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Popis kratica
GM-CSF-od eng. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, granulocitni

stimulirajuci ¢cimbenik kolonija makrofaga

IL-1a — interleukin 1 alfa

IL-6 — interleukin 6

IL-10 — interleukin 10

IL-17A — interleukin 17A

MCP-1 — od eng. monocyte chemoattractant protein 1, monocitni kemoatraktantni protein 1

MIP-1a — od eng. macrophage inflammatory protein 1a, inflamatorni protein makrofaga 1
alfa

MIP-1B —od eng. macrophage inflammatory protein 14, inflamatorni protein makrofaga 1 beta
NS — niskoslana dijeta

TFF — od eng. trefoil factor family, obitelj trefoil factor proteina

TNF-a — od eng. tumor necrosis factor, tumor nekrotizirajuci ¢imbenik alfa

VS — visokoslana dijeta

WT — od eng. wild type, divlji soj misa



1. UvOD

1. Uvod
Obitelj peptida trefoil faktora (TFF) sastoji se od triju ¢lanova malih proteina: TFF1, TFF2 i

TFF3, prije nazvanih peptid povezan s karcinomom dojke 2, spazmoliti¢ki peptid i intestinalni
trefoil faktor, a prvi put opisani su prije oko 35 godina. Sva tri ljudska TFF gena grupirana su
na kromosomu 21g22.3 (1). Mnoge su studije napravljene ne bi li se otkrila uloga TFF peptida
u organizmu. In vivo i in vitro istrazivanja pokazala su da ovi mali peptidi poboljsavaju
obnovu epitela gastrointestinalnog i drugih organskih sustava (2). TFF1 i TFF3 izrazeni suiu
disnim putevima. U gornjim diSnim putevima oba se proteina nalaze u epitelnim stanicama i
submukoznom glandularnom epitelu Zlijezda nosne sluznice ¢ovjeka (3). Manjak TFF3
proteina utjeCe na metabolizam masnih kiselina u jetri i TFF3 deficijentni miSevi imaju
poveéan broj malih lipidnih vezikula u svojim hepatocitima bez utjecaja na jetrene biljege

oksidativnog stresa koji su ¢esto povezani s promijenjenom homeostazom lipida u jetri (4).

Medutim, razumijevanje funkcija TFF-a pokazalo se kao zahtjevniji posao. Ovi peptidi
povezani su s antiapoptozom, poticanjem kemotaksije te sudjelovanjem u imunolo$kom
odgovoru (5). Postoji nekoliko studija koje sugeriraju da TFF mogu biti regulirani citokinima
1 transkripcijskim ¢imbenicima (posebno NF-kB) povezanim s imunoloskim sustavom i da ih
TFF-ovi mogu povratno regulirati (2). Takoder, TFF2 i TFF3 pronadeni su u limfodnom tkivu
kao §to su kostana srz i limfni ¢vorovi. Osim toga, za vrijeme istrazivanja izrazaja trefoila u
drugim ne-neoplasti¢nim tkivima koja izlu¢uju mucin i glikoproteine, kao $to su pluca, jajnici
i limfoidni organi, mRNA trefoil factora 2 i 3 otkrivena je u slezeni i timusu $takora. Pokazalo
se da su trefoil peptidi TFF2 1 TFF3 izraZzeni u glavnim organima koji sudjeluju u
imunoregulaciji, da su inducirani bakterijskim endotoksinima i sposobni potaknuti migraciju
monocita. Ova zapaZanja zajedno ukazuju na potencijalnu ulogu trefoil peptida u
imunoloskom odgovoru na ozljede tkiva (6). Tff3”/C57BK/6N (Tff3) knockout misevi
predstavljaju model za proucavanje sinteze proupalnih i protuupalnih citokina zbog
promijenjenog metabolizma lipida, to jest modificiranog metabolizma arahidonske kiseline i
povoljnog omjera ®-6/®-3 slobodne masne kiseline u jetri (7). Istrazivanje je pokazalo da
Tf37/C57BK/6N (Tff3) knockout miSevi imaju povisen omjer w-3/w-6 u jetri (1,3 puta) i
smanjen u serumu (1,9 puta) u usporedbi s divljim sojem miSeva. Smanjeni omjer ®-3/®m-6 U

jetri povezan je s poboljSanom tolerancijom glukoze u cijelom tijelu (4).

Metabolizam arahidonske kiseline moze biti modificiran razli¢itim nutritivnim tvarima, npr.
kuhinjskom soli (NaCl). Natrij je neophodan za odrZzavanje homeostaze organizma utjecajem

na osmotski tlak, raspodjelu tjelesnih tekucina, odrzavanje normalne pH vrijednosti 1 ve¢inu
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metabolickih procesa. Prema prikupljenim podatcima Nacionalne ankete o hrani u Velikoj
Britaniji u 2000. godini, proizvodi od zitarica (ukljuCujuéi kruh, druge pekarske proizvode i
zitarice za dorucak) €inile su najveci udio (38 %) unosa natrija u domacinstvu. Drugi najveci izvor
(21 %) bili su mesni proizvodi (ukljuéujuci preradeno meso poput Sunke, slanine itd.) (8). Podatci
u Hrvatskoj pokazuju da najvecu koli¢inu kuhinjske soli nasa populacija dnevno unosi putem
pekarskih proizvoda, budu¢i da oni sadrze velik udio kuhinjske soli, a $to je joS vaznije, to su i
namirnice koje konzumiramo u najvecoj koli¢ini (9). Kuhinjska sol, natrijev klorid (NaCl),
povijesno je bila korisna takoder kao metoda konzerviranja hrane. Medutim, po¢etkom

20. stoljeca te izumom hladnjaka, u mnogim zemljamatakva je potreba bila smanjena. Medutim, i
dalje u mnogim slucajevima ljudi konzumiraju mnogo vise soli od trenutne preporuke Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO) o potros$nji natrija za odrasle, §to je 2 g natrija/dnevno
(ekvivalent je 5 g soli/dan) (10). Prosjecan dnevni unos kuhinjske soli u Hrvatskoj za Zene iznosi
10,2 g po danu, a za muskarce 13,3 g te je viSe nego dvostruko veci od preporucene koli¢ine (9).
U europskim i sjevernoameri¢kim zemljama velik udio unesenog natrija (¢ak 75 % u SAD-u i
Velikoj Britaniji) dodaje se (kao natrijev klorid) u proizvodnji hrane i hrane koja se jede izvan
kuce. Drugacija je slika u pogledu prehrambenih izvora natrija u nekim zemljama u razvoju, gdje
natrij u prehrani dolazi uglavnom od soli koja se dodaje tijekom kuhanja ili se nalazi u umacima
(npr. sojin umak u Kini). Te su zemlje usred epidemioloSke tranzicije s povecanom stopom
kroni¢nih bolesti, ukljucujuéi hipertenziju i kardiovaskularne bolesti (11).

Ucinak je unosa natrija na zdravlje populacije kontroverzan. U usporedbi s preporuc¢enim
unosom natrija, oni koji su konzumirali viSe ili manje natrija imali su povecan rizik za
sveukupnu smrtnost 1 bolesti kardiovaskularnog sustava. Osim toga, nije pronadena razlika u
ishodima izmedu skupina koje su unosile visoke, odnosno niske koli¢ine natrija. Povecana
konzumacija natrija povezana je s poviSenim krvnim tlakom, dok se ¢ini da manja
konzumacija natrija smanjuje krvni tlak kod odraslih (12, 13). Unato¢ svojoj povijesnoj
vrijednosti 1 fizioloskoj vaZnosti, velika konzumacija soli prepoznata je kao Stetna za zdravlje.
Istrazivanja su pokazala da dijeta s visokim udjelom soli (VS) ne uzrokuje samo teske
vaskularne komplikacije promicuéi hipertenziju, ve¢ moZe uzrokovati razne imunoloske

bolesti reguliranjem imunoloS§kog sustava i poja¢avanjem upalnog odgovora (13, 14).

Izraziti porast pojavnosti autoimunih i upalnih bolesti upucuje na to da okoli$ni
¢imbenici, poput zapadnjacke prehrane bogate natrijem i masno¢om, mogu igrati ulogu. Uz to
je sada prepoznato da imunoloski sustav igra aktivnu ulogu u razvoju i napredovanju

hipertenzije 1 unos soli ne samo da pokre¢e hemodinamicke promjene, vec¢ je povezani s
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promjenama imunoloskog odgovora. Brojne studije dosljedno pokazuju da prekomjerni unos
soli potice proizvodnju nekoliko citokina koji poticu upalu i1 oSteenje organa (15), kao i
destruktivne ucinke na indukciju teskih upalnih procesa i razvoj autoimunih poremecaja (16).
Imunoloske stanice mogu igrati vaznu ulogu u posredovanju Stetnih ucinaka visoke
koncentracije natrija. Otkriveno je da povecana koncentracija natrijeva klorida inducira
pomoc¢ne T (Th-17) stanice koje stvaraju proupalni interleukin 17 (IL-17) (17). U
eksperimentalnim modelima hipertenzije uzrokovane angiotenzinom II takoder je utvrdeno da
visok unos natrija povecava proizvodnju IL-17A signalnim putem ovisnim o SGK1. Postoji i
interakcija izmedu visoke koncentracije natrija s dendritickim stanicama. Dendriti¢ne stanice
aktivirane viskom natrija stvaraju povecani IL-1PB i poti¢u proizvodnju T-stanica IL-17A i
IFN-y (15).

Izvodenjem ovog istrazivanja na transgeni¢nim Tff37/C57BK/6N knockout misevima
usporedo s WT/C57BL/6N kontrolnim miSevima koji su roditeljski soj, imamo uvid u
mogucu interakciju TFF3 peptida, odnosno njegove odsutnosti, u razvoju upalnog odgovora
uzrokovanog prekomjernim unosom natrijeva klorida te jasniju sliku ove problematike.



2. HIPOTEZA

2. Hipoteza

Visok unos kuhinjske soli uzrokuje poremecéeni odgovor vaskularnog endotela na fizioloske
stimulanse u Tff3” migeva. Ovi miSevi imaju promijenjeni metabolizam lipida i zbog toga

moguce promijenjenu upalnu i endotelnu reakciju na visok unos kuhinjske soli.
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3. Cilj
Cilj je ovoga istrazivanja:
1. lzmjeriti biljege upale (IL-1a, IL-6, IL-10, IL-17A, MCP-1, MIP-10, MIP-1§,

TNF-a) pomoéu ProcartaPlex Multiplex Immunoassay sustava kod Tff37/C57BK/6N

knockout 1 WT(C57BL)/6N kontolnim misevima na niskoslanoj i visokoslanoj dijeti u

trajanju 7 dana.
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4. Materijali i metode

4.1. Ustroj studije
Ovo je istrazivanje eksperimentalna studija na pokusnim laboratorijskim zivotinjama.

4.2. Pokusne zivotinje
IstraZivanje je provedeno na zdravim muZjacima dvaju sojeva miSeva, Tff37/C57BK/6N
knockout misevi i WT (C57BL/6N) kontrolni misevi.

4.3. Prehrambeni protokol
Tijekom tjedan dana prehrambenog protokola pokusne zivotinje podijeljene su u dvije

skupine po osam do deset jedinki. Prva je skupina predstavljala miSeve na visokoslanoj dijeti,
hranjeni su hranom za miSeve koja je sadrzavala 4 % NaCl-a. Druga je skupina hranjena
standardnom hranom za glodavce s 0,4 % NaCl-a te je predstavljala miSeve na niskoslanoj

dijeti. MiSevi su vodu mogli piti ad libitum.

4.4, Metode
Nakon prehrambenog protokola miSevi su anestezirani ketamin-kloridom (100 mg/kg) i

midazolamom (5 mg/kg) te su potom Zrtvovani dekapitacijom. Prikupljena je mijeSana
arterijska i venska krv za analizu 8 upalnih citokina (IL-la, IL-6, 1L-10, IL-17A, MCP-1,

MIP-la, MIP-183, TNF-a) u uzorcima seruma uporabom ProcartaPlex Multiplex imunoanalize.

Uzorke seruma prije analize bilo je potrebno pripremiti po uputstvima za imunoanalizu
dobivenim u ProcartaPlex Kitu. Analiza poc€inje pripremanjem standarda razli¢itih razrjedenja
i koncentracija u svrhu izrade kalibracijske krivulje. Zatim se na Luminex plocicu (96-Well
Hand-Held Magnetic) dodaju magnetski bidovi, po 50 ul u svaku jazicu. Magnetski su bidovi
posebni za svaku analizu te su u ovom strazivanju koristeni bidovi za analizu osam upalnih
parametara (IL-1a, IL-6, IL-10, IL-17A, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, TNF-a). U idu¢em koraku
dodaju se standardi te po 25 pl seruma u predvidene jazice, nakon Cega slijedi inkubacija u
trajanju od 90 min., u mraku, pri sobnoj temperaturi i 500 rpm (revolutions per minute).
Slijedi ispiranje jaZica tri puta i dodavanje detekcijskog protutijela volumena 25 pl u svaku
jazicu, prikazano na slici 1. Ponavlja se inkubacija 90 min., u mraku, pri sobnoj temperaturi 1
500 rpm te ispiranje tri puta. Streptavidin-PE dodaje se u svaku jazicu u volumenu od 50 ul i
inkubira se 30 min., takoder u mraku, pri sobnoj temeraturi i 500 rpm. Streptavidin-PE Koristi
se u protokolima indirektnog bojenja jer se streptavidin veze na biotin s visokim afinitetom.
Plocica se ponovno ispire tri puta, u jazice se dodaje po 120 pl pufera za ocitavanje te se
mijeSa 5 min. na 500 rpm. Plocica je nakon ovog postupka spremna za ocitavanje na
Luminex™ 200 uredaju prikazanom na slici 2. Dobiveni podatci obradeni su ProcartaPlex

analiti¢im softverom.
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4.5. Eticko postupanje sa zivotinjama
Eksperimentalni postupci bili su u skladu s Europskim smjernicama za njegu i uporabu

laboratorijskih zivotinja (Direktiva 86/609) te su odobreni od Lokalnog etickog povjerenstva
(# 2158-61-07-18-138) 28. rujna 2018., Nacionalnog etickog odbora (EP 195/2019) i
Ministarstva poljoprivrede (# 525-10 / 0255-19-7) 12. travnja 2019. godine.

Slika 1. Prikaz dodavanja detekcijskog protutijela pipetom na Luminex plo€icu, (fotografirala

autorica rada)

200

Slika 2. Luminex=*" uredaj, (fotografirala autorica rada)

4.6. Statisticke metode

Za statistiCku analizu koriSten je Sigma Plot v.12 (Systat Software, Inc, Chicago, USA).
Numericki podatci opisani su aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom. Razlike
normalno raspodijeljenih numeri¢kih varijabli medu svim ispitivanim grupama (3
eksperimentalne grupe) nezavisnih skupina testirane su analizom varijance (ANOVA), a u
sluc¢aju odstupanja od normalne raspodjele Kruskal-Wallisovim testom. Razina statisticke

znacajnosti odredena je sa p < 0,05. Veli¢ina uzorka odredena je prema prijaSnjim studijama
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provedenima na Katedri za fiziologiju i imunologiju te u skladu s poStednim principima rada s

pokusnim laboratorijskim zivotinjama 3R.
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5. Rezultati

U ovom istrazivanju izmjerene su koncentracije osam citokina te je obrada podataka pokazala
da postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika u koncentraciji IL-6 izmedu Tff3”7" miSeva na niskoslanoj
dijeti u usporedbi s WT miSevima na niskoslanoj dijeti, pri ¢emu je koncentracija IL-6 bila
visa kod Tff37 miSeva (slika 3). Povedani unos soli nije zna¢ajno utjecao na produkciju
citokina niti u jednoj ispitivanoj skupini.
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Rezultati su prikazani kao aritmetiCka sredina i standardna devijacija
(analiza varijance ANOVA)
*p<0,05 WT_NS vs. TFF3_NS p=0.041

Slika 3. Razina IL-6 izmjerena u serumu WT i Tff3” miSeva nakon visokoslane (VS) i
niskoslane dijete (NS)

Koncentracije preostalih sedam citokina (IL-1a, IL-10, IL-17A, MCP-1, MIP-1a, MIP-1p,
TNF-0) nisu pokazale statisticki znacajnu razliku ni izmedu divljeg tipa i transgeni¢nih

miSeva ni izmedu skupina hranjenih visokoslanom, odnosno niskoslanom dijetom (slika 4).
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p=0,114

Slika 4. Razina IL-1a, IL-10, IL-17A, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, TNF-0 izmjerena u serumu
WT i Tff3” miseva nakon visokoslane (VS) i niskoslane dijete (NS)

10



6. RASPRAVA

6. Rasprava
Nedavna istrazivanja pokazuju da visokoslana prehrana dovodi do smanjenog i oSte¢enog

vaskularnog endotelnog odgovora na brojne fizioloske podrazaje u razliCitim
eksperimentalnim modelima, uklju¢ujuéi Tff3”" miSeve (7). Medutim, ¢ini se da izluéivanje
upalnih citokina analiziranih u ovoj studiji nije pod utjecajem prisutnosti TFF-a ili dijetalnog
rezima.

Visok unos soli pozitivno je povezan s rizikom od mnogih bolesti, posebice
kardiovaskularnih, te postaje globalni zdravstveni problem. Opce je prihvaceno da je u svim
kardiometabolickim bolestima, kao §to su hipertenzija i ateroskleroza, prisutna kroni¢na upala
niskog stupnja (18). Proupalni procesi vazni su patofizioloski mehanizmi koji su ukljuéeni u
razvoj 1 napredovanje bolesti kardiovaskularnog sustava. Upala doprinosi rupturi plakova, §to
je osnova ishemijskih dogadaja u koronarnoj i cerebralnoj cirkulaciji (19).

Dobro je poznato da visokoslana dijeta inducira proupalnu kaskadu koja dovodi do kroni¢nih
upalnih bolesti poput hipertenzije, infarkta miokarda, neuroloskog prolaznog ishemijskog
napada i raka. Primjer su T regulatorne stanice koje Iuce protuupalni citokin IL-10. Medutim,
visoke koncentracije soli djeluju inhibitorno na njihovu supresivnu funkciju te uz to
povecavaju proupalne faktore poput IFNG, TBX21 i CXCR3 (20). IstraZivanje izvedeno na
zenkama Sprague—Dawley Stakora koje su hranjene visokoslanom i masnom hranompokazalo
je znacajno povecanu sekreciju 1 ekspresiju IL-1B. Ekspresija gena TNFa znacajno je bila
poviSena u skupini na visokoslanoj dijeti, kao 1 u skupini koja je hranjena hranom s visokim
udjelom masti. Zanimljivo, ovo povecanje proinflamatornih citokina povezano je s pojacanom
ekspresijom CD68, markera infiltracije makrofaga, u objema skupinama (21). Povezanost
utjecaja soli na upalu pokazana je i na in vitro modelu, u kojemu je diferencijacija naivnih T
stanica prema Th-17 stanicama povecana u uvjetima visoke soli. U skladu s time, visoko slani
medij posebice inducira diferencijaciju u patogeni fenotip Th-17 stanica manifestiran
poboljsanom proizvodnjom TNF-a 1 GM-CSF te pojacanom ekspresijom CCR6 1 receptora za
IL-23 (22).

U ovoj studiji promatrani su upalni parametri, odnosno citokini, i njihovo izlu¢ivanje u
odgovoru na VS i NS dijetu. Citokini su polipeptidni posrednici koje uglavnom sintetiziraju
stanice imunoloskog sustava i sudjeluju u stvaranju, koordinaciji te prestanku imunoloskog ili
upalnog odgovora. Oni imaju zajednicki op¢i nacin na koji utjeu na stanice, to jest vezanjem
na i aktiviranjem specifi¢nih receptora stani¢ne povrsine visokim afinitetom (23).

Interleukin 6 (IL-6), je topljivi posrednik s plejotropnim ucinkom u upali, imunoloskom

odgovoru i hematopoezi. Pored imunoloski posredovanih stanica, mezenhimskih stanica,
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endotelnih stanica i fibroblasta, u proizvodnju IL-6 uklju¢ene su mnoge druge stanice kao
odgovor na razne podrazaje (24). Interleukin 6 nastaje na mjestu upale i igra klju¢nu ulogu u
odgovoru akutne faze koju karakteriziraju razne klinicke i1 bioloSke znacajke poput
proizvodnje proteina akutne faze te u kombinaciji s njegovim topljivim receptorom slL-6Ra,
odreduje prijelaz iz akutne u kroni¢nu upalu promjenom prirode infiltrata leukocita (od
polimorfonuklearnih neutrofila do monocita / makrofaga) (25). Studija na Stakorima
osjetljivima na sol (Dahl salt sensitive rats) pokazala je da dijeta s velikom koli¢inom soli
inducira porast IL-6 u bubregu (26). Za razliku od ovih podataka, rezultat ove studije pokazao
je povisenu razinu IL-6 pri niskoslanoj dijeti kod Tff3” knockout miseva, za razliku od WT
miSeva. Medutim, eksperimentalnim istrazivanjem dokazano je da TFF3 izoliran iz ljudskog
maj¢inog mlijeka snizava IL-6 i IL-8 u epitelnim stanicama HT-29 tretiranih LPS-om
(lipopolisaharidom) (27). Ovaj podatak indirektno ukazuje da bi nedostatak TFF3 peptida
uzrokovao povecéanje IL-6, §to se upravo i pokazalo ovom studijom. Medutim, istrazivanje na
stani¢nim kulturama pokazalo je da IL-1f i1 IL-6 inhibiraju izrazaj endogenih TFF gena (28).
Poveéanje IL-6 kod Tff3” miSeva sugeriralo bi medusobnu regulaciju izmedu TFF peptida i
interleukina, odnosno povecanim upalnim odgovorom u odsutnosti TFF-a. Vise vrijednosti
interleukina 6 kod Tff3” miseva na niskoslanoj dijeti upuéivale bi na veéu proupalnu
stimulaciju u jetri i ve¢u proizvodnju proteina akutne faze upale. U nedavnom istrazivanju
usporedbe WT i Tff3” miseva, Tff3” misevi na niskoslanoj dijeti imali su poveéanu
transkripciju od priblizno 200 % SOD1 gena koji kodira Cu-Zn superoksid-dismutazu (p =
0,042). Medutim, jetra ovih miSeva pokazala je znacajno snizene gene povezane s ER stresom
(BIP, CHOP). Uz to, imaju 50 % smanjenu aktivaciju P-elF2a u jetri. (7). Zanimljivo je da
IL-6, koji je proupalni citokin, povecava izrazaj druge izoforme SOD, MnSOD u jetri Stakora,

Sto upucuje na povezanost antioksidativnog i proupalnog puta (29).

Interleukin 6, aktivacijom pretvaraca signala i aktivatora transkripcije 3 (STAT3) i TFF3
peptida, uklju€en je u promicanje proliferacije i migracije bilijarnih epitelnih stanica miSa
(BES). Inducirana ekspresija TFF3 interleukinom 6 u BES ljudi i IL6/STAT3/TFF3
signalizacija uklju¢ene su u migraciju bilijarnih epitelnih stanica kod ljudi i zacjeljivanje rana
(30).

TNF-o ima nekoliko terapijskih uloga u organizmu, koji ukljucuju imunostimulaciju,
otpornost na uzro¢nike infekcije, otpornost na tumore, regulaciju spavanja i embrionalni

razvoj (31).
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Korelacija izmedu TNF-a i TFF3 pokazana je u studijama upalnih bolesti crijeva. Utvrdeno je
da TNF-a inducira snizavanje TFF3 transkripcije pomo¢u NF«xB (32). Takoder, dokazan je
zastitni u¢inak TFF3 protiv kolitisa popracen smanjenjem ekspresije TNF-a u endotelu kolona
(33). Eksperimentalni kolitis izazvan kod miSeva trinitrobenzen-sulfonskom kiselinom ili
dekstran sulfatom pogorSava se prekomjernim unosom soli. Aktivirane mononuklearne
stanice u crijevnoj lamini proprii povecavaju proizvodnju IL-17A, IL-23R, TNF-a kada su
izloZzene velikoj koncentraciji soli (34). U ovoj studiji razina TNF-a ne razlikuje se izmedu

WT i Tff3”knockout soja misa, kao ni medu VS i NS skupinama Zivotinja.

Interleukin 1o (IL-1a) koji se sintetizira i otpuSta iz makrofaga kao odgovor na razne
podrazaje igra klju¢nu ulogu u gotovo svim upalnim stanjima (35). Proizvodi se i u
endotelnim stanicama. IL-lo. sintetizira se i akumulira kao unutarstani¢éni molekularni
prekursor s molekularnom masom od 31 kDa (IL-11-271), koji se kasnije moZe obraditi u 18
kDa karboksi-terminalni fragment (36). Interleukin 1 (IL-1) ne proizvodi se po stanicama
zdravih pojedinaca, s izuzetkom koznih keratinocita, nekih epitelnih stanica i odredenih
stanica srediSnjeg ziv€anog sustava. Medutim, u odgovor na podrazaje poput onih koje
proizvode upalni agensi, infekcije ili mikrobni endotoksini, drasticno se povecava
proizvodnja IL-1 u makrofazima i raznim drugim tipovima stanica (37). U ovoj studiji nije

dokazana korelacija izmedu promjene u koncentraciji IL-1a, VS dijete i nedostatka TFF3.

Interleukin 10 (IL-10) snazan je citokin s protuupalnim svojstvima koji ima sredis$nju ulogu u
ograni¢avanju imunoloskog odgovora domacina na patogene, ¢ime se sprjecava osteCenje
domacina i omogucava odrzavanje normalne homeostaze tkiva. Disregulacija IL-10 povezana
je s pojacanom imunopatologijom kao reakcijom na infekciju, kao i s povec¢anim rizikom za
razvoj mnogih autoimunih bolesti. Manjak ili aberantna ekspresija IL-10 moZe pojacati upalni
odgovor na mikrobe, ali takoder dovesti do razvoja upalne bolesti crijeva i niza autoimunih
bolesti. Tako oslabljena IL-10 ekspresija ili signalizacija moze pojacati upalni odgovor, §to
rezultira pogorSanom imunopatologijom i1 oSteenjem tkiva (38). Pri ex vivo izlaganju
peritonealnih stanica visokoj koncentraciji NaCl znacajno je bila smanjena proizvodnja IL-6,
dok su razine TNF-a i IL-10 znacajno povecane (39). Statisticki znaCajna razlika nije
utvrdena izmedu VS i NS grupe miSeva u ovoj studiji, za Sto je moguci razlog mali broj

eksperimentalnih modela.

Dalje promatrani citokini su IL-17A, MIP-1a, MIP-13 T MCP-1. Interleukin 17A (IL-17A)

proizvodi se u Sirokom spektru leukocita i igra vaznu ulogu u obrani domacina. Takoder je
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ukljucen u patologiju nekoliko autoimunih bolesti, uglavnom putem regulacije ekspresije
kemokina i migracije leukocita na mjesto upale (40). Faracao i njegovi kolege otkrili su
povecan broj limfocita IL-17" u lamini proprii tankog crijeva i IL-17A u cirkulaciji kao
odgovor na VS dijetu (41). Dendriticke stanice aktivirane viSkom natrija pojacano proizvode

IL-1B i promoviraju proizvodnju T-stani¢nih citokina IL-17A i IFN-y (42).

Clanovi obitelji MIP-1 orkestriraju akutni i kroni¢ni upalni odgovor domacina na mjestima
ozljede ili infekcije uglavnom regrutiranjem proupalnih stanica. Klju¢ne su za kemotaksiju T-
stanica iz cirkulacije u upaljeno tkivo, a takoder igraju vaznu ulogu u regulaciji transendotelne
migracije monocita, dendritickih stanica i NK stanica (43). Makrofagni upalni protein-1 alfa
(MIP-1a)) kemokin je koji in vitro ima protuupalno djelovanje i inhibitornu aktivnost mati¢nih
stanica (44). Monocitni kemoatraktantni protein-1 (MCP-1/CCL2) ¢lan je porodice C-C
kemokina i moc¢an kemotaktic¢ki faktor za monocite. Nekoliko studija povezalo je MCP-1 s
kardiovaskularnim bolestima. Koristenjem miseva koji su MCP-1 knockout za ispitivanje
ateroskleroze, pokazano je da u nedostatku MCP-1 ili njegova receptora dolazi do znatnog

smanjenja u talozenju arterijskog lipida (45).

Gore navedeni i ukratko opisani upalni parametri generalno su povezani s kroni¢nim upalnim
stanjima koja mogu nastati konzumacijom velikih koli¢ina soli. Neki od proucavanih
parametara (IL-6, TNF-a) dokazano su u vezi s regulacijom pomocu TFF3 peptida. Medutim,
u ovoj studiji nije pronadena poveznica, odnosno znacajna promjena koja bi ukazivala na

utjecaj visokoslane dijete na razvoj upalnog odgovora kod Tff3”" miseva.

U ovoj studiji ostali citokini nisu bili znadajno promijenjeni kod Tff37" miseva niti su se
promijenili pod utjecajem slane dijete. Moguc¢i razlog za to je prehrambeni reZim u trajanju od
samo jednog tjedna, gdje bi dulji dijetalni protokol moguée pokazao drugacije rezultate.
Takoder, jo§ jedan od potencijalnih razloga je i1 koriStenje nativnih seruma. Medutim, viSe
vrijednosti interleukina 6 kod Tff3” miSeva na niskoslanoj dijeti upuéivale bi na veéu

proupalnu stimulaciju u jetri i vecu proizvodnju proteina akutne faze upale.
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7. Zaklju¢ak

Na temelju provedenog eksperimentalnog istrazivanja i analize dobivenih podataka mogu se

izvesti sljede¢i zakljucci:

1. Visoko slana dijeta nije utjecala na promijenjenu proizvodnju upalnih markera
mjerenim u serumu Tff37/C57BK/6N knockout mieva i WT (C57BL/6N) kontrolnih
miSeva.

2. Rezultati ovog istrazivanja na Tff37/C57BK/6N misevima pokazuju da ne postoji
povezanost izmedu uloge TFF3 proteina u upalnom odgovoru uzrokovanom
prehranom s visokom koncentracijom kuhinjske soli.

3. Poveéanje koncentracije IL-6 kod Tff37/C57BK/6N miSeva na niskoslanoj dijeti
upucivalo bi na njihov veci kapacitet ili osjetljivost na proupalne stimuluse i moguci

veci kapacitet proizvodnje proteina akutne faze upale.
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8. Sazetak
Cilj istrazivanja: Cilj je studije ispitati u¢inak visokog unosa soli na razinu markera upale i

utvrditi postoji li razlika izmedu divljeg tipa i Tff3”" knockout miseva.

Nacrt studije: eksperimentalna studija na pokusnim Zivotinjama

Pokusne Zivotinje i metode: Tff3”~ knockout misevi i WT kontrolni misevi (N = 6-8 po
grupi) odrzavani su na sedmodnevnoj standardnoj prehrani glodavaca (0,4 % NaCl; niska sol;
NS grupa) ili visokoslanoj (VS) prehrani (4 % NaCl). Krv je prikupljena za analizu 8 upalnih
citokina (IL-la, IL-6, IL-10, IL-17A, MCP-1, MIP-la, MIP-l, TNF-0) u uzorcima seruma
uporabom ProcartaPlex Multiplex Immunoassaya.

Rezultati: Serumska koncentracija IL-6 bila je veéa kod Tff3” miSeva na NS dijeti u
usporedbi s WT na NS dijeti. Nisu pronadene znadajne razlike u drugim skupinama ili

analitima. Nije bilo znacajnih efekata visokoslane prehrane ni u jednom soju miseva.

Zakljucak: Visokoslana dijeta nije utjecala na proizvodnju upalnih markera u serumu. lako
se zna da TFF peptidi imaju razlicite funkcije, rezultati ovog istraZzivanja na miSevima koji su
knockout za Tff3” pokazuju da ne postoji povezanost izmedu njihove uloge u upalnom
odgovoru uzrokovanom prehranom s velikom soli.

Key words: Tff3”"; visokoslana dijeta; upala
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9. Summary
Objective: The aim of this study was to determine the effect of high salt intake on the level of

inflammation markers and to determine whether there is a difference between the wild type
and the Tff3”- knockout mice.

Study Design: experimental study on animals

Participants and methods: Tff3” knockout mice and WT control mice (N=6-8 per group)
were maintained on 7 day standard rodent chow (0.4 % NaCl; low salt; LS group) or high salt
(HS) diet (4 % NaCl). Blood was collected for the analysis of 8 inflammatory cytokines (IL-
la, IL-6, IL-10, IL-17A, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, TNF-a) in serum samples of using
ProcartaPlex Multiplex Immunoassay.

Results:

Results: Serum concentration of IL-6 was higher in Tff3”- mice on LS diet compared to WT
on LS diet. No significant difference was found in other groups or analytes. There were no

significant effects on HS diet in either strain of mice.

Conclusion: HS diet has not affected the production of inflammatory markers in serum.
Although TFF peptides are known to have various functions, the results of this study on Tff3
knockout mice indicates that there is no connection between their role in inflammatory

response caused by high salt diet.

Key words: Tff3” high salt diet; inflammation
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