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POPIS KRATICA

BMI — indeks tjelesne mase

Cu-Zn SOD - bakar cink superoksid-dismutaza

FRAP — sposobnost plazme da reducira zeljezo (engl. Ferric reducing ability of plasma)
GPx — glutation-peroksidaza

HS — dijeta s visokim udjelom soli

MDA — malondialdehid

NOX — NADPH oksidaza

RNS - dusikovi slobodni radikali (engl. Reactive Nitrogen Species)
ROS - kisikovi slobodni radikali (engl. Reactive Oxygen Species)
SOD - superoksid-dismutaza

TBA — tiobarbiturna kiselina

TBARS - reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (engl. Thiobarbituric acid reactive
supstances)

TCA — trikloroctena kiselina
TPTZ — Zeljezo-2,4,6,tripiridil-s-triazina
WHR — omjer struk-bokovi
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1.1. Prehrana bogata kuhinjskom soli i njezin utjecaj na kardiovaskularno zdravlje

Glavni je izvor iona natrija za ljudski organizam kuhinjska sol (NaCl) (1). Od samog
nastanka ljudske civilizacije kuhinjska se sol koristila u razli¢ite svrhe: imala je vaznu ulogu
u svakodnevnoj prehrani u o¢uvanju namirnica (kao konzervans), ali se koristila i kao lijek. U
lijeCenju se koristila kao laksativ, zatim u zastiti protiv infekcija te kod zadebljanja koze.
Izumom hladnjaka i zamrzivac¢a smanjila se potreba dodavanja soli hrani kao konzervansa, ali
ipak u posljednjih nekoliko desetlje¢a potroSnja i unos soli u organizam i dalje su izuzetno
visoki, posebice u sveprisutnoj preradenoj hrani (1). Tako najvece koncentracije soli (ve¢u od
preporucene) najcesce nalazimo u gotovoj hrani kao §to su kruh i pekarski proizvodi, gotove
juhe, pizze, gotova jela pa zbog toga treba posebno obratiti pozornost na prehranu. Smatra se
da je koli¢ina soli koju ljudi unose hranom mnogo vec¢a od one koja je organizmu zapravo
potrebna te da je jedan od glavni ¢imbenika rizika za nastanak i razvoj kardiovaskularnih
bolesti koje su vodeci uzrocnik smrtnosti u razvijenim zemljama svijeta. Hrvatska se nalazi
na tre¢em mjestu u Europi po koli¢ini dnevnog unosa soli. Prosjecan je dnevni unos soli u
odrasloj populaciji Hrvatske 13,3 + 4,3 g na dan za muskarce i 10,2 £ 4,2 g na dan za Zene,
veci je u ruralnim nego u urbanim sredinama te je vec¢i u muskaraca nego u Zena. Porazavaj-
uca je ¢injenica da se nalazimo pri samom vrhu smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti te je
zbog toga pokrenuta nacionalna aktivnost smanjenja soli u prehrani (,,Croatian Action on Salt
and Health — CRASH”) kako bi se pobudila svijest o tom rastu¢em problemu (2). Prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) preporucena doza soli koju bi ljudi na dnevnoj bazi

trebali unositi iznosi pet grama.

1.2. Sol i endotelna funkcija

Kuhinjska sol sudjeluje u normalnom radu ljudskog tijela te je vazna u fizioloSkim
procesima kao §to je prijenos Ziv€anih impulsa, regulacija krvnog tlaka te odrzavanje pH u
krvi. Prekomjerni unos soli hranom potiskuje djelovanje renin-angiotenzinskog sustava
(RAS) koji ima vaznu ulogu u regulaciji arterijskoga tlaka, a sve je evidentnije 1 da je usko
povezan s funkcijom endotela. Naime, ope je poznato da visok unos soli u organizam

predstavlja vazan ¢imbenik rizika za nastanak, razvoj i progresiju hipertenzije koja je sve
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zastupljeniji problem u razvijenom svijetu (3). Ipak, u posljednjih nekoliko desetljeca
dokazano je da endotel ne predstavlja samo fizi¢ku barijeru izmedu tkiva i krvi, ve¢ je aktivni
organ koji sudjeluje u odrzanju homeostaze unutar organizma. Danas se zna da povecana
koncentracija soli u prehrani predstavlja vazan ¢imbenik rizika koji pridonosi smanjenju
endotelne funkcije (4), ¢ak 1 u odsutnosti promjena arterijskoga tlaka. Smanjenje endotelne
funkcije 1 posljedicni razvoj endotelne disfunkcije ovisit ¢e o koli¢ini soli koja se konzumira
te o dugotrajnosti dijete. Brojna su istrazivanja (animalna i humana) ve¢ potvrdila da
kratkotrajan prekomjeran unos soli u organizam dovodi do poremecene vaskularne
reaktivnosti i nastanka endotelne disfunkcije u razli¢itim vaskularnim slivovima — i u velikim
provodnim i otporni¢kim krvnim zilama kao i u mikrocirkulaciji. Studije na animalnom
modelu donijele su viSe saznanja o mogu¢im mehanizmima kojima visok unos soli dovodi do
razvoja vaskularne upale te endotel-leukociten interakcije. Animalne studije dokazale su da
angiotenzin II (ANG II) predstavlja glavnu poveznicu izmedu visokog unosa soli i
disfunkcije endotela. Stovise, istrazivanja su pokazala da sniZenje razine ANG II (pod
utjecajem visokog unosa soli u organizam) dovodi do povecanja oksidativnog stresa (5).
Takoder, stanje povecanog oksidativnog stresa dovodi i do prekomjernoga pobudivanja
imunoloskog sustava $to moze dovesti do endotelno-leukocitne interakcije i nastanka i upale,
a koja u konaénici dovodi i/ili pospjeSuje nastanak i razvoj endotelne disfunkcije. Ipak,
vrijeme 1 mehanizmi kojim ¢e prekomjeran unos soli dovesti do nastanka endotelne
disfunkcije te posljedicno poremecene vaskularne reaktivnosti jo§ uvijek nije rasvijetljen u

humanim studijama.

1.3. Oksidativni stres

Oksidativni se stres definira kao stanje u kojem postoji pomak ravnoteze izmedu
stani¢nih oksidacijsko-redukcijskih reakcija i to u smjeru oksidacije (6). Oksidativni je stres
sloZzen proces, a njegov utjecaj na organizam ovisi o vrsti oksidansa, o sastavu i djelovanju
razlicitih antioksidansa, o sposobnosti oporavka sustava te o mjestu i intenzitetu njihovih
stvaranja. U stanju povisenog oksidativnog stresa dolazi do prekomjernog stvaranja slobodnh
radikala koje stanice bioloskog sustava zaduzene za razgradnju ne mogu razgraditi. Slobodne
radikale mozemo podijeliti u dvije skupine: endogeni 1 egzogeni slobodni radikali. Skupini
endogenih slobodnih radikala pripadaju slobodni radikali koji su se otpustili prilikom

fizickog napora, nagle promjene tjelesne temperature ili prilikom stresa. Dvije velike skupine
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endogenih slobodnih radikala ¢ine kisikovi slobodni radikali (reactive oxygen species - ROS)
i dusikovi slobodni radikali (reactive nitrogen species — RNS). Egzogeni slobodni radikali
mogu se unijeti hranom, npr. pojedinim pesticidima, lijekovima i vodom. ROS su sveprisutni
derivati kisika koji se u normalnim uvjetima stvaraju u svim bioloSkim sustavima, vazni su
posrednici rasta stanica, prianjanja, diferencijacije, starenja i apoptoze. Ujedno imaju i ulogu
kao drugi glasnici unutar stanica te imaju odredenu ulogu u zastiti stanica domacina koja
ukljucuje uklanjanje patogena (7). U ROS se ubrajaju superoksid, vodikov peroksid, ,,singlet*
kisik, ozon i organski peroksidi, dok ¢e u patoloskom postojati razli¢iti izvori ROS-a. Dakle,
ROS nastaje u svim normalnim uvjetima aerobnog metabolizma unutar stanica te ¢e se
osloboditi svakom reakcijom koja ukljucuje kisik. ROS se u normalnim uvjetima iz stanica
uklanja antioksidativnim mehanizmima. U patoloskim stanjima prekomjernog stvaranja
ROS-a ili naruSenih antioksidativnih mehanizama dolazi do njihova nakupljanja i nastanka
stanja koje se naziva oksidativni stres (7). ROS se ubrajaju u visoko reaktivne molekule zbog
nesparenog elektrona, odnosno slobodne valencije. U visokim koncentracijama ROS dovodi
do oStecenja stani¢nih struktura (Cak 1 apoptoze) te kao rezultat nastaje pomak u ravnotezi

izmedu oksidansa i antioksidansa (7).

1.4. Antioksidativni sustav

Antioksidansi se mogu sintetizirati u stanicama, ali naj¢e$¢e se u organizam unose
hranom ili u obliku vitaminskih i slicnih suplemenata. Proces suzbijanja Stetnih ucinaka
slobodnih radikala i oksidativnog stresa odvija se u stanici. Opcenito antioksidativni
mehanizam dijeli se na enzimski i neenzimski. U enzimski antioksidativni sustav ubrajaju se
enzimski antioksidansi kao $to su superoksid-dismutaza (SOD), katalaza i glutation-
peroksidaza. Enzimski mehanizam predstavlja primarnu crtu antioksidativne zastite te uklanja
slobodne radikale. S druge strane, neenzimski antioksidativni sustav predstavlja sekundarnu
crtu zastite. U njega se svrstavaju askorbinska kiselina (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E),
glutation (GSH), karotenoidi, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) te odredeni
metali u tragovima. Antioksidativni su mehanizmi nuzni u odrzavanju redoks ravnoteze

unutar stanica te imaju glavnu ulogu u uklanjanju ROS-a.
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1.4.1. Enzimski antioksidansi

Enzimski antioksidativni mehanizam obuhvaca enzime ¢ija je funkcija uklanjanje
slobodnih radikala iz svih stanica. Superoksid-dismutaze (SOD) enzimi su koji kataliziraju
reakciju pretvorbe superoksidnog aniona u vodikov peroksid (7). U stanju oksidativnog stresa
bitna su dva tipa tog enzima: bakar-cink superoksid-dismutaze (Cu-Zn SOD) i mangan
superoksid-dismutaze (MnSOD). Cu-Zn SOD enzim je koji ima dvije izoforme: SOD1 ili
unutarstani¢ni oblik koji je smjeSten unutar matriksa mitohondrija i izvanstani¢ni EC-SOD ili
SO3 oblik. Odgovor stanice na oksidativni stres javit ¢e se u obliku povecanja koncentracije
izoformi SOD-a. Dokazano je da aktivnost SOD1 i SOD3 raste do odrasle dobi, dok su u
odredenim stani¢nim organelima inaktivni. Povecana aktivnost SOD1 ¢esto je povezana s
prekomjernom sintezom mRNA, a poveéanje ROS-a u arterijama za odgovor ¢e imati
povecanje SOD3 (7). Mangan superoksid-dismutazu (MnSOD ili SOD2) moguce je pronaci u
tetramernom ili dimernom obliku ovisno o organizmu u kojem je smjeSten. SOD2 ima
funkciju kao odgovor tijela na ishemiju, dok pojedine bolesti mogu sniziti njegovu razinu ili
povecati aktivnost kao odgovor na pojavu ROS-a. U stanju oksidativnog stresa najvecu
aktivnost pokazuje Cu-Zn SOD, a najmanju aktivnost ima izvanstani¢ni EC-SOD.

Vaznu ulogu u antioksidativnom mehanizmu ima i glutation-peroksidaza (GPx) koji
moze biti u obliku koji je ovisan 1 neovisan o selenu. U sisavaca je otkriveno ukupno cetiri
tipa GPx-a, a funkcija im je smanjenje razine vodikova peroksida. Glutation je bitan u
odrZavanju ravnoteZe unutar organizma zbog toga Sto mu je jedna od glavnih funkcija
vratanje vitamina vaznih za organizam u aktivan oblik. Djelovanjem GPx-a povecava se
prianjanje krvnih stanica na endotel, a odsutnost aktivnosti odredenog tipa GPx-a moZze
dovesti do smanjenja protoka krvnih zila (7). Jos$ je jedan bitan antioksidativni enzim katalaza
koja se moze pronaéi u jetri, srcu i mi§i¢ima. Katalaza sadrzi Fe** u svojem aktivnom mjestu
te je graden od cetiriju podjedinica. Predstavlja bitnu ulogu u uklanjanju H202 tako §to ga

pretvara u kisik i vodu (7).

1.4.2. Neenzimski antioksidansi

Vaznu ulogu u obrani organizma od Stetnih djelovanja oksidativnog stresa imaju i
neenzimski antioksidansi. Uloga je vitamina C kao antioksidansa konverzija slobodnih
radikala vitamina E, koCimbenika u biosintezi kolagena, te ima bitnu ulogu u lijecenju
skorbuta. Vitamin E pak sluzi kao aktivator apoptoze pojedinih stanica (8). Zbog nedostatka

posljednjeg enzima u biosintetskom stvaranju vitamina C, potrebna je oralna konzumacija da
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bi ga se nadomjestilo. Vitamin C pripada skupini vitamina topivih u vodi, a moZze se pronaci
u pojedinom vocu i povréu te se zbog jake antioksidativne funkcije upotrebljava u lijeCenju
ishemija srca i Parkinsonove bolesti. Pojedine animalne studije dokazale su da vitamin C
doprinosi razvitku proteina koji imaju ulogu u kontrakciji miSi¢a srca (9,10). Bitan je
¢imbenik u zaStiti membranskih komponenti vitamin E. Kao antioksidans pripada grupi
antioksidansa topivih u mastima (10,11). Koli¢in vitamina E usko korelira s antioksidativnim
kapacitetom vitamina C. Nemoguc¢nost apsorbiranja vitamina E javlja se u pojedinih bolesti
zbog kojih su smanjene razine unutar organizma (12). Glutation (GSH) ima vaznu ulogu u
uklanjanju H20> te je su¢imbenik glutation peroksidaze. Sudjeluje u interakciji s antiapoptots-
kim i proapoptotskim proteinima pomocu ¢ega §titi stanicu od apoptoze (8). U reakciji reduk-
cije molekularnog kisika sudjeluje NADPH oksidaza (NOX) koja je enzimski kompleks te
sluzi kao donor elektrona ¢ime dolazi do stvaranja ROS-a. Razlikuje se ukupno pet podtipova
NOX enzima koji su zastupljeni u znacajnoj koli¢ini unutar pojedinih organa (13). NOX
enzimi stvaraju prihvatljivu koncentraciju ROS-a u fizioloskim uvjetima koja je potrebna u
normalnoj signalizaciji stanice. NOX4 enzim u stanju oksidativnog stresa moze prouzrociti

smanjenje krvnog tlaka te ujedno dovesti do plu¢nih oboljenja (7).

1.5. Metode procjene oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta

Poznato je da pojava oksidativnog stresa usko korelira s pojavom i razvojem razli¢itih
patoloskih stanja, medutim razina oksidativnog stresa jo§ uvijek nije rutinski parametar koji
se odreduje pri dijagnozi bolesti. Najveci problem u tome predstavljaju nestandardizirane
metode mjerenja. Uvid u utjecaj oksidativnog stresa moze se dobiti mjerenjem razine ROS-3,
enzimskih komponenti te ispitivanjem oS$teCenja na stani¢nim komponentama. Jedna od
tehnika koja se koristi za procjenu razine oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta
jest spektrofotometrija. Spektrofotometrijom moguce je ispitati i oSteenja prouzrokovana
lipidnom peroksidacijom te odrediti oSteenja unutar baza nukleinskih kiselina koja su
nastala djelovanjem oksidativnog stresa. Uzorak za tu tehniku jest venska krv. Jedna od
metoda koja se koristi za mjerenje oksidativnog stresa, a temelji se na spektrofotometriji jest
mjerenje koncentracije tiobarbituratskih reaktivnih spojeva (TBARS), dok s druge strane za
mjerenje antioksidativnog kapaciteta odreduje se sposobnost reduciranja zeljeza u plazmi
(FRAP) (14).
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1.5.1. Sposobnost reduciranja Zeljeza u plazmi i reaktivne supstance tiobarbituratne kiseline

Kratak poluzivotni vijek kisikovih reaktivnih vrsta te nestabilnost 1 reaktivnost
predstavljaju znacajan problem u otkrivanju radikala. Ozljede te in vivo oStecenja interpretira-
ju se TBARS metodom. Metoda se zasniva na reakcijskim svojstvima tiobarbiturne kiseline. |
nterakcijom slobodnih radikala sa stanicnim komponentama uslijedit ¢e reakcija lipidne
peroksidacije gdje ¢e jedan od krajnjih produkata — malondialdehid (MDA) reagirati S
tiobarbiturnom kiselinom (TBA). TBARS test moze otkriti razinu lipoperoksidacijskih aldeh-
ida, ali zbog raznih supstituenata unutar plazme moze do¢i do interferencije te se smanjiti
ucinkovitost TBARS testa pa je zbog toga razina specifi¢nosti testa niska (15).

Za mijerenje razine antioksidativnog kapaciteta plazme koristi se FRAP metoda. Pri
smanjenoj razini pH unutar plazme do¢i ¢e do redukcije Zuto obojenog kompleksa zeljezo-
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt (16). FRAP metoda
odvija se pri pH=3,6 da bi se zadrzala topivost zeljeza (16). FRAP test naziva se i
jednostavni test zbog jeftine opreme i1 reagensa za provodenje ispitivanja te obojenje usko
korelira s koli¢inom zeljeza u ispitivanom uzorku.

Spektrofotometrijsko mjerenje odredivanja oksidativnog stresa (TBARS) zasniva se
mjerenjem na valnoj duljini od 572 nm i 532 nm, a apsorbancijsko mjerenje (FRAP) na 593
nm daje uvid u razinu antioksidativnog statusa. Apsorbancijske vrijednosti zatim se uspored-
uju sa standardnom krivuljom, a na u¢inkovitost obaju testova utjece razina pH ispitivanoga
uzorka (15,16).
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2. HIPOTEZA
Dijeta s visokim udjelom kuhinjske soli u razdoblju od tjedan dana dovest ¢e do
povecanja razine oksidativnog stresa i smanjenja antioksidativnog kapaciteta u zdravih

mladih ispitanika.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je istrazivanja odrediti utjecaj dijete s visokim udjelom soli u trajanju od tjedan
dana na stvaranje reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline (TBARS) kao mjere
oksidativnog stresa i na sposobnost reduciranja zeljeza u plazmi (FRAP) kao mjere

antioksidativnog kapaciteta metodom spektrofotometrije u zdravih mladih pojedinaca.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao nerandomizirani kontrolirani klinicki pokus. Mjerenja ¢e
se obaviti prije i poslije dijetnog protokola. Ova je studija dio istrazivackog projekta Hrvatske
zaklade za znanost (HRZZ 1P-2016-06-8744)1 odobrilo ju je Eti¢ko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Osijek (klasa: 602-04/15-08/08, ur. broj: 2158-61-07-15-68).

4.2. Ispitanici

Analizirani su uzorci 20 ispitanika koji su regrutirani putem oglasa na Medicinskom
fakultetu u Osijeku. Studija ukljuCuje deset mladih zdravih Zena i deset mladih zdravih
muskaraca. Provedeno je ukupno 60 posjeta Laboratoriju za klinicku fiziologiju i fiziologiju
sporta (LKFFS), a svih je 60 uzoraka obradeno u Laboratoriju za molekularnu i klini¢ku
imunologiju. Isklju¢ni su kriteriji za sudjelovanje: kardiovaskularna oboljenja, Se¢erna bolest,
bubrezno osteCenje, hiperlipidemija te oralna konzumacija pojedinih lijekova koji mogu
nastetiti funkciji endotela. Prije samog pocetka istrazivanja ispitanici su detaljno obavijesteni

o svakom koraku istrazivanja te su potpisali informirani pristanak.

4.3. Metode

Istrazivanje je trajalo 15 dana, svi su ispitanici tri puta posjetili Laboratorij za klinicku
fiziologiju i fiziologiju sporta (LKFFS). Prvi posjet bio je prilikom ulaska u studijski
protokol, drugi posjet nakon tjedan dana dijete s niskim udjelom soli (LS), a tre¢i posjet
nakon tjedan dana dijete s visokim udjelom soli (HS). Prvih tjedan dana studije svi su
ispitanici unosili jednaku koli¢inu kuhinjske soli, oko 2,3 g dnevno, dok su drugi tjedan
unosili 14 g soli dnevno. U drugom tjednu koli¢ina soli koju su uzimali iznosila je 2,3 g
dnevno, dok se ostatak od 11,7 g nadomijestio u obliku praha soli.

Pri svakom studijskom posjetu ispitanicima su bili izmjereni arterijski tlak i puls te su
odredivani indeks tjelesne mase (engl. body mass index, BMI) i omjer struk-bokovi (engl.
waist-hip ratio, WHR). Mjerenja arterijskog tlaka i pulsa u¢injena su na pocetku svakog
posjeta, nakon 15 minuta u sjede¢em poloZaju. Za mjerenje arterijskog tlaka upotrijebljen je
poluautomatski oscilometar (OMRON, Osaka, Japan). Za kona¢nu vrijednost arterijskog

tlaka i pulsa uzet je prosjek triju ponavljanih mjerenja.
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Ispitanicima je pri svakom posjetu uzet uzorak venske krvi za spektrofotometrijska
mjerenja. Uzorak krvi uzet je nakon 30 minuta odmaranja u lezeCem poloZzaju. Prije
uzorkovanja potrebno je prethodno dezinficirati mjesto uboda pomoéu 70 % etanola kako bi
se izbjegla kontaminacija uzorka, a time i nezeljene interferencije prilikom spektrofotometrij-
skog mjerenja. Pri uzorkovanju se koristi podveza kako bi s omogucila vidljivost vena te su
uzeti uzorci seruma u epruvetu s crvenim ¢epom, tj. vacutainer. Vacutainer je plasticna
cjevéica s vakuumom koja omogucuje jednostavno uzorkovanje te prilikom transporta
onemogucuje promjene atmosferskih uvjeta koji mogu naStetiti uzorku. UnutraSnjost
vacutainera obloZena je gelom kako bi se ubrzalo zgruSavanje krvi. Epruveta s ljubicastim
¢epom sluzi za uzimanje plazme. Unutar epruvete prisutan je antikoagulans EDTA. Prilikom
uzorkovanja vise od polovice epruvete bilo je popunjeno zbog toga $to bi u epruvetama s
nedovoljnom koli¢inom uzorka doslo do prekomjernog razrjedivanja uzorka te je takav
uzorak neadekvatan. U vremenu od dva sata nakon uzorkovanja epruvete s crvenim ¢epom
podvrgnute su postupku centrifugiranja. Centrifugiranje se provodi 15 minuta na 5000 rpm da
bi se dobio uzorak u kojem su stanice odvojene od seruma koji su se daljnjim postupcima
obradivali da bi se dobili traZeni analiti.

Uz uzorkovanje krvi ispitanici su prikupljali i 24-satni urin u kojem se odredivala
koncentracija Na, K, uree i1 koeficijenta kreatinina kako bi se kontroliralo pridrZzavanje
zadanog dijetnog protokola. Ispitanici su bili informirani o pravilnom prikupljanju i skladist-
enju urina jer neodgovarajuc¢e uzorkovanje i skladistenje moze dovesti do razmnoZavanja
mikroba unutar urina §to ¢e narusiti krajnju koncentraciju ispitivanih analita.

Za mijerenje biljega oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta koristila se
spektrofotometrijska metoda. Metoda mjerenja reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline
naziva se TBARS metoda. TBARS metodom mjeri se proizvodnja produkata lipidne
peroksidacije u uzorcima seruma. Zbog vezanja i drugih tvari na tiobarbituratnu Kiselinu,
specificnost je toga testa mala pa se zbog toga u ispitivani uzorak dodavao odredeni volumen
trikloroctene kiseline koja je omogucila taloZenje proteina. Otpipetirano je 500 uL uzorka i
ImL TCA u falconicu od 15 mL. Uzorak je centrifugiran pet minuta na 5000 okretaja pri
temperaturi od 4 °C. Nakon taloZenja proteina otpipetirano je 750 puL supernatanta i dodalo se
750 puL TBA u falconicu od 15 mL. Uzorak se zatim kuhao 10 minuta na 100 °C u vodenoj
kupelji te je nakon toga ohladen na ledu. Uredaj pomoc¢u kojega se mjerila apsorbancija
ispitivanog uzorka naziva se nanofotometar P300 UV/VIS, IMPLEN. Mjerenje na

nanofotometru provodilo se na valnoj duljini od 572 nm 1 532 nm te je oCitan blank. Kao
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blank u TBARS metodi koristio se TBA. Dvostruko mjerenje provodilo se kako bi se oduzele
apsorbancijske vrijednosti te dobio apsorbancijski maksimum kompleksa TBA : MDA.
Dobiveni rezultati u TBARS metodi usporedeni su sa standardnom krivuljom gdje se kao
standard koristio malondialdehid (uM MDA) (Oakes et al. 2003).

Za mjerenje antioksidativnog kapaciteta plazme Kkoristila se metoda mjerenja
sposobnosti reduciranja zeljeza u plazmi - FRAP metoda (engl. Ferric Reducing Ability of
Plasma). Fe3*-TPTZ (2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazin) u prisutnosti antioksidansa reducirao se u
Fe?"-TPTZ ¢ime se smanjivalo plavi¢asto obojenje. Odredivan je pH acetatnog pufera koji
treba iznositi 3,6. Otpipetirano je 1,125 mL reagensa u osam kiveta. Unutar Cetiri minute bilo
je potrebno dodati 37,5 pL uzorka u Kkivete i to u razmaku od 30 sekundi u svaku epruvetu.
Nakon §to su istekle Cetiri minute izmjerila se apsorbancija prvog uzorka te nakon 30 sekundi
izmjerena je apsorbancija svakog sljedeceg uzorka. Apsorbancija uzorka mjerila se na 593
nm pomocu nanofotometra P300 UV/VIS IMPLEN s mMTroloksom kao standardom
(BENZIE et al. 1996).

4.4 Statisticke metode

Rezultati istrazivanja iskazani su kao aritmeticka sredina * standardna devijacija.
Dobiveni rezultati nakon razdoblja ispiranja i dijete s visokim udjelom soli usporedivali su se
t-testom za zavisne uzorke (engl. paired t-test). Pomo¢u Wilcoxonova testa sume rangova
(engl. Wilcoxon rank-sum test) analizirane su varijable kojima raspodjela nije unutar normal-
nih intervala. Za statistiCku analizu rezultata koristila se SigmaPlot (inacica 11.2, Systat

Software, Inc, Chicago, USA.), a statisti¢ka znacajnost postavljena je na P < 0,05.
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5. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 20 zdravih mladih ispitanika koji su bili na dijeti s
visokim udjelom soli u razdoblju od tjedan dana. Od ukupnog broja ispitanika, 10 (50 %) je

zena i 10 (50 %) muskaraca. SrediSnja je dob ispitanica 20 * 2, a ispitanika 20 + 1.

Tablica 1. prikazuje podatke o dobi ispitivanih zena | muskaraca te podatke o antropometrijs-
kim obiljezjima ispitanika prije i nakon prehrane s visokim udjelom soli. Mjerena antropome-
trijska obiljezja su BMI (indeks tjelesne mase) i WHR (omjer struk-bokovi) kod kojih nije
bilo znacajne promjene prije 1 nakon HS dijete. Rezultati unutar svake tablice izrazeni su kao

aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD).

Tablica 1. Antropometrijska obiljezja ispitanika

Spol zene muskarci
prije HS-a | poslije HS-a| P prije HS-a | poslije HS-a| P
Broj
ispitanika 10 10
Dob
(qodine) 20+ 2 201
BMI ) 222+36 | 223+3,9 | 043 | 252+47 254+4,7 10,08
(kg/m)
WHR 0,72+0,03 | 0,72+0,03 | 0,31 | 0,79+0,06 | 0,79+0,05 | 0,16

Rezultati su izraZeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD).

HS — prehrana s visokim udjelom soli; BMI — indeks tjelesne mase; WHR — omjer struk-bokovi; P vrijednost —

vjerojatnost (engl. probability)

t-test za zavisne uzorke

Tablica 2. prikazuje promjene arterijskog tlaka i pulsa prije i nakon HS dijete. Vrijednosti

sistolickog, dijastolickog i srednjeg tlaka te pulsa nisu bile znacajno promijenjene nakon

zadanog visokodijetnog protokola.

12



Tablica 2. Promijene arterijskog tlaka i pulsa u ispitanika

5. REZULTATI

Spol Zene muskarci
prije HS-a | poslije HS-a| P prije HS-a | poslije HS-a| P

SPB

1107 111+9 0,21 126 £ 5 127+ 6 0,36
(mmHg)
DBP

7517 74+8 0,80 7817 1714 0,49
(mmHg)
MAP

86+6 87+8 0,59 94 +6 94+3 0,78
(mmHg)
HR
(otkucaja 80 £ 15 77+11 0,71 75+11 73x11 0,70
u min)

Rezultati su izraZeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD).

SBP — sistolicki arterijski tlak; DBP — dijastolicki arterijski tlak; MAP — srednji arterijski tlak; HR — puls; HS —

prehrana s visokim udjelom soli; P vrijednost — vjerojatnost (engl. probability)

t-test za zavisne uzorke

Nakon HS dijetnog protokola ekskrecija natrija u 24-satnom urinu bila je statisti¢ki znac¢ajno

povecana kao 1 izraCunat dnevni unos natrija §to je potvrdilo da su se ispitanici pridrZzavali

dijetnog protokola. Ostali obiljezja u 24-satnom urinu nisu bili zna¢ajno promijenjeni nakon

provedenog protokola (Tablica 3.).
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Tablica 3. Biokemijska obiljezja u 24 h urinu ispitanika

5. REZULTATI

Spol

zene

muskarci

prije HS-a

poslije HS-a

prije HS-a

poslije HS-a

Volumen
24 h urina
(mL)

1282 + 555

1368 + 637

0,51

1198 + 621

1370 £ 621

0,28

Natrij u 24
h urinu
(mmol/Du)

88,1 + 38,8

210 £70,5*

0,001

113,1+£55,6

264,6 +102,2

*

<0,001

Izracunat
unos NaCl
(g/dan)

51+23

12,2 +41*

0,001

6,6 3,2

15,5+ 5,9*

<0,001

Kalij u 24
h urinu
(mmol/dU)

37,8 +£13,9

41,7+241

0,25

52,2+249

65,8 + 26,6

0,13

Ureau 24
h urinu
(mmol/dU)

198,7 £ 69,5

223,6 = 110,7

0,37

334 +£108,9

434,2 + 2459

0,25

Koeficijent
kreatinina
u24dh
urinu
(umol/24h/

kg)

152,4 + 36,2

140 + 48,7

0,52

171 +51,8

195+ 84,9

0,42

Rezultati su izraZeni kao aritmetic¢ka sredina + standardna devijacija (SD).
*P < 0,05 prije vs. poslije HS dijete; HS — prehrana s visokim udjelom soli; P vrijednost — vjerojatnost (engl.

probability)

t-test za zavisne uzorke

Tablica 4. prikazuje vrijednosti oksidativnog stresa mjerenih TBARS metodom te vrijednosti

antioksidativnog kapaciteta mjerenih FRAP metodom. Tjedan dana dijete s visokim udjelom

soli doveo je do statistiCki znacajnog poviSenja razine oksidativnog stresa u mladih zena, au

muskaraca je postojala tendencija porasta, ali bez statisticke znacajnosti. Nadalje, tjedan dana

dijete s visokim udjelom soli doveo je do statisticki znacajnog smanjenja
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antioksidativnogkapaciteta u zdravih zena, dok je u muskaraca postojala tendencija snizenja

bez statisticke znacajnosti.

Tablica 4. Antioksidativni kapacitet (FRAP) i oksidativni stres (TBARS) u ispitanika.

P P
Spol zene muskarci
Broj ispitanika 10 10
prije HS-a | poslije HS-a prije HS-a | poslije HS-a
FRAP *
(MM/L TE) 0,62 +0,36 | 0,56 +0,35* | 0,05]0,47£0,09 | 0,44 +£0,05 | 0,47
TBARS (um/MDA) | 0,53 £ 0,10* | 0,61 +0,11 [ 0,04]0,53+0,21 | 0,63+0,26 | 0,19

Rezultati su izraZeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD).
HS — prehrana s visokim udjelom soli; FRAP — sposobnost reduciranja Zeljeza u plazmi; TBARS — reaktivne
supstance tiobarbituratne kiseline; P vrijednost — vjerojatnost (engl. probability); * P < 0,05 prije vs. poslije HS

dijete
t-test za zavisne uzorke
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6. RASPRAVA

Kuhinjska sol ili natrijev klorid spoj je koji je potreban ljudskom organizmu u to¢no
odredenim koli¢inama. Preporucena doza soli koju bi ljudi na dnevnoj bazi trebali unositi u
organizam iznosi pet grama. Koli¢ina soli koja se svakodnevno unosi u organizam gotovo je
dvostruko veca od preporucenih vrijednosti u gotovo svim razvijenim dijelovima svijeta.
Prekomjeran unos soli predstavlja glavni ¢imbenik rizika za nastanak i razvoj kardiovaskula-
rnih bolesti. U razvijenim zemljama svijeta kardiovaskularna oboljenja jedna su od vodec¢ih
uzroc¢nika smrtnosti. Prekomjeran unos soli prepoznat je kao rizi¢ni ¢imbenik za razvoj
mnogih kroni¢nih bolesti kao §to su arterijska hipertenzija, cerebrovaskularni incident,
osteoporoza i sl. (17). U posljednjih nekoliko desetljeca istrazivanja su potvrdila da prekomj-
eran unos soli moze dovesti do razvoja endotelne disfunkcije koja se ocituje kao poremecéena
vaskularna reaktivnost i to u odsutnosti promjena arterijskoga tlaka. lako jo$ uvijek nisu u
potpunosti rasvijetljeni mehanizmi kojima sol uzrokuje endotelnu disfunkciju u odsutnosti
promjena arterijskoga tlaka, nedavna istrazivanja na animalnom modelu pokazuju da

povisena razina oksidativnog stresa ima vaznu ulogu u tom patofizioloSkom algoritmu.

Do stanja povisenog oksidativnog stresa dolazi zbog prekomjernog stvaranja ROS-a
1/ili zbog smanjenja razine antioksidansa $to ¢e dovesti do prekomjerne osjetljivosti tijela na
djelovanje ROS-a (18). Da bi tijelo suzbilo patogeno djelovanje ROS-a, ono stvara
antioksidativni obrambeni sustav koji se moze podijeliti na enzimski i neenzimski
mehanizam. Smanjena aktivnost antioksidativnih enzima najce$¢e je povezana s tezim
zdravstvenim oboljenjima i pretilos¢u te su pojedine studije dokazale da povecana koncentra-
cija ROS-a koja dovodi do oksidativnog stresa predstavlja glavni mehanizam koji dovodi do

poremecaja u metabolizmu (17).

Dijagnoza oksidativnog stresa zasniva se na odredivanju razine lipidne peroksidacije
otkrivanjem prisutne koli¢ine tiobarbituratne kiseline pomo¢u TBARS metode, dok se
dijagnoza antioksidativnog kapaciteta zasniva na koli¢ini kojom je Zeljezo sposobno
reducirati se u plazmi pomo¢u FRAP metode. Obje metode zasnivaju se na spektrofotometrij-
skim mjerenjima. Klinicka dijagnostika oksidativnog stresa i antioksidativhog kapaciteta
minimalno je invazivna te je metoda jednostavna za izvedbu. Preduvjet je tocne dijagnoze
pravilno uzet, pohranjen i pripremljen uzorak za analizu. Prije samoga uzorkovanja za analizu
potrebno je ispitanike pravilno informirati o istrazivanju 1 ¢imbenicima koji mogu narusiti

krajnji rezultat analize.
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Cilj ovog istrazivanja bilo je odrediti dovodi li dijeta s povecanim udjelom soli do
pojave povecane razine oksidativnog stresa i/ili smanjenja antioksidativnog kapaciteta u
populaciji zdravih mladih ljudi i u odsutnosti promjena arterijskog tlaka. Glavni je rezultat
ovog istrazivanja potvrdio da je tjedan dana dijete s visokim udjelom soli dovelo do
znaajnog povecanja razine oksidativnog stresa (mjerenog TBARS metodom) kao i do
smanjenja antioksidativnog kapaciteta (mjerenog FRAP metodom) neovisno o promjenama
arterijskoga tlaka u zdravih Zena, a da je ista tendencija postojala u zdravih mladih muskaraca
(iako bez statisticke znacajnosti). Takoder, u ispitanika nije bilo znacajne promjene u
tjelesnoj tezini i u omjeru struk-bokovi nakon dijete s visokim udjelom soli. Analiza uzoraka
24-satnog urina pokazala je da su se ispitanici pridrzavali zadanog dijetnog protokola. Treba
naglasiti da je ovo istrazivanje provedeno na jo$S uvijek maloj skupini zdravih mladih
ispitanika te zbog toga treba ostaviti otvorenu moguénost da promjene budu znacajnije s

povecanjem broja ispitanika.

Uzimajuéi u obzir sve navedeno, moze se re¢i kako tjedan dana dijete s visokim
udjelom soli dovodi do povecanja razine oksidativnog stresa i smanjenja antioksidativnog
kapaciteta u zdravih mladih ispitanika. Upravo promjene u oksidativnom stresu mogu biti
jedan od mogucih mehanizama koji u konacnici dovode do nastanka endotelne disfunkcije

uslijed prekomjernog unosa soli u organizam, a koji su neovisni o promjenama krvnog tlaka.
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7. ZAKLJUCCI

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuditi:

e Tjedan dana dijete s visokim udjelom kuhinjske soli doveo je do znacajnog
povecanja razine oksidativnog stresa (mjerenog TBARS metodom) u zdravih

mladih Zena te tendencije njegova povecanja u zdravih mladih muskaraca.

e Tjedan dana dijete s visokim udjelom kuhinjske soli doveo je do znacajnog
smanjenja antioksidativnog kapaciteta (mjerenog FRAP metodom) u zdravih

mladih Zena te tendencije njegova smanjenja u zdravih mladih muskaraca.

e Nakon dijete s visokim udjelom soli nije bilo znacajne promjene indeksa tjelesne

mase i omjera struk-bokovi u ispitanika obaju spolova.

e Promjene razine oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta uslijed dijete s
visokim udjelom soli dogodile su se neovisno o promjenama arterijskoga tlaka u

ispitanika obaju spolova.

e Analiza 24-satnog urina potvrdila je da su se ispitanici pridrzavali zadanog

dijetnog protokola.

18



8. SAZETAK

8. SAZETAK

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti utjecaj dijete s visokim udjelom soli u trajanju od
tjedan dana na stvaranje reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline (TBARS) kao mjere
oksidativnog stresa i na sposobnost reduciranja zeljeza u plazmi (FRAP) kao mijere

antioksidativnog kapaciteta metodom spektrofotometrije u zdravih mladih pojedinaca.

Ustroj studije: Studija je nerandomizirani kontrolirani klini¢ki pokus — ispitanicima su sva

mjerenja napravljena prije i poslije zadanog dijetnog protokola te su sami sebi bili kontrola.

Materijali i metode: U istrazivanju je sudjelovalo 10 mladih zdravih Zena i 10 mladih
zdravih muskaraca koji su tri puta posjetili Laboratorij za klinicku fiziologiju i fiziologiju
sporta. Prvi posjet bio je prilikom ulaska u studijski protokol, drugi posjet nakon tjedan dana
dijete s niskim udjelom soli (LS), a trec¢i posjet nakon tjedan dana dijete s visokim udjelom
soli (HS). Prilikom svakog posjeta uzet je uzorak Kkrvi i 24-satnog urina.
Spektofotometrijskom TBARS metodom odredena je razina oksidativnog stresa, a FRAP je

metodom odreden antioksidativni kapacitet.

Rezultati: Tjedan dana dijete s visokim udjelom soli doveo je do znacajnog poveéanja razine
oksidativnog stresa (mjerenog TBARS metodom) kao i do smanjenja antioksidativnog
kapaciteta (mjerenog FRAP metodom) neovisno o promjenama arterijskoga tlaka u zdravih

mladih Zena, a postojala je tendencija istih promjena u zdravih mladih muskaraca.

Zakljudak: Kratkotrajna dijeta s visokim udjelom soli dovodi do povecanja oksidativnog
stresa i smanjenja antioksidativnog kapaciteta u zdravih mladih ispitanika neovisno o

promjenama arterijskoga tlaka.

Kljuéne rije¢i: antioksidativni kapacitet; FRAP; oksidativni stres; TBARS; visok unos soli
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

Measurement of oxidative stress level and antioxidant capacity in young healthy
individuals on high-salt diet using spectrophotometry method

Objectives: The aim of this study was to determine the effect of high-salt diet, over a week
period, on the production of reactive substances thiobarbituric acid (TBARS) as oxidative
stress measures and ability to reduce plasma iron (FRAP) as measures of antioxidant capacity

by spectrophotometry in healthy young individuals.

Study design: Non-randomized controlled clinical trial; all measurements were made on the

respondents before and after the given diet protocol, and they served as a control group.

Material and methods: The study included 10 young healthy women and 10 young healthy
men who had visited the Laboratory for Clinical Physiology and Sports Physiology three
times. The first visit was during entering a protocol, a second visit was after a week on a low-
salt diet (LS) and the third one happend after a week on a high-salt diet. A sample of blood
and 24-hours urine was taken from all respondents during each visit. The spectrophotometric
TBARS method determines the level of oxidative stress while the FRAP method has

determined the antioxidant capacity.

Results: A week on a high-salt diet, resulted with a significant increase of oxidative stress
(measured by the TBARS method) as well as reduction of antioxidative capacity (measured
by the FRAP method), regardless of changes in arterial pressure in healthy young women.

Futhermore, there was a tendency of the same changes in healthy young men.

Conclusion: A short-term diet with high-salt content leads to an increase of oxidative stress
and a reduction of antioxidant capacity in healthy young respondents, regardless of changes

in the arterial pressure.

Key words: antioxidant capacity; FRAP; high-salt diet; TBARS; oxidative stress
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