporuca dnevni unos manji od 5 grama soli,
odnosno 2 grama natrija (Na) na dan (10 - 11). Istrazivanja provedena Sirom svijeta pokazala
su pozitivnu korelaciju izmedu smanjenja unosa soli i smanjenja krvnog tlaka (12 - 14). Iz tog
je razloga na globalnoj razini 2005. godine osnovan pokret (engl. World Action on Salt and
Health Movement, WASH) s ciljem promicanja smanjenja koli¢ine unosa soli. Donesena je i
preporuka prehrane u svrhu smanjenja unosa soli 1 prevalencije visokog krvnog tlaka
(engl. Dietary Approaches to Stop Hypertension, DASH) (15 - 16). Osim globalnih pokreta,
brojne su zemlje pokrenule javnozdravstvene nacionalne kampanje kako bi educirale gradane
1 nametnule proizvodacima hrane smanjenje udjela soli u preradenoj hrani (16 - 17). U
Republici Hrvatskoj provedeno je istrazivanje u kojem rezultati pokazuju kako je prosjecan
unos soli u razini 11,6 grama, dvostruko vise od preporucenoga. Iz tih istrazivanja proizlazi da
zene konzumiraju prosje¢no 10,2 grama, a muskarci 13,3 grama dnevno (18 - 19). Od ulaska
u Europsku uniju Republika Hrvatska donijela je strategiju smanjenja udjela soli u prehrani
kojom se kroz edukaciju i suradnju s gospodarstvenicima zeli utjecati na smanjenje

prevalencije hipertenzije 1 kardiovaskularnih bolesti (20) .

Poznato je kako je povecan unos soli glavni ¢imbenik rizika razvoja povecanog
arterijskog krvnog tlaka koji je glavni komorbitetni ¢imbenik razvoja kardiovaskularnih
bolesti. Kardiovaskularne bolesti ozbiljan su javnozdravstveni problem razvijenoga svijeta,
vode¢i su uzrok smrti (31 % svih smrti) i vode¢i uzrok invaliditeta (21 - 22). Jedna od
najcesc¢ih bolesti kardiovaskularnoga sustava je arterijska hipertenzija koja se definira kao

stanje povisenog sistolickog (> 140 mm/Hg) i dijastoli¢kog tlaka (> 90 mm/Hg) (14). Vazni
2
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rizini ¢imbenici za razvoj esencijalne arterijske hipertenzije ukljucuju dob, genetsku
predispoziciju, pretilost, sjedilacki nacin Zzivota, dijabetes i drugi (23). Uz navedene
¢imbenike rizika, nikako se ne smije izostaviti visok unos kuhinjske soli u organizam, za koji
su brojna epidemioloska 1 klinicka istrazivanja pokazala da ima bitan ucinak na razvoj i
progresiju arterijske hipertenzije (24). Iako jo$ uvijek nisu razjaSnjeni mehanizmi kojima
prehrana s velikim udjelom kuhinjske soli utjece na razvoj arterijske hipertenzije, pokazalo se
da u navedenom patofizioloskom algoritmu klju¢nu ulogu ima renin-angiotenzinski sustav

(RAS), autonomni Zivéani sustav (AZS) i endotel (8, 14).

RAS regulira ravnotezu elektrolita (poglavito natrija), volumen tjelesnih tekucina i
posljedi¢no arterijski tlak, a normalna funkcija RAS-a odrzava integritet strukture krvnih zila
kao 1 njihove funkcije (vaskularne reaktivnosti). Nadalje, kod dijela hipertenzivnih ispitanika,
istrazivanja su pokazala kako mutacije gena koji kodiraju dijelove RAS-a posljedi¢no dovode
do kvantitativne ili kvalitativne promjene u regulaciji koje kontrolira RAS (14). Istrazivanja
su pokazala kako postoje i interindividualne razlike odgovorne za povisen unos soli medu

pojedincima u populaciji, a proizlaze iz genske podloge i definiraju se kao osjetljivost na sol.

Osjetljivost na sol vecina istrazivaca definira kao akutnu promjenu krvnog tlaka 10 %
1 viSe od bazalne vrijednosti u odnosu na fluktuacije unosa soli, bilo da se radi o smanjenom
ili poviSenom unosu soli. Uoceno je da se takve promjene dogadaju i medu hipertenzivnim,
ali 1 normotenzivnim kohortama. Pojedinci neosjetljivi na sol izlu€uju iz organizma suviSak
soli bez porasta krvnog tlaka, dok je kod pojedinaca osjetljivih na sol krvni tlak poraste (10).
Deduktivno se =zakljucuje kako osjetljivost na sol povecava rizik od nastanka
kardiovaskularnih poremecaja i povecava mortalitet kod normotenzivnih i hipertenzivnih

pojedinaca (25).

Kako AZS-e kontrolira RAS sustav, promjene u koncentraciji natrijeva klorida u
likvoru dovode do promjene podraZaja neurona i posljedi¢no poveéane aktivnosti AZS-a (26).
Takva pretpostavka testirana je u fizioloskim i patoloSkim stanjima te je uocena ¢ak i u

normotenzivnih mladih pojedinaca (27).

Arterijska hipertenzija strukturno, mehanicki i funkcionalno mijenja strukturu krvnih
zila. Vaskularne modifikacije odgovor su na povecéani krvni tlak i protok krvi koji stresno

djeluje na endotel, a karakterizira ih depozit kolagena i razgradnja elastina. Promjene u

3
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vaskularnoj funkciji i razvoj endotelne disfunkcije sve se viSe istrazuju upravo kod populacija
koje nemaju poviseni krvni tlak ¢iji mehanizmi nastanka jo$ nisu razjasnjeni, a najnovija
istrazivanja pokazuju kako 1 kratkotrajno uzimanje velikih koli¢ina soli moze dovesti do ovih
promjena — neovisno o promjenama krvnog tlaka (22, 28 - 29). Visoka koncentracija soli,
osim §to dovodi do aktivacije endotela, potice 1 hipertrofiju sr¢anih mioblasta i stanica glatkog

miSicja krvnih zila (14).

Najve¢i broj navedenih istrazivanja ucinjen je na eksperimentalnim zivotinjama
(primarno Stakorima). Jo§ uvijek je ogranien broj istraZivanja koja su ispitivala utjecaj
kratkotrajne dijete s velikim udjelom soli na vaskularnu i endotelnu funkciju u zdravih
(normotenzivnih) ispitanika. Ipak, istrazivanja koja su provedena, poprilicno konzistentno
ukazuju na cinjenicu da i kratkotrajna dijeta s velikim udjelom soli (7 dana) dovodi do
ostecenja vaskularne endotelne funkcije kako u makrocirkulaciji, tako 1 u mikrocirkulaciji
(14, 28). Stovise, nedavne studije poele su istrazivati i mehanizme koji posreduju navedeni
ucinak $to nije jednostavno obzirom na neinvazivnost metoda dostupnih u humanim
istrazivanjima. Dosada je pokazano da visok unos soli dovodi do inhibicije RAS-a i poviSenja
razine oksidativnog stresa koji onda mogu djelovati na nastanak endotelne funkcije koja
nastaje neovisno o promjenama sastava tijela i1 retencije fluida (kao Sto je neovisna o

promjenama arterijskoga tlaka) (14, 22, 30).

1.3. Ekstracelularni matriks

Ekstracelularni matriks (engl. extracellular matrix, ECM) glavna je acelularna
komponenta vezivnog tkiva koja okruZuje stjenku krvnih Zila — endotel, a sastoji se od
kolagena 1 elastina te proteoglikana i1 fibronektina kao strukturnih elemenata (31). Svi
strukturni elementi su u stalnom procesu sinteze i1 razgradnje, a glavni regulatorni sustavi su
matriks metaloproteinaze (engl. matrix metalloproteinase, MMP) 1 inhibitori metaloproteinaza
(engl. tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMP) (23, 31). Jo§ uvijek nije ispitano na koji
naCin kratkotrajan unos velike koli¢ine soli unos utje€e na ECM krvnih Zila. Naime,
pretpostavlja se da dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli u kombinaciji s neravnotezom
izmedu vazodilatacijskih 1 vazokonstrikcijskih ¢imbenika, poremecajem RAS-a, aktivacijom
upalnih procesa 1 povecanim oksidativnim stresom moze dovesti do fibroze arterijske stjenke 1

talozenja ECM koji u konac¢nici amplificiraju smanjenje elasti¢nosti vaskulature (32).
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1.4,  Matriks metaloproteinaza 9

Obitelj MMP-a su proteaze ovisne o cinku koje sudjeluju u brojnim fizioloSkim i

patoloSkim procesima remodeliranjem ECM-a (Tablica 1.) (33).

Tablica 1. Znacajniji fizioloski i patoloski procesi u kojima sudjeluju MMP

(prilagodeno po tekstu reference 34.)

Fizioloski procesi Patoloski procesi
Apoptoza Upalne bolesti
Ovulacija Autoimune bolesti

Upala Ciroza jetre
Angiogeneza Tumori 1 metastaze
Razvoj ploda u trudno¢i Artritisi
Imuni odgovor Hipertenzija
Remodeliranje kosti Ateroskleroza

Opisano je vise od 28 vrsta MMP-a ovisno o njihovoj strukturi 1 glavnome supstratu
na koji djeluju (34 - 35). MMP se iz stanica lu¢e u ECM u inaktivhom obliku kao proenzimi
(pro-MMP) uz iznimku MMP-a vezanih za stanicnu membranu te se na taj nacin sprjecava da
MMP-i razgraduju stani¢ne komponente. Medutim, neki od MMP-a vezani su uz proteine
ECM-a kako bi bili brzi u slucaju podrazaja. Svi MMP-ovi dijele 40 % strukture, a strukture
se ugrubo mogu podijeliti na N-terminalni peptid, katalitiCku domenu 1 C-terminalnu domenu.
Didakticka klasifikacija MMP-a dijeli ih na kolagenaze, Zelatinaze, stromelisine,
membrana-povezane MMP-ove, makrofazne elastaze i1 druge. Klasifikacijskoj skupini

zelatinaza pripadaju MMP-2 1 MMP-9 (36).

MMP-9 je MMP koju kodiraju geni na 20q11.2-q13.1 lokusu. Brojne stanice luce
MMP-9 ukljucujuéi neutrofile, makrofage i fibroblaste (36 - 37). Aktivacijom pomocu
cisteinskog prekidaca (engl. cysteine switch) otkriva se cink kao vezno mjesto supstrata.
Aktiviraju th RAS-1, slobodni kisikovi radikali (ROS), proinflamatorni citokini 1 interleukini
te ¢imbenici rasta, a koji su svi poviSeni u arterijskoj hipertenziji (Slika 2.) (23). Nadalje,

molekule drugih MMP aktiviraju MMP-9, predloZzeno prema kaskadnom modelu sli¢no
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aktivaciji koagulacijskih faktora (36). Kontrolni mehanizmi MMP-9 ukljucuju sve 4

podskupine TIMP-a, s naglasnom na TIMP-1 (33).

interakcije
ECM - stanica
stanica - stanica

ECM
sinteza MMP citokini
funkcionalni i
strukturni proteini ~N interleukini
aktivne biomolekule pro-MMP-9

¢imbenici rasta

ECM l
')0"999/ RAS

ECM — ekstracelularni matriks; pro-MMP-9 — pro-matriks metaloproteinaza 9; MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9;
TIMP — inhibitori metaloproteinaza; RAS — renin-angiotenzinski sustav; ROS — slobodni kisikovi radikali

Slika 2. Shematski prikaz aktivacije MMP-9

(prilagodeno po tekstu reference 23.)

MMP-9 je najistrazivanija MMP koja se povezuje s fizioloSkim i patoloskim

procesima ukljucujuéi upalu 1 fibrozu kardiovaskularnog sustava, ali 1 druga upalna stanja,

autoimune bolesti, neurodegenerativne bolesti, dijabetes 1 maligne procese (Tablica 2.)

(36, 38).

Tablica 2. Fizioloski i patoloski procesi u kojima sudjeluje MMP-9

(prilagodeno po shemi reference 36.)

MMP-9" u fizioloskim procesima

MMP-9" u patoloskim procesima

Relaksacija glatkog miSi¢ja
Angiogeneza
Razvoj embrija
Proliferacija stanica glatkog miSi¢ja

Migracija stanica glatkog misi¢ja

Ateroskleroza
Infarkt miokarda i mozdani infarkt
Vaskularizacija tumora
Aneurzme

Hipertenzija

*MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9
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Funkcija MMP-9 zapravo je remodulacija tkiva degradacijom ECM-a i aktivacijom
citokina i kemokina. Glavni substrati su mu kolagen (poglavito kolagen IV), Zelatin, elastin,
fibronektin i plasminogen (36). Aktivirane MMP-¢e stvaraju mikrookruzenje u ECM-u koje je
proinflamatorno te okolno tkivo poti¢e na sekreciju, migraciju i proliferaciju stanica Sto
dovodi do =zadebljanja stjenke krvne zile 1 progresije neelasticnosti (23). Povecana
neelasti¢nost utvrdena je i kod normotenzivnih pojedinaca (39). Na Zivotinjskim modelima
dokazano je kako se aktivnost MMP-9 povecava kod razvoja arterijske hipertenzije (36).
Takoder je na zivotinjskim modelima dokazano da smanjena koncentracija ili, u slucaju
knock-out Zivotinja, nepostojanje MMP-9 vodi smanjenju rizika za razvoj kardiovaskularnih
bolesti (40 - 43). Sto se tide istrazivanja provedenih na ljudima, hipertenzivni pacijenti
pokazuju viSe razine serumskog MMP-9. Neki istrazivaci izvjeStavaju o povecanim
koncentracijama MMP-9 i1 TIMP-1 i kod normotenzivnih pacijenata te se kod takvih osoba
rizik za razvoj hipertenzije povecava dvostruko (44). Istrazivana je i povezanost genskih
polimorfizama koji kodiraju MMP-9 i odredenih SNP (engl. single nucleotide polymorphism)
varijanti koje povecavaju transkripcijsku aktivnost te je nadena pozitivna korelacija odredenih
polimorfizama 1 ozbiljnosti klinicke slike koronarne ateroskleroze i infarkta miokarda (45).
Aktivnost MMP-9 povecana je ¢ak i u ranoj fazi razvoja hipertenzije (33, 46). Jos uvijek nije
utvrdeno dovodi li kratkotrajna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli, uz oste¢enje endotelne
funkcije neovisne o porastu arterijskoga tlaka, 1 do porasta serumske razine MMP-9

(kao indikatora integriteta i aktivacije endotela) kod zdravih ispitanika obaju spolova.
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2. HIPOTEZA

Kratkotrajna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli uzrokovat ¢e povecanje serumske
koncentracije MMP-9 u zdravih mladih ispitanika obaju spolova neovisno o promjenama

arterijskoga tlaka.
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3. CILJ

Cilj ovog istrazivanja biti ¢e odrediti ucinak kratkotrajne dijete s velikim udjelom

kuhinjske soli na serumsku koncentraciju MMP-9 metodom ELISA.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1.  Ustroj studije

Ova je studija dizajnirana kao nerandomizirani kontrolirani klini¢ki pokus u kojemu su
analize uzoraka ispitanika vrSene prije i nakon protokola te su sami sebi bili kontrola (47).
Ova je studija dio istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost
(HRZZ 1P-2016-06-8744) 1 odobrena je od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
Osijek (Klasa: 602-04/15-08/08, Broj: 2158-61-07-15-68).

4.2. lIspitanici

Ispitanici su bili zdravi mladi dobrovoljci koji su bili regrutirani na Medicinskom
fakultetu Osijek. Odabrano je 20 osoba obaju spolova. Kriteriji iskljuenja za sudjelovanje u
ovoj studiji bili su koronarna bolest, hipotenzija ili hipertenzija, dijabetes, bubrezno osteéenje,
hiperlipidemija, bolesti perifernih krvnih zila ili cerebrovaskularne bolesti te koriStenje
lijekova koji bi mogli imati utjecaja na endotel. Svi su ispitanici bili detaljno obavijeSteni o
svim procedurama 1 protokolima ove studije. Nadalje, svaki je ispitanik potpisao informirani

pristanak prije ukljucivanja u istrazivanje 1 ulaska u protokol.

Svi su ispitanici tri puta posjetili Laboratorij za klinicku fiziologiju i fiziologiju sporta
(LKFFS). Prvi posjet bio je prilikom ulasku u studiju. Ispitanici su nakon prvog posjeta isprva
bili 7 dana na dijeti s malim udjelom kuhinjske soli (engl. low salt, LS), potom 7 dana na
dijeti s velikim udjelom kuhinjske soli (engl. high salt, HS). Prema DASH planu prehrane,
koji je dan ispitanicima, LS dijeta sluZila je kao ,,period ispiranja“ a podrazumijevala je unos
oko 2,3 grama kuhinjske soli dnevno. HS dijeta je, uz DASH plan prehrane, podrazumijevala
dodatan unos 11.7 grama kuhinjske soli u prahu, ¢ime je ukupni dnevni unos iznosio oko

14 grama kuhinjske soli (15).

4.3. Metode

Prilikom svakog studijskog posjeta LKFFS-u, ispitanicima je bilo izmjeren arterijski
tlak, omjer struka i bokova (engl. waist-hip ratio, WHR) 1 indeks tjelesne mase (engl. body

mass index, BMI), te uzet uzorak 24-satnog urina i uzorak pune venske krvi.
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Arterijski tlak mjerio se nakon 15 minuta u sjedeCem polozaju na pocetku svakog
posjeta laboratoriju. Kao konac¢na vrijednost tlaka uzet je prosjek 3 uzastopna mjerenja
poluautomatskim oscilometrom (OMRON, Osaka, Japan). BMI i WHR izracunati su
uporabom empirijski izvedenih formula. Uzorak 24-satnog urina prikupljan je radi kontrole
pridrzavanja dijetnog protokola mjerenjem biokemijskih obiljezja: urea, koeficijent
kreatinina, natrij i kalij. Iz vrijednosti 24-satne natrijureze izracunat je dnevni unos kuhinjske
soli u gramima. Napose je uzet uzorak pune venske krvi iz kojeg se odredivala koncentracija

MMP-9.

U Laboratoriju za molekularnu i klinicku imunologiju odredivala se koncentracija
MMP-9 iz seruma u duplikatu ELISA metodom (engl. enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA). Za kvantifikaciju MMP-9 koristen je Human MMP-9 ELISA kit (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria) prema uputama proizvodaca
(engl. package insert); LOT 149148023. Ovaj kit koristi se samo u istrazivacke svrhe, ne za

dijagnosticku kvantifikaciju.

Izvedba metode klasi¢na je sendvic ELISA metoda. JaZice testne plo€ice obloZene su
imobiliziranim specificnim protutijelima na koje se dodaju uzorci i kontrole (Slika 3. 1 5.).
Uzorci se inkubiraju uz mijesanje kako bi se pospjeSilo vezanje uzoraka s imobiliziranim
primarnim protutijelima. MijeSanje se vrsilo automatski (VIBROMIX 40, Tehtnica Zelezniki,
Zelezniki, Slovenia) (Slika 4.). Na vezane komplekse veZe se sekundarno protutijelo koje uz

dodatak kromogenog supstrata mijenja boju (Slika 6.1 7.).

Slika 3. Test-ploc€ica s imobiliziranim specifi¢nim protutijelima

(fotografirala autorica)
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Slika 4. Inkubacija i mijeSanje uzorka na imobilizirano specificno protutijelo

(fotografirala autorica)

Slika 5. Test-plocica u koji je dodan uzorak i sekundarno protutijelo

(fotografirala autorica)
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Slika 6. Dodavanje kromogena u testne jazice

(fotografirala autorica)

Slika 7. Test plocica specifiénog obojenja pripremljena za ocitavanje

(fotografirala autorica)

Kvantifikacija se vr$i mjerenjem apsorbance obojenja koja je direktno proporcionalna
koli¢ini mjerenog analita u uzorku. U istraZivanju se za mjerenje koristio samostojeci

analizator (PR 3100 TSC Microplate Reader, BioRad Laboratories, Hercules, California)
(Slika 8.).
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Slika 8. Spektrofotometrijski mjerac apsorbance s ladicom za test-ploCicu

(fotografirala autorica)

4.4. Statisticke metode

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

Systat Software, Inc, Chicago, USA).
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REZULTATI

U istrazivanju je sudjelovalo 20 zdravih mladih ispitanika obaju spolova, 10 zena i 10

muskaraca srednje dobi od 20 godina uz standardnu devijaciju 1. U Tablici 3. prikazana su

antropometrijska obiljezja ispitanika prije i nakon protokola. Prikazuje se i kako nakon

protokola nije doslo do statisticki znacajne promjene BMI-a i WHR-a.

Tablica 3. Antropometrijska obiljezja ispitanika

Aritmeticka sredina (standardna devijacija)

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

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

T HS — prehrana s visokim udjelom soli

U Tablici 4. prikazane su promjene hemodinamskih obiljezja prije 1 nakon HS dijete.

Vrijednosti arterijskog tlaka i pulsa, prije i nakon provedenog protokola, nisu bile znac¢ajno

promijenjene.
Tablica 4. Hemodinamska obiljeZja ispitanika
Aritmeticka sredina (standardna devijacija)
Obiljezje* Zene Muskarci
Prije HS" | Poslije HS' Prije HS' Poslije HS®
SBP (mmHQg) 111 (6) 112 (9) 123 (9) 124 (6)
DBP (mmHg) 74 (6) 74 (9) 77 (7) 74 (8)
MAP (mmHg) 86 (6) 87 (8) 92 (7) 91 (7)
HR (otkucaja u minuti) 75 (13) 78 (11) 73 (11) 71 (10)

*SBP — sistolicki arterijski tlak; DBP — dijastolicki arterijski tlak; MAP — srednji arterijski

tlak; HR — puls

T HS — prehrana s visokim udjelom soli
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Potvrdeno je da su se ispitanici pridrzavali dijetnog protokola mjerenjem ekskrecije

natrija u 24-satnom urinu i izracunom dnevnog unosa natrija koji su bili statisti¢ki znacajno

povecani. Druga mjerena obiljezja u 24-satnom urinu pokazali su tendenciju rasta vrijednosti

nakon provedenog protokola, ali bez statistiCke znacajnosti (Tablica 5.).

Tablica 5. Biokemijska obiljezja u 24h urinu ispitanika

Aritmeticka sredina (standardna devijacija)

ObiljeZje Zene Muskarci
Prije HS" | Poslije HS" | PrijeHS | Poslije HS
Volumen 24h urina (mL) 1415 (556) | 1460 (712) | 1400 (668) | 1411 (523)
Natrij u 24h urinu
(mmol/Du) 79,1 (27,3) |211,6 (71,1)" | 102,4 (44,2) | 284,5 (108,4)*
Izradunat unos NaCl (g/dan) 4,6 (1,6) 12,4 (4,2 | 6,0(2,6) 16,6 (6,3)!
Kalij u 24h urinu (mmol/dU) | 34,9 (13,7) | 40,4 (29,6) | 49,0 (19,9) | 62,9 (27,4)
Urea u 24h urinu (mmol/dU) | 174,8 (51,5) |209,4 (128,8)|353,9 (102,6) | 446,44 (281,1)
Koeficijent kreatinina u 24h
urinu (umol/24h/kg) 141,1 (30,3) | 127,3(55,4) | 203,4 (43,7 | 228,1(81,9)

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

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

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

§ t-test za zavisne uzorke, p < 0,001

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

Slika 9. prikazuje utjecaj kratkotrajne (sedmodnevne) HS dijete na serumsku

koncentraciju MMP-9 u zdravih mladih Zena i musSkaraca. Iako postoji tendencija porasta

serumske koncentracije MMP-9 nakon sedmodnevne HS dijete (u usporedbi s vrijednosti

nakon perioda ispiranja) i u zdravih mladih Zena i muSkaraca, navedene promjene nisu bile

statisticki znacajne.
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Slika 9. Utjecaj kratkotrajne (sedmodnevne) dijete s velikim udjelom kuhinjske soli na
serumsku koncentraciju MMP-9 u zdravih mladih Zena i muskaraca.

Stupi¢i oznacuju aritmeti¢ku sredinu, a horizontalne crte standardnu devijaciju serumske

koncentracije MMP-9 u promatranim skupinama. MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9;

HS — prehrana s visokim udjelom soli.

17



RASPRAVA

6. RASPRAVA

Kratkotrajna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli nije uzrokovala statisticki
znacajno povecanje serumske koncentracije MMP-9 u zdravih mladih ispitanika obaju

spolova neovisno o promjenama arterijskoga tlaka.

Visoke koncentracije MMP-9 definitivno su prisutne kod hipertenzivnih pacijenata.
Cak i u ranoj fazi razvoja hipertenzije, ali i kod patofiziologije razvoja esencijalne
hipertenzije, dokazane su visoke koncentracije MMP-9 koji se pokazao kao jedan od glavnih
kontributora u endotelnoj disfunkciji (43, 46). Takoder, Papandopulos i suradnici pokazali su
na populaciji starijih, granicno normotenzivnih pojedinaca, kako je krvni tlak u gornjoj
granici referentnog intervala u pozitivnoj korelaciji s pove¢anom koncentracijom MMP-9, ali
1 TIMP (33). Endotelna disfunkcija pogorSava i multiplicira Stetne mehanicke ucinke krvnog
tlaka na krvne zile, povecava stres i proizvodnju upalnih stanica i proupalnih molekula
dovodeci do ozbiljnih akutnih stanja povezanih s hipertenzijom u kojima je MMP-9 povecan
(43). Halade i suradnici predlazu MMP-9 kao proksimalni biomarker srcane pregradnje i
distalni biomarker upale krvoZzilnog sustava isti¢u¢i potrebu za daljnjim istrazivanjima (38).
Sekhon 1 suradnici izvjeStavaju kako MMP-9 1 njegovi inhibitori imaju ulogu u Sirokom
spektru kardiovaskularnih bolesti: destabilizaciji arterosklerotskog plaka, pregradnji arterija,
formiranju aneurizama 1 zatajenja srca (34). Brojna su istraZivanja pokazala kako
hipertenzivni pacijenti imaju visoke koncentracije MMP-9, §to je nadalje u pozitivnoj
korelaciji s ovapnjivanjem aorte (43). Nadalje, Yasmin 1 suradnici utvrdili su korelaciju
koncentracija MMP-9 1 ovapnjivanja aorte ne samo kod pacijenata sa sistoliCkom
hipertenzijom ve¢ 1 kod zdravih mladih ispitanika (48). Kompenzatorni mehanizmi
hipertrofije srca i krvnih Zila posredovani visokim koncentracijama MMP-9 dokazani su

primarno na hipertenzivnim Stakorima (49).

Prethodni radovi nisu utvrdivali dovodi li prehrana bogata solju do porasta serumske
koncentracije MMP-9 kod zdravih mladih normotenzivnih ispitanika obaju spolova pri ¢emu

MMP-9 sluzi kao indikator integriteta 1 aktivacije endotela.

Nasa istrazivacka skupina 1 drugi istraziva¢i pokazali su kako kratkotrajna dijeta
bogata solju negativno utjeCe na endotelnu funkciju, no bilo je nuzno ispitati utjece li na

strukturu endotela i njene markere (50 - 51). Kako je MMP-9 jedan od klju¢nih ¢imbenika
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remodulacije 1 upalnih procesa endotela krvnih zila te je s obzirom na nalaze drugih
istrazivac¢a koji su izvjestavali kako kratkotrajna HS dijeta dovodi do oSte¢enja dilatacije
ovisne o endotelu (51) bilo uputno istraziti i kako ¢e se ponasati njegova koncentracija ovisno

o promjeni koli¢ine unosa soli.

Dosadasnja istrazivanja o utjecaju prehrane bogate soli na endotel krvnih zila neovisno
o hemodinamskim promjenama, ve¢inom su radena na hipertenzivnim pacijentima, dok se

manji broj radio na normotenzivnim zdravim osobama (22, 52 - 53).

Mjerena hemodinamska obiljezja u ovom istrazivanju (sistoli¢ki arterijski tlak,
dijastolicki arterijski tlak, srednji arterijski tlak 1 puls) nisu bili statistiCki znacajno
promijenjeni $to je u skladu s prijaSnjim istraZivanjima te potvrduje da kratkotrajna HS dijeta
ne uzrokuje promjenu hemodinamskih obiljezja (22, 52 - 54). Nas$i su nalazi u skladu s
dosadasnjim preporukama smanjenja unosa soli u organizam vise no s prije navedenim
teorijama osjetljivih i neosjetljivih pojedinaca. U ovom istrazivanju nad 20 zdravih mladih
normotenzivnih ispitanika obaju spolova pokazalo je kako sedmodnevna HS dijeta ne dovodi
do povecanja indeksa tjelesne mase ni povecanja omjera struka i bokova, Sto su pokazala 1

prijaSnja istraZivanja ove istrazivacke skupine (22, 51).

Manji broj studija proucavao je utjecaj HS dijete na mikrocirkulaciju. Primjerice,
Greaney 1 suradnici istrazivali su upravo mikrocirkulaciju gdje je nadeno kako kratkotrajna
HS dijeta smanjuje protok bez ucinka na krvni tlak kod normotenzivnih osoba obaju spolova
(55). Kako su 1 druga istrazivanja pokazala, nedvojben je Stetan utjecaj soli na endotel i
mikrocirkulaciju, u osoba s razvijenom klinickom slikom kardiovaskularnih bolesti, ali i kod
mladih zdravih osoba (22, 50, 53). Istrazivanja mikrocirkulacije klju¢na su kockica u mozaiku
slike kardiovaskularnih i metabolickih bolesti jer endotelna disfunkcija prethodi razvoju

kardiovaskularnih komplikacija (56).

Prekomjeran unos soli prepoznat je problem obzirom da su brojna istraZivanja
pokazala kako dovodi do brojnih zdravstvenih problema te da smanjenje unosa soli na
preporucene razine djeluje pozitivno na zdravlje (14 - 15, 39). Najveci broj istrazivanja koja
su istrazivala utjecaj visokog udjela soli u prehrani i1 kardiovaskularnih bolesti, pokazala su
korelaciju prekomjernog unosa soli i arterijske hipertenzije (4). Kako arterijska hipertenzija

mijenja 1 mikrovaskularnu funkciju te potice strukturne promjene ECM-a nuzno je istraziti
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kako HS dijeta utjeCe na razvoj endotelne disfunkcije kako funkcionalni tako i strukturni

aspekt pregradnje endotela.

Prema naSim saznanjima istraZivanja jo§ nisu to¢no utvrdila vremenski period
konzumacije povisenih koli¢ina soli koji bi doveo do znaCajne endotelne disfunkcije te
izazvao povisenje krvnog tlaka u zdravih mladih pojedinaca obaju spolova (57). Neki
istrazivaci dokazivali su utjecaj prehrane bogate solju na endotelnu funkciju ¢ak i nakon samo
3 ili 5 dana HS dijjete, ali 1 u odredenim uvjetima i1 unutar 2 sata nakon obroka bogatog solju

(37). Medutim, vecina ih se bazirala na vremenskom periodu od 7 ili 14 dana (50, 58).

Dosadasnji nalazi ove istrazivacke skupine pokazuju kako je prosje¢an unos soli zena
prije dijetnog protokola iznosio 7,7 + 3,1 grama dnevno, a muskaraca 8 + 3 grama dnevno
¢ime je potvrdeno kako muskarci unose vise soli u odnosu na Zene (32, 51). Za vrijeme LS
dijetnog protokola ovog istrazivanja ispitanici su unosili smanjenu koli¢inu soli koja je sluzila
kao period ispiranja kako bi rezultati istrazivanja bili prikladno obradeni. Vrijednosti
koncentracije MMP-9 poslije LS protokola sluze u komparaciji koncentracije poslije HS
protokola. Nadalje, za vrijeme HS protokola unosili su oko 14 grama soli dnevno, koli¢inu
nesto vecu od prosjecnog unosa soli u Republici Hrvatskoj (18 - 19). Medutim, u interpretaciji
u obzir treba uzeti ¢injenicu da prosjean unos soli raste s dobi (5, 23) te da je prosjean unos

soli u populaciji Republike Hrvatske racunat u populaciji srednje dobi za oba spola (18).

Za procjenu dnevnog unosa soli u organizam koriStena je najpouzdanija metoda
mjerenja ekskrecije natrija u 24-satnom urinu. Potvrdeno je konzistentno pridrzavanje
dijetnoga protokola mjerenjem ekskrecije natrija u 24-satnom urinu i izracunom dnevnog
unosa natrija koji su bili statisticki znacajno povecani (p<0,05). Tendenciju porasta vrijednosti
nakon provedenog protokola imali su i drugi mjereni parametri u 24-satnom urinu, ali bez

statisticke znacajnosti.

Nasa istrazivacka skupina izvela je pokuse reaktivnosti mikrocirkulacije koZe zasebno
za oba spola. Usporedbom je zakljuceno kako nema razlike izmedu spolova, odnosno da
prehrana bogata soli kod oba spola dovodi do pogorSanja mikrocirkulacije koze (32, 51).
Sli¢na istrazivanja provodena nad zdravim mladim ispitanicima obaju spolova pokazala su
izvjesnu razliku odgovora muskaraca u sluc¢aju endotelne produkcije NO (engl. nitric oxside,

NO) kao odgovor na prekomjeran unos soli (51). Smanjena biodostupnost NO dovodi do
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redukcije vaskularne relaksacije posljedicno vaskularne funkcije (28, 35). A kako je
biodostupnost NO predlozeno glavni put nastanka (37), ovakav nalaz govori u prilog

postojanju stanovite razlike u patofiziologiji endotelne disfunkcije medu spolovima.

Istrazivanja nase istrazivaCke skupine pokazala su i kako HS dijeta dovodi i do
smanjenja broja proupalnih CD16" granulocita, monocita i limfocita koji eksprimiraju CD11a
1 istrazivane subpopulacije monocita (59), a koje sve lu¢e MMP-9. Nije istrazen razlog
smanjenja broja monocita/neutrofila, ali se pretpostavlja da je razlog njihova interakcija s
endotelom, konkretno s ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) (59).

Biljeg endotelne aktivacije ICAM-1, uz ostale adhezivne molekule, koje luce
endotelne stanice, na ovaj nacin produljuje upalni odgovor endotela $to dovodi do depozita
ECM-a i rasta veziva (35). Tako upalni odgovor traje duzi period vremena te se moze reci
kako u naSem istraZivanju koncentracija MMP-9 nije statisti¢ki znaCajno povecana jer je HS
dijeta bila prekratka ili je koli¢ina soli bila premala za zadano vrijeme. Istrazivanja poprili¢no
nekonzistentno izvjesStavaju o utjecaju hipertenzije ili prehrane bogate soli na serumske
koncentracije biljega endotelne aktivacije. Potrebno je ulaganje novih napora u otkrivanju
aktivacije 1 oSte¢enja. Pretpostavlja se kako kratkotrajna HS dijeta ne utjeCe na visoke
serumske koncentracije, moguce zbog male doze ili kratkoce primjene soli (57) te da je
vjerojatnije da visoki krvni tlak utjee na povecanje njihove koncentracije (32). Osim biljega
endotelne aktivacije u aktivaciji MMP-9 sudjeluju 1 brojne druge adhezijske molekule
povezane s upalom ukljucujuéi i1 ciklooksigenaze (engl. cyclo-oxygenase, COX) (35). Nasa
istrazivacka skupina pokazala je na kohorti mladih zdravih Zena kako dijeta bogata solju
negativno utjeCe na mikrovaskularnu, endotelnu funkciju preko vazokonstriktorskih
metabolita COX enzima, poglavito molekula COX-1 porijekla (engl. cyclo-oxygenase,
COX-1) (32, 58). Sve upalne molekule, poglavito citokini mogu biti substrati za aktiviranog
MMP-9, sto je jedan od moguc¢ih mehanizama regulacije citokina (14, 35) ¢ime moduliraju

leukocitni odgovor i aktivaciju granula neutrofila (38, 43).

Dosada$nja istrazivanja koja su proucavala razliku utjecaja soli na kardiovaskularni
sustav bazirala su se mehanizmima nastanka poremecaja krvnog tlaka i makrocirkulaciju dok
se nekolicina bavila utjecajem velikih koli€¢ina soli na mikrocirkulaciju i endotel, neovisno o
krvnom tlaku (52). Nadalje, pretezno su se bavila specificnim kohortama normotenzivnih

zdravih osoba, osobama osjetljivim na sol ili osobama neosjetljivim na sol. Rezultati tih

21



RASPRAVA

istrazivanja potrebno je interpretirati u skladu s tim (52 - 53). NasSa ispitivana kohorta nije
klasificirana po tom modelu te je moZzemo podrazumijevati mijeSanom skupinom, odnosno ne

mozemo usporedivati po ovom kljucu.

Naposljetku, nedvojben je Stetan ucinak konzumacije velike koli¢ine soli na zdravlje
ljudi. Osim rizika za razvoj hipertenzije dovodi do brojnih kardiovaskularnih bolesti i
oSte¢enja tkiva poglavito endotela, na razini makro, ali i mikrocirkulacije. U prijasnjim
istrazivanjima ove istrazivacke skupine pokazano je kako kratkotrajna dijeta dovodi do
funkcionalnih promjena endotela. Medutim, kratkotrajna (sedmodnevna) dijeta bogata solju u
ovom istrazivanju nije dovela do povecanja koncentracije serumskog MMP-9 ¢ime je

pokazano kako ovakva kratkotrajna HS dijeta ne dovodi do strukturnih promjena.

Zakljuéno, vazno je naglasiti kako sva znanstvena istrazivanja govore u prilog
vaznosti pridrzavanja smjernica o prehrani u smislu smanjenja unosa soli svih pojedinaca
opcenito, i to je jednostavna i jeftina javnozdravstvena primarna prevencija nastanka
kardiovaskularnih, ali i drugih stanja. Na prvom myjestu jest smanjenje dnevnog unosa soli u

organizam.
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ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

Kratkotrajna (sedmodnevna) dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli nije dovela do

promjene indeksa tjelesne mase ni omjera struk-bokovi za ispitanike oba spola.

- Mjereni hemodinamski parametri: sistolicki, dijastolicki 1 srednji arterijski tlak te puls

nisu bili promijenjeni u odnosu na vrijednosti prije visokoslane dijete.

- Mjerenjem ekskrecije natrija u 24-satnom urinu i izratunom dnevnog unosa natrija

potvrdeno je kako su se ispitanici pridrzavali zadanog dijetnog protokola.

- Vrijednosti drugih mjerenih parametara u 24-satnom urinu pokazale su tendenciju rasta,

medutim, bez statistiCke znacajnosti.

- Kratkotrajna (sedmodnevna) dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli nema statisticki

znacajan ucinak na poviSenje serumske koncentracije MMP-9 mjerene ELISA metodom.
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SAZETAK

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti ucinak kratkotrajne dijete s velikim

udjelom kuhinjske soli na serumsku koncentraciju MMP-9 metodom ELISA.

Nacrt studije: Nerandomizirani kontrolirani klinicki pokus.

Ispitanici i metode: Studijom je obuhvaceno 20 ispitanika, mladih zdravih normotenzivnih
osoba oba spola. Ispitanici su podvrgnuti dijetnom protokolu te su 7 dana proveli na
niskoslanoj dijeti, potom 7 dana na visokoslanoj dijeti. Prije i poslije dijetnog protokola
odredeni su BMI, WHR, hemodinamski parametri, analizirani uzorci venske krvi i 24-satnog

urina te odredena koncentracija serumske MMP-9 ELISA metodom.

Rezultati: Promjene u 24-satnom urinu potvrdile su pridrzavanje protokola (p<0,05). HS
prehrana nije statisticki znacajno povecala koncentraciju MMP-9 u serumu mjerenu ELISA
metodom. Nije bilo znacajne promjene antropometrijskih parametara BMI-a i WHR-a prije i
nakon HS dijete. Nije bilo znacajne promjene hemodinamskih parametara prije i nakon

protokola.

Zakljucak: Sedmodnevna dijeta s velikim udjelom kuhinjske soli nema statisticki znacajan

ucinak na povisenje serumske koncentracije MMP-9.

Kljuéne rije€i: kuhinjska sol, mikrocirkulacija, vaskularna pregradnja, ekstracelularni

matriks, matriks metaloproteinaza 9
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9. SUMMARY

Measurement of matrix metalloproteinase-9 concentration in serum of young healthy

individuals on high-salt diet by ELISA method

Objectives: The aim of the study was to investigate the effect of a short-term high salt diet on

the concentration of MMP-9 in serum by ELISA method.

Study design. Non-randomized controlled trial.

Participants and methods: The study included 20 young healthy normotensive people,
including both sexes. Subjects underwent a diet study consisting of 7 days of low salt diet and
7 days of high salt diet. Before and after the dietary protocol, anthropometric parameters BMI,
WHR and hemodynamic parameters were determined; venous blood, 24-hour urine samples

and serum concentration of MMP-9 were analyzed as well.

Results: Changes in 24h urinary sodium confirmed compliance with the protocol (p<0,05).
High salt diet did not cause a statistically significant increase of MMP-9 serum concentration
measured by ELISA method. There was not any significant change in BMI and WHR before
and after the high salt diet. There was not any significant change in hemodynamic parameters

before and after the protocol.

Conclusion: 7-days high salt loading did not statistically significant increased concentration

of MMP-9 in serum.

Key words: sodium chloride, microcirculation, vascular remodeling, extracellular matrix,

matrix metalloproteinase-9
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