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1. UvOoD

1.1. Utjecaj koli¢ine soli u svakodnevnoj prehrani na zdravlje ¢ovjeka

Tijekom nekoliko milijuna godina prethodnici danasnjega covjeka, kao i svi drugi
sisavci, jeli su hranu koja je sadrzavala male koli¢ine soli (manje od 0,5 g soli na dan) koja
se prirodno nalazila u namirnicama. Koli¢ina soli u hrani pocela se povecavati prije oko
5000 godina kada su Kinezi otkrili vaznu ulogu soli u ocuvanju namirnica. Sol je od tada
postala roba od velike gospodarske vaznosti i unos soli u prehrani dosegnuo je vrhunac
negdje 1870-ih godina (1). Medutim, s izumom hladnjaka i zamrzivaca, sol viSe nije bila
potrebna kao konzervans i tako je zapocela kratka era opadanja koli¢ine soli koju su ljudi
unosili u organizam svakodnevnom prehranom. Ipak, u zadnjih nekoliko desetljeca
potro$nja i unos soli u organizamznatno Su porasli zbog velikih koli¢ina NaCl u, danas
sveprisutnoj, preradenoj hrani (2). Kao rezultat toga prekomjeran unos soli u svakodnevnoj
prehrani, koji je nadmasio dnevne potrebe ljudskoga organizma, postao je velik problem u
gotovo svim dijelovima svijeta, pa tako i u Hrvatskoj. Danas ne govorimo o unosu soli koji
bi bio prihvatljiv (do 5 grama), ve¢ o mnogo vec¢im koli¢inama (preko 10 grama, a ponegdje
i jo$ vi§im). Provedeno istrazivanje pokazalo je da je prosje¢an dnevni unos soli u odrasloj
populaciji Hrvatske 13,3+4,3 g na dan (223,6+74,0 mmol Na/24h urin) za muskarce i
10,2+4,2 g na dan (177,3+69,1 mmol Na/24h urin) za Zene, upucujuci na ozbiljan problem
u prehrambenim navikama nacije (3). Evolucijski gledano, taj nagli porast koli¢ine soli u
svakodnevnoj prehrani dogodio se relativno nedavno i kao takav predstavlja veliki izazov
za fizioloSki sustav covjeka da takve velike koli¢ine soli uspije eliminirati iz organizma.
Rezultati velikoga broja epidemioloskih, evolucijskih i klini¢kih studija doveli su do
opceprihvaéene Cinjenice da je prekomjeran unos soli esencijalni ¢cimbenik rizika za razvoj
I progresiju hipertenzije (4-6), ¢cime se povecava rizik od mozdanoga udara, sr¢anoga udara,
zatajenja srca i bolesti bubrega. Nadalje, dokazano je da pove¢an unos soli moze imati
izravan utjecaj na razvoj mozdanoga udara (7,8), hipertrofije lijeve srcane klijetke (9),
progresiju bubreZene bolesti i proteinuriju (10). Dakle, brojne su meta - analize potvrdile
neospornu vezu izmedu poviSenoga unosa soli i posljedni¢nih poviSenih vrijednosti
krvnoga tlaka — jednoga od glavnih ¢imbenika rizika za nastanak razlicitih
kardiovaskularnih komplikacija i incidenata (11). Kao potvrda tim rezultatima, druge meta-
analize pokazale su da reduciranje unosa soli za 1-3 g na dan znacajno snizuje krvni tlak i

smanjuje rizik od kardiovaskularnih incidenata i u populaciji s povisenim, a i u populaciji



s normalnim krvnim tlakom (12-15). lako je najveéi broj dosadasnjih velikih humanih
studija usmjeren upravo na utjecaj koli¢ine soli u prehrani na krvni tlak i posljedi¢ne $tetne
u¢inke na kardiovaskularni i renalni sustav, novi pogled na tu temu donijela je studija
Weinbergera i suradnika, koji su pokazali da Stetni ucinci soli na organizam mogu biti
potpuno neovisni 0 promjeni krvnoga tlaka te da se manifestiraju i u normotenzivnih
pojedinaca (16). Studije koje su slijedile potvrdile su nedvojben u¢inak promjene unosa soli
u organizam na vaskularnu funkciju, a koji se zbiva neovisno o promjenama krvnoga tlaka.
Od tada je ucinjen velik broj studija u nastojanju da se razjasni na¢in i mehanizmi kojima
sol dovodi do promjena u vaskularnoj funkciji neovisnim o promjenama krvnoga tlaka, no
oni jo§ uvijek nisu u potpunosti jasni. Tako je i ovastudija tek jedan mali korak u nastojanju
razjaSnjavanja barem dijela mehanizama kojima sol u prehrani djeluje na promjene u

vaskularnoj funkciji ¢ak i u populaciji zdravih mladih ljudi.

1.2. Endotel, endotelna funkcija i endotelna disfunkcija
Nedavne studije pokazale su da je jedan od najranijih Stetnih u¢inaka soli na ljudski

organizam nastanak i razvoj endotelne disfunkcije koji se javlja i u pacijenata koji imaju
esencijalnu hipertenziju, a i u normotenzivnih pojedinaca ¢ak i nakon relativno kratkih

razdoblja unosa velike koli¢ine soli u organizam (17-19).

lako je nekad smatran jednostavnom preprekom izmedu krvi i stijenke krvne Zile,
danas se zna da je endotel dinamican organ koji oblaZe €itav vaskularni sustav. Endotel je
svojom strukturom jednostavan, ali raspodjelom gotovo sveprisutan organ, prosjecne tezine
oko jednoga kilograma. Ukupni broj od 1 do 6 x 10* endotelnih stanica, u sloju debljine
0.5 do 1 um, prekriva unutarnje stijenke svih cirkulacijskih Supljina povrSine od 4000 do
7000 m?. Rije¢ je o heterogenoj epitelnoj strukturi visoke bioloske dinamike i raznovrsnih
metabolickih aktivnosti s posebno naglasenim sposobnostima prilagodbe (20,21). Stanice
endotela imaju niz vaznih funkcija, koje ukljucuju prepoznavanje i1 prilagodbu na
humoralne, mehanicke i hemodinamicke promjene. Najznacajnije su od njegovih funkcija
su: kontrola vaskularnoga tonusa, inhibicija agregacije trombocita, modulacija migracije
leukocita, regulacija proliferacije glatkih miSi¢nih stanica i moduliranje propusnosti
vaskularne stijenke (22,23). Endotel djeluje kao moéna enzimatska prepreka, uspjesno
regulira tonus 1 proliferacijski status arterijske miSi¢nice, kontrolira izlu¢ivanje citokina te

stvaranje i ekspresiju adhezijskih molekula. U endotelnim se stanicama sintetiziraju



¢imbenici rasta i agregacijsko-koagulacijskoga puta, nastaju receptori za lipoproteine i
inzulin, odrzavaju aktivnosti lipoproteinske lipaze i angiotenzin-konvertaze, metaboliziraju
noradrenalin i serotonin te stvaraju produkti arahidonske kiseline. Svojim autokrinim,
parakrinim i endokrinim lu¢enjem one djeluju na niz stani¢nih linija — trombocite, leukocite

i glatke miSi¢ne stanice, ali i na druga, razli¢ito udaljena tkiva (20, 24-27).

Endotel krvnih zila ima kritiénu ulogu u odrzavanju vaskularnoga tonusa te su
promjene vaskularnoga protoka u slozenom medudjelovanju s endotelom. Sposobnost
izazivanja vazodilatacije u odgovoru na naglu promjenu protoka (zilni stres) jedno je od
glavnih svojstava prikladne funkcije endotela. Krv u lumenu krvne zile djeluje na stijenku
dvjema ortogonalnim silama. Tangencijalno usmjerena sila na jedinicu povrsine stijenke,
primarno povezana s protokom, frikcijska je sila poznata kao sila smicanja (engl.shear
stress). Druga je sila izravna sila istezanja koja na stijenku djeluje okomito i izravno, te
odgovara krvnom tlaku. Na tangencijalnu deformaciju pod smicajnim utjecajem endotelne
strukture reagiraju gotovo trenutatnim promjenama u stanicnim membranama,
reorganizacijom unutarnje strukture i programiranim usmjeravanjem niza biokemijskih
procesa. Ta medusobno povezana zbivanja dio su jedinstvene i nespecificne reakcije kojom
zapocinje niz akutnih i kroni¢nih adaptacijskih odgovora endotela na izravne podrazaje.
Endotelne stanice tako iskazuju sposobnost pretvaranja mehanickih sila u bioloske reakcije
— rastezanje zilne stijenke biljeZe mehanoreceptori koji onda poti€u niz pojedinacnih
dogadaja. Oni ukljuuju mehanizme poput dugotrajnih varijacija genske regulacije s
prate¢im restrukturiranjem zilne stijenke, ali i brze reakcije predstavljene naglom
promjenom zilnog tonusa (22, 28-31). Vaznost te funkcije endotela vidi se u ¢injenici da se
izraz “endotelna funkcija” upotrebljava kako bi se opisala sposobnost endotela da otpusta
vazoaktivne tvari i na taj nacin regulira krvni protok. U proteklih 30 godina otkriveni su
brojni endotelni ¢imbenici relaksacije (engl. endothelium-derived relaxing factors, EDRF),
kojih se veéina otpusta u odgovoru na povecanu koncentraciju unutarstani¢énoga kalcija.
Najvazniji EDRF su dusikov oksid (NO), prostaciklin (PGl.) i endotelni hiperpolarizirajuci
¢imbenik (engl. endothelial-derived hyperpolarization factors, EDHF). NO je prvi
definirani EDRF za koji je dokazano da relaksira vaskularni glatki misi¢ (32-35). Sintetizira
ga endotelna NO sintetaza (eNOS) iz L-arginina. NO se stvara i otpusta iz endotelnih
stanica u odgovoru na zilni stres (engl. shear stress) 1 djelovanje razlicitih spojeva kao $to
su acetilkolin, bradikinin, trombin, ADP (adenozin difosfat) itd. Otpustanje NO-a vodi do
relaksacije vaskularnih glatkih misi¢nih stanica (23, 36-43). Osim vazodilatornih svojstava,



NO sprjecava adheziju i agregaciju trombocita, kao i adheziju i migraciju leukocita u
arterijski zid te inhibira proliferaciju vaskularnih glatkih miSi¢nih stanica — svih klju¢nih
dogadaju u razvoju ateroskleroze (44-47). PGI2 je drugi bitan EDRF koji se djelomi¢no
otpusta u odgovoru na zilni stres (36,48). Sintetizira ga enzim ciklooksigenaza-1 (COX-1)
iz arahidonske Kiseline, a djeluje tako da povisuje koncentraciju ciklicnog adenozin
monofosfata (CAMP-a) u glatkim mi$iénim stanicama i u trombocitima (49). Za razliku od
NO-a, PGIl2 ne pridonosi odrzavanju bazalnoga vaskularnog tonusa velikih provodnih
krvnih zila, nego se otpusta na poticaj razli¢itih agonista (44,50). Takoder ima vaznu ulogu
kao inhibitor djelovanja trombocita. EDHF su molekule koje dovode do hiperpolarizacije
glatkih miSi¢nih stanica krvnih zila. Njihova je uloga regulacija vaskularne reaktivnosti,
koju definiramo kao o endotelu ovisan odgovor, u stanjima kada postoji kombinirana
inhibicija djelovanja NO i PGl,. EDHF predstavljaju kompezatorni mehanizam o endotelu
ovisne vazodilatacije u stanjima kad je smanjena biodostupnost NO. Brojne su studije
definirale nekoliko molekula ili posrednika koji djeluju kao EDHF u razli¢itim vrstama i
tkivima (51): K* (52), metaboliti citokroma P450 (kao S§to je EETs, engl.
epoxyeicosatrienoic acids) (53-55), produkti lipooksigenaze (56), sam NO (57), slobodni
radikali kisika (H20>) (58), CAMP (59), natriuretski peptid tip C (60) itd. Nadalje, endotelne
su stanice mjesto proizvodnje i vaznih endotelnih ¢imbenika kontrakcije (engl. endothelial-
derived constricting factors, EDCF), od kojih su najmo¢niji endotelin-1 (ET-1) i
tromboksan (TXA2). Nekoliko godina nakon otkri¢ca NO, otkriven je vazokonstriktorni
peptid kojega proizvodi vaskularni endotel i koji djeluje kao fizioloSka protuteza djelovanju
NO-a, ET-1(61-63). Nekoliko ¢imbenika utje¢e na proizvodnju i otpustanje ET-1, medu
kojima su zilni stres, angiotenzin II, trombin, adrenalin, oksidirani lipoproteini male
gustoce i upalni citokini (64-70). U ljudi ET-1 povisuje krvni tlak i dovodi do vaskularne i
miokardijalne hipertrofije, §to su vazni rizi¢ni ¢imbenici kardiovaskularnog morbiditeta 1
mortaliteta (71,72). Drugi je vazan EDCF tromboksan (TXA2) koji sintetiziraju COX-1 i
tromboksan sintetaza u metabolizmu arahidonske kiseline. Ravnoteza izmedu proizvodnje
PGI2 i TXA2 sudjeluje u odrzavanju homeostaze u zdravim krvnim zilama. Povecana
proizvodnja TXA2 dovodi do vazokonstrikcije i agregacije trombocita povecavajuéi rizik
od kardiovaskularnih incidenata (73,74). Prikazana sloZenost sustava vazoaktivnih tvari
zilne stijenke, usprkos mnogobrojnim otvorenim pitanjima, istice njihovu neupitnu ulogu u
odrzavanju fizioloSke ravnoteze i funkcije krvnih Zila.

Endotelna disfunkcija (ED) danas je opceprihvadeni termin koji opisuje stanje

oSte¢enoga endotela, odnosno njegove poremecene funkcije. Takav poremecaj endotela



obuhvaca niz patofizioloskih stanja, u rasponu od pocetne lokalizirane mehanicke ozljede
zilne intime (ED u uZzem smislu) do neprimjerene, perzistentne, globalne endotelne
aktivacije vazne za razvoj brojnih klinicki manifestnih patoloskih stanja (21). Osnovu
nastanka endotelne disfunkcije ¢ini neprimjerena aktivacija endotela — nespecifi¢na
ekspresija endotelnih aktivacijskih antigena koja nastaje pod utjecajem razlicith Stetnih
podrazaja, te razvoj i koordinirana regresija svih pojedinacnih svojstava i1 sastavnica
disfunkcionalnoga endotela (75). Dok je fenotip neaktivirane, “mirne” endotelne stanice
antikoagulantni, protuupalni i vazodilatacijski, ED je promjena koju karakterizira
proupalni, protrombotski i1 vazokonstrikcijski fenotip (76-78). Kako je sposobnost
otpustanja vazoaktivnih tvari i1 reguliranje krvnoga protoka klju¢na osobina zdravoga
endotela, tako je neadekvatna raspolozivost NO-a jedno od glavnih obiljezja ED-e, koja
ujedno predstavlja vode¢i mehanizam pojedinacnih endotelnih svojstava $to ih objedinjuje
sindrom ED. Nesrazmjer raspolozivosti NO-a i aktivnosti vazokonstrikcijskih ¢imbenika,
temelj je sklonosti vazokonstrikciji u ED-i, a on moze biti uzrokovan nedostatkom NO-
supstrata, L-arginina i/ili manjkom enzimskoga kofaktora tetrahidrobiopterina s prateCcom
nekompetentnos¢u eNOS-a. U posljednje vrijeme postaje jasno da su promjene u NO
posredovanim procesima dijelom ovisne i 0 genetskim razlikama u ekspresiji aktivnosti
eNOS-a (79), postranslacijskim modifikacijama enzima, a posebno se vaznom ¢ini uloga
blokiranja NO kemijskim reakcijama s endogenim inhibitorima prije njegova ucinka na
ciljane molekule, u ¢emu vodecu ulogu vjerojatno imaju slobodni radikali kisika (80). Osim
ostecenja 0 endotelu ovisne vazodilatacije krvnih Zila, patofizioloske su posljedice razvoja
ED ove: 1) abnormalna vaskularna reaktivnost i spazam krvnih zila koji su u razvijenoj ED-
i izrazeni kao paradoksalna vazokonstrikcija na acetilkolin, a navodi se i argininski
paradoks koji izostankom ocekivane vazodilatacije i hipotenzije, nakon infuzije L-arginina,
izravno upucuje na endotelnu nesposobnost produkcije NO; 2) povecana propusnost
endotela za makromolekule kao npr. lipoproteine, koja nastaje zbog redistribucije
proteinskih molekula u mikrofilamentima s posljedi¢nom kontrakcijom i deformiranjem
endotelnih stanica, prekidom bliskih stani¢nih kontakata i nastankom patoloskih pukotina;
3) povecana ekspresija kemotaktickih i adhezijskih molekula; 4) novacenje i akumulacija
monocita/makrofaga u intimi krvnih zila; 5) poremecaj u regulaciji rasta i prezivljavanja
vaskulanih stanica — smanjena regeneracija endotelnih stanica i povecana proliferacija i
migracija glatkih miSiénih stanica; 6) poremecaj hemostatske ravnoteze obiljeZene
ekspresijom prokoagulacijskih molekula, stvaranjem trombina, agregacijom i adhezijom
trombocita i odlaganja fibrina (81-83) (slika 1.).
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Slika 1. Temeljno nacelo vaskularne homeostaze.

Zdrav endotel iskazuje visestruka svojstva koja se razvojem endotelne disfunkcije redom
pretvaraju u svoju negaciju, ali i istodobno regrediraju u slucaju poboljsanja endotelne
funkcije.

Patofizioloski ¢imbenici koji dovode do nastanka ED-e i koji su posebno vazni
rizini ¢imbenici za nastanak, razvoj i progresiju kardiovaskularnih bolesti jesu ovi: 1)
aktivacija citokina u inflamatornim procesima, 2) slobodni radikali kisika (ROS) i/ili
oksidativni stres te glikozilacija metabolita koji su prisutni u dijabetesu i procesu starenja,
3) pusenje i hipertenzija, 4) kroni¢na hiperhomocisteinemija i/ili hiperkolesterolemija i 5)
poviSena koncentracija plazmatskih okisdiranih lipoproteina male gusto¢e i1 njihova
akumulacija u zidu krvne Zile, a i infekcije bakterijama, virusima ili drugim patogenima
(81-83, 84-88).

Kad postane detektabilan, endotelni je poremecaj ve¢ znacajno uznapredovao i
patofizioloski kompleksan. Njegove pojedinac¢ne funkcionalne sastavnice obicno se ne
mogu jasno razluciti, pa se ED tretira kao jedinstveno patoloSko stanje i procjenjuje
analizom odabranih, reprezentativnih parametara. Kako je nedvojbeno dokazano da se radi
0 generaliziranoj vaskulopatiji, pojedini testovi endotelne funkcije iskazuju jednako

znacenje, bez obzira jesu li izvedeni na razini koronarnih ili perifernih arterija (21).



1.3. Metode koje se upotrebljavaju u procjeni vaskularne reaktivnosti i endotelne
funkcije
Metode koje se trenutacno upotrebljavaju u ispitivanju endotelne funkcije jesu

sljede¢e: a) analiza bazalnih vrijednosti cirkuliraju¢ih endotelnih biljega 1 njhove
reaktivnosti u stimuliranim uvjetima, b) utvrdivanje cirkuliraju¢ih endotelnih stanica u
perifernoj krvi te ¢) mjerenje vazomocije arterija posredovano farmakoloskim i endotelnim

agensima (21).

1.3.1. Cirkuliraju¢i endotelni biljezi

Proteklih godina velik broj cirkuliraju¢ih endotelnih biljega promatran je kao
parametar koji se mijenja prilikom nastanka i razvoja ED-e. Ostec¢enje endotela moze imati
za posljedicu otpustanje raznih c¢imbenika ili promjene koncentracija postojeéih.
Cirkulirajuci biljezi mogu se podijeliti u nekoliko skupina: vazodilatatori, vazokonstriktori,
biljezi aktivacije i upale, biljezi hemostaze i drugi. Promjene vazoaktivnih agensa poput
NO, nitrita i nitrata te ET-1 javljaju se u koronarnoj bolesti i hipertenziji (89-91). Dokazano
je da su razine ET-1, snaznoga vazokonstriktora endotelnoga podrijetla, povisene u
stanjima povezanim s endotelnom disfunkcijom poput ateroskleroze, hiperkolesterolemije
1 pusenja. Usprkos tomu, ¢ini se da ET-1 nije osjetljiv niti specifican biljeg krvozilne bolesti
promatran samostalno. Pokazalo se da plazmatske razine nekoliko prokoagulantnih
medijatora rastu sa stupnjem endotelnoga oSte¢enja. Von Willebrandov ¢imbenik (vVWF),
glikoprotein koji nastaje uglavnom u krvoZzilnim endotelnim stanicama, ima zna¢ajnu ulogu
u hemostazi sudjeluju¢i u koagulacijskoj kaskadi i u stvaranju trombocitnoga cepa na
mjestu endotelnoga oStecenja. PrijaSnja istraZivanja pokazala su da povisSene razine vVWF
mogu biti pretkazatelji kardiovaskularnih poremecaja u bolesnika s poznatim
kardiovaskularnim bolestima. Jedan od ¢eSc¢e rabljenih biljega endotelne disfunkcije jest
obitelj stani¢nih adhezijskih molekula (CAMs) izrazenih na povrS$ini endotelnih stanica. Te
molekule posreduju vezanje i migraciju leukocita u subendotelni prostor tijekom upalnoga
procesa u endotelu. Dobro su opisani medu adhezijskim molekulama: medustani¢na
adhezijska molekula 1 (ICAM-1), krvozilna adhezijska molekula 1 (VCAM-1), endotelno-
leukocitna adhezijska molekula 2 (E-selektin) i P-selektin. Cirkulirajuci topljivi oblici tih
adhezijskih molekula zamijeceni su u plazmi i njihove razine rastu u upalnim stanjima.
Nekoliko istrazivanja pokazalo je da te molekule mogu imati ulogu biljega u endotelnom

oStecenju, oksidativnom stresu, aterosklerozi kao i pove¢anom riziku od kardiovaskularnih



komplikacija (92,93). Drugi biljeg upale, C reaktivni protein, najbolje je opisan medu
trenutacno dostupnim biljezima 1 ima potencijalnu ulogu biljega u kardiovaskularnim
komplikacijama (94-96). Fosfolipaza A2 povezana s lipoproteinom (Lp-PLA2) koju
stvaraju makrofagi, a poti¢e upalu stvaranjem lizofasfatidil kolina, supresijom endotelne
NO sintetaze i regulacijom eksprecije CD40 liganda na T limfocitima, sluzi kao biljeg
koronarne endotelne disfunkcije (97-99). Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA), endogeni
kompetitivni inhibitor NO sintetaze, smatrase jednim od biljega endotelnog oste¢enja kod
osoba s hiperkolesterolemijom i aterosklerozom (100-102). Raste broj novih biljega poput
endokana (sluzbeno zvan endotel specificna molekula 1, ESM-1), proteoglikana izrazenoga
na krvozilnom endotelu koji pokazuje jasno povisenu izrazenost i povisene serumske razine

kod tumora u ljudi (103).

Razlog tako velikom broju cirkuliraju¢ih biljega endotelne disfunkcije koji je jo$
uvijek u porastu, jest detaljno otkrivanje endotelne funkcije, a i razumijevanje patogeneze
njezina oStecenja. Mehanizmi koji uzrokuju promjene pojedinih biljega endotelne
disfunkcije joS su nepoznati i potpuno nerazumljivi. Za razjas$njavanje tih mehanizama i
odabir odgovarajucih biljega endotelne disfunkcije polaziSna tocka trebala bi biti geneticka,

proteomska 1 metabolicka istraZivanja.

1.3.2. Cirkulirajuce endotelne stanice

Cirkuliraju¢e endotelne stanice (CECs) noviji su biljezi endotelne disfunkcije.
Mogu biti izdvojene iz periferne krvi u mnogim patoloskim stanjima koja ukljucuju
neprimjerenu aktivaciju endotela kao S$to su akutni infarkt miokarda, nestabilna angina
pectoris 1 Citav spektar drugih sistemskih upalnih bolesti. CECs se ne mogu pronaci u
perifernoj krvi zdravih ljudi (104-106). Nadalje, povisenje cirkuliraju¢ih endotelnih
mikrocestica zabiljeZeno tijekom akutnoga koronarnog sindroma i hipertenzije moze biti
rani biljeg endotelnoga oStecenja (107-109). Takoder, endotelne progenitorske stanice
(EPC) smatraju se indikatorima endotelnoga statusa u ljudi. Te stanice podrijetlom iz
kostane srzi ukljuc¢ene su u obnovu endotela u stanjima endotelnoga oste¢enja. Dugotrajno
odlaganje EPC-a uz nazo¢nost kardiovaskularnih rizi¢nih ¢imbenika moglo bi imati §tetan

ucinak na krvozilnu homeostazu (110,111).



1.3.3. Mjerenje vaskularne reaktivnosti i perifernog protoka krvi potaknutoga
farmakoloSkim i endogenim agensima

Postupci istrazivanja reaktivnosti krvnih zila najces¢e su uporabljene i najbolje
dokumentirane metode ispitivanja endotelne funkcije. Brojne su metode koje mjere protok

krvi i njegove promjene u konduktivnim i otpornickim arterijama, te u mikrocirkulaciji.

Mijerenje protoka metodom Laser Dopplera. Naj¢e$¢e primijenjena metoda za
procjenu endotelne funkcije u mikrocirkulaciji jest mjerenje protoka laser Dopplerom (engl.
Laser Doppler Flowmetry, LDF). Metoda radi na osnovi procjene protoka u
mikrocirkulacijskoj vaskulaturi koze preko laserske zrake koja se reflektira od eritrocita u
mikrocirkulaciji te se na temelju promjene valne duljine nakon odbijanja (Dopplerov efkt)
racunalnim programima odreduje veli¢ina protoka, a iskazuje se u arbitrarnim jedinicama
(engl. perfusion units, PU) i prikazuje u obliku krivulje. Ta je metoda posljednjih godina
dobila svoje nove i razlicite aplikacije, od mjerenja protoka jednom laserskom sondom, s
primjenom iontoforeze ili mikrodijalize ili bez njih, do moguénosti prikaza
mikrocirkulacijskoga protoka ¢itave podlaktice. Kako bi se odredila funkcija endotela,
LDF-om se mjeri protok u odgovoru na razlicite stimuluse. Postokluzivna reaktivna
hiperemija (PORH) u mikrocirkulaciji koze odnosi se na iznad bazalnih vrijednosti poveéan
protok koji se javlja kao odgovor na otpustanje kratkotrajne okluzije arterijskoga protoka.
Cetiri su vazna ¢imbenika ukljudena u mehanizam nastanka postokluzivne hiperemije:
vazodilatatorni metaboliti ishemije, endotelni vazodilatatori, odgovor glatkoga misi¢ja
krvne zile i senzori¢ki zivci. Najvaznije su prednosti metode LDF: 1) neinvazivna je i ne
izaziva neugodu u ispitanika i 2) osjetljiva je za detekciju i kvantifikaciju relativnih
promjena protoka u mikrocirkulaciji koze na zadani stimulus (vaskularna okluzija,

promjene temperature, farmakoloski agenti itd.) (112).

Venska okluzivna pletizmografija. Metoda mjerenja protoka i procjene endotelne
funkcije mikrocirkulacije koja se temelji na zaustavljanju povratka venske Kkrvi iz
podlaktice, uz odrzan arterijski priljev krvi u podlakticu, Sto dovodi do linearnoga
povecanja krvnoga protoka u odredenom vremenu a koji je proporcionalan arterijskom
pritoku krvi. Okluzija venske cirkulacije podlaktice postize se napuhivanjem manzete iznad
vrijednosti dijastolickoga tlaka, dok se drugom manzetom iskljucuje protok krvi kroz Saku

kako bi se smanjile promjene protoka krvi ovisne o temperaturi. Promjene protoka biljeze



se promjenom elektricnoga otpora u pletizmografu postavljenom oko najSirega dijela
podlaktice. Tom metodom mogu se mjeriti promjene protoka i endotelne funkcije u
mikrocirkulaciji podlaktice tijekom infuzije razliitih vazoaktivnih agenata kao §to su

acetilkolin, bradikinin, indometacin itd (113).

Ultrazvucni test protokom posredovane dilatacije perifernih arterija (engl. Flow
Mediated Dilation, FMD). FMD je tehnika koja se temelji na izazivanju vazodilatacije
uslijed povecéanja protoka krvi kroz arteriju — poveéan protok izaziva Zzilni stres endotela s
posljedi¢cnom stimulacijom endotelnih stanica na povecano otpustanje NO-a (114). Kao $to
je vec¢ bilo naglaseno, smanjena vazodilatacija koja se javlja zbog povecanoga Zilnog stresa
oznaduje poremecaj biodostupnosti NO i prisutnost endotelne disfunkcije (115). Zilni se
stres izaziva okluzijom protoka manzetom postavljenom na podlakticu, a promjer
brahijalne arterije mjeri se visokorezolucijskim ultrazvu¢nim aparatom. Promjer krvne Zile
mjeri se tijekom bazalnih uvjeta, tijekom 5 minuta Zilne okluzije i 3 minute reaktivne
hiperemije. FMD se izrazava kao maksimalni postotak dilatacije tijekom reaktivne
hiperemije u odnosu na bazi¢ni promjer krvne zile. Za odredivanje endotel-neovisne
dilatacije krvne zile ispitanicima se sublingvalno aplicira natrijev nitroprusid te se biljezi
najveca promjena promjera krvne Zile tijekom 5 minuta od aplikacije lijeka. FMD se obi¢no
mjeri na brahijalnoj arteriji, iako se moze odredivati i na radijalnoj ili femoralnoj arteriji
(113,116-118).

Odredivanje elasti¢nosti krvnih Zila (eng. arterial stiffness). Prilikom svakoga
otkucaja srca Salje se tla¢ni val kroz vaskulaturu, a popustljiv arterijski zid sluzi kako bi se
ublazile oscilacije tlaka i na taj se nacin omoguc¢io miran protok krvi do svih tkiva. Tla¢ni
se val reflektira natrag k srcu kada dosegne grananje krvnih Zila u vaskulaturi. U zdravih
pojedinaca taj reflektirani tlacni val stize do srca za vrijeme dijastole kako bi pomogao
punjenje koronarnih krvnih zila. Ipak, u pojedinaca sa smanjenom elasticnosti arterija,
tlacni se val vraca k srcu mnogo brze i stize do srca za vrijeme sistole. Time se povecava
afterload koji srce mora svladati kako bi se otvorili aortalni polumjesecasti zalisci. Kao
posljedica takvih promjena dolazi do nastanka komplikacija smanjene elasti¢nosti krvnih
zila kao $to su angina i/ili infarkt miokarda ili hipertrofija lijevoga ventrikula koja moze
rezultirati zatajenjem srca (119). Smanjenje elasti¢nosti zida krvne zile moze se dogoditi
uslijed smanjene proizvodnje NO-a u endotelnim stanicama, gubitka tonusa glatkoga
miSi¢ja krvne Zile, degeneracije vlakana elestina i pove¢anoga odlaganja kolagena u zidu

krvne zile (120). Kao posljedica, elasticnost je krvnih Zila ovisna o funkcionalnim i



strukturalnim promjenama u vaskulaturi. Za procjenu elasti¢nosti perifernih krvnih zila
sluze brojne neinvazivne metode. Najcesce su uporabljivane analiza pulsnoga vala (eng.
pulse wave analysis, PWA) i odredivanje brzine pulsnoga vala (eng. pulse wave velocity,
PWV) zbog njihove reproducibilnosti i lakoée izvodenja (121). Pokazano je da su ti testovi
povezani s koronarnom mikrovaskularnom endotelnom funkcijom (122). PWA se temelji
na biljezenju valova krvnoga tlaka radijalne arterije pomocu odgovaraju¢ega pretvaraca
stavljenoga na mjesto gdje su pulsni valovi najjac¢i. Kako bi se izmjerila PWV, arterijski
pulsni valovi simultano se biljeZze na dvije arterije, najce$¢e karotidnoj i radijalnoj.
Odreduje se udaljenost izmedu dvaju mjesta na kojima se biljeZze pulsni valovi te se
izratunava vrijeme potrebno da pulsni val dode od jedne do druge to¢ke mjerenja. Sto je
PWYV veca, veca je refleksija pulsnoga vala natrag k srcu $to upuéuje na smanjenu
elasti¢nost krvnih zila (123).

Odredivanje debljine intima-media karotidne arterije (end. carotid intima-media
thickness, cIMT). Tom metodom procjenjuje se debljina medije vaskularne stijenke
karotidne arterije koja je prihvaceni pretkazatelj kardijalnih incidenata u pacijenata koji
imaju rani stadij ateroskleroze te dobar prognosti¢ki ¢imbenik za razvoj restenoze u
pacijenata koji su bili na perkutanoj koronarnoj intervenciji (124, 125). Studije su pokazale
da su promjene cIMT-a posljedica smanjenja biodostupnosti NO-a te povisenje razine ET-
1, koji s vremenom rezultiraju povec¢anom proizvodnjom upalnih citokina, slobodnih
radikala, adhezijskih molekula i ¢imbenika zgrusavanja koji vode do proliferacije glatkoga
misi¢ja zida krvne zile (126,127). cIMT se uobicajno odreduje na zajednickoj karotidnoj
arteriji, unutarnjoj karotidnoj arteriji i tockama bifurkacije (128), a svaka tocka mjerenja

ima sli¢na svojstva za procjenu buducih kardiovaskularnih incidenata (129).

1.4. Sol-osjetljivost i sol-rezistentnost
Brojna istrazivanja koja su se bavila utjecajem soli na promjene krvnoga tlaka dosla

su do zakljucka da u opc¢oj populaciji postoji odredeni broj ljudi koji na povecanje unosa
soli odgovaraju povecanjem krvnoga tlaka dok u ostatka takva promjena nije utvrdena. 1z
tog zapaZanja proizaSla su dva termina, odnosno podjela populacije na “sol-osjetljive” i na
“sol-rezistentne” pojedince. “Sol-osjetljivost” se manifestira kao znacajna promjena
krvnoga tlaka u odgovoru na akutne ili kroni¢ne promjene unosa soli u organizam te je
definirana kao tendencija smanjenja krvnog tlaka prilikom smanjenja i povisenja krvnoga

tlaka prilikom povecanja unosa soli u organizam. Kriterij za proglasavnje pojedinca “sol-



osjetljivim” jest promjena krvnog tlaka izmedu stanja povecanog unosa soli (unos 2 L
saline) i stanja smanjenog unosa soli (nisko-slana dijeta, 10 mmol Na na dan + fursemid
per 0s) za vise od 10 mmHg i takvi se pojedinci proglasavaju “sol-osjetljivi”, a ako je
promjena krvnoga tlaka manja od 5 mmHg, tada se proglasavaju “sol-rezistentni”. Koriste¢i
tu definiciju, velika istrazivanja i meta analize pokazale su da se u odredenoj populaciji
26% normotenzivnih osoba i 51% hipertenzivnih pojedinaca se moze smatrati “sol-

osjetljivim” (130).

Ipak, kako je ve¢ navedeno, postoji sve vise dokaza kako sol ima nedvojben utjecaj
na krvozilni sustav koji je neovisan o promjenama krvnoga tlaka (16). Zbog toga te termine
treba prihvatiti uvjetno. Dakle, podjela na “sol-osjetljive” i “sol-rezistente” u daljnjem
tekstu 1 u citiranim istrazivanjima odnosi se na utjecaj soli na promjene krvnoga tlaka, a u
svjetlu novih otkri¢a o utjecaju soli na vaskularnu reaktivnost i endotelnu funkciju postavlja

se pitanje: Nije li ipak svaki pojedinac “sol-0sjetljiv”’?

1.5. Studije na animalnim modelima
Studije na animalnim modelima bile su pocetni korak u nastojanju razjasnjavanja

pitanja: 1) kojim mehanizamima sol djeluje na pojedine krvne Zile i njihovu funkciju, 2) na
koje krvne zile i u kojem ¢e vaskularnom slivu taj Stetan utjecaj biti vidljiv te 3) koje je
vremensko razdoblje potrebano da se visok unos soli u organizam odrazi na vaskularnu
funkciju.

Navedene su studije nedvojbeno pokazale da povecana koncentracija soli u
svakodnevnoj prehrani Stetno djeluje 1 na strukturu 1 na funkciju krvnih Zila neovisno o
patogenezi hipertenzije. U normotenzivnih Zivotinja hranjenih dijetom s visokim udjelom
soli (HSD) dokazano je osteCenje i1 prorjedenje mikrocirkulacije, disocijacija medije i
intime krvnih zila, remodeliranje vaskulature te potenciranje vazokonstriktivnih a
dramati¢no smanjenje relaksacijskih odgovora krvnih zila. Upravo zbog toga je velik broj
studija na animalnim modelima fokusiran na rasvjetljivanje mehanizama kojima HSD
dovodi do poremecaja reaktivnosti krvnih zila na razli¢ite vazodilatatorne i
vazokonstrikcijske stimuluse (131-133). Jedan od glavnih uzroka takve poremecene
relaksacije krvnih Zila jest razvoj poremecene funkcije endotela, koja normalno predstavlja
kritiénu ulogu u regulaciji vaskularnoga tonusa tijekom proizvodnje vazodilatatornih i

vazokonstrikcijskih agensa (22, 28-31). Poremecaj 0 endotelu ovisne vazodilatacije krvnih



zila Zivotinja koje su bile na HSD protokolu dogada se bilo zato $to je nastupio poremecaj
u proizvodnji endotelnih vazodilatacijskih supstanci bilo zbog toga Sto kao odgovor na
vazoaktivne stimuluse (koji normalno relaksiraju krvne zile) dolazi do otpustanja
vazokonstrikcijskih supstanci. Studije su pokazale da je klju¢an spoj koji ¢ini poveznicu
izmedu visokoga unosa soli i razvoja endotelne disfunkcije angiotenzin Il (ANG II). Unos
hrane s visokim udjelom soli dovodi do smanjenja koncentracije ANG Il u plazmi. Taj
fizioloSki odgovor ne samo da ima kriticnu ulogu u ekskreciji povisenih koncentracija
natrija iz organizma ve¢ se smatra da upravo tako snizene vrijednosti ANG II dovode do
poveéanja oksidativnoga stresa i oSte¢enja vaskularne reaktivnosti u stanjima visokog
unosa soli u organizam (134-136). Ti rezultati potvrdeni Su daljnim istrazivanjima koja su
pokazala da intravenska infuzija subpresorskih doza ANG Il tijekom visokoslane dijete
dovodi do uspostavljanja normalne vaskularne relaksacije 1 smanjivanja poviSenih
vrijednosti slobodnih radikala kisika na normalne vrijednosti (137).

Studije na animalnim modelima ispitivale su utjecaj visokoga unosa soli u
organizam na krvne Zile razli¢itih vaskularnih slivova. Tako su kao eksperimentalni modeli
koristeni aortni prsrenovi, cerebralne arterije, arterije skeletnih miSi¢a i krvne zile
mikrocirkulacije naj¢esce koriStenoga animalnog modela u ovim istrazivanjima — Stakora.
Rezultati navedenih studija pokazali su znafajno oSte¢enu vaskularnu reaktivnost na
razli¢ite fizioloSke stimuluse i u provodni¢kim krvnim zilama, a i u otporni¢kim krvnim
Zilama te u mikrocirkulaciji (131-137).

Animalne studije fokusirale su se na vremenski tijek potreban da manipulacije i
promjene koli¢ine soli u svakodnevnoj prehrani dovedu do patoloskih promjena —
ponajprije poremecaja reaktivnosti krvnih Zila uzrokovanih razvojem endotelne funkcije.
Vrlo vazan i zapravo zapanjujué rezultat animalnih studija bio je taj da ve¢ i akutan unos
visokih koncentracija soli (tijekom tri dana) dovodi do o$tec¢enja vaskularne reaktivnost i
poremecenoga vazodilatacijskog odgovora krvnih zila koji su prvotno dokazano bili
prisutni nakon duzih razdoblja visokoslane dijete (tijekom cetiri tjedna) te da je potreban
gotovo jednak vremenski raspon unosa dijete s niskim udjelom soli kako bi se povratila
normalna reaktivnost oste¢enih krvnih zila, bilo akutnim bilo kroni¢énim unosom visokih
koncentracija soli u organizam (133).

Otkri¢a studija na animalnim modelima su pokazala da utjecaj dijete s visokim
udjelom soli na organizam treba poceti promatrati izvan standardnih okvira i poveznice sol
— krvni tlak, te da treba uzeti u obzir spoznaje da vec¢ 1 kratka razdoblja unosa visokih doza

soli dovode do isprva nemanifestirane i reverzibilne lokalizirane mehanicke ozljede zilne



intime (ED u uzem smislu), ali koja kasnije vode do neprimjerene, perzistentne, globalne
endotelne aktivacije vazne za razvoj brojnih klinicki manifestnih patoloskih stanja. Ti
rezultati joS viSe naglaSavaju vaznost razumijevanja ucinaka visokih doza soli u prehrani
na vaskularnu funkciju upravo u normotenzivnih, kardiovaskularno nekompromitiranih

zdravih ljudi te su provodenje i rezultati takvih studija tema od velikoga interesa.

1.6. Utjecaj kratkotrajnih promjena koli¢ine soli u svakodnevnoj prehrani na
vaskularnu funkciju — studije na humanom modelu
Pocetni koraci u razjaSnjavanju ucinkakratkotrajnih promjena koli¢ine soli u

svakodnevnoj prehrani na vaskularnu funkciju ucinjeni su trima istrazivanjimakoja su
proucavala ucinak unosa soli na krvozilne odgovore ovisne, ali i neovisne o endotelu. Stein
i suradnici (138) istrazivali su zdrave ispitanike tijekom prehrane s visokim i s niskim
udjelom soli. Vazodilatacijski se odgovor krvnih Zzila podlaktice na endotelni medijator
metakolin nije znac¢ajno smanjio po zavrSetku razdoblja prehrane s visokim udjelom soli. S
druge strane, vazodilatacija potaknuta natrijevim nitroprusidom, koja nije odgovor
posredovan endotelnim stanicama, bila je inducirana slanim rezimom. Dakle, Stein i
suradnici pokazali su da je unos soli povecao vazodilatacijski odgovor neovisan o endotelu,
dok o endotelu ovisni vaskularni odgovor nije bio promijenjen. Miyoshi i suradnici (139)
prikazali su pogorSanje vazodilatacije potaknute acetilkolinom kod na sol osjetljivih
pacijenata s esencijalnom hipertenzijom u usporedbi s na sol rezistentnim hipertenzivnim
pacijentima, dok utjecaj L-NMMA na bazi¢ni protok krvnih zila podlaktice nije pokazao
razliku izmedu skupina. Bragulat i suradnici istrazivali su endotelnu vazodilataciju u 45
hipertenzivnih pacijenata razdijeljenih prema osjetljivosti na sol. Naime, prijasnja su
istrazivanja pokazala pogorSanje vazodilatacije ovisne o endotelu kod pacijenata s
esencijalnom hipertenzijom osjetljivih na sol u usporedbi s istima, ali neosjetljivima na sol.
Zarazliku od rezultata Miyoshi i suradnika, Bragulat i suradnici opisali su znacajne razlike
izmedu skupina kod vazodilatacije potaknute acetilkolinom nakon apliciranja L-NMMA.
Naime, primjena L-NMMA smanjila je maksimalnu vazodilataciju ovisnu o endotelu na
29% kod pacijenata neosjetljivih na sol, dok je kod pacijenata osjetljivih na sol maksimalni
odgovor sniZzen na samo 13%. SniZen odgovor na acetilkolin, a 1 umanjeni utjecaj L-
NMMA kod hipertenzivnih pacijenata osjetljivih na sol snazno upucuje na pogorsanje L-
arginin-NO puta (140). Nazalost, humana istrazivanja tesko rasvjetljuju prirodu toga
pogorsanja na molekularnoj razini, stoga mehanizam kojim sol djeluje na endotel i funkciju

krvnih zila ostaje nepoznat.Rezultati navedenih istrazivanja upucuju da Smanjeno stvaranje



NO-a ili njegova povecana degradacija uslijed oksidativnog stresa, ili pak oboje, mogu biti

ukljuceni u razvoj ED..

Daljnjim istrazivanjima na humanom modelu nastavilo se proucCavati utjecaj
visokoga unosa soli na vaskularnu funkciju razli¢itih vaskularnih slivova primjenom
razli¢itih istrazivackih metoda. Tako su Dishy i1 suradnici pokazali da visok unos soli
smanjuje proizvodnju NO-a i u osjetljivih na sol i u neosjetljivih na sol normotenzivnih
ispitanika, $to je neovisan ucinak o promjeni krvnoga tlaka, ali da nema utjecaj na NO-
posredovanu vazodilataciju krvnih zila mjerenu metodom venske pletizmografije u
odgovoru na mentalni stres (141). Takoder, Higashi i suradnici svojom su studijom
demonstrirali kako visok unos soli u organizam nema utjecaj na o endotelu ovisnu
vazodilataciju mjerenu metodom venske pletizmografije ni u osjetljivih na sol ni u
neosjetljivih na sol pacijenata koji boluju od esencijalne hipertenzije (142). U kasnijim
studijama istraziva¢i su se posvetili upravo problemu utjecaja visokoga unosa soli u
svakodnevnoj prehrani u mladoj zdravoj normotentivnoj populaciji. Tzemos i suradnici
pokazali su kako tjedan dana dijete s visokim udjelom soli ima $tetan u¢inak na protokom-
posredovanu dilataciju brahijalne arterije mjerenu ultrazvukom u populaciji zdravih mladih
muskaraca (143). Gotovo identi¢ne rezultate pokazali su Liu 1 suradnici u svojoj studiji
takoder ucinjenoj u zdravoj mladoj populaciji (144). Nadalje, Starmans-Kool i suradnici
pokazali su da dva tjedna dijete s visokim udjelom soli dovodi do zna¢ajnoga povisenja
krvnoga tlaka u karotidnoj arteriji u odnosu na krvni tlak u brahijalnoj arteriji i do povecane
refleksije pulsnoga vala u populaciji normotenzivnih zdravih muskaraca (145). Kako je
postojao sve veci broj dokaza da ve¢ kratkotrajna dijeta s visokim udjelom soli ima Stetan
ucinak na vaskularnu funkciju, neki istraZivaci su otisli toliko daleko da su proucavali
ucinak samo jednoga obroka bogatoga solju na vaskularnu funkciju. Dickinson i suradnici
u rezultatima svoje studije prikazali su smanjenu protokom posredovanu dilataciju

brahijalne arterije mjerenu ultrazvukom nakon samo jednoga visokoslanoga obroka (146).

Ipak, kako su rezultati navedenih studija nekonzistentni, a mehanizmi kojima sol
djeluje navaskularnu funkciju u razlic¢itim dijelovima krvoZilnoga sustava i vrijeme koje je
potrebno za razvoj navedenih promjena, jo$ uvijek nerazjaSnjeni, rijec je o vrlo aktualnom

podrudju interesa kojim se i dalje bave brojne istrazivacke skupine.

Pored navedenih istrazivanja o utjecaju prehrane bogate solju na vaskularnu

funkciju, postojalo je veliko zanimanje za pitanje kako smanjenje udjela soli u



svakodnevnoj prehrani moze imati koristan ucinak na krvozilni sustav. Najveca i
najpoznatija je studija INTERSALT koja je proucavala utjecaj dijete sa smanjenim udjelom
soli na krvni tlak. U istrazivanju INTERSALT primjijenjene su dotada najbolje metode
mjerenja krvnoga tlaka i procjene unosa soli (ekskrecija natrija u 24-satnom uzorku urina)
u velikom uzorku (gotovo 11000) muskaraca i zena u dobi od 20 do 59 godina iz 52 sredista
39 razli¢itih zemalja (147). Studija INTERSALT je pokazala da nema znacajne povezanosti
izmedu ekskrecije natrija u 24-satnom urinu i krvnoga tlaka tijekom analize podataka
priskrbljenih iz 48 akulturiranih populacija. Slaba, ali znacajna pozitivna povezanost
ekskrecije natrija i krvnoga tlaka pojavila se tek kada su u analizu ukljucena Cetiri sredista
s neakulturiranim populacijama (plemena Yanomamo i Xingu u Brazilu te plemena Kenya
i Papua u Novoj Gvineji) koje su imale izrazito nizak unos soli i alkohola, a i nisku tjelesnu
masu i krvni tlak. Ponovna analiza podataka koju su obavili istraziva¢i INTERSALT-a
pokazala je snazniju povezanost unosa soli i krvnog tlaka (148), no Cesto je bila kritizirana
na osnovi nepodrzanih podataka i upitnih statistickih metoda (149). Dakle, dotada
najsuvremenije, najopseznije i najkontroliranije istrazivanje povezanosti unosa soli i
krvnoga tlaka pokazalo je rezultate koji su bili tema kontroverzi i raznovrsnih
interpretacija.Drugom vaznom studijom pod nazivom Prehrambeni pristup zaustavljanju
hipertenzije (DASH,engl.Dietary Approaches to Stop Hypertension) istrazivaci su pruzili
daljnje dokaze o heterogenosti osjetljivosti na sol razli¢itih populacija (150-153). Kada je
prehrambeni unos natrija sniZen na priblizno 100 mmol (s visokoga na nizak unos soli) kod
osoba koje su bile na kontroliranoj prehrani, sistoli¢ki tlak snizio se ukupno 6.7 mmHg u
prosjeku, 8.3 mmHg u hipertenzivnih osoba te 5.6 mmHg u normotenzivnih osoba
(p<0,05); snizio se 7.5 mmHg kod sudionika starijih od 45 godina, dok se kod onih mladih
snizio za 5.3 mmHg (p< 0,05); te kod afroameri¢kih sudionika za 8.0 mmHg,a u ostalih
etnickih skupina snizio se za 5.1 mmHg (p<0,01) (151). Takvi odgovori na smanjenje unosa
soli poprilicno su ublazeni prehrambenim protokolom DASH, koji je ukljucivao
svakodnevno nekoliko porcija voca, povréa te niskomasnih mlije¢nih proizvoda.
Istrazivacka skupina studije DASH ispitivala je varijabilnost i konzistentnost
individualnoga odgovora sistolickoga tlaka na promjene u unosu soli (152). Otkrili su
nekonzistentne i nereproducibilne odgovore sistiolickoga tlaka na promjenu unosa soli
tijekom odredenoga vremena. Ukupno 29% sudionika oznaceno je osjetljivima na sol, 28%
pokazalo se neosjetljivima na sol, dok je ostatak pokazao nekonzistentan odgovor. 1z tih
podataka autori su zakljucili da oznacavanje bolesnika prema odgovoru na sol i nema

narocitu vrijednost ako se promatra s klinickoga stajalista ili stajali$ta javnoga zdravstva.



Kasnije analize u 32 randomizirane studije koje su ukljucivale 2635 ispitanika pokazale su
da umjereno amanjenje soli u hrani snizuje sistolicki i dijastoli¢ki krvni tlak u vremenu od
nekoliko tjedana do nekoliko godina. VeliCina takve analize 1 doneseni zakljucci slicni su
onima iz studije INTERSALT. Osim istrazivanja u¢inka smanjenoga unosa soli na krvni
tlak neke su se studije bavile pitanjem utjecaja smanjenoga unosa soli na vaskularnu
funkciju. Tako su Dickinson i suradnici pokazali da niskoslana dijeta ima pozitivan utjecaj
na protokom posredovanu dilataciju brahijalne arterije mjerenu ultrazvukom u populaciji
zdravih normotenzivnih ljudi, neovisno o promjeni krvnoga tlaka (154). Ipak, rezultati
studija koje su se bavile tim pitanjem nekonzistentni su te su potrebna daljnja istrazivanjima
kako bi se utvrdio u¢inak smanjenoga unosa soli na vaskularnu funkciju te i vrijeme

potrebno da se te promjene dogode.

1.7. 1zbor ispitanica - populacija zdravih mladih Zena
Sve do nedavno sva istrazivanja provodila su se na muskarcima kako bi se uklonio

utjecaj brojnih fizioloskih promjena vezanih uz menstruacijski ciklus i unato¢ tomu $to su
ti podatci uvelike unaprijedili nase razumijevanje fiziologije i patofiziologije, sada znamo
da su takva istrazivanja ogranicila pogled na mehanizme regulacije organa i tkivnih funkcija
te dijagnostiku i brigu o pacijentima. Poznato je da spolne razlike postoje i u incidenciji,
prevalenciji, dijagnostici i ishodu lijecenja kardiovaskularnih bolesti (155). Neki dokazi ¢ak
govore kako se klasi¢ni ¢imbenici rizika ne mogu primijeniti na Zene jednako kao na
muskarce, osobito gledaju¢i koronarne kalcifikacije, dijastolicko zatajivanje srca 1
mikrovaskularnu bolest (155, 156). Uzevsi to u obzir, za ovo istrazivanje odabrana je
populacija mladih zdravih Zena u nastojanju da se pripomogne razjasnjavanje fiziologije i

patofiziologije Zenskoga krvozilnog sustava.

1.8. Uloga vazokonstriktornih prostaglandina u nastanku i razvoju mikrovaskularne
disfunkcije izazvane dijetom s visokim udjelom soli
Dakle, proucavajuc¢i svu postojecu gradu o utjecaju soli na vaskularnu funkciju,

ovim se istrazivanjem htjelo pridonijeti razjasnjavanju uc¢inaka koje sol ima na krvozilni

sustav neovisnim o promjenama krvnoga tlaka.

Kao S§to je ve¢ u uvodu navedeno, dnevni unos soli varira medu razli¢itim
populacijama u svijetu, od 4 g soli dnevno kod Eskima do 27 g soli na dan u
sjeveroisto¢nom Japanu. U najrazvijenijim zemljama, dnevni unos soli variraod 6 do 12 g

soli na dan, Sto je joS uvijek 1.5 do 2.5 puta viSe od preporucene koli¢ine od 5 grama dnevno



(5). Opceprihvacena je ¢injenica, potvrdena brojnim istrazivanjima i metaanalizama,da je
visok unos soli prehranom esencijalan ¢imbenik rizika u razvoju i napredovanju
hipertenzije (4,5,17-19, 157), dok smanjenje soli u prehrani sniZzava krvni tlak u mnogih
hipertenzivnih pacijenata (151). Nadalje, brojna istrazivanja na eksperimentalnim
zivotinjama pokazala su kako promjena unosa soli znacajno mijenja krvozilnu reaktivnost
na razne fizioloske stimuluse u konduktivnim krvnim zilama, otporni¢kim arterijama kao i
u mikrocirkulaciji (134, 158, 159),5to bi moglo pridonijeti povisenom krvnom tlaku. Velik
prinos ovoj temi donijela je studija Weinbergera i suradnika, kojisu pokazali da su neki od
Stetnih u¢inaka prehrane s velikim udjelom soli neovisni o povisenom krvnom tlaku i mogu
se javiti i kod normotenzivnih pojedinaca (16). Visok unos soli i/ili osjetljivost na sol
povezani su s pogorSanom funkcijom endotela (17,19) te na sol osjetljivi pacijenti ne bi

mogli biti u moguénosti regulirati stvaranje NO-a tijekom povecanoga unosa soli (19).

Ipak, rezultati istraZivanja koja su ispitivala uc¢inak akutnoga povecanog unosa soli
na endotelnu funkciju i krvnoZilnu reaktivnost kod mladih zdravih pojedinaca jo$ su
oskudni i nedosljedni. Kao $to je ve¢ navedeno, pojedini autori pokazali su da je unos soli
kod mladih zdravih pojedinaca povezan sa smanjenom bioaktivnoséu krvozilnoga NO-a
(143,144), dok drugi nisu uspjeli dokazati utjecaj unosa soli na endotelnu krvozilnu
funkciju ovisnu 0 NO-u (138,141,142). Dakle, mehanizmi kojima visok unos soli (HSD)
utjeCe na endotel jo$ uvijek nisu poznati, a ni vrijeme potrebno da se takve patoloSke
promjene dogode. PrijaSnja istrazivanja na razli¢itim vrstama Stakora pokazala su da ¢ak 1
kratkotrajna dijeta s visokim udjelom soli pogorsava krvozilnu funkciju i mijenja odgovore
na vazokonstriktore, a i vazodilatatore u krvozilju (134,158,159,160-162). Nadalje, za
obnavljanje normalnih mehanizama krvozilne relaksacije trebalo je 4 tjedna dijete s niskim
udjelom soli (LSD) nakon akutne (tijekom tri dana) kao i kroni¢ne (tijekom cetiri tjedna)
primjene visokih doza soli (133). Proucavaju¢i mehanizme koji mogu biti ukljuceni u
pogorsanje krvozilne funkcije uslijed visokoga unosa soli, neka istrazivanja naglaSavaju da
prekomjerno stvaranje vazokonstriktornih ¢imbenika, poput TXA2 ciklooksigenaznoga
stimuluse ovisne o endotelu kod Stakora koji su bili na dijeti s visokim udjelom soli (159).
Te spoznaje naglasavaju vaznost razumijevanja ucinka visokoslane prehrane na
mikrovaskularnu funkciju kod normotenzivnih zdravih pojedinaca, naro¢ito u ranim

stadijima.



Siroko je prihvaéena ¢injenica kako se endotelna disfunkcija razvija u odgovoru na
kardiovaskularne rizi¢ne ¢imbenike i prethodi razvoju ateroskleroze. ED podrazumijeva
umanjeno stvaranje ili dostupnost NO-a i/ili neravnoteza u relativnom udjelu ¢imbenika
relaksacije i kontrakcije podrijetlom iz endotela, $to rezultira pogorSanom krvozilnom
reaktivnoséu te djelomi¢no sudjeluje u procesu stvaranja lezija, promicuci rane i kasne

mehanizme nastanka ateroskleroze (87,163-165).

Stoga, kako bi se ispitali ti slozeni dogadaji u razvitku endotelne disfunkcije,
mnostvo je dijagnostickih modaliteta podijeljeno u dvije velike kategorije biljega za
ispitivanje funkcije endotela te zamjenskih biljega. Njihova kombinacija omogucuje temelj
za opsezniju procjenu kardiovaskularnih riziénih ¢imbenika. LDF koze ucestalo je
primjenjivana metoda za procjenu perifernoga protoka krvi i mikrovaskularne funkcije u
ljudi (21,112,166,167). Ta metoda omogucuje prikupljanje vaznih klini¢kih podataka na
neinvazivan nacin kako bi se procijenilo oSte¢enje mikrocirkulacije u raznim patoloSkim
stanjima (168,169), ukljucuju¢i i unos soli. Razli¢ite skupine stani¢nih adhezijskih
molekula (CAMSs) poput selektina (E-selektin) i imunoglobulina (ICAM-1 i VCAM-1)
izrazene su na aktiviranim endotelnim stanicama. Kada je prekomjerno izrazen na
aktiviranim endotelnim stanicama, CAMs su podvrgnute rasipanju i njihovi topljivi oblici
(sSCAMs) mogu se detektirati u serumu te se smatraju biljezima aktivnosti ili oStecenja
endotelnih stanica (163,170). Endokan (ESM-1) je proteoglikan koji stvaraju endotelne
stanice 1 buduc¢i da je njegova plazmatska koncentracija povecana u akutnim 1 teskim

upalama, moze se smatrati biljegom aktivacije endotela (170-172).

1.9. Uloga reninsko angiotenzinskoga sustava u regulaciji mikrovaskularne funkcije
tijekom kratkotrajnih promjena koli¢ine soli u svakodnevnoj prehrani
Reninsko angiotenzinski sustav (RAS) glavni je homeostatski sustav koji kontrolira

volumen tjelesnih tekucina, ravnotezu elektrolita, krvni tlak, neuronalne i endokrine
funkcije vezane uz kardiovaskularnu kontrolu te ima klju¢nu ulogu u odrzavanju
arteriolarne grade i krvozilne reaktivnosti (157). RAS ostvaruje svoje ucinke preko
efektorne molekule ANG I1, koja se veze na specfi¢ne transmembranske angiotenzinske
receptore smjestene u raznim tkivima, ukljucujuéi i krvozilje (157,173,174).Kljuc¢an enzim
koji sudjeluje u sintezi ANG-a Il jest renin. Renin je aspartilna proteaza koja se sintetizira
1 otpusta iz jukstaglomerularnih stanica lokaliziranih u aferentnim i eferentnim arteriolama

bubreznih glomerula u odgovoru na razliite stimuluse, ukljucujuéi i smanjen tlak protoka



krvi kroz bubrege, povecanu aktivnost simpati¢ckoga sustava bubrega i smanjen dotok NaCl
u makulu densu jukstaglomerularnoga aparata. Renin razlaze angiotenzinogen, glikoprotein
graden od 429 aminokiselina (Mr=53-57 kD) i sintetiziran u hepatocitima, na dekapeptid
angiontenzin I (ANG 1), kojega u idu¢em procesu angiotenzin-konvertirajuc¢i enzim (ACE)

prevodi u angiontenzin Il (ANG I1), potentni vazoaktivni oktapeptid (157).

Dosada su identificirana najmanje dva angiotenzinska receptora: AT1 i AT2 (175-
177). Glavnina poznatih u¢inaka angiotenzina II, kao $to je vazokonstrikcija, posredovana
je stimulacijom receptora AT1. Medutim, nedave spoznaje pokazuju da receptor AT2 nema
samo ucinke suprotne receptoru AT1, nego i jedinstvene ucinke, kao §to je vazodilatacija
(178). Receptor AT1 izrazen je posvuda u krvnim zilama, dok je receptor AT2 slabije
izrazen u velikim krvnim zilama, kao Sto je aorta, a znatnije u manjim otporni¢kim

arterijama i krvnim zilama (179-181).

Nasa prethodna istrazivanja pokazuju vaznost cirkuliraju¢ega ANG Il i posljedicne
aktivacije receptora AT1 u odrzavanju normalnoga dilatacijskog odgovora krvozilja i
otpornickih arterija normotenzivnih Stakora (136,160,182,183) te Dahl na sol osjetljivih
Stakora, koji pokazuju kompromitiranu krvozilnu relaksaciju ¢ak i kada su normotenzivni i
hranjeni prehranom s niskim udjelom soli (184). Tretman normotenzivnih Stakora
losartanom, inhibitorom receptora AT1, znac¢ajno mijenja odgovor izoliranih otpornickih
arterija skeletnoga misi¢ja na smanjen PO2, vjerojatno uslijed promjena u otpustanju
TXAZ2, konstriktornoga medijatora ovisnoga o ciklooksigenazi, te PG12, vazodilatacijskoga
¢imbenika podrijetlom iz endotela. Medutim, u istim krvnim zilama nije dosSlo do promjene
u dilataciji inducirane acetilkolinom (159). U drugom istrazivanju, Phillips i suradnici
pokazali su znacajno promijenjenu vazodilataciju induciranu acetilkolinom, dok je
dilatacija na hipoksiju odrzana u srednjim arterijama mozga u Stakora na dugotrajnom
tretmanu losartanom (185). Rezultati tih istrazivanja pokazuju vaznost normalnoga
djelovanja RAS-a i tonic¢ke aktivacije receptora AT1 posredovane ANGII u odrzavanju
normalnoga odgovora na vazodilatacijske podrazaje u skeletnim, a i u krvnim Zilama
mozga. Nadalje, ti rezultati pruzaju dokaz kako bi aktivacija receptora AT1 mogla imati
presudnu ulogu u normalnom stvaranju metabolita arahidonske Kkiseline ovisnih o

ciklooksigenazi, ukljué¢enih u normalni krvozilni odgovor na razli¢ite podrazaje.

Budu¢i da neka istrazivanja pokazuju kako dugotrajna inhibicija RAS-a pobolj$ava

funkciju endotela u hipertenzivnih pacijenata (186,187) te kako je ANGII klju¢ni regulator



signalizacijskih mehanizama vaznih za perifernu krvozilnu funkciju, uloga receptora AT1

od klju¢ne je vaznosti u odrzavanju normalne krvozilne funkcije (136,182).

Ukratko rec¢eno, dok je fokus najvecega broja istrazivanja bio usmjeren na utjecaj
moduliranja koli¢ine soli u svakodnevnoj prehrani na vrijednosti krvnoga tlaka i dok su se
pojedinci djelili na ,,sol-osjetljive* 1 ,,sol-rezistentne* ovisno o navedenom ucinku, sve je
veci broj dokaza da posebice visok unos soli u organizam ima znacajno djelovanje na
krvozilni sustav koje je neovisno o promjenama krvnoga tlaka. Zbog toga postoji sve veci
interes da se tu aktualnu temu — fiziolosku, patofiziolosku, pa ¢ak i klini¢ku internisticku,
promotri iz potpuno novoga kuta. Naime, rezultati istrazivanja koja su ispitivala uc¢inak
akutnoga povecanog unosa soli na endotelnu funkciju i krvnozilnu reaktivnost kod mladih
zdravih pojedinaca jo$ su oskudni i nedosljedni. Drugi problem je taj $to je najveci broj tih
istrazivanja proucavao promjene u konduktivnim i otpornickim arterijama. Ipak, ako se
uzme u obzir ¢injenica da se najranije promjene i oSte¢enja u raznim patoloSkim stanjima
dogadaju upravo u mikrocirkulaciji, tada vazan klinic¢ki podatak u prac¢enju i procjenjivanju
nekoga patoloSkog ucinka na krvoZilni sustav treba biti upravo stanje mikrocirkulacije. 1
naravno, tre¢i problem vezan uz tu problematiku jest da se jako malo zna o mehanizmima
kojima visok unos soli djeluje na krvozilni sustav te da zapravo gotovo sve znanje o
potencijalnim mehanizmima i putovima djelovanja temeljimo na rezultatima studija na

animalnom modelu.



2. HIPOTEZA

Glavna je hipoteza ove studije da supresija reninsko angiotenzinskoga sustava
povecanim unosom soli hranom tijekom sedam dana pogorSava vaskularnu reaktivnost u
mikrocirkulaciji koze zdravih, mladih Zena, neovisno o promjenama krvnoga tlaka, a
posredovano vazokostrikcijskim metabolitom arahidonske kiseline, tromboksanom A;
(TXA2).



3. CILJEVI

Glavni je cilj ovoga istrazivanja bio odrediti utjecaj sedmodnevne dijete s visokim

udjelom soli na vaskularnu reaktivnost 1 endotelnu funkciju u mikrocirkulaciji koze u

populaciji zdravih mladih Zena te nastojati rasvjetliti barem dio mehanizama kojima

promjena koncentracije soli u svakodnevnoj prehrani djeluje na vaskularnu funkciju.

Specifi¢ni su ciljevi ove studije sljedeci:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Utvrditi utjecaj visokoga ili niskoga unosa soli na vrijednosti krvnoga tlaka kod
zdravih ispitanica

Utvrditi utjecaj visokoga ili niskoga unosa soli na promjene vaskularne
reaktivnost u mikrocirkulaciji koze zdravih mladih Zena

Izmjeritiserumske koncentracije topljivihadhezijskin molekula (SCAMs)
ICAM-1, VCAM-1, E-selektina te endokana kod ispitanica na visokoj i niskoj
slanoj dijeti

Izmjeriti  plazmatsku  koncentracijumetabolita  arahidonske  kiseline
vazokonstriktora TXAZ2 u krvi osoba na visokoj i niskoj slanoj dijeti

Odrediti ulogu izoformi COX-1 i COX-2 u promjeni mikrocirkulacijskoga
protoka u kozi pomocu neselektivnoga inhibitora COX-1 i COX-2 intometacina
ili selektivnoga inhibitora COX-2 celekoksiba

Odrediti uloguangiotenzinskih receptora  AT1 u odrzavanju
mikrocirkulacijskoga protoka krvi sa selektivnom blokadom receptora AT1

losartanom kod ispitanica na niskoslanoj dijeti.



4. MATERIJALI | METODE
4.1. Populacija ispitanika

U istrazivanju su sudjelovale zdrave mlade studentice medicine regrutirane preko
oglasa na Medicinskom fakultetu Osijek. Kriteriji za izuzimanje ispitanika iz studije bile su
od ranije znane bolesti, poput hipertenzije, koronarnih bolesti, Secerne bolesti,
hiperlipidemije, oSteCenja bubrega te cerebrovaskularne bolesti te bolesti perifernih krvnih
zila. Nijedna od ispitanica nije uzimala lijekove koji bi mogli utjecati na njihov
kardiovaskularni sustav. Svaka je ispitanica bila obavjeStena o ispitivanju te je potpisala
informirani pristanak. Protokol i postupak istrazivanja zadovoljili su standarde najnovijega
izdanja Helsinske deklaracije, a bili su odobreni od strane Eti¢koga povjerenstva

Medicinskog fakulteta u Osijeku.

4.2. Protokol istrazivanja
To je bilo randomizirano, jednostrano prikriveno, placebo kontrolirano istrazivanje.

Sve ispitanice tijekom istrazivanja odrzavale su dijetu s niskim udjelom natrija, s unosom
natrija od 40 mmol Na na dan (DASH diet, U.S. Department of Health and Human Services,
2006) tijekom sedam dana. Osamnaest sudionica HSD skupine odrzavalo je dijetu s
visokim udjelom soli (dnevni unos 200 mmol soli) tijekom sedam dana. Nadomjestak soli
dan je ujutro i navecer u obliku jedne tablete natrijeva klorida koja je sadrzavala 100 mmol
narija. LSD skupinu ¢inile su 24 ispitanice kojima je dan placebo. Deset ispitanica koje ¢ine
LSD+losartan skupinu uzimale su 50 mg losartana (selektivni inhibitor receptora AT1)

dnevno tijekom sedmodnevnoga niskoslanog protokola.

Uzorak venske Kkrvi uzet je prije i poslije izvodenja protokola nakon 30 minuta
odmora u leZze¢em polozaju. Prije i nakon izvodenja protokola priklupljen je 24-satni uzorak
urina. Tijekom skupljanja uzorka urina ispitanice su slijedile standardni postupak u kojem
su urin pocele prikupljati nakon prvoga mokrenja, a nastavile do prvoga mokrenja

sljedecega jutra.

Krvni tlak 1 broj otkucaja srca mjereni su na pocetku svakoga posjeta nakon 15

minuta odmora u sjede¢em polozaju pomocu poliautomatskoga tlakomjera (OMRON).



Konac¢ne vrijednosti arterijskoga krvnog tlaka i otkucaja srca predstavljale su srednju

vrijednost triju ponovljenenih mjerenja.

Visina i tezina svake ispitanice izmjerena je prilikom svakoga posjeta kako bi se
odredio indeks tjelesne mase (ITM) te opseg bokova i struka da bi se odredio omjer struk —
bokovi (engl.Waist to Hip Ratio, WHR).

4.3. Odredivanje protoka u mikrocirkulaciji koze
Mikrocirkulacijski protok mjeren je neinvazivnhom metodom LDF (MoorVMS-

LDF, Axminster, UK). Mjerene su promjene u protoku tijekom reaktivne hiperemije koja
je uslijedila nakon okluzije protoka krvi. Brojna istrazivanja pokazuju da promjene
stani¢noga oblika, tlaka, rastezljivosti te izazivanje zilnoga stresa (engl. shear stress) kao
posljedice okluzije poti¢u mehanizme mehanicke signalizacije u stijenci arterija, $to izaziva
reaktivnu dilataciju koja predstavlja reaktivnu hiperemiju. Prethodno opisani metabolicki
¢imbenici, mehanizmi mehanicke signalizacije, aktivacija glatkomiSi¢nih i endotelnih
receptora osjetljivih na rastezanje i endotelna sinteza NO-a, vjerojatno znacajno pridonose
razvoju reaktivne hiperemije (24-27). Reaktivna je hiperemija sloZen krvozilni odgovor na
kratkotrajnu ishemiju, u kojemu endotel i njegov odgovor na razli¢ite konstrikcijske ili
dilatacijske ¢cimbenike endotelnoga podrijetla imaju znacajnu ulogu (25). Mjerenje krvnoga
protoka zapocelo je nakon 30 minuta aklimatizacije ispitanica u prostoru u kojem ¢e se
provesti mjerenje kako bi se izbjegli promjene u protoku krvi uzrokovane promjenama
temperature. Tijekom mjerenja ispitanice su mirovale u lezeCem polozaju. Bududi da je
LDF mjerenje izrazito osjetljivo na pokrete ispitanice, a i pomicanje same sonde te
provodnika koji povezuje sondu i LDF uredaj, miruju¢i poloZzaj ispitanica postignut je

potpornim okvirom koji je udobno stabilizirao ruku ispitanice.

Sonda lasera pri¢vr$éena je na volarnu stranu podlaktice na mjesto udaljeno od
ru¢noga zgloba 13-15 cm pomocu obostrano ljepljivih diskova, nabavljenih od istoga
proizvodaca. Nakon 5 minuta bazalnoga mjerenja, okluzija krvne Zzile izazvana je
napuhavanjem pneumatske manzete postavljene na nadlakticu na 30-50 mmHg iznad
vrijednosti sistolickoga tlaka. Mjerenja su ucinjena prije, tijekom i nakon otpusStanja
jednominutne okluzije. Promjene u protoku Krvi izraZzene su arbitrarnim perfuzijskim
jedinicama (PU). Za odredivanje relativne promjene krvnoga protoka tijekom reaktivne

hiperemije izazvane okluzijom, podatci su izrazeni kao povrsina ispod krivulje (AUC)



tijekom bazalnoga protoka, okluzije i reperfuzije. Rezultati su prikazani kao razlika
postotaka promjene protoka tijekom reperfuzije i okluzije u odnosu na bazalne vrijednosti
(slika 2.). Sva mjerenja protoka krvi izvr$io je obuceni istraziva¢ koji nije bio upucen u

raspodjeluispitanika po skupinama.
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B — bazalni protok (engl. baseline), O — okluzija (engl. occlusion), R — reperfuzija (engl. reperfusion),
AUC - povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve)

Slika 2. Mjerenje protoka u mikrocirkulaciji koZe metodom LDF.

Promjene u protoku mikrocirkulacije izrazene su arbitrarnim perfuzijskim jedinicama
(PU, engl. perfusion units). Protok u mikrocirkulaciji u odredenom vremenu odreduje
program racunajuci povrsinu ispod krivulje (AUC, engl. Area Under the Curve) tijekom
bazalnoga protoka, okluzije i reperfuzije (AUC je obiljezen zasjenjenim dijelovima).
Buduci da protok ne dostize nultu vrijednost, cak i kada je perfuzija odsutna, vrijednosti
protoka izrazene su u obliku postotka u odnosu na neki odredeni usporedivac (u ovom
sluc¢aju bazalni protok). Odredili smo postotak protoka tijekom okluzije i reperfuzije u
odnosu na bazalni protok. Konacan rezultat izrazen je kao razlika postotka promjene
protoka tijekom okluzije i reperfuzije u odnosu na bazalni protok (R-O). (lzvor: zapis
originalnoga mjerenja, Laboratorij za fiziologiju mikrocirkulacije, Katedra za fiziologiju
I imunologiju, Medicinski fakultet Osijek.)



4.4. Definiranje u¢inka ciklooksigenaznih enzima (COX-1, -2) u promjeni
mikrovaskularne reaktivnostinakon dijete s visokim udjelom soli
Kako bismo istrazili ulogu ciklooksigenaznih enzima (COX-1 i COX-2) u regulaciji

tkivnoga protoka krvi nakon dijete s visokim udjelom soli, 13 sudionika iz HSD skupine
primilo je 100 mg indometacina (neselektivnoga inhibitora COX-1 i COX-2) 90 minuta
(20) prije ponovnoga LDF mjerenja prije i nakon odgovarajuéega dijetnog protokola, dok
je 10 sudionika iz HSD skupine primilo 200 mg celekoksiba (selektivnoga inhibitora COX-
2) 180 minuta prije ponovnhoga LDF mjerenja prije i nakon odgovarajuceg dijetnog

protokola.

4.5. Biokemijska mjerenja
U uzorku krvi izmjereni su elektroliti plazme (natrij i kalij), plazmatska razina ureje

te plazmatska razina kreatinina. U 24-sathom urinu izmjerene su vrijednosti natrija, kalija,
ureje 1 kreatinina, a razina albumina odredena je na Odjelu za klinicku laboratorijsku
dijagnostiku Klinickoga bolni¢kog centra Osijek. Plazmatska aktivnost renina (PRA) i
plazmatska koncetracija aldosterona izmjerene su na Klinickom zavoduza nuklearnu
medicinu i zastitu od zraCenja Klinickoga bolnickog centra Osijek, primjenjujuci

standardnu metodu radioimunotesta.

4.6. Mjerenje plazmatske koncentracije tromboksana A2 - vazokonstriktornoga
¢imbenika ovisnoga o ciklooksigenazi
Buduc¢i da tromboksan A2 u fizioloSkim uvjetima ima poluvrijeme Zivota svega 37

sekundi, stvaranje tromboksana A2 u zivom organizmu prati se mjerenjem TXB2 i 2,3-
dinor TXB2 Tromboksan B2 (TXB2) nastaje neenzimskom hidracijom tromboksana A2 i
pokazao se kao stabilan metabolit (28). Plazmatska koncentracija stabilnoga metabolita

TXA2, TXB2 odredena je pomocu seta za imunoenzimsko ispitivanje dostupnoga na



trzistu(11-dehydro-TXB2 ELISA Kit, ABNOVA Coorporation, Taiwan) u Laboratoriju za
fiziologiju mikrocirkulacije na Katedri za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta
u Osijeku.

4.7. Mjerenje koncentracija serumskih topljivih adhezijskih molekula (sSCAMs)
ICAM-1, VCAM-1, E-selektina i endokana
Serumske koncetracije topljivih medustani¢nih adhezijskih molekula (SICAM-1),

topljivih adhezijskih molekula krvozilnih stanica (sVCAM-1) i sE-selektina, koje su biljezi
aktivacije endotela, odredene su pomocu ELISA seta dostupnoga na trzistu (Anti-Human
CD54 ICAM-1; Anti-Human CD106 VCAM-1; Anti-Human CDG62E E-selectin;
eBioscience, USA) dok je plazmatska koncentracija endokana odredena pomocu ESM1
ELISA seta (Endothelial Cell Specific Molecule 1 ESM1, USCN Life Sciences Inc.) u
Laboratoriju za fiziologiju mikrocirkulacije na Katedri za fiziologiju i imunologiju,
Medicinski fakultet Osijek.

4.8. Statisticka analiza
Svi rezultati prikazani su kao srednja vrijednosttstandardna devijacija. Klinicke

karakteristike prije i nakon odrzanoga protokola usporedene su pomocu t-testa za zavisne
uzorke (engl. paired t-test). Kada varijable nisu bile normalno raspodijeljene, primijenjen
je Wilcoxonov test sume rangova (engl. Wilcoxon rank-sum test). Studentov t-test (engl.
student t-test) je koristen za usporedbu parametara izmedu eksperimentalnih protokola.
Kada varijeble nisu bile normalno raspodijeljene, primijenjen je Mann-Whitneyev U-test
(engl.Mann-Whitney Rank Sum Test). Statisticka znacajnost podesena je naP<0.05. Kako
bi se postigla 80% snaga te razina znacajnostip<0.05, rabili smo analizu veli¢ine uzorka
pomocu t-testa za zavisne uzorke. Ta analiza pokazala je da je potreban uzorak od10
ispitanica kako bi istrazivanje bilo valjano. Za statisticku analizu uporabljen je SigmaPlot

(version 11.2, Systat Software, Inc, Chicago, USA).



5. REZULTATI

5.1. Karakteristike ispitanika
U istrazivanju su sudjelovale Sezdeset i Cetiri zdrave mlade ispitanice (prosjecna dob

20+2 godine). Indeks tjelesne mase iznosio je 22.4+3 kg/m2, dok je omjer struk/bokovi bio
0.73+0.04. Tjelesna masa ispitanica nije se promijenila po zavrSetku istrazivanja u
usporedbi s kontrolnim vrijednostima.Tablica 1. prikazuje hemodinamicke podatke
populacije koja je sudjelovala u istrazivanju. Srednja vrijednost triju mjerenja krvnoga tlaka
potvrdila je da su ispitanice bile normotenzivne prije provodenja protokola. Sistolicki,
dijastoli¢ki i srednji arterijski tlak nisu se znacajnije promijenili nakon HSD protokola, ali
su se znacajno snizili nakon LSD protokola. Takoder nije bilo promjena arterijskoga krvnog
tlaka u ispitanica koje su bile u LSD+losartan skupini. Puls se zna¢ajno snizio nakon HSD

protokola, dok se nakon LSD protokola i LSD+losartan protokola nije mijenjao.

Tablica 1. Hemodinamicki parametri ispitanika

. prije poslije . poslije prije poslije
Varijabla ioh HsD  PreLSD  "iep” | sD+losartan LSD+losartan
SBP 10549 105410  105+10  100+9* 103+7 100+6
DBP 7148 7147 69+9 66+7* 67+6 666
MAP 82+8 82+8 81+9 77+7* 79+6 77+5
HR 76410  71+9*  74+13 74+14 82+12 81+15

Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost+=SD
SBP - sistolicki arterijski tlak, DBP - dijastolicki arterijski tlak

MAP - srednji arterijski tlak, HR - puls
* P<0.05 prije vs. poslije HSD protokola (n=30) ili
prije vs. poslije LSD protokola (n=24)

5.2. Biokemijski parametri
Tablica 2. prikazuje promjene biokemijskih parametara mjerenih u uzorku venske

krvi te 24-satnom uzorku urina mladih zdravih Zena koje su sudjelovale u ovom

istrazivanju.



Razina natrija u plazmi porasla je tijekom HSD protokola. Razina kreatinina u
plazmi je porasla nakon LSD protokola, a plazmatska razina ureje snizila se nakon
LSD+losartan dijetnoga protokola u usporedbi s kontrolnim vrijednostima izmjerenima
prije provedbe protokola.Drugih znacajnih promjena bazalnih vrijednosti plazmatskih
elektrolita (kalij) ili koncentracije ureje i kreatinina prije i nakon HSD, LSD, kao ni nakon
LSD+losartan protokola nije bilo.

Kao §to je ocekivano, razina aldosterona u plazmi porasla je nakon LSD protokola,
a snizila se nakon HSD protokola. Plazmatska aktivnost renina snizila se nakon HSD, a
porasla nakon LSD protokola. Plazmatska aktivnost renina, a i razina aldosterona u plazmi
znacajno su porasle i nakon sedmodnevnoga LSD+losartan protokola u usporedbi s

kontrolnim vrijednostima izmjerenima prije provodenja protokola.

Ekskrecija natrija u urinu znacajno je porasla nakon HSD protokola, a o¢ekivano
pala nakon LSD i LSD+losartan protokola. Nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika u
koncentraciji ureje i kreatinina u 24-sathom uzorku urina prije, a ni nakon oba HSD i LSD
protokola, dok se ekskrecija ureje u urinu znac¢ajno smanjila nakon LSD-+losartan dijetnoga
protokola. Koncentracija albumina u 24-satnom uzorku urina smanjila se nakon LSDi

LSD+losartan protokola dok je ostala nepromijenjena nakon HS protokola.

Nije pronadena znacajna razlika medu biokemijskim parametrima izmedu LSD i

LSD+losartan skupine nakon provedenoga sedmodnevnog protokola.



Tablica 2. Biokemijski parametri ispitanika

.. . poslije . poslije prije poslije
Varijabla prije HSD HSD prije LSD LSD LSD+losartan LSD+losartan

;‘)L'“me” 24n urina 12214796  1389:+980  1146:593 13274580 1338414 1280361
Na u 24h urinu 12684452 232.0:914* 118756  826#431* 16065 75+43%
mmol/dU
K u 24h urinu 438+138  43.8+155 4284163  39.8+16.7 40+11 3410
mmol/dU
urea /‘fjj‘m urinu 101912663 9675:2871 10076:2922 9713+3443 236186 175475
E;?;}}(‘EJ‘” u24hurinu o458 22487 219477 196+67  10871+2035 98793328
albuminu24hurinu— 46r04 50637 8481  56463* 6+2 31*
Na u plazmi 137+1* 138+1 137+2 137+2 137+2 1362
mmol/L
K u serumu 4.6+1.1 4.4+0.5 4.7+1.6 4.3+0.4 4.1+0.5 4+0.4
mmol/L
urea u serumu 4.1+0.8 3.9+0.9 3.9+1.2 3.8+1.1 4.1%1 3.60.6
mmol/L
kreatinin u serumu 669 648 63£9 68+10* 646 668
pmol/L
PRA 143:163  087:0.86* 123+153 199+1.7*  0.7405 4.1%15%
ng/mL/h
E‘:SO?/SLterO” u plazmi 849+462  553+304*  668+418  1176:816*  434+186 733+297*

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + SD

PRA - plazmatska reninska aktivnost
* P<0.05 prije vs. poslije HSD protokola (n=30), prije vs. poslije LSD protokola (n=24)
ili prije vs. poslije LSD+losartan protokola (n=10)

5.3. Utjecaj dijete s visokim i niskim udjelom soli na protok krvi u mikrocirkulaciji

koZe mjeren tehnikom laser Doppler

Slika 3. prikazuje znafajno pogorSanje hiperemi¢noga protoka krvi nakon

jednominutne okluzije u skupini koja je bila sedam dana na HSD protokolu, u usporedbi s



kontrolnim vrijednostima hiperemi¢noga protoka krvi mjerenima prije dijetnoga protokola
(delta R-O prije HSD1.4+0.4 vs.poslijeHSD 1.1+0.3, P<0.001).
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Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost£SD

HSD - dijeta s visokim udjelom soli

R-O - razlika postotka promjene protoka izmedu okluzije i reperfuzije
(u odnosu na bazalni protok)

Slika 3. Utjecaj sedmodnevne dijete s visokim udjelom soli (HSD) na postokluzivnu
reaktivnu hiperemiju u mikrocirkulaciji koZe.

Sedam dana HSD protokola dovelo je do znacajnoga pogorsanja postokluzivne reaktivne
hiperemije u mikrocirkulaciji koZze.

Slika 4. prikazuje kako se hiperemicni protok krvi nije znacajno mijenjao u
ispitanica na LSD protokolu u usporedbi s kontrolnim vrijednostima izmjerenima prije
provodenja protokola (delta R-O prije LSD 1.2+0.3 vs. poslije LSD protokola 1.3+0.3,
P=0.562).
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Rezultati su izraZeni kao srednja vriednost+SD

LSD - dijeta s niskim udjelom soli

R-O - razlika postotka promjene protoka izmedu okluzije i reperfuzije
(u odnosu na bazalni protok)

Slika 4. Utjecaj sedmonevne dijete s niskim udjelom soli (LSD) na postokluzivnu
reaktivnu hiperemiju u mikrocirkulaciji koZe.

Sedam dana LSD protokola nije dovelo do znacajnih promjena postokluzivne reaktivne
hiperemije u mikrocirkulaciji koze.

5.4. Mjerenje koncentracija topljivih adhezivnih stani¢nih molekula (sCAMs):
ICAM-1, VCAM-1 i E-selektina te koncentracije endokana u serumu nakon dijete s
visokim i niskim udjelom soli

Koncentracija topljivih stani¢nih adhezivnih molekula u serumu nije se znacajnije
mijenjala nakon HSD i LSD protokola u usporedbi s vrijednostima mjerenim prije oba

dijetna protokola. S druge strane, koncentracija endokana u serumu znacajno se smanjila



nakon HSD protokola, dok se nije zna¢ajnije mijenjala poslije LSD protokola, u usporedbi

s vrijednostima mjerenima prije oba dijetna protokola (tablica 3.).

Tablica 3. Solubilne stani¢ne adhezijske molekule (SCAMs) i endokan

Variijabla prije HSD poslije HSD prije LSD poslije LSD
sICAM-1 (ng/mL) 235.59+60.66 224.71+65.05 255.42+108.29 256.84+99.7
sVCAM-1 (ng/mL) 2511+2880 2385+4427 2429+2300 2071+2582
sE-selektin (ng/mL)  38.45+26.79  53.31+63.35  37.62+21.91 57.99+41.17

endokan (ng/mL) 107.38+0.04  107.33+0.06*  107.4+0.15  107.35+0.07

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + SD
* P<0.05 prije HSD vs. poslije HSD protokola (n=30) ili
prije LSD vs. poslije LSD protokola (n=24)

5.5. Utjecaj dijete s viokim i niskim udjelom soli na plazmatsku koncentraciju TXB2
Plazmatska koncentracija TXB2 znacajno je porasla nakon jednoga tjedna dijete s

visokim udjelom soli u usporedbi s kontrolnim vrijednostima prije provodenja protokola
(kontrolna cTXB2 pg/mL prije HSD 108+39 vs.poslije HSD protokola 160+£31, P=0.033)
(slika 5.).
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Slika 5. Utjecaj sedmodnevne dijete s visokim udjelom soli (HSD) na koncentraciju

TXB2 u plazmi.
Koncentracija TXB2 u plazmi znacajno je porasla nakon sedam dana HSD protokola u

usporedbi s kontrolnim vrijednostima prije dijetnog protokola.

Tjedan dana dijete s niskim udjelom soli nije imao znacajan utjecaj na plazmatsku
koncentraciju TXB2 u usporedbi s kontrolnim vrijednostima prije provodenja dijetnoga

protokola (cTXB2 pg/mL prije LSD108+58 vs. poslije LSD protokola 95+92, P=0.713)
(slika 6.).
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Slika 6. Utjecaj sedmodnevne dijete s niskim udjelom soli (LSD) na koncentraciju
TXB2 u plazmi.

Koncentracija TXB2 u plazmi nije se znacajno mijenjala nakon sedam dana LSD
protokola u usporedbi s kontrolnim vrijednostima prije dijetnoga protokola.

5.6. Uc¢inak indometacina, neselektivnoga inhibitora ciklooksigenaznih enzima

(COX-11COX-2), i celekoksiba, selektivnoga COX-2 inhbitora, na protok krvi u
mikrocirkulaciji koZe

Slika 7. pokazuje kako je administracija indometacina dovela do oporavka
smanjenjenoga hiperemi¢nog protoka krvi nakon jednominutne okluzije, koji je nastao kao
posljedica sedmodnevnoga HSD protokola (delta R-O HSD 1.0+0.2 vs. HSD+INDO
protokola 1.3+0.5, P=0.05), u usporedbi s hiperemi¢nim protokom krvi nakon

jednominutne okluzije prije primjene same administracije indometacina.
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Slika 7. Relativna promjena protoka u mikrocirkulaciji koZe izmedu vaskularne
reperfuzije i okluzije (R-O) prije i poslije HSD protokola bez administracije
indometacina i s njom.

Administracija indometacina dovela je do oporavka smanjenjenoga hiperemicnog
protoka krvi nakon jednominutne okluzije, koji je nastao kao posljedica sedmodnevne
dijete s viokim udjelom soli.

Administracija celekoksiba nije uzrokovala znacajnije promjene u hiperemi¢nom
protoku krvi koji je uslijedio nakon jednominutne okluzije kod HS skupine (delta R-O HSD
1.1+0.4 vs. HSD+celekoksib protokola 1.1+0.3, P=0.296) u odnosu na hiperemi¢ni protok

krvi nakon jednominutne okluzije prije same primjene celekoksiba (slika8.).
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Slika 8. Relativna promjena protoka u mikrocirkulaciji koZe izmedu vaskularne
reperfuzije i okluzije (R-O) prije i poslije HSD protokola bez administracije celekoksiba
I S njom.

Administracija celekoksiba nije imala znacajnoga utjecaja na smanjenjen hiperemicni
protok krvi nakon jednominutne okluzije, koji je nastao kao posljedica sedmodnevne
dijete s visokim udjelom soli.

5.7. Ucinak indometacina, neselektivnoga inhibitora ciklooksigenaznih enzima
(COX-11COX-2), i celekoksiba, selektivnog COX-2 inhbitora, na plazmatsku
koncentraciju TXB2 nakon dijete s visokim udjelom soli

Primjena indometacina znacajno je snizila razine TXB2 nakon HSD protokola u
usporedbi s vrijednostima TXB2 mjerenima nakon HSD-a, a prije administracije
indometacina (cTXB2 pg/mL poslije HSD 150+100vs. HSD+INDOprotokola 50+18,
P=0.005) (slika 9.).
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Slika 9. Uc¢inak indometacina na plazmatsku koncentraciji TXB2 poslije dijete s
visokim udjelom soli (HSD).

Administracija indometacina znacajno je smanjila pove¢anu koncentraciju TXB2 u
plazmi poslije HSD protokola.

Primjena celekoksiba znacajno je snizila razine TXB2 nakon HSD protokola u
usporedbi s vrijednostima TXB2 mjerenima nakon HSD protokola, a prije administracije
celekoksiba (cTXB2 pg/mL poslije HSD 160+20 vs. HSD+celecoksib protokola 83+31,
P=0.008) (slika 10.).
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Slika 10. Uéinak celekoksiba na plazmatsku koncentraciji TXB2 poslije dijete s visokim
udjelom soli (HSD).
Administracija celekoksiba znacajno je smanjila poveéanu koncentraciju TXB2 u plazmi

poslije HSD protokola.

5.8. U¢inak administracije losartana tijekom sedmodnevnog LSD protokola na krvni
protok mikrocirkulacije koze
Kako je ve¢ navedeno, hiperemicni protok krvi koji je uslijedio nakon jednominutne

okluzije mjeren LDF-om nije se znacajno mijenjao nakon LSD dijetnog protokola u
usporedbi s kontrolnim vrijednostima (delta R-O prije LSD 1.2+0.3 vs. poslije LSD
protokola 1.3+0.3, P=0.562). Slika 11 prikazuje ucinak administracije losartana,
antagonista receptora AT1, na reaktivnu hiperemiju koze u mladih zdravih Zena koje su
provodile LSD protokol. Sedmodnevna primjena losartana tijekom LSD protokola nije

znacajno promijenila reaktivnu hiperemiju koze koja je uslijedila nakon jednominutne



krvozilne okluzije (delta R-O prije LSD+losartan1.3+0.2 vs.poslije LSD+losartan
protokola 1.4+0.2, P=0.734).
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Slika 11. U¢inak administracije losartana tijekom sedmodnevnoga niskoslanog
dijetnog protokola na postokluzivnu reaktivnu hiperemiju u mikrocirkulaciji koze.
Nije pronadena razlika u relativnoj promjeni protoka krvi izmedu jednominutne okluzije
krvne Zile i pripadajuce reperfuzije (R-O) prije i poslije sedmodnevnoga LSD protokola
u svakodnevnu primjenu losartana.

5.9. U¢inak administracije losartana tijekom sedamodnevnoga LSD protokola na
plazmatsku koncentraciju TXB2
Slika 12. prikazuje u¢inak primjene losartana tijekom LSD protokola na plazmatsku

koncetraciju tromboksana B2. Kako je ve¢ navedeno, tjedan dana LSD protokola znac¢ajno
je utjecalo na plazmatske razine TXB2 u usporedbi s kontrolnim vrijednostima prije
dijetnog protokola (cTXB2 pg/mL prije LSD 108+58 vs. poslije LSD protokola 95+92,
P=0.713). Ipak, zabiljeZen je znaCajan porast plazmatske razine TXB2 nakon
sedmodnevnoga LSD+losartan protokola u odnosu na vrijednosti izmjerene prije provedbe
protokola (cTXB: pg/mL prije LSD+losartan101+80 vs. poslije LSD+losartan protokola
190+116, P=0.043). Nije pronadena znacajna razlika u plazmatskim vrijednostima TXB2



izmedu LSD i LSD+losartan skupine nakon $to su provedena oba sedmodnevna protokola

(cTXB2 pg/mL poslije LSD 95+92 vs. poslije LSD+losartan 190+£116, P=0.194).
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Slika 12. U¢inak sedmodnevnoga niskoslanog dijetnog protokola uz administraciju
losartana na plazmatske razine TXB2, vazokonstriktora ovisnoga o
ciklooksigenazama.

Buduéi da tromboksan A2 u fizioloskim uvjetima ima poluvrijeme Zivota svega 37
sekundi, stvaranje tromboksana A2 u Zivome organizmu prati se mjerenjem njegova
stabilnoga metabolita TXB2. Plazmatska razina TXB2 znacajno je porasla nakon
jednoga tjedna LSD+losartan protokolau usporedbi s kontrolnim vrijednostima.



6. RASPRAVA

6.1. Uloga vazokonstriktornih prostaglandina u nastanku i razvoju mikrovaskularne
disfunkcije izazvane dijetom s visokim udjelom soli
Glavna spoznaja ovoga dijela istrazivanja jest da je jedan tjedan poveénoga unosa

soli uzrokovao pogorsanje endotelne funkcije krvnih zila mikrocirkulacije koze, koji se
manifestirao smanjenim postokluzivnim hiperemi¢nim odgovorom te porastom plazmatske
koncentracije TXAZ2, vazokonstriktornoga medijatora ciklooksigenaznoga podrijetla, kao i
da jeadministracija indometacina nakon dijete s visokim udjelom soli povratila hiperemiéni
odgovor mikrocirkulacije kozena vrijednosti kakve su bile prije dijetnoga protokola.

Siroko je prihvaéeno misljenje da visok unos soli u svakodnevnoj prehrani jest
esencijalni nezavisni rizi¢ni ¢imbenik u razvoju i napredovanju hipertenzije (4,152,157).
Takoder, istrazivanje DASH (koje je posluzilo kao izvor prehrambenoga plana s niskim
unosom soli u ovomu istrazivanju) pokazalo je pozitivne u¢inke smanjenja unosa soli na
vrijednosti sistemskog krvnog tlaka (151).

Ipak, mehanizmi kojima promjene koli¢ine soli u prehrani utjecuna krvni tlak i
krvnozilnu funkciju nisu dobro razumljivi. Sve je veci broj dokaza koji pokazuju da je
endotelna disfunkcija rana manifestacija Stetnoga ucinka konzumacije velike koli¢ine soli
(17-19). Stoga je svrha ovoga istrazivanja bila istraziti pogorsava li kratkotrajno povecanje
unosa soli u organizam protok krvi u mikrocirkulaciji ostecujuci funkciju endotela te
istraziti ulogu metabolita ciklooksigenaznoga podrijetla u regulaciji protoka krvi u
mikrocirkulaciji u odgovoru na promjenu unosa soli u svakodnevnoj prehrani.

Ovo istrazivanje je pritom pokazalo da jedan tjedan prehrane s visokim udjelom soli
pogorsava postokluzivni hiperemicni protok u mikrocirkulaciji koZekoji se bio oporavio
kod ispitanicana HSD protokolu nakon inhibicije ciklooksigenaznih enzima
indometacinom, ali ne i celekoksibom (slika 7. i 8.). Jedan tjedan prehrane s visokim
udjelom soli takoder je wuzrokovao znafajan porast plazmatske razine TXA2,
vazokonstriktora ciklooksigenaznoga podrijetla, ¢ija je razina znacajno smanjena nakon
primjene celekoksiba. Jedan tjedan prehrane s niskim udjelom soli nije utjecao na

postokluzivni hiperemi¢ni vaskularni odgovor u mikrocirkulaciji koze (slika 4.).



6.1.1. Dijetni protokol

Kao $to je ve¢ navedeno u uvodu, prekomjerni unos soli velik je problem danas u
gotovo svim dijelovima svijeta, primjerice prosje¢ni unos soli kod muskaraca u Hrvatskoj
jest 13.3+4.3 g na dan (223.6£74.0 mmol Na/24-satni urin), dok je kod Zena 10.2+4.2 g na
dan (177.3x69.1 mmol Na/24-satni urin) (3). 64 ispitanice koje su sudjelovale u ovom
istrazivanju prosje¢no su konzumirale 7.7+3.1 g na dan soli prije provodenja prehrambenog
protokola (Sto je odredeno mjerenjem koliine natrija u 24-satnom uzorku urina,
129.9+51.6 mmol/dU), $to je ispod prosjeka u Hrvatskoj. Unos soli u HSD skupini bio je
240 mmol na dan te veli¢ina ekskrecije natrija u ovom istrazivanju nije rijetkost u
svakodnevnom zivotu brojnih pojedinaca. Snizene razine natrija u urinu kod ispitanica koje
su provodile LSD protokol i povisene razine natrija u urinu kod ispitanica koje su provodile
HSD protokol potvrduju da su protokol provodile pravilno te da su se pridrzavale danih
uputa o prehrani. Plazmatska aktivnost renina i razina aldosterona takoder su se promijenile
u ocekivanom smjeru (povecali su se nakon LSD protokola, a smanjili se nakon HSD
protokola), pruzajuéi dodatnu potvrdu pridrZzavanja prehrambenih uputa odredenih u ovome

istrazivanju (tablica 2.).

6.1.2. Krvni tlak

Mnoga epidemioloska i intervencijska istrazivanja pokazala su jasnu povezanost
izmedu koli¢ine unosa soli u organizam i hipertenzije (188,189).Ipak, jo$ uvijek nije to¢no
odredeno koliko treba trajati poviSen unos soli koji bi mogao izazvati poviSenje krvnoga
tlaka u mladih zdravih pojedinaca. Tzemos i suradnici pokazali su da sedam dana
pojac¢anoga unosa soli znacajno povisuje razinu brahijalnoga sistolickog tlaka kod mladih
zdravih ispitanika (143). Nasuprot tome, Starmans-Kool i suradnici pokazali su da 14 dana
prehrane s visokim udjelom soli izaziva minimalne promjene u brahijalnom krvnom tlaku,
iako su iskazali snaznu povezanost izmedu modifikacije soli u prehrani i karotidnoga
krvnog tlaka (145). U nasem istrazivanju nije pronadena znacajna razlika u brahijalnom
sistolickom, dijastolickom, a ni srednjem arterijskom tlaku nakon jednoga tjedna prehrane
s visokim udjelom soli. Medutim, pronadeno je znacajno sniZenje brahijalnoga sistolickog,
dijastolickog i srednjeg arterijskog tlaka nakon sedmnodnevne prehrane s niskim udjelom

soli (tablica 1.). Ti su rezultati u skladu s rezultatima istrazivanja koje je ispitivalo utjecaj



DASH prehrane na krvni tlak kod normotenzivnih pojedinaca (151). Ipak, smanjeni krvni
tlak u nasoj LSD skupini nije siguran pokazatelj razliite osjetljivosti na sol medu
pojedincima, budu¢i da se odgovor sistoli¢koga krvnoga tlaka na promjene u unosu soli u
istrazivanju DASH tijekom vremena pokazao nekonzistentnim i neponovljivim (150).
Rezultati ove studije tako podrzavaju trenutac¢ne preporuke da smanjenje unosa soli ima
pozitivan ucinak u Siroj populaciji, vise nego teoriju osjetljivih pojedinaca (150,152). U
skladu s ovim zapaZzanjima, prije spomenuta istrazivanja (143,145,150,152) nisu otkrila
znacajnije promjene u pulsu nakon jednog kao niti nakon dva tjedna prehrane s visokim

udjelom soli (tablica 1.).

6.1.3. Ispitivanje protoka u mikrocirkulaciji koZe pomoc¢u laser Doppler
metode

Mnoga istrazivanja pokazala su da prehrana s visokim udjelom soli vodi k razvoju
endotelne disfunkcije (17-19). Vecina istrazivanja koja su se bavila proucavanjem
endotelne disfunkcije u ljudi bila su usredotocena na konduktivne i1 otpornicke arterije kao
zamjenu za krajnju to¢ku koronarne bolesti, koronarne arterije (138,143,144). Medutim,
prije no $to se dogode prve promjene u vaskularnom sustavu i kona¢no ostecenje organa u
raznim patoloskom stanjima, vazno je procijeniti promjene u protoku krvi, narocito u
mikrocirkulaciji. Ovo istrazivanje prvo je koje je usmjereno na utjecaj prehrane s visokim
udjelom soli na regulaciju mikrocirkulacije u ljudi. Glavna prednost metode LDF jest
sposobnost neinvazivne procjene protoka krvi u mikrocirkulaciji u stvarnom vremenu te
dovoljna osjetljivost u detekciji relativnih promjena u protoku krvi u mikrocirkulaciji koze

tijekom odgovora na dane stimuluse (112).

Rezultati prijasnjih istrazivanja koja su ocjenjivala utjecaj prehrane s visokim
udjelom soli na endotelnu disfunkciju u mladih zdravih pojedinaca pokazala su se
nedosljednima. Tako su primjerice Tzemos i suradnici pokazali pogorSanu endotelnu
funkciju nakon sedam dana viskokoga unosa soli, §to je procijenjeno na temelju mjerenja
protoka krvi u podlaktici metodom venske okluzivne pletizmografije (143). Liu i suradnici
prikazali su znacajno snizenu dilataciju brahijalne arterije posredovanu protokom nakon
jednog tjedna povecanoga unosa soli (144).Dickinson i suradnici izvijestili su 0 pogorsanoj
postprandijalnoj endotelnoj funkciji koja je odredena metodom mjerenja dilatacije

brahijalne arterije posredovane protokom nakon samo jednoga obroka s visokim udjelom



soli kod mladih zdravih pojedinaca (146). Nasuprot tomu, Stein i suradnici nisu pronasli
nikakav ucinak poveéanog unosa soli na vazodilataciju izazvanu metakolinom u skupini
zdravih ispitanika (138). Nadalje, ova istrazivanja usmjerila su se na funkciju konduktivnih
i otpornickih arterija kao pokazatelja endotelne funkcije. Prednost ovoga istrazivanja jest
uporaba metode LDF koja izravno i neinvazivno mjeri postokluzivni reaktivni odgovor u

mikrocirkulaciji koze.

Ovo istrazivanje pokazalo je znacajno pogor$anje u hiperemi¢nom protoku krvi
nakon jednominutne krvozilne okluzije u skupini mladih zdravih pojedinaca koji su bili na
HSD protokolu tijekom sedam dana. Ova su otkri¢a vazna jer pokazuju da ¢ak i kratkotrajna
izlozenost (7 dana) prehrani s visokim udjelom soli moze voditi razvoju endotelne
disfunkcije u mikrocirkulaciji, a potom i u konduktivnim i otpornickim arterijama (Sto su
pokazala prijasnja istrazivanja) (138,143,144). Iako u ovom istraZivanju nisu zapazene
znaCajne promjene u protoku periferne krvi nakon jednoga tjedna prehrane s niskim
udjelom soli, usporedujuci s kontrolnim vrijednostima prije LSD protokola, pronaden je
mali porast u postokluzivnom hiperemi¢nom protoku krvinakon LSD protokola, $to bi
moglo znaliti da bi duze razdoblje LSD protokola moglo poboljsati protok krvi u
mikrocirkulaciji. Ovo je opazanje u skladu s otkri¢cima Dickinsona i suradnika, koji su
pokazali da dva tjedna prehrane s niskim udjelom soli znacajno poboljsava endotelnu

funkciju mjerenuFMD metodom (146).

6.1.4. Utjecaj dijete s visokim udjelom soli na biljege endotelne funkcije

Stani¢ke adhezivne molecule, poput ICAM-1, VCAM-1 i E-selektina, nedavno su
se pokazale kao vazni biljezi endotelne aktivacije koja prethodi adheziji aktiviranih
leukocita te inicira nastanak aterosklerotskih lezija (163,165,170). Budu¢i da se smatra da
je endotelna disfunkcija u sredistu uc¢inka visokoga unosa soli, postavilo se pitanje bi li
jedan tjedan prehrane s visokim i/ili niskim udjelom soli promijenio koncentraciju SCAMs
u serumu kao posljedicu endotelne aktivacije. Rezultati ovoga istrazivanja pokazali su da
jednotjedni LSD protokol nije uzrokovao promjenu koncentracije sSCAMs u serumu, $to je
ocekivano, buducdi da isti protokol nije ostvario uc¢inak niti na postokluzivni hiperemicni
protok krvi u mikrocirkulaciji koze, pokazujuéi da se endotelna funkcija nije promijenila.

S druge strane, iako su rezultati ovoga istrazivanja pokazali da se potokluzivni hiperemi¢ni



protok krvi pogor$ao nakon sedmodnevnoga HSD protokola, serumske koncentracije
topljivih adhezijskih molekula ostale su nepromijenjene. Prema dostupnim spoznajama,
ovo je prvo istrazivanje koje se usmjerilo na proucavanje u¢inka dijete s visokim udjelom
soli na serumsku koncentraciju SCAMs u mladih zdravih ljudi, budu¢i da su postojeca
istrazivanja te vrste uglavnom ukljucivala hipertenzivne pacijente. Isto tako, Ferri i
suradnici pokazali su da je razina plazmatskog solubilnog E-selektina porasla nakon 2
tjedna prehrane s visokim udjelom soli kod pacijenata osjetljivih na sol, dok se vrijednosti
SICAM-1 i sVCAM-1 nisu mijenjale (18). Tadzi¢ i suradnici prikazali su u hipertenzivnih
pacijenata visoke koncentracije SICAM-1 i sVCAM-1, a nisku koncentraciju sE-selektina,
koji su inace biljezi aktivacije endotelnih stanica (170). Ta istrazivanja jasno pokazuju da
su rezultati nekonzistentni te da je i dalje nepoznato utjecu li hipertenzija ili prehrana s
visokim udjelom soli na serumske koncentracije SCAMs. Budu¢i da se sCAMs mogu
detektirati u serumu kada su prekomjerno izrazeni na aktiviranim endotelnim stanicama
teda se smatraju biljezima endotelne aktivacije ili oSte¢enja, moguée objasnjenje zasto nije
zamijeéen znacajan ucinak prekomjernoga unosa soli na serumske koncentracije SCAMs
jest da unos soli nije bio dovoljno visok kako bi uzrokovao endotelnu aktivaciju ili njegovo
oStecenje, ali je ipak bio dovoljan da ostavi u¢inak na mehanizme odgovorne za krvozilnu

reaktivnost.

Endokan se smatra novim humanim biljegom endotelne aktivacije tebi njegova
interakcija s komplementarnim ligandom ICAM-1 na leukocitima (LFA-1) mogla biti
vazna u adheziji leukocita i interakciji s aktiviranim endotelom (170-172). Vazan je rezultat
ovog istraZivanja snizena plazmatska koncentracija endokana nakon prehrane s visokim
udjelom soli, dok LSD protokol nije znaCajno utjecao na plazmatsku koncentraciju
endokana u usporedbi s kontrolnim vrijednostima izmjerenima prije dijetnih protokola.
Prema dostupnim spoznajama, nije bilo drugih istrazivanja usmjerenih na ovu tematiku.
Medutim, postoji zanimljiva povezanost ovih rezultata i rezultata studije Tadzi¢a i
suradnika.Njihovi su rezultati pokazali kako je plazmatska razina endokana bilasnizena u
pacijenata s hipertenzijom,budu¢i da se endokan natje¢e s ICAM-1 za vezno mjestona LFA-
1 i time ometa adherenciju leukocita (hipotetski zastitni u¢inak endokana),te da se uz
snizenje krvnoga tlaka javlja snizenje ICAM-1 uz popratno sniZenje sekrecije endokana
(170). Ipak, buduci da je endokan relativno nov endotelni biljeg, potrebno je provesti daljnja
istrazivanja kako bi se razjasnila njegova uloga u aktivaciji endotela bilo vezanih uz

promjenu soli u prehrani, bilo kod hipertenzije.



6.1.5. U¢inak inhibicije ciklooksigenaza (COX-1, -2) napostokluzivni
hiperemicni protok krvi tijekom prehrane s visokim udjelom soli

Vazno otkri¢e ovoga istrazivanja jest da jedan tjedan prehrane s visokim udjelom
soli znacajno povisuje plazmatsku razinu TXB2, stabilnoga metabolita TXA2, snaznoga
vazokontriktora koji stvara tromboksan A-sintetaza pretvaruéi prostaglandin H2, derivat
arahidonske Kkiseline (Cija je sinteza posredovana ciklooksigenazama), u TXA2.
Brojna istrazivanja pokazala su da su prostaglandin i tromboksan kritiéni modulatori
krvozilnoga tonusa i u fizioloskim, a i u patofizioloSkim stanjima, stoga je regulacija
njihova stvaranja i dalje podrucje intenzivnih istrazivanja (21,200). Endotel i glatko misi¢je
krvnih Zila sadrzavaju ciklooksigenaze, no endotelne stanice sadrzavaju ¢ak i do 20 puta
vise ciklooksigenaza nego glatkomiSi¢ne stanice, §to govori u prilog tomu da je izvor
poveéane ciklooksigenazne aktivnosti upravo endotel (159). Brojni dokazi govore da
eikozanoidi (primarno prostaciklin), koji se u normalnim fizioloSkim uvjetima stvaraju
ciklooksigenaznim putem, induciraju relaksaciju krvnih Zzila.Medutim, u krvozilnoj
patogenezi moze postojati neravnoteZza gdje vazokonstiktori ovisni o ciklooksigenazi
postaju dominantniji.Nadalje, pokazalo se da u brojnim krvozilnim komplikacijama postoje
odredeni kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenici poput oksidativnoga stresa i dislipidemije, koji
su poznati modulatori funkcije ovisne o ciklooksigenazi, a mogu voditi k pogorSanju

endotelne funkcije (190-192,200).

Ipak, brojna istraZivanja usmjerena na mogucu ulogu promjene unosa soli u
organizam na aktivnost ciklooksigenaza u krvnim Zilama ograni¢ena su. Otkri¢a ovoga
istrazivanja sukladna su su istrazivanju Lombarda 1 suradnika koji su pokazali kako
tromboksan i prostaglandin H2, vazokonstriktorni metaboliti ciklooksigenaze, imaju
znacajnu ulogu u posredovanju paradoksne konstrikcije u odgovoru na snizen PO2 u
srednjim arterijama mozga Stakora hranjenih briketima s visokim udjelom soli (160). S
druge strane, Matrougui 1 suradnici pokazali su da je pogorSanje dilatacije potaknute
protokom u normotenzivnih Stakora hranjenih briketima s visokim udjelom soli udruZeno s

potaknutom ekspresijom COX-2 (193).

Nadalje, sljede¢i korak u razjasnjavanju uloge ciklooksigenaza u regulaciji
krvozilne funkcije jest ispitati u¢inak indometacina, neselektivnog inhibitora COX-1 i

COX-2, te celekoksiba, selektivnog inhibitora COX-2, na postokluzivni hiperemi¢ni protok



krvi u mikrocirkulaciji koze. Rezultati ove studije pokazali su kako administracija
indometacinom dovodi do oporavka pogorsanog hiperemicnog protoka krvi nakon jednoga
tjedna prehrane s visokim udjelom soli, dok celekoksib nije uzrokovao nikakve promjene
u hiperemi¢nom protoku krvi nakon prehrane s visokim udjelom soli. Kako je pokazano da
1 indometacin i celekoksib znac¢ajno smanjuju koncentraciju TXB2 u plazmi, ta otkrica
pokazuju kako bi vazokostriktor ovisan 0 COX-1 mogao igrati znacCajnu ulogu u
pogorsanom hiperemi¢nom protoku krvi kod osoba koje su bile na dijeti s visokim udjelom
soli. Mali broj istrazivanja provedenih na zivotinjskim modelima istrazio je mogucu ulogu
ciklooksigenaze u regulaciji krvozilne funkcije tijekom povecanoga unosa soli. Hermann i
suradnici pokazali su da celekoksib smanjuje endotelnu disfunkciju, a i oksidativni stres u
Stakora s hipertenzijom potaknutom solju (194). Prema dostupnim spoznajama, ovo je prvo
istrazivanje provedeno na mladim zdravim ljudima koje se bavi ovom problematikom.
Primjerice, prijasnja istrazivanja pokazala su da je protok krvi u podlaktici pojedinacakoji
imaju esencijalnu hipertenziju u odgovoru na vazodilataciju potaknutu acetilkolinom,
porastao u prisutnosti indometacina, a i da primjena celekoksiba smanjuje endotelnu
disfunkciju u pacijenata s koronarnom bolesti 1 hipertenzijom. Ipak, specificna uloga COX-
11 COX-2 u regulaciji krvozilne funkcije tijekom povecanoga unosa soli u mladih zdravih
ljudi jo$ uvijek se definira i daljnja su istrazivanja potrebna kako bi se razjasnila ova

problematika.

NaSe spoznaje pokazuju da kratkotrajno izlaganje prehrani s visokim udjelom soli
vodi znacajnim promjenama u metabolizmu arahidonske kiseline. U ovome istrazivanju
pokazali smo da ciklooksigenazni enzimi, naro¢ito COX-1, igraju vaznu ulogu u razvoju
krvnozilne (endotelne) disfunkcije nakon prehrane s visokim udjelom soli u mladih zdravih

pojedinaca.

6.2. Utjecaj blokade receptora ATlna koncentraciju TXA2 u plazmi i na
mikrocirkulaciju koZe u popuilaciji zdravih mladih Zena na dijeti s niskim udjelom
soli

Rezultati ovoga dijela istrazivanja pokazali su da je inhibicija AT1 receptora,

tijekom jednoga tjedna u kojemu su mlade zdrave zene bile na dijeti s niskim udjelom soli,
znacajno podigla razinu TXB2, stabilnoga metabolita TXA2, u plazmi (slika 12.), ne
uzrokujuci pritom znacajnije promjene krvnoga tlaka (tablica 1.) i ne ostvarujuéi u¢inak na

postokluzivni hiperemic¢ni protok krvi u mikrocirkulaciji koze (slika 11.). Medutim, takav



porast razine TXB2 u plazmi nije pronaden kod mladih zdravih Zena koje su samo odrzavale
prehranu s niskim udjelom soli (slika 4.), sto upucuje na moguéu vaznost inhibicije
receptora AT1 u regulaciji metaboliCkoga puta arahidonske kiseline ovisnoga o

ciklooksigenazi.

Treba zamijetiti da je ovo prvo istraZzivanje provedeno na humanom modelu koje je
potvrdilo rezultate istrazivanja Phillipsa i suradnika, koje je pokazalo da primjena losartana
kod $takora podize plazmatske razine TXA2, vazokonstriktora ovisnoga o ciklooksigenazi,
ne uzrokujuéi pritom promjene u odgovoru krvozilja skeletnoga misi¢ja na acetilkolin

(dilatacija ovisna o endotelu) i/ili natrijev nitroprusid (dilatacija neovisna o endotelu) (159).

Prijasnja istrazivanja naglasila su vaznost reninsko angiotenzinskoga sustava u
odrZavanju normalnoga krvozilnog odgovora na razne fizioloske stimuluse, §to je uc¢inak
posredovan aktivacijom receptora AT1 (181-185). Ipak, buduéi da je veéina istrazivanja o
utjecaju inhibicije receptora AT1 na krvozilnu funkciju izvedena na populaciji pacijenata
s visokim krvnim tlakom i time povecanim rizikom od kardiovaskularnih komplikacija, jo§
uvijek nisu razjasnjeni putovi i mehanizmi kojima ANG II i/ili aktivacija i/ili inhibicija
receptora AT1 mogu utjecati na krvnozilnu reaktivnost i funkciju u fizioloSkim uvjetima.
K tomu, nedavna istrazivanja pokazala su da inhibicija receptora AT1 mozZe imati u¢inak
kod zdravih zivotinja razli¢it od onoga kod zivotinja s metabolickimsindromom ili

hipertenzijom (195).

Budu¢i da prehrana s niskim udjelom soli ve¢ sama po sebi potic¢e sekreciju renina
I stvaranje ANGII, postavlja se pitanje sto bi se dogodilo ako bi stvaranje ANGII bilo

inhibirano, a inhibicija pracena prehranom s niskim udjelom soli.

U ovom istrazivanju sistolic¢ki, dijastolicki 1 srednji arterijski tlak znacajno su se
snizili nakon LSD protokola, a nakon LSD+losartan protokola pokazali su sklonosti
sniZzenju bez promjena medu skupinama, §to je u skladu s rezultatima istrazivanja koja su
ispitivala utjecaj DASH prehrane na krvni tlak kod normotenzivnih pojedinaca (151).
Nadalje, reninska aktivnost plazme, a i plazmatske razine aldosterona znacajno su porasle
nakon jednoga tjedna LSD protokola, kao i LSD+losartan protokola (tablica 2.). Dok je
povisena reninska aktivnost plazme oc¢ekivana kao normalan fizioloSki odgovor na smanjen
unos soli tijekom protokola, o¢ekivani ucinak inhibicije receptora AT1 jest sniZenje
plazmatske razine aldosterona. ANGII obi¢no potice sintezu i sekreciju aldosterona preko

stimulacije receptora AT1 u kori nadbubrezne Zlijezde (196). Medutim, prijasnja



istrazivanja pokazala su da je selektivni antagonizam receptora AT1 povezan sa znatnim
porastom razine ANGII u plazmi te da tako poviSene razine ANGII mogu potaknuti
sekreciju aldosterona preko receptora AT2 uz inhibiran receptor AT1 — fenomen zvan bijeg
aldosterona tijekom inhibicije receptora AT1 (196). To je vjerojatno objasnjenje poviSene
razine aldosterona u plazmi koja je pronadena u ovom istrazivanju. Takoder, u ovom
istrazivanju tijekom jednoga tjedna LSD i LSD-losartan protokola snizena je koncentracija
albumina u urinu, $to moZe biti objaSnjeno kao njihovapotencijalna zastitna uloga od
oSte¢enja endotela. To je vrlo zanimljivo otkri¢e buduci da su prijasnja istrazivanja
pokazala da ve¢ umjerena redukcija unosa soli smanjuje eksreciju urina u hipertenzivnih
populacija (197,198). Povrh toga, neka istrazivanja pokazala su da lijekovi koji inhibiraju
reninsko angiotenzinski sustav vjerojatno imaju znacajan ucinak na snizenu proteinuriju
(198). Prijasnja istrazivanja provedena na zivotinjskim modelima pokazala su da ANG II
odrzava normalnu reaktivnost na vazodilatacijske stimuluse u arteriolama i otpornickim
arterijama (136, 199-204). Pogorsan odgovor na vazodilatacijske medijatore kod Stakora
nakon kratkotrajnoga izlaganja prehrani s visokim udjelom soli mozZe biti sprijecen
odrZavanjem adekvatne cirkuliraju¢e razine ANG II, §to sugerira da ANG II ima obrambeni
uc¢inak kojim ponovno uspostavlja mehanizme odgovorne za relaksaciju u krvnim Zilama
(136),a koji su posredovani interakcijom ANG Il i receptora AT1 (182). Nadalje, hranjenje
normotenzivnih $takora briketima s normalnim udjelom soli uz administraciju losartana
dramati¢no mijenja odgovor otpornickih arterija skeletnoga misi¢ja na akutno smanjenje
PO2 (159). Cini se da se ta paradoksalna vazokostrikcija otporni¢kih arterija kao odgovor
na hipoksiju nakon inhibiranja receptora AT1 losartanom dogada uslijed promjene u

otpustanju TXA?2, vazokonstriktora ovisnoga 0 ciklooksigenazi, iz endotela (159).

Ipak, nijedno dosadasnje istraZivanje nije usmjereno na razjaSnjavanje toga
mehanizma na humanom modelu, stoga jos uvijek preostaje razjasniti ulogu ANG Il i
aktivaciju njegovih receptora AT1 i AT2 u krvozilnoj reaktivnosti tijekom promjene
koli¢ine soli u svakodnevnoj prehrani u zdravih pojedinaca. Kako bi se istrazilo to pitanje,
u ovome istrazivanju sudionici su bili tjedan dana na dijeti s niskim udjelom soli uz
svakodnevnu primjenu losartana, odnosno bez nje. Smanjena razina natrija u urinu
potvrdila je da su ispitanici konzistentno provodili studijski protokol te da su se pridrzavali
uputa o prehrani. Aktivnost renina u plazmi takoder se o¢ekivano promijenila pruzaju¢i na
taj na¢in potvrdu pravilnoga pridrZavanja dijetnoga protokola (tablica 2.). Ovi su rezultati

pokazali da jedan tjedan primjene losartana tijekom LSD protokola, a i tijekom LSD



protokola bez primjene losartana, nije inducirao nikakve promjene u postokluzivnom
hiperemi¢nom protoku krvi u mikrocirkulaciji koze, dok je jedan tjedan inhibicije receptora
AT1 uzrokovao znacajan porast plazmatske vrijednosti TXA2, vazokonstriktora ovisnoga
o ciklooksigenazi. Ti su rezultati sukladni rezultatima prijasnjih istrazivanja na zivotinjskim
modelima u kojima je hipoksijom uzrokovana paradoksalna vazokonstrikcija arterija u
Stakora tretiranih losartanom inhibirana indometacinom, §to govori da je ciklooksigenazni

vazokonstriktor odgovoran za izmijenjen odgovor na smanjen PO2 kod tih Zivotinja (159).

Jedno od mogucih objaSnjenja zasto u istraZivanju nije primjefena znacajna
promjena u postokluzivnom hiperemi¢nom protoku krvi poslije LSD+losartan protokola
jest aktivacija angiotenzinskih receptora AT2. Pored njihova ucinka na krvni tlak,
dugotrajna primjena inhibitora receptora AT1 rezultira viSestrukim porastom ANG II u
plazmi i time mogucom prekomjernom stimulacijom receptora AT2 (205-208). Stoga je
uc¢inak stimulacije receptora AT2 postao iznimno vazan i u fizioloskim, a i u patoloskim
stanjima, poput hipertenzije. Nadalje, ve¢ je ranije opisano medudjelovanje izmedu tih
dvaju podtipova receptora (AT1i AT2) (207,208) i ¢ini se da inhibicija receptora AT1 moze
otkriti potencijalne ucinke receptora AT2 koju su inace prikriveni stimulacijom receptora
ATL. Ta potencijalna aktivacija receptora AT2 tijekom inhibicije receptora AT1 mogla bi
imati vaznu ulogu u odrZavanju mehanizama relaksacije krvnih Zila, budu¢i da su prijasnja
istrazivanja pokazala da receptor AT2 ima pretezno vazodilatacijsku ulogu te se smatra da
bi selektivna stimulacija receptora AT2 u prisutnosti antagonista receptora AT1 mogla
imati djelotvoran klinic¢ki ué¢inak u regulaciji krvnoga tlaka (209-211). Druga istrazivanja
pokazala su da receptori AT2 takoder imaju vaznu ulogu u regulaciji tonusa krvnih zila te

da je aktivacija receptora AT2 ukljucena u vazodilataciju posredovanu protokom (211,212).

Najvaznije otkrice toga dijela istrazivanja jest da inhibicija receptora AT1 zna¢ajno
podize razinu TXB2 u plazmi kod mladih zdravih Zena na LSD. Ti podatci dosljedni su sve
veéem broju dokaza koji pokazuju da losartan ima djelovanje neovisno o receptoru AT1
(213), a koje je primarno povezano s protuupalnim i antiagregacijskim mehanizmima.
Vecina istrazivanja posvecenih t0j tematici izvedena su na zivotinjskim modelima. Neka
su pokazala da losartan moze biti ukljuen u metabolizam TXA2, vazokonstriktora
ovisnoga o ciklooksigenazi, vjerojatnije interakcijom s njegovim receptorom nego
regulacijom njegova stvaranja (214-215). Primjerice, Valentin i suradnici pokazali su da
losartan sprjeCava povecCanu propusnost stijenke krvnih Zila Stakora posredovanu

tromboksan A2/prostanoidnim receptorom (51). Rezultati ovoga istrazivanja u skladu su s



istrazivanjem Valentina i suradnika (216), ¢ime potvrduju da inhibicija receptora AT1
utjeCe na metabolizam tromboksana A2 vjerojatno sprjeavajuci interakciju TXA2 s
pripadajuc¢im receptorima, i to je moguce objasnjenje zasto protok u mikrocirkulaciji koze
ostaje nepromijenjen usprkos porastu plazmatske koncentracije TXB2 (stabilni metabolit
TXAZ2) u ispitanica na LSD+losartan protokolu. Slika 13. sazeto prikazuje promatrane
ucinke i moguée putove odgovorne za porast razine TXA2 u plazmi uz nepromijenjen

zena na LSD protokolu.

Arachidonic acid v Angiotensinogen

1 Renin | =
s’ normal circulating ANG 11 and susequent ";
COX 1,2 t ANG I activation of AT1 receptors are important in the :
maintenance of normal dilator responses of :
l microvessels
TXA2 t (\ t ANG ” 3 cross-talk between ATL and AT2 receptors "5
3 ->AT1 receptor blockade may unmask :

l A / ‘ potential activation of AT2 receptors

..................................

& LS diet +losartan didn't cause any change in blood

i losartanincreases plasma TXAZ levels : i pressure and post-occlusion hyperemic blood flow
i ->AT1 receptor blockade interacts with the i despite increased TXA2 Jevels

¢ metabolism of TXA2 by preventing the TXA2 : :

i tointeract with its receptors : ! Sactivation of ANGII AT2 receptors ?

i? : i losartan preventing TXA2 to interact with TP

',. : % receptor ?

",
.......................................................................................................

Slika 13. Mogucéa uloga inhibicije receptora AT1 u regulaciji TXA2 razine i protoka krvi
u mikrocirkulaciji mladih zdravih ispitanica na LS protokolu.

Potencijalna aktivacija receptora AT2 tijekom inhibicije receptora AT1 mogla bi imati
znacajnu ulogu u odrzavanju mehanizama relaksacije krvozilja. Drugi moguci put
ukljucuje potencijalnu interakciju inhibicije receptora AT1 i metabolizma tromboksana A2
tako Sto inhibicija receptora AT1 sprjecava interakciju TXA2 s pripadajucim receptorima,
Sto omogucuje da protok krvi u mikrocirkulaciji ostane normalan unato¢ povisenoj
koncentraciji TXB2 u plazmi.






7. ZAKLJUCCI

e Dok je tjedan dana dijete s niskim udjelom soli doveo do znacajnoga sniZenja
sistolickoga, dijastolickoga i srednjega arterijskog tlaka, dijeta s visokim udjelom
soli nije dovela do znacajnih promjena krvnoga tlaka u populaciji zdravih mladih
Zena.

e Jedan tjedan prehrane s visokim udjelom soli je izazvao pogorsanje
postokluzivnoga hiperemi¢nog protoka krvi (indikator endotelne funkcije) u
mikrocirkulaciji koze, a postokluzivni hiperemicki protok ostao je nepromijenjen
poslije dijete s niskim udjelom soli.

e Dijeta s niskim udjelom soli nije uzrokovala promjene u mjerenim biljezima
endotelne funkcije (SCAMs i endokan), a dijeta s visokim udjelom soli uzrokovala
je smanjenje plazmatske kocentracije endokana, bez promjena SCAMs.

e Dok administracija indometacina dovodi do oporavka pogor$anoga hiperemi¢nog
protoka Kkrvi uzrokovanoga sedmodnevnom dijetom s visokim udjelom soli,
administracija celekoksiba nije imala znacajan utjecaj na pogorsani postokluzivni
hiperemi¢ni protok krvi izazvan dijetom s visokim udjelom soli.

e Tjedan dana prehrane s visokim udjelom soli uzrokovao je znacajno povisenje
plazmatske koncentracije o ciklooksigenazama ovisnoga vazokonstriktora TXAZ2.

o lako celekoksib nije imao utjecajna hiperemicni protok krvi u mikrocirkulaciji koze,
znacajno je smanjio plazmatsku koncentraciju TXA2 kao i indometacin, stoga se
¢ini da neki drugi vazokonstriktorni metabolit podrijetlom od ciklooksigenaza
(posebice COX-1) vjerojatno ima znacajnu ulogu u regulaciji protoka krvi u

e Jedan tjedan prehrane s niskim udjelom soli uz oralnu primjenu losartana dovodi do
porasta plazmatske razine TBX2 (metabolit TXAZ2), vazokonstriktora ovisnoga o
ciklooksigenazi, ne uzrokujuéi pritom promjene u krvnome tlaku i/ili protoku
mikrocirkulacije koze, $to upucuje na mogucu interakciju losartanai tromboksan
A2/prostanoidnog receptora, ane moze se iskljuciti i moguca interakcija ANG II s

receptorima AT2.



8. SAZETAK

Kljuéne rijeci: prehrana s visokim udjelom soli, endotel, mikrocirkulacija, laser Doppler

flowmetrija, ciklooksigenaze, reninsko angiotenzinski sustav, tromboksan A2

Cilj: Istraziti u¢inak akutnoga povecanja unosa soli na postokluzivni hiperemi¢ni protok
krvi mikrocirkulacije koze, razjasniti ulogu ciklooksigenaza (COX 1, 2) i njihova
vazokonstriktornog produkta tromboksana (TXA2) u regulaciji tkivnoga protoka krvi te
odrediti u¢inak antagonizma receptora AT1 (losartanom) na krvni protok u mikrocirkulaciji

i plazmatsku razinu TXAZ2.

Metode: Ispitanice su (N=64) odrzavale dijetu s niskim udjelom soli (<40 mmol Na
dnevno) tijekom sedam dana te su istovremeno podijeljene u skupinu na dijeti s visokim
udjelom soli (HSD skupina; nadomjesna sol-200 mmol Na/dan) i skupinu na dijeti s niskim
udjelom soli (LSD skupina; placebo-0 mmol Na/dan). Reaktivnost mikrocirkulacije
mjerena je tehnikom laser Doppler (LDF). Jedna skupina primila je 100 mg indometacina
90 minuta, a druga skupina 200 mg celekoksiba 180 minuta prije ponovljenoga LDF
mjerenja nakon HSD. Jedan dio ispitanica iz LSD skupine primala je 50 mg losartana
dnevno tijekom sedam dana. Plazmatske koncentracije stabilnoga metabolita TXA2
(TXB2), stani¢nih adhezijskih molekula (ICAM-1, VCAM-1, E-selektin) i endokana

izmjerene su prije i nakon HSD, a TXB2 i poslije LS+losartan protokola.

Rezultati: Nije bilo razlike u krvnom tlaku i pulsu nakon HSD, dok se krvni tlak znac¢ajno
smanjio nakon LSD protokola. LSD nije imao utjecaj, a HSD je izazvao znacajno
pogorSanje u reaktivnosti mikrocirkulacije. Koncentracija sCAMs nije se znatajno
mijenjala nakon oba protokola, dok je koncentracija endokana bila znacajno smanjena
nakon HSD protokola. Indometacin nakon HSD doveo je do oporavka vaskularne
reaktivnosti, dok celekoksib nije potaknuo znacajnije promjene postokluzivne hiperemije.
Koncentracija TXB2 znacajno je porasla nakon HSD. I celekoksib i indometacin zna¢ajno
su smanjili koncentraciju TXB2. LSD+losartan protokol uzrokovao je porast TBX2, bez

promjene u krvnome tlaku i/ili protoku mikrocirkulacije koze.

Zakljuc¢ak: Jedan tjedan HSD wuzrokovao je pogorSanje vaskularne reaktivnost
mikrocirkulacije, koja se oporavila nakon primjene indometacina, a nije bila promijenjena

nakon primjene celekoksiba. Kako su se poviSene vrijednosti TBX2 izazvane HSD



protokolom snizile nakon primjene celekoksiba, ¢ini se da neki drugi vazokonstriktorni
metabolit podrijetlom od ciklooksigenaza ima znacajnu ulogu u regulaciji protoka krvi u
voditi aktivaciji receptora AT2 i/ili interakciji s TXA2/prostanoid receptorom, Kkoji

odrzavaju hiperemiju, unato¢ povisenoj razini vazokostriktora TXA2.



9. SUMMARY

Key words: high salt diet, endothelium, microcirculation, laser Doppler flowmetry,

cyclooxygenase, renin angiotensin system, thromboxaneA2

Objective: To investigate the effect of acute salt loading on skin microcirculatory
hyperemic blood flow and in particular the role of cyclooxygenase (COX 1,2) and its
derived vasoconstrictor thromboxane (TXAZ2) in tissue blood flow regulation. To determine
the effect of AT1 receptor antagonism using losartan on microcirculatory blood flow and
on plasma level of TXA..

Methods: All participants (N=64) maintained specific low salt diet (<40 mmol Na/day)
through 7 days and simultaneously were divided in two groups: high salt diet (HSD) group
(salt supplement-200 mmol Na/day) and low salt diet (LSD) group (placebo supplement-0
mmol Na/day). Microvascular reactivity was assessed by laser Doppler flowmetry (LDF).
One group received 100 mg of indomethacin 90 minutes, and another group 200 mg of
celecoxib 180 minutes before repeated LDF measurement after HSD. One group of
participants on LSD was given 50 mg/per day of losartan (LSD+losartan group) for 7 days.
Plasma concentration of stable TXA2 metabolite [TXB2], cell adhesion molecules [ICAM-

1, VCAM-1 and E-selectin] and endocan were measured before and after diet protocols.

Results: No significant changes in BP and HR occures after HSD, while BP was
significantly reduced after LSD. While LSD didn't has significant effect, HSD caused
significant impairment in microvascular reactivity. sCAMs didn’t change after both HSD
and LSD, while endocan concentration significantly decreased after HSD. Indomethacin
administration after HSD restored microvascular reactivity to control values, while
celecoxib administration didn't induce significant change in post occlusion blood flow.
Plasma TXB2 was increased after HSD. Both celecoxib and indomethacin significantly
decreased TXB2 levels after HSD. LSD+losartan significantly increased TXB2 plasma

levels without causing changes in microvasular reactivity.

Conclusion: These results have shown that one week of HSD impaired microvascular
reactivity that was restored after indomethacin administration and wasn't changed after
celecoxib administration. Increased levels of [TXB2] after HSD were decreased after
celecoxib administration what suggests that some other COX-1 derived vasoconstrictor

metabolite may play more significant role in regulation of microvascular blood flow during



sodium manipulation. Blockade of AT1 receptor could lead to activation of AT2 receptors
and/or interaction with TXA2/prostanoid receptors, which maintain hyperemia, despite the

increased level of TXA:.
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