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1. UVOD

Povecani unos soli prehranom povezan je s razvojem kardiovaskularnih bolesti, osobito
arterijske hipertenzije (AH) (1), koje su vodec¢i uzrok smrtnosti i glavni uzrok morbiditeta u
svijetu, s 3,9 milijuna smrtnih slu¢ajeva u Europi i1 preko 1,8 milijuna smrtnih slucajeva u
Europskoj uniji (2). Studija PURE procjenjuje da je u 2010. godini globalni unos natrija iznosio
3.950 mg dnevno ($to je ekvivalent 9,88 g NaCl), §to je znatno visSe od preporucenih koli¢ina
od 2.300 mg (ekvivalent 5,75 g NaCl) ili manje dnevno u svim objavljenim smjernicama (3) a
istovremeno procjene pokazuju da 31,1 % odraslih osoba (1,39 milijardi) u svijetu ima AH (4).
Podaci za Hrvatsku iz 2010. navode da prosjecan unos soli za odrasle iznosi 13,3 + 4,3 g
dnevno (223,6 + 74,0 mmol Na na 24 h urina) za muskarce i 10,2 + 4,2 g dnevno (177,3 + 69,1

mmol Na na 24 h urina) za Zene (5).

Kako je dokazano da smanjenje unosa soli hranom moze znaajno smanjiti vrijednosti
arterijskog tlaka (6,7) i kardiovaskularne (KV) incidente, a time i troSkove zdravstva, smanjenje
unosa soli hranom postao je javnozdravstveni cilj. Mnoge drzave svijeta pokrenule su na
nacionalnoj razini inicijative za smanjenje kuhinjske soli u prehrani, te su najbolje rezultate
pokazale Finska, Japan, Portugal i Velika Britanija. Program koji je pokrenut u Velikoj Britaniji
prije desetak godina (engl. Consensus Action on Salt and Health - CASH) uzor je svima i
postupno je do 2005. godine prerastao u svjetski pokret (engl. World Action on Salt and Health
- WASH). U SAD-u je predstavljena DASH (engl. Dietary Approaches to Stop Hypertension)
dijeta koja podrazumijeva prehranu bogatu vo¢em, povréem i mlije¢nom hranom s niskim
udjelom masti te sa smanjenom koli¢inom zasi¢enih 1 ukupnih masti i ukupnim unosom oko 3
g soli dnevno, nakon §to je dokazano da moze prevenirati nastanak hipertenzije te znatno sniziti
poviSeni krvni tlak (8). U Hrvatskoj je 2006. godine, na kongresu Hrvatskog drusStva za
hipertenziju, prihvacena Deklaracija o vaznosti zapo€injanja nacionalne kampanje za smanjenje
konzumacije kuhinjske soli, a 2007. godine na kongresu Hrvatskog drustva za aterosklerozu
predstavljena je Nacionalna kampanja za smanjenje prekomjernog unosa kuhinjske soli putem
prehrane (engl. Croatian Action on Salt and Health - CRASH) ¢ime se Hrvatska pridruzila
skupini naprednih zemalja koje su prihvatile ciljeve zadane od strane Svjetske zdravstvene
organizacije i Ujedinjenih naroda o smanjivanju unosa kuhinjske soli za 30% do 2025. godine.
Za sada imamo samo preliminarne podatke o dnevnom unosu soli u Hrvatskoj iz 2019. godine,
o kojima je izvijestio prof. Jelakovi¢ na 41. Hypertension Highligts kongresu 2020. godine, a
koji pokazuju da je prosjecni dnevni unos soli smanjen za 1,6 g soli dnevno u posljednjih 12
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godina (1,9 g soli dnevno u muskaraca i 1,0 g soli dnevno u Zena) te takoder ukazuju da postoji
1 dalje potreba za nastavkom napora da se unos soli u Hrvatskoj smanji na vrijednosti blize

onima koje preporucuje WHO (5g soli/dan).

Unatoc velikoj prevalenciji i desetljecima istrazivanja, etiologija vecine slucajeva hipertenzije
jos uvijek je nedefinirana. Povezanost unosa soli 1 KV bolesti (posebno AH) podrazumijeva
medudjelovanje nekoliko ¢imbenika koji ukljucuju dob, spol, aktivnost renin-angiotenzinskog
sustava (RAS), aktivnost simpatickog ziv€anog sustava, endotelnu funkciju i oksidativnu
ravnotezu (9). Takoder, poznato je da imunoloSki sustav ima aktivnhu ulogu u nastanku i

progresiji AH, te da je unos soli direktno povezan s promjenama imunoloskog odgovora (10).

Ranije se smatralo da je osjetljivost krvnog tlaka na sol posljedica odgodenog izlu¢ivanja soli
uslijed oStecenja bubrega. A nedavne studije dodale su neke nove spoznaje o patofizioloskim
mehanizmima hipertenzije osjetljive na sol i dovele u pitanje klasi¢an prikaz osjetljivosti na
sol. U posljednjim godinama postalo je jasno da velik unos kuhinjske soli utje¢e na vaskularnu
1 endotelnu funkciju ¢ak i kada nema promjena arterijskog tlaka (11). Weinberger je jedan od
pionira otkri¢a Stetnog ucinka velikog unosa soli na Covjeka, ¢ak u izostanku promjena
arterijskog tlaka. Tijekom 28 godina je pratio odgovor krvnog tlaka oko 700 ispitanika na
povecanje i depleciju soli i volumena i ukazao da je osjetljivost na sol (engl. salt sensitivity -
SS), ¢ak 1 medu inicijalno normotenzivnim ispitanicima, povezana s povecanim rizikom od
smrti (12). Istrazivanje u Japanu na ispitanicima s esencijalnom hipertenzijom je ukazalo da je
osjetljivost na sol neovisan kardiovaskularni ¢cimbenik rizika (13). Kada govorimo o SS vazno
je re¢i da nazalost, nema univerzalne definicije osjetljivosti na sol i metoda za procjenu
osjetljivosti na sol varira od studije do studije. U vecini studija osjetljivost na sol definirana je
kao akutna promjena srednjeg arterijskog krvnog tlaka (engl. mean arterial blood presssure,
MAP) koja odgovara smanjenju ili povecanju unosa natrija. Uglavnom je osjetljivost na sol
proizvoljno definirana kao poveéanje krvnog tlaka za 10 % ili viSe tijekom dijete s velikim
udjelom soli u odnosu na vrijednosti krvnog tlaka tijekom dijete s malo soli (14). GenSalt
istrazivacka skupina je pak ukazala da Zenski spol, starija dob i veca pocCetna razina arterijskog

tlaka povecavaju reakcije arterijskog tlaka (op. a., dakle, osjetljivost na sol) na natrij u prehrani

(15).

Mehanizam utjecaja velikog unosa soli na oStecenje ciljnih organa neovisno o arterijskom tlaku

jos je nejasan. Stoga, da bi se razumjela patofizioloska veza opterecenja solju 1 hipertenzije (i



drugih KV bolesti) nuzno je istraziti rane ucinke opterecenja solju na gore spomenute
¢imbenike: aktivnost renin-angotenzin sustava (RAS) i1 simpatickog Zziv€anog sustava,

endotelnu funkciju, oksidativnu ravnotezu 1 imunoloski odgovor u zdravih ispitanika.

Obzirom da je utjecaj soli na imunoloski sustav relativno novo podrucje istrazivanja koje je u
ekspanziji, u uvodu disertacije ¢e saznanja iz tog podrucja biti opSirnije opisana u odnosu na
ranija saznanja o ucinku soli na homeostazu i regulaciju krvnog tlaka. Iako su u nastavku po
sekcijama opisani pojedini mehanizmi koji su potaknuti optere¢enjem solju, vazno je
napomenuti da je njihov meduodnos medusobno neodjeljiv te da se oni neminovno ispreplicu

u toj kompleksnoj kaskadi uc¢inaka soli na organizam.

1.1. Utjecaj velikog unosa soli na renin-angiotenzinski sustav

RAS ima sredi$nju ulogu u kontroli ravnoteze soli i vode u tijelu i regulaciji arterijskog krvnog
tlaka. Dok baroreceptorski refleks kratkorono reagira na sniZeni arterijski tlak, RAS je
odgovoran za dugotrajnije promjene. Aktivnost RAS-a kontrolira renin, koja se oslobada iz
bubreznih jukstaglomerularnih stanica u cirkulaciju. Otpustanje renina regulirano je slozenim
medusobnim djelovanjem nekoliko lokalno djeluju¢ih hormona ili mehanizama te duljim
povratnim petljama od kojih jedna ukljuuje unos soli. Akutna optere¢enja NaCl-om ili
dugotrajniji unos soli potiskuju aktivnost renina u plazmi (suprimira RAS), dok ga smanjenje

unosa NaCl stimulira.

Sve ve¢i broj dokaza ukazuje na to da kroni¢no potisnuti RAS pa tako i niske razine
angiotenzina II (ANG II) u Stakora hranjenih HS prehranom imaju Stetne uc¢inke koji su gotovo
identi¢ni onima koji se javljaju uslijed patoloski povisenih razina ANG II (16—18). To ukljucuje
oslabljenu vaskularnu relaksaciju u razli¢itim vaskularnim bazenima kao odgovor na brojne
endotel ovisne i neovisne vazodilatacijske podrazaje, smanjenu bioraspolozivost NO-a,
poviSenu razinu oksidativnog stresa i smanjeni vaskularni antioksidativni kapacitet(16,19).
Vaznost fizioloSkih razina ANG II za odrZzavanje normalne vaskularne funkcije potvrdena je
brojnim studijama koje pokazuju da se vaskularna relaksacija kao odgovor na razliCite
vazodilatacijske podrazaje nakon HS prehrane obnavlja kontinuiranim intravenskim infuzijama
supresorske doze ANG II (20,21). U ranijem istrazivanju nase istrazivacke skupine, otkrili smo

znacajnu korelaciju izmedu oslabljene acetilkolinom inducirane dilatacije (AChID) i potisnutog



plazmatskog renina (PRA) i razine aldosterona u serumu nakon HS prehrane u mladih zdravih
osoba (22), bez porasta arterijskog tlaka. U istom istrazivanju HS prehrana nije dovela do
oStecenja endotel neovisne dilatacije. Moguce da supresija RAS-a kao rezultat ishrane s HS ima
vaznu ulogu u smanjenju AChID-a izravno i/ili putem povecane razine oksidativnog stresa zbog

poremecene antioksidacijske obrane (ili nekog drugog mehanizma).

1.2. Utjecaj velikog unosa soli na simpaticki Zivéani sustav

Iako je bitna uloga bubrega utvrdena u patofizioloSkoj ulozi ANG II u hipertenziji (23), RAS
moze pokrenuti i odrZati stanje simpaticke prekomjerne aktivnosti svojim djelovanjem na
sredi$nje neurone u subfornikalnom podruc¢ju prednjeg mozga (24-26). Isto tako, aktivnost
simpatikusa predstavlja znacajan regulator aktivacije RAS-a, stoga je postalo evidentno da je,
kako bi se razjasnio patogeni odnos izmedu HS prehrane i oSteene vaskularne funkcije,
potrebno istraziti uc¢inak optere¢enja soli na glavne regulacijske sustave, ukljucuju¢i RAS i

aktivnost autonomnog ziv€anog sustava u zdravih osoba.

Bari¢ 1 suradnici su ve¢ ranije utvrdili da je u normotenzivnih osoba neosjetljivih na sol
mikrovaskularna reaktivnost kao odgovor na vaskularnu okluziju nakon sedmodnevne HS
dijete snazno predvidena i1 antioksidativnim kapacitetom i razinom aktivnosti RAS, a ne samo
antioksidativnim kapacitetom (27). Ti rezultati potencirali su klju¢nu ulogu normalne funkcije
RAS-a u odrzavanju vaskularne homeostaze i ukazali su da bi promjena u RAS-u tijekom
prehrane s perturbacijom soli mogla biti uklju¢ena u popratne promjene u funkciji endotela

7).

U fizioloSkim uvjetima, unos soli je u reciprocnom odnosu s aktivacijom RAS-a, koji je takoder
moduliran istodobnim promjenama aktivnosti simpatikusa zbog unosa soli (28,29). U zdravih
ljudi veliki unos soli potiskuje norepinefrin i epinefrin u plazmi i urinu. Zanimljivo je da su
rezultati studije joS iz 1982. godine, prikazali smanjenje razine norepinefrina i epinefrina u
plazmi i urinu u normotenzivnih osoba na HS dijeti, ali supresija aktivnosti simpatikusa unosom
soli nije opaZena u bolesnika s hipertenzijom osjetljivih na sol (30). Moguc¢i mehanizmi koji
posreduju interakciju izmedu unosa soli 1 aktivnosti simpatikusa su kompleksni, a upu¢uju na
to (a) da veliki unos soli u prehrani moze potaknuti refleksno smanjenje aktivnosti simpatikusa

aktivacijom kardiopulmonalnih receptora kao odgovor na povecanje volumena plazme; (b)



akutno povecanje koncentracije i osmolalnosti natrija u plazmi i cerebrospinalnoj tekuc¢ini moze
potaknuti povecanje aktivnosti simpatikusa (31,32); (c) bubrezna simpaticka aktivnost djeluje
kao moderator u odgovoru RAS-a na promjene pri optereCenju soli (aktivacija Bl
adrenoreceptora smjestenih u jukstaglomerularne stanice koje proizvode renin stimulira
oslobadanje renina) (33,34), ali 1 (d) da lokalni RAS mozga ima sposobnost modulacije
aktivnosti simpatikog Zivéanog sustava (SZS, simpatikus) (35). Sveukupno ovi rezultati
podupiru hipotezu o potencijalno promijenjenoj povratnoj petlji izmedu supresije RAS-a zbog
opterecenja solju i promijenjene aktivnosti SZS-a, §to posljediéno moze utjecati na vaskularnu

funkciju, glavni efektor u odrzavanju ukupnog perifernog otpora i krvnog tlaka.

Stupin 1 suradnici su testirali u¢inak 7-dnevne HS dijete na aktivnost autonomnog zivéanog
sustava (AZS) u mladih zdravih osoba odredujuéi izlu¢ivanje kateholamina u 24-satnom urinu
1 5-minutnu varijabilnost otkucaja srca (HRV), te su ispitivali da li modulacija aktivnosti
simpatikusa (koriste¢i test mentalnog stresa) nakon 7-dnevne HS dijete utjeCe na
mikrovaskularno oStecenje funkcije endotela uzrokovano HS prehranom u inace zdravih
normotenzivnih osoba (36). Rezultati su pokazali da je 7-dnevna HS dijeta znacajno smanjila
24-satno izlucivanje kateholamina urinom i smanjila tzv. niskofrekventni (LF, engl. low-
frequency) spektar snage 5-minutne HRV (parasimpaticka i1 simpaticka aktivacija) Sto ukazuje
da kratkotrajno HS optere¢enje dovodi do potisnute aktivnosti SZS-a, zajedno s o§teéenjem
mikrovaskularne reaktivnosti. Takoder, rezultati iste studije pokazali su da test mentalnog stresa
i pri LS i HS prehrani nije doveo do znacajnih promjena u odgovorima ovisnim o
mikrovaskularnom endotelu (nepromijenjeni AChID 1 nepromijenjena komponenta endotelne
aktivnosti u spektralnoj analizi PORH signala), §to ukazuje da supresija simpatikusa tijekom
HS opterecenja predstavlja fizioloski odgovor povezan sa supresijom RAS zbog HS unosa (36).
Sveukupno, ova studija je ukazala da supresija simpatikusa tijekom HS optere¢enja predstavlja
fizioloSki kompenzacijski kardiovaskularni odgovor, a ne izravni patofizioloski mehanizam
kojim kratkorocna HS dijeta utjeCe na mikrovaskularnu funkciju u mladih normotenzivnih
osoba (36). Uzimajuci ovo u obzir, moguce je da bi promjena sa supresije simpatikusa (koja
predstavlja normalan kompenzacijski odgovor) na aktivaciju simpatikusa (koja predstavlja
abnormalni odgovor) u uvjetima HS opterecenja mogla predstavljati tocku prekretnice koja
razlikuje kardiovaskularni odgovor kod neosjetljivih na sol u odnosu na osjetljive na sol u
prehrani. Na tragu ove pretpostavke su i rezultati Miyajime i1 suradnika koji su istrazivali

simpaticki odgovor na visak soli u 54 normotenzivne mlade odrasle osobe sa i bez obiteljske



povijesti hipertenzije. Ispitali su simpati¢ku aktivnost u misi¢ima, koncentraciju kateholamina
u plazmi i izlu€ivanje u urinu te ambulantni krvni tlak tijekom niskog unosa soli (4 g NaCl) i
visokog (16 g NaCl) unosa soli. Simpaticka aktivnost miSi¢a, koncentracija u plazmi i1
izlu¢ivanje norepinefrina u urinu kod ispitanika neosjetljivih na sol znacajno su bili smanjeni
kod poviSenog unosa soli, dok je koncentracija epinefrina u plazmi bila nepromijenjena, a
izlu€ivanje epinefrina u urinu je smanjeno. Nasuprot tome, izlu¢ivanje epinefrina urinom u
ispitanika osjetljivih na sol znacajno je bilo poviSeno tijekom visokog unosa soli, dok je
aktivnost simpatickog zivca u miSi¢ima 1 izluCivanje norepinefrina urinom ostalo
nepromijenjeno unato¢ znacajnom povecanju krvnog tlaka (ispitanici osjetljivi na sol) (37).
Dakle, inhibicija simpaticke aktivnosti tijekom visokog unosa soli nije se dogodila u mladih,

odraslih osoba osjetljivih na sol.

Za napomenuti je joS kako novija istrazivanja sve vise zadiru u neuroimunoloSku podlogu
razvoja hipertenzije i1 kardiovaskularnih bolesti opcenito. Abboud i1 suradnici su izradili
pregledni rad koji se bavi tom tematikom (ukljuuje animalne i humane studije te takoder
pregled radova na zdravim ali 1 ispitanicima s poznatim KV bolestima) i naglaSava izrazen
utjecaj disbalansa funkcije autonomnog Zzivéanog sustava na kardiovaskularni morbiditet i
mortalitet koji za posljedicu nema samo hemodinamske ucinke ve¢ 1 utjecaj na stani¢ne 1
strukturne patoloske procese kao Sto je proupalna aktivacija urodenog i1 adaptivnog

imunoloskog sustava (38), a u ¢ije mehanizme zadire i ova disertacija.

1.3. Utjecaj velikog unosa soli na endotelnu funkciju

Endotel je gradom jednostavan ali funkcionalno izuzetno dinamican organ koji oblaze
unutarnju stijenku citavog krvozilnog sustava (39,40). Endotelne stanice imaju sposobnost
prepoznavanja 1 prilagodbe razli¢itim humoralnim, mehanickim 1 hemodinamskim
podrazajima, a neke su od njihovih glavnih funkcija kontroliranje vaskularnog tonusa,
inhibiranje agregacije trombocita, upravljanje migracijom leukocita i proliferacijom glatkih
miSi¢nih stanica, te konacno, regulacija transporta kroz stijenku krvnih zila (41,42). Ipak,
endotel ima kriticnu ulogu u odrzavanju vaskularnog tonusa i promjene su vaskularnog protoka
u sloZenoj interakciji s endotelom. Vaznost upravo te funkcije endotela vidljiva je 1 iz ¢injenice
da se izraz "endotelna funkcija" najCesce koristi za opisivanje sposobnosti endotela da otpusta

vazoaktivne tvari i na taj nacin regulira protok u krvnim zilama. Endotel je mjesto sinteze
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vazodilatacijskih ali i vazokonstrikcijskih ¢imbenika. NajvaZzniji su vazodilatacijski ¢imbenici
porijeklom iz endotela dusikov oksid (NO), enzimima ciklooksigenazama (COX-1 i COX-2)
sintetiziran prostaciklin (PGI2) i tzv. ¢imbenici hiperpolarizacije koji potjecu iz endotela
(EDHF, engl. endothelial-derived hyperpolarizing factors) (43). Do danas je identificiran velik
broj vazodilatacijskih ¢imbenika koji su nekada bili obuhvaceni zajednickim nazivom EDHF,
a to su ion kalija (44), metaboliti citokroma P450 (CYP450) kao Sto je epoksiekosatrienoi¢na
kiselina (EETs) (45), zatim lipoksigenaza (46), vodikov peroksid (H2O2) (47), ciklicki
adenozin-monofosfat (CAMP) (48), natriuretski peptid tip C (49), itd. Kao §to je spomenuto, uz
brojne vazodilatacijske ¢imbenike, endotel je i mjesto sinteze vaznih vazokonstriktora (EDCF,
engl. endothelial-derived constricting factors), uklju¢ujuéi  endotelin-1  (ET-1),
ciklooksigenazama sintetizirani tromboksan (TXA?2) i prostaglandin F2 alfa (PGF2a), te 20-
hidroksieikosatetraenoi¢na kiselina (20-HETE) sintetizirana putem CYP450-hidroksilaze (43).
Navedeno ukazuje na kompleksnost sustava vazoaktivnih tvari koji potje€u iz samog endotela
Sto naglaSava njihovu neupitnu ulogu u odrzavanju fizioloske ravnoteze i normalne funkcije
krvnih Zila. Unato¢ danas sve boljem poznavanju endotela kao organa, ipak treba uzeti u obzir
da jos uvijek postoje brojna otvorena pitanja o njegovoj krajnjoj ulozi u odrzavanju zdravlja,

ali i razvoju bolesti krvozilnog sustava.

Endotelna je disfunkcija (ED) patolosko stanje karakterizirano neprikladnom aktivacijom
endotela (50). ED obuhvaca niz patofizioloSkih stanja, u rasponu od pocetne lokalizirane
mehanic¢ke ozljede endotela pa sve do neprimjerene, perzistentne i globalne endotelne
aktivacije vazne u razvoju razliCitih, ve¢ klini¢ki manifesnih bolesti. Fenotip je zdravog
endotela vazodilatacijski, antikoagulantni i protuupalni, dok je stanje ED karakterizirano

vazokonstrikcijskim, protromboti¢kim i proupalnim fenotipom (51) (slika 1.1.).



ENDOTELNA FUNKCIJA ENDOTELNA DISFUNKCIJA

Endotel-ovisna . o

vazodilatacija Vazokonstrikeija

Protuupalno djelovanje
(inhibicija adhezije i
migracije leukocita

Upala

Anti-hipertroficno djelovanje
(inhibicija proliferacije i
migracije GMS)

Proliferacija i
hipertrofija GMS

i sk,
irombotidho. i
itic] djelovanje
(inhibicija adhezije i
agregacije trombocita)

Hemostaza i tromboza

Slika 1.1. Temeljno nacelo vaskularne homeostaze.

Zdrav endotel iskazuje viSestruka svojstva koja se razvojem endotelne disfunkcije redom
pretvaraju u svoju negaciju, ali i istodobno regrediraju u slu¢aju poboljSanja endotelne funkcije.

GMS - glatke miSi¢ne stanice.

(Izvor: pribavljeno i preradeno iz : Cavka A. Doktorski rad: Utjecaj dijete s velikim udjelom
soli na mikrovaskularnu reaktivnost u populaciji zdravih mladih Zena. Repozitorij
Medicinskoga fakulteta SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. 2013. uz dozvolu

autorice.)

ED je prvi korak (i jo$ uvijek reverzibilni) u razvoju ateroskleroze i KV bolesti (52). Neki od
patofizioloskih ¢imbenika koji doprinose razvoju endotelne disfunkcije, a ujedno predstavljaju
1 vazne ¢imbenike rizika za razvoj i progresiju hipertenzije te drugih kardiovaskularnih bolesti
su: povecani oksidativni stres uslijed stvaranja slobodnih kisikovih radikala (ROS, engl.
reactive oxygen species), aktiviranje citokina u upalnim procesima, glikozilacija metabolita
koja je prisutna kod dijabetesa, hipertenzije, puSenja i1 procesa starenja, kroni¢na
hiperkolesterolemija i/ili poviSena koncentracija LDL kolesterola u plazmi te njegovo
nakupljanje u stijenki krvnih Zila, te kroni¢ne sistemske infekcije uzrokovane bakterijama,
virusima ili drugim patogenima (53—58). Neki od navedenih patofizioloSkih mehanizama mogu
biti potaknuti upravo prekomjernim unosom soli (59) ¢ime se detaljnije bavi ovaj rad. ED
karakterizira smanjenje bioraspolozivosti vazodilatatora, osobito NO, i/ili povecanje
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proizvodnje endotelnih vazokonstriktora (55). Rezultiraju¢a neravnoteza dovodi do oStecenja
vazodilatacije ovisne o endotelu, Sto je funkcionalna karakteristika endotelne disfunkcije.
Studija na normotenzivnim Stakorima je pokazala da veliki unos soli povecava proizvodnju NO
kod Stakora neosjetljivih na sol, ali ne 1 kod Stakora osjetljivih na sol (60). Kao sto je ocekivano,
infuzija N°-monometil-L-arginin (L-NMMA, inhibitor sinteze NO) zna¢ajno je poveéala MAP
u svim sojevima Stakora. U Stakora osjetljivih na sol, povecanje MAP-a zbog infuzije L-NMMA
bilo je slicno na obje razine unosa soli, LS i HS. Medutim, u Stakora otpornih na sol, L-NMMA
je povecao MAP u vecoj mjeri tijekom HS. Ovi rezultati sugeriraju da su Stakori neosjetljivi na
sol tijekom HS dijete sposobni povecati proizvodnju NO, sprjecavajuéi odgovor krvnog tlaka
na HS. Drugim rije¢ima, Stakori osjetljivi na sol pokazali su nedostatak u sposobnosti
povecavanja proizvodnje NO u odgovoru na visok unos soli (60). Na pitanje zaSto Stakori
osjetljivi na sol nisu u moguénosti povecati produkciju NO u odgovoru na HS, istrazivanje
autora Ni i suradnika je utvrdilo da je u tim slucajevima smanjena ekspresija proteina NO
sintaze u bubrezima, aorti i srcu te da je cak Stovise taj deficit ekspresije pojacan kod poviSenog

unosa soli (61).

Zbog cinjenice da se vecina produkata endotela izlucuje u vaskularnu stijenku i da je NO
difuzibilna tvar s poluzivotom od nekoliko sekundi, procjena endotelne funkcije pokazala se
teSkom. Vecina klini¢kih studija koristila je plazmatsku koncentraciju ili stope izlu¢ivanja
endotelnih derivata urinom, kao $to su endotelin, metaboliti NO (npr. nitriti i nitrati [NOXx]) i
NO stani¢ni medijator, poput ciklickog gvanozin monofosfata (¢cGMP). Fujiwara i suradnici su
istrazivali endotelnu disfunkciju kod ljudi te su primijetili su da je visok unos soli znacajno
smanjio NOx u plazmi ispitanika osjetljivih na sol u usporedbi s ispitanicima neosjetljivima na
sol. Nadalje, promjene krvnog tlaka tijekom unosa soli bile su obrnuto povezane s promjenom
NOx u plazmi (62). Ove rezultate potvrdili su Cubeddu i suradnici koji su otkrili da je unos
velike koliCine soli uzrokovao smanjenje izlu¢ivanja NO u mokra¢i samo u pacijenata
osjetljivih na sol (63). Uzeto skupa, pracenje biokemijskih markera proizvodnje NO pokazuje
da veliki unos soli smanjuje proizvodnju NO u vecoj mjeri kod pacijenata osjetljivih na sol.
Medutim, vazno je napomenuti da su ti biokemijski markeri samo neizravna mjera endotelne
funkcije te su zato potrebne in vivo studije sa procjenom odgovora, tj. protoka kroz vaskularne
bazene na farmakoloSke ili mehani¢ke podrazaje radi ekstenzivnijeg uvida u endotelnu

(dis)funkeciju.



Dokazano je da kratkoro¢na dijeta s velikim unosom soli (samo jedan obrok s velikim udjelom
soli ili 7 dana prehrane s velikim udjelom soli) smanjuje protokom posredovanu dilataciju (engl.
flow mediated dilation, FMD) brahijalne arterije, neovisno o promjenama arterijskog tlaka u
zdravih ispitanika (59). Potonje navedeno je rezultat istrazivanja nase istrazivacke skupine u
kojem je kao $to je navedeno tijekom 7 dana HS dijete doslo do smanjenja FMD brahijalne
arterije, dok HS nije poremetila acetilkolinom (ACh) i protokom induciranu dilataciju arteriola
(in vitro studija na arteriolama izoliranim iz glutealne potkozne masti u 12 zena) ali je 7-dnevna

HS prehrana mehanizme vazodilatacije prebacila na puteve neovisne o NO (59).

Budu¢i da se najranije promjene i1 oSte¢enje ciljnih organa u razliitim patoloskim stanjima
javljaju u mikrocirkulaciji, bitno je prouciti promjene protoka krvi posebno u mikrocirkulaciji.
Istrazivanja su pokazala da je vaskularna reaktivnost mikrocirkulacije koze podlaktice u
odgovoru na vaskularnu okluziju (7), stimulaciju acetilkolinom (ACh) (22) i lokalno
zagrijavanje (64) (metoda mjerenja protoka laser Dopplerom, LDF) smanjena nakon 7-dnevne
dijete s velikim udjelom soli kod zdravih osoba, u odsutnosti promjena arterijskog tlaka, sastava
tijela i tjelesnih tekuéina (22). Navedeno smanjenje vaskularne reaktivnosti u radu Cavka i
suradnika bilo je posljedica slabljenja endotelne funkcije nakon akutnog unosa soli u ¢ijem su

posredovanju znacajnu ulogu imali vazokonstrikcijski metaboliti COX enzima, osobito COX-

1 (7).

Endotelna disfunkcija takoder ukljucuje specificno stanje aktivacije endotela, koje karakterizira
proupalno, proliferativno i prokoagulacijsko stanje koje pogoduje svim fazama aterogeneze

(65) o ¢emu Ce biti vise govora u odlomku 1.5.3. Sol, leukocitna adhezija i endotelna aktivacija.

1.4. Utjecaj velikog unosa soli na oksidativnu ravnotezu

Dokazano je da je poveéan unos soli hranom povezan s oksidativnim stresom i hipertenzivnim
ostecenjem ciljnih organa u zivotinjskim modelima osjetljivim na sol (66). Jedan od
potencijalnih mehanizama koji posreduje oSte¢enje vaskularne i endotelne funkcije uslijed HS
prehrane (neovisno o promjeni arterijskoga tlaka) je smanjenje biodostupnosti NO-a 1 o

endotelu ovisne dilatacije zbog povecanja razine oksidativnog stresa (19).

Novije animalne 1 humane studije su se usredotocile na terapiju na bazi antioksidansa za

ublazavanje oksidativnog stresa koji je ukljucen u patofiziologiu KV bolesti (67). Unato¢
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neizvjesnim zdravstvenim dobrobitima, podaci pokazuju da je veliki broj odraslih osoba
uzimao ili uzima vitaminske dodatke s antioksidativnim svojstvima (12,7 % i 12,4 % odraslih
u SAD -u uzimalo je suplemente vitamina E 1 C te je tako primjerice, 1 oko 20% odraslih u
Njemackoj uzimalo dodatke prehrani koji sadrze vitamine C 1 E) (68—70). Greaney i suradnici
su pokazali da je lokalizirana mikrodijaliza vitamina C, koji se smatra nespecificnim hvatacem
reaktivnih spojeva kisika (engl. reactive oxigen species, ROS), dovela do potpunog oporavka
NO-ovisne arteriolarne dilatacije prilikom lokalnog zagrijavanja koze podlaktice u zdravih
pojedinaca na HS dijeti (64). Nedavna studija nase istrazivacke skupine po prvi je puta pokazala
da 7-dnevna HS dijeta za posljedicu ima smanjenje antioksidativnog kapaciteta (FRAP od engl.
Ferric Reducing Antioxidant Power i koncentracije katalaze u serumu) i porast oksidativnog
stresa (TBARS od engl. Thiobarbituric Acid Reactive Substances, koncentracije 8-izo-PGF2a
- 8-iso-prostaglandin F2a u serumu, DCF-DA od engl. Dichlorodihydrofluorescein Diacetate
u leukocitima iz periferne krvi) neovisno o promjeni arterijskoga tlaka u zdravih osoba (27). U
istoj studiji, pojac¢ana antioksidativna obrana dodavanjem vitamina C i vitamina E tijekom 7-
dnevnog HS opterecenja obrnula je promjene u oksidativnom statusu i prevenirala oStecenje
mikrovaskularne reaktivnosti (PORH 1 AChID) koji su bili uzrokovani HS dijetom u zdravih
ispitanika a $to je u skladu i s ranijim studijama u kojima je dokazan benefit lokalne infuzije
vitamina C na vazodilataciju koZe podlaktice zabiljeZene u bolesnika s kroni¢nom bubreznom
bolesc¢u (71), te u drugih KV bolesnika, poput poboljsane FMD brahijalne arterije u bolesnika
na hemodijalizi (72). Nadalje, u nasoj studiji se FRAP kao biljeg antioksidativnog kapaciteta
pokazao statisticki najsnaznijim predskazateljem mirkovaskularne o endotelu ovisne
vazodilatacije (AChID) u zdravih pojedinaca. Sto je jo§ vaznije, FRAP i aktivnost RAS-a
zajedno su bili puno znacajniji predskazatelji mikrovaskularne reaktivnosti u odgovoru na
vaskularnu okluziju (PORH), nego FRAP zasebno (27). Ovi rezultati su jo$§ jednom naglasili
srediSnju ulogu normalne RAS funkcije u odrzanju vaskularne homeostaze, te da bi upravo
promjene aktivnosti RAS-a tijekom promjena unosa soli u organizam mogle imati ulogu u

popratnim promjenama endotelne funkcije.

HS dijeta dovodi do smanjene ekspresije i aktivnosti antioksidativnih enzima, koji sami ili
zajedno s poveCanom aktivnos¢u prooksidativnih enzima doprinose povecanju razina
oksidativnog stresa u pokusnih zivotinja (19,73,74). Odredene studije su izvijestile da in vitro
davanje antioksidanasa, kao $to je superoksid dismutaza (SOD) ili SOD mimeticki TEMPOL,

skuplja¢ superoksida, poniStava oksidativni stres i obnavlja o endotelu ovisnu dilataciju na
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razine izmjerene u zivotinja na normalnom unosu soli prehranom (19,75). Medutim, mogu
postojati razlike medu krvnim Zilama i izmedu Zivotinja i ljudi u enzimima odgovornim za
povecanu proizvodnju ROS-a (76). Kratkorocno HS opterec¢enje u pokusnih zZivotinja moze
pridonijeti povecanju ROS-a (npr. razina O2--) ometajuéi aktivnost antioksidativnog
obrambenog mehanizma (smanjenje ekspresije i aktivnosti antioksidativnih enzima), ili zajedno
s istovremenim povecanjem aktivnosti prooksidativnih enzima (17,19,77). HS dijeta moze
dovesti do smanjene aktivnost SOD-a (i Cu/Zn SOD 1 mangan-SOD) u cerebralnim Zilama
(17,77). Medutim, takav u¢inak nije bio ujednacen s nekim drugim, razli¢itim vaskularnim
bazenima (npr. mezenteriCne arterije, arteriole skeletnih misi¢a) (76). Rezultati nase ranije
studije na Sprague -Dawley Stakorima pokazali su da je sedmodnevna HS prehrana povecala
razinu oksidativnog stresa (O2-- CistaC sprijecio je oSte¢enje reaktivnosti srednje cerebralne
arterije, bili su pove¢ani TBARS), a iako aktivnost antioksidativnih enzima (katalaza, GPx i
SOD) nije promijenjena, mRNA ekspresija iNOS -a i antioksidativnog enzima GPx4 u srednjoj
cerebralnoj arteriji je smanjena (19). Povecani ROS moze reagirati s drugim stani¢nim
komponentama, poput nukleinskih kiselina, bjelancevina 1 lipida, pa time mogu promijeniti
stani¢nu biokemiju 1 fizikalna svojstva (78). Neenzimska peroksidacija nezasi¢enih masnih
kiselina izazvana ROS-om, poput arahidonske kiseline, rezultira stvaranjem bioaktivnih
molekula izoprostana, npr. 8-izo-PGF2a, koji imaju vaznu ulogu u modifikaciji agregacije
trombocita 1 vaskularnog tonusa aktivacijom prostanoidnog receptora TXA2 (TP) (78,79). Ve¢
spomenuta studija nase istrazivacke skupine je na humanom modelu upravo potvrdila porast
proizvodnje 8-izo-PGF2a izoprostana kod zdravih osoba na HS dijeti, $to vjerojatno doprinosi

ostecenju mikrovaskularne reaktivnosti (27).

1.5. Utjecaj velikog unosa soli na imunoloski odgovor

U ovom odlomku su navedene studije (vec¢ina u¢injena na modelu eksperimentalnih Zivotinja)
koje potvrduju da unos soli modulira imunoloski odgovor, te da reaktivnost koja je uzrokovana
solju inducira aktivaciju imunoloskih stanica i lucenje citokina te dovodi do vaskularne

endotelne disfunkcije, Sto su redom odlike hipertenzivne kardiovaskularne bolesti.
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1.5.1. Sol i citokini

Poznato je da je hipertenzija stanje kroni¢ne upale, s poviSenom razinom upalnih citokina i
aktivacijom imunoloskog sustava (80—82), a nedavne studije ukazuju na to da sol moze izravno
utjecati na oslobadanje upalnih citokina. Tako je 10-godisnja prospektivna studija Sesse i
suradnika na 400 Zena pokazala da je IL-6 najces¢e povisen citokin u AH (83). Posebno vazan
citokin u razvoju KV bolesti (npr. hipertenzije) je IL-17A, koji uglavnom proizvode Th17
stanice. Pokazano je da IL-23 stabilizira i pojacava fenotip Thl7 povecanjem ekspresije
receptora IL-23 (IL-23R) 1 osnaZivanjem patogenih funkcija Th17 stanica, ali 1 da potiskuje
razvoj T regulacijskih (Treg) stanica (84). U studijama na animalnom modelu Kostyk i sur. su
utvrdili da hipernatrijemija i hiperosmolarnost povisuju produkciju MIP-2 (makrofagni
inflamatorni protein-2) i TNFa u makrofagima misa (85) dok je skupina japanskih autora
(Sakata 1 sur.) kod subtotalno nefrektomiranih Stakora utvrdila da porast u unosu soli povisuje
makrofagnu upalu povezanu s pove¢anom mRNA za IL-6, MCP-1 (monociti kemoataksijski
protein), SGK1 (serum i glukokortikoid induciranu kinazu) i NFATS (jezgreni ¢imbenik

aktiviranih leukocita) pojacavajuci tako upalu i oStecenje ciljnih organa (86).

1.5.2. Sol i imunolo$ke stanice

Ionski sastav tkivnog mikrookoliSa predstavlja kriticnu, mozda 1 zanemarenu, odrednicu
fizioloskih i patoloskih tkivno-specifi¢nih efektorskih odgovora T-stanica (87). lako unos NaCl
hranom mozZe utjecati na lokalne tkivne koncentracije, njegova razlicita raspodjela u organizmu
izlaze cirkulirajuce 1 rezidentne imunoloske stanice razli¢itom mikrookruzenju NaCl-a. Tako
visoke koncentracije soli ili prehrana s velikim udjelom soli mogu izravno utjecati na

imunolo$ke stanice.

Ljudski imunoloski sustav zahtijeva razliito usmjerenje/specijalizaciju T stanica u odgovoru
na patoloski supstrat §to za posljedicu ima razli¢ite obrasce migracije, kao i stvaranje razli¢itih
profila citokina koji onda prilagodavaju odgovore T-stanica usmjerene ka odgovaraju¢im

ciljnim antigenima (88,89) (slika 1.2.)
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Slika 1.2. Diferencijacija CD4+ T stanica.

Usmjerenje loze CD4+ T stanica ovisi o citokinskom miljeu koji prati proces aktivacije
T-stanica u sekundarnim limfoidnim organima. Razli¢iti podtipovi T-pomo¢nickih stanica
pokazuju razli¢itu aktivaciju transkripcijskih procesa te ih karakterizira lucenje odredenih
efektorskih citokina koji im omogucuju zastitu od razlicitih klasa patogena i posredovanje u
autoimunosti. Ljubicastom sjenom su naglaSene dvije loze T stanica, Th17 i Treg koje su u
uzem fokusu ove doktorske disertacije. IFN-y - interferon-y; IL - interleukin; TGF- -
transformirajuci ¢imbenik rasta STATI1+4 - transduktor signala i aktivator transkripcije 1 1 4;
T-bet - faktor transkripcije u T-boxu; STAT6 -transduktor signala i aktivator transkripcije 6;
GATA3 - faktor transkripcije koji kodira GATA3 gen; STAT3 - transduktor signala i aktivator
transkripcije 3; RORyT - transkripcijski ¢imbenik, ¢lan porodice receptora retinske kiseline ;

FOXP3 - transkripcijski ¢imbenik iz porodice forkhead (izvor: izradila autorica rada).
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Naivne CD4+ pomo¢nicke T (Th) stanice, nakon aktivacije antigen predo¢nim stanicama (engl.
antigen presenting cell, APC), usmjeravaju se u razli¢ite vrste efektorskih stanica koje
karakterizira njihova proizvodnja razli¢itih profila citokina i imunoloSka regulatorna funkcija
(90). Osim Thl 1 Th2 stanica, kao tre¢i podskup efektorskih Th stanica nedavno su opisane i
nazvane Th17 stanice. Od njihove identifikacije, Th17 stanice su se pojavile kao kljucni supstrat
u zaraznim, upalnim, autoimunim i malignim bolestima (91,92). Th 17 stanice pokazuju
proupalne ali od nedavno utvrdeno i protuupalne efekte (93,94). Izvanstani¢ni signali i
unutarstani¢ni mehanizmi koji upucuju na ovu podvojenost proupalnih i protuupalnih sudbina
stanica Th17 i dalje su slabo definirani i gotovo isklju¢ivo ograni¢eni na ucinke citokina. Na
primjer, IL-1fB je identificiran kao kriti¢ni faktor koji odreduje patogenost stani¢nih Th17
stanica induciraju¢i ekspresiju proupalnih molekula i1 potiskujuci ekspresiju protuupalnih
molekula (91). Kod miseva IL-23 usmjerava Th17 stanice na patogenost, dok TGF-B potice
protuupalne odgovore Th17 stanica (95-98) (slika 1.3.).

IL—lﬁflL-GflL-23l \
TGE '53“L-5]. or TGF-B1/IL-6/IL-23 ;. ASEINS
4 s

P

{ o
) 0 LY
IL-17 IL-21 P %3 IL-17 IL-21 i ° ::
IL-22 GM-CSF o IL-22 GM-CSF ° 2" IL-10
L )
Patogene Th17 stanice Nepatogene Thl7 stanice
EAE T1D RA IBD

M CDSLTIL-23R=-CD39eIL-17 IL-21 IL-229GM-CSF*IL-10' lindukcija T supresija

Slika 1.3. Patogeni i nepatogeni fenotip Th 17 stanica.

Naivne CD4+T stanice stimulirane s TGF-B3/IL-6, IL-1B/IL-6/IL-23 ili TGF-B1/IL-6/IL-23 in
vitro mogu izluc€ivati upalne citokine kao §to je IL-17, IL-21, IL-22 i GM-CSF 1 izraZavaju
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specifiéni transkripcijski faktor RORyt. Takve Th17 stanice igraju vaznu ulogu u nastanku
autoimunih bolesti i nazivaju se patogenim Th17 stanicama. Medutim, TGF-B1/IL-6-inducirane
Th17 stanice ne samo da eksprimiraju RORyt ve¢ takoder eksprimiraju nekoliko
transkripcijskih ¢imbenika povezanih s IL-10 kao Sto su c-Maf, IKzf3 i AhR. Ovaj tip
Th17 stanice izrazava nisku razinu ili mu nedostaje IL-23R, ali eksprimira visoku razinu
CDS5L/AIM i1 CD39 ektonukleotidaza na membrani. Adoptivni prijenos Th17 stanica induciran
TGF-B1/IL-6 u miSeve divljeg tipa ne uzrokuje EAE ili T1D. Osim toga, mali dio Th17 stanica
u crijevima sa supresivnom funkcijom takoder moZze umanjiti upalne bolesti crijeva putem IL-
10 i TGF-B. Medutim, u¢inak nepatogenih Th17 stanica na reumatoidni artritis zahtijeva daljnja

istraZzivanja na miSevima.

EAE - eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis; T1D - dijabetes tipa 1; RA - reumatoidni
artritis; IBD - upalna bolest crijeva; IL- interleukin; TGF-f - transformiraju¢i faktor rasta
beta; CD - klaster diferencijacije; ROR yT - transkripcijski ¢imbenik, ¢lan porodice receptora
retinske kiseline; GM-CSF - ¢imbenik rasta granulocitno-makrofagne loze, Tbx21 - T "box"
transkripcijski faktor 21; c-Maf - jedan od transkripcijskih faktora; AhR - aril hidroksikarbon
receptor, jedan od transkripcijskih faktora; IKzf3 - (engl. IKAROS Family Zinc Finger 3)
jedan od transkripcijskih faktora. (Ova slika ima CC BY 4.0. licencu i pripada autorima Wu
X, Tian J Wang S. Originalna slika na:
https://www.frontiersin.org/files/Articles/352276/fimmu-09-01112-HTML/image m/fimmu-
09-01112-g001.jpg. Iz rada: Wu X, Tian J, Wang S. Insight Into Non-Pathogenic Th17 Cells

in Autoimmune Diseases. Frontiers in Immunology. 2018 May 28;9:1112.)

Jedan od aktivatora diferencijacije Th 17 stanica je i visokoslani medij te je tako jedan od
najpoznatijih "puteva" induciranih solju polarizacija CD4+ T stanica ovisnih o IL-23 prema
fenotipu Th17 pomo¢nickih stanica (Th17) (99). Molekularni mehanizam kojim NaCl utjece na
ljudske efektorske Th17 stanice se pokrece tako da hiperosmotski stres koji inace stanice
sisavaca mogu osjetiti putem p38MAPK (mitogenom aktivirane protein kinaze) (100), aktivira
nizvodnu kaskadu NFATS5 1 SGK1 (101-103) koja inhibira FOXO1 koji je inafe represor
ekspresije IL-23R. Dakle, pove¢anom aktivnosti SGK1 dolazi do povecane ekspresije IL-23R
te potom dalje do pojacane indukcije i diferencijacije Th17 u patoloskom smjeru (slika 1.4.). U

fizioloskim uvjetima, SGK1 ima nisku razinu ekspresije, ali se ona znacajno povecava pod
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utjecajem poviSenih mineralokortikoida, glukokortikoida te u hipertonicnom mediju.
Kleinewietfeld i sur. su dokazali i da inhibicija pP38MAPK, NFATS ili SGK1 poniStava razvoj
stanica Th17 induciranih visokom koli¢inom soli, identificirajuci tako put p38MAPK (te tako i
NFATS i SGK1) kao intracelularni signalni put kojim visak soli pojacava diferencijaciju Th17
(99). Kleinewietfeld je ustvrdio i da Th17 stanice nastale pod utjecajem NaCl pokazuju visoko
patogeni i stabilni fenotip karakteriziran pove¢anim izrazajem proupalnih citokina GM-CSF,
TNFa 1 IL-2 (99). Dodatni dokazi koju upucuju na ulogu SGK1 su zakljucci rada Norlandera i
sur. koji je pokazao da je IL-17A povecao aktivnost kotransportera Na“™-K*-2CI" u stanicama
distalnih zavijenih tubula misa — putem SGK1-ovisnog puta i Stovise, iskljucivanje SGK1 u
CD4+ T stanicama rezultiralo je oslabljenim hipertenzivnim odgovorom na ANG II i DOCA

(deoksikortikosteron acetat)/sol te oslabljenom upalom u bubregu i krvnim Zilama (104).

Ipak dvije novije studije na modelu stani¢ne kulture i animalnim modelima dale su nove
rezultate koji sugeriraju da HS prehrana (kratkotrajna 1 u uvjetima otpornim na sol) ne inducira
isklju¢ivo Th17 inducirani proupalni odgovor. Matthias i sur. su na stanicnim kulturama
uzgojenima u uvjetima visoke koncentracija NaCl uvocili kontekst-ovisnu, dihotomnu ulogu
NaCl u oblikovanju patogenosti stanica Th17. U njihovom je istraZivanju u uvjetima visokog
NaCl u stani¢nim kulturama, neocekivano, doslo do indukcije stabilnih, protuupalnih Th17
stanica $to je zaklju¢eno nakon povecane ekspresije FOXP3 (engl. forkhead box P3) i IL-17A
u odnosu na niskoslani medij, a protuupalni je fenotip Th17 bio dodatno naglasen povecanim
stvaranjem imunosupresivnog TGF-f u visokoslanom mediju. Ista protuupalna aktivacija Th17
potaknuta NaCl-om je potom potvrdena in vivo u eksperimentalnom modelu misa s autoimunim
encefalomijelitisom (EAE), koji je pokazao snazno smanjenje simptoma bolesti nakon
prijenosa T stanica polariziranih u uvjetima visokog NaCl (105). Detaljniji rezultati 1 zakljucci

ovih studija bit ¢e ponudeni u raspravi u svjetlu objasnjenja rezultata nasSe studije.

Prehrambene namirnice (komponente namirnica) koje dovode do poviSenja krvnog tlaka su
postale sve veci predmet interesa te su tako mnoge istrazivacke skupine pocele obracati
pozornost i na unos fruktoze (106). Tako je druga studija koja je bacila novo svjetlo na
aktivaciju patogenih stanica Th17 i indukciju hipertenzije nakon velikog unosa fruktoze
(pokazala je da djeluje kao unos velike koli¢ine soli) izvijestila da su imunoloski mehanizmi
povezani s regulacijom krvnog tlaka prili¢no razli€iti izmedu Stakora osjetljivih na sol (engl.
salt sensitive, SS) i neosjetljivih na sol (engl. salt resistant, SR); npr. SS Stakori pokazuju

patogeni odgovor nakon visokog unosa fruktoze, dok SR Stakori pokazuju zastitni odgovor.
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Tocnije, unos visokog udjela fruktoze povecao je razinu serumskog IL-17A i populaciju stanica
Th17 samo u SS Stakora (ali ne i SR Stakora) (107). Zakljucak ove studije, o ¢ijim rezultatima
¢e detaljniji navodi biti u raspravi je da unos visoke fruktoze inducira hipertenziju putem
imunoloske aktivacije patogenih Th17 limfocita u SS, ali ne 1 SR Stakora koji razvijaju "zastitni

odgovor" posredovan IL-10 (107).

CD4+T
limfocit

IL-2. retinoiéna kis.. TGF-B / \ IL-1.1L-6. IL-21.IL-23, TGF-B

SN

o I I IL-17F
IL-35 p . i :
TGF- B limunoctolerancija A Tupala 21

' —i Foxo1 |+ | m23R |

L

p38 MAPK |

——

Slika 1.4. Utjecaj puta p38MAPK aktiviranog visokoslanim medijem na Th17/Treg.

Hipertoni¢ni, visokoslani medij ima dvostruki uc¢inak na recipro¢ni omjer Th17/Treg: izravno

inducira kinazu SGK1, koja pojacava fenotip Th17 pomocu IL-23, a takoder je aktiviran
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nuklearni faktor aktiviranih T stanica 5 (NFATS), transkripcijski faktor koji inducira SGK1 te
dalje nastavlja kaskadu aktivacije i jacanja fenotipa patogenih Th 17 putem IL-23.

p38MAPK- p38 mitogenom aktivirana protein kinaza; Treg - T regulacijski limfociti; Th 17- T
pomoc¢nicki limfociti 17; IL- interleukin; TGF-P - transformiraju¢i faktor rasta beta; [FN-y -
interferon gama; TNF- tumor nekrotiziraju¢i faktor; MIP-3a - makrofagni inflamatorni protein

3 alfa. (Izvor: izradila autorica rada).

Rezultati studija na eksperimentalnim zZivotinjama (in vitro i in vivo) ukazuju da povecan unos
soli u organizam dovodi do neravnoteze izmedu stvaranja Th17 i Treg stanica te posljedi¢ne
upale i oSteéenja ciljnih organa (endotelna disfunkcija). Treg imaju srediSnju ulogu u
posredovanju periferne imunoloske tolerancije i ukljuceni su u odrzavanje tolerancije na vlastite
antigene stoga je jasno da je njihova funkcija oSte¢ena u autoimunim bolestima. Treg
eksprimiraju CD4, a-podjedinicu IL 2 receptora (CD25) i faktor transkripcije FOXP3 koji je
induciran stimulacijom TCR (engl. T cell receptor) razli¢itim citokinskim signalima, te kojeg
pratimo kao klju¢nu odrednicu razvoja i funkcije Treg stanica. Diferencijaciju Treg stanica
potice IL-2, a one onda potiskuju postojece imunoloske odgovore putem izravnih i neizravnih
mehanizama koji ukljucuju izlucivanje citokina TGF-f i IL-10. Uzimaju¢i navedeno u obzir
Hernandez i sur. su dokazali da okoliSni ¢imbenik rizika, poveéani unos soli, promice
autoimunost induciraju¢i proupalne reakcije u CD4 efektorskim stanicama i naruSavajuci
funkciju Treg stanica (108). Osim navedenih citokina, SGK1 je vazan ¢imbenik koji recipro¢no
regulira razvoj ravnoteze Th17/Treg tako Sto poti¢e razvoj i funkciju Thl7 stanica i ima
inhibitorne u¢inke na Treg stanice (109). IL-23R potencira signalizaciju SGK1 tako da SGK1
takoder igra klju¢nu ulogu u inhibiciji Treg stanica posredovanoj IL23R i patoloskoj aktivaciji
Th17 stanica putem fosforilacije transkripcijskog faktora FOXO1/3 u eksperimentalnim

modelima (109).

Uz poznate u¢inke na homeostazu organizma i dosad spomenute uc¢inke na citokine, te Th17 i
Treg stanice, promjena unosa soli u organizam modificira i ravnotezu proupalnih i protuupalnih
makrofaga. Opceprihvacen je koncept 2 fenotipa makrofaga: klasi¢ni proinflamatorni M1-tip
makrofaga koji je induciran s IFN-y u T-pomo¢ni¢kom odgovoru i M2-tip koji je induciran Th2
citokinima (IL-4 1 IL-13) s aktivno$¢u usmjerenom na suzbijanje upale i1 saniranje tkiva (110).

Pored stimulacije M1 makrofaga, dijeta s velikim udjelom soli suprimira protuupalne M2
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makrofage mehanizmom koji ukljucuje smanjenje glikolize i metabolicki output mitohondrija.
Supresija M2 makrofaga doprinosi proupalnoj imunoloS$koj neravnotezi potaknutom

stimulacijom M1 makrofaga (111).

1.5.3. Sol, leukocitna adhezija i endotelna aktivacija

Endotelna aktivacija je jedna od srediSnjih karakteristika hipertenzije, a povezana je s
prekomjernom ekspresijom adhezijskih molekula leukocita 1 lokalnom upalom. Stani¢ne
adhezijske molehule (engl. cell adhesion mollecule - CAM) poput ICAM-1 (endotelni ligand
za antigen 1 povezan s funkcijom leukocita [LFA-1 ili aLB2, integrin]), VCAM-1 (endotelni
ligand za vrlo kasni antigen 4 [VLA-4 ili a4P1]) i E-selektin, kao i endoglin (endotelni
koreceptor za nekoliko liganda iz obitelji transformiraju¢ih faktora rasta beta) pokazali su se
kao vazni biljezi endotelne aktivacije koja prethodi adheziji aktiviranih leukocita i inicirajuci

tako pocetak nastanka aterosklerotskih lezija (112,113).

Studije na eksperimentalnim Zivotinjama pokazale su da Cak 1 kratkotrajno HS opterecenje
uzrokuje porast ICAM-1, VCAM-1 i E-selektina (endotelne stani¢ne adhezivne molekule), §to
upucuje na rani razvoj aktivacije endotela te endotelno-leukocitne interakcije, te potencijalno
Stetno vaskularno djelovanje uslijed kratkotrajnog HS unosa (npr. epizode prejedanja) ako

postoje drugi genetski i okoli$ni ¢imbenici rizika (114).

Dmitrieva 1 Burg su istrazivali utjecaj visoke koncentracija natrija na kulture humanih
endotelnih stanica iz umbilikalnih vena i ukazali su na pojacanu ekspresiju gena za VCAM-1,
E-selektin i MCP-1(115). A Wild i sur. su izvijestili da je natrijem induciran porast leukocitne

adhezije posredovan ROS-om i endotelnom dusik-oksid sintazom (NOS) (116).

Dostupni podaci o u¢inku HS prehrane na biljege aktivacije endotela ograniceni su, osobito u
zdravih osoba. Zabiljezeno je da se razina sE-selektina u plazmi, ali ne 1 razina SICAM-1 i
sVCAM-1 u plazmi povecala u 2 tjedna HS prehrane u pacijenata osjetljivih na sol (117).
Nadalje, Tadzi¢ i sur. izvijestili su da u hipertenziji postoji visoka koncentracija SICAM-1 i
sVCAM-1, s niskim razinama sE-selektina, kao markera aktivacije endotelnih stanica (118).
Ranija studija nase istrazivacke skupine pokazala je da, iako je mikrovaskularna reaktivnost
kao odgovor na vaskularnu okluziju bila oslabljena nakon protokola 7-dnevne HS prehrane, HS

dijeta nije utjecala na koncentracije serumskih sCAM-a (sSICAM-1, sVCAM-1 i E-selektin) kod
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mladih zdravih zena (7). Navedena istrazivanja jasno pokazuju da su rezultati nekonzistentni te
da je i dalje nepoznato utjeCu li hipertenzija ili prehrana s velikim udjelom soli na serumske

koncentracije sSCAM-a.

1.5.4. Klinicke studije - sol i imunoloski odgovor

Jo$ uvijek je ograni¢en broj klinickih studija o ulozi unosa soli u organizam u modificiranju
imunoloskog odgovora. Na primjer, nedavno objavljeno istrazivanje pokazalo je da 14-dnevna
HS prehrana znacajno povecava nocni sistolicki 1 dijastolicki krvni tlak i ucestalost Th17
stanica. u PBMC-ima (engl. peripheral blood mononuclear cells, mononuklearne stanice
periferne krvi) zdravih muskaraca (119). Studija Lua i sur. na 15 zdravih dobrovoljaca
izvijestila je o nepromijenjenom ukupnom broju ili postotku B stanica u perifernoj krvi ili
podskupova CD3, CD4 ili CD8 T-stanica, ali 1 o progresivnim promjenama u populacijama
Th17 i Treg stanicama (mjereno proto¢nom citometrijom) tijekom 7-dnevne HS prehrane u
zdravih dobrovoljaca; sudionici su bili podvrgnuti trodnevnoj normalnoj prehrani sa soli, zatim
7-dnevnoj HS prehrani (15 g soli/dan), a zatim je slijedila 7-dnevna LS dijeta (5 g soli/dan).
Konkretno, HS dijeta je u pocetku smanjivala broj Th17 pri prelasku s normalne na HS prehranu
(3.14. dan), a zatim su se postupno povecavale do kraja protokola prehrane (17. dan). Nasuprot
tome, broj Treg se povecao 4. dana (pri prelasku s normalne na HS prehranu), a zatim se smanjio
tijekom cijelog protokola HS prehrane (10. dan). Omjer Th17/Treg znacajno se povecao
tijekom HS prehrane (4. - 7. dan), a zatim se postupno smanjivao prema osnovnoj vrijednosti
tijekom LS dijete (11. - 17. dan) (120). Iako je objaSnjenje ovih promjena trenutno nepoznato,
rezultati u prvom tjednu sukladni su rezultatima studija na eksperimentalnim Zivotinjama. Y1i i
suradnici proucavali su 6 zdravih ispitanika koji su primali 12,9 1 6 g NaCl dnevno te su pronasli
promjene u fenotipu leukocita iz periferne krvi. Veéi broj monocita zabiljeZen je kod ispitanika
koji dok su bili na dijeti s 12 g soli dnevno, dok je manji unos soli povezan sa smanjenom
razinom proizvodnje IL-6 1 IL-23 i pojac¢anom proizvodnjom protuupalnog citokina, IL-10
(121). U drugoj studiji, 20 zdravih dobrovoljaca dobivalo je prehranu s velikim udjelom soli
(>15 g NaCl/dan; 256 mmol natrija/dan) tijekom 7 dana, nakon ¢ega je uslijedio prelazak na
prehranu s malim udjelom soli (< 5 g NaCl/dan; 85,5 mmol natrija/dan) 7 dana. Dijeta s velikim
udjelom soli rezultirala je aktivacijom CD14 monocita i brzom ekspanzijom CD14 CD16

monocita, uz reciprocno smanjenje udjela CD14 CD16 subpopulacije. Te su promjene bile
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obrnute nakon prelaska na prehranu s malim udjelom soli (122). Studija naSe istrazivacke
skupine istrazivala je u¢inak sedmodnevne HS prehrane (14,5 g soli dnevno) na (a) ucestalost
subpopulacija leukocita periferne krvi (PBL) (granulociti, makrofagi 1 limfociti), (b) dinamiku
aktivacije leukocita utvrdivanjem CD11a, CD49d i aktiviranog CD11b integrina, (c) aktivaciju
neutrofila utvrdivanjem ekspresije CD66b 1 (d) raspodjelu subpopulacija monocita (klasicne,
srednje 1 neklasi¢ne) u perifernoj krvi u zdravih osoba (123). Pokazali smo da je HS prehrana
bitno izmijenila fenotip i dinamiku PBL-a, neovisno o promjenama krvnog tlaka. HS dijeta
pokazala je povecanu ucestalost aktiviranih stanica koje eksprimiraju CDI11b, sugerirajuci
nedavnu aktivaciju PBL-a. Nadalje, HS dijeta smanjila je ekspresiju CD11b(act) integrina na
limfocitima 1 CD11a (dio LFA-1) integrina na granulocitima, §to je negativno korelirano s
dnevnim unosom soli. Ekspresija CD11a znacajno je promijenjena HS prehranom, a ucestalost
nekih CDI11a pozitivnih stanica je smanjena. Pronasli smo i smanjenu ekspresiju CD49d na
PBL podskupinama. Ucestalost CD66b+CD11b(act)+ dvostruko pozitivnih stanica koja
odgovara nedavno aktiviranim granulocitima, povecana je tijekom HS prehrane, a analiza
subpopulacija monocita otkrila je znac¢ajno smanjenje ucestalosti srednjih monocita poprac¢eno
recipro¢nim povecanjem ucestalosti klasi¢nih monocita (123). U zakljucku, rezultati ove studije
pruzaju dokaze da kratkotrajna visokoslana prehrana moze promijeniti status aktivacije

leukocita i potaknuti tzv. "low-grade" vaskularnu upalu (123).

1.5.5. Sol i infekcije

U zadnjem odlomku o utjecaju soli na imunoloski sustav za napomenuti je i mogucéi razlog
zasto sol uopée modulira imunoloski sustav, pretpostavka koja je opisana u preglednom radu
Wenzela i suradnika iz 2019. godine (124). Postoje znacajni dokazi da lokalni Na" moze
djelovati kao signal opasnosti pojaCavaju¢i proupalnu stani¢nu funkciju 1 umanjujuci
protuupalni imunoloski odgovor. Naime, hipertoni¢na mikro-okruzenja sluze kao zaStitna
"tvrdava" od invazije mikroba (124). Jantsch i kolege nedavno su pokazali prethodno
zanemarenu posljedicu skladiStenja natrija u kozi. Uocili su pojaano nakupljanje natrija na
mjestu bakterijskih infekcija koZe kod ljudi i miSeva. Stovise, otkrili su da je poveéanje sadrzaja
natrija u kozi dijetom s velikim sadrzajem soli potaknulo aktivaciju makrofaga na na¢in ovisan
o NFATS i potaknulo antimikrobnu obranu koze (125). Jo§ jedno pojacanje antimikrobne

obrane inducirano solju nedavno je identificirano u bubrezima. U bubreznom intersticiju,
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gradijent natrija navodi migraciju imunoloskih stanica u bubregu tijekom infekcija. Infekcije
donjih mokraénih kanala jedna su od najces¢ih bakterijskih infekcija kod ljudi, ali proSirenje na
bubrege je rijetko. Ova zastita gornjih mokraénih putova pripisana je mehanickim silama, poput
protoka urina, koje sprjecavaju uspon mikroba u mjehuru. Hipertoni¢nost bubrezne medule
potrebna je za rad bubrega kao organa za koncentriranje urina. Medutim, hipertoni¢nost takoder
potiCe epitelne stanice, na nacin ovisan o NFATS, da proizvode kemokine koji lokaliziraju
mononuklearne fagocite dobivene iz monocita u medulu (124). Osim toga, moguce je da
hipertoni¢no okruzenje u bubreznoj meduli povecava intrinzi¢ne baktericidne i neutrofilne
kemotakticke aktivnosti mononuklearnih fagocita za stvaranje antibakterijske obrambene zone
(126). Stoga bi temeljna funkcija metabolizma Na® u dermalnim i bubreZnim epitelnim

povrSinama mogla biti jacanje njihovih barijernih funkcija (127).

Medutim, mehanizmi koji pokrecu lokalno skladiStenje soli zahtijevaju daljnje istrazivanje. U
nedostatku mikrobnih napadaca, skladiStenje soli dogada se s pove¢anim unosom soli hranom
u zivotinja i ljudi 1 pojacava se starenjem. U tom kontekstu, unoSenje Na+ moglo bi dovesti do
nezeljenih posljedica neprikladne proupalne aktivacije imunoloskih stanica, S$to je

potkrijepljeno zakljuckom da sol pogorSava autoimuni encefalitis 1 hipertenziju (124).

Kontrola krvnog tlaka i antimikrobna obrana organizma bitni su mehanizmi homeostaze.
Infekcija moze uzrokovati hipotenziju zbog gubitka tekucine tijekom vrucice, tahipneje i
proljeva. Septikemija uzrokuje gubitak vaskularne tekucine povezan s upalom zajedno s
vazodilatacijom, §to moZe kulminirati cirkulatornim kolapsom. Stoga je rizik od hipotenzije
povezan s upalom mogao pogodovati odabiru mehanizama koji povezuju nakupljanje natrija i
upalu s porastom krvnog tlaka i otpornosc¢u na daljnje prodore mikroba za kratkoro¢ne koristi
za prezivljavanje. Takva evolucijska sila moze objasniti zasto vazni antimikrobni efektori mogu

imati izravne hipertenzivne u¢inke promicuci vazokonstrikciju ili zadrzavanje natrija (128).
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2. HIPOTEZA

Tjedan dana dijete s velikim udjelom kuhinjske soli uzrokovat ¢e aktivaciju upalnog odgovora
koja je povezana s posljedicnim oSte¢enjem mikrovaskularne endotelne funkcije u populaciji

zdravih, mladih pojedinaca.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA
Dva specifi¢na cilja ovog istraZivanja su:

1. Odrediti u¢inak 7-dnevne dijete s velikim udjelom kuhinjske soli (HS dijeta) na razinu

sustavne upale i ravnotezu Th17 i Treg limfocita u zdravih mladih ispitanika oba spola.

2. Ispitati povezanost upalnog odgovora uslijed 7-dnevne HS dijete sa ranije dokazanim
funkcionalnim o$te¢enjem mikrovaskularne reaktivnosti i pove¢anom razinom oksidativnog

stresa u zdravih mladih ispitanika oba spola.
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4. ISPITANICI I METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao nerandomizirani kontrolirani pokus, u kojemu su svi ispitanici bili

podvrgnuti istom eksperimentalnom protokolu s viSe ponovljenih mjerenja.

4.2. Ispitanici

Ispitanici su mladi, zdravi pojedinci, koji su regrutirani putem oglasa na Medicinskom fakultetu
u Osijeku. U studiju je ukljuceno 30 ispitanika oba spola u dobi od 18 do 29 godina. Isklju¢ni
kriteriji za ulazak u studiju su bili: pusSenje, trudnoc¢a, uzimanje oralnih kontraceptiva, znacajna
promjena tjelesne mase unazad godinu dana, hipertenzija ili hipotenzija, koronarna bolest,
Secerna bolest, hiperlipidemija, bubrezno oStecenje, cerebrovaskularne bolesti ili bolesti
perifernih krvnih zila, alergijske/atopijske bolesti, recentni (<1 mjesec) infekt, uzimanje
antibiotika te nesteroidnih protuupalnih lijekova unazad mjesec dana, uzimanje bilo kakvih
lijekova koji mogu imati utjecaj na endotel. Ispitanice su pristupale protokolu studije u
razli¢itim fazama menstrualnog ciklusa kako bi se eliminirao ucinak fluktuacije spolnih
hormona tijekom menstrualnog ciklusa na endotelnu funkciju (129). Svaki ispitanik je detaljno
obavijeSten o svim protokolima i procedurama ovog istrazivanja. Takoder, svaki ispitanik je
potpisao informirani pristanak prije ulaska u protokol istrazivanja. Protokol je studije u skladu
sa standardima utvrdenima posljednjom revizijom Helsinske deklaracije i odobren od strane
Etickoga povjerenstva Medicinskoga fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/21-08/07, Broj: 2158-61-
07-21-52). Studija je provedena u Laboratoriju za klini¢ku fiziologiju i fiziologiju sporta, te
Laboratoriju za molekularnu 1 klinicku imunologiju Katedre za fiziologiju i imunologiju na
Medicinskom fakultetu Osijek. Ova studija je dio istrazivackog projekta financiranog od
Hrvatske zaklade za znanost HRZZ IP-2016-06-8744 pod nazivom ,Interakcija renin-
angiotenzinskog 1 adrenergickog sustava u aktivaciji endotela uzrokovanoj oksidativnim

stresom®.
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4.3. Metode

Protokol studije je trajao 14 dana (slika 4.1.), a intervencija u studiji je bila perturbacija u unosu
soli hranom u organizam. Prvih 7 dana svi su ispitanici bili na dijetetskom rezimu s niskim
udjelom soli (engl. "low salt" - LS) prema DASH planu prehrane s ciljem postizanja unosa soli
od 3,75 g soli dnevno (DASH plan prehrane, US Department of Health and Human Services,
2006.) , Sto se smatralo periodom “ispiranja” (8). Sljede¢ih 7 dana svi su ispitanici bili na
visokoslanoj (engl. "high salt" -HS) dijeti, §to je podrazumijevalo unos priblizno 14,7 g soli na
dan - 3,75 g soli dnevno u prehrani (DASH dijeta) uz dodatak dodatnih 11,2 g soli dnevno u
obliku praha (zrna) soli (komercijalno dostupna jodirana kuhinjska morska sol). Ispitanici su
dobivenu koli¢inu soli uzimali rasporedeno tijekom dana, otopljenu u tekuéini, jogurtu i sl.
Tijekom studije svi su ispitanici imali tri posjeta Laboratoriju za klini¢ku fiziologiju i fiziologiju
sporta: 1. posjet prilikom ulaska u studijski protokol (kada su detaljno obavijesteni o protokolu
istrazivanja, potpisali su informirani pristanak te su dobili upute za LS dijetu, HS dijetu i
prikupljanje 24-satnog urina kao 1 posudu za prikupljanje urina), 2. posjet nakon 7 dana LS
dijete 1 3. posjet nakon 7 dana HS dijete Sto je ukupno 90 studijskih posjeta od kojih je 60
posjeta ukljucivalo mjerenja - svaki ispitanik imao je dva ponovljena mjerenja svih u nastavku
opisanih postupaka i parametara; prvo mjerenje nakon 7-dnevne LS dijete (LS stanje) i drugo
mjerenje nakon 7-dnevne HS dijete (HS stanje). Tijekom cijelog protokola istrazivanja
sudionici nisu imali ogranicenja u konzumaciji vode. Svi studijski posjeti 1 sva mjerenja su
izvrSena ujutro, nakon no¢nog gladovanja. Prikupljanje podataka obavljeno je u Laboratoriju
za klinicku 1 sportsku fiziologiju, Zavod za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta

Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Osijek, Hrvatska.
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Ispitanici:

Miadi zdravi pojedinci
(n=30; 15Z, 15M)

|Niskoslana dijeta (L) | Visokoslana dijeta (HS))
Uzorkovanije:
(.period ispiranja”) ~35+112¢g 4 _
=~ 3,5 g soli/dnevno soli/dnevno kroz 7 *  venska krv (serumi
kroz 7 dana . A B PBMC — mononuklearne
B ' i stanice periferne krvi)
*  24hurin
+ 8
DASH dijeta DASH dijeta sol
0 1 2

Posjeti Laboratoriju za Klinicku fiziologiju i fiziologiju sporta

Slika 4.1. Protokol studije.

%

n - broj; Z - zene; M - muSkarci; DASH - engl. Dietary Approaches to Stop Hypertension,
dijetetski rezim prema americkoj inicijativi za smanjenje unosa soli hranom; PBMC - engl.

peripheral blood mononuclear cells, mononuklearne stanice periferne krvi.

(izvor: izradila autorica rada)

4.3.1. Analiza uzoraka 24h urina

Za procjenu uskladenosti s danim prehrambenim protokolima (LS 1 HS) svaki ispitanik je
prikupio urin tijekom posljednja 24 sata LS i HS stanja prema danim uputama. Cjelovitost
prikupljanja 24h urina odredena je automatskim programom u Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku, KBC Osijek, koji prema zadanoj formuli racuna tzv. koeficijent
kreatinina iz vrijednosti kreatinina u urinu, tjelesne mase i volumena 24h urina. U uzorcima
24-satnog urina analizirani su natrij, kalij, koeficijent kreatinina, albumini, proteini i
koncentracija uree. Iz 24-satne natrijureze odgovaraju¢om formulom smo izrac¢unali dnevni

unos kuhinjske soli u gramima [1 g sol (NaCl) =393.4 mg Na = 17.1 mmol Na] koji smo kasnije
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koristili za provjeru pridrzavanja LS/HS dijete. Analiza uzoraka 24h urina je izvrSena u

Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Osijek, Osijek, Hrvatska.

4.3.2. Antropometrijska mjerenja i mjerenje vrijednosti krvnog tlaka

Ispitanicima je izmjerena visina (m) i tjelesna masa (kg) kako bi se izracunao indeks tjelesne
mase (engl. body mass index, BMI). Takoder, izmjeren je opseg struka i bokova kako bi se
izraCunao omjer struka i bokova (engl. waist to hip ratio, WHR). Prilikom svakog studijskog
posjeta, nakon 15 minuta odmora u sjede¢em polozaju, arterijski tlak je mjeren automatskim
oscilometrijskim sfigmomanometrom (OMRON M3, OMRON Healthcare Inc., Osaka, Japan).
Medijan tri uzastopna mjerenja uzet je kao kona¢na vrijednost krvnog tlaka (mmHg). Iz
sistolickih 1 dijastoli¢kih vrijednosti arterijskog tlaka je izracunat srednji arterijski tlak (MAP)
te je neosjetljivost na sol definirana kao promjena MAP < 10 mmHg odredena na LS u odnosu
na HS dijetu. Sudionici su klasificirani kao osjetljivi na sol ili neosjetljivi na sol nakon $to su
zavrs$ili cijeli protokol. Svi ispitanici su bili neosjetljivi na sol i sve opaZene promjene nakon

HS prehrane navedene u ovom radu mogu se smatrati neovisnima o arterijskom tlaku.

4.3.3. Uzorkovanje i analiza uzoraka venske krvi

Uzorak venske krvi uzet je svakom ispitaniku u studijskoj posjeti nakon LS te nakon HS dijete.
U uzorcima krvi odmah su analizirani kompletna krvna slika, elektroliti (natrij, kalij, kalcij),
urea, kreatinin i1 visokoosjetljivi C reaktivni protein (hsCRP) standardnim laboratorijskim
metodama i operativnim protokolima u Klini¢kom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-

a Osijek, Osijek, Hrvatska.

4.3.4. Serumska koncentracija proteina pro- i protuupalnih citokina, komponente C3a

komplementa, topljivih stani¢nih adhezijskih molekula i esej endoglina

Za ovaj skup eksperimenata, serumi su odvojeni iz uzoraka venske krvi te pohranjeni na -80
°C do analize. Koncentracije proteina u serumu: a) proupalnih citokina: interferon gama (IFN-
v), interleukina 6 (IL-6), tumor nekrotiziraju¢eg faktora o (TNF-a), interleukina 9 (IL-9),

interleukina 23 (IL-23 ) 1 interleukina 17A (IL-17A); b) protuupalnih (i imunomodulatornih)
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citokina: interleukina 10 (IL-10), interleukina 21 (IL-21), interleukina 22 (IL-22) i
transformirajuceg faktora rasta beta (TGF-B1); ¢) komponenta komplementa C3a; d) topljive
stanicne adhezijske molekule: topljiva medustanicna adhezijska molekula 1(sICAM-1),
topljiva vaskularna stani¢na adhezijska molekula 1 (sVCAM-1) 1 E-selektin (CD62E); 1 e)
endoglin su izmjereni pomocu Invitrogen Procarta Plex antitijela, reagensa i plocice za
»~multipleks* kvantitativno odredivanje razine proteina uporabom instrument platforme
Luminex 200 prema protokolu opisanom u prethodnom radu naSe istrazivacke grupe (130).
Pokusi su izvrSeni u Laboratoriju za imunolosku 1 alergolosku dijagnostiku KBC-a Osijek,

Osijek, Hrvatska.

4.3.5. Izolacija mononuklearnih stanica periferne krvi (PBMC), krioprezervacija,

odmrzavanje i kultivacija

Uzorci venske krvi prikupljeni su u 10 mL vacutainer epruvete koje sadrze EDTA 1 obradeni
su unutar tri sata od prikupljanja. Ohladeni reagensi i puferi koristeni u izolaciji zagrijani su na
sobnu temperaturu (~ 20-25 °C) prije izolacije. Sakupljena puna krv razrijedena je s prethodno
pripremljenom 1x fizioloSkom otopinom s fosfatnim puferom (PBS) u omjeru 1:1 1 pazljivo
nanesena na medij za centrifugiranje Ficoll-Paque® PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Svedska) bez mijesanja slojeva. Nakon toga, uzorci su centrifugirani 25 minuta na
800 G, na sobnoj temperaturi (Rotina 380, Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Njemacka).
Sloj koji je sadrzavao mononuklearne stanice sakupljen je i dvaput ispran s 1 x PBS. Broj stanica
odreden je bojenjem stanica s 0,4 % tripan plavom otopinom (Sigma-Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt, Njemacka) te koriStenjem Biirker-Tiirk komorice za brojanje i svjetlosnog
mikroskopa. Protokol dostupan na https://www.cptp.inserm.fr/wp-
content/uploads/2018/01/PBMC-isolation-and-cryopreservation.pdf (datum pristupa 20. lipnja
2019.).

PBMC su uzgajane u mediju RPMI-1640 s L-glutaminom (Sigma-Aldrich), dopunjenim
dodatkom fetalnog govedeg seruma (10 %) (Fetal Bovine Serum, FBS; Sigma-Aldrich) i
antibiotika penicilin-streptomicina (1 %) (Capricorn Scientific GmbH , Ebsdorfergrund,
Njemacka). Suspenzije stanica pohranjene su u ploCama s 24 jazice i stavljene u inkubator (Shel
Lab, CO> Series, Sheldon production Inc, Cornelius, OR, USA) pod sljede¢im uvjetima: ~37
°C, 5 % COz, > 80 % razina vlaznosti 24 h prije daljnjeg postupka.
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U svrhu krioprezervacije koristili smo dimetil-sulfoksid (DMSO; Supelco, Merck KGaA) i FBS
u omjeru 1:9, a za dodatnu krioprotekciju stanica prilikom zamrzavanja kriotubice su bile
uronjene u izopropilni alkohol tijekom najmanje 24 sata na -80 °C (Mr. Frosty; Termo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD).

Odmrzavanje uzoraka je provedeno u RPMI-1640 mediju (kojemu su dodani prethodno
navedeni FBS i antibiotici) koji je prethodno zagrijan na ~37 °C. Prije dodavanja medija,
kriotubice koje sadrze stanice pazljivo su umocene u vodenu kupelj (~37 °C) na otprilike 1 min,
a zatim prebacene u vece epruvete. Prethodno zagrijani medij je pipetiran na stanice kapanjem
kako bi se izbjegao osmotski Sok, a uzorci su centrifugirani. Nakon dva dodatna koraka
ispiranja, stanice su resuspendirane u svjezem mediju, prebacene u ploce s 24 jazice i drzane u

inkubatoru 24 h (~37 °C, 5 % CO2, > 80 % vlaznost).

Analize za ocjenu vijabilnosti stanica 1 iskljuenje moguce pristranosti uzrokovane
nespecifi¢nim bojenjem mrtvih/umirucih stanica u naSim uzorcima ukljucivale su (a) bojenje
stanica s 0,4 % tripan plavom otopinom 1 brojanje Zivih stanica u Biirker-Tiirk komorici pod
svjetlosnim mikroskopom 1 (b) bojenje stanica bojom koja se moze fiksirati (FVD) eFluor™
780 (eBioscienceTM, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), a koja se
moze detektirati na proto¢nom citometru nakon ekscitacije crvenim laserom od 633 nm. Uzorci

ukljuceni u zavrSnu analizu 1 izracune imali su vijabilnost stanica od > 80 %.

4.3.6. Ispitivanje frekvencije regulacijskih T limfocita (Treg) i pomo¢ni¢kih T limfocita

(Th17) i omjera Th17/Treg

Metoda protocne citometrije koriStena je za imunofenotipizaciju regulacijskih T limfocita
(Treg) 1 pomoc¢nickih T limfocita (Th17), $to je nasa istrazivacka skupina prakticirala i u

ranijem istrazivanju (131).

Imunomagnetsko sortiranje. Nakon odmrzavanja uzoraka PBMC-a i podeSavanja broja stanica
na 1,2 x 107, CD4+ T stanice su odvojene koridtenjem metode negativne magnetske selekcije
putem komercijalno dostupnih magnetskih kuglica (MagniSortTM Human CD4+ T stanica,
komplet za obogacivanje; Invitrogen od Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), te
slijede¢i protokol koji je dao proizvodac (datum pristupa 11. svibnja 2020.; Protokol dostupan
na https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/8804-6811.pdf). Navedeni set
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sadrzi protutijela usmjerena na slijede¢e humane antigene: CDS, CD11b, CD14; CD16, CD19,
CD20, CD36, CD56, CD123, CD235a, y6 TCR pomocu kojih se postize minimalna ¢isto¢a od

85 % CD4 T limfocita (131). Za aktivaciju su pripremljene negativno odabrane stanice.

Aktivacija CD4+ T limfocita. Kako bi se aktivirale CD4+ T stanice 1 potaknula proizvodnja
citokina, magnetski sortirane stanice su kratko (4 sata) stimulirane s forbol 12-miristat 13-
acetatom (PMA) 1 ionomicinom. Aktivacija CD4 T stanica provedena je u plocama s 24 jazice
(4 sata, ~37 °C, 5 % CO», > 80 % razina vlaznosti) s komercijalno dostupnim koktelom za
stimulaciju stanica (500%; eBioscienceTM, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SAD) u konac¢noj koncentraciji od 2 pL/mL (datum pristupa 12. svibnja 2020.; puni
protokol dostupan na https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/00-4970.pdf).

Kalcijev klorid (CaCly) dodan je stimulacijskom mediju da izazove dugotrajnu intracelularnu

kalcijevu signalizaciju koja bi izazvala stani¢ni odgovor (kona¢na koncentracija od 5 pL/mL).

Kako bi se sprijecilo lucenje citokina i omogucila procjena stanica koje proizvode IL-17
proto¢nom citometrijom (intracelularno bojenje IL-17, detaljan protokol naveden kasnije u
odjelju), otopina Brefeldina A (1000%; eBioscienceTM, Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Waltham MA, SAD) koriStena je kao inhibitor transporta proteina u Golgijev aparat
s rezultiraju¢im nakupljanjem proteina u endoplazmatskom retikulumu (datum pristupa 12.
svibnja 2020.; kona¢na koncentracija 3 uL/mL; dostupno na https://assets.thermofisher.com/

TFS-Assets/LSG/manuals/00-4506.pdf).

Koktel za stimulaciju stanica, Brefeldin A i CaCl, dodani su zajedno i u isto vrijeme u stanicnu
suspenziju. Nakon zavrSetka Cetverosatne inkubacije, dodano je 200 uL 0,1 M EDTA i

inkubirano 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se zaustavila reakcija.

Protocna citometrija. Kao $to je navedeno, metodom protocne citometrije odredene su
ucestalosti CD4+FOXP3+ regulatornih T limfocita i CD4+IL-17A+ T pomo¢nih limfocita
medu izoliranim mononuklearnim stanicama periferne krvi. Protokoli za pripremu uzoraka i
bojanje za intracelularne antigene za protonu citometriju bili su modificirane verzije
preporucenih  protokola  (datum  pristupa 13. svibnja  2020.; dostupno na
www.thermofisher.com). Za intracelularno bojenje koristen je puferski set za bojanje FOXP3
faktora transkripcije (eBioscienceTM, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

SAD). Ukratko, prije bojenja povrSine stanice, fiksacije/permeabilizacije 1
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intracelularnog/nuklearnog bojenja, mrtve stanice su nepovratno obiljezene prethodno
spomenutim FVD-om (aminoreaktivna fiksirana boja za vijabilnost), a hvatanje nespecifi¢nih
antitijela Fc receptorima blokirano je dodatkom ljudskog reagensa za blokiranje Fc (BD
PharmigenTM, BD Biosciences, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, SAD).
Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi, provedeno je bojenje odgovarajuéom smjesom
antitijela ovisno o podskupu stanica od interesa. Uz pazljivu pripremu uzoraka i optimizaciju
protokola bojanja, u naSe su eksperimente ukljuCene standardne preporucene kontrole za
proto¢nu citometriju, a to su: jednobojne, fluorescencija minus jedan (engl. fluorescence minus
one, FMO), neobojene i negativne kontrole kako bi se pouzdano razlikovale pozitivne stanice

od pozadinskog/negativnog bojenja i nespecificnih uc¢inaka.

Matrica kompenzacije fluorescencije za analizu viSebojne protocne citometrije izraCunata je
koristenjem BDTM CompBeads Anti-Mouse Ig, k/Negative Control Compensation Particle Set
(BD Biosciences, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, SAD). Mjerenja
obojenih uzoraka provedena su citometrom BD FACSCanto II (FACSCanto II, Becton
Dickinson, San Jose, CA, SAD). Analiza i vizualizacija podataka provedena je pomocu softvera

FlowLogic (Inivai Technologies, Mentone, Australija).

Regulacijski T limfociti (Treg). Za bojenje povrsine stanica koriStena je sljede¢a mjeSavina
antitijela: CD3 FITC (klon: OKT3, eBioscienceTM, Affymetrix od Thermo Fisher Scientific,
Kalifornija, SAD), CD4 PerCP-eFluorTM 710 (klon: SK3, eBioscienceTM), CDy177 (klon:
eBioRDRS, eBioscienceTM), CD25 APC (klon: BC96, eBioscienceTM); dok je FOXP3 PE
(klon: 235A/E7, eBioscienceTM) protutijelo koriSteno za intracelularnu detekciju
intracelularnog antigena. Reprezentativna strategija "postavljanja prozora" koriStena za analizu

podataka prikazana je na slici 4.2.
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Slika 4.2. Prikaz reprezentativne strategije odredivanja populacija od interesa za

procjenu regulacijskih T stanica periferne krvi (Treg) proto¢nom citometrijom.

Panel A prikazuje reprezentativne tockaste grafikone koji ilustriraju strategiju "postavljanja
prozora", ukljucujuci izuzeée dvostrukih stanica na temelju povrsine i Sirine signala koji potjece
od pravocrtnog rasprsenja svjetlosti (engl. forward scatter area, FSC-A) u odnosu na analizu
Sirine rasprSenja ( engl. Forward scatter width) (A-1), ukljucenje Zivih stanica (negativne na
fiksabilnu boju za vijabilnost) (A- ii), definiranje populacije limfocita (A-iii) i definiranje
populacije CD3+ T stanica (A-iv). Zatim su analizirane ukupne CD25 i FOXP3 T stanice koje
eksprimiraju CD4+CD127 nisku populaciju (Panel B). B-i prikazuje reprezentativnu strategiju

»postavljanja prozora®, B-ii reprezentativne uzorke iz LS 1 HS protokola.

LSD- (engl. low salt diet), niskoslana dijeta; HSD (engl. high salt diet), visokoslana dijeta. Za

analizu podataka 1 ilustraciju koristen je softver FlowLogic.

Pomocénicki T limfociti (Thl7). Za detekciju antigena stanicne povrSine koriStena je sljedeca
mjeSavina antitijela: CD3 PerCP-eFluorTM 710 (klon: SK7, eBioscienceTM, Affymetrix od
Thermo Fisher Scientific, CA, SAD), CD4 PE-Cy7 (klon: SK3, eBioscienceTM), CD196 APC
(klon: R6H1, eBioscienceTM), dok je IL-17A FITC (klon: eBio64DEC17, eBioscienceTM)
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antitijelo dodano za detekciju intracelularnog antigena. Reprezentativna strategija "postavljanja

prozora" korisStena za analizu podataka prikazana je na slici 4.3.
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Slika 4.3. Prikaz reprezentativne strategije odredivanja populacija od interesa za

procjenu Th17 populacije periferne krvi protoénom citometrijom.

Panel A prikazuje reprezentativne tockaste grafikone koji ilustriraju strategiju "postavljanja
prozora", ukljucujuci izuzeée dvostrukih stanica na temelju povrsine i Sirine signala koji potjece
od pravocrtnog rasprsenja svjetlosti (engl. forward scatter area, FSC-A) u odnosu na analizu
Sirine rasprSenja ( engl. Forward scatter width) (Ai), ukljucenje zivih stanica (negativne na
fiksabilnu boju za vijabilnost) ( A-ii), definiranje populacije limfocita (A-iii) 1 definiranje
populacije CD3+CD4+ T pomoc¢nickih stanica (A-iv). T pomoc¢nic¢ke stanice su naknadno
analizirane na ekspresiju IL-17A i CD196/CCR6. Prvo su analizirane ukupne T pomo¢nicke
stanice koje izluuju IL-17 (Panel B) pri ¢emu je prozor na IL-17+ T stanicama definiran
koriStenjem kontrole florescencije minus jedan (engl. florescence minus one, FMO) za 1L-17
antitijelo (B-1). Reprezentativni uzorak koji pokazuje relativne frekvencije perifernih CD4+IL-

17+ T pomo¢nih stanica u zdravih mladih osoba prikazan je na B-ii. Populacija T pomo¢nickih
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stanica koje luce IL-17 dodatno je analizirana na ekspresiju CD196/CCR6 (panel C), stoga su
identificirane dvije subpopulacije - CD4+CD196+IL17+ koja odgovara Thl7 stanicama i
CD4+CD196-IL17+ koja odgovara ne-Thl7 stanicama, tj. drugim T pomoc¢ni¢kim
subpopulacijama sa sposobnoscu izlucivanja IL-17. FMO kontrole za antitijela sa
specificnostima za IL17 i CCR6 koriStene su za “postavljanje prozora® (C-i1 C-ii). Na C-iii su
prikazane FMO kontrole pomocu kojih je odredena granica izmedu pozitivnih i negativnih

stanica. Za analizu podataka i ilustraciju koristen je softver FlowLogic.

4.3.7. Odredivanje serum i glukokortikoid regulirane kinaze 1 (SGK1)

Relativna koli¢ina ukupne serumom i glukokortikoid regulirane kinaze 1 (SGK1) u kultiviranim
stanicama izmjerena je komercijalno dostupnim kompletom za ELISA-u (LifeSpan
BioSciences, Inc., Seattle, WA, SAD) na kompaktnom citacu apsorpcije za mikroploce s 96
jazica (BioRad PR 3100 TSC). Nakon odmrzavanja i provjere odrzivosti (bojenje stanica s 0,4
% tripan plavom otopinom), PBMC su izbrojani i stavljeni u medij za kulturu (RPMI-1640
nadopunjen s 10 % FBS 1 1 % antibiotikom penicilin-streptomicina). Prije dodavanja stanica,
ploc¢e s 96 jazica su oblozene sa 100 uL ljepljive otopine poli-L-lizina (0,1 % u H20O) 1
inkubirane 30 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije, 20-30000 stanica je posadeno u svaku jazicu
u 200 pL medija kulture i ploce su inkubirane preko no¢i (~37 °C, 5 % CO2, > 80 % vlaznost).
Zatim su slijedili koraci protokola analize koji su navedeni u korisnickom priru¢niku kompleta.
Nakon zavrSetka protokola analize, ploce su odmah ocitane na 450 nm pomocu citaca
mikroploca (dostupno na https://www.lsbio.com/elisakits/mouse-human-rat-phospho-sgk1-

sgk-serd422-cell-based- fosforilacija-elisa-elisa-kit-1s-f1101/1101).

4.3.8. Odredivanje p38 mitogenom aktivirane protein kinaze

Relativna koli¢ina ukupne i fosforilirane humane protein kinaze aktivirane p38 mitogenom
(p38MAPK) izmjerena je iz stani¢nih lizata koriStenjem komercijalno dostupnog InstantOne
ELISA kompleta (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Prethodno
pohranjeni PBMC su odmrznuti i obojeni 0,4 % tripan plavom otopinim (Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Darmstadt, Njemacka) kako bi se izbrojile vijabilne stanice u Biirker-Tiirk komori pod

svjetlosnim mikroskopom. Broj vijabilnih stanica je podesen na odgovaraju¢u gustocu od
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priblizno 25 000 stanica po jazici. Stanice su resuspendirane u Hankovoj balansiranoj slanoj
otopini (HBSS) koja sadrzi 5 % fetalnog govedeg seruma (FBS; Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
SAD) i lizirane s 20 % kona¢nog volumena Lysis Mixa koji se nalazi u kompletu. Nakon koraka
protokola analize, apsorbancija uzoraka je izmjerena na 450 nm na kompaktnom citacu
apsorbancije za mikroploce s 96 jazica (BioRad PR 3100 TSC, Bio-Rad Laboratories, CA,
SAD).

4.3.9. Odredivanje koncentracije proteina - biomarkera oksidativnog stresa i
antioksidativne obrane: reaktivne tvari tiobarbituratne Kkiseline (TBARS), sposobnosti

plazme za smanjenje Zeljeza (FRAP) i 8-iso prostaglandina F2 alfa (8-iso-PGF2a)

Kao biljege oksidativnog stresa mjerili smo TBARS (engl. Thiobarbituric Acid Reactive
Substances) 1 8-iso-prostaglandin F2a (8-is0-PGF2a), a kao biljeg antioksidativnog kapaciteta
odreden je FRAP (engl. ferric reducing ability of plasma).

Uzorci venske krvi za odredivanje TBARS 1 FRAP pomocu spektrofotometrije prikupljeni su
nakon LS i HS dijetnog protokola u epruvetama s antikoagulansom, brzo zamrznutim u teku¢em

dusiku i pohranjeni u hladnjaku na -80 °C do izvodenja pokusa.

TBARS, kojim se procjenjuju produkti peroksidacije lipida, predstavlja mjeru razine
oksidativnog stresa. Buduc¢i da je metoda nespecifi¢na, jer se druge tvari vezu na tiobarbiturnu
kiselinu (ukljucujuci proteine), uzorku venske krvi je dodana trikloroctena kiselina za talozenje
proteina, a nakon toga je za daljnje mjerenje koriSten supernatant. Apsorbancija uzorka
izmjerena je nanofotometrom P300 UV/VIS, IMPLEN na 572 i 532 nm s malondialdehidom
(MDA) koristenim kao standardom (uM MDA) (132). Za mjerenje antioksidativnog kapaciteta
uzoraka krvi koristena je FRAP metoda. Fe**-TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin) reducira se
u Fe**-TPTZ u prisutnosti antioksidansa i dolazi do pojave plave obojanosti. Apsorbancija
uzorka izmjerena je nanofotometrom P300 UV/VIS, IMPLEN na 593 nm sa standardom (mM/L
Trolox) (133). Kemikalije koriStene za odredivanje oksidativnog stresa bile su tiobarbiturna
kiselina (TBA; Sigma-Aldrich, DE, SAD), trikloroctena kiselina (TCA; Panreac, Europa) i
1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP; Sigma-Aldrich) i za FRAP analizu Trolox (Sigma-Aldrich),
2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin (TPTZ; Sigma-Aldrich), zeljezov(Ill) klorid heksahidrat
(FeCl3.6H20; Sigma-Aldrich) i natrijev acetat trihidrat (Kemika, Hrvatska).
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Koncentracija proteina 8-iso-PGF2a (izoprostana proizveden neenzimskom peroksidacijom
arahidonske kiseline u membranskim fosfolipidima) u serumu mjerena je koriStenjem

komercijalno dostupnog ELISA kita (MyBioSource, MBS700957, San Diego, CA, SAD).

4.3.10. Mjerenje o endotelu ovisne reaktivnosti mikrocirkulacije koZe

Reaktivnost mikrocirkulacije koZe mjerena je u odgovoru na vaskularnu okluziju (PORH, post-
okluzivna reaktivna hiperemija) 1 iontoforezu acetilkolina (ACh) (endotel-ovisna

vazodilatacija).

Za procjenu mikrovaskularne reaktivnosti u odgovoru na vaskularnu okluziju (PORH) i
iontoforezu ACh koristili smo metodu Laser Doppler flowmetry (LDF) (MoorVMS-LDF,
Axminster, UK). LDF mjerenja su izvrSena u prostoriji kontrolirane sobne temperature (23,5 +
0,5 ° C) nakon 30 minuta aklimatizacije. Sonda LDF je pri¢vr§¢ena na kozu volarne strane
podlaktice, 13-15 cm od zapes$ca, na istom mjestu prilikom svakog mjerenja. PORH test je
proveden nakon 5-minutnog bazalnog mjerenja, okluzijom brahijalne arterije induciranom
napuhavanjem pneumatske manzete na nadlaktici na 30-50 mmHg iznad sistoli¢kog arterijskog
tlaka. Mjerenje protoka ucinjeno je prije, tijekom i nakon oslobadanja 1-minutne okluzije.
Protok krvi u mikrocirkulaciji izraZzava se u proizvoljnim perfuzijskim jedinicama (PU) i
veli¢ina protoka se odreduje softverom koji ra¢una povrSinu ispod krivulje (AUC) tijekom
bazalnog protoka, okluzije i reperfuzije. Konacan rezultat se izrazava kao razlika izmedu
postotka promjene protoka tijekom reperfuzije i okluzije u odnosu na bazalni protok (porast R-
O %). Postupci LDF za mjerenje PORH udinjeni su prema prethodno opisanim protokolima

nase istrazivacke skupine (7,134).

Iontoforeza je neinvazivna metoda za transdermalni unos nabijenih Cestica izvana
primijenjenom strujom malog napona. Nabijene Cestice se nanose na kozu putem iontoforetske
elektrode koja se u¢vr§¢uje na kozu na mjestu gdje se nalazi i sonda LDF-a. Nakon bazalnog
mjerenja protoka kroz 5 minuta, transdermalno se iontoforezom unesu pozitivno nabijeni ACh
(1 %) primjenom anodne struje (7 pulseva direktne struje jac¢ine 0.1 mA kroz 30 s s pauzom od
30 s izmedu pojedinih pulseva). Protokol iontoforetske primjene nabijenih Cestica prilagoden
je na nacin da se postigne plato maksimalnog LDF odgovora za apliciranu nabijenu Cesticu

(22,135). Velic¢ina protoka krvi u mikrocirkulaciji u ovom se testu takoder izrazava u PU i
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odreduje se programskim racunanjem AUC tijekom bazalnog protoka i tijekom primjene ACh.
Rezultat se izrazava kao povecanje protoka krvi nakon primjene ACh u odnosu na bazalni

protok.

4.4. Statisticke metode

Rezultati su opisani aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom u slu¢aju normalne
raspodjele, a u ostalim slu¢ajevima medijanom 1 granicama interkvartilnog raspona. Broj
ispitanika potreban kako bi se pokazao statisticki znacajan ucinak izraCunat je na temelju
preliminarnih rezultata dobivenih na 10 ispitanika. Kako bi se pokazala oc¢ekivana razlika u
promjeni mjerenih biljega upale prije i poslije HS dijete uz alfa=0,05 te jakost statisticke analize
80 % za t-test za zavisne uzorke (engl. paired t-test), izraCunali smo da je potreban je uzorak
od 12 ispitanika. Normalnost raspodjele numerickih varijabli odreden je Kolmogorov-
Smirnovim testom normalnosti. Razlike normalno raspodijeljenih varijabli izmedu mjerenja
prije i poslije HS dijete (LS vs. HS mjerenje) testirane su t-testom za zavisne uzorke (engl.
paired t-test), a u sluCaju odstupanja od normalne raspodjele Wilcoxonovim testom sume
rangova. Povezanost (korelacija) izmedu mikrovaskularne reaktivnosti (PORH 1 iontoforeza
ACh) i odgovarajuéih varijabli (biljega upale, unos soli, biljezi oksidativnog stresa) ispitali smo
Pearsonovim ili Spearmanovim korelacijskim testovima (ovisno o normalnosti distribucije
podataka). Dvostrani P < 0,05 smatran je statisticki znac¢ajnim. Za statisticku analizu koristili

smo statistiCki program SigmaPlot (verzija 11.2, SYSTAT Software, Chicago, SAD).
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5. REZULTATI

Svi ispitanici bili su mladi, normalne tjelesne tezine, normotenzivni, imali su urednu bubreznu
funkciju kao i urednu kompletnu krvnu sliku, serumske elektrolite i nisu imali aktivni upalni
proces (normalna vrijednost hsCRP). Svi su oni zavrsili dvotjedni protokol perturbacije unosa
soli putem prehrane; 7 dana LS dijete (razdoblje ,,ispiranja““) nakon Cega je slijedilo 7 dana HS
dijete. Znacajno povecanje 24-satnog izlucivanja natrija urinom, kao i povecanje dnevnog
unosa soli tijekom HS prehrane u usporedbi s LS periodom, potvrdili su da su sudionici uzimali

sol u skladu s danim smjernicama za LS 1 HS prehranu.

5.1. Hemodinamski, antropometrijski i biokemijski pokazatelji

Kao §to je i ranije objavljeno, 7-dnevna HS dijeta nije znacajno promijenila BMI i WHR
ispitanika u usporedbi s LS (tablica 5.1.). Stovise, sistolicki krvni tlak, dijastoliki tlak i
prosjecni arterijski tlak (MAP) ostali su nepromijenjeni nakon HS prehrane u usporedbi s LS
(tablica 5.1.). Stoga, budu¢i da velike promjene u izracunatom dnevnom unosu soli i 24-satnom
izlu€ivanju natrija tijekom unosa HS nisu bile popracene popratnim promjenama razine
arterijskog tlaka, svi sudionici se mogu okarakterizirati kao neosjetljivi na sol, a sve uocene
promjene nakon HS ishrane zabiljezene u ovom radu mogu se smatrati neovisnim o promjeni

tlaka.
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Tablica 5.1. Antropometrijska i hemodinamska obiljeZja nakon 7 dana LSi7

dana HS prehrane u zdravih, mladih ispitanika.

Obiljezje LS HS
N (Z/M) 30 (15/15)
Dob (godine) 21 [19-23]
Antropometrijska obiljeZja
BMI (kg/m?) 24,3 [22,14-25,91] 24,03 [22,46-25,91]
WHR 0,83 [0,76-0,87] 0,82 [0,77-0,84]
Hemodinamska obiljeZja
SBP (mmHg) 116 (11) 116 (13)
DBP (mmHg) 75 [70-80] 73 [71-78]
MAP (mmHg) 88 (7) 88 (6)

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost = standardna devijacija (SD) (za normalnu
distribuciju varijabli) ili kao medijan i interkvartilni raspon (za varijable koje nisu
normalno distribuirane).

LS- eng. low salt, niskoslana dijeta; HS- eng. high-salt, visokoslana dijeta; N- eng.
number, broj ispitanika; Z-Zene; M- muskarci; BMI- eng.body mass index, indeks
tjelesne mase; WHR- eng. waist-to-hip ratio, omjer struk-bokovi; SBP- eng.systolic
blood pressure, sistolicki krvni tlak; DBP- eng.diastolic blood pressure, dijastolicki
krvni tlak; MAP- eng. mean arterial pressure, srednji arterijski tlak.

* P <0,05 LS vs. HS (t-test za zavisne uzorke, Wilcoxonov test sume rangova).

HS dijeta znacajno je povecala koncentraciju natrija i kalija u serumu te se koncentracija kalcija
u serumu smanjila u usporedbi s LS dijetnim uvjetima, no sve su vrijednosti ipak bile unutar
normalnog referentnog raspona (Na 137-146 mmol/L, K 3,9-5,1 mmol/L, Ca 2,14-2,53
mmol/L). Nije bilo znacajne razlike u kompletnoj krvnoj slici, serumskoj ureji, kreatininu i

hsCRP nakon HS dijete u usporedbi s LS (tablica 5.2.).
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Tablica 5.2. Biokemijska obiljeZja u serumu nakon 7 dana LS i 7 dana HS

prehrane u zdravih, mladih ispitanika.

Obiljezje LS HS

Serumska biokemijska obiljeZja
leukociti (x10°/L) 6,2 [5,5-7,4] 6,0 [5,2-7,3]
eritrociti (x1071%/L) 5,02 (0,55) 4,89 (0,55)
hemoglobin (g/L) 145,3 (15,7) 142,0 (15,7)
hematokrit (%) 42,2 (4,4) 41,4 (4,3)
trombociti (x10°/L) 242.3 (38,4) 229,1 (42,3)
urea (mmol/L) 4,3 (1,1) 4,4 (0,9)
kreatinin (umol/L) 76,7 (12,6) 71,1 (9,4)
natrij (mmol/L) 138,0 [137,0-139,0] 140,0 [139,0-141,0] *
kalij (mmol/L) 4,0 [3,9-4,2] 4,1[4,0-4,3] *
kalcij (mmol/L) 2,48 (0,07) 2,43 (0,10) *
hsCRP (mg/L) 0,55 [0,32-1,13] 0,56 [0,34-0,80]

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) (za normalnu
distribuciju varijabli) ili kao medijan i interkvartilni raspon (za varijable koje nisu
normalno distribuirane).

LS-engl. low salt, niskoslana dijeta; HS- engl. high salt, visokoslana dijeta; hsCRP-
engl. high-sensitivity C reactive protein, visokoosjetljivi C reaktivni protein.

* P <0,05 LS vs. HS (t-test za zavisne uzorke, Wilcoxonov test sume rangova).

Nije bilo znacajne razlike u ukupnom volumenu 24-satnog urina, koeficijentu kreatinina, uree,

proteina, albumina i izlu¢ivanju kalija nakon HS prehrane u odnosu na LS (tablica 5.3.).
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Tablica 5.3. Biokemijska obiljeZja u 24h urinu nakon 7 dana LS i 7 dana HS

prehrane u zdravih, mladih ispitanika.

Obiljezje LS HS
Biokemijska obiljeZja u 24-satnom urinu
24h volumen urina (ml) 1573 (760) 1645 (740)
24h koeficijent kreatinina
(umol/24h/kg) 153,5 (62,6) 157,0 (52,5)
urea u 24h urinu (mmol/dU) 234,3 (132,1) 238,5 (100,6)
proteini u 24h urinu (mg/dU) 91,5 [50,0-107,8] 81,0 [66,0 - 107,5]
albumini u 24h urinu (mg/dU) 5,3 12,5-9,4] 5,6 [4,0-8,0]
natrij u 24h urinu (mmol/dU) 66,0 [46,0-114,8] 211,5[162,5-336,0] *
kalij u 24h urinu (mmol/dU) 40,5 (17,1) 48,8 (23,3)
izraCunati unos soli (g/day) 3,9[2,7-6,7] 12,4 [9,5-19,6] *

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost = standardna devijacija (SD) (za normalnu
distribuciju varijabli) ili kao medijan i interkvartilni raspon (za varijable koje nisu

normalno distribuirane).

LS -engl. low salt, niskoslana dijeta; HS- engl. high-salt, visokoslana dijeta

* P <0,05 LS vs. HS (t-test za zavisne uzorke, Wilcoxonov test sume rangova).

5.2. Koncentracije serumskih proupalnih i protuupalnih biljega te biljega aktivacije

endotela

Proupalni citokini: koncentracija proteina u serumu IFN-y, TNF-a, IL-9 1 IL-17A znacajno se
povecala, dok je koncentracija IL-6 1 IL-23 ostala nepromijenjena nakon 7-dnevne HS prehrane

u odnosu na LS (tablica 5.4.).

Protuupalni citokini: koncentracija proteina u serumu IL-10 i TGF-B1 znacajno se povecala,
dok je koncentracija IL-21 i IL-22 ostala nepromijenjena nakon 7-dnevne HS prehrane u
usporedbi s LS. 7-dnevna HS dijeta nije inducirala znac¢ajnu promjenu koncentracije proteina u
serumu komponente komplementa C3a, topljivih stani¢nih adhezijskih molekula (SICAM-1,

sVCAM-1 i E-selektin) i endoglina u usporedbi s LS dijetom (tablica 5.5.).
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Tablica 5.4. Serumska proteinska koncentracija proupalnih i protuuplanih

citokina, C3a komponenta komplementa u odgovoru na 7-dnevnu visokoslanu

dijetu u mladih, zdravih pojedinaca

Obiljezje (pg/mL)

LS

HS

N (Z/M)
Proupalni citokini
IFN-y
TNF-a
IL-6
IL-9
IL-17A
IL-23
Protuupalni (imunomodulatorni)
IL-10
IL-21
IL-22
TGF-B1

C3a komponenta komplementa

30 (15/15)

1,26 [0,76-1,58]
7,55 (12,27)
2,24 [1,35-3,18]
0,09 [0,05-0,23]
1,52 [0,89-4,67]
0,05 (0,02)

0,44 [0,27-0,66]
168,2 (210,5)
1,39 [1,10-2,18]
36,6 (33,0)
202,3 (159,4)

1,80 [1,31-4,85] *
14,49 (16,23) *
2,82 [1,93-3,53]
0,19 [0,11-3,49] *
2,02 [1,56-12,2] *
0,05 (0,02)

0,68 [0,44-3,60] *
281,6 (296,8)
1,88 [1,29-3,21]
49,7 (31,6) *
204,5 (178,0)

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost = standardna devijacija (SD) (za normalnu

distribuciju varijabli) ili kao medijan i interkvartilni raspon (za varijable koje nisu

normalno distribuirane).

LS-engl. low salt, niskoslana dijeta; HS- engl. high-salt, visokoslana dijeta; N- engl.

number, broj ispitanika; Z-Zene; M- muskarci; IFN-y- interferon gama; TNF-a- tumor

nekrotizirajuéi faktor alfa; IL-6- interleukin 6; IL-9- interleukin 9; IL-17A-
interleukin 17A; IL-23- interleukin 23; IL-10- interleukin 10; IL-21; interleukin 21;

IL-22- interleukin 22; TGF-B1- transformirajuci ¢cimbenik rasta beta.

* P <0,05 LS vs. HS (t-test za zavisne uzorke, Wilcoxonov test sume rangova).
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Tablica 5.5. Serumska koncentracija topljivih stani¢nih adhezijskih molekula i

endoglina u odgovoru na 7-dnevnu visokoslanu dijetu u mladih, zdravih pojedinaca

Obiljezje (pg/mL) LS HS
N (Z/M) 30 (15/15)
Topljive stanic¢ne adhezijske molekule
sICAM-1 1108 [444-1623] 968 [537-1558]
sVCAM-1 3342 [2195-4808] 3230 [2524-4024]
E-selektin 132,4 (47,5) 130,5 (39,3)
Endoglin 1753 [1118-2679] 1709 [1337-2599]

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost = standardna devijacija (SD) (za normalnu
distribuciju varijabli) ili kao medijan i interkvartilni raspon (za varijable koje nisu
normalno distribuirane).

LS-eng. low salt, niskoslana dijeta; HS- eng. high-salt, visokoslana dijeta; N- eng. number,
broj ispitanika; Z-7ene; M- muskarci; sSICAM-1- topljive intercelularne adhezijske
molekule 1; sVCAM-1- topljive vaskularne stani¢ne adhezijske molekule 1.

* P < 0,05 LS vs. HS (t-test za zavisne uzorke, Wilcoxonov test sume rangova).

5.3. Frekvencije T regulacijskih (Treg) i pomo¢ni¢kih T limfocita (Th17) te omjer
Th17/Treg

7-dnevna HS prehrana rezultirala je nepromijenjenom ucestalos¢u limfocita periferne krvi koji
eksprimiraju CD25/FOXP3 (Treg) unutar subpopulacije CD4+ CD127+ (CD25+ FOXP3+ %
od roditeljske populacije, LS 14,54 + 7,76 u odnosu na HS 13,49 + 7,53, P =0,288) (slika 5.1.).
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Slika 5.1. Udinci kratkotrajne prehrane s velikim udjelom soli na ucestalost perifernih

regulatornih T stanica (Treg) u zdravih mladih osoba.

Treg - T regulacijske stanice; LS - niskoslana dijeta; HS - visokoslana dijeta. Relativne
frekvencije perifernih Treg stanica prikazane su kao dijagrami kutija i brkova min do max
vrijednosti (engl. box-and-whisker plots); t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test sume

rangova, LS naspram HS; P < 0,05 smatrano je znacajnim.

Ucestalost ukupnih perifernih T pomo¢nih stanica koje luc¢e IL-17 nije se znacajno promijenila
nakon 7-dnevne HS dijjete (CD4+ IL-17A+ % roditeljskog, LS 0,80 + 0,73 naspram HS 0,59 +
0,53,P=0,173) (slika 5.2. A). Ove su stanice dodatno imunofenotipizirane i, na temelju njihove
ekspresije CCR6, podijeljene na Thl7 (CCR6+IL-17+) i ne-Thl17 (CCR6-IL-17+) T
pomoc¢nicke stanice, pri ¢emu potonje uglavnom odgovaraju Thl i TH2 stanicama koje luce IL-
17. 7-dnevna HS prehrana nije inducirala znacajnu promjenu u ucestalosti Th17 stanica u
usporedbi s uvjetima LS ishrane (CCR+ IL-17A+ % roditeljskog, LS 0,43 + 0,28 vs HS 0,33
+ 0,28, P = 0,256) (slika 5.2. B). 1z ovih je rezultata vidljivo da je omjer Th17/Treg takoder
ostao nepromijenjen nakon 7-dnevne HS prehrane u usporedbi s LS uvjetima u zdravih osoba

otpornih na sol (Th17/Treg LS 0,039 + 0,036 u odnosu na HS 0,031 + 0,030, P = 0,347) .
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Slika 5.2. A i B. Ucinci kratkotrajne prehrane s velikim udjelom soli na zastupljenost

periferne Th17 populacije u zdravih mladih osoba.

Relativne frekvencije perifernih T pomo¢nih (CD3+CD4+) stanica koje luc¢e ukupni IL-17

prikazane su na slici A, dok su relativne frekvencije CCR6+IL17+ T stanica koje odgovaraju
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Th17 stanicama prikazane na slici B. Podaci su prikazani dijagrami kutija i brkova min do max

vrijednosti (engl. box-and-whisker plots).

LS-engl. low salt, niskoslana dijeta; HS- engl. high-salt, visokoslana dijeta. T-test za zavisne

uzorke ili Wilcoxonov test sume rangova, LS naspram HS; P < 0,05 smatralo se znacajnim.

5.4. Relativna i fosforilirana serum i glukokortikoid regulirana kinaza (SGK1) i p38

mitogen aktivirana protein kinaza (p38MAPK)

Relativna koli¢ina ukupne SGK1 znacajno se povecala (ukupna SGK1 LS 0,928 + 0,031 u
odnosu na HS 0,975 + 0,044, P <0,001), dok se relativna koli¢ina fosforilirane SGK1 znacajno
smanjila nakon 7-dnevne HS prehrane u usporedbi s LS (fosforilirana SGK1 LS 0,972 + 0,022
vs HS 0,941 £0,017, P <0,001), (slika 5.3. A). Relativna koli¢ina i ukupne (ukupna p38MAPK
LS 0,887 = 0,611 u odnosu na HS 0,660 = 0,549, P = 0,243) 1 fosforilirane p38MAPK
(fosforilirana p38MAPK LS 0,651 + 0,677 u odnosu na HS 0,639 + 0,528, P = 0,947) nije

znacajno promijenjen nakon 7-dnevne HS prehrane u usporedbi s LS uvjetima, (slika 5.3. B).
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Slika 5.3. A i B. U¢inak 7-dnevne dijete s velikim udjelom soli na relativnu Kkoli¢inu
ukupne serumom i glukokortikoidima regulirane kinaze 1 (SGK1) (A), te ukupnu (i) i
fosforiliranu (ii) p38 mitogen-aktiviranu proteinsku kinazu (p38MAPK) ( B) kod

mladih, zdravih ispitanika.

LS-engl. low salt, niskoslana dijeta; HS- engl. high-salt, visokoslana dijeta. T-test za zavisne
uzorke ili Wilcoxonov test sume rangova, LS naspram HS. Podaci su prikazani dijagrami kutija
1 brkova min do max vrijednosti (engl. box-and-whisker plots). *P < 0,05 smatralo se

znacajnim.

5.5. Biljezi oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta

Sedmodnevna HS dijeta znacajno je povecala razine TBARS (markera peroksidacije lipida)
nakon HS prehrane u usporedbi s uvjetima LS prehrane (TBARS uM/MDA LS 20,48 + 4,38
vs. HS 22,83 £ 4,53; P < 0,001) (slika 5.4. A). Sli¢no, koncentracije proteina 8-iso-PGF2a
(marker oksidativnog stresa) u serumu bile su znacajno vise nakon HS dijete u usporedbi s
uvjetima LS (8-is0-PGF2a pg/mL LS 692,5 + 112,3 vs. HS 813,7 £78 ,7; P <0,001) (slika 5.4.
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B). Sedmodnevna HS dijeta znacajno je smanjila razine FRAP (marker antioksidativne obrane)

(FRAP mM/; LS 0,33 + 0,09 u odnosu na HS 0,22 + 0,09; P < 0,001) nakon HS dijete u
usporedbi sa stanjem nakon LS dijete. (slika 5.4.C).
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Slika 5.4. A, Bi C. U¢inak 7-dnevne dijete s velikim udjelom soli na markere oksidativnog

stresa i antioksidativnu obranu kod zdravih osoba.

(A) TBARS (engl. thiobarbituric acid reactive substances), (B) 8-iso-prostaglandin F2a. (8-iso-
PGF2a), (C) FRAP (engl. ferric reducing ability of plasma).

LS-engl. low salt, niskoslana dijeta; HS- engl. high-salt, visokoslana dijeta. Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna devijacija. * P < 0,05 razlika izmedu LS prehrane i HS
prehrane(t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test sume rangova)). Podaci su prikazani

dijagrami kutija i brkova min do max vrijednosti (engl. box-and-whisker plots).
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5.6. O endotelu ovisna mikrovaskularna reaktivnost koZe podlaktice u odgovoru na
vaskularnu okluziju (post-okluzivna reaktivha hiperemija, PORH) i iontoforezu

acetilkolina (acetilkolinom inducirana dilatacija, AChID)

U usporedbi sa LS dijetom, 7-dnevna HS dijeta znacajno je smanjila i PORH (PORH R-O %
LS 143,6 + 35,3 naspram HS 123,4 + 33,4; P = 0,003) (slika 5.5. A) i dilataciju izazvanu ACh
( AChID) (povecanje protoka AChID-a u uvjetima LS 21,5 + 6,2 naspram HS uvjeta 17,6 +
6,4; P <0,001) (slika 5.5.B) u mikrocirkulaciji koze podlaktice.
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*
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Slika 5.5. A i B. U¢inak 7-dnevne dijete s velikim udjelom soli (HS) na mikrovaskularnu

reaktivnost koze kod mladih zdravih osoba.

(A) Postokluzivna reaktivna hiperemija (PORH) i (B) Dilatacija izazvana acetilkolinom
(AChID). Mjerenje PORH-a izrazava se kao razlika izmedu postotka promjene veli¢ine protoka
tijekom reperfuzije i okluzije u odnosu na pocetnu vrijednost (R-O %). AChID se izrazava kao
povecanje protoka nakon primjene ACh u usporedbi s niskim pocetnim vrijednostima. Podaci
su prikazani kao prosjek + SD. LS - nisko slana dijeta; HS - visokoslana dijeta; R-O % -
promjena mikrovaskularnog protoka krvi izmedu reperfuzije i okluzije (u odnosu na pocetnu
vrijednost); AChID - acetilkolinom inducirana dilatacija; *P < 0,05, LS dijeta naspram HS
dijeta (t-test za zavisne uzorke ili Wilcoxonov test sume rangova). Podaci su prikazani

dijagrami kutija i brkova min do max vrijednosti (engl. box-and-whisker plots).

5.7. Povezanost izmedu koli¢ine dnevnog unosa soli te biljega upalnog odgovora i

aktivacije endotela

Postojala je umjerena pozitivna korelacija izmedu 24-satne natrijureze urina i [FN-y
(Spearman r = 0,393, P = 0,047), te izmedu 24-satne natrijureze urina i IL-9 (Spearman r =
0,445, P = 0,023). Relativna koli¢ina fosforilirane p38MAPK snazno je pozitivno korelirala s
relativnom koli¢inom ukupne p38MAPK (Spearman r = 0,682, P <0,001). Postojala je

jaka/umjerena pozitivna korelacija izmedu relativne koli¢ine fosforilirane p38MAPK i
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sVCAM-1 (Spearman r = 0,621, P = 0,003), te razine endoglina (Spearman r = 0,456, P =
0,043). Postojala je umjerena pozitivna korelacija izmedu ucestalosti Th17 stanica i razine IL-

23 (Spearman r = 0,422, P=0,032).

5.8. Povezanost izmedu biljega upalnog odgovora i aktivacije endotela sa promjenom
mikrovaskularne reaktivnosti i biljezima oksidativnog stresa ovisno o koli¢ini unosa soli

u organizam

Postojala je umjerena pozitivna korelacija izmedu PORH-a i IL-10 (Spearman r = 0,397, P =
0,044). AChID je umjereno negativno korelirao samo sa 24-satnom natrijurezom (Spearman r
=-0,304, P =0,043). Postojala je umjerena / snazna negativna korelacija izmedu TBARS-a i
frekvencije Treg stanica (Spearman r = - 0,424, P = 0,008). FRAP je snazno negativno

korelirao samo sa 24-satnom natrijurezom (Spearman r = - 0,558, P <0,001).
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6. RASPRAVA

Ovim radom je pokazano da 7-dnevna HS prehrana u zdravih osoba neosjetljivih na sol potice
proupalni odgovor karakteriziran pove¢anjem serumskih razina IFN-y, TNF-o, IL-9 1 IL-17A,
ali da takoder dovodi do porasta razine protuupalnih faktora IL-10 i TGF-B1. Povecanje razine
IL-17A u serumu (i trend povecanja razine IL-21 i IL-22), te povecanje relativne koli¢ine
totalne SGK1 u PBMC-ima, podupiru hipotezu o pocetnoj aktivaciji Th17 stanica kao odgovor
na HS dijetu. Zanimljivo je da HS dijeta izaziva i popratni protuupalni odgovor potencijalno
posredovan aktivacijom Treg stanica, karakteriziran pove¢anjem koncentracije IL-10 i TGF-3

u serumu.

Takoder, potvrdena je ranija spoznaja o povecanju oksidativnog stresa 1 smanjenju
antioksidativnog kapaciteta, kao i o oslabljenoj o endotelu ovisnoj dilataciji u mikrocirkulaciji
uslijed HS dijete u zdravih pojedinaca. Novina su rezultati koji ukazuju na pozitivnu povezanost
izmedu odgovora mikrocirkulacije na vaskularnu okluziju (PORH) i razine protuupalnog
citokina IL-10, kao i oni koji su pokazali da promjena razine oksidativnog stresa (uslijed
velikog unosa kuhinjske soli u organizam) moze utjecati na imunoloske regulacijske

mehanizme 1 to potencijalno putem ucinka na Treg stanice.

6.1. Utjecaj soli na ranu upalu

Studije na eksperimentalnim zivotinjskim modelima dosljedno pokazuju da unos HS stimulira
proizvodnju nekoliko citokina za koje je poznato da poti¢u upalu i oStecenje organa. Medutim,
podaci iz klini¢kih studija na zdravim dobrovoljcima su oskudni. Rezultati istrazivanja iz ove
disertacije pokazuju povecanje proupalnih citokina (IFN-y, TNF-qa, IL-9 i IL-17A) i ukupne
razine SGK1 nakon HS prehrane, §to je slicno prethodno opisanim zaklju¢cima kod Zivotinja.
Na primjer, HS prehrana izazvala je povecanje razine IL-6 u bubrezima Dahl Stakora osjetljivih
na sol, §to je bilo povezano s razvojem visokog tlaka i oSteCenjem organa (136). HS dijeta i
hiperosmolarnost povecali su proizvodnju TNF-a u makrofagima misa, a povecali su izrazaj
mRNA za IL-6 1 SGK1 u nefrektomiranih Stakora (86). MiSevi hranjeni HS dijetom imali su
znacajno veci IFN-y u usporedbi s miSevima hranjenim normalno slanom hranom (108). Nasi
rezultati pokazuju da je, osim §to je HS dijeta znacajno povecala razinu proupalnih citokina u

serumu (TNF-o, [FN-y, IL-9 1 IL-17A), postojala i umjerena pozitivna korelacija izmedu unosa
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soli 1 IFN-y, kao i izmedu unosa soli i razine IL-9, §to ukazuje na povezanost izmedu visokog

unosa soli 1 aktivacije proupalnog odgovora.

Zanimljivo je da su KV bolesti, ukljucuju¢i hipertenziju, nedavno okarakterizirane
neravnotezom izmedu Th17 i Treg stanica (120). Stovise, prekomjeran unos/izlozenost soli
pokazao se kao novi i snazan pokretac diferencijacije Th17 stanica i autoimunosti (87,137,138).
Posebno vazan citokin u razvoju KV bolesti je IL-17A, koji uglavnom proizvode Th17 stanice.
Pokazalo se da IL-23 stabilizira i pojacava fenotip Th17 povecanjem ekspresije IL-23 receptora
(IL-23R) sto rezultira patogenoS¢u Thl7 stanica, ali takoder potiskuje razvoj Treg stanica
(84,109,139). S druge strane, Treg stanice (FOXP3+), s TGF-f kao kriticnim regulatorom
njegovog razvoja i funkcije, 1 njihovim kljuénim produktom protuupalnim citokinom IL-10,
ukljucene su u imunolosku toleranciju i homeostazu (140,141). U ovoj studiji, 7-dnevna HS
dijeta rezultirala je pove¢anom razinom IL-17A §to ukazuje na aktivaciju Th17 stanica, kao i
umjerenom pozitivnom korelacijom izmedu razine IL-23 u serumu 1 u€estalosti Th17 stanica,
potvrdujuéi tako osovinu IL-23/Th17 stanice kao dio puta aktivacije Th17 stanica. Zanimljivo
je da se TGF-B znacajno povecao s HS dijetom u ovoj studiji, Sto sugerira da bi mogao biti
kljuéni igrac u istovremenoj aktivaciji protuupalnog kraka aktivacije Th17/Treg u odgovoru na

HS dijetu.

Daljnja podrska ovoj hipotezi je nalaz znacajno povecane razine SGK1 nakon HS dijete. SGK 1
je kritiCan ¢imbenik koji reciprocno regulira razvoj Th17/Treg ravnoteze (109). SGK1 je vazan
u diferencijaciji Th17 stanica reguliranjem ekspresije IL-23R (84), ali je takoder SGKI
negativan regulator razvoja i funkcije Treg (npr. gubitak SGK1 u Treg stanicama rezultira
njihovom povecanom supresornom funkcijom) (109). Ekspresiju SGK1 kontroliraju razliciti
podrazaji ukljucujuéi citokine, hipotoni¢ni medij i glukokortikoidi koji takoder induciraju
ekspresiju SGK1 putem p38MAPK-ovisnog puta (142). Dokazano je da stanice sisavaca mogu
osjetiti hiperosmotski stres putem p38MAPK puta i da potom "nizvodna" kaskada aktivira
NFATS 1 SGK1 (101,143); Stovise, prekomjerna aktivnost SGK1 stimulirana unosom soli
renalnim zadrzavanjem NaCl moze dovesti do razvoja i progresije arterijske hipertenzije (144).
Takoder, oksidativni stres se pokazao kao najsnazniji specificni stres koji aktivira p38MAPK
(145). Dobro je poznato da HS dijeta znacajno povecava vaskularni oksidativni stres (27). Ako
sagledamo sve skupa, sadasnji rezultati podupiru vaznu ulogu SGK1 u regulaciji imunoloskih

odgovora uslijed opterecenja HS.
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Iako rezultati studija na pokusnim Zivotinjama upucuju na neravnotezu Th17/Treg funkcije
uzrokovanu pove¢anim unosom soli u upali i konacnom oStecenju organa (84,108,146), postoji
ogranicen broj klinickih studija koje istrazuju ovaj problem. Na primjer, Th17 generacija
inducirana  HS prehranom povecala je ozbiljnost eksperimentalnog autoimunog
encefalomijelitisa $to ukazuje na potencijalnu klinicku vaznost unosa soli u autoimunoj bolesti
povezanoj s Th17 (99). Nasi rezultati podupiru proupalni odgovor zbog 7-dnevnog optere¢enja
HS-a karakteriziran povecanjem razine proupalnih citokina 1 umjerenom pozitivhom
korelacijom izmedu njih 1 unosa soli, vjerojatno zbog aktivacije Th17 stanica. lako se uCestalost
Th17 stanica nije znacajno promijenila nakon HS dijete, znacajno povecanje razine IL-17A u
serumu i ukupnog SGK1 u PBMC-ima ukazuje na aktivaciju Th17 stanica. Nedavno objavljena
pilot studija pokazala je da 14-dnevna HS prehrana znacajno povecava i no¢ni sistolicki 1
dijastolicki tlak 1 ucestalost Th17 stanica u PBMC-ima zdravih muskaraca dobrovoljaca (119).
S druge strane, presjecna studija iz 2018. godine pokazala je da stupanj unosa soli (LS <5 g
soli/dan naspram HS >5 g soli/dan) nije znacajno povezan s razinom i funkcijom najmanje
dvije podskupine Treg stanica i udjelom Th17 limfocita u PBMC-ima zdravih ispitanika (147),
Sto je sli¢no naSim rezultatima. Luo 1 sur. promatrali su udio Th17, Treg i njihov omjer tijekom
normalnog unosa soli, HS dijete i potom LS dijete u zdravih pojedinaca te se zamijetili
progresivne promjene Th1l7 i Treg stanica karatkterizirane znafajnim porastom Thl7/Treg
omjera tijekom HS dijete 1 smanjenje istog omjera tijekom LS dijete (120). Vazno je
napomenuti dinamiku ovih rezultata, broj Treg stanica se u pocetku povecao, ali se zatim
smanjio tijekom HS prehrane, $to ukazuje na vremenski ¢imbenik u procesu orkestracije
imunoloskog odgovora potaknutog HS dijetom (120). U naSoj studiji, ispitanici su imali obrnuti
redoslijed dijeta — LS dijetu pratila je HS dijeta, ali rezultati su prilicno konzistentni s Luo-ovim
rezultatima — frekvencija Treg stanica u ovoj studiji pokazala je opadajuci trend (iako nije
statisticki znacajan) tijekom HS prehrane. Trenutacno, objasnjenje za ovu dinamiku joS ne

postoji.

Iako HS dijeta izaziva proupalni odgovor, postoje novi dokazi koji upucuju na to da HS dijeta
(kratkotrajna 1 kod ispitanika neosjetljivih na sol) mozZe imati suprotne ucinke. Kao $to je
napomenuto u uvodu, s jedne strane, izlaganje kultura T stanica uvjetima s velikim udjelom
NacCl snazno je povecalo ekspresiju IL-17A 1 IL-22 u memorijskim T stanicama (§to su poznati
"potpisi" Thl7 stanica), ali je iznenaduju¢e da se takoder povecao izrazaj FOXP3 (eng.

forkhead box P3), IL-10 i TGF - te se smanjila koekspresija IFN-y, §to ukazuje i na protuupalni
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fenotip Th17 stanica (105). Ova studija Matthias i suradnika navodi da su promjene u Th17
stanicama u uvjetima s velikim udjelom NaCl posredovane putem p38MAPK koji ukljucuje
SGK1, te da je visoka razina NaCl pojacala ekspresiju IL-17A takoder u Treg stanicama §to bi
moglo ponistiti ukupnu protuupalnu funkciju Treg stanica (105). Pri tome je NaCl imao
protuupalne uc¢inke ovisne o dozi na Th17 stanice, dok je povecana proizvodnja IL-17A dosegla
plato samo malim povecanjem izvanstanicnog NaCl. Takoder je primjeceno smanjenje
proinflamatorne koekspresije IFN-y u klonovima T stanica koje proizvode IL-17A. Kasnijim
restimulacijama Th17 stanica u niskoslanom mediju zabiljezeno je da protuupalni uc¢inak NaCl
na fenotip Th17 stanica (mjereno pove¢anom ekspresijom FOXP3) traje dugoro¢no, ¢ak i nakon
ponovnog ulaska u mikrookruzenje s niskim sadrzajem NaCl, poput krvi. Diferencijacija
humanih Th17 stanica zahtijeva prisutnost nekoliko polarizirajucih citokina, ukljuc¢ujuéi IL-6 i
IL-1B, za koje je prethodno pokazano da upucuju na patogenost T stanica (148). Stoga su,
Matthias i suradnici s druge strane, testirali u¢inak visokih koncentracija NaCl na efektorske
Th17 stanice u prisutnosti pojedinac¢nih proupalnih citokina, kao i njihovih kombinacija. IL-6 1
IL-1B potisnuli su ekspresiju FOXP3, izostala je NaCl-inducirana pojacana proizvodnja IL-
17A, a potisnuto je i autokrino luc¢enje TGF- . Dakle, ponisSten je NaCl-inducirani protuupalni
odgovor i doslo je do indukcije proupalnog fenotipa Th17 stanica (105). Time je dokazano da
je NaCl odgovoran i za promicanje patogenosti na misjim i ljudskim Th17 stanicama, ako se
stimulacija T stanica dogodila u proinflamatornom i TGF-f-niskom okruzenju (105). Uzimaju¢i
sve u obzir, ovi rezultati su po prvi put otkrili kontekstualnu dihotomnu ulogu HS u oblikovanju
patogenosti Th17 stanica i ukazali na dominantnu ulogu proupalnih citokina u odnosu na
potencijalne protuupalne ucinke koje NaCl izravno vrsi na efektorske T stanice (105) Sto se
takoder moze reflektirati i rezultatima nasSe studije. Dakle, sve bi to potencijalno moglo objasniti
barem dio rezultata dobivenih u ovoj studiji; tj. pored ocekivanog odgovora posredovanog
proupalnim Th17 stanicama i povecanja razine proupalnih citokina zbog unosa HS, postoji i
HS-induciran protuupalni u¢inak koji ukljucuje mehanizme (protuupalne TH17 stanice ili neke

druge) koje tek treba istraziti i razjasniti u daljnjim klinickim studijama (slika 6.1.).

58



Nakupljanje NaCl-a u tkivima

T 1-10

1 TGFB

— 1 LAG3

Protuupalr_ll: 1I|_ ) 11c0s
pneutralni” milje T CTLAS

T Foxp3 >> RORyt

e ' 0® 10
_ i s, °° TGFB
Efektorske T stanice o IL-17
| proupalni milje ‘ o
iL17 '
1IL-22 /ﬁz /
1121 ff I
Ccrs i .
i \)éua Naivne T stanice
/ o
[ fFTnaey A
: e | IL-1 INFy
.’\_ / IL-6, IL-23 Foap3
° e > T~ CCRS 1 TGFB
e e o Cra i —"
e % ccra i -
117 o
.. [ ] .. U

.. s :
\j\/ly/ |1 Hipoksija
A oy, ! | HIF-1a
Nery BE
O neio Oksidativni Pl
f stres? 1 |
|

RN

1 IL-10 L] - o‘l ®
11135 . e® @ ¢
T1GEp . ERE =V ]
- 1L-10
=0
-— Treg
Foxp3 T RORyt << Foxp3
RORyt T IL-17 <= IL-10, TGFB
=X

=\

Slika 6.1. Dihotomna, kontekst ovisna sudbina T pomoc¢nickih stanica kada su izloZene

visokoslanim uvjetima.

Naivne stanice izlozene hiperosmotskom i proupalnom okruzenju pod utjecajem Thl7
polarizirajucih citokina dobivaju pojacanu funkciju Th17. Ovaj ucinak je takoder opazen medu
ostalim subpopulacijama T pomo¢nickih stanica (tj. Thl subpopulacija). Zanimljivo je da ako
Th17 stanice nemaju proupalni milje tijekom aktivacije u okruzenju s velikim sadrzajem NaCl
(1 ponovne aktivacije na podrucju pokrenutih imunoloskih odgovora protiv odredenih patogena
ili (auto)antigena) one stjeCu protuupalni fenotip 1 funkciju koju karakteriziraju pojacana

ekspresija IL-10, TGFB, FOXP3, CTLA-4, ICOS i LAG3.

NaCl- natrijev klorid; IL-1p - interleukin 1 beta; IL- 2- interleukin 2; IL-6- interleukin 6; IL-
10- interleukin 10, IL-17 - interleukin 17, IL-21 - interleukin 21, IL-22 - interleukin 22, IL-23
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-interleukin 23; IL-35 - interleukin 35; TGFp - transformirajuci faktor rasta beta, LAG 3 -
protein aktivacije limfocita 3, ICOS- inducibilni T stani¢ni kostimulator, CTLA4- citotoksicni
T limfocit vezani antigen 4, FOXP3- transkripcijski ¢imbenik FOXP3 (engl. forkhead box p3),
RORYyT- transkripcijski ¢imbenika RORyT (engl. retinoic acid-related orphan receptor (ROR)-
vt), HIF-1a - hipoksijom inducirani faktor 1 alfa, Th17 - T pomo¢nic¢ke stanice, STAT 3 -
pretvara¢ signala i aktivator transkripcije 3, Treg - T regulacijski limfociti; ONOO™ -
perokisnitrit; H202 - vodikov peroksid; O - kisk; HCIO - hipoklorna kiselina, OH - hidroksil,
ThO - naivni T limfocit; Th1 - T pomo¢nicki limfocit 1; T bet - faktor transkripcije u T box-u;
IFN - y - interferon gama; CCR4 - kemokinski receptor tip 4; CCRS kemokinski receptor tip 5;
CCR6 - kemokinski receptor tip 6; CCR7 - kemokinski receptor tip 7.

(izvor slike: autorica izradila sama uz superviziju komentorice izv. prof. dr. sc. Martine Mihalj).

Osim toga, u uvodu ove disertacije je spomenuta i druga studija koja je bacila novo svjetlo na
aktivaciju patogenih stanica Th17 i indukciju hipertenzije, ovaj puta nakon velikog unosa
fruktoze. Lee 1 suradnici su na temelju svojih rezultata zakljucili da su imunoloski mehanizmi
povezani s regulacijom krvnog tlaka prili¢no razli¢iti izmedu Stakora osjetljivih na sol (salt
sensitive SS) 1 otpornih na sol (salt resistant SR). Tako se kod SS Stakora dogodio patogeni
odgovor nakon visokog unosa fruktoze, dok su SR $takori pokazali zatitni odgovor. Sto se
dogodilo? Unos visokog udjela fruktoze povecao je razinu serumskog IL-17A 1 populaciju
stanica Th17 samo u SS Stakora (ali ne1 SR Stakora) (107), potom pojacanu ekspresiju mRNA
1 proteina ukupne i fosforilirane razine SGK1 takoder samo u SS Stakora (ne u SR Stakora) na
isti nacin kao i unos HS-a, iako su osnovne (prije optere¢enja fruktozom) serumske razine IL-
10 i populacija T reg stanica bile vece u SR u usporedbi sa SS Stakorima (107). Prema tome,
veliki unos fruktoze (djelujuci kroz sli¢ne mehanizme kao i1 unos velike koli¢ine soli) razli¢ito
utjeCe na Stakore SS 1 SR, na nacin da kod Stakora SS inducira hipertenziju povecanjem stanica
Th17 koje luce proupalni citokin IL-17A i aktivira os IL-23R-SGK1, ali ¢ini se da su SR §takori
zasti¢eni proizvodnjom velike koli¢ine protuupalnog citokina IL-10, koji luce Treg stanice
(107). Zanimljivo, smatramo da su ti rezultati vrlo konzistentni s rezultatima nase studije, Sto
sugerira da bi se aktivacija protuupalnih odgovora posredovanih Treg stanicama (koji su

oznaceni znac¢ajnim porastom IL-10 nakon HS dijete) uslijed kratkotrajnog unosa HS-a mogla
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suprotstaviti proupalnoj funkciji Th17 i djelovati kao zastitni mehanizam od poveéanja krvnog

tlaka i aktivacije endotela kod zdravih osoba neosjetljivih na sol, barem do odredene tocke.

6.2. Utjecaj soli na aktivaciju endotela

Stani¢ne adhezijske molekule, kao §to je ICAM-1-endotelni ligand za antigen 1 povezan s
funkcijom leukocita (LFA-1 ili aLf2, integrin), VCAM-1-endotelni ligand za vrlo kasni antigen
4 (VLA-4 ili a4p1) 1 E-selektin, kao 1 endoglin (koji je endotelni ko-receptor za nekoliko
liganada iz obitelji transformirajuc¢eg faktora rasta beta (TGF-B)) pokazali su se kao vazni
markeri endotelne aktivacije koja prethodi adheziji aktiviranih leukocita 1 iniciranju
aterosklerotskih lezija (112,113,117). Dostupni podaci o uc¢inku HS prehrane na markere
endotelne aktivacije su ograniceni, osobito u zdravih osoba. Na primjer, razine sE-selektina u
plazmi, ali ne 1 SICAM-1 1 sVCAM-1, povecale su se s 2 tjedna HS dijete kod pacijenata
osjetljivih na sol (118). Nadalje, Tadzi¢ i sur. izvijestili su da kod hipertenzije postoji visoka
koncentracija SICAM-1 i sVCAM-1, s niskim razinama sE-selektina, kao markera aktivacije
endotelnih stanica. Ranije istrazivanje naSe istrazivacke grupe pokazalo je da iako je
mikrovaskularna reaktivnost kao odgovor na vaskularnu okluziju bila oslabljena nakon 7-
dnevne HS dijete, HS dijeta nije utjecala na koncentracije SCAM-a u serumu (SICAM-1,
sVCAM-1 i E-selektin) kod mladih zdravih Zena (7). lako se serumske razine sCAM-a i
endoglina nisu promijenile s HS dijetom u nasim rezultatima iznesenim u ovoj disertaciji, TGF-
B (ligand za endoglin) je povecan i1 postojala je jaka/umjerena pozitivna korelacija izmedu
relativne koli¢ine fosforilirane p38MAPK 1 razine endoglina, §to je takoder ranije opisano u
hipoksiji koja inducira ekspresiju endoglina aktivacijom p38MAPK u mikrovaskularnim
endotelnim stanicama mozga misa (149), a Sto ukazuje na vaznu ulogu p38MAPK 1 njezine osi
(koja ukljucuje SGK1) u procesu aktivacije endotela (npr. endoglina) kao odgovoru na razlicite
stresne podrazaje (hipoksija, optere¢enje velikim udjelom soli). Nasi rezultati su dodatno
potkrijepljeni ¢injenicom da TGF-f inducira diferencijaciju CD4+ T-stanica u Th17 stanice i
T-regulatorne stanice, kontroliraju¢i tako imunoloski sustav (150). Ipak, lezi li u pozadini
dobivenih rezultata trajanje HS opterecenja, koli¢ina uzete soli, zdravstveno stanje, dob, status
rezistencije na sol ili aktivacija zastitnog protuupalnog odgovora pored upale niskog stupnja

nakon HS optere¢enja kod zdravih osoba, ostaje da se razjasni.
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6.3. Povecani oksidativni stres kod velikog unosa soli i rane upale

ROS je povezan s pojatanim odgovorom, apoptozom i aktivacijom T stanica (151,152).
Podrijetlo unutarstani¢nog ROS-a u limfocitima dolazi iz najmanje dva izvora - egzogeni ROS
proizveden iz dendriti¢nih stanica i fagocita te intracelularno proizveden ROS tijekom razlicitih
stani¢nih procesa, ukljuc¢ujuci i T stani¢nim receptorima posredovana aktivacija T stanica. Dok
egzogeni ROS moze dovesti do nastanka oksidativnog stresa, endogeno proizvedeni ROS
prvenstveno djeluju kao signalne molekule koje promoviraju ili aktivaciju ili apoptozu T stanica
(151). U fizioloskim uvjetima postoji ravnoteza izmedu ROS-a 1 antioksidansa, a ometanje te
ravnoteze moze dovesti do pojac¢anog ili oslabljenog odgovora T-stanica Sto dovodi do razvoja
raznih patoloskih pojava. Oksidativna oStecenja se pojavljuju kada unutarstani¢na razina ROS-
a premasi antioksidativni kapacitet stanica. Da kratkorocno optere¢enje HS-om u pokusnih
zivotinja moze pridonijeti povecanju ROS-a (npr. razina 0O2--) ometaju¢i aktivnost
antioksidativnog obrambenog mehanizma (smanjenje ekspresije 1 aktivnosti antioksidativnih
enzima), ili zajedno s istovremenim povecanjem aktivnosti prooksidativnih enzima ukazala je
1 skupina autora u nasem laboratoriju ispitujuci u¢inke visokoslane dijete kod Stakora na protoke
u srednjim cerbralnim arterijama in vitro (19). Povecani oksidativni stres je uzrok poremecene
vaskularne reaktivnosti u HS prehrani, uglavnom dovodec¢i do smanjenja bioraspolozivosti NO
1 djelomicno utjecuci na proizvodnju vazoaktivnih metabolita arahidonske kiseline (76,153—

155).

Ranije studije i na Zivotinjama i na ljudima (zdravi i kardiovaskularni bolesnici) opetovano su
pokazivale srediSnju ulogu povecane razine oksidativnog stresa u patofizioloSkom mehanizmu
uslijed unosa HS koji rezultira poremecenom funkcijom endotela (64,155). To potvrduju
rezultati eksperimenata koji su izravno mjerili biomarkere razine oksidativnog stresa i
antioksidativne obrane (npr. proizvodnja O2e-, antioksidativni enzimi, TBARS, FRAP, 8-iso-
PGF2q, unutarstani¢ni oksidativni stres itd.) nakon HS prehrane, kao i studije koje su dale
funcionalne dokaze. To su eksperimenti koji su pokazali da povecanje antioksidativnog
kapaciteta tijekom punjenja HS (npr. suplementacija antioksidativnim vitaminima C i E)
sprjeava razvoj endotelne disfunkcije uzrokovane unosom HS (27). Ova studija je potvrdila
da 7-dnevno HS opterecenje rezultira pove¢anom peroksidacijom lipida i posljedicnom
proizvodnjom 8-iso-PGF2a izoprostana (proizvoda neenzimske ROS-inducirane peroksidacije
arahidonske kiseline), kao 1 smanjenom antioksidativnom obranom (smanjenje FRAP te,

negativna korelacija FRAP i 24h natrijureze potvrduje slabljenje antioksidativnog kapaciteta
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pod utjecajem visokoslane dijete) kod zdravih osoba. Nadalje, u ovoj studiji smo ustanovili
umjerenu/snaznu negativnu korelaciju izmedu TBARS kao markera oksidativnog stresa i Treg
stanica koje svojom aktivacijom stvaraju protuupalni citokin IL-10. Od ranije je poznato da
oksidativni stres moZe utjecati na smanjivanje produkcije protuupalnih citokina poput IL-10,
§to pogoduje razvoju upalnih procesa (156). Stovise, pojadana produkcija ROS, inducirana
razli¢itim stimulusima, je usko povezana s opsegom upale (157). Takoder, slobodni radikali
stimuliraju metabolicke puteve koji vode do aktivacije transkripcijskog faktora kff (NF- xf) koji

potom povecava ekspresiju proupalnih citokina (158).

Dakle novost koju su iznjedrili rezultati ove disertacije je 1 postojanje negativne povezanosti
izmedu peroksidacije lipida i frekvencije perifernih Treg stanica nakon HS prehrane, §to
sugerira da promjene u oksidativnoj ravnotezi nakon HS prehrane mogu promijeniti imunoloske

regulacijske mehanizme, vjerojatno one posredovane Treg stanicama.

6.4. OStecena o endotelu ovisna mikrovaskularna reaktivnost koZe podlaktice u odgovoru
na vaskularnu okluziju (post-okluzivna reaktivna hiperemija, PORH) i iontoforezu

acetilkolina (acetilkolinom inducirana dilatacija, AChID) kod velikog unosa soli

Na tragu studije Bari¢ i suradnika (27) na koju su ve¢ referirani nasi podaci, a koja je takoder
ukazala 1 da je HS dijetom oslabljena endotel ovisna (PORH i AChID) mikrovaskularna
vazodilatacija u kozi podlaktice zdravih osoba takoder povezana s povecanim oksidativnim
stresom 1 smanjenim kapacitetom antioksidativne obrane, neovisno o promjeni krvnog tlaka,

mozemo promatrati 1 rezultate ove studije.

Osim vaznosti ostecenja provodnosti zila u etiopatogenezi kardiovaskularnih bolesti (59,159—
162), ostecenje mikrovaskularne funkcije takoder moze dovesti do oStecenja krajnjih organa i
zatajenja kardiovaskularnog sustava (kao §to je nelijeCena maligna hipertenzija, mozdani udar
i sepsa) (163). Prethodni rezultati su pokazali da vazokonstriktorni metaboliti enzima
ciklooksigenaze (COX), posebno COX-1, imaju znacajnu ulogu u razvoju poremecene
mikrovaskularne reaktivnosti kao odgovora na vaskularnu okluziju u zdravih osoba na HS dijeti
(7). Nadalje, takoder je ukazano da vazodilatacija arteriola izoliranih iz glutealne potkozne

masti kao odgovor na ACh 1 dilatacija izazvana protokom (in vitro) nakon 7-dnevne HS dijete
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viSe nisu ovisni o NO, ali da su vazodilatatorni medijatori COX i citokroma P450 sudjelovali u

ovoj vazodilataciji (59).

Rezultati ove studije su pokazali da periferna mikrovaskularna endotelno ovisna vazodilatacija,
opada kao odgovor na 7-dnevnu HS dijetu u mladih zdravih osoba oba spola neosjetljivih na
sol. U skladu s time su 1 ranije studija u¢injene u nasem laboratoriju autora Stupin, Bari¢ i
suradnika (22,36) kao i ranija studija Greanyja i suradnika koja pokazuje da 7-dnevni unos HS
smanjuje perifernu o endotelu ovisnu mikrovaskularnu funkciju (mjereno kao smanjen protok
eritrocita tijekom lokalne vazodilatacije uzrokovane zagrijavanjem pomoc¢u LDF) neovisno o
krvnom tlaku u normotenzivnih odraslih osoba (64). 7-dnevni unos HS povecava razinu
oksidativnog stresa i smanjuje antioksidativni kapacitet u zdravih mladih pojedinaca Sto je
izravno povezano s nastalom mikrovaskularnom endotelnom disfunkcijom. Naime, izravna
mikrodijaliza vitamina C (hvata¢ ROS-a) u kozu, dovodi do oporavka o NO-u ovisne dilatacije
mikrocirkulacije koze u odgovoru na lokalno zagrijavanje nakon 7-dnevne HS dijete. Slicno
tome, nadomjestak vitamina C i vitamina E tijekom 7-dnevne HS dijete sprjecava oStecenje
mikrovaskularnog endotelnog odgovora na vaskularnu okluziju i na iontoforezu acetilkolina u
zdravih normotenzivnih pojedinaca. StoviSe, analiza viSestruke regresije pokazala je da je
antioksidativni kapacitet najsnazniji prediktor AChID-a, dok je PORH snaZzno povezan i sa

antioksidativnim kapacitetom (FRAP-om) i aktivno$¢u renin-angiotenzin sustava.

Ova studija je pokazala postojanje pozitivne povezanosti protuupalnog citokina IL-10 i
endotelnog odgovora mikrocirkulacije na vaskularnu okluziju (PORH) u zdravih pojedinaca,
ali i pozitivne povezanosti p38MAPK koja posreduje aktivaciju Th17 stanica i razvoj rane upale
uslijed prekomjernog unosa soli u organizam i biljega aktivacija endotela (sVCAM-1, endoglin)
koji potencijalno ukazuje na vaznost povoljnog protuupalnog miljea u ocuvanju endotelne
funkcije mikrocirkulacije, odnosno da razvoj rane vaskularne upale doprinosi aktivaciji
endotela 1 u konacnici razvoju endotelne disfunkcije. Ovi rezultati su korak dalje u
razumijevanju veze izmedu oksidativnog stresa i vaskularne upale uslijed prekomjernog unosa
kuhinjske soli u organizam, $to u konacnici dovodi do endotelne disfunkcije koja je u osnovi

svih kardiometaboli¢kih bolesti.
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Zaklju¢no, povecane razine proupalnih citokina (TNF-o, IFN-y, IL-9 1 IL-17A), ali i
protuupalnih citokina (TGF-B1 i IL-10) nakon HS dijete, ukazuju da HS dijeta izaziva rani
proupalni odgovor, ali takoder inducira i protuupalne odgovore u mladih normotenzivnih osoba
neosjetljivih na sol. To je potkrijepljeno pozitivnom korelacijom izmedu unosa soli i razine
proupalnih citokina u ovoj populaciji. Pozitivna korelacija izmedu razine IL-23 i ucestalosti
Th17 stanica, kao i povecane razine IL-17A 1 SGK1 u uvjetima HS opterecenja, podrzavaju
ulogu osi IL-23/SGK1/Th17stanica/IL-17A u imunoloskom odgovoru prilikom HS optere¢enja
u zdravih osoba. Pozitivna korelacija izmedu relativne koli¢ine fosforilirane p38MAPK i
markera endotelne aktivacije (sVCAM-1, endoglin) ukazuje na potencijalnu ulogu osi
p38MAPK u rezultiraju¢oj aktivaciji endotela uslijed unosa HS. Sveukupno uzeto, kratkoro¢na
HS dijeta potice upalu niskog stupnja karakteriziranu ranom aktivacijom Thl7 stanica.
Dodatno, postoji zastitni protuupalni odgovor Treg stanica na optere¢enje HS (moguce putem
TGF-B puta), koji moze zastititi osobe neosjetljive na sol od izrazenije endotelne aktivacije 1
disfunkcije. Postoji moguénost da oksidativni stres mijenja imunoloske regulacijske

mehanizme djelovanjem na Treg stanice, Sto joS treba dalje istraziti.
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7. ZAKLJUCCI

e mjereni hemodinamski parametri (arterijski tlak 1 puls) nisu se promijenili u odnosu na
izmjerene vrijednosti prije 7-dnevne viskokoslane dijete. — Svi sudionici se mogu
okarakterizirati kao neosjetljivi na sol, a sve uoCene promjene nakon HS prehrane

navedene u ovom radu mogu smatrati neovisnim o krvnom tlaku.

e 7-dnevna HS prehrana znacajno je povecala razinu proupalnih citokina u serumu IFN-
¥, TNF-0, IL-9 1 IL-17A, ali ne i IL-6 i IL-23 u zdravih osoba neovisno o promjenama
krvnog tlaka.

e 7-dnevna HS prehrana u zdravih osoba otpornih na sol poti¢e upalu karakteriziranu
povecanjem serumske razine IFN-y, TNF-o, IL-9 1 IL-17A, ali takoder rezultira i

istovremenim, nasuprotnim porastom protuupalnog nivoa IL-10 i TGF-1.

e povecanje razine IL-17A u serumu (i trend povecanja razine IL-21 i IL-22) sugerira
(barem) pocetnu aktivaciju Thl7 stanica kao odgovor na HS dijetu, ali takoder i
protuupalni odgovor potencijalno posredovan aktivacijom Treg stanica karakteriziranog

povecanjem razine IL-10 i TGF- u serumu.

e Pozitivna korelacija izmedu razine IL-23 1 ucestalosti Th17 stanica, kao 1 povecane
razine IL-17A 1 SGKI1 u uvjetima HS opterecenja, podrzavaju ulogu osi IL-
23/SGK1/Th17stanica/IL-17A u imunoloskom odgovoru kod opterec¢enja HS u zdravih

osoba.

e Pozitivna korelacija izmedu relativne koli¢ine fosforilirane p38MAPK 1 markera
endotelne aktivacije (sVCAM-1, endoglin) ukazuje na potencijalnu ulogu osi

p38MAPK u rezultirajucoj aktivaciji endotela uslijed unosa HS.

e 7-dnevna HS prehrana dovela je do porasta oksidativnog stresa i smanjenja
antioksidativnog kapaciteta mjereno znacajnim porastom biljega oksidativnog stresa
(TBARS 1 8-iso-PGF2a) 1 smanjenjem razine biljega antioksidativnog kapaciteta

(znacajno smanjenje FRAP).

e 7-dnevna HS prehrana je umanjila o endotelu ovisnu dilataciju (PORH i AChID)
mjerenu u mikrocirkulaciji koze podlaktice, §to je potvrda ranijih objavljenih

eksperimenata.
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negativna korelacija izmedu TBARS kao markera oksidativnog stresa i Treg stanica kao
markera protuupalnog odgovora karakteriziranog produkcijom IL-10, sugerira
modulatornu ulogu oksidativnog stresa u upali induciranoj HS prehranom (vjerojatno

posredovanu Treg stanicama).

pozitivna korelacija izmedu IL-10 i endotel ovisne dilatacije u odgovoru na vaskularnu
okluziju (PORH) ukazuje na vaznost odrZzavanja povoljnog protuupalnog miljea u

ocuvanju mikrovaskularne endotelne funkcije.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti u¢inak 7-dnevne dijete s velikim udjelom kuhinjske soli (HS) na
razinu upale i ravnotezu Th17 i Treg limfocita u zdravih mladih ispitanika, te ispitati povezanost
upalnog odgovora uslijed 7-dnevne HS dijete sa ranije dokazanim funkcionalnim oSte¢enjem

mikrovaskularne reaktivnosti i pove¢anom razinom oksidativnog stresa.

Nacrt studije: Studija je ustrojena kao nerandomizirani kontrolirani pokus, u kojemu su svi

ispitanici podvrgnuti istom eksperimentalnom protokolu s vise ponovljenih mjerenja.

Ispitanici i metode: U studiji je sudjelovalo 30 mladih, zdravih ispitanika koji su 7 dana bili
na dijeti s malim udjelom kuhinjske soli (LS, ~3,5 g soli/dan), a nakon toga 7 dana na HS dijeti
(~14.7 g soli/dan). Prije i poslije 7-dnevne HS dijete izmjereni su: a) serumski proupalni i
protuupalni citokini; b) biljezi aktivacije endotela (SICAM-1, sVCAM-1, E-selektin, endoglin);
c¢) frekvencija Th17 i Treg stanica; d) razina enzima ukljuc¢enih u diferencijaciju Th17 1 Treg
stanica (SGK1 1 p38MAPK); e) biljezi oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta
(TBARS, 8-i1s0-PGF2a, FRAP); i f) mikrovaskularna reaktivnost u odgovoru na vaskularnu
okluziju (PORH) i iontoforezu acetilkolina (AChID) metodom laser Doppler flowmetry (LDF).

Rezultati: HS dijeta znacajno je povecala serumsku razinu proupalnih citokina IFN-y, TNF-a,
IL-9 1 IL-17A, ali i protuupalnih citokina IL-10 i TGF-B1. Relativna koli¢ina SGK1 znac¢ajno
se povecala nakon HS dijete. HS dijeta znacajno je povecala TBARS 1 8-iso-PGF2q, a snizila
FRAP. PORH i AChID bili su znacajno snizeni nakon HS dijete. Povecana razina oksidativnog
stresa nakon HS prehrane bila je negativno povezana s frekvencijom Treg stanica, dok je

postojala pozitivna povezanosti izmedu IL-10 i PORH-a.

Zakljucak: Povecane razine proupalnih, ali i protuupalnih citokina nakon HS, ukazuju da HS
dijeta izaziva rani proupalni odgovor, ali takoder i protuupalni odgovor posredovan Treg
stanicama u mladih osoba neosjetljivih na sol. Dobiveni rezultati podrzavaju ulogu osi IL-
23/SGK1/Th17stanica/IL-17A u imunoloskom odgovoru prilikom HS opterecenja u zdravih
osoba. HS prehrana je dovela do povecanja biljega oksidativnog stresa te smanjenja
antioksidativnog kapaciteta 1 smanjenja o endotelu ovisne dilatacije u mikrocirkulaciji koze.
Postoji moguénost da oksidativni stres mijenja imunoloSke regulacijske mehanizme
djelovanjem na Treg stanice, te da je povoljan protuupalni milje vazan za odrzavanje normalne

endotelne funkcije.
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Kljuéne rije€i: citokini; dijeta s velikim unosom soli; endotel; regulacijski T limfociti;

stani¢ne adhezijske molekule; Th17 stanice; upala.
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9. SUMMARY

"Inflammatory Response and Endothelial Activation Following 7-Day High-Salt Diet in
Young Healthy Individuals"

Objectives: To determine the effects of a 7-day diet with high salt (HS) on the level of
inflammation and balance of Th17 and Treg lymphocytes in healthy young subjects, and to
examine the association of inflammatory response due to a 7-day HS with previously proven

functional impairment of microvascular reactivity and increased oxidative stress.

Study design: The study was designed as a non-randomized controlled trial, in which all

subjects underwent the same experimental protocol with multiple repeated measurements.

Participants and methods: The study involved 30 young, healthy subjects who were put on a
low salt diet for 7 days (LS, ~ 3.5 g salt/day) and after that all subjects were on a HS diet (~
14.7 g salt/day) for a period of 7 days. Before and after the 7-day HS diet, the following were
measured: a) serum proinflammatory and antiinflammatory cytokines; b) markers of
endothelial activation (sSICAM-1, sVCAM-1, E-selectin, endoglin); c) frequency of Th17 and
Treg cells; d) levels of enzymes involved in the differentiation of Th17 and Treg cells (SGK1
and p38MAPK); e) markers of oxidative stress and antioxidant capacity (TBARS, 8-iso-
PGF2a, FRAP); and f) microvascular reactivity in response to vascular occlusion (PORH) and

acetylcholine iontophoresis (AChID) by laser Doppler flowmetry (LDF).

Results: The HS diet significantly increased serum levels of proinflammatory cytokines IFN-
v, TNF-a, IL-9, and IL-17A, but also of anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-B1. The
relative amount of SGK1 increased significantly after the HS diet. The HS diet significantly
increased TBARS and 8-iso-PGF2a, and decreased FRAP. PORH and AChID were
significantly reduced after the HS diet. Increased levels of oxidative stress after HS diet were
negatively associated with Treg cell frequency, while there was a positive association between

IL-10 and PORH.

Conclusion: Increased levels of proinflammatory and anti-inflammatory cytokines after HS
indicate that the HS diet elicits an early proinflammatory response, but also an anti-
inflammatory response mediated by Treg cells in salt resistant young individuals. The obtained
results support the role of the IL-23/SGK1/Th17cell/IL-17A axis in the immune response

during HS loading in healthy individuals. HS diet has led to an increase in the markers of
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oxidative stress and a decrease in antioxidant capacity and a decrease in endothelium-dependent
dilatation in the skin microcirculation. There is a possibility that oxidative stress alters immune
regulatory mechanisms by acting on Treg cells, and that a favorable anti-inflammatory milieu

is important for maintaining normal endothelial function.

Key words: Cell Adhesion Molecules; Cytokines; Endothelium; High-Salt Diet; Inflammation;
Oxidative Stress; Regulatory T-Lymphocytes; Th17 Cells.
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