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POPIS KRATICA

CD - prema engl. cluster of differentiation, klaster diferencijacije
EDTA - etilendiaminotetraoctena kiselina

FITC — prema engl. fluorescein isothiocyanate, fluorescein izotiocijanat
Foxp3 — prema engl. forkhead box p3
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IFN — interferon

Ig — imunoglobulin

IL — interleukin

IPEX — prema engl. the immune dysregulation, polyendocrinopahty, enteropathy, X-linked

syndrome, imunosna disregulacija, poliendokrinopatija i enteropatija, vezana uz kromosom X
LP — lamina propria

MHC — prema engl. major- histocompatibility-complex, glavni produkt tkivne podudarnosti
MLN — mezenteri¢ni limfni ¢vor

MS — multipla skleroza

NK — prema engl. natural killer, prirodnoubilacke stanice

PBMC - prema engl. peripheral blood mononuclear cell, mononuklearna stanica periferne

krvi

PMA — forbol-12-miristat-13-acetat

Rag — prema engl. recombination-activating gene, gen koji aktivira rekombinaciju
RPMI — Roswell Park Memorial Institute 1640 medij za stani¢ne kulture

SCC — prema engl. side scatter, zrnatost

SGK - prema engl. serum glucocorticoid-regulated kinase, glukokortikoidna kinaza
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SLE — sistemski eritematozni lupus

TGF — prema engl. transforming growth factor, transformirajuci ¢imbenik rasta

Th — prema engl. T helper, pomo¢nicki T limfocit

Treg — T regulatorni limfociti

VEGF — prema engl. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor rasta

VSD - visokoslana dijeta
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Uvod

1. UvOD

1.1. Unos soli

Unos soli vazan je za odrzavanje volumena i osmolalnosti plazme te odrzavanje razli€itih
tjelesnih funkcija (1). Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, preporuc¢eni dnevni Unos
soli za odrasle osobe je pet g/dan, ali s pojavom zapadnjacke prehrane u svijetu, dnevni unos
se povecao na 12 g dnevno (2). Prema posljednjim istrazivanjima u Republici Hrvatskoj se
prosje¢no dnevno unese priblizno dvostruka koli¢ina soli (11,6 g/dan) u odnosu na
preporuc¢enu. Zbog neznanja, loSih prehrambenih navika i pretjerane uporabe kuhinjska sol
danas uzrokuje visestruku Stetu za zdravlje (3). Povecan unos soli vodi povecanom riziku za
hipertenziju, kardiovaskularne bolesti zajedno sa oSte¢enjem bubrega (2), pocetku i
ozbiljnosti nekoliko autoimunih bolesti, kao Sto su, primjerice, Kolitis, sistemski eritemski
lupus i multipla skleroza (4). Za 86 % preuranjenih smrtnih sluajeva u Europi uzrok su
kroni¢ne nezarazne bolesti (debljina, hipertenzija, sr€ane, bubrezne i pluéne bolesti te rak), za
¢iju je pojavu jedan od najvaznijih ¢imbenika rizika prekomjeran unos kuhinjske soli. Buduci
da se Hrvatska nalazi na tre¢em mjestu u Europi po dnevnom unosu soli, pokrenut je
Strateski plan za smanjenje prekomjernog unosa kuhinjske soli ¢iji je cilj postupno smanjiti
unos kuhinjske soli u opc¢oj populaciji Republike Hrvatske za prosjecno 4 % godisnje,

odnosno sa sadasnjih 11,6 grama dnevno na 9,3 grama do 2019. godine (3).

1.2. Imunoloski sustav i T regulatorni limfociti

Ljudski imunoloski sustav se sastoji od drevnog urodenog sustava, koji se prenosi evolucijom
iz beskraljeS$njaka, i steCenog adaptivnog imunoloskog sustava, Koji je jedinstveno prisutan u
kralje$njaka. Prepoznavanje s naknadnom eliminacijom stranih antigena, stvaranje
imunoloske memorije te razvoj tolerancije na vlastite antigene glavne su funkcije
imunoloskog sustava. Populacija limfocita uglavnom se sastoji od limfocita iz timusa (T
limfociti), limfocita iz kostane srzi (B limfociti) i prirodnoubilackih stanica (NK stanice). T
limfociti koji sudjeluju u stanicnom imunitetu, zajedno s B limfocitima koji posreduju u
humoralnom imunitetu, osiguravaju steceni imunitet koji djeluje usko povezano s urodenim

imunoloskim sustavom (5).
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Razred regulatornih T limfocita (Treg) otkriven je 1970. godine kao razred T limfocita koji
posjeduje mogucnost medureakcije s drugim stanicama u okolini na utisavajuci, odnosno
supresivan nacin (6). Regulacijski limfociti T podskupina su CD4" stanica T koje imaju ulogu
utiSavanja imunosnog odgovora i odrzavanja tolerancije na vlastito. Vecina Treg limfocita
izrazava veliki broj CD25 povrsinskih biljega (o lanac interleukin-2 receptora, IL-2Ra) te
posjeduju transkripcijski ¢imbenik zvan Foxp3 (engl. forkhead box p3), ¢lan skupine
transkripcijskih ¢imbenika koji posreduju razvoj i funkciju ve¢ine T regulacijskih stanica.
Multisistemske autoimunosne bolesti povezane s nedostatkom CD25" regulacijskih stanica T
razvijaju se u miseva sa spontanim ili eksperimentalno induciranim mutacijama. Rijetka
autoimunosna bolest u ljudi, nazvana IPEX (imunosha disregulacija, poliendokrinopatija i
enteropatija, vezana uz kromosom X), uzrokovana je mutacijom gena Foxp3 i povezana s
nedostatkom regulacijskih stanica T i upravo su ova zapazanja istaknula vaznost regulacijskih
stanica T za odrzavanje tolerancije na vlastito. Za odrzavanje, stvaranje i djelovanje Treg
limfocita potrebni su Foxp3 i CD25. Regulacijska uloga je najbolje istrazena kod vrsta
stanica koje izrazavaju fenotip CD4* Foxp3" CD25. One tipi¢no izrazavaju niske razine
receptora za IL-7 (CD127) te koriste IL-2, ali ne i IL-7 kao vlastiti ¢imbenik rasta i
prezivljavanja. Demetilacija Foxp3 genskog lokusa, kao i ostalih genskih lokusa izrazenih u
ovim stanicama, sluzi za odrzavanje stabilnog fenotipa regulacijskih stanica T, a upravo ove

epigeneticke promjene sluze kao svojstvo identifikacije regulacijskih stanica T u temeljnim i

klini¢kim istrazivanjima (7).

Tek nakon otkri¢a klju¢ne uloge Foxp3 transkripcijskog ¢imbenika u razvoju Treg fenotipa i
funkcije (8), dolazi do znacajnih spoznaja o vaznosti Treg limfocita u razlic¢itim autoimunim
bolestima i poremecajima imunosnog sustava u miseva (9), ali takoder s brojnim malignim
oboljenjima u ljudi poput tumora dojki (10), gastrointestinalnog sustava (5), jetre (11) te
tumora jajnika (12). Takoder, Treg stanice imaju bitnu ulogu u alergijskim bolestima, kao i u

imunoloskom odgovoru zdravih osoba na bezazlene alergene iz okolisa (13).
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1.2.1. Podskupine Treg limfocita

T regulatorni limfociti se mogu podijeliti na dvije subpopulacije: urodeni Treg limfociti

(engl. natural, nTreg) i adaptivni ili inducirani Treg limfociti (engl. inducible, iTreg).

Urodene nTreg populacije, koje ¢ine 5-10 % perifernih CD4" T limfocita, razvijaju se u
timusu kao limfociti predodredeni za obavljanje supresivnih funkcija pa su stoga vazni za
odrzavanje tolerancije na vlastito kao i za odrzavanje periferne homeostaze unutar
imunoloskog sustava. Bitna karakteristika nTreg limfocita jest pove¢ana ekspresija a-lanca

receptora za IL-2 (CD25) i transkripcijskog ¢imbenika Foxp3 (13).

Skupinu regulatornih limfocita, koji nastaju na periferiji iz CD4" CD25 Foxp3™ T limfocita
nakon podrazaja antigenom, ¢ine inducirani ili potaknuti Treg limfociti (iTreg). Specifi¢ni su
za antigen koji ih je potaknuo, ali ekspresijom protuupalnih citokina mogu vrsiti i o kontaktu

neovisnu supresiju aktiviranih izvr$nih stanica koje ne izrazavaju ciljni antigen (13).

1.2.2. Funkcija Treg limfocita

Dosad je istrazivanjima utvrdeno deset funkcija Treg stanica u imunosnom sustavu, a to su:

1. prevencija autoimunih bolesti uspostavljanjem i odrzavanjem imunoloske
samotolerancije (14)

supresija alergija i astme (15)

indukcija oralne tolerancije (16)

indukcija majc¢inske tolerancije na fetus (17)

supresija patogenom inducirane imunopatologije (18)

regulacija cjelokupnog izvrsnog odgovora (19)

supresija odgovora slabo aktiviranih T stanica (20)

kontrola ja¢ine imunosnog odgovora uzrokovana aktivacijom T stanica (21)

© © N o g B~ DN

zastita simbiotskih bakterija od prepoznavanja i unistavanja od strane imunosnog

sustava (22)

-
©

sprjecavanje prekomjerne reakcije aktiviranih T stanica u slucaju kada su aktivirane
jakim vezanjem 1 Sire svoj napadacki ustroj prema onim stanicama koje imaju ¢ak 1

slicne MHC molekule bez potrebnog prepoznavanja (23)
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Regulatorne T limfocite karakteriziraju anergija (nereaktivnost prema stimulaciji antigenom)
i imunosupresivna aktivnost (zaustavljanje aktivacije i funkcije razli¢itih efektorskih stanica).
Svoje ucCinke ostvaruju u direktnom kontaktu s drugim stanicama i/ili otpuStanjem

regulatornih citokina IL-10 i TGF-f (13).

Transformirajuci ¢imbenik rasta- (engl. transforming growth factor-g, TGF-B) predstavlja
proizvod tumora koji poti¢e opstanak tumorskih stanica in vitro. Proizvode ga regulacijske
CD4" stanice T, aktivirani makrofagi i druge vrste stanica. Njegove vazne i vrlo razligite
uloge u imunosnom sustavu jesu: inhibicija proliferacije i izvr$nog djelovanja stanica T i
aktivacija makrofaga, regulacija diferencijacije funkcijski razli¢itih podskupina stanica T,
poticanje proizvodnje protutijela IgA poticanjem izotipnog prekapéanja stanica B, poticanje

cijeljenja tkiva nakon utiSavanja lokalnih imunosnih i upalnih reakcija (7).

Interleukin-10 (IL-10) ukljucen je u kontrolu urodenih imunoreakcija i imunost posredovanu
stanicama. Proizvodi se u makrofagima i dendriti¢nim stanicama koje takoder inhibira, stoga
djeluje kao regulator negativnom povratnom spregom. Pripada porodici heterodimernih
citokina kao $to su 1L-22, IL-27 i drugi. Mnoge vrste imunosnih stanica kao $to su aktivirani
makrofagi i dendriti¢ne stanice, regulacijske stanice T te pomoc¢nicke Tn2 linije proizvode
IL-10. Interleukin-10 inhibira proizvodnju IL-12 u aktiviranim dendriticnim stanicama i
makrofagima te ekspresiju kostimulatora i molekula MHC-II na dendriti¢nim stanicama i

makrofagima (7).

1.3. Uloga soli na stanice imunosnog sustava i bolesti

Ravnoteza izmedu efektorskih i Treg stanica vazna je za odrzavanje imuniteta bez Stetnih
nuspojava. Treg stanice osjetljive su na NaCl. Pokazano je da in vitro izlaganje Treg stanica
iz ljudske periferne krvi povecanim koncentracijama natrija smanjuje njihovu sposobnost
supresije zajedno s veCom ekspresijom proupalnih citokina (3) kao s§to su IL-17 i IFN-y (24).
Konkretnije, Treg stanice izloZzene povecanoj koncentraciji soli gube supresivni kapacitet,
potencijalno kao posljedica solju inducirane aktivacije glukokortikoidne kinaze 1 (SGK-1)
koja potiCe ekspresiju receptora interleukina-23 (IL-23R) i pospjesuje diferencijaciju Thl7
limfocita. To je potvrdeno utiSavanjem SGK-1 ekspresije koristenjem SGK-1-specificne
shRNA transducirane lentivirusom. Gubitak aktivnosti SGK-1 u misjim Treg limfocitima,

uzrokuje smanjenu fosforilaciju FoxO1 nizvodnog proteina u SGK-1 signalnoj kaskadi, ¢ime
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se onemogucava eksport FoxOl iz jezgre u citoplazmu i pospjeSuje FoxOl posredovana
transkripcija gena Foxp3, klju¢nog regulatora Treg funkcije i fenotipa. UtiSavanje ekspresije
SGK-1 u Treg stanicama dakle posreduje povecanje supresivnog kapaciteta Treg limfocita
¢ak i u uvjetima visoke koncentracije soli (25).

1.3.1. Hipertenzija

Prvi dokazi koji opisuju osjetljivost imunologkih stanica na Na* in vivo dobiveni su analizom
imunosnih stanica izoliranih iz S$takora s visokom solnom dijetom. Pokazalo se da
prekomjerni unos Na* uzrokuje aktivaciju makrofaga u kozi i stimulira njihovu proizvodnju
dusikovog oksida i vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF). Postoje brojni dokazi
aktivnosti adaptivnog imunoloskog sustava u odgovoru na hipertenziju. MiSevi koji imaju
manjak B stanica i odjeljak T stanica s genom koji aktivira rekombinaciju (Rag™) otporni su
na angiotenzin Il induciranu hipertenziju. Adaptivni prijenos T stanica u Rag ” miseve
inducira hipertenzijske simptome kao §to je opazeno u kontroli divljeg tipa. Nedavno je
pokazano da su misevi s CD4" T- stani¢no ograni¢enim nedostatkom u SGK1 rezistentni na
angiotenzin Il induciranu hipertenziju i vaskularnu upalu. Utvrdeno je da su IL-17 i IFN-y
poviseni u bolesnika sa simptomima koronarne arterijske ateroskleroze, ¢ime se podrzava

uloga T stanica kao medijatora ostecenja krvnih zila kod ljudi (4).

1.3.2. Autoimunosne bolesti

Eksperimentalne studije na zivotinjama pruzile su ¢vrste dokaze da bi prekomjerni natrij u
hrani takoder mogao utjecati na indukciju i ozbiljnost nekoliko autoimunosnih bolesti kao sto
su, primjerice, kolitis, sistemski eritematozni lupus (SLE) i multipla skleroza (MS). U
miseva, visokoslana dijeta pogorsava kolitis §to je povezano s povisenim odgovorom Th17 u
lamini propriji (LP). Visokoslana dijeta inducira urodene limfoidne stanice LP da proizvode
IL-17, dok male intestinalne Treg stanice proizvode manje IL-10 i oStecene su u SV0joj
supresijskoj aktivnosti (4). Razli¢iti podatci ukazuju na zna¢ajnu ulogu CD4 Foxp3™ Treg
stanica u patogenezi autoimunih bolesti, ukljucujuci prirodeni nedostatak Foxp3, Sto rezultira
IPEX sindromom. Osim toga, promjene u broju i funkciji CD4'Foxp3® Treg stanica
zabiljeZene su u vecini autoimunih bolesti kao 1 u drugim imunoloski posredovanim stanjima.

U skladu s time, abnormalni broj i funkcija CD4 Foxp3® Treg stanica zabiljeZeni su u
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reumatoidnom artritisu i sistemskom eritematoznom lupusu, te je predlozeno da bi autoimuni
odgovori koji su opazeni kod ovih pacijenata mogli biti kontrolirani klini€kom upotrebom
Treg stanica za lijeCenje ovih stanja (26). Objavljeno je da visoke koncentracije natrija
ometaju diferencijaciju i funkciju CD4Foxp3"™ Treg stanica, §to pogoduje diferencijaciji i
aktivaciji proupalnih M1 makrofaga (26).

1.3.3. Alergijske bolesti

Treg stanice imaju vaznu ulogu u regulaciji alergijskih reakcija poticuc¢i i odrzavajuci
imunolosku reakciju na alergene. Fizioloski, Treg stanice trebaju odrzavati tolerantno stanje
neskodljive tvari i ograniCiti neispravan ili prekomjeran imunoloski odgovor, a to postizu
tako $to izravno inhibiraju aktivaciju Th2 stanica (potiskivanje proizvodnje IL-4, IL-5, IL-9 i
IL-13), blokiraju migraciju efektorskih T stanica u upalno tkivo, potiskuju proizvodnju IgE,
induciraju IgG4 u B stanicama i ograni¢avaju Th17- posredovanu upalu kao sto je dokazano
na misevima. Poznato je da je kod pojedinaca s alergijom, funkcija regulatornih limfocita T
narusena i njihov broj ¢esto snizen. Jedna od hipoteza o patogenezi astme razmatra ulogu
funkcijskog ili brojéanog nedostatka regulatornih T stanica koja moze biti uzrokovana
genetskom predispozicijom ili okolisSnim ¢imbenicima koji mogu narusiti krhku imunolosku
ravnotezu. Broj plu¢nih Foxp3 Treg stanica je smanjen u djece s astmom i njihova produkcija

moze biti inhibirana prekomjernom proizvodnjom upalnih citokina TNF-a i IL-6 (27).
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2. HIPOTEZA

Polazna je pretpostavka da povecani unos kuhinjske soli djeluje na smanjenje udjela
regulatornih CD4 T-limfocita u perifernoj krvi i mezenteriénim limfnim ¢vorovima Sprague-

Dawley Stakora.
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3.CILJ

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati ucinak kratkotrajne (7 i 14 dana) dijete s povecanim

udjelom soli na udio regulatornih CD4 T-limfocita u perifernoj krvi i mezenteri¢nim limfnim

¢vorovima Sprague-Dawley Stakora.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. USTROJ STUDIJE

Studija je bila ustrojena kao pokusno (eksperimentalno) istrazivanje na animalnim modelima.

Prakti¢ni dio istrazivanja proveden je u Laboratoriju za molekularnu i klinicku imunologiju,

na Katedri za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku.

Eksperimentalni postupci bili su u skladu s Europskim smjernicama za dobrobit
laboratorijskih zivotinja koje se koriste u istrazivanjima (Direktiva 210/63/EU) te ih je
odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveudilista J. J. Strossmayera u Osijeku
(Klasa: 602-04/14-08/06, Ur.br. 2158-61-07-14-04) i Ministarstva poljoprivrede Republike
Hrvatske (HR-POK-005).

Istrazivanje je dio znanstvenog projekta koji financira Hrvatska zaklada za znanost
,,Poremecena vazorelaksacija i endotelno-leukocitna interakcija u razvoju aterosklerotskih
lezija® (HRZZ 1P-09-2014-6380/V-ELI Athero).

4.2. ISPITANICI (MATERIJAL)

U istrazivanju su koristeni zdravi Sprague-Dawley Stakori starosti od Sest do devet tjedana.
Zivotinje su bile uzgojene u Vivariju Medicinskog fakulteta u Osijeku te su tijekom pokusa
bile nastanjene u eksperimentalnoj nastambi. Tijekom cijelog pokusa su imale pristup hrani i
vodi ad libidum te su bile izlozene dvanaestosatnom ciklusu svjetla i tame. Pokusne zivotinje

bile su podijeljene u tri skupine ( N = 6 — 9 po skupini):

1. Zivotinje izlozene visokoslanoj dijeti tijekom sedam dana (VSD-7,4 % NacCl,
Mucedola, Italija)

2. Zivotinje na visokoslanoj dijeti tijekom 14 dana (VSD-14)

3. Zivotinje koje su hranjene standardnom laboratorijskom hranom (KONTROLA)

Zivotinje su bile Zrtvovane dekapitacijom nakon anestezije kombinacijom ketamina (75
mg/kg, 25 mg/ml Ketanest S, Pfizer) i midazolama (2.5 mg/kg, 5 mg/ml Midazolam Torrex,
Torrex Chiesi Pharma).
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4.3. METODE

4.3.1. I1zolacija mononuklearnih stanica iz periferne krvi

Periferna krv sakupljena je u tubice koje su sadrzavale 2 mM EDTA. Mononuklearne stanice
iz periferne krvi (PBMC) izolirane su na gradijentu fikola (Ficoll-Paque PREMIUM 1,084,
GE Healthcare) (Slika 1.). Potom je odredena koncentracija stanica pomocu Biirker-Turk
komorice gdje smo koristili 50 pl suspenzije stanica i 100 pl otopine tripanskog plavila.

Koncentracija je odredena prema sljedecoj formuli:
Koncentracija stanica = (BROJ STANICA/4)x3*x10%/ml

*dilucijski faktor je 3 (50 u 100 ul)

)

. — Plazmai
Uzorak krvi trombociti

—  Limfociti/Mononuklearne
stanice

—  Ficoll Paque PLUS

Granulociti i
eritrociti

Slika 1. I1zolacija PBMCa na gradijentu fikola — slika 1 A prikazuje uzorak krvi nadslojen

Ficoll Paque PLUS

na fikol, dok slika 1 B prikazuje slojeve nastale odvajanjem sastavnica krvi na gradijentu
fikola prilikom centrifugiranja. Sliku nacrtala Martina Mihalj, objavljeno uz dozvolu

autorice.
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4.3.2. Izolacija limfocita iz mezenteri¢nih limfnih ¢vorova

Nakon zrtvovanja Stakorima je otvoren abdomen te su uz pazljivu preparaciju mezenterija
izolirani mezenteri¢ni limfni ¢vorovi. Suspenzija stanica iz mezenteri¢nih limfnih ¢vorova
(mLN) pripremljena je njeznom disocijacijom tkiva pritiskanjem limfnih ¢vorova izmedu
dvaju matiranih krajeva histoloskih/predmetnih stakalaca te susljednim propustanjem

dobivene suspenzije kroz pamu¢nu vatu.

Tako pripremljene suspenzije stanica i PBMC bile su kultivirane u komplethom RPMI
mediju u prisutnosti forbol-12-miristat-13-acetata (PMA), ionomicina (10 mM, Abcam, UK)
te Brefeldina A (10 mg/mL, Invitrogen, USA) tijekom Ccetiri sata te potom obradene za

analizu proto¢nim citometrom.

4.3.3. Protoc¢na citometrija

Proto¢na citometrija visokoosjetljiva je metoda koja posjeduje moguénost istodobne analize
fizickih (veli¢ina i zrnatost) i imunoloskih parametara (biljega) pojedinacnih stanica (28).
Proto¢ni citometar uredaj je koji se sastoji od tri medusobno povezana sustava: proto¢nog,
optickog 1 elektronskog. Proto¢ni sustav omogucuje da Sve stanice iz stanicne suspenzije
pojedina¢no kroz sustav uske kapilare dolaze do snopa laserskog svjetla, a sastoji se od
pokretacke tekucine, stani¢ne suspenzije i zra¢nog potiska. Opticki sustav sastoji se od
laserskog svjetla s leCama, filtrima i osjetnicima. Lasersko svjetlo obasjava stanice, a stupanj
rasprSenja svjetlosti iste valne duljine ukazuje na fizicke osobine stanica- veli¢inu (Svjetlost
rasprSena pod malim kutom od 0,5 — 10 °, FSC engl. forward scatter) i zrnatost (svjetlost
rasprSena pod pravim kutom — SCC engl. side scatter). Elektronski sustav prikuplja sve
svjetlosne signale i pretvara ih u digitalne signale koji se zatim prenose u elektronicko

racunalo i sluze za analizu (29).

Limfociti izolirani iz mLN te PBMC bili su oznaceni FITC anti-CD4 (klon OX35,
eBioscience), PerCP-eFluor710 anti-CD3 (klon G4.18, eBioscience) te PE anti-Foxp3
protutijelima (klon FJK-16s, eBioscience) prema standardnom protokolu za bojanje povr$nih
stani¢nih 1 nuklearnih antigena uz pomoc¢ ,,Foxp3 staining™ seta pufera (eBioscience). Mrtve
stanice iskljuene su na temelju bojanja fiksabilnom bojom za vijabilnost stanica (
LIVE/DEAD®Fixable Near-IR stain, Termo Fisher), a dvostruke (tzv. doublets) stanice
analizom FSS-A i FSS-H parametara. Analizirali smo 50 000 zivih jednostrukih stanica
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pomoc¢u BD FACS Canto II proto¢nog citometra (FACS Canto |1, Becton Dickinson, SAD)

te FlowLogic programa (Inivai Technologies, Australija).

4.4, STATISTICKE METODE

Normalnost raspodjele numerickih varijabli bila je testirana Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu tri nezavisne skupine
bile su testirane jednosmjernom analizom varijanci (One way ANOVA), a u slucaju
odstupanja od normalne raspodjele, Kruskal Wallis testom. Razlike izmedu grupa su dodatno
testirane Tukey post hoc testom. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardne
devijacije, a razina znacajnosti bila je postavljena na p < 0,05. Za statisticku analizu koristen

je statisti¢ki program Sigma Stat 11.0 (Systat Software, Inc. Chicago, IL, SAD).
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5. REZULTATI

Dijeta s pove¢anim udjelom soli nije zna€ajno utjecala na srednji arterijski tlak, kao niti na
tjelesnu masu zivotinja koje su bile ukljuéene u pokus (Tablica 1). Prosje¢na aritmeti¢ka
sredina tlakova svih ispitivanih Zivotinja u pokusu iznosila je 103 mmHg sa standardnom
devijacijom 4,51 mmHg.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da dijeta s visokim udjelom soli dovodi do statisticki
znac¢ajnih promjena u frekvencijama regulatornih (Foxp3™) Treg limfocita u perifernoj krvi i
mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima Sprague-Dawley Stakora. Slika 2 prikazuje primjer analize
kojom su u uzorku perifernin mononuklearnih stanica i suspenziji stanica izoliranih iz
mezenteriénih limfnih ¢vorova Sprague-Dawley Stakora identificirani pojedinaéni, Zivi
limfociti (Slika 2 A) te potom pomoénicki Treg limfociti (CD3"CD4") koji su dvostruko
pozitivni za IL-2R/CD25 i Foxp3 (Slika 2 B).

Tablica 1. Tjelesna masa i srednji arterijski tlak Zivotinja koje su KoriStene u pokusu

Aritmeticka sredina (standardna devijacija)

Visokoslana Visokoslana
Niskoslana dijeta dijeta tijekom 7 dijeta tijekom
Obiljezje (mjerna jedinica) dana 14dana
arge)dnjl arterijski tlak (mm 103 (2,53) 108 (5,26) 99 (9,57)
Tjelesna masa (g) 408 (16,7) 362 (7,22) 409 (31,7)
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Singlets 96.15%

Zive 92.78%

T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
FSC-A FSC-A FSC-A

CD4 T limfociti 22.50% CD25+Foxp3+ 8.25%

CD4 FITC-A
Foxp3 PE-A

- - - - -
101 102 103 104 101 102 103 104
CD3 PerCP-Cy5-5-A CD25 APC-A

Slika 2. Reprezentativni primjer analize mononuklearnih stanica iz periferne krvi

Sprague —Dawley Stakora proto¢nom citometrijom

Periferne mononuklearne stanice izolirane iz krvi Stakora na gradijentu fikola analizirane su
na protocnom citometru BD FACS Canto II. Slika 2 A prikazuje strategiju susljednog
postavljanja prozora za izdvajanje jednostrukih zivih mononuklearnih stanica. Mrtve stanice
bile su iskljucene na temelju bojanja fiksabilnom bojom za vijabilnost stanica (FVD), dok su
jednostruke stanice (tzv. singlets) izdvojene analizom FSS-A i FSS-H parametara. Slika 2 B

prikazuje strategiju analize regulatornih Foxp3™ CD4 T limfocita.

Usporedba udjela regulatornih T limfocita u populaciji mononuklearnih stanica izoliranih iz
periferne krvi Sprague-Dawley Stakora (Slika 3.) pokazala je znacajni pad udjela regulatornih
(Foxp3*) T limfocita nakon sedam dana visokoslane dijete u usporedbi s kontrolnom
skupinom Stakora na standardnoj ishrani [5,30 (0,49) % u odnosu na 6,48 (0,22) %, p <
0,001; jednosmjerna ANOVA i Tukey post hoc test]. Njihove frekvencije su nastavile padati
tijekom dodatnih sedam dana dijete s visokim udjelom soli $to je 14. dan protokola bilo
znacajno u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja [0,08 (0,08) % u odnosu na 6,48 (0,22) %j;

p = 0,001; jednosmjerna ANOVA i Tukey post hoc test], kao i skupinu Zivotinja na kraCem
14
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sedmodnevnom protokolu visokoslane ishrane [0,08 (0,08) % u odnosu na 5,30 (0,49) %; p <
0,001; jednosmjerna ANOVA i Tukey post hoc test].

*

8,00 * *
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"
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= Kontrola VSD-7 VSD-14

1,00

m CD25+Foxp3+ (%)

Slika 3. Udio regulatornih T limfocita u perifernoj krvi Sprague-Dawley Stakora nakon
7 i 14 dana dijete s visokim udjelom soli

Slika 3 prikazuje udio regulatornih Foxp3™ T limfocita u perifernoj krvi Sprague-Dawley
Stakora. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija te su
usporedeni jednosmjernom analizom varijanci i Tukey post hoc testom. *statisticki znacajna
razlika, p < 0,05. Kontrola — stakori koji su hranjeni standardnom hranom za laboratorijske
Zivotinje,; VSD-T — Stakori na visokoslanoj dijeti (hrana koja sadrzi 4 % NaCl) tijekom sedam

dana; VSD-14 — stakori na visokoslanoj dijeti tijekom 14 dana.

Nadalje, usporedba frekvencija regulatornih Foxp3®™ T limfocita u mezenteri¢nim limfnim
¢vorovima Sprague-Dawley Stakora (Slika 4.) pokazala je sliéne razlike, medutim, one nisu
dosegle statisticku znacajnost (p = 0,234; jednosmjerna ANOVA). Prosje¢an udio
regulatornih Foxp3™ T limfocita je bio najvisi u kontrolnoj skupini Zivotinja i iznosi 9,69

15



Rezultati

(2,03) %, dok je u skupinama zivotinja na sedmodnevnoj i ¢etrnaestodnevnoj dijeti s visokim
udjelom soli udio Treg limfocita bio snizen [8,06 (0,79) % i 7,45 (0,82) %].
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Slika 4. Udio regulatornih T limfocita u mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima Sprague-

Dawley Stakora nakon 7 i 14 dana dijete s visokim udjelom soli

Slika 4 prikazuje udio regulatornih Foxp3™ T limfocita u mezentericnim limfnim ¢vorovima
Sprague-Dawley Stakora. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna
devijacija te su usporedeni jednosmjernom analizom varijanci i Tukey post hoc testom.
*statisticki znacajna razlika, p < 0,05. Kontrola — Stakori koji su hranjeni standardnom
hranom za laboratorijske Zivotinje, VSD-T — Stakori na visokoslanoj dijeti (hrana koja sadrzi

4 % NacCl) tijekom sedam dana; VSD-14 — stakori na visokoslanoj dijeti tijekom 14 dana.
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6. RASPRAVA

Brojnim dosadasnjim istrazivanjima dokazani su Stetni i nepovoljni u¢inci pove¢anog unosa
soli na ljudski organizam. Razumijevanje na¢ina na koji pojedine dijetetske komponente
utjecu na podtipove imunoloskih stanica predstavlja prekretnicu za razvoj terapija temeljenih
na prehrani za ucinkovito lijeenje bolesti. Posljednjih godina razlicita izvje$¢a ukazuju na
znaajan utjecaj koncentracije natrija i unosa soli na prirodene i adaptivne imunoloSke
odgovore (26). Sol utjece na funkciju imunoloskih stanica s negativnim u¢incima na pocetak i
napredovanje bolesti kao Sto su hipertenzija, pretilost, rak, metabolic¢ki sindrom 1 autoimune
bolesti (3). Patogeneza nekoliko ovih bolesti karakterizirana je deregulacijom ravnoteze
Treg-Th17 stanica i indukcijom razli¢itih proupalnih i antiupalnih citokina kao §to su TNF-a,
IL-6, IFN-y 1 IL-10 (2). Brojna istrazivanja su pokazala da natrijev Klorid inhibira supresijsku

aktivnost limfocita Foxp3™ Treg (26).

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da kratkotrajna dijeta s visokim udjelom soli dovodi
do smanjenja frekvencije regulatornih T limfocita u perifernoj krvi i mezenteri¢kim limfnim
¢vorovima Sprague-Dawley Stakora. Sli¢no istrazivanje na ljudima 2016. godine proveli su
Tao Luo i suradnici. Njihovo istrazivanje ukljucivalo je 3 mjerenja udjela Treg i Thl7
limfocita iz periferne krvi, uklju¢ujuc¢i mjerenje nakon standardne dijete, potom nakon dijete
s povecanim udjelom soli (15 g dnevno) te nakon niskoslane dijete (5 g dnevno). Rezultati
njihovog istrazivanja su pokazali da nagli prelazak s normalne prehrane na dijetu s visokim
udjelom soli dovodi nakon 24 sata do smanjenja Th17 stanica i recipro¢nog porasta Treg
stanica, odnosno smanjenog Thl17/Treg omjera. Nakon sedam dana visokoslane dijete,
sukladno naSim istrazivanjima, dolazi do znacajnog porasta Thl7 stanica te reciprocnog
smanjenja Treg stanica. Autori su zaklju¢ili da se recipro¢na veza izmedu Treg i Thl7
znacajno mijenja s unosom visoke koli¢ine soli, Sto pokazuje da kratkotrajan unos soli moze
dovesti do neravnoteze izmedu Treg i Th17 stanica. Utvrdili su da se broj Treg stanica
povecao sa smanjenjem Thl7 nakon jednog dana visokog unosa soli, §to ukazuje da Treg
stanice induciraju imunolosku toleranciju brzo reagiraju¢i na upalne znakove, kao
potencijalni mehanizam koji podupire njihov doprinos slaboj ekspanziji Th17 stanica tijekom

visokog unosa soli (30).

Sli¢no istrazivanje je ispitivalo u¢inak smanjenog unosa soli kod pacijenata s reumatoidnim

artritisom (RA) i sistemskim eritematoznim lupusom (SLE). Zanimljivo, istraZivanje je
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pokazalo da smanjenje unosa soli ima imunosupresivni uc¢inak te smanjuje aktivnost Th17
stanica koje sudjeluju u patogenezi navedenih bolesti. Takoder, dokazano je da redukcija
unosa soli dovodi do povecanja postotka Treg stanica koje dodatno doprinose protuupalnom
ucinku redukcije soli u prehrani kod bolesnika oboljelih od autoimunih bolesti (24). Suprotno
tome, postoje i studije u kojima je zabiljezeno da zdravi pojedinci, kao i pacijenti sa SLE ili
RA, pokazuju sli¢ne razine Foxp3 i CD69 Treg stanica u perifernoj krvi te nisu otkrivene
znacajne razlike u supresijskoj aktivnosti ovih podskupina Treg stanica kod osoba s niskim i
visokim unosom kuhinjske soli. Konaé¢no, nije uoéena o€ita povezanost izmedu aktivnosti

bolesti i razine unosa natrija u bolesnika sa SLE ili RA (26).

Navedene studije provedene na ljudima moZemo usporediti i s naSim istrazivanjem na
animalnim modelima. Pri kratkotrajnoj niskoslanoj dijeti i kod ljudi i kod Zzivotinja dolazi do
ekspanzije broja Treg limfocita, dok pri dijeti s visokim unosom soli dolazi do smanjenja

broja Treg limfocita s protuupalnim uc¢inkom §to smo dokazali naSim istraZzivanjem.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja mozemo zakljuéiti da kratkotrajni sedmodnevni i
Cetrnaestodnevni povecani unos Kuhinjske soli dovodi do smanjenja frekvencije T
regulatornih limfocita.
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Sazetak

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati uCinak kratkotrajne (7 i 14 dana) dijete s povecanim unosom Soli
na udio regulatornin CD4 T-limfocita u perifernoj krvi i mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima

Sprague-Dawley Stakora.
Nacrt studije: Pokusno (eksperimentalno) istrazivanje

Materijali i metode: Sprague-Dawley Stakori starosti od Sest do devet tjedana podijeljeni su
u tri skupine (N = 6 — 9). Prva skupina Zivotinja bila je izlozena visokoslanoj dijeti tijekom
sedam dana (VSD-7,4 % NaCl, Mucedola, lItalija), druga skupina zivotinja bila je na
visokoslanoj dijeti 14 dana (VSD-14), a tre¢a skupina zivotinja bila je hranjena standardnom
laboratorijskom hranom (KONTROLA). Prikupljene stanice iz uzoraka periferne krvi i

mezenteri¢nih limfnih ¢vorova analizirane su proto¢nim citometrom (BD FACS Canto I1).

Rezultati: Pokazano je da dijeta s visokim udjelom soli dovodi do statisticki znaéajnih
promjena u frekvencijama T regulatornih limfocita. Nakon sedmodnevne i ¢etrnaestodnevne
visokoslane dijete frekvencija Treg stanica u perifernoj krvi Stakora je bila statisticki
znacajno snizena u odnosu na udio Treg stanica u kontrolnoj skupini, dok je frekvencija Treg
stanica u mezentericnim limfnim ¢vorovima takoder bila snizena u odnosu na udio Treg

stanica kontrolne skupine, ali bez statisticke znacajnosti.

Zakljuéak: Povecani unos soli dovodi do smanjenja frekvencije T regulatornih limfocita Sto
ukazuje da visokoslana dijeta djeluje na smanjenje broja Treg stanica u Sprague-Dawley

Stakora.

Kljuéne rijeci: Treg, visokoslana dijeta, natrijev klorid
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9. SUMMARY

The effect of short term high salt diet on frequencies of nTreg cells in peripheral blood

and mesenteric lymph nodes of Sprague-Dawley rats

Objectives: The affect of short term (7 and 14 days) high salt diet on frequencies of nTreg

cells in peripheral blood and mesenteric lymph nodes of Sprague-Dawley rats.
Study draft: Experimental research

Materials and methods: Sprague-Dawley rats, age 6-9 weeks diveded into three groups
(N=6-9). The first group of animals was on a high-salt diet for 7 days (HSD-7,4 % NaCL,
Murcedola , Italy), the second group of animals was on the same diet for 14 days( HSD-14)
and the third group was fed on standard lab diet (CONTROL). Collected peripheral blood and

mesentric lymph nodes sample cells were analysed by flow cytometer.

Results: It is indicated that high-salt diet leads to statistically significant changes in T
regulatory lymphocytes frequencies. After 7 and 14-days high-salt diet the frequency of
regulatory T cells in peripheral rat blood was statistically significantly reduced comparing to
ratio of Treg cells of the control group while the frequency in mesentric lymph nodes was
also reduced comparing to Treg cells ratio of the control group but with no statistical

significance.

Conclusion: Excessive salt consumption leads to reduction of Treg cell frequency which

indicates that high-salt diet affects Treg cell numbers in Sprague-Dawley rats.

Key words: Treg, high-salt diet, sodium chloride
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